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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Das Endothel

1.11. Das Endothel als regulierende Grenzschicht

Blutgefalle werden durch ein einschichtiges Plattenepithel ausgekleidet, welches als
Endothel bezeichnet wird. Furchgott und Zawadzki konnten 1980 zeigen, dal} diese
Zellschicht fur die Acetylcholin-vermittelte Tonusanderung von Gefalten verantwort-
lich ist *®. Die Autoren vermuteten eine Transmittersubstanz fiir die endothelial-
myogene Zell-Zell-Kkommunikation, konnten diese Substanz aber nicht definieren.
Aus diesem Grund wurde der Botenstoff bis 1987 umschreibend als ,endothelium-
derived relaxing factor” (EDRF) bezeichnet. Erst dann gelang zwei unterschiedlichen
Gruppen die Identifikation von Stickoxid (NO) als EDRF 3% Heute wei man, daR
das Endothel an einer Vielzahl von physiologischen und pathophysiologischen Ab-
laufen beteiligt ist:

- Regulierung der vaskularen Permeabilitat

- Lipidtransport

- Regulierung des Vasotonus

- Regulierung der Gerinnung und der Fibrinolyse

- Vermittlung von Entziindungsprozessen

- GefaBwandverinderungen, wie z. B. Remodeling oder Arteriosklerose '*°.

1.1.2. Versorgung von Geweben durch die basale Permeabilitat

Das Endothel bildet im GefalRaufbau die innerste Schicht und ist auf die Intima be-
schrankt. Es ist in den Kapillaren fur den Stoffaustausch zwischen Gewebe und Blut
verantwortlich, der teilweise passiv erfolgt, aber auch durch nichtspezifisch- oder li-
gandengesteuerte Transcytosis. Somit erfullt das Endothel einerseits eine wichtige
Barrierefunktion, andererseits ist es fur die nutritive Versorgung der Gewebe zustan-
dig.

Diese nutritive Versorgung erfordert eine gewisse Grundpermeabilitat. So werden
Substanzen aktiv oder passiv von intravasal nach extravasal transportiert. Dabei

konnen Wasser sowie andere geldste Substanzen mitgerissen werden. Somit findet
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Einleitung

mit jeder Verschiebung von osmotisch wirksamen Substanzen auch eine Wasserver-
schiebung statt. Zusatzlich wird Flussigkeit durch den hydrostatischen Druck im Ge-
fal durch die GefalBwand abgeprel3t. Dabei ist zu bedenken, dal’ Plasma kolloidos-
motisch-wirksame Bestandteile enthalt. Unter physiologischen Bedingungen halten
sich onkotischer und hydrostatischer Druck anndhernd die Waage (Starling-Krafte).
Damit bleibt auch der Wasserfluly von intra- nach extravasal und umgekehrt im
Gleichgewicht '?®. Dieser WasserfluR kann trans- und/oder parazellulr erfolgen. Der
parazellulare Flul ist von sogenanten Schlul3leisten zwischen den Zellen abhangig.
Diese werden hauptsachlich aus ,tight junctions® und Zonae occludens gebildet. Fir
den transzellularen Flul® gibt es mehrere Mdglichkeiten, wie die passive Diffusion
durch die Zellmembran, passiver Transport mittels Kanalen (Aquaporine), Substrat-
transport durch Transportproteine und Endo- und Exocytose uUber Vesikel.

Eine Beeintrachtigung der Barrierefunktion des Endothels (unspezifische Permeabili-
tatserhdhung) kann zu Verlusten von Wasser, unter Umstanden auch Proteinen aus
dem Intravasal- in den Extravasalraum fuhren und dadurch die Funktion der betroffe-

nen Gewebe oder Organe in hohem Male beeinflussen.

1.2. Pathologien mit erhdhter mikrovaskularer Permeabilitat

1.21. Pathophysiologie

Unter bestimmten pathologischen Zustanden kommt es in der Mikrozirkulation zu
Permeabilitatserhdhungen und damit zu Flussigkeitsverschiebungen in das Gewebe.
Ursachen dafur kénnen sein:
- Veranderung der Starling-Krafte
- Entzdndungsreaktionen
- Physikalisch-chemische Schadigung (Hitze, UV-Licht, Strahlung, usw.)
- Inflammatorische Mediatoren (z. B. Bradykinin, Histamin, Tumornekrosefaktor-
o (TNFa), usw.)
- Andere permeabilitatserhbhende Transmittersubstanzen, beispielsweise atria-
les natiuretisches Peptid (ANP)
- Ischamie und Reperfusion.
Die genauen Mechanismen der Permeabilitatserhnohungen fur die unterschiedlichen
Ursachen sind noch nicht endgiiltig geklart (Ubersichtsarbeit: Michel et Curry, 1999

190y Es wird diskutiert, da® sowohl rezeptorvermittelte, als auch direkt chemisch-
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physikalisch schadigende Mechanismen beteiligt sind. Als Folge der Permeabilitats-

erhéhung kénnen zelluldre, interstitielle und gemischte Odeme auftreten.

1.2.2. Entziindung, Ischamie und Reperfusion

EntzGndungsreaktionen, ob chronisch oder akut, haben klassischerweise eine Per-
meabilitatserhdhung zur Folge. Diese beruht auf mehreren Mechanismen: Zum einen
kommt es zur Ausschuttung von sogenannten Entzindungsmediatoren, wie z. B. Hi-
stamin, Serotonin und Bradykinin, aber auch TNFa. So konnte gezeigt werden, daf}
die frlihe Permeabilitatserhdhung (binnen Minuten) in einer Entzindungsreaktion
durch histaminerge Rezeptorenblocker verhindert werden kann "2, Histamin und Se-
rotonin verursachen dabei Offnungen (Gaps) im Endothel, welche fiir den erhdhten
Wasseraustritt verantwortlich sind, wobei sich dieser Prozef} nicht direkt in den Kapil-
laren, sondern in den postkapillaren Venolen abzuspielen scheint °'°%'% Die fiir die
erhohte Permeabilitat mitverantwortlichen Gaps kdnnen dabei durch eine Aktin-
Myosin-Aktivierung geoffnet werden, wodurch sich das Zytoskelett der Endothelzel-
len &ndert und es zu einer Porenbildung zwischen den Zellen kommt 2°'%°.

Eine weitere wichtige Rolle spielt die Veranderung des interstitiellen Druckes. Durch
Entziindung entsteht im Interstitium ein negativer Druck "®%¥%%17118 Dieser ist be-
dingt durch ein Nachlassen der Fibroblasten-Kollagenfaser-Interaktion und eine da-
mit verbundene ,Auflockerung“ des Gewebes. Dadurch entsteht ein Unterdruck im
Interstitium, der bei intakter Zirkulation durch einstromende freie Flussigkeit ausge-
glichen wird und so zur Odembildung beitragt *®".

Ein anderer entscheidender Mechanismus in vivo ist die Expression von Adhasions-
molekulen auf den Endothelzellen, die eine Migration von Leukozyten (Neutrophilen,
Monozyten) ins Gewebe durch die Endothelschicht vermitteln und steuern '*'*° Da-
bei wird einerseits die endotheliale Barriere direkt ,perforiert®, andererseits produzie-
ren diese Entzindungszellen Sauerstoffradikale, Lipidmetaboliten und Proteasen, die
zu einer weiteren Schadigung der endothelialen Funktion beitragen.

Die geschilderten Prozesse treten auch nach Ischamie/Reperfusion auf. Somit ist der
Ischamie/Reperfusionsschaden im weitesten Sinne als Entzindungsreaktion zu ver-
stehen und werten “°. Sie ist mit verantwortlich fiir die von Ku 1982 erstmals be-
schriebene postischamische endotheliale Dysfunktion '8, die ebenfalls durch eine

erhohte Permeabilitat in der Mikrozirkulation gekennzeichnet ist.
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Garcia-Dorado und Oliveras haben bereits 1993 in einer Ubersichtsarbeit auf die
weitreichenden Konsequenzen der erhohten endothelialen Permeabilitat und dem
damit verbundenen Gewebsddem hingewiesen “*°. Dieses kann zu einer Beeintrach-
tigung der Organfunktion fihren und ist beim Ischamie/Reperfusionsschaden fir das

Phanomen des Mikrostunning (mikrovaskulére Dysfunktion) mit verantwortlich ">°.

1.2.3. ANP

Auch andere Pathomechanismen konnen bei der Entstehung von Permeabilitdtsan-
derungen im Gefalksystem eine Rolle spielen. Fur ANP, ein hauptsachlich in den
atrialen Kardiomyozyten produziertes Hormon, ist erwiesen, dal} es die Permeabilitat
am Endothel erhéht #'%°. Es konnte auch demonstriert werden, da® ANP bei Men-
schen und Ratten eine Erhdhung des Hamatokrits bewirkt, der nicht nur durch eine
glomeruldre Wirkung an der Niere erklart werden kann **'°®_ Williamson et al. wiesen
nach, dald aus dem Intravasalraum eine Wasserverschiebung in das umgebende
Gewebe entsteht . Dies ist ein interessanter Aspekt, da eine Vielzahl von systemi-
schen Erkrankungen, die mit einer Schrankenstorung einhergehen, eine erhohte
ANP-Plasmakonzentration aufweisen, wie z. B. Herzinsuffizienz **°*'®* das akute

34,138 t 6;21

Lungenversagen (ARDS) oder Hohenkrankhei Aber auch Tachy-

arrhythmien, essentielle arterielle Hypertonie und kardiale Ischamien sind ein Stimu-

lus fiir das Herz, vermehrt ANP auszuschiitten 224:25:43:104105123,133

1.3. Anasthesie und Permeabilitatserhohung

1.3.1. Anasthetisch wirksame Medikamente

Anasthetika stellen eine nicht einheitliche Gruppe von Medikamenten dar, die in der
Lage sind, das Bewultsein von Menschen und Saugetieren zeitlich determiniert aus-
zuschalten. Dabei sind die Wirkungsorte im zentralen Nervensystem heterogen und
firr viele Anasthetika noch nicht eindeutig geklart >':88:101:146

Die Anasthetika lassen sich nach ihrer Darreichungsform in inhalative/volatile und
intravendse Medikamente unterteilen. Die intravendsen Anasthetika lassen sich noch
weiter gliedern in die Hypnotika (Barbiturate, Etomidat und Propofol) ', Sedativa
(Benzodiazepine) '° und, als einziges intravendses Anasthetikum mit einer analgeti-

schen Komponente, das Ketamin *°. Dabei werden in der operativen Anésthesie heu-
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te hauptsachlich Thiopental (Barbiturat), Etomidat, Propofol und volatile Anasthetika
(z. B. Sevofluran) verwendet. Ketamin findet Uberwiegend Anwendung in der Notfall-
versorgung im praklinischen Bereich. Fiur diese Arbeit wurden vier Anasthetika aus-
gewahlt:

- Thiopental ist eines der altesten intravendsen Anasthetika und auch heute
noch weit in der Klinik verbreitet. Die Substanz ist aufgrund der langen Dauer
ihrer Anwendung sehr gut erforscht.

- Ketamin ist bezuglich seiner analgetischen und hypnotischen Wirkungen bei
gleichzeitigem Erhalt der Spontanatmung ein hervorragendes Analgetikum der
Notfallmedizin. In der Klinik findet es aufgrund seiner Eigenschaft, eine disso-
ziative Anasthesie auszulosen, die vom Patienten als unangenehm empfun-
den wird, zur Zeit keine breite Verwendung *°.

- Sevofluran ist ein neuerer Vertreter der volatilen Anasthetika und konnte sich
aufgrund seiner kardioprotektiven Eigenschaften und seiner guten Steuerbar-
keit in der klinischen Anasthesie auf breiter Ebene durchsetzen.

- Propofol ist als Induktionsanasthetikum weitverbreitet, aber auch zur Auf-
rechterhaltung von Sedierung und Hypnose geeignet. Zusatzlich zeichnet es
sich durch glnstige pharmakokinetische Eigenschaften aus und viele Patien-
ten berichten von einer angenehmen Aufwachphase.

Neben ihren zentralnervosen Wirkungen konnen die unterschiedlichen Anasthetika
noch eine Reihe von weiteren erwinschten oder unerwinschten Wirkungen auslo-
sen: Hypotonie (Sevofluran, Thiopental, Propofol), Bradykardie (Propofol), Katecho-
laminliberation (Ketamin) und Myokardprotektion (Sevofluran). Dabei sind die Rezep-
tor- und Signalkaskaden dieser Wirkungen noch weitgehend unbekannt. Fur Propofol
wurde in einigen Arbeiten eine Affinitat und BeeinfluRung von muskarinergen Rezep-
toren beschrieben *°’. So lieR sich die negativ-chronotrope Wirkung von Propofol an
isolierten Kardiomyocyten zumindest teilweise durch die Zugabe eines muskariner-

gen Antagonisten (Methoctramin) aufheben .

1.3.2. Klinische Erkenntnisse zu Anasthesie und Permeabilitatsande-

rungen

Die klinische Anasthesie hat in den letzten Jahrzehnten enorme Fortschritte erzielt

und so ist es heute moglich, schwere Eingriffe auch bei Hochrisikopatienten durchzu-
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fuhren. Mit hohem Risiko behaftet sind dabei vor allem Patienten mit vorbestehenden
chronischen oder akuten pulmonalen und kardialen Erkrankungen.

