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Zusammenfassung

Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems waren im Jahr 2024 in Deutschland die haufigste
Todesursache. Aufgrund von Myokardinfarkten notwendige koronare Bypass-Operationen
(CABG) haben bis heute eine hohe Mortalitdtsrate. Eine vielversprechende Strategie zur
Reduktion von Myokardschadigungen stellt die pharmakologische Prakonditionierung dar.
Bislang konnte ein protektiver Effekt des Pharmakons Milrinon jedoch ausschlief3lich im Rahmen
der pharmakologischen Postkonditionierung gezeigt werden. Es besteht zudem die Hypothese,
dass Anasthetika — insbesondere Propofol, Dexmedetomidin oder Sevofluran — einen Einfluss
auf die pharmakologische Prakonditionierung entfalten kdnnten. Das Ziel der vorliegenden Arbeit
war zu untersuchen, ob eine pharmakologische Prakonditionierung mittels Milrinon protektiv ist
und, falls zutreffend, bei welcher minimalen Konzentration der maximale protektive Effekt erzielt
werden kann. In einem zweiten Teil wurde der Einfluss der Anasthetika auf die Wirkung der
Milrinon-Préakonditionierung untersucht. Die Experimente wurden unter Verwendung eines
Langendorff-Modells an isoliert-perfundierten Herzen von mannlichen Wistar-Ratten
durchgefihrt. Alle Herzen durchliefen eine 15- bis 20-minitige Eingewdhnungsphase (Baseline),
gefolgt von einer 33-minutigen globalen Ischdmie. Im Anschluss folgte eine 60-minitige
Reperfusionsphase. Am Ende der Versuche erfolgte die Bestimmung der InfarktgroRen mittels
einer Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC)-Farbung sowie die Analyse von hamodynamischen
Variablen. Die statistische Analyse erfolgte mittels einer ein- bzw. zweifaktoriellen Varianzanalyse
und einem anschlielfenden Tukey-Post-hoc-Test. Die Ergebnisse wurden als
Mittelwert + Standardabweichung angegeben; das Signifikanzniveau betrug fur alle Versuche
kleiner 0,05 (p < 0,05). Im ersten Versuchsteil wurden die Tiere randomisiert in fiunf Gruppen mit
jeweils sieben bis neun Tieren eingeteilt. Die Prakonditionierung erfolgte zehn Minuten vor Beginn
der Ischamie. Die Kontrollgruppe erhielt ausschliellich modifizierten Krebs-Henseleit-Puffer
(KHP). Die Interventionsgruppen wurden mit 0,3 yM, 1 uM, 3 uM oder 10 M Milrinon behandelt.
Die InfarktgroRRe der Kontrollgruppe lag bei 63 % + 8 %. Eine Gabe von 1 yM Milrinon fiihrte zu
einer signifikanten Reduktion der InfarkigroRe auf 32 % + 6 % im Vergleich zur Kontrollgruppe
(p < 0,05 vs. Kontrolle). Da die Konzentration von 1 yM Milrinon die gréBte Infarktreduktion
bewirkte, wurde diese Konzentration fiir den zweiten Versuchsteil verwendet. Die
Randomisierung fiir den zweiten Versuchsteil erfolgte in acht Gruppen mit jeweils sieben bis acht
Tieren. Finfzehn Minuten vor Induktion der Ischamie erhielten alle Herzen eine Gabe von
modifiziertem KHP, 11 uM Propofol, 1,5 nM Dexmedetomidin oder 2,5 Vol.-% Sevofluran. Zehn
Minuten vor Beginn der Ischdmie wurde eine pharmakologische Prakonditionierung entweder mit
Milrinon (1 uM) oder KHP als Kontrolle durchgefiihrt. Untersucht wurden die folgenden Gruppen:
KHP-KHP, Propofol-KHP, Dexmedetomidin-KHP, Sevofluran-KHP, KHP-Milrinon, Propofol-
Milrinon, Dexmedetomidin-Milrinon, und Sevofluran-Milrinon. Die gemessenen Infarkigrofien
lagen in den jeweiligen Gruppen bei: 53 % £ 9 % (KHP-KHP), 56 % + 9 % (Propofol-KHP),
53 % +£9 % (Dexmedetomidin-KHP), 56 % +8 % (Sevofluran-KHP), 35% +5% (KHP-
Milrinon), 52 % + 5 % (Propofol-Milrinon), 51 + 8 % (Dexmedetomidin-Milrinon), und 31 % + 9 %
(Sevofluran-Milrinon). Weder 11 uM Propofol noch 1,5 nM Dexmedetomidin, allein oder in
Kombination mit 1 yM Milrinon, fiihrten zu einer signifikanten Reduktion der Infarktgréf3e im
Vergleich zur Kontroligruppe (p > 0,05 vs. Kontrolle). Auch der alleinige Einsatz von 11 yM
Propofol, 1,5 nM Dexmedetomidin oder 2,5 Vol.-% Sevofluran zeigte keinen protektiven Effekt.
Eine signifikante Verminderung der Infarktgrée konnte sowohl unter der Gabe von 1 yM Milrinon
als auch in Kombination mit 2,5 Vol.-% Sevofluran gezeigt werden (p < 0,05 vs. Kontrolle).
Zusammenfassend zeigte diese Arbeit, dass eine pharmakologische Prakonditionierung mit 1 uM
Milrinon an isolierten mannlichen Wistar-Rattenherzen einen kardioprotektiven Effekt in Form
einer signifikanten Infarktgroenreduktion im Vergleich zu einer Kontrollgruppe hatte. Unter
11 uM Propofol und 1,5 nM Dexmedetomidin blieb eine Reduktion der InfarktgréRe aus, wahrend
unter 2,5 Vol.-% Sevofluran der kardioprotektiven Effekt von 1 uM Milrinon erhalten blieb.



Abstract

Cardiovascular diseases were the leading cause of death in Germany in 2024. Coronary
artery bypass graft surgery (CABG) required due to myocardial infarctions still has a high
mortality rate. Pharmacological preconditioning represents a potential strategy to reduce
myocardial injury. Previous studies on isolated rat hearts have demonstrated
cardioprotective effects of milrinone only when administered after ischemic incidence—
referred to as pharmacological postconditioning. It has been hypothesized that
anesthetic agents such as propofol, dexmedetomidine, and sevoflurane may influence
the efficacy of pharmacological preconditioning. The present study investigated (chapter
one) whether pharmacological preconditioning with milrinone prior to ischemia is
effective, and (chapter two) whether propofol, dexmedetomidine, or sevoflurane
modulate this effect. For the Experiments were conducted using an ex vivo Langendorff
heart perfusion system with male Wistar rats. Hearts were perfused retrogradely at a
constant pressure of 80 mmHg using modified Krebs-Henseleit buffer (KHP). After a 15—
20-minute stabilization period, all hearts were exposed to 33 minutes of global ischemia
followed by 60 minutes of reperfusion. Infarct size was assessed by triphenyltetrazolium
chloride (TTC) staining and, hemodynamic variables were analyzed. Statistical analysis
was performed using one- or two-way analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey’s
post hoc test. All results are presented as mean * standard deviation. Statistical
significance was set at p < 0.05. In chapter one, animals were randomized into five
groups (n =7-9). Preconditioning was performed 10 minutes prior to ischemia via
infusion pump (1 % of coronary flow). The control group received KHP, while intervention
groups received milrinone at concentrations of 0.3 uM, 1 uM, 3 pM, or 10 uM. Infarct size
was significantly reduced at 1 yM milrinone (32 % + 6 %) compared to control group
(63 % = 8 %, p < 0.05), and the dose of 1 yM milrinone was used for chapter two. In
chapter two, animals were randomized into eight groups (n = 7-8). 15 minutes before
ischemia, an "anesthetic pre-treatment" was administered: KHP, 11 uM propofol, 1.5 nM
dexmedetomidine, or 2.5 Vol.-% sevoflurane, milrinone (1 uM) or buffer was then
administered 10 minutes prior to ischemia. The following combinations were analyzed:
KHP-KHP, Propofol-KHP, Dexmedetomidine-KHP, Sevoflurane-KHP, KHP-Milrinone,
Propofol-Milrinone, Dexmedetomidine-Milrinone, Sevoflurane-Milrinone. Infarct sizes
were as follows: KHP-KHP: 53 % £ 9 %, Propofol-KHP: 56 % = 9 %, Dexmedetomidine-
KHP: 53 % £ 9 %, Sevoflurane-KHP: 56 % * 8 %, KHP-Milrinone: 35 % + 5 %, Propofol-
Milrinone: 52 % +5 %, Dexmedetomidine-Milrinone: 51 % £8 %, Sevoflurane-
Milrinone: 31 % + 9 %. Neither 11 uM propofol nor 1.5 nM dexmedetomidine, alone or
combined with 1 uM milrinone, significantly reduce infarct size (p > 0.05 vs. control).
2.5 vol.-% sevoflurane alone also failed to reduce infarct size; however, its combination
with milrinone preserved a significant cardioprotective effect (p < 0.05 vs. control).
Pharmacological preconditioning with 1 yM milrinone significantly reduced myocardial
infarct size in isolated rat hearts. The combination of 1 yM milrinone and 2.5 vol.-%
sevoflurane preserved this effect. 11 uM propofol and 1.5nM dexmedetomidine
attenuated the cardioprotective effect of 1 uM milrinone. These findings suggest that the
choice of anesthetic can impact the outcome when pharmacological preconditioning
strategies are used.
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1. Einleitung
1.1 Uberblick

Herz-Kreislauf-Erkrankungen stellen in Deutschland weiterhin die haufigste
Todesursache dar. Im Jahr 2024 fuhrten Erkrankungen des Herz-Kreislauf-
Systems bei 339.212 Menschen zum Tod (1). Die klinische Relevanz von Herz-
Kreislauf-Erkrankungen zeigt sich ebenfalls in der hohen Anzahl an
durchgefuhrten koronaren Bypass-Operationen (coronary artery bypass grafft,
CABG) im Jahr 2024 von 36.968 (inklusive gleichzeitiger Herzklappen- und/oder
Aneurysmaversorgung) (2). Die Mortalitat der CABG-Operationen betrug im Jahr
2024 etwa 2,2 % (2). Eine internationale prospektive Kohortenstudie (ISOS) aus
dem Jahr 2016 von Pearse et al. ermittelte eine weltweite perioperative Letalitat
von etwa 0,5 % nach elektiven Operationen. Die Studie zeigte zudem, dass ein
perioperativer Myokardinfarkt bei ca. 0,3 % aller operativen Patienten auftrat (3).
Vergleicht man die Mortalitatszahlen, Iasst sich feststellen, dass die Mortalitat
einer CABG-Operation im Jahr 2024 etwa vier bis funfmal hoher lag. Die
Ursachen dieser erhohten Mortalitat sind vielfaltig. Ein relevanter Punkt stellt die
myokardiale Schadigung durch Ischamie und Reperfusion dar. Koronare Bypass-
Operationen wurden im Jahr 2024 zu Uber 70 % unter dem Einsatz einer Herz-
Lungen-Maschine durchgefuhrt (2). Dies bedeutet, dass verfahrensbedingt
Phasen einer Ischamie, beispielsweise durch das Unterbrechen der Perfusion
der Koronararterien, und Phasen einer kontrollierten Reperfusion erwartbar und
planbar sind (4). Bislang existieren allerdings nur wenige operative,
interventionelle oder pharmakologische Madoglichkeiten, diese myokardialen
Schaden zu verhindern oder zu verringern. Die MalRnahmen beschranken sich
grofldtenteils auf eine sorgfaltige praoperative Evaluation der Patienten und die
Anwendung von verschiedenen Risiko-Scores zur Einschatzung des
perioperativen Risikos (5). Solche Risiko Scores, wie der Revised Cardiac Risk
Index (RCRI) oder der Myocardial Infarction or Cardiac Arrest Score (MICA) sind
bislang jedoch nur fur nicht-kardiochirurgische Eingriffe validiert worden oder
schlieBen diese explizit aus (6,7). Angesichts der bisher begrenzten
Moglichkeiten zur Senkung der perioperativen Mortalitdt sowohl bei
kardiochirurgischen als auch bei nicht-kardiochirurgischen Eingriffen ist es



sowohl aus wissenschaftlicher als auch aus volkswirtschaftlicher Sicht von
grolRer Bedeutung, weitere Praventionsstrategien zur Vermeidung myokardialer
Schadigungen und damit letztendlich zur Senkung der Mortalitat zu erforschen.
Eine vielversprechende Option zur Reduktion von myokardialen Schaden im
Rahmen einer Ischamie und anschlieBender Reperfusion stellt die
pharmakologische Prakonditionierung dar, auf die in den folgenden Abschnitten
dieser Arbeit naher eingegangen wird.

1.2 Myokardiale Ischamie

Bei der myokardialen Ischamie handelt es sich um ein Missverhaltnis zwischen
Sauerstoffangebot und Sauerstoffbedarf im Myokard. Die Unterversorgung mit
Sauerstoff fuhrt je nach Schweregrad und Dauer zu einer Schadigung von
Kardiomyozyten (8). Bis zum Jahr 2018 wurde die myokardiale Ischamie durch
eine verminderte Durchblutung oder den vollstandigen Verschluss eines oder
mehrerer Herzkranzgefalde infolge atherosklerotischer Veranderungen definiert
(9). Aktuell werden zusatzlich zu der bisherigen Erklarung strukturelle und
funktionelle Storungen sowohl auf Mikro- als auch auf Makroebene in die
pathophysiologischen Mechanismen einbezogen. Auf Makroebene kann eine
Myokardischamie beispielsweise durch diffuse atherosklerotische
Veranderungen ohne Lumenstenose, Koronaranomalien oder einen epikardialen
Vasospasmus ausgelost werden (10). Auf Mikroebene ist die koronare
mikrovaskulare Dysfunktion als Ursache einer Ischamie zu nennen (11). Des
Weiteren werden extrakoronare Ursachen, die das Sauerstoffangebotsverhaltnis
im Myokard negativ beeinflussen, wie beispielsweise Anamie, Tachykardie,
Blutdruckschwankungen oder Myokardhypertrophie, berucksichtigt (12,13). Alle
Formen der myokardialen Ischamie haben gemeinsame, mehr oder weniger
stark ausgepragte Symptome, wie Angina Pectoris (AP, Brustenge), Dyspnoe
(Atemnot), Angstzustinde, Ubelkeit oder KaltschweiBigkeit (14). Zu den
Risikofaktoren fur die Entstehung von Atherosklerose zahlen unter anderem
arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus, Adipositas und Nikotinkonsum (15). Die
aktuelle europaische Nomenklatur unterscheidet sowohl eine chronische Form:
das chronische Koronarsyndrom (chronic coronary syndrome, CSS) und eine
akute Form: das akute Koronarsyndrom (acute coronary syndrome, ACS) (8,16—
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18). In den aktuellen Leitlinien zur Behandlung des akuten ST-Hebungsinfarktes
(ST-segment elevation myocardial infarction, STEMI) im Rahmen des ACS wird
eine moglichst kurze Zeit (< 90 Minuten) bis zum Beginn einer Therapie
empfohlen, um die Mortalitat zu senken (8,19). Therapie der Wahl ist die
schnellstmogliche Wiederherstellung der Myokardperfusion (Reperfusion), zum
Beispiel mittels einer perkutanen transluminalen koronaren Angioplastie (PTCA)
oder, bei nicht rechtzeitiger Erreichbarkeit der PTCA, mit einer medikamentdsen
Fibrinolyse (20). Die CABG-Operation stellt nach entsprechender
Indikationsstellung bei hamodynamisch relevanten Verschlissen der
Koronararterien die Therapie der ersten Wahl dar. Wahrend und nach einer
CABG-Operation kann es durch verschiedene, teils auch geplante Manahmen
zu einer zusatzlichen myokardialen Ischamie, beziehungsweise einem
Myokardinfarkt kommen. Fur die Schwere der Ischamie und damit auch das
Behandlungsergebnis nach einer CABG-Operation ist unter anderem die
Klemmzeit der Aorta wahrend der Operation entscheidend (21,22). Ein
besonderes Augenmerk liegt auf der Reperfusionsphase, in der eine weitere
Zunahme des myokardialen Schadens moglich ist (23). Die Phasen von Ischamie
und Reperfusion treten bei einer CABG-Operation, anders als bei einem akuten
Myokardinfarkt, planbar auf und eroffnen daher Maoglichkeiten fur eine
kardioprotektive Therapie.

1.2.1 Ischamischer Reperfusionsschaden

Wie im vorherigen Kapitel beschrieben, fuhrt eine myokardiale Ischamie, auch
bei einer CABG-Operation, zu einer Schadigung von Kardiomyozyten. Bereits
1983 konnte von DeBoer et al. an einem Hundeherzmodell gezeigt werden, dass
Ausmall und Schwere des myokardialen Schadens malgeblich von der Dauer
und Intensitat der Ischamie abhangig sind (24). Eine schnelle Wiederherstellung
der Koronarperfusion scheint essenziell, um den Zellschaden an den
Kardiomyozyten so gering wie moglich zu halten. Die an eine Ischamie
anschlieende Reperfusionsphase selbst hat allerdings auch einen
schadigenden Einfluss auf die Kardiomyozyten und wird als Myokard-lschamie-
Reperfusions-Schaden (MIRI) oder Ischamie-Reperfusions-Schaden (I/R-
Schaden) bezeichnet (25,26). Dieser |/R-Schaden tragt entscheidend zur
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InfarktgroRRe bei und ist beispielsweise auch im Rahmen einer CABG-Operation
nicht auszuschlieBen (27). In der Vergangenheit wurden bereits einige
pathophysiologische Mechanismen, die im Rahmen der Ischamie-
Reperfusionsphase eine Rolle spielen, aufgeklart, der vollstandige Mechanismus
ist allerdings bis heute nicht bekannt. Wahrend der Reperfusionsphase nehmen
die Mitochondrien eine zentrale Rolle ein. Einige der bisher entdeckten
Mechanismen, die zu einem Reperfusionsschaden fuhren konnen, sind unter
anderem: ein intrazellularer Calciumionenliberschuss, oxidativer Stress,
Veranderungen des pH-Wertes und das Offnen der sogenannten

mitochondrialen Permeabilitats-Transitions-Pore (mPTP).

Im Detail fuhren folgende Prozesse zu einem |/R-Schaden: Durch die
ischamiebedingte Abwesenheit von Sauerstoff kommt es zu einer anaeroben
Energiegewinnung, da die Mitochondrien fur die oxidative Phosphorylierung
Sauerstoff bendtigen (28). Hierdurch kommt es zu einem Laktatanstieg und
einem Konzentrationsanstieg von Wasserstoff-lonen (H*, Protonen), wodurch der
pH-Wert abfallt (28,29) (Abbildung 1). Der Anstieg der Protonen fuhrt zur
Aktivierung des Na*/H*-Austauschers, der Protonen aus der Zelle und im
Gegenzug Natriumionen (Na*) nach intrazellular transportiert. Hierunter kommt
es zu einem Anstieg von intrazellularem Natrium (30). Dieser
Natriumioneniberschuss fiihrt zu einer Aktivierung des 3-Na*/Calcium (Ca?*)-
Austauschers (NCX). Um das Gleichgewicht der Natriumionen
wiederherzustellen, werden 3 Natriumionen im Austausch mit Calciumionen
transportiert, was einen Anstieg von intrazellularen Calciumionen bedingt (31).
Die Natrium-Kalium-ATPase transportiert unter normalen
Stoffwechselbedingungen unter Abhangigkeit von Adenosintriphosphat (ATP) 3
Natriumionen nach extrazellular und 2 Kaliumionen nach intrazellular (32). Unter
ischamischen Bedingungen kann nicht genug ATP bereitgestellt werden, sodass
die Funktion der Natrium-Kalium-ATPase eingeschrankt wird und es zu einem
weiteren intrazelluldren Anstieg von Natriumionen kommt. Uber die vorher
benannten Mechanismen kommt es durch die eingeschrankte Funktion zu einem
weiteren Anstieg der intrazellularen Calciumionen (33). Die ATP-abhangige
sarkoplasmatische Ca?*ATPase (SERCA) ist essenziell fir das intrazellulare

Calciumionengleichgewicht und die Myokardkontraktilitat (34). Unter
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physiologischen  Stoffwechselbedingungen  transportiert die  ATPase
Calciumionen aus dem Intrazellularraum in das sarkoplasmatische Retikulum,
welches als Calciumspeicher fur die nachste Muskelkontraktion dient (35).
Wahrend der Ischamie fuhrt der bestehende ATP-Mangel zu einer verminderten
Aktivitat der SERCA (36), wodurch es zu einer weiteren intrazellularen
Calciumionenakkumulation kommt. Zusatzlich hemmt die ischamiebedingte
Azidose die SERCA (37) und den Ryanodinrezeptor 2, welcher Calciumionen aus
dem sarkoplasmatischen Retikulum freisetzt (38). Mit zunehmender Ischamie
kommt es durch oxidativen Stress und posttranslationale Veranderungen der

SERCA zu einer weiteren intrazellularen Calciumionenuberladung (39).

Obwohl wahrend der Ischamie ein Sauerstoffmangel besteht, werden wahrend
der Ischamiephase reaktive Sauerstoffspezies (ROS) gebildet. Die ROS-Bildung
liegt vor allem an der Funktionseinschrankung der Atmungskette im
Mitochondrium insbesondere an Komplex | und lll, in denen ein Hypoxie
bedingter Elektronenverlust zu einer Bildung von Superoxid (Oz) fuhrt (40).
Durch ATP-Abbau entsteht Hypoxanthin, das trotz geringer Verfugbarkeit von
Sauerstoff, Uber die Xanthinoxidase zu Harnsaure umgewandelt wird. Bei diesem
Prozess entsteht O," und Wasserstoffperoxid (H202) (41). Zusatzlich produziert
die endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase (endothelial nitric oxide synthase,
eNOS) aufgrund eines Mangels an Tetrahydrobioptin (BH4) Superoxid anstatt
Stickstoffmonoxid (NO) (42,43). Aufgrund der Ischamie akkumuliert im
Mitochondrium Succinat, das in der Reperfusionsphase eine weitere
entscheidende Rolle spielt, auf die in den nachfolgenden Abschnitten naher
eingegangen wird (42).