Dabei kdonnen lokale oder generalisierte Entzindungen, im engeren Sinne auch
Ischamie und Reperfusion, sowie ANP-Erhéhungen im Rahmen von kardialen und
pulmonalen Erkrankungen, mit Flussigkeitsverschiebungen einhergehen. Diese Flus-
sigkeitsverschiebungen kdnnen intraoperativ zu erheblichen Problemen fuhren (z. B.
Hypotonien) und eine Flussigkeitssubstitution erzwingen, die Uber den mel- oder
schatzbaren Flussigkeitsverlust (Blutung, Urin, Verdunstung tber Wundflachen und
Atemwege) deutlich hinausgeht. Dieses Phanomen ist besonders bei bestimmten
Operationsgebieten und Techniken, wie z. B. der Bypass-Chirurgie festzustellen 8.
Das ist fur den Anasthesisten von hohem Interesse, da einerseits auf eine ausrei-
chende Fliissigkeitssubstitution zu achten ist, andererseits entstehende Odeme zu
weiteren Problemen, sowohl in der intraoperativen Phase, aber vor allem auch in der

postoperativen Phase fihren kdnnen (Wundverschlul3, Herzinsuffizienz).

1.3.3. Experimentelle Erkenntnisse zu Anasthesie und Permeabilitats-

anderungen

Bezuglich des Ischamie/Reperfusionsschadens wird insbesondere volatilen Anasthe-
tika eine protektive Wirkung in experimentellen Arbeiten zugeschrieben #'?°. Diese
benefiziellen Effekte wurden dabei auf biochemische, funktionelle oder histologische
Marker, wie Laktatdehydrogenase-Ausschuittung, linksventrikulare systolische und
enddiastolische Drucke und Myokardnekrosen bezogen. Nur die Gruppe um Yoo un-
tersuchte in einer experimentellen Arbeit die Wirkung von Propofol auf die durch
Ischamie/Reperfusion bedingte endotheliale Dysfunktion '°®. Dabei konnte gezeigt
werden, dal® Propofol die endotheliale Vasoregulation postischamisch nicht verbes-
sern konnte. Dennoch kénnen Anasthetika das Endothel beeinflussen und haben
damit auch eine Auswirkung auf die vaskulare Permeabilitat. Voigtlander et al. de-
monstrierten vor kurzem, dal} Thiopental und Propofol Aquaporine hemmen kdnnen
und so den Wasserinflux in die Zelle verhindern '**. Aquaporine werden auch auf
vaskularen Endothelzellen exprimiert und dienen der Regulation des Wasserhaushal-
tes. Im selben Jahr demonstrierten Bruegger et al. in einer klinisch-experimentellen
Arbeit, dal® verschiedene Anasthetika diesen durch das Endothel regulierten Was-
serhaushalt unterschiedlich beeinflussen '*: Bei Patienten mit nicht einschrankenden

systemischen Erkrankungen, die sich einer elektiven Brustoperation unterzogen,
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wurde zur Aufrechterhaltung der Anasthesie nach Einleitung entweder Propofol oder
Sevofluran verwendet. Vor, wahrend und nach der Operation wurde der kapillare Fil-
trationskoeffizient mittels der vendsen Kompressionsplethysmographie bestimmit.
Dieser spiegelt direkt das Ausmal} des Flussigkeitsaustrittes ins Gewebe wider. Da-
bei konnte festgestellt werden, dal® sich der kapillare Filtrationskoeffizient wahrend
der Operation in der Sevofluran-Gruppe signifikant verringerte. In der Propofol-
Gruppe dagegen war dieser Effekt — bei gleichen Kreislaufverhaltnissen - nicht fest-
zustellen. Daraus laf3t sich schlieRen, dal® die beiden Anasthetika einen unterschied-
lichen Einflul auf die intraoperative Extravasation von Flussigkeit haben. Mdglicher-
weise Uben die Anasthetika eine direkte Wirkung am Endothel aus und beeinflul3en
so die Permeabilitat in der Mikrozirkulation. Diese Wirkung von Anasthetika ware
auch in einer pathologischen Situation denkbar und konnte Auswirkungen auf die
Wahl des Anasthetikums bei Operationen mit erhdhter endothelialer Permeabilitat
(wie z. B: GefalR-Bypass-Chirurgie) haben. Liu et al. konnten an einem isolierten
Lungenmodell nachweisen, dal® Isofluran und Sevofluran nach Ischamie und Reper-
fusion einen positiven EinfluR auf die Permeabilitat ausiiben ®. Dennoch ist dieses
Gebiet weitgehend unerforscht, obwohl die klinischen Studien der Arbeitsgruppe um
Christ %' gezeigt haben, daR dieses Feld auch fiir den in der operativen Anésthesie

tatigen Arzt von Bedeutung sein konnte.

1.4. Fragestellung

Um einen potentiellen Einflu® von Anasthetika auf die endotheliale Permeabilitat zu
Uberprufen, wurde ein isoliertes Organssystem gewahlt. Dabei steht mit dem isolier-
ten Herzen nach Langendorff ein Modell zur Verfligung, dal® einerseits das Messen
an einem intakten und definierten Gefaldsystem ermdglicht (Koronargefal3e), ande-
rerseits eine Uberwachung der Organfunktion erlaubt. Dadurch kénnen toxische Ein-
flusse frihzeitig detektiert werden. Um die heterogene Gruppe der Anasthetika mdg-
lichst umfassend zu erforschen, wurden modellhaft vier Medikamente ausgewahlt,
namlich Thiopental, Ketamin, Sevofluran und Propofol. Um nicht nur den Einflu® auf
die basale Permeabilitat, die in jedem Gefallsystem besteht, untersuchen zu kdnnen,
wurde das Koronarsystem zudem zwei unterschiedlichen pathophysiologischen Be-
dingungen ausgesetzt:

- Gabe von ANP

- Ischamie/Reperfusion in Anwesenheit von ANP
11



Einleitung

Somit konnte auch der EinfluR von Anasthetika auf eine erhdhte endotheliale Per-
meabilitdt nach Stimulation untersucht werden.
Desweiteren galt es gegebenenfalls einen moglichen Mechanismus fur den Einfluf}
von Anasthetika auf die Permeabilitat herauszufinden. Dabei schienen muskarinerge
Rezeptoren, die ubiquitdr im Organismus vorhanden sind und bei einer Reihe von
physiologischen und pathophysiologischen Prozessen eine wichtige Rolle am Ge-
falsystem spielen, ein potentielles Ziel fur Anasthetika zu sein. Gestutzt wird diese
Vermutung durch einige Veroffentlichungen, die vor allem in Verbindung mit Propofol
einen Zusammenhang aufweisen konnten (siehe oben).
Ziel war es demnach, folgende Fragen in dieser Arbeit zu beantworten:

1. Haben Anasthetika einen Einflul} auf die basale endotheliale Permeabilitat?

2. Beeinflussen Anasthetika die Permeabilitat in pathophysiologischen Situatio-

nen, die mit einer erhdhten endothelialen Schrankenstérung einhergehen?
3. Existiert fur einen moglichen Einfluld von Anasthetika ein spezifischer Mecha-

nismus?

12
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2. Materialien und Methodik

21. Materialien

21.1. Substanzen

Botenstoffe:

- Atriales natiuretisches Peptid (ANP); Atriopeptin Ill, Ratte (Calbiochem, San Die-
go, USA)

- Acetylcholin (Sigma, Minchen)

Intravendse Anasthetika:

- Propofol (AstraZeneca, Wedel), gelést in DMSO (Sigma, Steinheim)

- Thiopental (Byk Gulden, Konstanz)

- Ketamin (Parke-Davis, Berlin)

Volatiles Anasthetikum:

- Sevofluran (Abbott, Wiesbaden)

Muskarine Antagonisten:

-  4-DAMP (4-Diphenylacetoxy-N-methylpiperidin Methiodid) (DAMP) (Sigma, Mun-
chen)

- Methoctramin (Methoctramin Tetrahydrochlorid) (Sigma, Minchen)

Ubrigen Chemikalien:

- Alle tbrigen Chemikalien wurden von der Firma Merck, Darmstadt bezogen

2.1.2. Pufferlésungen

- modifizierter Krebs-Henseleit-Puffer:
NaCl 126 mmol/l; NaHCO3; 24 mmol/l; KCI 4,7 mmol/l; MgSO4 x 7H,0 0,6 mmol/l;
CaCl; x 2H20 1,25 mmol/l; KH2PO4 1,2 mmol/l; Pyruvat 0,3 mmol/l; Glucose 5,5

mmol/l; Insulin 5 [U/I.

- Tyrode-Losung:
NaCl 137 mmol/l; KCI 2,6 mmol/l; MgCl, x 6H,0O 1,0 mmol/l; CaCl, x 2H,0 3,0

mmol/l; Tris 1,0 mmol/l; Glucose 0,1%.

13
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2.1.3. Versuchstiere

Fir die Organentnahmen wurden ausschliellich mannliche Kurzhaar-Albino-
Meerschweine mit einem Lebendgewicht zwischen 200 und 350 g verwendet (Harlan
& Winkelmann, Borken). Bis zum jeweiligen Versuchsbeginn wurden die Tiere ge-
malf den Bestimmungen des Tierschutzgesetzes mit freiem Zugang zu Wasser und
standardisierter Diat mit Trockenfutter gehalten. Da es sich bei den Versuchen um
Organentnahmen und nicht um Tierversuche im Sinne des Tierschutzgesetzes han-
delte, entfiel eine Antragstellung bei den zustandigen Behdrden. Die getoteten Tiere

wurden gemafl den Bestimmungen registriert.

2.2, Methoden

2.21. Prinzip des isovolumetrisch-schlagenden Herzpraparates (Lan-

gendorff-Praparat)

Die Methode der isolierten Perfusion von Herzen nach Langendorff ist seit ihrer Erst-

80-82 nyr in Details verandert worden 8 und stellt eine weltweit aner-

beschreibung
kannte Methode zur Durchfuhrung von Versuchen mit Beurteilung der Herz- und Ko-
ronarfunktion ® dar und wird im folgenden kurz beschrieben:

Das isolierte Langendorff-Herz wird retrograd Uber die Aorta perfundiert, dabei kann
Blut oder eine protein- und zellfreie Losung, in der Sauerstoff physikalisch gelost ist,
verwendet werden. Die Perfusion erfolgt dabei volumen- oder druckkonstant. Bei re-
trograder Perfusion bleibt die Aortenklappe geschlossen und es kommt bei regel-
rechter Anatomie zu keinem Ubertritt von Perfusat in den linken Ventrikel. Dieser
mufd demnach keine Volumenarbeit verrichten. Das Perfusat gelangt aus der Aorta
uber die Koronarostien in das koronare Gefal3bett und versorgt damit das Myokard
mit Sauerstoff und Energietragern. Im Gegenzug werden von der Herzmuskulatur
Metabolite an das koronare Perfusat abgegeben. Der hauptsachliche versorgungs-
tragende Austausch findet dabei im Kapillarbett statt. Anschlieend wird das Perfusat
uber die Koronarvenen und den Sinus coronarius in das rechte Atrium transportiert
und von dort Uber den rechten Ventrikel und den kanulierten Truncus pulmonalis
nach auf3en abgeleitet.

Bei der Perfusion des Koronarsystems wird Flussigkeit durch die Gefallwand ins

Gewebe abgeprelit. Diese sammelt sich als Odem und Lymphe im Gewebe und wird

14



Materialien und Methodik

an der Herzoberflache als Transsudat abgegeben und kann dort durch Sammeln
quantitativ bestimmt werden. Die Menge des gebildeten Transsudats ist bei konstant
niedrigem kolloidosmotischem Druck abhangig vom Perfusionsdruck im koronaren
System und von der Integritat des Endothels. Es stellt ein direktes Mal} fur die Netto-
filtration von Flussigkeit im Koronarsystem dar.

Durch diese Versuchsanordnung steht ein definiertes komplettes Gefal3system (von
Arterien Uber Kapillaren bis zum vendsen Abtransport) zur Verfugung, in welchem
Auswirkungen aulerer Einflisse und gezielter Schadigung auf das Endothel anhand

der Permeabilitadtsanderung quantitativ bestimmt werden kénnen.

2.2.2. Das Langendorff-Modell in dieser Arbeit

Die Perfusion der Meerschweinschenherzen erfolgte in einem druckkonstanten Mo-
dus (mittlerer Aortendruck: 80 cm H,O) mittels eines protein- und zellfreien modifi-
zierten Krebs-Henseleit-Puffers. 20 min vor Praparationsbeginn und wahrend der
koronaren Perfusion erfolgte eine kontinuierliche Aquilibrierung des Puffers bei 37°C
mit einem Gasgemisch, bestehend aus 94,4% O, und 5,6% CO, (Gasmischpumpe,
Fa. Wdosthoff, Bochum), wodurch sich ein pH-Wert zwischen 7,40 und 7,45 einstellte.
Zusatzlich wurde durch die Begasung ein Sauerstoffpartialdruck von 500-600 mmHg
in der Perfusatlosung erreicht, der die Oxygenierung des Herzens garantierte.
Die quantitative Bestimmung des Koronarflusses erfolgte mittels kontinuierlicher
dopplersonographischer Messung in einem FluBmefRkopf, der am distalen Ende der
Pulmonaliskantile befestigt wurde (Transsonic Systems Inc., Ithaca, USA). Der Koro-
narfluld wurde mit Hilfe eines Computers kontinuierlich aufgezeichnet, aus dem pul-
satilen Flud erfolgte die Bestimmung der Herzfrequenz. Eine Rezirkulation des Efflu-
ats wurde nicht durchgefuhrt.
Die Zuflhrung der verwendeten Medikamente und Substanzen, mit Ausnahme von
Gasen, erfolgte direkt oberhalb der Aortenkanule mittels Infusionspumpen (Infors,
Basel, Ch). Die Medikamentenkonzentrationen wurden durch Steuerung der Infusi-
onspumpen entsprechend dem Koronarflul3 (CF) konstant gehalten.
ANP und Acetylcholin wurden dafir in physiologischer Kochsalzlésung geldst. Die
Losung der intravenosen Anasthetika und der muskarinergen Antagonisten erfolgte
aufgrund ihres Ld&slichkeitsverhaltens jeweils in Aqua dest.. Sevofluran wurde —
durch die volatile Eigenschaft bedingt - in anderer Form zugefuhrt. Es kam ein zwei-
ter Perfusatbehalter (siehe Abbildung 1) zur Anwendung, in den Sevofluran Uber ei-
15
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nen geeichten Verdampfer zusammen mit der beschriebenen Begasung zugeflihrt
wurde. Um eine Aquilibrierung im Perfusat zu gewahrleisten, wurde damit 20 min vor
dem Versuch begonnen. Uber einen Dreiwegehahn konnte nun zwischen sevoflu-

ranhaltigem und sevofluranfreiem Perfusat gewahlt werden.

4(

Abbildung 1: Schema der Perfusionsapparatur nach Langendorff

1: Perfusionslésung in thermokonstant-gehaltenen Vorratsbehéltern, mit O,-CO,-Begasung zur pH-
Einstellung und zur Erreichung eines ausreichenden Sauerstoffpartialdruckes. Zusatzlich kann die
Lésung eines Behalters mit einem Narkosegas angereichert werden; 2: thermokonstantes Steigrohr
zur Einstellung des hydrostatischen Druckes; 3: Aortenkanile; 4: Pulmonaliskanile; 5: Sonde zur
kontinuierlichen dopplersonographischen Messung des Koronarflusses; 6: thermokonstanter Glaszy-
linder, um eine Auskiihlung des Herzens zu verhindern; 7: Transsudatflu}; 8: Spritzenpumpe zu Ap-
plikation der Medikamente (aul3er Sevofluran), 9: Koronarfluf3.

2.2.3. Praparation der Meerschweinherzen

Die Meerschweinchen wurden durch zervikale Dislokation mittels eines Federbol-
zengerates getotet. Es erfolgte die sofortige Fixierung des getoteten Tieres auf dem
16
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Prapariertisch. Die Carotiden wurden mit einem Skalpell beidseits er6ffnet, um eine
partielle Ausblutung zu erreichen. Anschlieend wurde mit einer Schere eine zlugige
Thorakotomie durchgefuhrt, wobei Sternum und Rippen grof3zugig entfernt wurden.
Sobald freier Zugang zum Herz bestand, wurde durch eine zweite Person das Herz
durch Kuhlung mit 4°C kalter physiologischer Kochsalzlésung zum Stillstand ge-
bracht. Daraufhin erfolgte die Entfernung der beiden Lungenfligel und des Perikards.
Sobald dies geschehen war, wurde die Aorta aszendens freiprapariert, mobilisiert
und mit einer Schere eingeschnitten. Uber diese Inzision erfolgte die Einfiihrung ei-
ner Stahlkanule (Innendurchmesser 1,5-2,0 mm) in das Gefal3, Uber die der verblei-
bende Aortenstumpf distal der Koronarostien mittels einer Ligatur festgebunden wur-
de. Uber diese Kanile wurde das Herz mit modifizierter Krebs-Henseleit-Losung
druckkonstant (80 cm Wassersaule) retrograd perfundiert. Wenige Sekunden nach
Beginn der Perfusion begann das Herz wieder zu schlagen. Daraufhin wurden Aorta,
Truncus pulmonalis, Venae cavae, die Vena azygos und die Venae pulmonales
nacheinander durchtrennt, so daf® nun das Herz en bloc aus dem Situs enthommen
und an der Langendorff-Anlage aufgehangt werden konnte, um dort autonom weiter-
zuschlagen. Uber den Truncus pulmonalis wurde eine weitere Stahlkanile einge-
bracht und erneut mittels einer Ligatur fixiert, um das Effluat abzuleiten und somit
den Koronarflul messen zu kdnnen. Alle anderen Gefalle (Vv. pulmonales, Vv. ca-
vae, V. azygos) wurden mit Faden ligiert, um Leckagen zu minimieren. Zuletzt wurde
das Herz in einem thermostabilen Glaszylinder aufgehangt, um eine Auskuhlung, die
sich negativ auf die Funktionalitdt des Herzens auswirken kdnnte, zu vermeiden. Zu-
satzlich trug diese Vorgehensweise dazu bei, die Umgebungstemperatur des isolier-
ten Herzens auch bei schwankenden Raumtemperaturen konstant zu halten.

Nach der Praparation der Herzen erfolgte eine 20-minutige Stabilisierungsphase, um
eine stabile Herzfrequenz zu etablieren. Konnte diese nicht erreicht werden, so wur-
de der Versuch vor Beginn des Protokolls abgebrochen. Ebenso wurden Herzen, die
postischamisch oder im Ubrigen Versuchsverlauf so stark arrhythmisch wurden, daf}
der Koronar- oder Transsudatflu® davon beeinfluf3t war, ausgeschlossen.

Um stabile Versuchsbedingungen zu erreichen und praparationsbedingte Leckagen
zu vermeiden, wurden nur Herzen mit einem basalen Transsudatfluly unter 300

MI/min akzeptiert.
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2.24. Versuchsprotokolle

Die Dosierungen der verwendeten Anasthetika und Substanzen wurden durch Vor-
versuche (die hier nicht weiter aufgefuhrt werden) oder mittels Literaturrecherche
ermittelt. Dabei ist Wert darauf gelegt worden, da® mit der gewahlten klinisch rele-
vanten Dosierung ein weitgehend solitarer Effekt auf die Permeabilitat erreicht wurde
ohne die funktionellen Parameter wie Koronarflu® oder Herzfrequenz relevant zu be-
einflussen. Die verwendeten Dosierungen waren im folgenden:

- Thiopental: 2 pg/ml Koronarfluf®

- Ketamin: 2,4 pg/ml Koronarfluf3

- Sevofluran: 1 Vol.%

- Propofol: 1 yg/ml Koronarfluf®

- ANP: 0,3 — 3 nM/ml Koronarfluf®

- 4-DAMP: 100 nM/ml Koronarfluf3

- Methoctramin: 100 nM/ml Koronarfluf3

- Acetylcholin: 10-100 nM/ml Koronarflul®

Fir die Fragestellungen dieser Arbeit wurden drei Versuchsprotokolle entwickelt.

2.2.5. Versuchsprotokoll 1

Durch das erste Versuchsprotokoll sollten zwei Fragen geklart werden:

1. Haben Anasthetika einen Einflul} auf die ANP-induzierte Permeabilitat im Ko-
ronarsystem?

2. Wie wirken sich diese Anasthetika weiter auf die Permeabilitat aus, wenn ein
zweiter Leckage steigernder Effekt — namlich eine zehnminitige ,no-flow*-
Ischamie, gefolgt von einer Reperfusionsphase - eingebracht wird?

Aus diesem Grund wird das Versuchsprotokoll 1 in einen praischamischen und einen
postischamischen Abschnitt unterteilt. Dies tragt zur leichteren Beurteilung der Daten
bei.

Praischamische Phase:

Um Anderungen des Transsudates erfassen zu kénnen, mufte in einer ,Baseline®
Periode der Ausgangswert des Transsudatflusses ohne Anasthetikum bestimmt wer-
den (Baseline4). Dies erfolgte in der 3. min. Um einen solitdren Einflul® der Anastheti-

ka auf das Endothel und die Permeabilitat zu registrieren, wurden in den Versuchs-
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gruppen ab der 4. min die Anasthetika infundiert und in der 9. min ein zweiter Baseli-
ne-Wert (Baselinez) mit Anasthetikum gemessen. Anschliellend folgte die Verabrei-
chung von ANP in steigenden Dosierungen (0,3-3 nM CF) in An- oder Abwesenheit
eines Anasthetikums flr je 7 min, wobei jeweils nach 5 min der Transsudatflul3 be-
stimmt wurde (16., 23. und 30. min). Um die Reversibilitat des ANP-Effektes zu
uberprufen, folgte nach der hochsten ANP-Dosis (3 nM) eine Auswaschphase von 15
min, in der am Ende das Transsudat bestimmt wurde (45. min). AnschlielRend erfolg-
te eine ,No-Flow“-Ischamie fur 10 min, in der das Herz, um Auskuhlung und Aus-
trocknung zu vermeiden, in 37°C warme Tyrodeldsung getaucht wurde. Zusatzlich
konnte durch dieses Vorgehen ein konstanter Druck auf das Herz ausgelbt werden,

um ein zuséatzliches ischamiebedingtes Odem zu vermeiden.
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Abbildung 2: Versuchsprotokoll 1

Abgebildet sind die einzelnen Ereignisbldcke. Die Transsudat-Abnahmen sind durch die Beschriftun-
gen oberhalb der Blocke gekennzeichnet, einschlieRlich der Minutenangaben. Der schmale Pfeil un-
terhalb der Blécke signalisiert die Dauer der Zufuhr des jeweiligen Anasthetikums. Auf der durchlau-
fenden Zeitachse (dicker Pfeil unten) wird durch die Minutenangaben der Zeitpunkt des jeweiligen
Ereignisses dargestellt.

Postischamische Phase:

Mit Beginn der Reperfusion wurde dem Herz wieder ANP (0,3 nM) in An- (Versuchs-
gruppen) oder Abwesenheit eines Anasthetikums (Kontrolle) zugefihrt. In dieser 16-
minutigen initialen Reperfusionsphase wurde das Transsudat insgesamt dreimal im
Zeitverlauf bestimmt (61., 66. und 71. min) und somit die Permeabilitédt der frihen
Reperfusion bestimmt. AnschlieRend wurde die ANP-Dosis wieder bis auf einen Wert

von 3 nM schrittweise gesteigert und jeweils einmal der Transsudatflul® bestimmt (78.
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und 85. min). Nach Beendigung der ANP- und ggf. Anasthetika-Infusion wurde er-
neut in einer 15-mindtigen Auswaschphase uberpruft, ob die ANP-Effekte reversibel
waren (100. min).

Mit Abschluld des Versuches wurden die Vorhofe im Bereich der Herzklappenebene
abgesetzt und die verbleibenden Ventrikel leicht mit Laborpapier abgetupft, um das
NaRgewicht zu bestimmen. Nach einer Trocknung in einem 80°C heil3en Ofen wurde
das Trockengewicht bestimmt. Somit war es madglich, mit relativ einfachen Mitteln die
Odemfraktion zu bestimmen “°:

Odemfraktion = 1 - Quotient aus Trocken- und Nalgewicht

Dabei ist der Wert umso groRer, je mehr Odem sich im Gewebe angesammelt hat.

Zusatzlich wurde zu jedem Transsudat-Melzeitpunkt eine Effluatprobe aus der Trun-
cus pulmonalis-Kanule entnommen. Sowohl die Transsudat-, als auch die Effluatpro-
ben wurden unmittelbar nach Abnahme unbehandelt auf Eis gelagert und nach Ver-

suchsende bei -20°C fur weitere analytische Untersuchungen eingefroren.

2.2.6. Versuchsprotokoll 2

Mit dem Versuchsprotokoll 2 sollte folgende Frage Uberpruft werden:
Wird ein (eventueller) Effekt von Anasthetika auf die Permeabilitat mittels
muskarinerger Rezeptoren vermittelt?
Dafir wurde das praischamische Versuchsprotokoll aus Abbildung 2 abgeandert. Auf
die Ischamie wurde ganz verzichtet, um nur eine definierte Einflulkomponente auf
die Permeabilitat zu haben, namlich das ANP.
Den Herzen wurde Uber einen definierten Zeitraum, wie in Abbildung 3 dargestellt,
zusatzlich ein muskarinerger Antagonist zugeflhrt. Dies waren ein selektiver M-
Antagonist (Methoctramin) und ein selektiver Ms-Antagonist (4-DAMP). Die dabei
vorgenommene Abanderung des Protokolls hatte das Ziel, potentielle EinfluRe der
muskarinergen Antagonisten auf die endotheliale Permeabilitdt per se zu erfassen.
Dafir wurde die Baseline-Periode um 10 min verlangert, um eine zusatzliche Trans-
sudatabnahme in Anwesenheit des Antagonisten vornehmen zu kdnnen. Daher gab
es in diesem Protokoll drei Baseline-Messungen, wobei die erste Transsudat-
Messung (Baselines: 3. min), wie schon in Versuchsprotokoll 1, der Grundwertbe-
stimmung diente. In der zweiten Transsudat-Messung (Baselines: 10. min) wurde der

erwahnte potentielle Einflud der muskarinergen Antagonisten auf die endotheliale
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Permeabilitat bestimmt, die dritte Baseline-Messung (Baseline;: 18. min) diente der
Quantifizierung eines Anasthetikumeffektes in Anwesenheit der muskarinergen Ant-
agonisten. AnschlieRend erfolgte die ANP-Dosis-Steigerung mit ihren jeweiligen
Transsudat-Bestimmungen (25., 32. und 39. min). Daraufhin wurde der jeweilige
muskarinerge Rezeptorblocker in Anwesenheit der hochsten ANP-Konzentration flr
15 min ausgewaschen und im Abstand von jeweils 6 min der Transsudatfluld be-
stimmt (48. und 55. min), um einen Anhalt dafir zu bekommen, ob die My- bzw. Ms-
Blockierung reversibel ist. Am Schlufy wurden sowohl die Zufuhr von ANP, als auch
die des Anasthetikums gestoppt, um eine Reversibilitat der Effekte beider Substan-

zen zu uberprifen (70. min).
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Abbildung 3: Versuchsprotokoll 2

Abgebildet sind die Ereignisblocke. Der Unterschied zum Versuchsprotokoll 1 besteht in der verlan-
gerten Baseline-Periode, um einen madglichen Einflu® der muskarinergen Antagonisten auf die Grund-
permeabilitdt quantifizieren zu kénnen.