In der Mitochondrienmembran existiert ein unspezifischer Kanal, der flr
Molekule, die kleiner als 1,5 kDa grof3 sind, durchlassig ist (44). Dieser Kanal
wird als mitochondriale Permeabilitats-Transitions-Pore (mPTP) bezeichnet. Zum
aktuellen Zeitpunkt ist der genaue Aufbau dieses Kanals unklar. Es wird
vermutet, dass der Kanal durch Untereinheiten der ATP-Synthetase und der
Adeninnukleotid-Translokase (ANT) gebildet wird (45). Eine dauerhafte Offnung
der mPTP fuhrt zu einer osmotischen Schwellung mit Ruptur der inneren

Mitochondrienmembran und durch Freisetzung von Cytochrom C zu einer



Apoptose (46). Die Offnung der mPTP fiihrt zudem zu einer Umstellung im ATP-
Stoffwechsel, es findet eine ATP-Hydrolysierung anstelle einer ATP-
Synthetisierung statt (47), der hierdurch entstehende Mangel an ATP fuhrt
wiederum zu einer, durch Energiemangel bedingten, nekrotischen
Zellschadigung (48). Die Azidose wahrend der Ischamie senkt die
Wahrscheinlichkeit einer Offnung der mPTP und verhindert damit, dass pro-
apoptotische Faktoren freigesetzt werden. Dies wird dem Histidinrest HIS112 der
Oligomycin-sensitivitatsvermitteindem  Protein  (OSCP)-Untereinheit  der
mitochondrialen ATP-Synthase auf der mPTP zugeschrieben. Unter einer
Azidose bleiben die Histidinreste protoniert und die Offnungswahrscheinlichkeit
der mPTP sinkt hierdurch (49,50). ROS sind ein Offnungstrigger der mPTP (51).
Moderate Spiegel von ROS kommen jedoch physiologisch vor und scheinen
kurze und unschadliche Offenheitsphasen der mPTP zu beeinflussen, um
Uberschissiges Ca?* und ROS als eine Art ,Uberdruckventil* aus den
Mitochondrien freizusetzen (52). ATP- und calciumsensitive mitochondriale
Kaliumkanale (mK_ATP und mBK_Ca) kdnnen Uber einen Kaliumeinstrom durch
Veranderung des Membranpotentials einen ROS und Calciumionen-Einstrom
vermindern und sind somit in der Lage die Offnungswahrscheinlichkeit der mPTP

zu verringern (53-56).
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Abb. 1: Pathophysiologie wahrend der Ischamiephase

In der Abbildung sind einige Pathomechanismen wahrend der Ischamiephase in einem
Kardiomyozyt dargestellt. Im Rahmen der Ischamie resultieren ein Mangel an ATP und Sauerstoff
(O2) in der Bildung von Laktat sowie Protonen (H*), was zu einem Abfall des pH-Wertes fiihrt. Die
Azidose senkt die Offnungswahrscheinlichkeit der mPTP. Dariiber hinaus fiihrt der Na*/H*-
Austauscher zu einem Natriumioneniiberschuss, welcher durch den (3-)Na*/Ca?*-Austauscher zu
einer Calciumioneniberladung fiihrt. Eine Blockade der SERCA wird durch die bestehende
Azidose verstarkt, und die intrazellulare Calciumionenkonzentration nimmt weiter zu. Wahrend
der Ischamie fallen dartiber hinaus Succinat, Superoxid und reaktive Sauerstoffspezies (ROS)
an.

ATP = Adenosintriphosphat, Ca?* = Calciumion, H* = Proton, mPTP = mitochondriale
Permeabilitats-Transitions-Pore, Na* = Natriumion, O2 = Sauerstoff, pH = pH-Wert,
ROS = reaktive Sauerstoffspezies, SERCA = sarkoplasmatische Retikulum-Ca?*-ATPase.

Mit Einsetzen der Reperfusionsphase normalisiert sich der pH-Wert zunehmend.
Dadurch entfallen die durch die Azidose beschriebenen schutzenden Faktoren
auf die mPTP, sodass die Offnungswahrscheinlichkeit der mPTP zunimmt (57).
Durch die einsetzende Sauerstoffzufuhr setzt die oxidative Phosphorylierung ein
und ATP wird wieder regeneriert. Durch diesen Mechanismus ware es
theoretisch maoglich, den wahrend der Ischamie entstandenen intrazellularen
Calciumionenuberschuss Uber die Na*/K*-ATPase oder die SERCA wieder zu
normalisieren. Allerdings dient unter anderem das wahrend der Ischamiephase

akkumulierte Succinat als stark reduzierendes Substrat in der Atmungskette (58).
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Succinat wird uUber Komplex Il der Atmungskette oxidiert, dient als
Elektronendonator und fuhrt unter anderem uber einen ,Reverse Electron
Transport* (RET) an Komplex | der Atmungskette zu einer ausgepragten Bildung
von ROS (42,59). Auch die eNOS und die Xanthinoxidase fordern die Bildung
von ROS (60,61). Dieser massive Anstieg von ROS (ROS-Burst) innerhalb der
ersten Minuten der Reperfusionsphase fuhrt zu Lipid- und Proteinschadigungen
durch Oxidation, zu Schadigungen der Calciumtransporter und zu einer
Hemmung der SERCA (62). Hierdurch entsteht intrazellular eine weitere
Calciumionenakkumulation und tiber den mitochondrialen Ca?*-Uniporter (MCU)
werden Calciumionen in die Matrix der Mitochondrien transportiert (63). Durch
den Calciumioneniiberschuss wird die Offnungswahrscheinlichkeit der mPTP
erhéht und es kommt bei einer Offnung der mPTP zu einem mitochondrialen
Membranpotentialkollaps und zu einem ATP-Mangel, der letztlich zu einem
Zelluntergang fuhrt (64,65). Der I/R-Schaden wird durch weitere Mechanismen,
wie zum Beispiel entzundliche Mediatoren beeinflusst (66). Neutrophil
Extracellular Traps (NETs), Komplementaktivierung oder das NOD-like receptor
family pyrin domain containing 3 (NLRP3)-Inflammasom konnen den
Reperfusionsschaden unter anderem uber Endothelschaden, ROS-Bildung und
Mikrothrombenbildung verstarken (67). Neuere experimentelle Daten an
Mausherzen weisen darauf hin, dass die Ferroptose, ein eisenabhangiger
Zelltod, unter anderem Uber eine Peroxidation von Phospholipiden an einem I/R-

Schaden beteiligt sein konnte (68).

Zusammenfassend fuhrt der myokardiale [I/R-Schaden durch eine
Calciumionenuberladung und einen ROS-Burst in der frihen Reperfusionsphase
zu einer erhdéhten Offnungswahrscheinlichkeit der mPTP und einem
nachfolgenden Zelluntergang. Entzindungsprozesse und Ferroptose konnen
myokardialen I/R-Schaden verstarken. Die nachfolgende Abbildung 2 zeigt die
wichtigsten Mechanismen wahrend der Reperfusionsphase.
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Abb. 2: Pathophysiologie wahrend der Reperfusionsphase

In der Abbildung sind einige Pathomechanismen in einem Kardiomyozyt wahrend der
Reperfusionsphase dargestellt. Durch die erneute Verfugbarkeit von Sauerstoff (O2) findet eine
Regenerierung von ATP statt. Uber den Na*/H*-Austauscher werden Protonen (H*) aus der Zelle
transportiert, wodurch der pH-Wert normalisiert wird. Unter anderem durch einen Reverse
Electron Transport (RET) entstehen infolge der Akkumulation von Succinat hohe Mengen an
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), welche zu einer Inaktivierung der sarkoplasmatischen
Retikulum-Ca?*-ATPase (SERCA) und einer Steigerung der Aktivitit des mitochondrialen
Calcium-Uniporters (MCU) fiihren. Dies resultiert in einer weiteren Uberladung mit Calcium. Die
erhohte Menge an ROS, Calciumionen sowie eine Normalisierung des pH-Wertes erhdhen die
Offnungswahrscheinlichkeit der mPTP. Wenn es zu einer langeren Offnung der mPTP kommt,
sind ein Membranpotentialkollaps mit Membranruptur des Mitochondriums, ATP-Mangel und ein
Zelluntergang die Folge.

ATP = Adenosintriphosphat, Ca?* = Calciumion, H* = Proton, MCU = mitochondrialer Calcium-
Uniporter, mPTP = mitochondriale Permeabilitats-Transitions-Pore, Na* = Natriumion,
O2 = Sauerstoff, pH = pH-Wert, ROS = reaktive Sauerstoffspezies, SERCA = sarkoplasmatische
Retikulum-Ca?*-ATPase.

Zur Reduktion des [I/R-Schadens wurden verschiedene protektive
Konditionierungsstrategien entwickelt, die im nachfolgenden Kapitel ausfuhrlich

erlautert werden.



1.2.2 Prakonditionierung

Um den I/R-Schaden zu verringern, hat sich Uber Jahre das Konzept der
Prakonditionierung entwickelt. Es existieren verschiedene Formen der
Prakonditionierung, wie zum Beispiel die ischamische oder die
pharmakologische Prakonditionierung, auf die im folgenden Abschnitt weiter

eingegangen wird.

Die ischamische Prakonditionierung (ischemic preconditioning (IPC)) beschreibt
einen effektiven endogenen Schutzmechanismus vor Ischamie bedingten
Gewebeschaden, der erstmals 1986 durch Charles Murry beschrieben wurde
(69). In einem Hundemodell konnten Murry et al. durch vier je funf Minuten lange
Ischamie-Reperfusions-Episoden an einer Koronararterie, vor einer 40-minutigen
Okklusion der Koronararterie, die Grolke des myokardialen Infarktareals um bis
zu 75 % im Vergleich zu nicht-prakonditionierten Hundeherzen reduzieren (69).
Dieser protektive Effekt konnte anschlielend bei weiteren Tierarten, wie
beispielsweise Ratten (70), Kaninchen (71) oder auch in unterschiedlichen
Organsystemen, wie Niere (72) und Gehirn (73) beobachtet werden. An
menschlichen Herzen ist der direkte Nachweis einer reduzierten Infarktgrof3e aus
ethischen Grunden nicht mdglich, jedoch fuhrte das Konzept der ischamischen
Prakonditionierung bei CABG-Operationen postoperativ zu signifikant hoheren
ATP-Spiegeln und signifikant niedrigen Troponin-T-Spiegeln im Vergleich zu
nicht-prakonditionierten Patienten (74,75). Diese Beobachtungen konnen
zumindest als Indikator fur eine erfolgreiche Kardioprotektion betrachtet werden.
Die IPC konnte sich in der Klinik jedoch aufgrund ihrer hohen Invasivitat und dem
hohen Risiko von thromboembolischer Komplikationen bei mehrfachen Ischamie-
Reperfusionszyklen durch eine mechanische Koronarokklusion nicht
durchsetzen (76). Als weniger invasive Variante wurde die remote ischemic
preconditioning (RIPC) erforscht (79), bei der kurze Ischamie- und
Reperfusionszyklen in der Peripherie (beispielsweise mittels einer
Blutdruckmanschette am Oberarm) erzeugt werden. Die so ausgeloste
myokardiale Kardioprotektion kann humoral oder neuronal (77) Ubertragen (78)
werden und wurde in einigen tierexperimentellen Studien bestatigt (79). Grolle
Studien an Menschen, wie beispielsweise die RIPHeart- (80) oder die ERICCA-
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(81) Studie konnten jedoch keinen Outcome-Vorteil bei CABG-Operationen mit
einer Herz-Lungen-Maschine feststellen, wenn eine RIPC angewandt wurde.
Diese Diskrepanz lenkt den Fokus auf die pharmakologische Prakonditionierung,
die die zellularen Signalwege der ischamischen Prakonditionierung aktiviert,
ohne eine mechanische Ischamie auslésen zu mussen und so das Myokard vor
I/IR-Schaden schutzen kann (82). Vorteile der pharmakologischen
Prakonditionierung sind: die Moglichkeit der mehrfachen Verabreichung, eine
kontrollierte, standardisierbare Applikation und die Anwendbarkeit bei Patienten,
bei denen eine ischamische Prakonditionierung problematisch einzusetzen ware
(beispielsweise bei peripherer arterieller Verschlusskrankheit) (83). Hinzu
kommt, dass die meisten der fur die pharmakologische Prakonditionierung in
Frage kommenden Medikamente, wie etwa volatle Anasthetika,
Phosphodiesterase Ill-Hemmer (PDE-IlIl-Hemmer) oder Opioide bereits im
klinischen Alltag etabliert und am Menschen erprobt sind. Ziel aller
Konditionierungsstrategien ist es, wahrend der Reperfusionsphase den pH-Wert
zu stabilisieren, einen Calciumionenuberschuss zu vermeiden, schadliche ROS-
Freisetzung zu begrenzen und letztlich die Offnungswahrscheinlichkeit der mPTP
zu senken (27). In diesem Zusammenhang wurden mehrere Signalwege, die eine
Kardioprotektion vermitteln kdnnen, entdeckt, darunter der Reperfusion Injury
Salvage Kinase (RISK)-Signalweg (84), der Survivor Activating Factor
Enhancement (SAFE)-Signalweg (85), der endotheliale Stickstoffmonoxid-
Synthase/Stickstoffmonoxid/zyklisches Guanosinmonophosphat-Proteinkinase
G (eNOS/NO/cGMP-PKG)-Signalweg (86), sowie schiutzende Einflisse durch
die Proteinkinasen A und C (PKA und PKC) oder MikroRNAs.

Der RISK-Signalweg wird durch endogene Mediatoren an G-Protein-
gekoppelten-Rezeptoren (Opioide (87), Adenosin (88), Bradykinin (89)) durch
Wachstumsfaktoren (Insulin (90) oder Insulin-like growth Faktor 1 (IGF-1) (91))
sowie durch ischamische Prakonditionierung (92) oder Anasthetika (93) aktiviert
und fuhrt Gber die Phosphatidylinositol-3-Kinase (P13K) sowie 3-Phosphoinositid-
abhangiger Proteinkinase 1 (PDK1) zu einer Aktivierung der Proteinkinase B
(Akt) (84). Zusatzlich kommt es zu einer Aktivierung der Ras-Raf-Mitogen-
aktivierte Proteinkinase-Kinase zur Mitogen-aktivierter Proteinkinase-Kinase 1/2

(mitogen-activated protein kinase kinase 1/2 (MEK1/2)) und extrazellular
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signalregulierte Kinase-1/2 (extracellular signal-regulated kinases 1/2 (ERK1/2))
(94). Die aktivierte Proteinkinase B phosphoryliert die endotheliale
Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS), wodurch eine erhohte Produktion von
Stickstoffmonoxid (NO) resultiert (95) und uber eine Stimulation der I8slichen
Guanylatzyklase wird die Menge an zyklischem Guanosinmonophosphat (cGMP)
erhoht und die Proteinkinase G (PKG) aktiviert (96). Diese Mechanismen
bewirken eine Offnung von ATP- und calciumsensitiven mitochondrialen
Kaliumkanalen (mK_ATP und mBK_Ca), was zu einer Stabilisierung des
Membranpotentials der inneren Mitochondrienmembran und zu einer
verminderten Calciumionenaufnahme in die Matrix der Mitochondrien fuhrt
(97,98). DarUber hinaus werden RET getriggerte ROS-Spitzen an Komplex | der
Atmungskette gedampft (99). Zudem inaktiviert der RISK-Signalpfad die
Glykogensynthase-Kinase 3-Beta (GSK-3p3), was ebenfalls zu einer Verringerung
der Offnungswahrscheinlichkeit der mPTP fiihrt (100). Antiapoptotische Effekte
Uber den apoptosis regulator B-cell lymphoma 2 (Bcl-2) wirken zusatzlich
protektiv (101).

Der SAFE-Signalweg wird Uber niedrige Tumornekrosefaktor-alpha-Spiegel
(TNF-a) an den Kardiomyozyten Uber Tumornekrosefaktor-Rezeptoren-2
aktiviert (102—104) und fuhrt Uber Januskinasen (JAK) zur Phosphorylierung an
Tyrosinresten von Signal Transducer and Activator of Transcription 3 (STAT3)
(105). STATS3 erhoht die Expression anti-apoptotischer Proteine (zum Beispiel
Bcl-2) (105), bewirkt eine Hochregulation der mitochondrialen Superoxid
Dismutase als antioxidativen Schutzmechanismus (106), wirkt an der inneren
Mitochondrienmembran Uber eine Reduktion von ROS, stabilisiert das
Membranpotential (107) und erhoht die Calciumtoleranz der Mitochondrien. Die
durch STAT3 aktivierten Mechanismen flihren zu einer verminderten
Offnungswahrscheinlichkeit der mPTP (108).

Beide Signalwege, RISK und SAFE, fuhren Uber eine Vernetzung der
Signalwege durch eine Calciummodulation und ROS-Verminderung in den
Mitochondrien zu einer verminderten Offnungswahrscheinlichkeit der mPTP (85).

Ein Cross-Talk zwischen beiden Signalwegen wird vermutet, experimentell
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konnte an Mausen gezeigt werden, dass beide Signalwege voneinander

abhangig scheinen (109,110).

Der eNOS/NO/cGMP-PKG-Signalweg wird durch den RISK-Signalweg aktiviert,
kann aber auch unabhangig durch Adenosin, Bradykinin oder erhdhte
Scherkrafte aktiviert werden (111-113). Analog dem RISK-Signalweg wird der
kardioprotektive Effekt Uber freigesetztes NO mit einer Aktivierung der PKG und
einer Offnung von mK_ATP-Kanalen vermittelt (114,115).

Auch die Proteinkinasen A und C (PKA und PKC) tragen zur Kardioprotektion
bei. Die PKC liegt in mehreren Unterformen vor (116), besonders die PKCepsilon
transloziert zur Zellmembran (zum Beispiel nach Adenosin-Stimulus) (117), kann
mK_ATP-Kanale o6ffnen, erzeugt moderate signalisierende Mengen an ROS,
aktiviert die Aldehyddehydrogenase 2 (ALDHZ2) (118) und senkt so die
Offnungswahrscheinlichkeit der mPTP (119). Die PKA kann mBK_Ca-Kanale
offnen (120), senkt das mitochondriale Membranpotential, dampft RET-
abhangige ROS-Spitzen und begrenzt den Ca%*'-Einstrom (121), wodurch
ebenfalls die Offnungswahrscheinlichkeit der mPTP sinkt (122). Zusatzlich
verbessert die PKA Uber eine Phospholamban-Phosphorylierung die Funktion
der SERCA in der Reperfusionsphase (123).

MikroRNAs (miRNA) konnen die schutzenden Signalwege am Herzen
unterstutzen (124,125). MiRNA-144 beispielsweise aktiviert Akt/ERK und
inaktiviert GSK-3p (126), die miRNA-21 hemmt Phosphatase and Tensin
Homolog (PTEN) und fuhrt zu einer Unterstutzung der Akt- und NO-abhangigen
kardioprotektiven Signalwege (127,128).

Pharmakologisch lassen sich die kardioprotektiven Signalwege und deren
Endstrecken gezielt aktivieren. Das atriale natriuretische Peptid (ANP) kann Teile
des RISK-Signalpfades aktivieren und im Ratten- und Kaninchenmodell
kardioprotektiv wirken (129,130). Cyclosporin A konnte zumindest in
tierexperimentellen Studien die Offnung der mPTP modulieren (131). Auch
volatle  Anasthetika  (Sevofluran, Isofluran, Desfluran)  aktivieren
RISK/SAFE/eNOS und wirken auf mitochondriale Kaliumkanale und die mPTP
(132,133). Opioide wirken unter anderem Uber eine Aktivierung der PKA (122)
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oder Hemmung der GSK-3p (134) kardioprotektiv. Phosphodiesterase (PDE-III)-
Hemmer wie beispielsweise Milrinon, die die Endstrecke des RISK-Signalwegs
uber die PKA aktivieren und so kardioprotektiv wirken, kommen ebenfalls fur eine
pharmakologische Prakonditionierung in Frage (135). Auf der anderen Seite
konnen Anasthetika, wie beispielsweise Propofol, schitzende Signalwege
abschwachen und zZu einem Ausbleiben von erfolgreichen

Konditionierungsstrategien beitragen (136).

Der Transfer von der praklinischen in die klinische Phase der pharmakologischen
Prakonditionierung ist bislang nicht zufriedenstellend gelungen. Gerade bei
CABG-Operationen sind Ischamie- und Reperfusionsphase planbar und daher
pradestiniert fur die pharmakologische Prakonditionierung. Gleichzeitig ist unklar,
ob und wie verwendete Anasthetika einen Einfluss auf die pharmakologische
Prakonditionierung haben. Hier setzt die vorliegende Arbeit an, indem zum einen
eine pharmakologische Prakonditionierung mit dem PDE-IlIl-Hemmer Milrinon
untersucht und zum anderen Uberpruft wird, ob die Wahl des Anasthetikums
einen Einfluss auf die pharmakologische Prakonditionierung mit Milrinon hat.

1.3 Konditionierung mit Milrinon

Bei Milrinon handelt es sich um einen Phosphodiesterase-llI-Hemmer (PDE-III-
Hemmer), welcher bei Kindern und Erwachsenen zur kurzzeitigen Behandlung
einer schweren Herzinsuffizienz eingesetzt wird, falls die Uublichen
Behandlungsmethoden (Diuretika, Digitalis, Vasodilatatoren) ausgeschopft sind
(137). Uber eine PDE-lll-Hemmung wird der Abbau von zyklischem
Adenosinmonophosphat (cAMP) in Herz- und GefalRmuskelzellen gehemmt,
wodurch es zu einer Konzentrationssteigerung von cAMP kommt (138). Durch
den erhohten cAMP-Spiegel werden in der Herzmuskelzelle Uber eine
Aktivierung der PKA vermehrt Calciumionen aus dem sarkoplasmatischen
Retikulum ausgeschuttet, wodurch es zu einer gesteigerten Kontraktilitat
(Inotropie), Relaxation (Lusitropie) und einer erhohten Erregungsbildung
(Chronotropie) am Herzen kommt (135). Gleichzeitig bewirkt Milrinon in den
Gefallimuskelzellen durch die erhohte cAMP-Konzentration eine Hemmung der

Myosin-Leichtketten-Kinase, was zu einer Vasodilatation der peripheren und
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pulmonalen Gefalle fuhrt und damit zu einer Steigerung des Herzzeitvolumens
mit minimaler Erhdhung der Herzfrequenz (139). Unter anderem uber diese
Wirkungen erscheint Milrinon fur die pharmakologische Prakonditionierung
besonders geeignet zu sein. Weiterhin wurde Milrinon fur diese Arbeit
ausgewahlt, da bereits 2001 von Sanada et al. an Hundeherzen ein
kardioprotektiver Effekt fur PDE-IlIl-Hemmer Uber eine PKA- und Mitogen-
aktivierte Proteinkinase (MAPK-)-Aktivierung gezeigt werden konnte (135). Auch
Behmenburg et al. zeigten 2018 an mannlichen Wistar-Ratten im Langendorff-
Modell, dass Milrinon eine kardioprotektive Wirkung im Rahmen einer
pharmakologischen Postkonditionierung, also im Anschluss an eine Ischamie,
hatte (140). Zum Zeitpunkt der Durchfuhrung dieser Arbeit war jedoch noch nicht
untersucht, ob Milrinon im Rahmen der pharmakologischen Prakonditionierung
an isolierten Rattenherzen einen konzentrationsabhangigen kardioprotektiven
Effekt besitzt und ob dieser kardioprotektive Effekt durch die Kombination mit

Anasthetika beeinflusst werden kann.

Zusammenfassend Iasst sich festhalten, dass Milrinon Uber eine Aktivierung von
PKA und MAPK-abhangigen Signalwegen mit dem RISK-Signalweg interagiert
und somit potenziell kardioprotektive Eigenschaften aufweist. Die Rolle dieser
kardioprotektiven Eigenschaften fur die pharmakologische Prakonditionierung
bedarf weiterer Untersuchungen.