2.2.7. Versuchsprotokoll 3

Um die potentielle Wirkung von Anasthetika auf muskarinerge Rezeptoren weiter zu
beleuchten, wurde das Versuchsprotokoll 3 erstellt. Es galt dabei folgende Frage zu
prufen:
Verstarkt das Anasthetikum die Wirkung des physiologischen muskarinen Re-
zeptoragonisten Acetylcholin, wenn man diesen exogen zufuhrt?

Das Versuchsprotokoll 3 ist in Abbildung 4 dargestellt.
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Abbildung 4: Versuchsprotokoll 3

Auch in diesem Protokoll sind Ereignisblécke aufgetragen. Der Versuch startete mit einer Baseline-
Periode, um die Grundmessungen vorzunehmen. Anschlie3end folgte eine Acetylcholinzufuhr in stei-
gender Dosierung (10 nM — 100 nM). Die nachfolgende Dosis von 300 nM Acetylcholin diente der
Uberpriifung der Schwellendosis. Der Versuch endete mit einer Auswaschphase von 15 min.

Das Protokoll begann mit einer 10-minutigen Baseline-Periode und einer Baselines-
Messung (3. min), wie im Versuchsprotokoll 1. AnschlieRend wurde Acetylcholin in
aufsteigender Konzentrationen (10 nM — 100 nM) fur jeweils 7 min infundiert, wobei
jeweils eine Transsudat-Messung durchgefuhrt wurde (16., 23. und 30. min). Um zu
zeigen, dald der Bereich der endothelialen Wirkung sich in einem relativ engen Rah-
men bewegt, wurde nun die Acetylcholinkonzentration auf 300 nM gesteigert. Dies ist
in unserem Modell als Schwellenkonzentration anzusehen, da ab dieser Konzentrati-
on die Acetylcholinwirkung nicht mehr auf das Endothel beschrankt bleibt und sich
zunehmend Arrhythmien entwickeln konnen. War dies der Fall, so wurde die Konzen-
tration sofort reduziert, langstenfalls wurde diese Konzentration fur 3 min verabreicht,
gefolgt von einer 15-minutige Auswaschphase, um die Reversibilitat der Effekte zu

uberprufen.

2.2.8. Analytische Aufarbeitung der Effluatproben

cGMP spielt sowohl im ANP-, als auch im Acetylcholintransduktionsweg eine wichti-

ge Rolle. AulRerdem wird diesem second messanger eine wichtige Rolle bei der

Permeabilitatserhdhung durch ANP zugesprochen '®’. Aus diesem Grund haben wir

versucht, diese Substanz in unserem Modell nachzuweisen. Zur Analyse der vom

Endothel ins Effluat abgegebenen cGMP-Menge wurden Effluatproben mittels zweier
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Testsysteme in ELISA-Technik (R&D Systems, Wiesbaden; Amersham Pharmacia

Biotech, Freiburg) untersucht. Die Auswahl der Effluatproben richtete sich nach dem

zu erwartenden cGMP-Anstieg:

- Effluatproben der Kontroll- und Propofolgruppe des Versuchprotokolls 1 aus der
3., 9. und 30. min (siehe Abbildung 1)

- Effluatproben der Antagonisierungsversuche in Anwesenheit von Propofol des
Versuchprotokolls 2 aus der 10., 18. und 39. min (siehe Abbildung 3)

- Effluatproben der Acetylcholinversuche in An- oder Abwesenheit von Propofol

des Versuchprotokolls 3 aus der 30. min (siehe Abbildung 4).

2.2.9. Statistische Auswertung

Die Daten wurden jeweils auf Normalverteilung gepruft. Im Falle einer Normalvertei-
lung wurde beim Vergleich von zwei Gruppen mittels t-Test gepruft. Wurden mehrere
Gruppen miteinander verglichen, so wurde ein One-Way-ANOVA verwendet. Bei si-
gnifikanten Unterschieden wurde mit einem Bonferroni-Test (,all pairwise®) fortgefah-
ren, um statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen festzustellen.
Bei Daten die keine Normalverteilung zeigten, wurde auf einen ANOVA on ranks zu-
ruckgegriffen und im Falle von signifikanten Unterschieden mit dem Dunns-Test ge-
prift. Wurden Vergleiche bzw. Anderungen innerhalb einer Gruppe statistisch unter-
sucht, so wurde ein gepaarter t-Test verwendet. Um eine potentielle Abhangigkeit
des Transsudatflusses vom Koronarflu® zu Uberprifen, kam ein Spearman Rank Or-
der-Test zur Anwendung. Die Ergebnisse in dieser Arbeit werden als Mittelwert +
Standardeinheitsfehler (SEM) angegeben, als Signifikanz-Niveau wurde p < 0,05 an-

gesehen.
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3. Ergebnisse

3.1. Ergebnisse des Versuchsprotokolls 1

3.1.1. Kontrolle

3.1.1.1. Wirkung auf die Permeabilitat

Um die Wirkung von steigenden ANP-Konzentrationen und Ischamie auf die Per-
meabilitat der Koronargefalle zu analysieren, werden im folgenden nur die Versuche

der Kontrollgruppe dargestellt.

Praischamische Phase:

In der 3. min wurde, um einen Grundwert fir den basalen Transsudatflul} zu ermit-
teln, Baseline; gemessen. Der Mittelwert von Baselines in der Kontrollgruppe betrug
173 + 22 ul/min (siehe Tabelle 1). Alle weiteren Werte wurden als Abweichung von
Baselines berechnet, stellen also A-Werte dar (X — Baseline; = AX). Da in der Kon-
trollgruppe keine Anasthetika zugefuhrt wurden, sollte sich Baseline; in der 9. min.
nicht wesentlich von Baseline; unterscheiden, also A gegen null gehen. Dies war
auch der Fall: A-Baseline; = 0 £ 4 pl/min (siehe Tabelle 1 und Abbildung 5). An-
schlielend erfolgte die Gabe aufsteigender Konzentrationen von ANP von 0,3 — 3
nM, die die Permeabilitdt und damit den TranssudatfluR konzentrationsabhangig
steigern sollten. Dieser Anstieg wurde ab der ANP-Konzentration von 1 nM stati-
stisch signifikant: der Transsudatfluly war bei der hdchsten ANP-Konzentration von 3
nM um 69 £+ 12 pl/min hoher als Baseline;. Danach folgte eine Auswaschphase, in
der die Zufuhr von ANP gestoppt wurde, um die Reversibilitat der Effekte zu Uberpru-
fen. Dafur wurde in der 45. min der Wert Auswaschs gemessen. Dieser war in der

Kontrollgruppe um 22 + 5 ul/min statistisch signifikant erhéht gegentber Baseline;.

24



Ergebnisse

m -
3 5 & = s 3 s 3 )
£ 2 £ 5 @5 < 5 ® 5 25
s | 23 |23 | 83 | £3 | &3
m & m Z g < d < 2 3 N
<
Kontrolle
(n=10) 173422 0+4 7+4 3149 # 69+12 # 22+5 #
n:

Tabelle 1: Praischiamische TranssudatfluBanderungen in der Kontrollgruppe

In dieser Tabelle sind die praischamischen Transsudatanderungen in pl/min der Kontrollgruppe aufge-
listet. Die Werte von Baseline, sind Absolutwerte, alle anderen Werte geben die A-Steigerung gegen-
Uber Baseline an.

# = signifikante Steigerung gegeniiber dem Baseline;-Wert
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Abbildung 5: Praischamischer A TranssudatfluB (= Wert — Baseline,) in der Kontrollgruppe

Da in der Kontrollgruppe noch keine Anadsthetika zugesetzt worden sind, ist bei Baseline; kein Unter-
schied zur Baseline, festzustellen: Die Transsudatsteigerung ist in diesem Punkt nahezu Null. An-
schliefend nimmt der Transsudatflu® ANP-dosisabhangig zu. Dieser Effekt ist auch nach einer 15-
mindtigen Auswaschphase nicht vollig verschwunden (Auswaschy).

# = Absolutwerte sind statistisch signifikant hdher als Baseline;.
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Postischamische Phase:

Nach einer 10-minutigen No-Flow-Ischamie wurden in der 16-minutigen Reperfusi-
onsphase in Anwesenheit von ANP 0,3 nM im Abstand von jeweils 5 min drei Trans-
sudatmessungen (Reperfusions bis Reperfusions;) vorgenommen (siehe Abbildung 6).
Dabei war bei Reperfusion, in der 61. min eine signifikante Transsudatsteigerung um
70 + 9 pl/min festzustellen. Diese naherte sich dann aber im weiteren Verlauf wieder
dem Ausgangswert an: Reperfusion; (66. min) -2 + 17 pl/min und Reperfusions (71.
min) -4 + 17 pl/min. AnschlieRend wurde die ANP-Konzentration wieder schrittweise
bis auf 3 nM erhdht, was wiederum zu einer konzentrationsabhangigen Transsudat-
steigerung fihrte: ANP 1 nM (78. min) 17 = 13 pl/min, ANP 3 nM (85. min) 62 + 15
pI/min. Die Differenz wurde aber erst mit der hochsten ANP-Konzentration signifikant.
Ab der 85. min wurde mit der Auswaschphase; begonnen. Der Transsudatflul zum

Zeitpunkt Auswasch; blieb gegenuber Baseline4 nicht statistisch signifikant erhoht.
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Abbildung 6: Postischamischer A TranssudatfluB in der Kontrollgruppe

In der friihen Reperfusionsphase ist in der 61. min eine signifikante Transsudatsteigerung festzustel-
len. Im weiteren Verlauf nahert sich der Transsudatflul wieder dem Ausgangsniveau an, um dann mit
steigender ANP-Konzentration wieder zuzunehmen, was bei ANP 3 nM in der 85. min zu einer signifi-
kanten Steigerung fuhrt. Dieser Effekt 1aRt sich durch eine 15-minutige Auschwaschphase (Aus-
wasch;,) wieder beseitigen.

# = Absolutwerte sind statistisch signifikant hdher als Baseline;.
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Die postischamischen Werte (bezogen auf Baseline4) sind auch tabellarisch aufgeli-

stet (Tabelle 2):

Reperfusion,
(A-Werte)
Reperfusion,
(A-Werte)
Reperfusion;
(A-Werte)
ANP 1nM
(A-Werte)
ANP 3nM
(A-Werte)
Auswasch,
(A-Werte)

Kontrolle
(n=10)

62115 # 1514

N
o
+
©
H*
U
N
I+
—
\'
1
N
+
—
\'
—
~
+
—
w

Tabelle 2: Postischamische TranssudatfluBanderungen in der Kontrollgruppe
In dieser Tabelle sind die postischamischen Transsudatanderungen in pl/min der Kontrollgruppe ge-

genlber Baseline, aufgelistet.
# = signifikante Steigerung gegeniiber dem Baseline;-Wert

Odemfraktion:
Eine weitere Mdglichkeit die gesteigerte Permeabilitdt zu quantifizieren ist die Be-

stimmung des Wasseranteils des Gewebes, oder der Odemfraktion 40, die sich aus
dem Quotienten des Trocken- und NaRgewichts ergibt und somit keine Einheit tragt
(= 1 — Trockengewicht/NaRgeweicht *100). In der Kontrollgruppe betrug das durch-
schnittliche NaRgewicht der Ventrikel 1025+50 mg, das durchschnittliche Trocken-
gewicht betrug 119+4 mg. Die daraus errechnete Odemfraktion betrug 88,3 + 0,2 %.

3.1.1.2. Wirkung auf die funktionalen Parameter KoronarfluR und Frequenz

Um eine mdgliche Wirkung von ANP auf die Funktionalitat der Herzen zu erkennen,
wurden im Folgenden die Veranderungen des Koronarflusses und der Herzfrequenz
unter den Bedingungen des Versuchsprotokolls 1 dargestellt. Dies ist von Interesse,
da Anderungen von beiden Parametern sich indirekt auf den TranssudatfluR auswir-
ken konnten.

Dabei wurde zur Darstellung des Koronarflu® und der Herzfrequenz mit A-Werten
gearbeitet, wobei sich A auf die Anderung zum Ausgangswert in der 1. min bezieht.

Die Ausgangswerte sind als Absolutwerte angegeben.

KoronarfluR:
Der durchschnittliche Koronarflu® in der Kontrollgruppe betrug in der 1. min 6,3 + 0,5

ml/min. Wie in Abbildung 7 dargestellt, ist in der praischamischen Phase nur eine
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leichte Reduktion des Koronarflusses zu sehen, die aber unabhangig vom zugefthr-
ten ANP war.

Postischamisch unter der Zufuhr von ANP in der Konzentration von 0,3 nM war eine
10 min dauernde reaktive Hyperamie von maximal etwa 30 % zu beobachten, an-
schlielend normalisierte sich der Koronarfluf3, um sich dann auf praischamischem
Niveau bis Versuchsende zu halten.

Um zu uberprufen, ob die TranssudatfluBerhohung vom Koronarfluy abhangig ist,
wurde zu jedem MefRzeitpunkt ein Korrelationstest durchgeflhrt. Dieser ergab sowohl
im praischamischen Teil, als auch im postischamischen keine statistisch signifikante
Abhangigkeit. Ein Beispiel dieser fehlenden Korrelation ist in Abbildung 8 dokumen-
tiert.

Reperfusion +  ANP-Zufuhr
4 - Baseline ANP-Zufuhr 0,3-3nM  Auswasch 1 ANP 0,3 nM 1-3 nM Auswasch 2

A Koronarflufd [ml/min]
o
|

10 min Ischamie

T T T T T T

0 20 40 60 80 100
Zeit [min]

Abbildung 7: KoronarfluB der Kontrollgruppe

Abgebildet ist die KoronarfluBanderung bezogen auf den Ausgangswert (1. min: 6,3 £ 1,6 ml/min, n =
10) Uber die gesamte Versuchsdauer. In der pra- und postischamischen Phase ist keine ANP-
abhangige Anderung des Koronarflusses zu erkennen. Postischamisch erfolgte eine ca. 10-minitige
reaktive Hyperamie, anschlieRend fielen die Werte auf Ausgangsniveau und blieben Uber den restli-
chen Versuch konstant.
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Abbildung 8: Beispielhafte Korrelationspriifung in der Kontrollgruppe

Fir dieses Beispiel wurden die Transsudat- und KoronarfluBwerte zum Zeitpunkt der praischamischen
Transsudatbestimmung bei der ANP-Konzentration 0,3 nM herangezogen. Wie die Berechnungen in
der Graphik beweisen, ist keine Korrelation zwischen Transsudat- und Koronarflull gegeben.

Herzfrequenz:

Die durchschnittliche Herzfrequenz zum Ausgangszeitpunkt betrug in der Kontroll-
gruppe 198 + 19 min™. In der praischamischen Phase konnte unter Zugabe von ANP
keine Anderung der Herzfrequenz festgestellt werden.

Postischamisch zeigte sich paralell zum Koronarflu® in den ersten 10 min der Reper-
fusion ein deutlicher Frequenzanstieg um maximal 50%. Danach fiel die Frequenz
wieder ab, um bis zum Versuchsende auf dem Ausgangsniveau zu bleiben (Abbil-
dung 9).
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Abbildung 9: Herzfrequenz in der Kontrollgruppe

Abgebildet ist die Herzfrequenzanderung uber die komplette Versuchsdauer. Dabei ist zu sehen, dafl}
ANP pra- und postischamisch keinen Einflul auf die Herzfrequenz hat. Postischamisch ist eine kurze
Frequenzsteigerung in der friihen Reperfusion zu beobachten, welche sich aber nach 10 min wieder
normalisiert. Bis zum Versuchsende verharrt die Frequenz auf dem Ausgangniveau.

3.1.1.3. Zusammenfassung

Es wurde gezeigt, dall in unserem Modell in der praischamischen Phase durch ANP
dosisabhangig eine Steigerung des Transsudatflusses erzielt werden konnte, die ab
einer Konzentration von 1 nM signifikant war. Dieser Effekt wurde nach einer Aus-
waschphase von 15 min zwar reduziert, blieb aber signifikant erhoht.

Postischamisch war unter ANP 0,3 nM nach 5 min ein signifikanter Anstieg im Trans-
sudatflul® festzustellen, der sich aber nach weiteren 10 min dem Ausgangswert na-
herte. Mit anschlieRend steigender ANP-Konzentration konnte postischamisch erst
ab einer Konzentration von 3 nM wieder ein signifikanter Effekt erreicht werden. Die-
ser verschwand jedoch im Vergleich zur praischmischen Phase fast vollstandig nach
15-minutigem Auswaschen.

Bei den gezeigten Effekten auf die Permeabilitat beeinflute ANP praischamisch we-
der den Koronarflu®, noch die Herzfrequenz. Postischamisch war bei beiden funktio-
nellen Herzparametern ein ca. 10-minutiger reaktiver Anstieg zu verzeichnen, der
Ausdruck der postischamischen Reperfusion ist und bei beiden Parametern im weite-

ren Verlauf wiederum unabhangig von der Zufuhr von ANP war. Somit bestand kein
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direkter Zusammenhang zwischen ANP-induzierter Permeabilitatsanderung und

moglichen Veranderungen am Koronarflufd und der Herzfrequenz.

3.1.2. Thiopental

Das intravendse Anasthetikum Thiopental wurde in einer dem Koronarflul3 angepal3-
ten Konzentration von 2 ug/ml von der 4. bis zur 85. min nach dem Protokoll 1 infun-
diert. Der Mittelwert des Transsudatflusses fur Baseline; betrug in der Thiopental-

Gruppe 192 + 13 pl/min und unterschied sich nicht signifikant von der Kontrollgruppe

(173 22 pl/min).

3.1.21. Wirkung auf die Permeabilitat

Praischamische Phase:
Der Einflufd von Thiopental auf die durch ANP induzierte Permeabilitatssteigerung ist

in Abbildung 10 dargestellt. Dabei ist zu erkennen, dal® das Barbiturat nahezu keinen
Einfluld hatte. In Anwesenheit von 3 nM ANP wurde der Transsudatflu® in der Thio-

pentalgruppe um 77 + 24 pl/min gesteigert, was in etwa dem Wert der Kontrollgruppe

entspricht (siehe Tabelle 3).
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173422 0+4 7+4 3149 # 69+12 # 22+5 #
(n=10)
Thiopental
(n=6) 192+13 -3+10 -5+6 50+4 # 77424 # 24+6 #
n:
Ketamin
(n=9) 184+17 -6+5 26+10 # 5249 # 89+10 # 46+11 #
n:
Sevofluran
168+34 0+4 —2.0+5 3146 # 5649 # 12+6
(n=35)
Propofol
(n=8) 210+18 —14+4 =# 22+5 # 64+12 =# | 144115 =*# | 66111 =#
n:

Tabelle 3: Praischamische TranssudatfluBanderungen des Versuchprotokolls 1
Die angegebenen Werte tragen die Einheit [ul/min] und stellen die Veranderung gegeniber dem je-
weiligen Baseline,-Wert dar.
# = signifikante Steigerung gegeniber dem Baseline;-Wert der jeweiligen Gruppe

* = signifikant gegenlber dem Kontrollwert zum entsprechenden Zeitpunkt
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Abbildung 10: Praischamischer A TranssudatfluB in der Thiopentalgruppe
In der praischamischen Phase hat Thiopental keinen Einfluf® auf die ANP-induzierte Permeabilitat.

Postischamische Phase:

Auch nach einer 10-minatigen no-flow-Ischamie Ubte Thiopental - verglichen mit der
Kontrollgruppe - keinen Einflud auf die Transsudatflulanderung aus (siehe Abbil-
dung 11). Die Transsudatflusteigerung 5 min nach Ischamie zum Zeitpunkt Reper-
fusionq betrug 75 + 6 pl/min und unterscheidet sich nicht von der Kontrollgruppe. In
der weiteren Reperfusion war ein kurzfristiger permeabilitatssenkender Effekt zu be-
obachten, der sich aber von der Kontrolle statistisch nicht signifikant unterschied.
Auch im restlichen Versuchsverlauf gleichen sich beide Gruppen beziglich ihres

Transsudatflusses (siehe Tabelle 4) an.
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Abbildung 11: Postischamischer A TranssudatfluB in der Thiopentalgruppe
Auch postischamisch hat Thiopental keinen EinfluR auf die ANP-induzierte Permeabilitat im Vergleich

zur Kontrollgruppe.
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7049 # -2+17 -4+17 17+13 62+15 # 15+14
(n=10)
Thiopental
(n=6) 7546 # -10+3 -19+12 14+12 49+16 # 15+8
n:
Ketamin
(n=9) 94+30 # 37+30 57+50 97+65 95+41 # 34430
n:
Sevofluran
(n=5) 70+15 # -9+11 12+33 15+18 26+12 -2+13
n:
Propofol
(n=8) 225+39 *# | 96121 *# 79416 *# | 103+£23 =# | 159429 =*# 57+28
n:

Tabelle 4: Postischamische TranssudatfluBanderungen des Versuchsprotokolls 1

Die angegebenen Werte tragen die Einheit [ul/min] und stellen die Veranderung gegeniber dem je-

weiligen Baseline,-Wert dar.
# = signifikante Steigerung gegenliber dem Baseline;-Wert der jeweiligen Gruppe

* = signifikant gegentiber dem Konrollwert zum entsprechenden Zeitpunkt
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Odemfraktion:

Nach Versuchsende betrug das durchschnittliche Nafigewicht der Ventrikel in der
Thiopentalgruppe 1220 + 57 mg. Nach Trocknung wogen die Ventrikel noch 136+4
mg. Die daraus berechnete Odemfraktion war 88,8 + 0,3%. Dieser Wert ist statistisch

nicht signifikant unterschiedlich zur Kontrollgruppe (88,3 + 0,2 %).

3.1.2.2. Wirkung auf die funktionellen Herzparameter KoronarfluR und Fre-

quenz

KoronarfluB:

Praischamisch war (siehe Abbildung 12) kein Unterschied zwischen der Kontroll-
gruppe und der Versuchsgruppe festzustellen. Postischamisch stieg der Koronarfluf
mit Beginn der Reperfusion in der Thiopentalgruppe in den ersten 3 min signifikant
an, anschlieRend glichen sich die Werte sehr schnell wieder denen der Kontrollgrup-
pe an.

Mittels Korrelationsprifung konnte kein Zusammenhang zwischen Transsudatfluf}

und Koronarflufd fir Thiopental ermittelt werden.

Herzfrequenz:
Bezuglich der Frequenz war weder pra-, noch postischamisch (siehe Abbildung 13)
ein Unterschied zwischen der Kontroll- und der Versuchsgruppe mit Thiopental fest-

zustellen.

3.1.2.3. Zusammenfassung

Es wurde sowohl im praischamischen, als auch im postischamischen Teil deutlich,
dald Thiopental keinen signifikanten EinfluR auf die Transsudatbildung hat. Dies wird
auch durch die unveranderte Odemfraktion der Herzen untermauert. Auch die funk-
tionellen Herzparameter Frequenz und Koronarflud wurden durch Thiopental in der
applizierten Konzentration nicht beeinfluf3t, mit Ausnahme einer signifikant gesteiger-

ten reaktiven Hyperamie.
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Abbildung 12: KoronarfluB der Thiopentalgruppe

Praischamisch hat Thiopental im Vergleich zur Kontrollgruppe keine Auswirkung auf den Koronarfluf3.
Postischamisch ist nur in der frihen Reperfusion eine vermehrte Koronarflulsteigerung in der Thio-
pentalgruppe zu verzeichnen.
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Abbildung 13: Herzfrequenz in der Thiopentalgruppe
Bezuglich der Herzfrequenz hat Thiopental pra- und postischamisch im Vergleich zur Kontrollgruppe
keinen Einfluf3.
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3.1.3. Ketamin

Das intravendse Anasthetikum Ketamin wurde in einer dem Koronarflu® angepaldten
Konzentration von 2,4 ug/ml von der 4. bis zur 85. min nach dem Versuchsprotokoll 1
zugeflhrt. Der Mittelwert des Transsudatflusses fur Baseline betrug in der Ketamin-

Gruppe 184 + 17 pl/min und unterschied sich nicht signifikant von der Kontrollgruppe.

3.1.3.1. Wirkung auf die Permeabilitat

Praischamische Phase:

Der Einfluld des Razemats von R- und S-Ketamin auf die ANP-induzierte Permeabili-
tat ist in Abbildung 14 und Tabelle 3 dargestellt. Dabei fallt auf, dal® Ketamin in An-
wesenheit von ANP eine geringfligige TranssudatfluRsteigerung zu bewirken scheint.
In Anwesenheit der hochsten ANP-Konzentration betrug die Transsudatflul3-
steigerung in der Ketamingruppe 89 = 10 pl/min, gegenuber 69 + 12 pl/min in der
Kontrollgruppe (Tabelle 3). Der Transsudatflu® unterschied sich aber zu keinem

Mefzeitpunkt signifikant von der Kontrollgruppe.
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Abbildung 14: Praischamischer A TranssudatfluB in der Ketamingruppe

Die durchschnittliche TranssudatfluRsteigerung ist zu jedem MeRzeitpunkt in Anwesenheit von ANP
gegeniber der Kontrollgruppe héher. Dieser Effekt ist aber in der statistischen Berechnung nicht signi-
fikant.
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Postischamische Phase:

Postischamisch setzte sich der Trend der erhohten Durchschnittswerte gegenuber
der Kontrollgruppe in der Versuchsgruppe mit Ketamin fort (siehe Abbildung 15 und
Tabelle 4). 5 min nach der Ischamie betrug die Transsudatflusteigerung in Anwe-
senheit von Ketamin 94 + 30 pl/min, bei den Kontrollen 70 + 9 ul/min. Aufgrund der
Heterogenitat der einzelnen Versuchswerte ist die Streuung in der Ketamingruppe so
grol3, dal} ein signifikanter Effekt auf die Permeabilitat nicht gefunden werden konnte
und somit davon auszugehen ist, dal} Ketamin keinen einheitlichen Einflu® auf den

Transsudatflul hat.

300 -
=
250 = c
[ap e}
= % 0
(<)
2 Z
= £ = =
= 200 = o © < &
= aQ & - &)
= ) o o™~ 25
2 o CN ‘» . Z = b
S o = . < 2 -
E (2]
T 150 2 g <
-g o © (O]
(2] o o
(7] (0]
% e
=
<

105: jjj d

[ ] Kontrolle I Ketamin

-50 _
Abbildung 15: Postschamischer A TranssudatfluB in der Ketamingruppe
Deutlich zu sehen ist in der postischamischen Phase die grof3e Variabilitat in der Ketamingruppe, so

dafl auch bei durchgehend erhéhten Durchschnittswerten bei der Transsudatsteigerung kein signifi-
kanter Effekt auf die Permeabilitat gefunden werden kann.

Odemfraktion:

Nach Versuchsende betrug das durchschnittliche Naligewicht der Ventrikel in der
Ketamingruppe 1178 + 89 mg. Nach der Trocknung wogen die Ventrikel noch 132 +
9 mg. Die daraus berechnete Odemfraktion war 88,8 + 0,1 %: Dieser Wert ist anna-

hernd mit dem der Kontrollgruppe (88,3 + 0,2 %) identisch und weist auch bei der

statistischen Berechnung keinen signifikanten Unterschied auf.
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3.1.3.2. Wirkung auf die funktionellen Herzparameter KoronarfluB und Fre-

quenz

KoronarfluB:

Sowohl in der praischamischen, als auch in der postischamischen Phase hatte Ke-
tamin keinen Einflul® auf den Koronarflu® (siehe Abbildung 16).