1.4 Anasthetika
1.4.1 Propofol

Propofol (2,6-Diisopropylphenol) wurde bereits in den 1970er Jahren unter dem
Namen ICI 35 868 erstmals in Studien verwendet (141). Heutzutage ist Propofol
ein haufig verwendetes Narkotikum, welches in unterschiedlichen
Einsatzbereichen zur Anwendung kommt (142). Je nach Dosierung kann es
entweder zur Sedierung, Narkoseeinleitung oder fur eine total-intravendse
Anasthesie in Kombination mit einem Opioid verwendet werden. Es wurde 2011
in die Liste der unentbehrlichen Medikamente der WHO aufgenommen (143). Die
Wirkmechanismen von Propofol sind bis heute nicht vollstdndig verstanden.
Jedoch sind einige zentrale Wirkweisen bereits beschrieben: Uber eine
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agonistische, ligandengesteuerte Bindung an Gamma-Aminobuttersaure-A
(GABA)-Rezeptoren kommt es zu einer Offnung von Chloridkandlen an der
Postsynapse. Die Offnung der Kanale fiihrt zu einem Chloridionen-Einstrom mit
nachgeschalteter Hyperpolarisation der postsynaptischen Membran (144).
Hierdurch wird das Ausldsen eines Aktionspotentials erschwert und es kommt zu
einer Hemmung der Nervenzelle bzw. Reizweiterleitung (145). Studien am
Mausmodell von Munoz et al. im Jahr 2021 konnten aul3erdem eine Wirkung von
Propofol auf ausgewahlte Glycin-Rezeptoren, die ebenfalls Uber einen Einstrom
von Chloridionen eine Inhibition auslosen, nachgewiesen werden (146). Es wird
vermutet, dass Propofol auf eine weitere Anzahl von Rezeptoren, unter anderem
auf N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptoren (NMDA) seine Wirkung entfalten kann
(147). Klinisch fuhrt Propofol dosisabhangig zu einer Atemdepression und einem
moglichen Abfall des Blutdrucks durch negative Inotropie und periphere
Vasodilatation (148). Mehrere klinische Studien weisen darauf hin, dass Propofol
einen kardioprotektiven Effekt durch ischamische Prakonditionierung oder RIPC
beeinflussen bzw. verhindern kann (136,149). Daher soll Propofol in dieser Arbeit

in Kombination mit Milrinon untersucht werden.
1.4.2 Dexmedetomidin

Seit 2011 ist in Europa der selektive alpha-2-Adrenorezeptor-Agonist
Dexmedetomidin unter dem Handelsnamen Dexdor verfugbar (150).
Dexmedetomidin wird hauptsachlich zur Sedierung von Patienten auf der
Intensivstation eingesetzt (151). Alpha-2-Rezeptoren kommen sowohl pra- und
postsynaptisch im zentralen Nervensystem als auch im peripheren
Nervensystem vor und entfalten aufgrund der Existenz von verschiedener
Rezeptorsubtypen (a2A, a2B, a2C) eine Vielzahl an unterschiedlichen Wirkungen
(152). Die Stimulation des alpha-2-Adrenorezeptors fuhrt Gber eine Gi-Protein-
gekoppelte Kaskade zu einer Inhibierung der Adenylatzyklase, wodurch der
cAMP-Spiegel vermindert wird (153). An den glatten Muskelzellen der Gefalie
kann die Aktivierung des Rezeptors konzentrationsabhangig zunachst zu einer
Vasokonstriktion mit einer Erh6hung des peripheren Widerstandes fuhren (154—
156). Demgegenlber bewirkt die Aktivierung prasynaptischer alpha-2-

Rezeptoren eine Hemmung der Freisetzung von Noradrenalin, was unter
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anderem zu einer Abschwachung des Sympathikus fuhrt und mit einer
Bradykardie, einem Abfall des Herzzeitvolumens und einer Hypotonie einhergeht
(157,158). Dexmedetomidin wirkt am Locus coeruleus Uber eine Hemmung
exzitatorischer Neurone und eine verstarkte Aufnahme von Glutamat, wodurch
es zu einer abnehmenden synaptischen Reizweiterleitung und Sedierung kommt
(159). Neben diesen klinischen Effekten wurden in experimentellen
Untersuchungen auch kardioprotektive Eigenschaften fur Dexmedetomidin
gezeigt (160). Dexmedetomidin aktiviert unter anderem den RISK-Signalweg
oder fuhrt zu einer Aktivierung der eNOS (161,162). Zusammenfassend kann
Dexmedetomidin Uber eine Aktivierung des RISK-Signalwegs und der eNOS
kardioprotektive Effekte vermitteln und wird deswegen in dieser Arbeit bezlglich
seines Einflusses auf die pharmakologische Prakonditionierung in Kombination

mit Milrinon untersucht.

1.4.3 Sevofluran

Sevofluran ist ein volatiles Anasthetikum, welches 1995 in Deutschland
zugelassen wurde. Sevofluran ist ein halogenierter Methylisopropylether, der bei
Raumtemperatur in flussiger Form vorliegt (163,164). Fur eine volatile
Anasthesie werden inhalative Anasthetika wie Sevofluran Uber die Inspirationsluft
verabreicht. Die Inspirationsluft wird mithilfe eines Bypass-Verdampfers mit
Sevofluran (165) gesattigt, anschlielend wird Sevofluran Uber die Lunge in den
Blutkreislauf aufgenommen, im Korper verteilt und passiert die Blut-Hirn-
Schranke, wodurch es hypnotisch wirkt. Die genaue Wirkungsweise ist bis heute
nicht bekannt, jedoch existieren verschiedene Theorien. Zum einen die
Lipidtheorie, die davon ausgeht, dass Sevofluran sich in der Zellmembran I0st,
dort die Funktion der Natriumkanale beeinflusst und durch diese
Natriumkanalblockade eine Membrandepolarisation verhindert wird (166). Auf
der anderen Seite wird Sevofluran die Eigenschaft zugesprochen, GABA-,
Glutamat- und NMDA-Rezeptoren zu beeinflussen und somit exzitatorische
Signale abzuschwachen (167). Sevofluran besitzt nur eine geringe analgetische
und muskelrelaxierende Wirkung, fuhrt jedoch zu einer Vasodilatation mit Abfall
des arteriellen Blutdrucks, wirkt negativ inotrop, begunstigt eine Tachykardie und
bedingt einen Abfall des Herzzeitvolumens (168). Neben seiner anasthetischen
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Wirkung spielt Sevofluran auch in der Kardioprotektion eine Rolle. Es konnte in
mehreren tierexperimentellen Studien gezeigt werden, dass Sevofluran einen
I/R-Schaden minimieren kann (169). Aufgrund dieser Beobachtungen soll im
Rahmen der hier vorliegenden Arbeit untersucht werden, ob Sevofluran einen
Einfluss auf die pharmakologische Prakonditionierung mit Milrinon hat.

1.5 Ziele der Arbeit

Trotz einiger experimenteller Erfolge ist es bislang nicht gelungen, die
beschriebenen pharmakologischen Konditionierungsstrategien aus der
praklinischen Forschung mit vergleichbarem Erfolg in der klinischen Praxis,
insbesondere im Rahmen einer CABG-Operation, einzusetzen. Der PDE-III-
Hemmer Milrinon scheint ein vielversprechendes Pharmakon fur eine
pharmakologische Prakonditionierung zu sein, da es mit dem kardioprotektiven
RISK-Signalweg interagiert. Allerdings ist bisher unklar, ob Milrinon einen
konzentrationsabhangigen kardioprotektiven Effekt im Rahmen einer
pharmakologischen Prakonditionierung aufweist. Bei einer CABG-Operation gilt
es zudem zu bedenken, dass sich ein fur die Narkose eingesetztes Anasthetikum
negativ auf eine pharmakologische Prakonditionierung auswirken konnte. Es
existieren Hinweise darauf, dass Anasthetika den Effekt einer
pharmakologischen Prakonditionierung beeinflussen konnen. Eine
Untersuchung in Kombination mit Anasthetika scheint daher essenziell, um den
Einsatz der pharmakologischen Prakonditionierung wahrend einer CABG-
Operation weiter voranzutreiben. Die Ziele dieser Arbeit gliedern sich daher in
folgende zwei Fragestellungen:

1. ,Hat die pharmakologische Prakonditionierung mit Milrinon einen
konzentrationsabhangigen kardioprotektiven Effekt auf einen Ischamie-
Reperfusions-Schaden?*

2. ,Wird ein moglicher kardioprotektiver Effekt von Milrinon unter der Gabe
von Propofol, Dexmedetomidin oder Sevofluran beeinflusst?*

Um diese Fragestellungen beantworten zu kénnen, wurden ex-vivo-Versuche mit
mannlichen Wistar-Rattenherzen an einer Langendorff-Anlage durchgefuhrt.
Nach Induktion eines |/R-Schadens wurde bei allen Versuchen als primarer
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Endpunkt die InfarkigroRe bestimmt, als sekundarer Endpunkt wurden
hamodynamische Variablen erhoben. In einem ersten Teilversuch erfolgte die
Untersuchung der kardioprotektiven Wirkung von Milrinon im Rahmen einer
pharmakologischen Prakonditionierung, einschlielllich der Ermittlung der
geringsten Konzentration mit dem gro3tmaoglichen kardioprotektiven Effekt. In
einem zweiten Teilversuch wurden die Rattenherzen unter der Gabe von
Propofol, Dexmedetomidin oder Sevofluran einer pharmakologischen
Prakonditionierung mit Milrinon unterzogen und der Einfluss der Anasthetika auf
den Effekt von Milrinon untersucht.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

Fur alle in dieser Arbeit durchgefihrten Versuche wurden die in den
nachfolgenden Tabellen aufgefuhrten Materialien, Gerate und Chemikalien

verwendet.

2.1.1 Materialien und Gerate

Tabelle 1: verwendete Materialien und Gerate fiir die Versuche

Art Modell Hersteller
Analog/Digitalwandler PowerLab 8/30 (ML870) Fa. ADInstruments
Dunedin, Neuseeland

Blut I st ABL 800 Flex Fa. Radiometer

vlgasanalysegera © Krefeld, Deutschland

. . Fa. Greisinger
Digitalthermometer GTH 1160 Regenstauf, Deutschland

. . ) Fa. B.Braun Melsungen AG

Drei-Wege-Hahn Discofix®-C Melsungen, Deutschland
Guillotine Modell 7950 Fa. Ugo Basile

Comero, Italien

Injektionskaniile

Gr. 10,9 x40 mm

Fa. B.Braun Melsungen AG
Melsungen, Deutschland

Laborgewindeflasche

SIMAX 5000 ml ISO 4796-1

Fa. Kavalierglass
a.s. Sazava, Tschechische
Republik

Laborwaage

BP 1200S

Fa. Sartorius
Gottingen, Deutschland

Glasluftfalle/Warmetauscher

Individuelle Anfertigung

Glasblaserei Verhees
Neuss, Deutschland

Magnetrihrer mit
Heizelement

Magnetrihrer MR Hei-Tec

Fa. Heidolph
Schwabach, Deutschland

Perfusor

Perfusor® Space

Fa. B.Braun Melsungen AG
Melsungen, Deutschland

pH-Meter

Digital pH-Meter Typ 646
#4498

Fa. Knick
Berlin, Deutschland

Fa. Sartorius

Prazisionswaage LA 230S Géttingen, Deutschland
- Fa. Gilson
Rollerpumpe Minipuls® 3 Middleton, USA
Scanner CanoScan® LIDE 700F Fa. F)anon
Tokio, Japan
Tubing F117949 Fa. Gilson

Schlauch fiir Rollerpumpe

ID 3,18 mm PVC Black/White

Middleton, USA

Schlauchsystem Anlage

Tygon® S3 E-3603

Fa. Saint-Gobain
Paris, Frankreich
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Fa. ADInstruments

Transducer MLT 844/d Dunedin, Neuseeland
APT300 Fa. Harvard Apparatus
Holliston, USA
v . Fa. ADInstruments
Verstarker Bridge Amp ML 110 Dunedin, Neuseeland
v . . Fa. Julabo
Warmebad mit Heizelement EC-5 Seelbach, Deutschland
v Fa. Julabo
Warmepumpe MW-6 Seelbach, Deutschland
_ Drager Vapor® 19.3 Fa. Dragerwerk AG & Co.
Vaporizer Sevofluran KGaA
LUbeck, Deutschland
Datex-Ohmeda/GE
Gasiiberwachung Capnomac Ultima Healthcare

Chicago, lllinois, USA

Eichgerit fur Transducer

HSE-Druckeichgerat (Typ
367)

Fa. Hugo Sachs Elektrik
March-Hugstetten,
Deutschland

Spritzen

3ml/5ml Omnifix®, Original
Perfusor® Spritze 20 ml

Fa. B.Braun Melsungen AG
Melsungen, Deutschland

Nahtmaterial

Polyester USP 4/0

Fa. Resorba® Medical GmbH
Nurnberg, Deutschland

Wasserbad

Lauda Kompaktthermostat C6
CSs

Lauda Dr. R. Wobser GmbH
Konigshofen, Deutschland

2.1.2 Software

Tabelle 2: verwendete Software fiir die Versuche

Art Name Hersteller
Fa. ADInstruments
Laborsoftware LabChart® Pro 8 Dunedin, Neuseeland
. Fa. SYSTAT
Auswertungssoftware SigmaScan Pro 5

San Jose, USA

Statistiksoftware

GraphPad Prism und

Fa. GraphPad Software

StatMate San Diego, USA
] Fa. Microsoft
Tabellenkalkulation Excel
Redmond, USA
. Fa. Microsoft
PowerPoint
. Redmond, USA
Grafikerstellung
Fa. Apple Inc.
Freeform

Cupertino, USA
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2.1.3 Pharmaka

Tabelle 3: verwendete Pharmaka fiir die Versuche

CAS = Chemical Abstracts Service, g = Gramm, mol = Stoffmenge.

Substanz/Summenformel/Molare CAS-Nummer Hersteller
Masse
Dexmedetomidin Fa. Sigma-Aldrich  Chemie
Dexmedetomidin SML0956-10MG 113775-47-6 GmbH -
(C13H16N2HCI), 236,74 g/mol Steinheim, Deutschland
Heparin-Natrium 9041-08-1 Fa. B.Braun Melsungen AG
Heparin Natrium 25.000 I.E./5 ml Melsungen, Deutschland
Milrinon Fa. Sigma-Aldrich  Chemie
Milrinon M4659-50MG 78415-72-2 GmbH
(C12H9N3O), 211,22 g/mol Steinheim, Deutschland
Natriumchlorid 0,9 % Fa. Fresenius Kabi
0,9 % NaCl Lésung 250 ml 7647-14-5 Ba;:i Hombura. Deutschiand
(NaCl), 58,44 g/mol 9
P ital-Natri

entobarbital-Natrium Fa. Merial GmbH
Narcoren 16 g/100 mi 57-33-0 Hallbergmoos, Deutschland
(C11H17N2NaOs), 248,25 g/mol gmoos,
Propofol . .
1 % MCT Emulsion 2078-54-8 ;2;1F:|?)S;:;LL:S KDat-i)Llltschland
(C12H150), 178,27 g/mol 9
Sevofluran

Fa. AbbVi

Sevorane 100 % 28523-86-6 a. AbbVie

(C4H3F70), 200,1 g/mol

North Chicago, lllinois, USA

2.1.4 Gase

Tabelle 4: verwendete Gase fiir die Versuche

CAS = Chemical Abstracts Service

Gas CAS-Nummer Hersteller

Carbogen CO2: 124-38-9 Fa. Linde AG

CO2 5%; 0295% O2: 7782-44-7 Miinchen, Deutschland

Stickstoff 5.0 Fa. Linde AG
7727-37-9 B

N2 Muinchen, Deutschland
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2.1.5 Chemikalien

Tabelle 5: verwendete Chemikalien fiir die Versuche

CAS = Chemical Abstracts Service, g = Gramm, mol = Stoffmenge.

Substanz/Summenformel/Molare CAS-Nummer Hersteller
Masse
L (+)-Natriumactat 867-56-1 Fa. AppliChem GmbH
(CsHsNaO3), 112,06 g/mol Darmstadt, Deutschland
D (+)-Glukose (wasserfrei) 50-99-7 Fa. Carl Roth GmbH & Co. KG
(CsH120s), 180,16 g/mol Karlsruhe, Deutschland
Dimethylsulfoxid (DMSO) 67.68.5 (F;?T']Eﬁgma_Ald”Ch Chemie
(C2Hs0S), 78,13 g/mol Steinheim, Deutschland
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) 60-00-4 Fa. Carl Roth GmbH & Co. KG
(C10H16N20s), 292,25 g/mol Karlsruhe, Deutschland
Formaldehyd 37% 50-00-0 Fa. Merck KGaA
(CH20), 30,031 g/mol Darmstadt, Deutschland
Kaliumchlorid 7447-40-7 Fa. Fluka Chemie GmbH
(KCI), 74,56 g/mol Buchs, Schweiz
Kaliumdihydrogenphosphat 7778-77-0 Fa. Carl Roth GmbH & Co. KG
(KH2PO4), 136,09 g/mol Karlsruhe, Deutschland
Kaliumhydroxid 1310-58-3 Fa. Merck KGaA
(KOH), 56,11 g/mol Darmstadt, Deutschland
Calciumchlorid 10043-52-4 Fa. Merck KGaA
(CaClz2), 110,98 g/mol Darmstadt, Deutschland
Magnesiumsulfat-Heptahydrat 10034-99-8 Fa. Carl Roth GmbH & Co. KG
(MgSOs4 -7 H20), 246,48 g/mol Karlsruhe, Deutschland
Natriumchlorid 7647-14-5 Fa. VWR International bvba
(NaCl), 58,44 g/mol Leuven, Belgien
Natriumhydrogencarbonat 144-55-8 Fa. Carl Roth GmbH & Co. KG
(NaHCO:3), 84,01 g/mol Karlsruhe, Deutschland
Salzséure rauchend 37% 7647-01-0 Fa. Carl Roth GmbH & Co. KG
(HCI), 36,461 g/mol Karlsruhe, Deutschland

Fa. Serva Electrophoresis
Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC) 298-96-4 GmbH P
(C1eH1CIN.), 334,79 g/mol Heidelberg, Deutschland
Trishydroxymethylaminomethan (TRIS) 77-86-1 Fa. Carl Roth GmbH & Co. KG

(C4H11NO3), 121,14 g/mol

Karlsruhe, Deutschland
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2.1.6 Versuchstiere

Fir die ex-vivo-Versuche wurden ausschliellich zwei bis drei Monate alte
mannliche Wistar-Ratten verwendet. Die Tiere wurden von der Firma Janvier
Labs (Laval, Frankreich) bezogen. Die Organentnahme wurde mit Erlaubnis der
Zentralen Einrichtung fur  Tierforschung und wissenschaftliche
Tierschutzaufgaben (ZETT) der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf
(Aktenzeichen: O 27/12) durchgefuhrt. Die Haltung der Tiere erfolgte in der ZETT
unter standardisierten Bedingungen (Temperatur 22 °C + 2 °C, Luftfeuchtigkeit
55% 5%, 12-h Tag-/Nachtrhythmus, Beleuchtung 310 Lux + 10 Lux,
unbeschrankter Zugang zu Alleinfutter und Wasser mit einem pH-Wert von etwa
3). Die Haltung erfolgte in Kafigen mit entkeimtem Weichholzgranulat.

2.1.7 Krebs-Henseleit-Puffer

Fir die Versuche wurde ein modifizierter Krebs-Henseleit-Puffer (KHP)
verwendet (Tabelle 6) (169). Der Puffer wurde taglich frisch und unter
Einbeziehung einer Prazisionswaage, eines Magnetruhrers sowie Analysen der
Gas- und Elektrolytwerte hergestellt. Um den Puffer zu oxygenieren und zu
stabilisieren, wurde dieser permanent Uber eine Glasdiffusor mit Carbogen
(95 % O2und 5 % CO.) begast, sodass Sauerstoffpartialdriicke von 587 mmHg
+ 47 mmHg und pH-Werte von 7,40 + 0,03 konstant gehalten werden konnten.

Der Kohlenstoffdioxidpartialdruck betrug 39 mmHg + 3 mmHg.

Tabelle 6: Herstellung von Krebs-Henseleit-Puffer
In der Tabelle sind die Substanzen dargestellt, die fir die Herstellung einer Krebs-Henseleit-
Pufferldsung von 5 Litern verwendet wurden.

g = Gramm, ml = Milliliter, mM = Millimolar.

Substanz Stoffmenge (mM) Menge
Aqua destillata - 5000 ml
Calciumchlorid 2,25 1,249 g
D (+) -Glukose 11 9,909 g
Ethylendiamintetraacetat 0,5 0,731g
Kaliumchlorid 47 1,751 ¢
Kaliumdihydrogenphosphat 1,2 0,817 g
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Laktat Natriumsalz 1 0,561 g

Magnesiumsulfatheptahydrat 1,2 1,479 ¢g
Natriumchlorid 118 34,48 g
Natriumhydrogencarbonat 25 10,501 g

2.2 Methoden

2.2.1 Praparation und Herzentnahme

Vor Beginn der Experimente wurden alle Ratten gewogen. Zur Sedierung
erhielten alle Tiere eine intraperitoneale Injektion von 90 mg/kg Korpergewicht
Pentobarbital-Natrium. Um eine Thrombenbildung bei der Herzentnahme zu
verhindern, wurde allen Tieren 1000 |.E. Heparin-Natrium intraperitoneal injiziert.
Eine ausreichende Sedierungstiefe wurde uber das Fehlen von Schmerzreizen
uberpruft. AnschlieRend erfolgte eine Dekapitation mittels einer Guillotine.

Fir die nachfolgende Herzentnahme erfolgte eine mediane Thorakotomie mit
unmittelbarer Er6ffnung des Perikards. Aorta und Vena cava wurden mit ca. 1 cm
Abstand abgesetzt und das Herz enthommen. Bis zum Anschluss und Start der
Perfusion an der Langendorff-Anlage, wurde das Herz in einer 37 °C warmen
0,9 % NaCl-Lésung gelagert, um eine Luftembolie in den Koronararterien zu
verhindern. Uber die Aorta wurde das entnommene Herz zeitnah an der Kaniile
der Langendorff-Anlage mit einer Klemme fixiert und unmittelbar durch zwei
chirurgische Knoten mit einer Naht aus Polyester befestigt und die Klemme
wieder entfernt. Beim Platzieren des Herzens wurde darauf geachtet, die
Aortenklappe nicht zu durchstof3en und die Koronarostien nicht zu okkludieren.
Es erfolgte der unmittelbare Beginn der retrograden Perfusion uber die
Langendorff-Anlage. Die Zeitspanne bis zum Beginn der Perfusion betrug bei

allen Versuchen weniger als 3 Minuten.
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2.2.2 Langendorff-Modell

Das Langendorff-Modell (Abbildung 3) ist ein seit Uber 100 Jahren etabliertes

Verfahren, um ex-vivo-Studien an isolierten Herzen durchzuflhren (171).