Eine mogliche Abhangigkeit des Transsudatflusses vom Koronarflu konnte durch

eine Korrelationsprufung ausgeschlossen werden.

A Koronarflu® [ml/min]
o
|

2 4
-3
4 Reperfusion + ANP-Zufuhr
- Baseline ANP-Zufuhr 0,3-3nM  Auswasch 1 ANP 0,3 nM 1-3 nM Auswasch 2
-5 4
Kontrolle
-6 4 —— Ketamin
I T I T T I
0 20 40 Zeit [min] 60 80 100

Abbildung 16: KoronarfluB in der Ketamingruppe
Ketamin hat weder in der praischdmischen Phase, noch in der postischamischen einen Einflu auf
den KoronarfluB3.

Herzfrequenz:
Ketamin hatte auch auf die Herzfrequenz (siehe Abbildung 17) keinen Einflu®. Weder
praischamisch, noch postischamisch war zwischen der Kontrollgruppe und der Ver-

suchsgruppe mit Ketamin ein signifikanter Unterschied festzustellen.
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Abbildung 17: Herzfrequenz in der Ketamingruppe
Ketamin hat sowohl pra-, als auch postischamisch keinen Einflul auf Herzfrequenzanderungen.

3.1.3.3. Zusammenfassung

Gezeigt wurde, dal® die ANP-bedingte Steigerung des Transsudatflusses in der Ke-
tamingruppe gegenuber der Kontrollgruppe geringflugig erhdht war. Diese Erhdhung
war aber zu keinem Zeitpunkt signifikant, so dal} bezlglich der Permeabilitat kein
Unterschied zwischen den beiden Gruppen besteht. Diese Beobachtung wird auch
durch die Bestimmung der Odemfraktion gestiitzt.

Die funktionellen Herzparameter Koronarflu® und Herzfrequenz wurden durch Keta-

min zu keinem Zeitpunkt signifikant beeinfluf3t.

3.1.4. Sevofluran

Das volatile Anasthetikum Sevofluran wurde in einer Konzentration von 1 Vol% Uber
einen zweiten Perfusatbehalter (siehe Abbildung 1) von der 4. bis zur 85. min nach
dem Versuchsprotokoll 1 infundiert. Der Mittelwert des Transsudatflusses fur Baseli-
ne4 betrug in der Sevofluran-Gruppe 168 + 34 pl/min und unterschied sich nicht von

dem der Kontrollgruppe.
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3.1.41. Wirkung auf die Permeabilitat

Praischamische Phase:

Der EinfluR von Sevofluran auf die ANP-induzierte Transsudatflulsteigerung ist in
Abbildung 18 und Tabelle 3 dargestellt. Dabei verhielten sich die Transsudatfludan-
derungen in der Sevoflurangruppe nahezu identisch zu denen der Kontrollgruppe. In
Anwesenheit von 3 nM ANP wurde der Transsudatflul® durch das volatile Anastheti-
kum um 56 + 9 pl/min gesteigert. Somit war durch Sevofluran kein Effekt auf die

Permeabilitat festzustellen.
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Abbildung 18: Praischamischer A TranssudatfluB in der Sevoflurangruppe

Sevofluran hat keinen Einflud auf die ANP-induzierte Steigerung des Transsudatflules in der prai-
schamischen Phase

Postischamische Phase:

Auch postischamisch liel3 sich keine Beeinflussung des Transsudatflusses durch Se-
vofluran in der verwendeten Konzentration erkennen (siehe Abbildung 19 und Tabel-
le 4). Beispielsweise betrug die Steigerung zum Zeitpunkt der Reperfusions (5 min.
nach Ischamie) in der Sevoflurangruppe 70 + 15 pl/min und unterschied sich nicht

von der Transsudatflullizunahme in der Kontroligruppe (siehe Tabelle 4). Bei der
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ANP-Konzentration von 3 nM schien Sevofluran die TranssudatfluRsteigerung zwar

zu minimieren, dies war aber nicht signifikant (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Postischamischer A TranssudatfluB in der Kontrollgruppe

In der postischamischen Phase ist keine signifikante Beeinflussung des Transsudatflusses durch Se-
vofluran festzustellen.

Odemfraktion:

Nach Versuchsende betrug das durchschnittliche Nafligewicht der Ventrikel in der
Sevoflurangruppe 1009 + 52 mg. Nach der Trocknung wogen die Ventrikel noch 121

+ 5 mg. Die daraus berechnete Odemfraktion war 88,0 + 0,2 %: Dieser Wert ist mit

dem der Kontrollgruppe (88,3 + 0,2 %) nahezu identisch.

3.1.4.2. Wirkung auf die funktionellen Herzparameter KoronarfluR und Fre-

quenz

Sevofluran stellt die einzige Versuchsgruppe dar, die bereits unter basalen Bedin-
gungen einen signifikant niedrigeren Koronarfluld aufwies als die Ubrigen Gruppen,
namlich 4,2 + 0,2 ml/min, im Gegensatz zu 6,3 + 0,5 ml/min in der Kontrollgruppe
(p=0,018). Dennoch wird in der weiteren Darstellung der Ergebnisse genauso verfah-

ren wie mit den Ubrigen Gruppen und ein Vergleich bezuglich der Steigerungen zwi-
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schen Sevofluran-Gruppe und der Kontrollgruppe gezogen. Dies dient einerseits da-
zu, die Darstellung der Ergebnisse in einem einheitlichen Bild zu belassen. Anderer-
seits konnte durch Korrelationsberechnung auch hier kein Zusammenhang zwischen

Koronarflufd und Transsudatfluld gefunden werden.

KoronarfluR:

Abbildung 20 zeigt, dald Sevofluran in der verabreichten Konzentration einen Effekt
auf die KoronarfluBanderung hatte. Praischamisch bewirkte das volatile Anastheti-
kum wahrend der Anwesenheit von ANP, dal} der KoronarfluR® nicht in dem Maf3 ab-
fallt wie in der Kontrollgruppe, also auf einem hoéheren Niveau verharrt. Postischa-
misch war in der Sevoflurangruppe eine deutliche Steigerung des Koronarflusses zu
verzeichnen. Dies wirkte sich sowohl Uber weite Strecken der reaktiven Hyperamie,
als auch erneut bei der ANP-Steigerung aus. Somit ist festzustellen, dald Sevofluran
gegenuber der Kontrollgruppe eine Steigerung des Koronarflusses bewirkte.

Die Korrelationsberechnung ergab zu keinem Zeitpunkt einen Zusammenhang von

TranssudatfluR und Koronarfluf3.
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Abbildung 20: KoronarfluB in der Sevoflurangruppe

Sevofluran bewirkt Gber weite Strecken des Versuches in Anwesenheit von ANP eine vermehrte Stei-
gerung des Koronarflusses, verglichen mit der Kontrollgruppe. Dieser Effekt ist sowohl in der pra-
ischamischen Phase, als auch in der postischdmischen festzustellen.

* = signifikant gegenlber der Kontrolle
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Herzfrequenz:
In Abbildung 21 ist die Anderung der Herzfrequenz graphisch dargestellt. Sevofluran
bewirkte in der verabreichten Konzentration weder im praischamischen Teil des Ver-

suches, noch im postischamischen eine Herzfrequenzanderung.
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Abbildung 21: Herzfrequenz in der Sevoflurangruppe
Bei der Herzfrequenz ist zu erkennen, dall Sevofluran keinen signifikanten Einflu gegentber der
Kontrolle austibt.

3.1.4.3. Zusammenfassung

Der Transsudatflul® wurde durch die Zugabe des volatilen Anasthetikums Sevofluran
in einer Konzentration von 1 Vol% gegenuber der Kontrollgruppe zu keinem Zeit-
punkt des Versuches beeinflul3t. Diese Beobachtung wurde auch durch die Bestim-
mung der Odemfraktion am Ende des Versuches bestatigt, so dal gefolgert werden
darf, dal® Sevofluran in diesem Modell keinen Einflul® auf die Permeabilitat hat.

Bezuglich der funktionellen Herzparameter konnte eine Wirkung gezeigt werden: Se-
vofluran vermag den Koronarfluld gegenuber der Kontrolle auf einem hoheren Niveau
zu halten. Die Herzfrequenz wird dabei durch das volatile Anasthetikum nicht beein-

flult. Es handelt sich also um einen solitar vasodilatativen Effekt.
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3.1.5. Propofol

Das intravendse Anasthetikum Propofol wurde in einer dem Koronarfluld angepass-
ten Konzentration von 1 ug/ml von der 4. bis zur 85. min nach dem Versuchsprotokoll
1 infundiert. Der Mittelwert des Transsudatflusses flr Baselines betrug in der Propo-
fol-Gruppe 210 + 18 pl/min und unterschied sich nicht von der Kontrollgruppe (Tabel-
le 3).

3.1.5.1. Wirkung auf die Permeabilitat

Praischamische Phase:
In der praischamischen Phase (Abbildung 22 und Tabelle 3) zeigte sich nun ein an-

deres Bild, als bei der Kontrollgruppe und den Ubrigen Versuchsgruppen zuvor. Ohne

300 -

250 =

ANP 3 nM
30°

200 -

ANP 0.3 nM
16°
ANP 1 nM
23

150 -

Baseline,
o
Auswasch;,
45

100 -

!ﬁif_ -

[ ] Kontrolle I Propofol

A Transsudatflufd [ul/min]
*

-50 _

Abbildung 22: Praischamischer A TranssudatfluB in der Propofolgruppe

Propofol hat in der praischamischen Phase zwei unterschiedliche Effekte:

Unter basalen Bedingungen vermag es den Transsudatflul zu senken, also die Permeabilitat zu ver-
ringern. Mit Beginn der ANP-Infusion verstérkt Propofol in der verabreichten Konzentration die per-
meabilitatssteigernde Wirkung des Peptids.

den Zusatz von ANP bewirkte Propofol eine signifikante Verminderung des basalen
TranssudatfluBes (Propofol: —14 + 4 ul/min, bei Baseline; gegenuber Baseline;) im

Vergleich zur Kontroligruppe (0 + 4 ul/min). Ab der niedrigsten ANP-Konzentration
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(0,3 nM) erhohte sich der Transsudatflu® in der Versuchsgruppe mit Propofol gegen-
uber der Kontrollgruppe um das Dreifache (Propofol: 22 + 5 ul/min, Kontrolle: 7 + 4
pI/min). Diese Entwicklung zog sich bis zur héchsten ANP-Konzentration fort und
erreichte hier doppelt so hohe Steigerungswerte als in der Kontroligruppe (Propofol:
144 + 15 pl/min, Kontrolle: 69 + 12 pl/min). Auch durch die 15-minutige Auswasch-
phase verschwand der Propofol-Effekt nicht vollstandig, so da® dieser Wert immer
noch signifikant gegentuber dem Kontrollwert erhoht war (Propofol: 66 + 11 pl/min,
Kontrolle: 22 + 5 pl/min). Somit zeigte sich bereits in der praischamischen Phase in
Anwesenheit von ANP eine durch Propofol verursachte deutliche Schrankenstérung
des Endothels.

Postischamische Phase:

Postischamisch erhdhte Propofol (Abbildung 23 und Tabelle 4) die Transsudatflul3-
steigerung in der frihen Reperfusion um das Dreifache des Kontrollkollektivs (Propo-
fol: 225 + 39 pl/min, Kontrolle: 70 + 9 pl/min), obwohl sich dieser initiale Anstieg des
TranssudatfluBes im weiteren Verlauf der Reperfusion abschwachte, verblieb die
Nettofiltration auf einem signifikant hoheren Niveau, als bei der Kontrollgruppe. Mit
steigender ANP-Konzentration zeigte sich wieder das, aus der praischamischen
Phase bekannte Bild einer TranssudatfluR-Steigerung, wobei das Transsudatflul3-
Niveau in der Propofol-Gruppe weiterhin signifikant erhéht blieb. Bei der hdchsten
ANP-Konzentration betrug der Wert mehr als das Doppelte des vergleichbaren Kon-
trollwertes (Propofol: 158 + 29 pl/min, Kontrolle: 62 + 48 ul/min). Diese Erhéhung des
Transsudatflusses liel sich, ebenso wie in der praischamischen Phase, durch 15-
minutiges Auswaschen nicht beheben (Propofol: 57 + 28 pl/min, Kontrolle: 15 + 14
pI/min). Somit galt auch fur die postischamische Phase, dal} Propofol in Anwesenheit

von ANP die Schrankenstérung des Endothels weiter verstarkt.
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Abbildung 23: Postischamischer A TranssudatfluB in der Propofolgruppe

Auch postischamisch bewirkt Propofol sowohl in der friihen Reperfusionsphase, als auch mit erneuter
Steigerung von ANP eine signifikante Zunahme des Transsudatflusses gegentiber der Kontrollgruppe.
Dieser Effekt ist nicht vollstandig reversibel.

Odemfraktion:

Diese permeabilitatssteigernden Befunde lie3en sich auch durch die Ermittlung der
Odemfraktion stiitzen. Hierbei betrug die Odemfraktion in der Kontroligruppe 88,3 +
0,2 %, in der Propofolgruppe lag dieser Wert nach Versuchsende signifikant hoher
bei 89,1 £ 0,2 % (p< 0,05).

3.1.5.2. Wirkung auf die funktionellen Herzparameter KoronarfluB und Fre-

quenz

KoronarfluB:

Wie in der Abbildung 24 graphisch dargestellt, iibte Propofol einen Effekt auf die An-
derung des Koronarflusses aus. Praischamisch waren mit Einsetzen der ANP-
Zugabe nahezu alle Werte in der Propofolgruppe signifikant hoher als in der Kontroll-
gruppe. Dieser Effekt hielt bis zum Ende der ersten Auswaschphase an. Postischa-
misch erhdhte Propofol die KoronarfluRsteigerung vor allem in der frihen Reperfusi-
onsphase. Dies hielt bis zur 83. min an, dann glichen sich die Propofol- und die Kon-

trollgruppe einander an und es war kein signifikanter Unterschied mehr feststellbar.
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Hinsichtlich einer mdglichen Abhangigkeit des Transsudatflusses vom Koronarflufd

konnte zu keinem MeRzeitpunkt eine signifikante Korrelation nachgewiesen werden.
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Abbildung 24: KoronarfluB in der Propofolgruppe

Das Anasthetikum Propofol bewirkt praischamisch eine vermehrte Steigerung des Koronarflusses in
der Anwesenheit von ANP. Postischamisch ist in der Reperfusionsphase bis zum Ende der ANP-
Zugabe ebenfalls eine signifikante Steigerung durch Propofol festzustellen.

Herzfrequenz:

Die Propofolgruppe zeigte sowohl pra-, als auch postischamisch einen Trend zu ei-
ner Verringerung der Herzfrequenz, wobei dieser Befund zu keinem Zeitpunkt stati-
stisch signifikant war (Abbildung 25). Propofol hatte also unter diesen Versuchsbe-

dingungen keinen signifikanten Einflul auf die Herzfrequenz.
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Abbildung 25: Herzfrequenz in der Propofolgruppe )
Propofol hat unter diesen Versuchsbedingungen keinen statistisch signifikanten Einflufd auf die Ande-
rung der Herzfrequenz.

3.1.5.3. Zusammenfassung

In diesem Modell konnte sowohl in der praischamischen, als auch in der postischa-
mischen Phase in Anwesenheit eines endothelaktivierenden Agens (ANP, bzw. ANP
+ Ischamie) ein permeabilitdtssteigernder Effekt flir das intravendse Anasthetikum
Propofol gezeigt werden. Dieser Befund wird zusatzlich durch die verstarkte Odem-
fraktion in der Propofolgruppe untermauert.

Der Koronarflu® wurde durch Propofol in Anwesenheit von ANP sowohl pra-, als
auch postischamisch verstarkt. Dieser Effekt war unabhangig von der Herzfrequenz,
da hier kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen nachweisbar

war.

48



Ergebnisse

3.1.6. Zusammenfassung des Versuchsprotokolls 1

In Tabelle 5 sind die Ergebnisse aller Gruppen mit Anasthetika gegenuber der Kon-

trollgruppe zusammenfassend dargestellt:

Transsudatflu Koronarflu Herzfrequenz Odemfraktion
c < c

€ € € 3

Gruppe ‘© © i Q = g %
3 : 2 2 2 : 3

© N :© 7] © N )

a 8 a 8 a 8 >

Thiopental %) %) %) %) %) %) )
Ketamin %) %) %) %) %) %, %)
Sevofluran %) %) T ) % %, %)
Propofol T T T T ) %) T

Tabelle 5: Zusammenfassung des Versuchsprotokolls 1
@ = keine signifikante Anderung gegentiber der Kontrollgruppe
T = signifikante Steigerung gegeniiber der Kontrollgrupp
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3.2. Ergebnisse des Versuchsprotokolls 2

Durch die Ergebnisse des Versuchprotokolls 1 wurde deutlich, daly nur Propofol ei-
nen Effekt auf die Permeabilitdt austbt. Daher wurde im Versuchsprotokol 2 und 3
nur noch das Anasthetikum Propofol untersucht. Um festzustellen, ob dessen Wir-
kung durch einen modulierenden Einfluld auf muskarinerge Rezeptoren bedingt ist,
wurde ein zweites Versuchsprotokoll ausgearbeitet (siehe Abbildung 3). Es wurden
spezifische muskarinerge Antagonisten flir M,- (Methoctramin) und Ms-Rezeptoren
(4-DAMP) kontinuierlich in maximalen Hemmkonzentrationen (jeweils 100 nM) zuge-
fuhrt. Die ansteigenden Konzentrationen fur ANP (0,3-3 nM) und die Konzentration
von Propofol (1ug/ml) wurden beibehalten. Unter dieser Konstellation wurde wieder

der Einfluld von Propofol auf die Permeabilitat untersucht. Auskunft Uber die gemes-

senen Werte des Versuchsprotokolls 2 gibt Tabelle 6.

)
& % & =3 s 3 s 3
S = S Tt m t S = S T
o 3 o = s > s = s =
3 2 3 < zZ g 29 24
<
Kontrolle
173122 0+4 7+4 3119 # 69+12 #
(n=10)
Propofol
( p8) 210+18 —14+4 #x 2245 # 64+12 # | 144+15 #x
n:
Methoctramin
167123 —15+5 #x —15+6 = 5+10 44+11 #
(n=4)
Methoctramin
+ Propofol 166+16 —14+7 12+12 43+16 # 93+13 #
(n=6)
4-DAMP
111120 -8+3 315 18+10 52+10 #
(n=4)
4-DAMP
+ Propofol 162435 -26+7 # -7+6 $ 2749 # 73416 #$
(n=6)

Tabelle 6: TranssudatfluBsteigerungen des Versuchsprotokolls 2
Dargestellt sind die jeweiligen Transsudatanderungen in pl/min aller Gruppen des Versuchsprotokolls

2 gegeniber Baseline;.
# = signifikante Veranderung gegeniber dem Baseline;-Wert innerhalb einer Gruppe
* = signifikante Veranderung gegenuber der Kontrolle zum entsprechenden Zeitpunkt
$ = signifikant gegeniiber Propofol zum entsprechenden Zeitpunkt
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3.21. Muskarinerge Rezeptor-Hemmung

3.2.1.1. Auswirkung auf den TranssudatfluB in Anwesenheit von Propofol

Wie schon durch Versuchsprotokoll 1 festgestellt, erhdhte Propofol die durch ANP-
induzierte Permeabilitatssteigerung signifikant. Dies war auch flr Versuchsprotokoll 2
in Anwesenheit der hochsten ANP-Konzentration festzustellen. Wie aus den Abbil-
dungen 26 und 27 ersichtlich, hatten die muskarinergen Antagonisten Methoctramin
und 4-DAMP hierbei eine hemmende Wirkung auf den Propofoleffekt. Dieser hem-
mende Einflul® war aber flr beide Substanzen nicht gleich ausgepragt. Methoctramin
hemmte als selektiver M,-Antagonist tendenziell den Propofol-Effekt auf den Trans-
sudatflul (siehe Abbildung 26), jedoch wurde bei keiner der eingesetzten ANP-
Konzentrationen ein statistisch signifikantes Niveau erreicht. Die Transsudatflul3-
zunahme bei der hochsten ANP-Konzentration betrug fur die Kontrolle 69 + 12
pI/min, far Propofol 144 + 15 pl/min und flr Propofol+Methoctramin 93 £+ 13 pl/min.
4-DAMP als selektiver Ms-Antagonist hemmte den Propofol-Effekt auf den ANP-
induzierten Transsudatflul nahezu vollstandig (Abbildung 27). In Anwesenheit der
hochsten ANP-Konzentration war die Hemmung des Transsudatflusses statistisch
signifikant (Kontrolle: 69 + 12 pl/min, Propofol: 144 + 15 pl/min, Propofol+4-DAMP:
73 £ 16 pl/min).
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Abbildung 26: EinfluBR von Methoctramin + Propofol auf die
Permeabilitat

Der Propofol-Effekt wird durch Methoctramin tendenziell gehemmt,
der Unterschied ist aber zu keinem Mel3zeitpunkt signifikant.

* = p < 0.05 zur Kontrolle
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Abbildung 27: EinfluB von 4-DAMP + Propofol auf die Permeabi-
litat

Der Antagonist 4-DAMP vermag den Propofol vermittelten Effekt auf
die Permeabilitat in Anwesenheit der hochsten ANP-Konzentration
signifikant zu reduzieren.

* = p < 0.05 zur Kontrolle

# =p < 0.05 zu Propofol
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3.2.1.2. Auswirkung auf den TranssudatfluB in Abwesenheit von Propofol

Um einen moglichen Effekt der beiden muskarinergen Antagonisten auf die durch
ANP verursachte Permeabilitatssteigerung zu detektieren, wurden die Inhibitoren
jeweils in der oben genannten Konzentration von 10”7 M in Abwesenheit von Propofol
zugeflhrt. Methoctramin (M) verringerte unter basalen Bedingungen die Permeabili-
tat im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant (Kontrolle: 0 + 4 pl/min, Methoctramin:
—15 £ 5 pl/min) (Abbildung 28). Auch im weiteren Verlauf blieb die durch ANP provo-
zierte Permeabilitatssteigerung in der Methoctramingruppe deutlich hinter der der
Kontrollgruppe zurlck, auch wenn sich dies ab der zweithochsten ANP-
Konzentration nicht mehr statistisch belegen lie® (Abbildung 28).
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Abbildung 28: Wirkung von Methoctramin auf die Permeabilitat
Methoctramin reduziert schon unter basalen Bedingungen signifikant
den TranssudatfluB, so dall eine Zugabe von ANP nicht mehr zu
dem erwarteten Permeabilitatsanstieg fuhrt.

* = p < 0.05 zur Kontrolle
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Abbildung 29: Wirkung von 4-DAMP auf die Permeabilitat
4-DAMP hat in Abwesenheit von Propofol nahezu keinen Effekt auf
die Permeabilitédt, sowohl unter basalen Bedingungen, als auch mit
ansteigenden ANP-Konzentrationen.

In Abbildung 29 ist der alleinige Effekt von 4-DAMP auf die Permeabilitat dargestellt.
Sowohl unter basalen Bedingungen (Transsudatflul: Kontrolle: 0 + 4 pl/min, 4-
DAMP: -8 + 3 pul/min), als auch unter den steigenden ANP-Konzentrationen, ein-
schliel3lich der hochsten ANP-Konzentration (Zunahme des Transsudatflusses bei
Kontrolle: 69 + 12 pl/min, mit 4-DAMP: 52 + 10 pl/min), war kein Unterschied zwi-
schen der Kontroll- und der 4-DAMP-Gruppe festzustellen und somit ein basaler Ein-

flull von 4-DAMP auf die Permeabilitat auszuschlief3en.

3.2.1.3. Direkter Vergleich zwischen Methoctramin und 4-DAMP

Um einen direkten Vergleich zwischen den beiden Antagonisten ziehen und jeweils
deren Einflul? auf die Permeabilitat darstellen zu kdnnen, wurden diese beiden Grup-
pen in An- oder Abwesenheit von Propofol einander gegenubergestellt. In Abbildung
30 ist der permeabilitatssteigernde Effekt von Propofol noch deutlich vorhanden. Da-
bei vermag Methoctramin zwar eine Reduzierung des Transsudatflusses zu bewir-
ken, dieser Effekt war aber unspezifisch und unabbhangig von der Propofol-
induzierten Permeabilitatssteigerung.

Dagegen wurde der Effekt von Propofol auf den Transsudatflu® in Anwesenheit von
4-DAMP bei steigender ANP-Konzentration nahezu vollstandig aufgehoben (Abbil-
dung 30). Daraus ist zu schlieRen, dal} der festgestellte Propofol-Effekt auf die Per-
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meabilitat hauptsachlich tUber M3s-Rezeptoren vermittelt wird und durch einen selekti-

ven Antagonisten fast vollstandig aufgehoben werden kann.
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Abbildung 30: Gegeniiberstellung von Methoctramin und 4-DAMP

In der linken Graphik ist deutlich zu erkennen, dal} trotz der Anwesenheit von Methoctramin (M,) der
Propofoleffekt auf die Permeabilitdt immer noch vorhanden ist, bei der hdchsten ANP-Konzentration
sogar statistisch signifikant.

In der rechten Graphik ist dieser Propofoleffekt auf die Permeabilitdt durch 4-DAMP (M;) fast voll-
standig aufgehoben

* = p < 0,05 gegenuber Methoctramin ohne Propofol

3.2.2. Auswirkungen auf funktionelle Herzparameter

Um auszuschlie3en, daf’ die beiden muskarinergen Rezeptorantagonisten einen Ein-
fluly auf die funktionellen Herzparameter haben, wurde auch in deren Anwesenheit
der Koronarflu® und die Herzfrequenz bestimmt.

In den Abbildungen 31 und 32 ist der Einflud von Methoctramin und 4-DAMP auf
den Koronarflul® in An- und Abwesenheit von Propofol aufgezeichnet. Beide Sub-
stanzen fuhrten weder in An-, noch in Abwesenheit von Propofol zu einer Verande-

rung des Koronarflusses.
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Abbildungen 31 und 32

Wie zu erkennen ist, haben weder Methoctramin, noch 4-DAMP ei-
nen EinfluR auf den Koronarflu} in Anwesenheit von Propofol, vergli-
chen mit den Versuchsbedingungen ohne Propofol.

Die Herzfrequenz wurde durch die Zugabe von Propofol in Anwesenheit von Methoc-
tramin Uber fast den gesamten Versuchszeitraum gesenkt, allerdings nicht statistisch
signifikant (Abbildung 33). 4-DAMP dagegen rief keine derartigen Veranderungen
hervor (Abbildung 34).
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Abbildungen 33 und 34

In Abbildung 32 zeichnet sich ab, dal Methoctramin die Herzfre-
quenz tendenziell, aber nicht statistisch signifikant senkt.

In Abbildung 33 besteht zwischen beiden Versuchsgruppen kein Un-
terschied bezuglich der Herzfrequenz.