Luftfalle
= 6

(10) |‘|
Heizsystem (9) Warmetauscher
[ —_— @)

H .
L] L]
: : Spritzenpumpe 1
. . a7)
L] m ¢
D ™ Spritzenpumpe 2
z a7)
. Kaniile (8)
Carbogen (4) - Ballon (12)
GefaB
E mit KHP (1) Computer
= (13)
Rollerpumpe = Warmekammer
(5) Glasdiffusor (3) | | (14)
Warmebecken mit Wasser
Sevofl 16
evofluran (16) D) AuffanggefaB (15)

Abb. 3: Langendorff-Modell

Die Abbildung zeigt den Aufbau einer Langendorff-Anlage, die fiir die Experimente genutzt wurde:
Ein Gefall enthielt den nach der Rezeptur hergestellten Krebs-Henseleit-Puffer (KHP) (1). Das
Gefal befand sich in einem auf 45 °C beheizten Warmebecken (2). Uber einen Glasdiffusor (3)
wurde der KHP durchgehend mit Carbogen (4) begast. Uber eine Rollerpumpe (peristaltisch) (5)
wurde die Pufferlosung Uber eine Luftfalle (6) und einen Warmetauscher (7) gepumpt, sodass die
Temperatur am Austrittspunkt der sich anschlieRenden Kanule (8) stets 37 °C betrug. Hierflr
wurde ein eigenes Heizsystem (9) genutzt. Fir die Versuche wurde eine druckkontrollierte
Variante des Langendorff-Modells genutzt und mittels Wassersaule der Druck am Austrittspunkt
der Kanile auf 80 mmHg geeicht. KHP, der nicht in den Warmetauscher gelangte, wurde mit
einer separaten Leitung (10) dem Gefal® mit KHP wieder zugefiihrt. Das Rattenherz (11) wurde
an einer Kanlle Uber die Aorta aufgehangt und festgeknotet. Ein Uber das linke Herzohr
eingefiihrter Ballon (12) diente als Messsonde fiir die hamodynamischen Variablen die Giber einen
Transducer dem Computer (13) zugefihrt und aufgezeichnet wurden. Der Puffer der das Herz
perfundierte, lief Uber eine Warmekammer (14) ab und wurde mit einem Auffanggefall (15)
gesammelt und als Koronarfluss ausgewertet. Fir die Versuchsreihe mit Sevofluran wurde ein
Sevofluranverdampfer (16) genutzt und ein zweiter Puffer mittels einer Zuleitung mit Sevofluran
versetzt (aufgrund der Ubersichtlichkeit ist der zweite Puffer fir Sevofluran nicht dargestellt).
Dieser zweite Puffer wurde zu den gegebenen Zeitpunkten der Interventionen verabreicht. Die
Substanzen fiir die pharmakologische Prakonditionierung sowie das jeweilige Anasthetikum
wurden mittels zweier Spritzenpumpen (17) verabreicht.
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Alle Experimente liefen stets nach einem standardisierten Schema ab. Die
Zuteilung der Ratten zu den einzelnen Versuchsgruppen erfolgte mittels
computer-generierter Zufallszahl. Das Langendorff-Modell ermoglichte es, das
Rattenherz retrograd uber die Aorta mittels des modifizierten, auf 37 °C
erwarmten, KHP zu perfundieren. In einem 45 °C warmen Wasserbad wurde der
KHP inkubiert und dauerhaft Uber einen Glasdiffusor mit Carbogen versetzt, um
stabile Sauerstoff- und Kohlenstoffdioxidpartialdricke zu gewahrleisten, sowie
den pH-Wert zu stabilisieren. Regelmallige Blutgasanalysen wahrend der
Versuche wurden durchgefuhrt, um stets konstante Bedingungen des KHP zu
schaffen. Das entnommene Herz wurde, wie in Kapitel 2.2.1 beschrieben an der
Langendorff-Anlage befestigt und perfundiert. Ein vollstandig entleerter
Kunststoffballon wurde Uber das mit einer Schere eroffnete linke Herzohr in den
linken Ventrikel eingefuhrt. Nach Platzierung wurde der Ballon mit bis zu 0,2 ml
einer 0,9 % Natriumchloridlosung luftblasenfrei gefullt. Die Zeitspanne von der
Dekapitation bis zur Ballonplatzierung betrug bei allen Versuchen durchgehend
unter finf Minuten. Uber den platzierten und geflllten Ballon registrierte ein vor
jedem Versuch geeichter Transducer den linksventrikularen Druck. Ein
Analog/Digitalwandler Ubertrug diese Daten an einen Computer, auf welchem die
Software LabChart die Daten verarbeitete. Durch eine Anpassung der Menge an
Flussigkeit fur die Ballonfullung wurde wahrend der Eingewohnungsphase
(Baseline) ein (enddiastolischer) linksventrikularer Druck von 4-8 mmHg
eingestellt. Die Uber die Aorta retrograde koronare Perfusion wurde
druckkontrolliert bei 80 mmHg konstant gehalten. Eine Warmekammer mit einer
Temperatur von 37 °C umgab durchgehend das Herz. Der Fluss des KHP
(Perfusat) gelangte uber die beiden Koronarien in das Myokard, anschlie3end in
den Koronarvenensinus und hiertuber in den rechten Vorhof und letztlich in die
Vena cava. Das hier austretende Effluent wurde Uber ein Auffanggefal
gesammelt. Die Eingewohnungsphase (Baseline) betrug funfzehn bzw. zwanzig
Minuten. AnschlieBend wurde dem Herz mithilfe der Spritzenpumpen je nach
Versuchsprotokoll das jeweilige Anasthetikum oder eine Kontrollldsung uber eine
Konnektionsstelle an der Kantle verabreicht. FUnf Minuten spater startete die
pharmakologische Prakonditionierung oder die Gabe einer Kontrolllosung. Die
Laufrate der Spritzenpumpen fur die Gabe der Pharmaka wurde auf 1 % des

Koronarflusses angepasst, die Bestimmung der Laufrate erfolgte durch das
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Abwiegen des uber eine Minute aufgefangenen Koronareffluents vor Gabe der
Medikamente (Beispielberechnung: aufgefangenes Koronareffluent von 15 ml
uber eine Minute, bedeutete bei einer Laufrate von 1 % gleich 0,15 ml/min, was
zu einer Einstellung der Stundenlaufrate an der Spritzenpumpe von 9 ml/h
fuhrte). Fur die Erzeugung der sich anschlieRenden globalen 33-minutigen
Ischamie ab der Minute 30 wurde die retrograde Perfusion Uber die Aorta mittels
eines Drei-Wege-Hahns beendet und die Warmekammer vollstandig um das
Herz herum mit einer 37 °C warmen, mit Stickstoff begasten, 0,9 % NaCl-Losung
beflllt. Die Lagerung im Stickstoffbad sollte eine Anreicherung des Herzens mit
Sauerstoff aus der Umgebungsluft verhindern. Auf die Ischamiephase folgte eine
60-minutige Reperfusionsphase. Wahrend der Reperfusionsphase wurden
entweder kontinuierlich Uber die Spritzenpumpe die Anasthetika oder die
Kontrollldsung weiter verabreicht oder es fand je nach Versuchsprotokoll keine
weitere medikamentdose Gabe statt. Sollten wahrend der Reperfusionsphase
Herzrhythmusstorungen wie zum Beispiel Kammerflimmern auftreten, wurde das
Herz direkt mit einem mechanischen Reiz in den Sinusrhythmus konvertiert.
Herzen, bei denen die Herzrhythmusstorungen nicht unmittelbar behebbar
waren, wurden von der Studie ausgeschlossen. Es wurden nur Herzen
ausgewertet, die in der Eingewdhnungsphase eine durchschnittliche
Herzfrequenz von uber 250 bpm aufwiesen und mindestens einen entwickelten
linksventrikularen Druck von 80 mmHg (LVDP > 80 mmHg) erreichten. Am Ende
der Versuche wurde das Herz mit einer Kompresse getrocknet und fur eine
Woche bei -20 °C in einer handelsublichen 3 ml Spritze gefroren. Im Anschluss
wurde das Herz mittels einer Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC)-Farbung
eingefarbt, die InfarkigroRe bestimmt und die hamodynamischen Variablen

ausgewertet.
2.2.3 Farbung der Herzen

Nach der Lagerung fur mindestens eine Woche bei -20 °C erfolgte fur die
InfarktgroRenbestimmung bei allen Herzen eine Vitalfarbung. In dieser Arbeit
wurde eine 0,75 % Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC)-Farbung, nach der in
Tabelle 7 gezeigten Rezeptur verwendet. Bei TTC handelt es sich um einen
Redox-Farbstoff, der im oxidierten Zustand farblos (Tetrazolium) und in der
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reduzierten Form rot (Formazan) erscheint. Avitales Herzgewebe prasentiert sich
demnach farblos, wahrend in vitalem Herzgewebe das Tetrazolium mithilfe
mitochondrialer Dehydrogenase der Atmungskette zu Formazan reduziert wird
und dadurch rot erscheint. In der Abbildung 4 ist eine solche Farbreaktion
beispielhaft dargestellt.

Tetrazolium Formazan

2e +H

Dehydrogenase

Atmungskette

Abb. 4: Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC)-Farbung
Dargestellt sind zwei gefarbte Herzscheiben. Herzscheibe A stellt sich weil® dar und entspricht
avitalem Gewebe; Herzscheibe B stellt sich rot dar und entspricht vitalem Gewebe.

e = Elektron, H* = Proton.

Fir die Farbelésung wurden die in Tabelle 7 genannten Stoffe zusammengefuhrt
und anschlieBend auf 37 °C mit einem Magnetruhrer erhitzt. Dabei wurde die
L6sung durch haushaltsibliche Aluminiumfolie vor Lichteinfluss geschutzt. Bei
einer Temperatur von 37 °C wurde anschliefend mittels Salzsaure (HCI) und
Kaliumhydroxid (KOH) ein pH-Wert von 7,42 eingestellt. AnschlielRend wurde die
Losung lichtgeschutzt bei 37 °C warmgehalten.

Tabelle 7: Triphenyltetrazoliumchlorid-Farbung
Mengenangaben fir 100 ml Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC)-Farbelésung in einer
Konzentration von 0,75 %.

g = Gramm, ml = Milliliter.

Substanz Menge
Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC) 0,75¢g
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS) 14149
NaCl 0,9 % 100 ml

Die gefrorenen Herzen wurden anschlieBend mit einem Skalpell in 8
gleichmalige, ca. 2 mm dunne Scheiben geschnitten. Mit der Schnittflache nach
unten wurden die Herzscheiben mit einer Pinzette in eine 24-Lochplatte fur
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Zellkulturen beférdert und mit 1 ml der TTC-Farbelésung bedeckt. Im Anschluss
wurden die Herzscheiben mit der Farbelésung fur finfzehn Minuten bei 37 °C
inkubiert. Danach wurden die Herzscheiben in gleicher Richtung in eine neue
Lochplatte gelegt und mit 1 ml 4 % Formaldehyd aufgefiillt (Herstellung: 100 ml
Formaldehyd 37 % mit 900 ml Leitungswasser verdinnt). Nach 24 Stunden
Fixierungszeit bei 20 °C war die Farbung der Herzen abgeschlossen. Die
Abbildung 5 zeigt beispielhaft die verschiedenen Farbungen bei unterschiedlich
grolRen Infarktgrofien.

Abb. 5: Triphenyltetrazoliumchlorid gefarbte Herzscheiben
A: kleines Infarktareal; B: groRes Infarktareal. Durch nicht gefarbtes (weilkes = avitales) Gewebe
zu unterscheiden.

2.2 4 InfarktgroRenbestimmung

Nach der Einfarbung der Herzen wurden die Herzscheiben mittels eines
Flachbettscanners zwischen zwei transparenten DIN-A4-Folien digitalisiert. Die
endgultige Auswertung der InfarkigroRe erfolgte tber die Software Sigma Scan
Pro 5 mittels eines planimetrischen Verfahrens. Der Kontrast und die
Farbsattigung wurden zu Beginn der Auswertung mittels der Software um je 30 %
erhdht. Im Anschluss wurden jeweils die Gesamtflache des linken Ventrikels und
die der ischamischen, weilRgefarbten Gebiete umfahren. Durch die Software
wurden die jeweiligen umfahrenen Flachen berechnet. Mit der Software Excel
(Firma Microsoft, Redmond, USA) wurden sowohl die Flachen der Infarktareale
als auch die der Gesamtflache des linken Ventrikels fur alle 8 Herzscheiben
addiert. AnschlieBend wurden die Werte in ein Verhaltnis gesetzt. Die so
berechnete InfarktgroRe im Verhaltnis zur Flache des gesamten linken Ventrikels
wurde in Prozent angegeben. Im Anschluss wurden die Herzscheiben fur 7 Tage
gelagert und anschlieBend das Trockengewicht mit einer Prazisionswaage
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bestimmt. Die InfarktgrofRenbestimmung erfolgte verblindet und wurde zusatzlich
von zwei weiteren Mitgliedern der Arbeitsgruppe unabhangig und verblindet
ausgewertet. Erst nach finaler Auswertung aller Daten wurde die Verblindung

aufgehoben.
2.2.5 Hamodynamische Variablen

Fur die Registrierung der hamodynamischen Variablen wurde Uber einen
Transducer die Veranderung des linksventrikularen Drucks aufgezeichnet
(172,173). Anhand der erhobenen Daten wurden die Herzfrequenz (HF, bpm),
der minimale linksventrikulare Druck (LVPmin), der maximale linksventrikulare
Druck (LVPmax) sowie der entwickelte linksventrikulare Druck (LVDP, berechnet
aus der Differenz zwischen LVPmax und LVPmin) ermittelt (172,173). Der
Koronarfluss (CF) wurde manuell dber das Sammeln des Koronareffluents zu
verschiedenen Zeitpunkten per Waage bestimmt. Die Variablen wurden
standardisiert in der EingewOhnungsphase (Baseline, Minute 15), in der
Ischamiephase (Minute 29) und in der Reperfusionsphase in den Minuten 30 und
60 bestimmt (172,173). Wahrend der Ischamiephase wurden der maximale Wert
des LVPmin, sowie dessen Zeitpunkt bestimmt (maximal ischemic contracture).

Artefakte oder Arrhythmien wurden von der Auswertung ausgeschlossen.
2.2.6 Statistische Auswertung

Unter Verwendung der Software GraphPad StatMate wurden fur den ersten und
zweiten Teilversuch die Stichprobengrofden ermittelt. FUr den ersten Teilversuch
wurde eine Fallzahl je Gruppe von n =8 ermittelt, um einen Unterschied von
25 % in der Infarktgrof3e bei einer Standardabweichung von 13 % mit einer
Wahrscheinlichkeit von 80 % und einem alpha-Fehlerniveau von < 0,05
detektieren zu konnen (173). Fur den zweiten Teilversuch wurde ebenfalls eine
Fallzahl je Gruppe von n = 8 festgelegt, um einen Unterschied von 25 % in der
InfarktgroRe bei einer Standardabweichung von 11 % mit einer
Wahrscheinlichkeit von 80 % und einem alpha-Fehlerniveau von < 0,05 zu
detektieren (172). Eine Normalverteilung der erhobenen Daten wurde mittels
Kolmogorov—Smirnov-Test Uberprift (172). Fur eine weitere statistische

Auswertung der Daten wurde die Software GraphPad Prism verwendet. Die
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InfarktgroRen wurden mithilfe einer einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) und
einem anschlielenden Tukey-post-hoc Test analysiert (172,173). Eventuelle
Unterschiede zu verschiedenen Zeitpunkten der hamodynamischen Variablen
oder unter den verschiedenen Gruppen wurden mithilfe einer zweifaktoriellen
Varianzanalyse (ANOVA) mit einem anschlieBenden Tukey-post-hoc-Test
analysiert (172,173). Die Daten des Vorversuchs wurden mittels eines Student's
t-Test analysiert. Eine statistische Signifikanz der Ergebnisse wurde bei einem p-
Wert <0,05 angenommen (172,173). Alle Daten dieser Arbeit wurden als
Mittelwert (MW) mit Standardabweichung (SD) beschrieben (172,173).

2.3 Versuchsprotokolle
2.3.1 Vorversuch

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Vorversuch durchgefuhrt. Dieser Vorversuch
diente dazu, den Umgang mit der Langendorff-Anlage zu festigen und zu zeigen,
dass reproduzierbare Ergebnisse mit Hinweis auf eine Kardioprotektion erzielt
werden konnen. Die ischamische Prakonditionierung (IPC) stellt die wirksamste
Konditionierungsmal3nahme dar und wurde daher fir den Vorversuch gewahilt.
Ziel war es, den protektiven Effekt einer IPC durch eine signifikante Reduktion
der InfarktgroRe im Vergleich zur Kontrollgruppe zu zeigen. Dazu wurden die
Ratten randomisiert in eine Kontrollgruppe (Kon) und eine Interventionsgruppe
(IPC) eingeteilt (je n=8). Das Versuchsprotokoll ist in der Abbildung 6
dargestellt. Nach einer 20-minutigen Eingewohnungsphase (Baseline) folgte in
der Kontrollgruppe (Kon) eine weitere 30-minutige Perfusionsphase, in der
Interventionsgruppe (IPC) folgten wahrend dieser Zeit je drei Phasen Ischamie
und Reperfusion im Wechsel von funf Minuten. Anschlie3end folgte bei beiden
Versuchen eine 33-minutige globale Ischamie, an welche sich eine 60-minutige
Reperfusionsphase anschloss. Im Anschluss folgte eine Farbung der Herzen
mittels einer Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC)-Farbung und anschlieRender
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InfarktgroRenbestimmung. AbschlieRend wurden die Gruppen statistisch mittels
eines Student's t-Tests verglichen.

30 min
20 min je 5min 33 min 60 min n

Kon DO Reperfusion | 8

I Ischamie

Abb. 6: Versuchsprotokoll Vorversuch

Zeitlicher Ablauf des Vorversuchs: Nach einer 20-minitigen Eingewdhnungsphase folgte in der
Kontrollgruppe (Kon) eine 30-miniitige Perfusionsphase. In der Interventionsgruppe (IPC) folgten
im Wechsel von finf Minuten je drei Phasen Ischamie und Reperfusion. Im Anschluss folgte bei
beiden Gruppen eine 33-miniitige globale Ischamie, der sich eine 60-minltige
Reperfusionsphase anschloss. Zum Schluss erfolgten eine Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC)-
Farbung und eine InfarktgroRenbestimmung (zwei Gruppen mit je n = 8).

IPC = ischamische Prakonditionierung, Kon = Kontrolle, min = Minuten, n = Anzahl.

2.3.2 Erster Teilversuch

FuUr den ersten Teilversuch wurden die Ratten in funf Gruppen mit je sieben bis
neun Tieren randomisiert eingeteilt. Ziel dieses Teilversuchs war es, sowohl den
kardioprotektiven Effekt von Milrinon, in Form einer Reduktion der Infarktgrofe,
im Rahmen der pharmakologischen Prakonditionierung, als auch die
Konzentration mit der groRtmaoglichen Infarktgro3enreduktion zu ermitteln. Das
Versuchsprotokoll ist in Abbildung 7 dargestellt (173). Alle Herzen durchliefen
eine 20-minutige Eingewohnungsphase (Baseline). Im Anschluss an die
Eingewohnungsphase erfolgte Uber einen Zeitraum von zehn Minuten entweder
die Gabe eines Perfusats aus KHP mit 2,5 % Dimethylsulfoxid (DMSO) als
Kontrollgruppe (Kon) oder die Gabe von Milrinon (Mil) in vier unterschiedlichen
Konzentrationen von 0,3puM, 1uM, 3 uM und 10puM mittels einer
Spritzenpumpe. Zur Herstellung der verschiedenen Milrinon-Konzentrationen

wurde zunachst eine 40 mM Stocklosung hergestellt. Hierfur wurden 50 mg
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Milrinon in 5,918 ml DMSO gelost. Aus dieser Stocklosung wurden die

verschiedenen Milrinon-Konzentrationen, wie in Tabelle 8 dargestellt, hergestellt.

Tabelle 8: Pipettierschema Milrinon

Die Tabelle zeigt das Pipettierschema fiur die jeweiligen Milrinon-Konzentrationen. Diese wurden
mithilfe einer Spritzenpumpe bei einer Laufrate von 1 % des Koronarflusses appliziert. Die
Konzentration der Lésungen in der Spritze betrug jeweils die 100-fache Dosis, um bei einem
Koronarfluss von 1 %, die jeweiligen Endkonzentration von 0,3 uM, 1 uM, 3 yM und 10 uM
Milrinon zu erreichen (173). Die Endkonzentration von Dimethylsulfoxid (DMSQ) betrug maximal
0,025 % (1 % von 2,5 %).

mM = Millimolar, uL = Mikroliter, yM = Mikromolar.
Milrinon 40 mM

Gruppe DMSO (ul) Krebs-Henseleit-Puffer (pl) Stocklgsung (ul)
K
ontrolle 125 4875 -

(Kon)
30 uM Milri

HVEVIErinon 124,625 4871,625 3,75
(Mil 0,3 pM)
100 uM Milri

. U ilrinon 12375 4863,75 12,5
(Mil 1 pM)

M Milri

309 v ilrinon 121,25 484125 37,5
(Mil 3 pM)
1000 M Milri

: u ilrinon 112.5 47624 125
(Mil 10 pM)

Die Laufrate der Spritzenpumpe wurde, wie in Kapitel 2.2.2 beschrieben, auf 1 %
des Koronarflusses eingestellt. Im Anschluss an die Prakonditionierung folgte
eine 33-minutige globale Ischamie, an die sich eine 60-minutige
Reperfusionsphase anschloss. Im Anschluss erfolgten eine Farbung der Herzen
mittels Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC)-Farbung sowie die anschlieRende

InfarktgroRenbestimmung und Auswertung der hamodynamischen Variablen.
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20 min 10 min 33 min 60 min n

Kon IEETN  Reperfusion | 9
Mil 0,3 uM m Reperfusion |9
Mil 1 pM T Reperfusion | 7
Mil 3 uM DN TECN  Reperfusion | 7
Mil 10 uM D EEN  Reperfusion | 7
I Milrinon
I KHP

Abb. 7: Versuchsprotokoll erster Teilversuch

Dargestellt ist der Ablauf des ersten Teilversuchs. Ziel war es, einen kardioprotektiven Effekt von
Milrinon im Rahmen einer pharmakologischen Prakonditionierung nachzuweisen und die
Konzentration fur die groRtmdgliche Infarktgréfenreduktion zu bestimmen. Nach 20 Minuten
Eingewdhnungsphase (Baseline) folgte tiber 10 Minuten die Gabe von KHP in der Kontrollgruppe
(Kon) oder von Milrinon (Mil) in unterschiedlichen Konzentrationen (0,3 uM — 10 pM). Es folgte
eine 33-minltige globale Ischamie mit anschlieBender 60-minitiger Reperfusionsphase. Zum
Schluss erfolgten eine Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC)-Farbung und eine
InfarktgréRenbestimmung. (finf Gruppen mit je n = 7-9) modifiziert nach (173).

KHP = Krebs-Henseleit-Puffer, Kon = Kontrolle, Mil = Milrinon, , min = Minute,
n = Anzahl, yM = Mikromolar.

2.3.3 Zweiter Teilversuch

Das Ziel des zweiten Teilversuchs war es, den Einfluss der Anasthetika Propofol
(Pro), Dexmedetomidin (Dex) und Sevofluran (Sev) auf den kardioprotektiven
Effekt von Milrinon (Mil) im Rahmen der pharmakologischen Prakonditionierung
zu untersuchen. Im ersten Teilversuch konnte gezeigt werden, dass Milrinon in
einer Konzentration von 1 uM den groRtmoglichen kardioprotektiven Effekt
aufwies, daher wurde fur den zweiten Teilversuch eine Konzentration von 1 yM
Milrinon gewahlt. Primarer Endpunkt war auch im zweiten Teilversuch die
InfarktgroRe. Fur den zweiten Teilversuch wurden insgesamt acht Gruppen
gebildet, jeder Gruppe wurden randomisiert sieben bzw. acht Tiere zugeordnet.
Es wurden vier Kontrollgruppen definiert, bestehend jeweils aus einem
Anasthetikum in Kombination mit KHP und eine KHP-KHP Kontrollgruppe (KHP-
KHP, Pro-KHP, Dex-KHP, Sev-KHP). Der Versuch beinhaltete 4
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Interventionsgruppen in denen KHP mit 1 uM Milrinon und das jeweilige
Anasthetikum mit 1 uM Milrinon (Tabelle 8) untersucht wurde (KHP-Mil, Dex-Mil,
Pro-Mil, Sev-Mil). Alle Gruppen durchliefen das in Abbildung 8 dargestellte
Versuchsprotokoll (172). Die Herzen erhielten ab Minute 15 entweder 11 uM
Propofol (nach Tabelle 9 hergestellt), 1,5 nM Dexmedetomidin (nach Tabelle 10
hergestellt), 2,5 Vol.-% Sevofluran oder KHP mit 1 % des Koronarflusses mittels
einer Spritzenpumpe. Ab Minute 20 wurde die pharmakologische
Prakonditionierung mit 1 yM Milrinon (je mit 1 % des Koronarflusses Uber die
Spritzenpumpe) oder als Kontrollintervention KHP Uber 10 Minuten appliziert. Im
Anschluss folgte die 33-minutige Ischamie, gefolgt von einer 60-mindtigen
Reperfusionsphase. Wahrend der Reperfusionsphase wurde entweder die Gabe
des jeweiligen Anasthetikums oder die KHP-Gabe fortgesetzt. Im Anschluss
folgten die Infarktgrofienbestimmung und die Auswertung der hamodynamischen
Variablen.

Tabelle 9: Pipettierschema Propofol

Die Tabelle zeigt das Pipettierschema fiir die 1,1 mM Propofol (Pro)-Losung. Die Konzentration
der Verdinnung betrug 1,1 mM Propofol, die Endkonzentration von Propofol lag bei einer
Applikation von 1 % des Koronarflusses bei 11 uM Propofol.

% = Prozent, mg = Milligramm, ml = Milliliter, mM = Millimolar,
NaCl = Natriumchlorid, yM = Mikromolar.

Gruppe Propofol 1 % (ml) NaCl 0,9 % (ml)

1,1 mM Propofol
(Propofol 11 uM (Pro))

1,1 55,095

Fir Dexmedetomidin wurde eine Konzentration im Perfusat am Herzen von
1,5 nM angestrebt (172). Hierfur wurden zwei Stockldsungen A und B nach
Tabelle 10 hergestellt. Die finale Losung von Dexmedetomidin wies eine
Konzentration von 150 nM auf. Bei einer Verabreichung mit einer Laufrate von
1 % des Koronarflusses ergab sich aus dieser Losung eine Endkonzentration am
Herzen von 1,5 nM Dexmedetomidin (172).
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Tabelle 10: Pipettierschema Dexmedetomidin

Die Tabelle zeigt das Pipettierschema fir die 150 nM Dexmedetomidin Lésung mit zwei
Stocklésungen A und B. Die Konzentration von Dexmedetomidin in der Spritze entsprach 150 nM.
Dies fiihrte zu einer Endkonzentration bei 1 % des Koronarflusses von 1,5 nM Dexmedetomidin
(172).

Aqua dest. = destilliertes Wasser, ml = Milliliter, mM = Millimolar, nM = Nanomolar.
pl = Mikroliter, uM = Mikromolar.

Gruppe Dexmedetomidin 10mg/ml (ml) Aqua dest. (ml)

Stock A [10 mM] 1 4,224
Dexmedetomidin Stock A (ul) Aqua dest. (ul)

Stock B [100 uM] 10 990
Dexmedetomidin Stock B (ul) KHP (ml)

Dexmedetomidin 1,5 nM

(Dex) 75 50

Sevofluran wurde mithilfe eines Bypass-Verdampfers (Vapor® 19.3, Drager)
appliziert. Uber eine separate Zuleitung des Verdampfers zu einem zweiten KHP
Gefald wurde ein zweiter KHP mit Sevofluran gesattigt. Die kontinuierliche
Carbogen-Begasung erfolgte auch bei diesem Puffer, um stabile pH-Werte und
Gaspartialdricke zu gewahrleisten. Vor Versuchsbeginn wurde der Bypass-
Verdampfer mithilfe eines Capnomac Ultima auf eine Referenzkonzentration
kalibriert, um eine reproduzierbare Messung der Sevoflurankonzentration
wahrend der Versuche zu gewahrleisten. Eine Sevoflurankonzentration von
2,5 Vol.-% wurde gewahlt, da diese Konzentration bei Rattenherzen in etwa der
Sevoflurankonzentration von 1 MAC (minimale alveolare Konzentration) beim
Menschen entspricht (174). Die Zielkonzentration von 2,5 Vol.-% Sevofluran
wurde im KHP unter durchgehender Kontrolle mittels des Capnomac Ultima
mittels des Gassensors uber eine Probenentnahmeleitung bei einem Gasfluss
von 0,4 I/min erreicht. Es wurde angenommen, dass sich innerhalb weniger
Minuten ein Gleichgewicht zwischen Gas- und Flussigphase einstellt, sodass die
im Puffergefal® gemessene Sevoflurankonzentration der Konzentration im KHP
entsprach. Es erfolgte keine direkte Sevofluran Spiegel Messung im Perfusat.
Der in allen Versuchen genutzte ungesattigte KHP wurde fur die Sevofluran-
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Versuchsreihen ab Minute 15 gemald dem Versuchsprotokoll gegen den mit

Sevofluran gesattigten KHP ausgetauscht.

15 min 5 min 10 min 33 min 60 min n

KHP-KHP _ﬁm Reeerfusion | 8
KHP-Mil _Em Reeerfusion | 7
Pro-KHP _Em Reeerfusion | 8
Pro-Mil _Em Reeerfusion | 8
Dex-KHP m Reeerfusion | 8
Dex-Mil _Em Reeerfusion | 8

Sev-KHP w Reperfusion 7

Sev-ui L ischamie  IRCEOTK
KHP I Milrinon 1 pM (Mil)
Propofol 11 uM (Pro) I KHP

Dexmedetomidin 1,5 nM (Dex)
Sevofluran 2,5 Vol.-% (Sev)

Abb. 8: Versuchsprotokoll zweiter Teilversuch

Dargestellt ist der Ablauf des zweiten Teilversuchs (acht Gruppen mit je n=7-8). Nach 15
Minuten Eingewdhnungsphase (Baseline) erfolgte Gber 15 Minuten entweder die Gabe von 11 yM
Propofol (Pro), 1,5nM Dexmedetomidin (Dex), 2,5 Vol.-% Sevofluran (Sev) oder Krebs-
Henseleit-Puffer (KHP) mit 1% des Koronarflusses. Fir die pharmakologische
Prakonditionierung wurde fiinf Minuten nach Start der Anasthetika- oder Kontrollgabe, iber 10
Minuten entweder KHP oder 1 uM Milrinon mit 1 % des Koronarflusses appliziert. Es folgte eine
33-mindtige globale Ischamie mit anschliefender 60-minitiger Reperfusionsphase. Wahrend der
Reperfusionsphase wurde die Anasthetika- oder KHP-Gabe mit 1 % des Koronarflusses
fortgesetzt.  AbschlieBend erfolgten eine InfarkigroRenbestimmung mittels einer
Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC)-Farbung und Auswertung der hamodynamischen Variablen.
Modifiziert nach (172).

Dex = Dexmedetomidin, KHP = Krebs-Henseleit-Puffer, Mil = Milrinon, min = Minuten,
n = Anzahl, nM = Nanomolar, Pro = Propofol, Sev = Sevofluran, Vol.-
% = Volumenprozent, yM = Mikromolar.
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3. Ergebnisse

3.1 Vorversuch

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zur Verifizierung, dass mit dem gewahlten
Versuchsdesign ein kardioprotektiver Effekt detektiert werden kann, ein
Vorversuch durchgefuhrt. Ziel dieses Vorversuches war es zu zeigen, dass eine
messbare Reduktion der InfarktgroRe durch eine ischamische Prakonditionierung
moglich ist. Hierzu wurden mannliche Wistar-Ratten randomisiert in eine
Kontrollgruppe (Kon) und eine Interventionsgruppe (IPC) eingeteilt. Die
InfarktgroRe der Kontroligruppe betrug 77 +£9 %, die InfarkigrolRe der
Interventionsgruppe 37 + 7 %. Abbildung 9 zeigt die Infarktgroflen der beiden
Gruppen. Die Reduktion der Infarktgrof3e in der Interventionsgruppe stellte sich
signifikant im Vergleich zur Kontrollgruppe dar (p < 0,05 vs. Kon).

Die Ergebnisse des Vorversuchs zeigten, dass mit dem in dieser Arbeit
gewahlten Versuchsdesign durch eine IPC eine signifikante Reduktion der
InfarktgroRe um etwa 48 % erreicht werden konnte. Somit war das gewahlte
Versuchsdesign geeignet, einen kardioprotektiven Effekt nachzuweisen.
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Abb. 9: InfarktgroBen Vorversuch Kontrolle vs. IPC

Die InfarktgroRen der Gruppen sind als Mittelwert + Standardabweichung dargestellt. In jede
Gruppe wurden acht Rattenherzen eingeschlossen. (n = 8), Student's t-Test, * = (p < 0,05 vs.
Kon).

Kon = Kontrolle, IPC = ischamische Prakonditionierung, % = Prozent.
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3.2 Erster Teilversuch
3.2.1 InfarktgroRen

Die Kontrollgruppe (Kon) wies eine InfarktgroRe von 63 + 8 % auf (173). Milrinon
in einer Konzentration von 0,3 uM reduzierte die InfarkigroRe signifikant im
Vergleich zur Kontrollgruppe auf 49+ 6 % (p < 0,05 vs. Kon) (173). Die
InfarktgroRen aller Versuchsgruppen sind in Abbildung 10 dargestellt. Eine
pharmakologische Prakonditionierung mit Milrinon 1 pM reduzierte die
InfarktgroRe im Vergleich zur Kontrollgruppe und zur Milrinon 0,3 uM Gruppe
signifikant auf 32 £ 6 % (p < 0,05 vs. Kon und p < 0,05 vs. Mil 0,3 uM) (173). Auch
die hoheren Milrinon Konzentrationen von 3 yM und 10 uM reduzierten die
InfarktgroRe im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant (p < 0,05 vs. Kon) (173).
Die Infarktgrof3e der Milrinon 3 yM Gruppe betrug 32 + 6 %, dieses Ergebnis
stellte sich signifikant im Vergleich mit der Milrinon 0,3 uM Gruppe und der
Kontrollgruppe dar (p < 0,05 vs. Mil 0,3 yM und p < 0,05 vs. Kon) (173). Die
InfarktgroRe der Milrinon 10 uM Gruppe lag bei 34 £+ 4 %, diese Reduktion der
InfarktgroRe war im Vergleich zu der Milrinon 0,3 yM Gruppe und der
Kontrollgruppe ebenfalls signifikant (p < 0,05 vs. Mil 0,3 uM und p < 0,05 vs. Kon)
(173).

Der infarktgroflenreduzierende Effekt von Milrinon im Rahmen der
pharmakologischen Prakonditionierung zeigte eine konzentrationsabhangige
Wirkung. Der starkste Effekt wurde bei einer Konzentration von 1 yM Milrinon
beobachtet. Die Konzentrationen von 3 yM und 10 pM Milrinon fuhrten im
Vergleich zu 1 yM Milrinon nicht zu einer weiteren Reduktion der Infarktgrofie
(173). Aus diesem Grund wurde fur den zweiten Teilversuch die Konzentration

von 1 uM Milrinon fur die weiteren Versuche gewahilt.
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Abb. 10: InfarktgroRen erster Teilversuch

Die InfarktgrofRen des ersten Teilversuchs sind als Mittelwert + Standardabweichung dargestellt
Es wurden je Gruppe sieben bis neun Tiere eingeschlossen (n = 7-9). Der Kontrollversuch (Kon)
wurde mit KHP durchgefiihrt, die pharmakologische Prakonditionierung erfolgte mittels Milrinon
(Mil) in unterschiedlichen Konzentrationen von 0,3 uM, 1 uM, 3 uM und 10 uM. Statistisch wurden
die InfarktgréRen mittels einer einfaktoriellen ANOVA und einem anschlieBenden Tukey-post-
hoc-Test analysiert. * = p < 0,05 vs. Kontrolle, # = p < 0,05 vs. Milrinon 0,3 yM, modifiziert nach
(173).

Kon = Kontrolle, Mil = Milrinon, uM = Mikromolar, % = Prozent.

3.2.2 Tierdaten

Zur Sicherstellung der Vergleichbarkeit der Versuchsgruppen wurden das
Korpergewicht der Tiere sowie das Herzgewicht (nass und trocken) zwischen den
Gruppen analysiert. Die entsprechenden Daten sind in Tabelle 11 dargestellt. Die
Tiere der Kontrollgruppe (Kon) wiesen ein Durchschnittsgewicht von 284 + 22 g
auf (173). Das Herznassgewicht betrug in dieser Gruppe 1,27 £ 0,13 g, das
Herztrockengewicht 0,12 +0,02g (173). Zwischen den einzelnen Gruppen
bestanden keine signifikanten Unterschiede im Hinblick auf das Korper- oder
Herzgewicht (173). Auch der Zeitpunkt der maximalen ischamischen Kontraktur
von 16 + 2 min in der Kontrollgruppe war ohne signifikanten Unterschied zu den
untersuchten Gruppen mit den Milrinon Konzentrationen 0,3 uM, 1 uM, 3 uM
oder 10 uM (173). Ebenso die Hohe der maximalen ischamischen Kontraktur von
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69 £ 25 mmHg der Kontrollgruppe wies keinen signifikanten Unterschied zu den
untersuchten Gruppen mit den Milrinon Konzentrationen 0,3 uM, 1 M, 3 uM,
10 uM auf (173).

Insgesamt unterschieden sich die Versuchsgruppen weder in Bezug auf die
Korper- und Herzgewichte noch im Hinblick auf den Zeitpunkt und die Hohe der

maximalen ischamischen Kontraktur.

Tabelle 11: Tierdaten erster Teilversuch

Die Tabelle zeigt das Kérpergewicht der Ratten, das Herzgewicht nass direkt nach der Entnahme,
sowie das Gewicht der Herzen nach einer sieben-tdgigen Trocknungsphase. Erfasst wurden
Zeitpunkt und Héhe der maximalen ischamischen Kontraktur wahrend der ischdmischen Phase.
Die Daten der einzelnen Gruppen unterschieden sich untereinander nicht signifikant (p > 0,05,
die Statistikauswertung erfolgte mittels einer einfaktoriellen ANOVA und einem Tukey-post-hoc-
Test). Alle Daten wurden als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben (173). Tabelle
modifiziert nach (173).

g=Gramm, Kon =Kontrolle;  Mil =Milrinon in jeweiliger = Konzentration in uM,
min = Minute, mmHg = Millimeter Quecksilbersaule, n = Anzahl, yM = Mikromolar.

Maximale Maximale
Gruppe Gewicht Herzgewicht Herzgewicht ischimische ischamische
PP Tiere (g) nass (g) trocken (g) Kontraktur Kontraktur
(min) (mmHg)
Kon 284 + 22 1,27 £ 0,13 0,12 + 0,02 16+2 69 £ 25 9
Mil 0,3 pM 287 +14 1,37 £ 0,07 0,13+ 0,01 16+2 58 +12 9
Mil 1 uM 285+ 20 1,33+0,11 0,13+ 0,01 17+2 55+12 7
Mil 3 uM 278 +18 1,36 £ 0,19 0,13+ 0,02 18 +4 74 + 22 7
Mil 10 pM 286 + 28 1,33+0,20 0,14 £ 0,01 17+3 60 + 18 7

3.2.3 Hamodynamische Variablen

Die hamodynamischen Variablen, darunter die Herzfrequenz, der entwickelte
linksventrikulare Druck (LVDP) und der Koronarfluss wurden zu den Zeitpunkten
der Eingewohnungsphase in Minute 15 (Baseline), wahrend der
pharmakologischen Prakonditionierung in Minute 25 und in Minute 30 und 60
wahrend der Reperfusionsphase ausgewertet und in Tabelle 12
zusammengefasst (173).
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3.2.3.1 Herzfrequenz

In der Kontrollgruppe betrug die Herzfrequenz in der Eingewdhnungsphase
(Baseline) 311 +37bpm und wahrend der Prakonditionierungsphase
302 £ 30 bpm (173). Die Herzfrequenzen zu diesen beiden Zeitpunkten
unterschieden sich zwischen den einzelnen Gruppen nicht signifikant
voneinander (173). In allen Gruppen nahm die Herzfrequenz nach der Ischamie
im Vergleich zur Baseline ab (173). Statistisch signifikant zeigte sich diese
Abnahme jedoch nur in der Kontroligruppe (Kon) wahrend der
Reperfusionsphase in Minute 30 (244 £+ 46 bpm) und Minute 60 (248 £+ 34 bpm)
im Vergleich zur Baseline (p < 0,05 vs. Baseline) (173). In einem Vergleich unter
allen untersuchten Gruppen konnte kein Unterschied der Herzfrequenz zu den
einzelnen Zeitpunkten festgestellt werden (173).

Zusammenfassend traten signifikante Veranderungen der Herzfrequenz im

Vergleich zur Baseline nur in der Kontrollgruppe auf.
3.2.3.2 Entwickelter linksventrikularer Druck

Der entwickelte linksventrikulare Druck (LVDP = Differenz aus LVPmax und
LVPmin) betrug in der Kontrollgruppe wahrend der Eingewohnungsphase
(Baseline) 117 £ 20 mmHg (173) und wahrend der Prakonditionierungsphase
125 £ 23 mmHg (173). Die LVDP-Werte unterschieden sich zwischen den
einzelnen Gruppen nicht signifikant. In der Reperfusionsphase kam es in der
Kontrollgruppe zu beiden Messzeitpunkten zu einer signifikanten Reduktion des
LVDP auf 26 + 12 mmHg (Minute 30) und 27 + 12 mmHg (Minute 60) im
Vergleich zur Baseline (p < 0,05 vs. Baseline) (173). In allen fur die Studie
verwendeten Milrinon Konzentrationen (0,3 uM, 1 uM, 3 uM, 10 uM) kam es in
der Reperfusionsphase zu einem signifikanten Abfall des LVDP im Vergleich zur
Baseline (p < 0,05 vs. Baseline) (173). In der Milrinon 1 uM Gruppe betrug der
LVDP beispielsweise zu Beginn der Versuche wahrend der Baseline
137 £ 9 mmHg und blieb wahrend der Prakonditionierung unverandert bei
138 £ 12 mmHg (173). In der Reperfusionsphase fiel der LVDP unter 1 uyM
Milrinon-Prakonditionierung auf 17 £ 5 mmHg wahrend Minute 30 und stieg dann

auf 29 £ 5 mmHg in der Minute 60 der Reperfusion (173). In einem Vergleich
43



unter allen Gruppen konnte kein Unterschied des LVDPs zu den einzelnen

Zeitpunkten festgestellt werden (173).

Insgesamt zeigte sich in allen Gruppen ein signifikanter LVDP-Abfall wahrend der
Reperfusionsphase im Vergleich zur Baseline. Zwischen der Kontrollgruppe und
den einzelnen getesteten Milrinon Konzentrationen ergab sich zu keinem

Messzeitpunkt ein Unterschied.

3.2.3.3 Koronarfluss

Der Koronarfluss betrug in der Kontroligruppe (Kon) wahrend der
Eingewohnungsphase (Baseline) 13 £ 3 ml/min. In der Kontrollgruppe reduzierte
sich der Koronarfluss in der Reperfusionsphase bei Minute 30 auf 7 £ 2 ml/min,
um dann bei Minute 60 der Reperfusion auf 6 £ 1 ml/min abzufallen (173).
Insgesamt zeigte sich eine signifikante Reduktion des Koronarflusses (CF) in
allen Gruppen im Anschluss an die Ischamie im Vergleich zu dem Koronarfluss
wahrend der Baseline (p < 0,05 vs. Baseline) (173). In der Interventionsgruppe
Milrinon 0,3 uM zeigte sich sowohl in der Eingewohnungsphase (Baseline) ein
Koronarfluss von 17 £ 2 ml/min, als auch wahrend der Prakonditionierung ein
Koronarfluss von 17 + 2 ml/min und damit eine signifikante Abweichung zur
Kontrollgruppe mit einem Koronarfluss von 13 + 3 ml/min, beziehungsweise
13 £ 2 ml/min in der Prakonditionierung (p < 0,05 vs. Kontrolle) (173). In der
Gruppe Milrinon 10 puM betrug der Koronarfluss zum Zeitpunkt der
Prakonditionierung 16 £ 2 ml/min (173). Dieser Wert unterschied sich signifikant
zur Kontrollgruppe mit einem Wert von 13 £ 2 ml/min (p < 0,05 vs. Kontrolle)
(173). In einem Vergleich unter allen untersuchten Gruppen gab es keinen
Unterschied in Bezug auf den Koronarfluss zu den einzelnen Zeitpunkten (173).

Zusammenfassend zeigte sich in allen Gruppen im Anschluss an die Ischamie
eine signifikante Reduktion des Koronarflusses wahrend der Reperfusionsphase
im Vergleich zur Baseline.
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Tabelle 12: Himodynamische Variablen erster Teilversuch

Die Tabelle zeigt die Herzfrequenz in bpm, den entwickelten linksventrikuldren Druck (LVDP
in mmHg) und den Koronarfluss in ml/min zu den verschiedenen Zeitpunkten. Die Auswertung
der Baseline erfolgte nach 15 Minuten, die der Prakonditionierung nach 25 Minuten und die der
Reperfusion nach 30 sowie nach 60 Minuten in der Reperfusionsphase. Alle Daten wurden als
Mittelwerte + Standardabweichung angegeben. * p < 0.05 vs. Baseline, ° p < 0.05 vs. Kontrolle,
die Statistikauswertung erfolgte mittels einer zweifaktoriellen ANOVA und einem Tukey post-hoc
Test. Tabelle modifiziert nach (173).

bpm = beats per minute, Kon = Kontrolle, LVDP = entwickelter linksventrikuldrer Druck,
Mil = Milrinon in jeweiliger Konzentration in yM, min = Minute, ml = Milliliter, mmHg = Millimeter
Quecksilbersaule, uM = Mikromolar.

Zeitpunkt
Reperfusion (min)
Gruppe Baseline Prakonditionierung
30 60
Herzfrequenz (bpm)
Kon 311+ 37 302 + 30 244 + 46* 248 + 34*
Mil 0,3 uM 313127 316 + 32 262 + 54 285 + 47
Mil 1 pM 301 + 21 282 + 36 252 + 36 232+ 68
Mil 3 pM 315+ 32 344 + 38 23178 275+ 72
Mil 10 pM 325 + 61 328 + 45 258 + 43 263 + 40

entwickelter linksventrikularer Druck (LVDP) (mmHg)

Kon 117 £ 20 125+ 23 26 £ 12* 27 £12*
Mil 0,3 uM 123 £ 16 123+ 15 24 £ 11* 22+7*
Mil 1 uM 1379 138 £ 12 17 £ 5* 29+ 5*
Mil 3 uM 129 + 21 131+19 31£11* 36 £ 8*
Mil 10 uM 118 + 21 130 £ 28 22 £ 14* 25+12*

Koronarfluss (ml/min)

Kon 13+3 13+£2 7Tx2° 6+1*
Mil 0,3 uM 17 +£2° 17 £2° 92" 7+2*
Mil 1 uM 14 +2 14 +£2 81" 6+1*
Mil 3 uM 13+4 15+3 81" 71"
Mil 10 uM 14 +2 16 £ 2° 81" 71"
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3.3 Zweiter Teilversuch
3.3.1 InfarktgroRen

Die Kontrollgruppe (KHP-KHP) wies eine Infarktgrofe von 53 £ 9 % auf (172).
Die pharmakologische Prakonditionierung mit 1 yM Milrinon (KHP-Mil) reduzierte
die Infarktgrofie im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant auf 35 + 5 % (p < 0,05
vs. KHP-KHP) (172). Die Gabe von 11 yM Propofol in der Kontrollgruppe (Pro-
KHP) fuhrte zu einer Infarktgro3e von 56 + 9 %. Die Kombination aus 11 uyM
Propofol und 1 uyM Milrinon zur Prakonditionierung (Pro-Mil) reduzierte die
InfarktgroRe im Vergleich zur Kontrollgruppe mit 52 + 8 % nicht (p > 0,05 vs. Pro-
KHP) (172). Die Infarktgrofie der Sevofluran-Kontrollgruppe (Sev-KHP) bei einer
Konzentration von 2,5 Vol.-% Sevofluran betrug 56 + 8 % (172). Die Kombination
von 2,5 Vol.-% Sevofluran und 1 uM Milrinon zur Prakonditionierung (Sev-Mil)
reduzierte die InfarktgroRRe signifikant auf 31 £ 9 % im Vergleich zur Sevofluran-
Kontrollgruppe (p < 0,05 vs. Sev-KHP) (172). Auch die alleinige Gabe von
1,5 nM Dexmedetomidin in Kombination mit KHP als Kontrollgruppe (Dex-KHP)
lag mit einer InfarktgroRe von 53 £9 % in der GroRenordnung der anderen
Kontrollgruppen (172). Die Gabe von 1,5nM Dexmedetomidin konnte in
Kombination mit 1 uM Milrinon (Dex-Mil) die InfarktgroRe (51 £ 8 %) im Vergleich
zur Kontrollgruppe (53 + 9 %) nicht reduzieren (p > 0,05 vs. Dex-KHP) (172). Die
InfarktgroRen der einzelnen Gruppen wurden in Abbildung 11 dargestellt.

Zusammenfassend zeigte sich, dass weder 11 yM Propofol noch 1,5 nM
Dexmedetomidin bei alleiniger Gabe oder in Kombination mit 1 yM Milrinon die
InfarktgroRe reduzieren konnten. Auch eine alleinige Verabreichung von 2,5 Vol.-
% Sevofluran hatte keinen infarktgroRenreduzierenden Effekt. Nur die
Kombination aus KHP und 1 puM Milrinon sowie eine pharmakologische
Prakonditionierung mit 1 yM Milrinon bei gleichzeitiger Gabe von 2,5 Vol.-%

Sevofluran konnten die Infarktgrof3e reduzieren.
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Abb. 11: InfarktgroBen zweiter Teilversuch

Die InfarkigroRen des zweiten Teilversuchs wurden als Mittelwert £ Standardabweichung
dargestellt. Jede Gruppe enthielt sieben bis acht eingeschlossene Ratten (n=7-8). Die
Kontrollversuche wurden in Kombination mit KHP durchgeflihrt. Eine statistische Auswertung
erfolgte mittels einer einfaktoriellen ANOVA und einem Tukey-Post-hoc-Test. * = (p < 0,05 vs.
KHP-KHP), # = (p < 0,05 vs. Sev-KHP). Modifiziert nach (172).

Dex = 1,5 nM Dexmedetomidin, KHP = Krebs-Henseleit-Puffer, Mil = 1 uM Milrinon, Pro = 11 yM
Propofol, Sev = 2,5 Vol.-% Sevofluran, % = Prozent.

3.3.2 Tierdaten

Im zweiten Teilversuch wurden zwecks Vergleichbarkeit die Kérpergewichte der
Tiere und die Gewichte der Herzen (nass und trocken) ausgewertet (172). Die
Daten sind in der Tabelle 13 zusammengefasst. Das Durchschnittsgewicht der
Tiere in der KHP-Kontrollgruppe (KHP-KHP) betrug 301 +10g (172). Das
Herznassgewicht betrug in dieser Gruppe 1,47 £+ 0,12 g, das Herztrockengewicht
0,14 £0,02g (172). Unter allen untersuchten Gruppen gab es keinen
signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe in Bezug auf die Korpergewichte
und die Herzgewichte (nass und trocken) (172). Auch der Zeitpunkt der
maximalen ischamischen Kontraktur von 15:46 £+ 1:42 min in der Kontrollgruppe
wies keinen Unterschied zu den anderen untersuchten Gruppen auf (172).
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Ebenso die Hohe der maximalen ischamischen Kontraktur von 54 + 7 mmHg der

Kontrollgruppe wies keinen Unterschied zu den anderen Gruppen auf (172).

Insgesamt unterschieden sich die Versuchsgruppen weder in Bezug auf die
Korper- und Herzgewichte noch im Hinblick auf den Zeitpunkt und die Hohe der

maximalen ischamischen Kontraktur.

Tabelle 13: Tierdaten zweiter Teilversuch

Die Tabelle zeigt das Korpergewicht der Tiere, das Herzgewicht sowohl nass direkt nach der
Entnahme als auch nach einer sieben-tagigen Trocknungsphase. Zeitpunkt und Héhe der
maximalen ischamischen Kontraktur sind ebenfalls dargestellt. Alle Daten wurden als
Mittelwert + Standardabweichung angegeben. Die Daten der einzelnen Gruppen unterschieden
sich nicht signifikant untereinander (p > 0,05 vs. KHP-KHP), die Statistikauswertung erfolgte
mittels einer zweifaktoriellen ANOVA und einem Tukey-Post-hoc-Test. Tabelle modifiziert nach
(172).

Dex = 1,5 nM Dexmedetomidin, g = Gramm, KHP = Krebs-Henseleit-Puffer, Mil = 1 yM Milrinon,
min = Minute, mmHg = Millimeter Quecksilbersaule, n = Anzahl, Pro=11puM Propofol,
Sev = 2,5 Vol.-% Sevofluran, uM = Mikromolar.

Gruppe Gewicht  Herzgewicht Herzgewicht Maximale Maximale n
Tiere (g) nass (g) trocken (g) ischamische ischamische
Kontraktur Kontraktur
(min) (mmHg)
KHP KHP 301 +10 1,47 £ 0,12 0,14 + 0,02 15:46+1:42 54+7 8
) Mil 299 + 23 1,46 £ 0,11 0,15+ 0,01 16:27 £+ 1:18 54 + 11 7
B KHP 286 + 17 1,44 £ 0,11 0,13+ 0,02 16:17 £ 1:.05 59+12 8
ro-
Mil 303 +23 1,46 + 0,08 0,16 £ 0,02 16:00+1:10 554 8
5 KHP 293 + 18 1,42 £ 0,09 0,14 + 0,03 15:21+2:10 67 +17 8
ex-
Mil 290 £ 19 1,41 £ 0,07 0,14 £ 0,02 16:16 +1:54 559 8
KHP 3008 1,34 + 0,06 0,12+ 0,01 14:26 £+ 0:23 82+13 7
Sev-
Mil 298 + 19 1,30 £ 0,06 0,13+ 0,01 15:05+1:53 7013 7

3.3.3 Hamodynamische Variablen

Wie bereits im ersten Teilversuch wurden die hadmodynamischen Variablen,
darunter die Herzfrequenz, der entwickelte linksventrikulare Druck und der
Koronarfluss ausgewertet. Die Auswertung erfolgte zu den identischen
Zeitpunkten in der Eingewohnungsphase (Baseline, Minute 15), wahrend der
pharmakologischen (Minute 25)
Reperfusionsphase (Minute 30 und 60) (172). Die Ergebnisse sind in Tabelle 14

dargestellt.

Prakonditionierung und wahrend der
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3.3.31 Herzfrequenz

In der Kontrollgruppe ohne die Gabe von Anasthetika (KHP-KHP) betrug die
Herzfrequenz wahrend der Eingewohnungsphase (Baseline) 333 + 40 bpm (172)
und wahrend der Prakonditionierungsphase 314 +42bpm (172). Die
Herzfrequenzen aller untersuchten Gruppen unterschieden sich wahrend der
Eingewbhnungsphase (Baseline) und wahrend der Prakonditionierung
untereinander nicht (172). Die Herzfrequenz sank in allen Versuchsreihen im
Anschluss an die Ischamiephase ab (172). In der Kontrollgruppe lag die
Herzfrequenz 30 Minuten nach Beginn der Reperfusion bei 279 + 92 bpm und
nach 60 Minuten bei 275 + 62 bpm (172). In der Propofol-Kontroll-Gruppe (Pro-
KHP) betrug die Herzfrequenz wahrend der Baseline 308 + 32 bpm und wahrend
der Prakonditionierung 294 + 32 bpm (172). Die Herzfrequenz fiel in der Gruppe
Pro-KHP in Minute 30 der Reperfusionsphase auf 183 + 69 bpm und in Minute
60 auf 180 + 67 bpm ab (172). Der Herzfrequenzabfall in der Pro-KHP Gruppe
zu den beiden Messzeitpunkten in Minute 30 und 60 in der Reperfusionsphase
war signifikant im Vergleich zu der Baseline (p < 0,05 vs. Baseline) (172). In
einem Vergleich unter allen untersuchten Gruppen konnte kein Unterschied der
Herzfrequenz zu den einzelnen Zeitpunkten festgestellt werden (172).

Zusammenfassend zeigte sich die Herzfrequenz in allen Gruppen wahrend der
Baseline und der Prakonditionierung vergleichbar zur Kontrollgruppe und sank
nach der Ischamie ab. Allein in der Gruppe Pro-KHP war der Abfall der
Herzfrequenz wahrend der Reperfusionsphase signifikant im Vergleich zur
Baseline.

3.3.3.2 Entwickelter linksventrikularer Druck

Der entwickelte linksventrikulare Druck (LVDP) betrug in der Kontrollgruppe
wahrend der Eingewohnungsphase (Baseline) 117 £ 16 mmHg (172). In der
Prakonditionierungsphase stieg der LVDP in der Kontrollgruppe auf
122 £ 10 mmHg (172). Der entwickelte linksventrikulare Druck war wahrend der
Baseline und der Prakonditionierung in allen getesteten Gruppen ohne einen
Unterschied im Vergleich zu der Kontrollgruppe (172). In der Reperfusionsphase

betrug der LVDP der Kontrollgruppe wahrend der Minute 30 17 £ 8 mmHg und in
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der Minute 60 22 £+ 7 mmHg (172). Der LVDP reduzierte sich wahrend der
Reperfusionsphase signifikant im Vergleich zum LVDP wahrend der Baseline (p
< 0,05 vs. Baseline) (172). Die Beobachtung, dass der LVDP, wahrend der
Reperfusionsphase im Vergleich zur Baseline abfiel galt fur alle untersuchten
Gruppen (172). In einem Vergleich unter allen Gruppen konnte kein Unterschied

in der HOhe des LVDPs zu den einzelnen Zeitpunkten festgestellt werden (172).

Zusammenfassend liel3 sich feststellen, dass der entwickelte linksventrikulare
Druck in allen untersuchten Gruppen einen signifikanten Abfall wahrend der

Reperfusionsphase im Vergleich zur Baseline zeigte.

3.3.3.3 Koronarfluss

Der Koronarfluss (CF) in der Kontrollgruppe betrug zum Ende der
Eingewohnungsphase (Baseline) 17 £ 3 ml/min (172). In der
Prakonditionierungsphase lag der Koronarfluss bei 15 + 4 ml/min (172). Sowohl
in der Sevofluran-Kontrollgruppe (Sev-Kon) (CF = 14 + 3 ml/min) als auch in der
Sevofluran-Milrinon  Gruppe (Sev-Mil) (CF =18 +3 ml/min) wichen die
Koronarflisse wahrend der Prakonditionierungsphase signifikant im Vergleich
zur Baseline ab (p < 0,05 vs. Baseline) (172). Die weiteren Gruppen wiesen
keinen signifikanten Unterschied wahrend der Prakonditionierungsphase im
Vergleich zur Baseline auf (p > 0,05 vs. Baseline) (172). Der Koronarfluss
reduzierte sich signifikant bei allen untersuchten Gruppen im Anschluss an die
Ischamie wahrend der Reperfusionsphase im Vergleich zur Baseline (p < 0,05
vs. Baseline) (172). In der Kontrollgruppe konnte ein Koronarfluss 30 Minuten
nach der Ischamie von 10 = 1 ml/min und nach 60 Minuten von 8 £ 1 ml/min
gemessen werden (172). In einem Vergleich unter allen untersuchten Gruppen
konnte kein Unterschied in Bezug auf den Koronarfluss zu den einzelnen
Zeitpunkten festgestellt werden (172).

Zusammenfassend zeigte sich in allen Gruppen im Anschluss an die Ischamie
eine signifikante Reduktion des Koronarflusses wahrend der Reperfusionsphase

im Vergleich zur Baseline.
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Tabelle 14: Himodynamische Variablen zweiter Teilversuch

Die Tabelle zeigt die Herzfrequenz (bpm), den entwickelten linksventrikuldaren Druck
(LVDP, mmHg) und den Koronarfluss (ml/min). Die Daten der Baseline wurden nach 15 Minuten,
die der Prékonditionierung nach 25 Minuten und die der Reperfusion in Minute 30 und 60 der
Reperfusion ausgewertet. Alle Daten wurden als Mittelwert + Standardabweichung dargestellit.
* = (p < 0,05 vs. Baseline), die Statistikauswertung erfolgte mittels einer zweifaktoriellen ANOVA
und einem Tukey-Post-hoc Test. Tabelle modifiziert nach (172).

bpm = beats per minute, Dex =1,5nM Dexmedetomidin, KHP = Krebs-Henseleit-Puffer,
LVDP = entwickelter  linksventrikularer  Druck, Mil =1 uyM Milrinon, min = Minute,
ml = Milliliter, mmHg = Millimeter Quecksilbersaule, Pro =11 yM Propofol, Sev =2,5Vol.-%
Sevofluran.

Zeitpunkt
. . L. Reperfusion (min)
Gruppe Baseline Prakonditionierung
30 60
Herzfrequenz (bpm)
KHE KHP 333+ 40 314 £ 42 279 £ 92 275 £ 62
Mil 327 + 48 347 + 44 242 + 61 275 £ 43
p KHP 308 + 32 294 + 32 183 + 69* 180 + 67*
ro
Mil 313 £ 30 293 + 27 237 t 46 212 + 54
b KHP 308 + 27 286 + 15 248 £ 53 247 + 28
ex
Mil 318 £ 43 309 £ 39 257 t 46 264 + 26
s KHP 296 + 23 271+ 28 246 = 20 215 £ 45
ev
Mil 345 + 38 367 + 32 221 £ 60 266 + 63
entwickelter linksventrikularer Druck (LVDP) (mmHg)
KHE KHP 117 £ 16 122 + 10 17 £ 8* 2+ 7"
Mil 130 + 16 115+ 13 15+ 5* 19 £+ 6*
P KHP 132 + 20 126 + 20 17 £ 8* 28 + 14*
ro
Mil 118 + 18 119 + 19 20 + 4* 31+ 11*
b KHP 124 + 16 113+ 20 21 £ 10* 29 + 12*
ex
Mil 123 £ 15 125 + 17 27 £ 13* 30 + 8*
s KHP 144 + 17 145 + 23 25 £ 14* 32 £ 10*
ev
Mil 129 + 19 143 + 24 26 £ 13* 39 £ 18*
Koronarfluss (ml/min)
KHP 17+ 3 15+ 4 10 £ 1* 8+ 1*
KHP
Mil 18+ 2 16 £ 2 9z 2¢ 8+2*
KHP 17 + 1 16 £ 1 9+ 1% 7+1*
Pro
Mil 16+ 2 18+3 10 £ 1* 8+2*
KHP 16+ 3 14+ 4 8+ 1% 6+1*
Dex
Mil 16+ 2 14+ 2 73" 7+1*
KHP 15+ 3 14 + 3* 9z 2¢ 7+2*
Sev -
Mil 17 £3 18 + 3* 11+ 4" 9+ 3
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4. Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurden ein Vorversuch sowie zwei aufeinander
aufbauende Teilversuche durchgefuhrt. Fur alle Versuche wurden isolierte
Rattenherzen ex vivo in einem Langendorff-Modell untersucht.

Der Vorversuch diente der Verifizierung der Nachweisbarkeit eines
kardioprotektiven Effekts unter Anwendung des geplanten Versuchsdesigns im
Langendorff-Modell. Die Ergebnisse des Vorversuchs zeigten eine signifikante
und reproduzierbare Reduktion der InfarktgroRe um 48 % durch eine
ischamische Prakonditionierung im Vergleich zu einer Kontrollgruppe. Aufgrund
der Beobachtungen des Vorversuchs wurde das Langendorff-Modell fur die
beiden weiteren Teilversuche dieser Arbeit als geeignet befunden.

Im ersten Versuchsteil wurde untersucht, ob 1. eine pharmakologische
Prakonditionierung mit dem PDE-IlII-Hemmer Milrinon einen kardioprotektiven
Effekt aufweist und 2. bei welcher minimalen Konzentration dieser Effekt am
grofdten ist. Zum Zeitpunkt der Durchfuhrung dieser Arbeit war, soweit bekannt,
diese Fragestellung noch ungeklart. Aufbauend auf den Ergebnissen des ersten
Teilversuchs wurde anschliel3end im zweiten Versuchsteil ein moglicher Einfluss
der klinisch haufig verwendeten Anasthetika Propofol, Dexmedetomidin oder

Sevofluran auf den kardioprotektiven Effekt von Milrinon Gberpruft.

Im Rahmen des ersten Teilversuchs konnte gezeigt werden, dass der Einsatz
von Milrinon im Rahmen einer pharmakologischen Prakonditionierung an
isolierten Rattenherzen einen kardioprotektiven Effekt hat, da Milrinon die
InfarktgroRe im Vergleich zu einer Kontrollgruppe signifikant reduzierte (173). Der
kardioprotektive Effekt war konzentrationsabhangig, wobei eine Konzentration
von 1 uM Milrinon die niedrigste Konzentration mit der groRtmaoglichen
InfarktgroRenreduktion darstellte. Hohere Milrinon-Konzentrationen flhrten zu
keiner weiteren InfarktgrofRenreduktion (173).

Im zweiten Versuchsteil wurde der Einfluss der Anasthetika Propofol,
Dexmedetomidin  und Sevofluran auf die InfarktigroRe wunter einer

pharmakologischen Prakonditionierung mit 1 yM Milrinon auf die InfarktgroRe
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untersucht. Zunachst wurde untersucht, ob die Anasthetika einen Einfluss auf die
InfarktgroRe haben. Dies konnte ausgeschlossen werden, da die alleinige
Verabreichung von 11 uM Propofol, 1,5 nM Dexmedetomidin oder 2,5 Vol.-%
Sevofluran keine InfarktgroRenreduktion an isolierten Rattenherzen im Vergleich
zur Kontrollgruppe verursachte (172). Zudem konnte gezeigt werden, dass unter
der simultanen Verabreichung von 11 yM Propofol oder 1,5 nM Dexmedetomidin
in Kombination mit 1 yM Milrinon eine InfarktgroRenreduktion ausblieb und es zu
einer Inhibition des kardioprotektiven Effekts von Milrinon kam. Lediglich unter
der kombinierten Gabe von 2,5 Vol.-% Sevofluran und 1 yM Milrinon blieb der
kardioprotektive Effekt von Milrinon erhalten. Dies spricht dafur, dass Sevofluran
die kardioprotektiven Effekte von Milrinon im Rahmen der pharmakologischen
Prakonditionierung an isolierten Rattenherzen nicht inhibiert (172).

4.1 Milrinon-Prakonditionierung
4.1.1 InfarktgroRe

Ziel des ersten Teils dieser Arbeit war es zu untersuchen, ob eine
pharmakologische Prakonditionierung mit Milrinon einen protektiven Effekt auf
das Myokard unter einem I/R Schaden hat. Als primarer Endpunkt wurde hierfar
die Infarktgrof’e gewahlt. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit, wurde spezifisch
ein moglicher kardioprotektiver Effekt von Milrinon untersucht, da bereits in einer
friheren Studie von Behmenburg et al eine pharmakologische
Postkonditionierung mit 3 yM Milrinon einen kardioprotektiven Effekt vor I/R
Schaden gezeigt hatte (140). In dieser Arbeit wurde vermutet, dass die protektive
Wirkung von Milrinon uber eine Aktivierung der PKA- und MAPK-Signalwege
vermittelt wird (140).

Die vorliegende Arbeit erweitert diese bisherigen Erkenntnisse um den Nachweis
eines  kardioprotektiven Effekts von Milrinon im Rahmen einer
pharmakologischen Prakonditionierung. Die Bedeutung eines Effekts durch eine
pharmakologische Prakonditionierung ware von groflem Nutzen bei CABG-
Operationen. Bei diesen Eingriffen kommt es regelhaft zu einer myokardialen
Ischamie- und Reperfusionsphase. Eine erfolgreiche pharmakologische
Prakonditionierung konnte einen so entstehenden I/R-Schaden reduzieren. In
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den durchgeflhrten Experimenten konnte gezeigt werden, dass 1 uM Milrinon im
Vergleich zu Kontrollherzen (KHP-KHP) die InfarkigroRe an isolierten
Rattenherzen signifikant um etwa 50 % reduzieren konnte. Hervorzuheben ist,
dass der protektive Effekt im Rahmen einer pharmakologischen
Prakonditionierung von Milrinon bereits in einer dreifach niedrigeren
Konzentration als in der Studie von Behmenburg et al. zu beobachten war (173).
Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Konzentration von 1 yM Milrinon
(entsprechen 211 ng/ml) liegt im Bereich einer klinisch erreichbaren Steady-
State-Plasmakonzentration von etwa 200 ng/ml, die unter einer Dauerinfusion
von 0,5 pg/kg/min Milrinon Uber 6-12 Stunden erzielt werden kann (175). Somit
ist die verwendete Konzentration von 1 pyM Milrinon als klinisch relevant
einzustufen. Eine niedrigere Konzentration von 0,3 uM Milrinon fuhrte lediglich
zu einer InfarktgroRenreduktion von 22 % im Vergleich zur Kontrollgruppe (173).
Mit steigenden Konzentrationen von 3 yM und 10 uM Milrinon war keine weitere
Reduktion der InfarktgroRe im Vergleich zu 1 yM Milrinon detektierbar (173).
Dieses Ergebnis deutet auf einen konzentrationsabhangigen Sattigungseffekt
(Ceiling-Effekt) von Milrinon hin. Ein solcher Ceiling-Effekt von Milrinon konnte
bereits in einer Studie an padiatrischen Patienten, die sich einer kongenitalen
Herzoperation unterziehen mussten, beobachtet werden. In dieser Studie wurden
die cAMP-Spiegel unter verschiedenen Milrinon-Konzentrationen gemessen,
wobei unter einer steigenden Milrinon-Konzentration kein weiterer Anstieg des
gemessenen cAMP-Spiegels beobachtet werden konnte. Die Autoren schlossen
daher auf einen konzentrationsabhangigen Sattigungseffekt von Milrinon (176).
Auch der protektive Nutzen von Milrinon wahrend einer CABG-Operation bei
Erwachsenen wurde bereits in Studien untersucht. Ren et al. zeigten in einer
Meta-Analyse, dass eine Behandlung mit Milrinon eine myokardiale Ischamie bei
Patienten, die sich einer CABG-Operation unterzogen, vermindern konnte. Als
Indikatoren fur den protektiven Effekt von Milrinon wurden niedrigere
Plasmaspiegel fur die Kreatininkinase (CK) und deren Isoenzym MB (muscle
brain type, CK-MB) im Vergleich zu Patienten, die kein Milrinon erhielten, benannt
(177). Mollhoff et al. konnten ebenfalls einen kardioprotektiven Effekt von Milrinon
wahrend einer CABG-Operation bei Erwachsenen zeigen. In dieser Studie wurde
Milrinon den Patienten kontinuierlich mit einer Konzentration von 0,375 pg/kg/min
verabreicht und mit Nifedipin behandelten Patienten verglichen. Unter den mit
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Milrinon behandelten Patienten zeigten sich niedrigere Spiegel von CK-MB und
Troponin sowie weniger EKG-Veranderungen (178). Die Autoren der beiden
Studien schlossen aufgrund der niedrigeren Labormarker unter einer Milrinon

Verabreichung auf einen kardioprotektiven Effekt von Milrinon.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass Milrinon die
InfarktgroRe an isolierten Rattenherzen konzentrationsabhangig reduzieren
kann. Die maximale Reduktion der Infarktgro3e wurde bei einer Konzentration
von 1 uM Milrinon erreicht. Da im Rahmen einer CABG-Operation eine
Anasthesie erforderlich ist, ergab sich fur den zweiten Teil dieser Arbeit die
Fragestellung, ob die gezeigte kardioprotektive Wirkung von 1 uM Milrinon unter
der gleichzeitigen Verabreichung der Anasthetika Propofol, Dexmedetomidin

oder Sevofluran erhalten bleibt.
4.1.2 Hamodynamische Variablen

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich, dass die hamodynamischen Variablen in
allen untersuchten Gruppen nach der Ischamie abnahmen. Die Herzfrequenz
verringerte sich nach der Ischamie um etwa 20 % (173). DarUber hinaus nahm
sowohl der entwickelte linksventrikulare Druck (LVDP) als auch der gemessene
Koronarfluss in allen Gruppen wahrend der Reperfusionsphase ab (173). Trotz
einer Steigerung der Milrinon-Konzentration bis zu 10 yM zeigten die
hamodynamischen Variablen unter den verschiedenen Gruppen keinen
Unterschied zur Kontrollgruppe. Die pharmakologische Prakonditionierung mit
Milrinon konnte zwar die InfarkigroRe erfolgreich senken, fuhrte aber in
vorliegender Arbeit nicht zu einer Veranderung der hamodynamischen Variablen.
Ein hoherer LVDP unter Milrinon ware aufgrund der geringeren Infarktgrof3e im
Vorfeld der Studie erwartbar gewesen, konnte jedoch nicht gezeigt werden. Die
Diskrepanz zwischen der Infarktgrof3enreduktion und der fehlenden Veranderung
der Hamodynamik konnte darauf hindeuten, dass Milrinon seinen
kardioprotektiven Effekt nicht Gber eine Steigerung der Herzleistung ausubt,

sondern primar Uber zellulare Effekte protektiv wirken kann.

Auch Huang et al. konnten in einem in-vivo-Experiment ahnliche Ergebnisse
zeigen. Die Autoren untersuchten den Effekt von Milrinon und Esmolol auf
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Rattenherzen in einem |/R-Modell. Unter Milrinon konnte eine
InfarktgroRenreduktion ohne eine relevante Veranderung der Hamodynamik
gezeigt werden (179). Ahnlich zu den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit
zeigten Behmenburg et al., dass eine Prakonditionierung mit Milrinon trotz einer
Reduktion der InfarktgroRe keinen relevanten Einfluss auf die hamodynamischen
Variablen hatte (140,173). Auch in der Studie von Behmenburg et al. wurde ein
Abfall der Herzfrequenz, des LVDP und des Koronarflusses im Anschluss an die
Ischamie beobachtet (140). Die beiden Studien und die hier vorliegenden Arbeit
zeigen ahnliche Ergebnisse der hamodynamischen Variablen, was die
Vermutung zulasst, dass Milrinon seine protektiven Effekte unabhangig von einer
Veranderung der Hamodynamik ausubt.

Die in allen Gruppen im Anschluss an die Ischamie beobachtete Reduktion des
Koronarflusses ist ein haufig beobachtetes Phanomen. Diese postischamische
Hypoperfusion wird als no-Reflow-Phanomen bezeichnet, welches erstmals 1974
bei Hunden beschrieben wurde (180). Mechanistisch ist das no-Reflow-
Phanomen ist unter anderem auf eine Endothelzellschwellung, eine
Beschadigung der Kapillarwédnde wund Mikroembolien zurtckzufuhren.
Reffelmann et al. konnten bei einem in-vivo-Versuch an Rattenherzen zeigen,
dass dieses Phanomen uber Wochen nach der Ischamie anhalten kann (181).
Vor diesem Hintergrund erscheint es plausibel, dass eine Reduktion der
InfarktgroRe durch Milrinon nicht zwingend mit einer Steigerung des

Koronarflusses einhergehen muss.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass eine
pharmakologische Prakonditionierung mit Milrinon vermutlich primar Gber
zellulare Effekte protektiv wirkt, ohne relevante Veranderung der
hamodynamischen Variablen zu verursachen. Die InfarkigroRenreduktion ist in
der vorliegenden Arbeit nicht mit einer messbaren Verbesserung der
Herzleistung einhergehend. Klinisch ware dies bedeutsam, da Milrinon einen
kardioprotektiven Effekt ausuben kann, ohne das Risiko einer hamodynamischen
Instabilitdt zu erhdhen. Dies konnte insbesondere bei einer pharmakologischen
Prakonditionierung mit Milrinon vor einer CABG-Operation von Vorteil sein, um

stabile Kreislaufverhaltnisse zu erhalten. Vor diesem Hintergrund stellt sich die
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Frage, inwieweit der protektive Effekt von Milrinon durch die gleichzeitige Gabe
der gangigen Anasthetika Propofol, Dexmedetomidin oder Sevofluran beeinflusst

wird.
4.2 Milrinon unter dem Einfluss von Propofol

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten, dass 11 yM Propofol die pharmakologische
Prakonditionierung mit 1 uM Milrinon vollstandig aufhob (172). Soweit bekannt,
wurde dieser Effekt erstmals ex vivo beobachtet.

Vergleichsstudien hierzu liegen, soweit bekannt, zum aktuellen Zeitpunkt nicht
vor. Mechanistisch erscheint eine Inhibition der Milrinon-Prakonditionierung uber
ROS-eliminierenden Eigenschaften von Propofol plausibel (83). Geringe Mengen
an ROS gelten als notwendiger (Start-)Trigger fur die kardioprotektiven
Signalkaskaden (51). Durch ROS wird unter anderem die Aktivierung des RISK-
Signalwegs (PI3K/Akt und p38MAPK) initiiert (51,182). Durch ein Propofol
bedingtes ROS-Scavenging konnte die Aktivierung der Milrinon induzierten
kardioprotektiven Signalkaskaden abgeschwacht und so die Kardioprotektion
von Milrinon durch Propofol blockiert worden sein (83). Erganzend kommt hinzu,
dass Propofol eine Offnung der mitochondrialen Kaliumkanale (mK_ATP und
mBK_Ca Kanale) hemmen kann, wodurch die Offnungswahrscheinlichkeit der
mPTP zunehmen und so ein groRerer myokardialer Schaden resultieren konnte
(183). Es ist denkbar, dass diese beiden Mechanismen in der vorliegenden Arbeit
dazu beigetragen haben, dass die Kardioprotektion durch Milrinon unter Propofol
aufgehoben wurde.

Die in dieser Arbeit verwendete Konzentration von 11 yM Propofol ist eine
klinisch relevante Konzentration und entspricht etwa 2 pyg/ml. Im Vergleich liegt
die Konzentration damit in etwa der fur Erwachsenen empfohlenen
Zielkonzentration (3-6 pg/ml) wahrend einer Anasthesie ohne simultane
Verabreichung von Opioiden, mit Opioidgabe liegt die Zielkonzentration von
Propofol etwas niedriger bei 2,5-4 pg/ml (184).

Die alleinige Verabreichung von 11 uM Propofol fuhrte in der Kontrollgruppe (Pro-
KHP) nicht zu einer Reduktion der InfarktgroRe (172). Propofol nimmt in der
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pharmakologischen Kardioprotektion eine komplexe und widersprichliche Rolle
ein. Obwohl in der vorliegenden Arbeit bei einer Konzentration von 11 yM
Propofol keine Infarktgrofdenreduktion beobachtet wurde, wird Propofol in der
Literatur abhangig vom Versuchsdesign eine kardioprotektive Wirkung
zugeschrieben. Tao et al. beschrieben in einem in-vivo-Experiment an
mannlichen Wistar-Ratten eine erfolgreiche pharmakologische
Prakonditionierung mit Propofol, die zu einer InfarktgroRenreduktion fuhrte. In
dem Versuchsaufbau wurde Propofol zweimal Uber je 10 Minuten vor einer 60-
minutigen regionalen Ischamie der linken Koronararterie verabreicht, gefolgt von
einer jeweils 5-minutigen Auswaschphase. Im Anschluss an die Ischamie folgte
eine 120-minutiger Reperfusionsphase. Die verwendete Propofol Konzentration
der Studie betrug 37,5 mg/(kg/h), was je nach Clearance etwa 8 uM bis 16 yM
Propofol entsprach. (185). Auch Kamada et al. konnten durch eine
pharmakologische Prakonditionierung mit Propofol an isoliert perfundierten
Meerschweinchenherzen in einem Langendorff-Modell eine
InfarktgroRenreduktion von ca. 46 % beobachten. Vor einer 25-minutigen
globalen Ischamiephase, auf die eine 35-minutige Reperfusionsphase folgte,
wurde eine 10-minutige Prakonditionierung mit Propofol durchgefuhrt. Fur die
Prakonditionierung verwendeten Kamada et al. Propofol Konzentrationen von
25 uyM und 50 uM (186). Die Studien von Tao et al. und Kamada et al. konnten
eine Reduktion der InfarkigroRe durch eine Prakonditionierung mit Propofol
demonstrieren. Beide Studien zeigten jedoch einige Unterschiede in Bezug auf
das Versuchsdesign im Vergleich zu der hier vorliegenden Arbeit. In der Studie
von Tao et al. erfolgte die Verabreichung von Propofol tber 20 Minuten, aufgeteilt
auf zwei Gaben von jeweils zehn Minuten mit Auswaschphase. In der
vorliegenden Arbeit wurde Propofol Uber einen Zeitraum von 15 Minuten
kontinuierlich und ohne Auswaschphasen verabreicht. Damit war die
kontinuierliche Gabe von Propofol in der vorliegenden Arbeit 5 Minuten langer als
bei Tao et al., deren Gesamtverabreichungszeit von Propofol vor der Ischamie
aber insgesamt 5 Minuten langer war (20 statt 15 Minuten). Der wesentliche
Unterschied in der hier vorliegenden Arbeit bestand jedoch in der weiteren
Verabreichung von Propofol wahrend der Reperfusionsphase und den Verzicht
auf eine Auswaschphase. Auch Kamada et al. verabreichten Propofol 5 Minuten

kUrzer und nicht wahrend der Reperfusionsphase. Hervorzuheben ist, dass die
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Autoren fur die Prakonditionierung deutlich hohere Propofol Konzentrationen von
25 yM und 50 pM verwendeten als in der vorliegenden Arbeit (11 uM Propofol).
Vor diesem Hintergrund konnten sowohl die Konzentration als auch die
Applikationsdauer von Propofol und die Gabe wahrend der Reperfusionsphase
das Ausbleiben einer Infarktgrofienreduktion in der vorliegenden Arbeit erklaren.
Mehrere tierexperimentelle  Studien geben  Hinweise auf einen
konzentrationsabhangigen kardioprotektiven Effekt von Propofol. Ko et al.
demonstrierten an isolierten Rattenherzen einen konzentrationsabhangigen
kardioprotektiven  Effekt von Propofol wahrend einer 10-minutigen
Prakonditionierung (187). Sie schlussfolgerten Uber einen gesteigerten LVDP im
Anschluss an die Ischamiephase auf einen kardioprotektiven Effekt von Propofol
im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrollgruppe. Die Studie zeigte, dass der
protektive Effekt einer Prakonditionierung mit Propofol nur bei einer Propofol
Konzentration von 30 uM und 100 uM beobachtet wurde, eine Konzentration von
10 uM Propofol besald keinen protektiven Effekt (187). Auch in dieser Studie
wurde Propofol nicht wahrend der Reperfusionsphase verabreicht (187). Eine
weitere experimentelle Studie mit Propofol wurde an isolierten Rattenherzen von
Zaugg et al. durchgefuhrt. Hier wurde mit einer Konzentration von 10 uM Propofol
eine 15-minutige Prakonditionierung vor einer 20-minutigen globalen Ischamie
mit anschlielender 30 Minuten Reperfusionsphase. Analog zu der hier
vorliegenden Arbeit verabreichten Zaugg et al. Propofol auch wahrend der
Reperfusionsphase und zeigten, dass die Konzentration von 10 yM Propofol
keine kardioprotektive Wirkung hatte (188). Vor dem Hintergrund der
vergleichbaren Propofol-Konzentrationen von Zaugg et al. und dieser Arbeit
(11 puM vs. 10 yM Propofol) erscheint es mdglich, dass die Propofol
Konzentration in vorliegender Arbeit unter einer Konzentrationsschwelle lag, die
keine Kardioprotektion bewirkt. Diese Vermutung wirde auch die Studie von Ko
et al. stutzen, dass kardioprotektive Effekte erst bei hoheren Propofol-
Konzentrationen von 30 yM und 100 pM detektiert werden kdnnen. Zudem gilt zu
bertcksichtigen, dass das bei dieser Arbeit verwendete ex-vivo Verfahren die
Pharmakokinetik und Pharmakodynamik von Propofol durch die fehlende
Albuminbindung oder fehlende humorale Faktoren verandern kann.
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Eine Inhibition kardioprotektiver Prakonditionierungsstrategien durch Propofol
wurde auch in anderen Studien berichtet. Bunte et al. zeigten, dass der
kardioprotektive Effekt einer remote ischemic preconditioning (RIPC) unter einer
Anasthesie mit Propofol verloren ging und auf einer Hemmung der Freisetzung
von humoralen Faktoren beruhte (189). Auch klinische Studien untersuchten im
Rahmen von herzchirurgischen Eingriffen die Auswirkung einer RIPC-
Behandlung unter einer Anasthesie mit Propofol auf verschiedene Endpunkte
(80,81). Einer der Endpunkte der Studien bezog sich auf die Inzidenz an
postoperativen myokardialen Infarkten. Die RIPHeart-Studie untersuchte
Patienten, die sich einer elektiven CABG-Operation unterzogen. Die Patienten
erhielten eine total-intravendse Anasthesie mit Propofol und eine RIPC-
Behandlung vor der CABG-Operation. Die RIPC-Behandlung wurde mittels einer
Oberarmischamie durch eine Blutdruckmanschette mit vier 5-minutigen Zyklen
ausgelost, denen sich jeweils eine 5-minutige Reperfusionsphase anschloss. Die
Studie verglich die RIPC behandelten Patienten mit einer Kontrollgruppe, die
keine RIPC-Behandlung bekam. Dabei zeigte sich kein Vorteil durch die RIPC-
Behandlung hinsichtlich der untersuchten Endpunkte, einschliel3lich
postoperativer myokardialer Infarkte (80). Eine Subanalyse der RIPHeart-Studie
deutete darauf hin, dass das Ausbleiben eines Effekts der RIPC-Behandlung
moglicherweise auf die Verwendung von Propofol zuriickzufuhren war, da unter
Propofol die Aktivierung kardioprotektiver Signalwege auf molekularer Ebene

nicht nachweisbar war (136).

Zusammenfassend zeigte die vorliegende Arbeit, dass 11 yM Propofol den
kardioprotektiven Effekt von 1 yM Milrinon in der Prakonditionierung aufhob und
eine alleinige Gabe von 11 uM Propofol keinen infarktgrof3enreduzierenden
Effekt erzielte. Als Ursache der aufgehobenen protektiven Wirkung unter der
simultanen Gabe von Milrinon und Propofol kdnnte ein durch Propofol erfolgtes
ROS-Scavenging und eine hemmende Wirkung auf die mitochondrialen
Kaliumkanale plausibel sein. Hierdurch konnten die kardioprotektiven
Schutzmechanismen von Milrinon abgeschwacht worden sein. Das Ausbleiben
des kardioprotektiven Effekts unter alleiniger Verabreichung von 11 uM Propofol
konnte moglicherweise auch auf eine zu geringe Konzentration von Propofol

zuruckzufuhren sein. Weitere Studien sollten den Einfluss von Konzentration,
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Verabreichungsdauer und Verabreichungszeitzeitpunkt von Propofol, auch in
Kombination mit Milrinon, untersuchen. Ziel ware es zu klaren, ob hohere
Konzentrationen von  Propofol eine erfolgreiche pharmakologische
Prakonditionierung mit Milrinon ermdglichen. Zudem sollten weitere Studien
klaren, ob sich die kontinuierliche Gabe von Propofol wahrend der
Reperfusionsphase negativ auf den protektiven Effekt einer pharmakologischen
Prakonditionierung mit Milrinon auswirkt. Vor dem Hintergrund der klinischen
Relevanz konnten diese Forschungsergebnisse fur Patienten von Bedeutung
sein, die sich einer Anasthesie und pharmakologischen Prakonditionierung im
Rahmen einer CABG-Operation unterziechen mussen. Sollte in der klinischen
Praxis eine pharmakologische Prakonditionierung mit Milrinon angewendet
werden, so sollte die Kombination von Milrinon und Propofol zum aktuellen

Zeitpunkt kritisch hinterfragt werden.
4.3 Milrinon unter dem Einfluss von Dexmedetomidin

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass der
infarktgroRenreduzierende Effekt von 1 uM Milrinon bei einer gleichzeitigen Gabe
von 1,5 nM Dexmedetomidin aufgehoben wurde (172). Zum aktuellen Zeitpunkt
liegen, soweit bekannt, keine weiteren Vergleichsstudien vor, die die Auswirkung
von Dexmedetomidin auf Milrinon untersucht haben. Dies gilt sowohl fur die
pharmakologische Pra- als auch Postkonditionierung.

Aus theoretischer Perspektive weist Dexmedetomidin grundsatzlich ein
kardioprotektives Potenzial auf. In der Literatur werden fir Dexmedetomidin unter
anderem die Aktivierung des RISK-Signalwegs mit Akt und ERK1/2, der SAFE-
Signalweg mit STAT3-Phosphorylierung und die Offnung von mK_ATP und
mBK_Ca-Kanalen beschrieben (161,162,190). Zusatzlich wurde eine Stimulation
der eNOS mit NO-Freisetzung sowie eine Proteinkinase G Aktivierung berichtet
(161). Diese Mechanismen von Dexmedetomidin kdnnten zu einer reduzierten
Offnungswahrscheinlichkeit der mPTP fihren und somit kdnne Dexmedetomidin

kardioprotektive Effekte vermitteln (191).

Eine Erklarung, warum in der vorliegenden Arbeit der kardioprotektive Effekt von
1 M Milrinon unter der gleichzeitigen Gabe von 1,5nM Dexmedetomidin
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aufgehoben wurde, konnte der Wirkmechanismus der beiden Pharmaka
erklaren. Dexmedetomidin senkt Uber einen alpha-2-Rezeptor-Agonismus den
intrazellularen cAMP-Spiegel durch eine Gi-Protein-vermittelte Hemmung der
Adenylatzyklase (192). Das Ausbleiben des kardioprotektiven Effekts von
Milrinon in Kombination mit Dexmedetomidin lasst sich durch den gegenseitigen
Wirkmechanismus erklaren. Wahrend Milrinon seine kardioprotektive Wirkung
uber eine cAMP-Erh6hung mit nachfolgender Aktivierung der PKA vermittelt,
senkt Dexmedetomidin Uber eine Hemmung der Adenylatzyklase die
erforderliche cAMP-Konzentration. Der reduzierte cAMP-Spiegel verhindert
vermutlich die fur die Kardioprotektion notwendige Aktivierung der PKA durch
Milrinon. Dieser Mechanismus konnte erklaren, warum in der vorliegenden Arbeit
die pharmakologische Prakonditionierung mit 1 yM Milrinon durch 1,5 nM
Dexmedetomidin aufgehoben wurde.

Die in dieser Arbeit genutzte Konzentration von 1,5 nM Dexmedetomidin ist
klinisch relevant, sie entspricht etwa 0,35 ng/ml und liegt damit im Zielbereich
einer Plasmakonzentration fur eine Sedierung von Erwachsenen (0,2 ng/ml - 0,3
ng/ml) (193).

In den weiteren Versuchsreihen konnte gezeigt werden, dass durch eine alleinige
Gabe von 1,5 nM Dexmedetomidin keine Reduktion der InfarktgrofRe moglich war
(172). Mehrere tierexperimentelle in-vivo und ex-vivo-Studien zeigen allerdings
kardioprotektive und/oder infarktgrof3enreduzierende Eigenschaften in Ischamie-
Reperfusionsversuchen bei alleiniger Gabe von Dexmedetomidin (194,195).
Behmenburg et al. fihrten eine pharmakologische Prakonditionierung mit
Dexmedetomidin an isolierten Rattenherzen in einem |/R-Versuchsmodell durch.
Fir die pharmakologische Prakonditionierung verabreichten die Autoren
Dexmedetomidin in einer Konzentration von 1 nM uber 5 Minuten. Unter diesem
Versuchsdesign konnten die Autoren eine InfarktgroRenreduktion um etwa 15 %
zeigen. Hohere Konzentrationen bis zu 10 nM Dexmedetomidin konnten die
InfarktgroRe in dieser Studie noch weiter reduzieren (ca. 24 %) (195). In
vorliegender Arbeit konnte eine Infarktgrof3enreduktion in der Kontrollgruppe
Dex-KHP unter alleiniger Gabe von Dexmedetomidin trotz einer zu Behmenburg

et al. ahnlich hohen Dexmedetomidin Konzentration von 1,5nM nicht
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reproduziert werden. Maoglicherweise konnte die Applikationsdauer von
Dexmedetomidin einen Einfluss auf das Ausbleiben eines kardioprotektiven
Effekts in der vorliegenden Arbeit gehabt haben. Behmenburg et al
verabreichten Dexmedetomidin lediglich Uber einen Zeitraum von funf Minuten,
was einer Verklurzung von zehn Minuten im Vergleich zur vorliegenden Arbeit
entsprach, und fuhrten zusatzlich eine Auswaschphase von Dexmedetomidin vor
der Ischamie durch (195). AulRerdem erfolgte bei der Studie von Behmenburg et
al. keine Gabe wahrend der Reperfusionsphase. Aufgrund der kurzeren
Verabreichungsdauer, der Auswaschphase sowie des Fehlens einer dauerhaften
Dexmedetomidin Gabe wahrend der Reperfusion unterscheidet sich das
Studienprotokoll von Behmenburg et al. wesentlich von dem der hier
vorliegenden Arbeit. Die Ergebnisse sind daher nur eingeschrankt vergleichbar.
In der Literatur existieren abweichende Aussagen bezuglich des optimalen
Zeitpunktes und des Zeitraums einer Dexmedetomidin Verabreichung. Bunte et
al. untersuchten eine Dexmedetomidin Postkonditionierung in einem I/R-
Versuchsmodell an isolierten Rattenherzen (196). Es konnte gezeigt werden,
dass eine Postkonditionierung mit Dexmedetomidin konzentrationsabhangig war
und 3 yM Dexmedetomidin eine InfarkigroRenreduktion auf ca. 24 % im
Vergleich zu einer Kontrollgruppe bewirken konnte. In einem zweiten Teil der
Studie wurden verschiedene Verabreichungszeitpunkte und -Zeitraume von
Dexmedetomidin wahrend der Reperfusionsphase uberpriuft. Weder die Dauer
der Verabreichung noch der Zeitpunkt der Gabe von Dexmedetomidin hatten in
der Studie von Bunte et al. einen Einfluss auf die Infarktgrofie (196). Analog zu
der hier vorliegenden Arbeit wurde in der Studie von Bunte et al. Dexmedetomidin
wahrend der gesamten Reperfusionsphase verabreicht. Dies deutet darauf hin,
dass die Verabreichung wahrend der Reperfusionsphase in der hier vorliegenden
Arbeit wahrscheinlich nicht allein fur das Ausbleiben einer Infarktgro3enreduktion
verantwortlich ist. Da bei Bunte et al. jedoch keine Prakonditionierung mit
Dexmedetomidin durchgefiinrt wurde, ist eine direkte Ubertragbarkeit der
Ergebnisse auf die vorliegende Arbeit nur eingeschrankt moglich. Auf der
anderen Seite zeigte eine Studie von Mimuro et al. an isolierten Rattenherzen,
dass eine Verabreichung von Dexmedetomidin in einer Konzentration von 1 nM
als auch 10nM wahrend der Reperfusionsphase uber 25 Minuten die

InfarktgroRe ansteigen lie3 (197). Dies unterstutzt die Annahme, dass die in
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dieser Arbeit genutzte Konzentration von 1,5 nM Dexmedetomidin in einem
Bereich liegen konnte, in welchem keine InfarktgroRenreduktion moglich ist. Es
erscheint plausibel, dass der aufgehobene kardioprotektive Effekt von Milrinon in
Kombination mit Dexmedetomidin teilweise auch auf eine direkte Wirkung von

Dexmedetomidin zuriickzufiihren sein konnte.

Die in der vorliegenden Arbeit angewandten Verabreichungszeitpunkte und die
Verabreichungsdauer von Dexmedetomidin (15 Minuten vor Ischamie und
wahrend der gesamten Reperfusionsphase) weichen von den in der Literatur
beschriebenen erfolgreichen Kardioprotektionsstudien mit Dexmedetomidin ab.
Bislang existieren, soweit bekannt, keine Studien, die einen vergleichbaren
Versuchsablauf wie in der vorliegenden Arbeit untersucht haben. Eine direkte
Vergleichbarkeit mit den existierenden Studien ist daher nicht gegeben. Der
abweichende Verabreichungszeitraum, die abweichende Verabreichungsdauer
sowie die Auswaschphasen von Dexmedetomidin vor der Ischamie bieten eine
mogliche Erklarung, warum die alleinige Gabe von 1,5 nM Dexmedetomidin in
der vorliegenden Arbeit keinen kardioprotektiven Effekt hatte.

Zusammenfassend zeigte die vorliegende Arbeit, dass der kardioprotektive Effekt
von 1 uM Milrinon im Rahmen der pharmakologischen Prakonditionierung in der
Kombination mit 1,5 nM Dexmedetomidin aufgehoben wurde. Auch die alleinige
Gabe von 1,5nM Dexmedetomidin konnte keine InfarktgrofRenreduktion
bewirken. Wahrscheinlich beeinflusst Dexmedetomidin den cAMP-abhangigen
kardioprotektiven Wirkmechanismus von Milrinon. Die simultane Anwendung von
Milrinon und Dexmedetomidin ist in der klinischen Praxis relevant, beispielsweise
in der Intensivmedizin zur Behandlung einer akuten Herzinsuffizienz unter
Dexmedetomidin Sedierung. Basierend auf den vorliegenden Daten sollte der
Einsatz von Milrinon in Kombination mit Dexmedetomidin in diesem
Anwendungsbereich kritisch evaluiert werden. Zukunftige Studien sollten die
Interaktion von Milrinon und Dexmedetomidin hinsichtlich Konzentration,

Verabreichungsdauer und Verabreichungszeitpunkt weiter untersuchen.
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4.4 Milrinon unter dem Einfluss von Sevofluran

Der kardioprotektive Effekt einer pharmakologischen Prakonditionierung mit
1 UM Milrinon wurde durch die simultane Gabe von 2,5 Vol.-% Sevofluran im
Rahmen der vorliegenden Ischamie-Reperfusionsstudie nicht aufgehoben (172).
Damit war Sevofluran das einzige untersuchte Anasthetikum, welches die
Kardioprotektion durch 1 uM Milrinon nicht negativ beeinflusste. Hierbei handelt

es sich, soweit bekannt, um die Erstbeschreibung dieser Wirkung im Tiermodell.

Die bisher beschriebenen kardioprotektiven Mechanismen von Milrinon scheinen
durch die gleichzeitige Gabe von Sevofluran nicht beeintrachtigt worden zu sein.
Sevofluran ubt seine schitzende Wirkung auf das Myokard vermutlich Uber
andere Signalwege als Milrinon aus. Sevofluran moduliert ROS-abhangige
Signale, aktiviert unter anderem die Proteinkinase C, Anteile der RISK- und
SAFE-Signalkaskaden, sowie die eNOS/NO/PKG-Kaskade (198). Milrinon und
Sevofluran scheinen unterschiedliche (Start-)Trigger der Kardioprotektion zu
nutzen, wirken jedoch synergistisch auf den gemeinsamen Endstrecken der
Kardioprotektion auf mitochondrialer Ebene. Hierzu zahlen unter anderem die
Offnung mitochondrialer Kaliumkanale (mK_ATP- und mBK_Ca-Kanale), die
Stabilisierung des mitochondrialen Membranpotentials, die Verringerung eines
Calciumioneneinstroms und letztlich eine verringerte Offnungswahrscheinlichkeit
der mPTP (169,199,200). Ein wesentlicher Unterschied zwischen Sevofluran und
Milrinon liegt in der Aktivierung der unterschiedlichen Proteinkinasen. Sevofluran
wirkt Uber eine Aktivierung der Proteinkinase C (PKC), PI3K/Akt und eNOS (201),
wahrend Milrinon vorwiegend uber die Aktivierung der Proteinkinase A (PKA)
kardioprotektiv wirkt. Da sich die Signalwege der PKA und PKC nicht gegenseitig
inhibieren und eine ahnliche Endstrecke nutzen, konnte dies erklaren, warum der
kardioprotektive Effekt unter 1 yM Milrinon in Kombination mit 2,5 Vol.-%
Sevofluran in der vorliegenden Arbeit erhalten blieb.

Die Annahme von unterschiedlichen (Start-)Triggern der Kardioprotektion von
Sevofluran und Milrinon konnte auch die Studie von Tosaka et al. zeigen. Die
Autoren konnten zeigen, dass eine erfolgreiche Prakonditionierung durch
Sevofluran abhangig von der Cyclooxygenase-2 (COX-2) war, wahrend eine
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erfolgreiche Prakonditionierung durch Olprinon, einen PDE-Ill-Hemmer der
Milrinon ahnelt, unabhangig von der COX-2 vermittelt wurde. Dieses Ergebnis
lasst vermuten, dass Sevofluran und Milrinon zwar unterschiedliche
Startmechanismen der Kardioprotektion nutzen, diese (Start-)Trigger sich aber
nicht gegenseitig inhibieren und beide Pharmaka vermutlich eine gemeinsame

Endstrecke der Kardioprotektion nutzen (202).

Auch auf Ebene der MikroRNA (miRNA) finden sich Hinweise, dass Sevofluran
und Milrinon gemeinsame Signalwege nutzen. Sevofluran reduziert die
Expression der miRNA-1, was zu einer vermehrten Aktivierung von MAPK3 und
PI3K/Akt und damit zu einer kardioprotektiven Wirkung fuhrt (203). Da Olprinon
ebenfalls Teile des PI3K/Akt-Signalwegs aktiviert und diese Mechanismen
vermutlich auch auf Milrinon Ubertragbar sind (173,204), konnte man vermuten,
dass Milrinon und Sevofluran gemeinsam uber Pi3K/Akt eine Protektion
vermitteln und vielleicht sogar so eine Kardioprotektion verstarken konnten (203).

Die in der vorliegenden Arbeit gewahlte Konzentration von 2,5 Vol.-% Sevofluran
entspricht einer minimalen alveolaren Konzentration (MAC) von ca. 1. Der MAC-
Wert beschreibt die Wirkstarke eines Inhalationsanasthetikums und die alveolare
Konzentration eines Inhalationsanasthetikums in 100 % Sauerstoff, angegeben
in Volumenprozent (Vol.-%), bei denen 50 % aller Patienten eine chirurgische
Hautinzision tolerieren. Kashimoto et al. ermittelten fur 9 Wochen alte Ratten fur
1 MAC Sevofluran eine Konzentration von 2,68 Vol.-% + 0,19 Vol.-% Sevofluran
und far 13 Monate alte Ratten eine Konzentration von 2,29 Vol.-% + 0,19 Vol.-%
Sevofluran (174). Beim Menschen liegt die Sevofluran Konzentration fur 1 MAC
im Mittel bei etwa 2,0 Vol.-% Sevofluran und ist unter anderem auch vom
Patientenalter abhangig (164). Somit ist die in der vorliegenden Arbeit gewahlte
Sevofluran Konzentration von 2,5 Vol.-% in einem klinisch relevanten Bereich

einzuordnen.

Die alleinige Verabreichung von 2,5 Vol.-% Sevofluran fuhrte in dieser Arbeit
nicht zu einer InfarktgroRenreduktion (172). Dieses Ergebnis spiegelt die
Beobachtungen einer konzentrations- und zeitabhangigen Kardioprotektion von

Sevofluran in der Literatur wider. Obal et al. zeigten in einem in-vivo I-/R-
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Versuchsmodell an Rattenherzen, dass Sevofluran signifikant die Infarktgrofie
senken konnte. Die Infarktgrof’e war abhangig von der gewahlten Sevofluran
Konzentration, wobei eine Infarktgro3enreduktion erst ab 1 MAC detektierbar war
und weitere Konzentrationssteigerungen von Sevofluran bis 2 MAC nicht zu einer
weiteren InfarktgrofRenreduktion fuhrten (199). Qian et al. beobachteten in einem
isolierten Rattenherz-Modell wahrend eines |/R-Versuchs unter einer 15-
minutigen Prakonditionierung mit 2,5Vol.-% Sevofluran eine
InfarktgroRenreduktion um mehr als 50 %. In dieser Studie wurde Sevofluran im
Gegensatz zu der hier vorliegenden Arbeit vor der Ischamie fur 15 Minuten
ausgewaschen und wahrend der Reperfusionsphase nicht weiter verabreicht
(205). Auch wenn in beiden Studien ahnliche Konzentrationen von Sevofluran
verwendet wurden, bestehen deutliche Unterschiede in der Verabreichungsdauer
zu der hier vorliegenden Arbeit. Sevofluran wurde in der hier vorliegenden Arbeit
im Gegensatz zu den beiden Studien, mit Ausnahme der Ischamiephase,
kontinuierlich bis zum Ende der Reperfusionsphase verabreicht und nicht vor der
Ischamie ausgewaschen. Es ist denkbar, dass eine kontinuierliche
Verabreichung von Sevofluran Gber einen langeren Zeitraum nicht in der Lage

ist, die InfarktgroRe zu reduzieren.

Auch Kklinisch finden sich Hinweise, dass Sevofluran einen kardioprotektiven
Effekt ausuben kann. Es konnte in Studien bei Patienten, die sich einer CABG-
Operation unterzogen und mit Sevofluran anstatt mit Propofol anasthesiert
wurden, ein kardioprotektiver Effekt unter der Verabreichung von Sevofluran
aufgrund geringerer postoperativer Plasmaspiegel fur Troponin gezeigt werden
(206,207).

Zusammenfassend zeigte die vorliegende Arbeit, dass eine pharmakologische
Prakonditionierung mit 1 yM Milrinon durch die Gabe von 2,5 Vol.-% Sevofluran
nicht aufgehoben wurde. Vermutlich wirken Milrinon und Sevofluran auf
gemeinsamen Endstrecken der Kardioprotektion. Der ausbleibende
kardioprotektive Effekt bei einer alleinigen Verabreichung von 2,5 Vol.-%
Sevofluran konnte mit der kontinuierlichen Gabe von Sevofluran in dieser Arbeit
erklarbar sein. Klinische Studien zur simultanen Anwendung von Milrinon und

Sevofluran im Kontext einer Kardioprotektion liegen, soweit bekannt, aktuell nicht
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vor. Die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit deuten darauf hin, dass
Prakonditionierungsbehandlungen mit Milrinon am ehesten unter einer
Anasthesie mit Sevofluran vertraglich sind. Da bei CABG-Operationen Ischamie-
und Reperfusionsphase planbar sind, erscheint eine Kombination von Milrinon
und Sevofluran in diesem Setting geeignet zu sein. Weitere Studien sind
erforderlich, um die optimale Konzentration und das ideale Zeitfenster der

Verabreichung von Milrinon und Sevofluran zu ermitteln.

4.5 Limitationen

Seit vielen Jahren stellt das Langendorff-Modell ein etabliertes Verfahren zur
Durchflihrung kontrollierter Untersuchungen an isolierten Herzen ex vivo dar. Es
ermoglicht die Aufzeichnung und Analyse von hamodynamischen Variablen und
eine kontrollierte Verabreichung von Medikamenten unter standardisierten
Bedingungen ohne einen Einfluss von weiteren Regulationsmechanismen wie
beispielsweise Hormonen. Im Fehlen der neurohumoralen Regulation besteht
jedoch auch ein Nachteil des Langendorff-Modells. Durch die Isolation des
Herzens von dem zentralen Nervensystem sowie dem endokrinen System
entfallen alle Steuermechanismen des Korpers auf das Herz. Insbesondere
sympathische und parasympathische Einflisse und die Wirkung von endogenen
Katecholaminen wie Adrenalin oder Noradrenalin kdnnen im Langendorff-Modell
nicht erfasst werden (208). Methodisch bedingt erfolgt die Perfusion des Herzens
retrograd Uber die Aorta unter konstantem Perfusionsdruck. Diese Form der
Perfusion weicht von der im Korper bestehenden, pulsierenden Durchblutung der
Koronararterien ab und fuhrt zu einer Veranderung der Myokardperfusion.
Hierdurch ist die Aussagekraft der erfassten hamodynamischen Variablen nur
eingeschrankt moglich (208). Ebenfalls die Praparation der Herzen und das
anschliellende Platzieren an der Langendorff-Anlage konnen einen Einfluss auf
die Ergebnisse der Versuche haben. Diese Schritte sind fehleranfallig und
abhangig von der Erfahrung des Untersuchers. Insbesondere beim Anbringen
der Herzen an der Kanule am Langendorff-Modell kdonnte durch ein zu tiefes
Aufstulpen des Herzens die Aortenklappe durch die Kantle verletzt werden und
dadurch einen retrograden Koronarfluss sowie die Koronarperfusion
einschranken. Zur Sicherstellung der Reproduzierbarkeit, des adaquaten
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Umgangs mit der Langendorff-Anlage und der korrekten Praparation der Herzen
wurden die in den vorherigen Kapiteln beschriebenen Vorversuche durchgefuhrt.
Da in allen Versuchsreihen durchgehend ein kardioprotektiver Effekt
nachgewiesen werden konnte, sind diese Fehlerquellen fur die
Ergebnisinterpretation der beiden Hauptversuchsteile vermutlich ohne Relevanz.
Auch die Zeitspanne von Dekapitation bis zum Beginn der Perfusion kdnnte die
InfarktgroRen negativ beeinflusst haben. Die Transferzeit der Herzen von
Dekapitation bis Start der retrograden Koronarperfusion lag bei allen Versuchen
dieser Arbeit unter drei Minuten und der Transfer erfolgte stets in einer 37°C
warmen 0,9 % NaCl-Loésung. Die NaCl-Losung soll Luftembolien und eine
Temperaturbeeinflussung der Herzen verhindern. Dass sich, wie in dieser Arbeit
bei allen Versuchen eingehalten, eine Transferzeit der Herzen bis zum Start der
Perfusion von maximal drei Minuten bei 37°C Transfertemperatur nicht negativ
auf die InfarktgroRe auswirkt, konnten Awan et al. zeigen (209). Somit ist
anzunehmen, dass die Transferzeiten dieser Arbeit keinen Einfluss auf die
Ergebnisse der Versuche hatten. Die in der vorliegenden Arbeit verwendete
Reperfusionsdauer von 60 Minuten wurde von Ferrera et al. als ausreichend
beschrieben, um bei isolierten Rattenherzen mittels einer TTC-Farbung eine
InfarktgroRe reproduzierbar bestimmen zu kdnnen (210).

Fiar die Ergebnisse dieser Arbeit ist auch die Zusammensetzung des fur die
Versuche verwendeten KHPs zu berucksichtigen, der einer kristalloiden Losung
entsprach. Als kristalloide Losung enthalt der Puffer weder Erythrozyten noch
Plasmaproteine. Hierdurch kommt es zu einer deutlich eingeschrankteren
Sauerstofftransportkapazitat bzw. Sauerstoffbindung und durch die fehlenden
Plasmaproteine konnte die Pharmakokinetik proteingebundener Pharmaka wie
Propofol beeinflusst werden. Der durch die fehlenden Plasmaproteine nicht
vorhandene onkotische Druck kénnte im Versuchsverlauf zusatzlich zu Odemen
der Herzen fuhren. Dies betraf allerdings alle in der Versuchsreihe
ausgewerteten Herzen gleicherma’en und erscheint somit eher

vernachlassigbar (211).

Ein potenzieller Einfluss durch die in dieser Arbeit durchgeflihrte Anasthesie der

Tiere mit Pentobarbital vor der Dekapitation ist als vernachlassigbar fur die
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Versuchsergebnisse anzusehen. Da alle Versuchstiere vor den Versuchen eine
identische Menge an Pentobarbital intraperitoneal erhielten, wirde sich ein
Einfluss durch Pentobarbital auf alle Versuchsherzen dieser Arbeit
gleichermal3en auswirken. Ein weiterer zu bedenkender Einflussfaktor ist die
Sevoflurankonzentration, die in dieser Arbeit verwendet wurde. Die
Konzentrationsbestimmung von Sevofluran erfolgte auf Grundlage eines
angenommenen Gas-/Flussigkeitsgleichgewichts, da die direkte
Sevoflurankonzentration im Perfusat nicht erfasst wurde. Es besteht daher die
Moglichkeit, dass die verwendete Sevoflurankonzentration nicht exakt 2,5 Vol.-
% entsprach. Ebenso enthielten die verschiedenen verwendeten
Konzentrationen mit  Milrinon  zwecks Ldslichkeit geringe DMSO-
Konzentrationen. Bei einer Verabreichung von 1 % des Koronarflusses betrug
die maximale DMSO-Konzentration 0,025 %. Ein pharmakodynamischer Einfluss
von DMSO kann nicht vollstandig ausgeschlossen werden, erscheint bei dieser
niedrigen Konzentration jedoch unwahrscheinlich. Zudem wurden Versuche mit
einer KHP-KHP Kontrollgruppe durchgefuhrt, die ebenfalls die maximale
Konzentration von 0,025 % DMSO enthielt. Diese Kontrollgruppe zeigte keine
kardioprotektive Wirkung oder andere Auswirkungen auf die Herzen, sodass ein
DMSO Einfluss auf die Ergebnisse unwahrscheinlich erscheint.

Die direkte Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den Menschen ist insgesamt
eingeschrankt. Es bestehen einige physiologische Unterschiede der Herzen, z.B.
eine hohere Herzfrequenz bei Ratten, eine unterschiedliche Koronaranatomie
oder eine andere Erregungsleitung im Myokard der Rattenherzen (212).
Erschwerend kommt hinzu, dass nur mannliche, junge und gesunde Ratten in
dieser Arbeit verwendet wurden. Dieses Vorgehen fuhrt einerseits zu
vergleichbaren Bedingungen, schrankt jedoch die Aussagekraft hinsichtlich der
nicht Uberpruften geschlechts-spezifischen Unterschiede ein. Als weitere
einschrankende Faktoren, die in dieser Arbeit nicht berucksichtigt wurden, seien
beispielsweise nur altersbedingte und vor allem durch Vorerkrankungen bedingte
pathophysiologische Unterschiede zu erwahnen (212).

Zusammenfassend stellt das Langendorff-Modell trotz der Limitationen weiterhin

den Goldstandard zur Untersuchung von Herzen bei Ischamie-Reperfusions-
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Schaden dar. Fur zukunftige Studien konnte die Verwendung von
Perfusionslosungen mit Erythrozyten und das Einbeziehen von Alter, Geschlecht
oder Vorerkrankungen dazu beitragen, die Ubertragbarkeit und klinische

Einordnung der Ergebnisse weiter zu verbessern.
4.6 Schlussfolgerung und Ausblick

Im ersten Teil dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine pharmakologische
Prakonditionierung mit 1 yM Milrinon im Vergleich zur Kontrollgruppe zu einer
signifikanten Reduktion der Infarktgrof3e fuhrte und somit einen kardioprotektiven
Effekt ausubte (173). Dieser protektive Effekt war konzentrationsabhangig. Im
zweiten Teil dieser Arbeit wurde der Einfluss der Anasthetika Propofol,
Dexmedetomidin und Sevofluran auf den kardioprotektiven Effekt von Milrinon
untersucht. Dabei zeigte sich, dass der kardioprotektive Effekt von 1 yM Milrinon
sowohl durch 11 uM Propofol als auch 1,5 nM Dexmedetomidin aufgehoben
wurde. Ausschliel3lich die Kombination aus 1 yM Milrinon und 2,5 Vol.-%
Sevofluran fuhrte zu einer signifikanten Infarktgrof3enreduktion im Vergleich zu
einer Kontrollgruppe (172).

Die Ursachen der aufgehobenen Kardioprotektion erscheinen multifaktoriell. So
konnte ein ROS-Scavenging durch Propofol einen fur die Kardioprotektion
bendtigten ROS-Trigger unterdrickt haben. Fir Dexmedetomidin erscheint eine
alpha-2-Rezeptor-vermittelte Reduktion des cAMP-Spiegels mit Inhibierung der
PKA plausibel. Milrinon und Sevofluran hingegen scheinen auf mitochondrialer
Ebene eine gemeinsame Endstrecke der Kardioprotektion zu nutzen. Indem
unter anderem mitochondriale Kaliumkanale (mK_ATP und mBK_Ca) aktiviert
werden, wird vermutlich die Offnungswahrscheinlichkeit der mPTP reduziert

Zukunftige Studien sollten untersuchen, ob die mPTP tatsachlich den zentralen
Endpunkt fur die Kardioprotektion mit Milrinon darstellt und ob weitere, bisher
unbekannte Signalwege beteiligt sind. Weitergehend sollte untersucht werden,
ob die in dieser Arbeit methodisch bedingten nicht untersuchten Einflisse des
Immunsystems oder hormonelle Einflusse einen Einfluss auf die Kardioprotektion
mit Milrinon haben. Daruber hinaus sollte die ambivalente Rolle der ROS
(Signaltrigger vs. Schadensverursacher) weiter aufgeklart werden. Eine
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quantitative Erfassung der ROS-Spiegel ware wuinschenswert, um das
ambivalente Phanomen der ROS weiter zu untersuchen. Zudem konnte Uberpruft
werden, ob die gemessene Hohe an ROS als eventueller Biomarker im Rahmen
einer pharmakologischen Prakonditionierung dienen konnte. Der Einfluss der
verschiedenen Anasthetika sollte in folgenden Studien unter standardisierten
Bedingungen (Vorerkrankungen, Vormedikation, Alter) weiter untersucht werden,
um mogliche Einflussfaktoren (Verabreichungszeitraum, Verabreichungsdauer,
Konzentration) bei einer Kombination mit Milrinon zu identifizieren. Im Anschluss
wiirde sich ein in-vivo Kleintiermodell anbieten, um eine weitere Ubertragbarkeit
der Ergebnisse zu Uberprifen. Die anschlieRende Ubertragung der Ergebnisse
in die klinische Praxis erfordert die Durchfuhrung von Phase-II-Studien, um die
optimale Konzentration sowie das ideale Verabreichungsintervall von Milrinon zu
ermitteln. Hierbei sollte explizit auf ein sorgfaltig ausgesuchtes und
vergleichbares Patientenklientel (Geschlecht, Vorerkrankungen,
Begleitmedikation, Alter) geachtet werden. Auch die Wahl des
Anasthesieverfahrens sollte vor dem Hintergrund der Erkenntnisse dieser Arbeit
gezielt erfolgen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit konnten sich auf das perioperative Umfeld der
CABG-Operationen Ubertragen lassen. In dem Rahmen einer CABG-Operation
sind Ischamie- und Reperfusionsphase durch die Aortenklemmung/-I6sung
zeitlich  kontrollierbar und somit erscheint eine pharmakologische
Prakonditionierung moglich und sinnvoll. Aus Perspektive dieser Arbeit konnte
die Auswahl des Anasthesieverfahrens einen zentralen Punkt fur eine
erfolgreiche  Kardioprotektion  mit  Milrinon  darstellen. Bei einer
pharmakologischen Prakonditionierung mit Milrinon zur Kardioprotektion
erscheint eine Anasthesie mittels Propofol oder Dexmedetomidin in der pra- und
fruihen Reperfusionsphase nicht sinnvoll, da beide Anasthetika den
kardioprotektiven Effekt von Milrinon in dieser Arbeit aufhoben. Stattdessen
konnte ein Anasthesieverfahren mit Sevofluran durchgefuhrt werden, welches die
Kardioprotektion in Kombination mit Milrinon in dieser Arbeit nicht aufhob. Des
Weiteren sollten zukunftige Studien klaren, Uber welche Mechanismen die
Anasthetika Dexmedetomidin und Propofol die Kardioprotektion von Milrinon

inhibieren, um langfristig auch den Einsatz dieser weit verbreiteten Anasthetika
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in Kombination mit Milrinon in der klinischen Praxis zu ermoglichen. Dieser
Aspekt ist insbesondere fur Patienten von Bedeutung, bei denen die Anwendung

von Sevofluran kontraindiziert ist.
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