3.2.3. Zusammenfassung

Beide muskarinergen Antagonisten hemmten in Anwesenheit von ANP die durch
Propofol verstarkte Permeabilitat. Der Effekt des selektiven Mp-Antagonisten Methoc-
tramin scheint deutlich unspezifischer zu sein, als der des selektiven Ms-
Antagonisten 4-DAMP. Folglich wurde der permeabilitatssteigernde Effekt von Pro-
pofol wahrscheinlich GUber Ms;-Rezeptoren vermittelt. Auf die funktionellen Herzpara-

meter hatten die beiden muskarinergen Antagonisten keinen nennenswerten Einflufd.
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3.3. Ergebnisse des Versuchsprotokolls 3

Die bisherigen Ergebnisse konnten Uber den hemmenden Effekt von 4-DAMP (und in
Teilen auch von Methoctramin) zeigen, daf® Propofol einen modulierenden Effekt am
Ms-Rezeptor hat. Um festzustellen, ob Propofol auch eine direkt verstarkende Wir-
kung in Anwesenheit von Acetylcholin, dem physiologischen Agonisten an muskari-
nergen Rezeptoren hat, wurden weitere Versuche nach dem in Abbildung 4 be-

schriebenen Versuchsprotokoll 3 durchgefuhrt.

)
- — — =
g & T 3 T 3 S T
= 2 o o o 10:.) 8 5}
2 2| £ | 2| T =
8 3| § 3| 8 3| 5§ 4
Acetylcholin
114418 2013 # 6045 # 129190 #
(n=6)
Acetylcholin
+
Propofol 94+22 23+ 7 # 85+17 # 184436 #
(n=6)

Tabelle 7: TranssudatfluBsteigerungen des Versuchsprotokolls 3
Dargestellt sind die jeweiligen TranssudatfluBanderungen (in pl/min) aller Gruppen des Versuchspro-

tokolls 3.
Bezlglich beider Gruppen besteht bei keinem Mel3punkt ein statistisch signifikanter Unterschied.

# = signifikante Veranderung gegenliber dem Baseline;-Wert innerhalb einer Gruppe

3.3.1. BeeinfluBung der Acetylcholin-vermittelten Effekte auf den

TranssudatfluR durch Propofol

3.3.1.1.  Veranderung in Abwesenheit von Propofol

Acetylcholin erhoht die Permeabilitat des Endothels. In unserem Versuchsmodell
wurden zur Endothelaktivierung Acetylcholinkonzentrationen von 10 nM bis 300 nM
eingesetzt. Dabei konnte mit der Acetylcholinkonzentration von 100 nM ein Transsu-
datanstieg von 129 + 9 ul/min erreicht werden (Abbildung 35). Anschliel’end wurde

mit der Zufuhr von Acetylcholin in der Konzentration von 300 nM uberpruft, ob die
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endotheliale Wirkungsschwelle Uberschritten wird, da dann ein Effekt an den glatten
Muskelzellen der GefalRe und an den Kardiomyozyten zu erwarten ware. In unseren
Versuchen fuhrte die Erhohung auf 300 nM zu erheblichen Arrhythmien. Mit Eintreten
der Arrhythmien wurde die Konzentration des infundierten Acetylcholins sofort redu-
ziert und ein Auswaschversuch unternommen. Dieser zeigte eine partielle Reversibi-
litat der Effekte, also sowohl ein Riuckgang des TranssudatfluRes, als auch ein Sistie-
ren der Arrhythmien. Nach der Auswaschphase war noch eine durchschnittliche Er-

hohung des Transsudatflules um 25 + 10 pl/min zu verzeichnen.

300 +
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100 1

50 ﬂ
0 []
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[
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Abbildung 34: TranssudatfluBsteigerung durch Acetylcholin
Acetylcholin bewirkt eine dosisabhangige Zunahme des Transsudat-
fluRes.

3.3.1.2. Veranderung in Anwesenheit von Propofol

Durch die Zugabe von Propofol war eine trendmalige Verstarkung der Permeabilitat
zu beobachten (siehe Tabelle 4 und Abbildung 36). Dieser Effekt war jedoch auf-

grund der erheblichen Varibilitat der Einzelversuche nicht statistisch signifikant.
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Abbildung 36: TranssudatfluBsteigerung durch Acetylcholin in
Anwesenheit von Propofol

Propofol verstarkt tendenziell den permeabilitatssteigernden Effekt von
Acetylcholin, allerdings wird kein statistisch signifikantes Niveau er-
reicht.

3.3.2. BeeinfluBung der Acetylcholin-vermittelten Effekte auf die funk-

tionellen Herzparameter durch Propofol

3.3.2.1. Veranderungen durch Acetylcholin in Abwesenheit von Propofol

Bei Zugabe von Acetylcholin ist eine endothelvermittelte Vasodilatation des Koronar-
systems zu erwarten. Dies ist in Abbildung 37 auch deutlich zu erkennen:

Mit jeder schrittweisen Erhohung der Acetylcholinkonzentration war eine Koronarflul3-
Steigerung verbunden, bei der niedrigsten Konzentration um maximal 0,8 + 0,2
ml/min, bei der héchsten Acetylcholinkonzentration um maximal 2,7 + 0,6 ml/min. Die
transitorischen Abnahmen des Koronarflusses zwischen den steigenden Acetylcho-
linkonzentrationen waren durch den Wechsel der Infusionsspritze bei jeder Konzen-
trationszunahme bedingt. Die kurze Halbwertzeit von Acetylcholin fihrte dabei zu
einem schnellen Nachlassen des Effektes.

Bis zur 25. min war keine Anderung der Herzfrequenz festzustellen. Mit Zugabe von
Acetylcholin in einer Konzentration von 100 nM stieg mit zunehmenden Koronarflu
auch die Herzfrequenz, um beim letzten Spritzenwechsel nochmals kurz abzufallen
und bei der Acetylcholinkonzentration von 300 nM nochmals anzusteigen. Anschlie-
Rend findet eine Annaherung an die Ausgangssituation statt. Die Frequenzsteigerun-
gen verliefen jeweils parallel zu den KoronarfluRzunahmen. Hieraus kann geschlos-
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sen werden, dal® die Frequenzeffekte indirekter Natur sind, mitunter Temperatur-
bedingt: Ein hoherer Koronarfluld hat an der hier verwendeten Perfusionsapparatur
eine gewisse Erwarmung des Herzpraparates zur Folge, mit einer Zunahme der

spontanen Sinusknotenerregung (Abbildung 38).
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Abbildungen 37 und 38: EinfluB von Acetylcholin auf die funktionellen Herzparameter

In Abbildung 37 ist zu erkennen, dafl3 Acetylcholin den Kononarfluf3 dosisabhangig verstarkt. Die Ab-
falle sind dabei technisch durch den Spritzenwechsel und die kurze Halbwertszeit von Acetylcholin zu
erklaren.

In Abbildung 38 ist die Anderung der Herzfrequenz dargestellt. Diese bleibt bis zur 25. min konstant.
Mit Einsetzen der Acetylcholinkonzentration von 100 nM steigt die Herzfrequenz mit zunehmendem
Koronarfluf3 an. Mit Beginn der Auswaschphase gleichen sich die Werte wieder dem Ausgangsniveau
an.

3.3.2.2. Veranderungen durch Acetylcholin in Anwesenheit von Propofol

Propofol hatte keinen Effekt auf die durch Acetylcholin induzierte KoronarfluRsteige-
rung (Abbildung 39).

Anders dagegen das Bild in Abbildung 40. Hier scheint Propofol den indirekt fre-
quenzsteigernden Effekt der hohen Acetylcholinkonzentrationen zu verhindern. Dies

liel® sich aber nicht statistisch signifikant belegen.

3.3.2.3. Zusammenfassung

Es besteht ein Trend, dal} Propofol den Acetylcholin-Effekt auf den Transsudatfluf}
verstarkt, dies ist aber zu keinem MeRzeitpunkt signifikant. Bei der Betrachtung der
Koronarflulanderungen ergaben sich keine Unterschiede bezlglich der An- oder
Abwesenheit von Propofol. Die Herzfrequenzsteigerung mit Beginn der Acetylcholin-
konzentration von 100 nM in Abwesenheit von Propofol scheint durch die Anwesen-
heit von Propofol verhindert zu werden, aber auch hier sind die Schwankungen der

einzelnen Mel3ergebnisse so grol3, dal} der Effekt nicht statistisch signifikant war.
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Abbildung 39 und 40: EinfluR von Acetylcholin auf die funktionellen Herzparameter in Anwe-
senheit von Propofol

Propofol hat keinen EinfluR auf die acetylcholininduzierte Koronarflu3steigerung. Der Anstieg der
Herzfrequenz, der in Abbildung 38 zu sehen war, scheint durch Propofol gemindert zu werden.

3.4. Analytische Auswertung der Effluatproben

Es wurde mit zwei unterschiedlichen ELISA-Systemen versucht, cGMP in Effluatpro-
ben aus dem Koronarsystem zu messen. Die von den Herzen abgegebenen Mengen
an cGMP waren allerdings zu gering, um detektiert zu werden. Alle MelRwerte be-
wegten sich unterhalb der Nachweisgrenzen beider Testsysteme (ca. 35 fmol/ml).

Auf eine Darstellung der Mel3werte wurde daher verzichtet.
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4. Diskussion

4.1. Methodik

Das Modell des isoliert perfundierten Herzens wurde 1895 erstmals von Oskar Lan-

80-83 | nd ist bis heute nur in Details verandert worden 2%, Es ist

gendorff beschrieben
eine weltweit anerkannte Methode, um die Wirkung von externen Einflussen auf die
Herzfunktionalitat und das Koronarsystem zu erforschen. Dabei ist die Autonomie
des Herzens von groliem Vorteil, denn dadurch entfallen stérende humorale oder
nervose Einflisse des Gesamtorganismus, die in einem in situ Modell eine Rolle
spielen kdonnten. Daher kann, wie in dieser Arbeit, ein pharmakologisches Agens iso-
liert in einem definierten Organ und seinem Gefalbett untersucht werden und somit
Aussagen uber spezifische Wirkungsmechanismen in dem betreffenden Organ ge-
troffen werden.

Allerdings ist zu beachten, dal® Erkenntnisse, die aus einer ex vivo Praparation
stammen, nicht direkt auf klinische Situationen Ubertragbar sind. In einer klinischen
Situation ist man mit einem komplexen Organismus konfrontiert, in dem samtliche
Organsysteme einen Einflu auf die Wirkung und Pharmakokinetik der eingesetzten
Substanzen haben. Dabei spielen sowohl physiologische, als auch molekularbiologi-
sche Systeme auf zellularer Ebene eine Rolle, die auch im isolierten Organ gelten.
Eine weitere entscheidende Einschrankung in dieser Arbeit ist das Fehlen von Blut-
bestandteilen wie Erythrozyten, Thrombozyten und Neutrophilen, da diese bei dem
untersuchten Pathomechanismus der Ischamie/Reperfusion eine entscheidene Rolle
spielen konnen. Anderseits ist im Herzmodell eine Fokusierung auf das Endothel
mdglich. Insbesondere gelingt es, durch Bestimmung des Transsudatflusses, direkt
ein quantitatives Mal} fur die Nettofiltration in einem intakten GefalRbett zu erhalten.

Dies ist in keinem anderen Modell moglich

4.2. Permeabilitat

4.2.1. Physiologische Grundlagen der Permeabilitat im Zellverband

Zellen, die sich zu einem Zellverband zusammengeschlossen haben, grenzen sich in
der Regel nach aul3en ab. Dennoch ist es fur diese Zellen wichtig, mit anderen Zell-
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verbanden oder dem Intravasalraum zu kommunizieren, um einerseits Reize weiter-
zuvermitteln oder zu beantworten, andererseits die eigene Zell- und Organfunktion
durch Austausch von organischen und anorganischen Substanzen aufrecht zu erhal-
ten. Dieser Austausch von Substanzen kann dabei auf zwei unterschiedliche Arten
erfolgen:
- parazellular
- transzellular
Der parazellulare Austausch ist von Schlussleisten abhangig, die zwischen den ein-
zelnen Zellen bestehen. Diese Schlussleisten werden haupsachlich durch sogenann-
te tight junctions und Zonula occludens gebildet. Diese sind flr kleine Molekille mehr
oder weniger passierbar, je nach Art des Zellverbandes und der Anzahl der tight
junctions und Zonae occludens, fur Makromolekule unter physiologischen Bedingun-
gen in der Regel jedoch unpassierbar.
Fir den transzellularen Flufd sind eine Vielzahl von Méglichkeiten vorhanden:
- passive Diffusion durch die Zellmembranen entlang von Konzentrationsgefal-
len
- passiver Transport mittels Kanalen (z. B. lonenkanale, Aquaporine)
- passiver Transport von Molekulen mittels Transportproteinen, sogenannte
Carrier
- primar-aktiver Transport von lonen mittels lonenpumpen, die ATP-abhangig
sind
- sekundar-aktiver Transport von Molekulen durch Koppelung an passive lo-
nenstrome (Symport und Antiport)
- tertiar-aktiver Transport von Proteinen durch lonenstrome

- Zytose, unterteilt in Endo- und Exocytose, mittels sogenannter Vesikel %

4.2.2. Trennung zwischen Intra- und Extravasalraum durch speziali-

sierte Zellen: Endothelzellen

Endothelzellen sind differenzierte Epithelzellen und kleiden Blutgefal’e aus. Dabei
ubernehmen sie mehrere wichtige Rollen:

- Regulierung der Permeabilitat zwischen intra- und extravasalem Raum

- Regulierung der Vasomotorik

- Regulierung der Hamostase
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Durch die Regulierung der Permeabilitat tragen die Endothelzellen in hohem Malde
Verantwortung fur die nutritive Versorgung einzelner Organsysteme. Dabei kommen
alle oben besprochenen Madglichkeiten zum Einsatz. Aber auch Wasser mul} zwi-
schen dem intra- und extravasalen Raum transportiert werden. Dabei kommen zwei
unterschiedliche Wege in Betracht:

- Osmose

- Filtration
Die Osmose ist abhangig von Konzentrationsunterschieden zwischen den Raumen.
Der Wasserflu® ist dabei dem Konzentrationsgefalle entgegengerichtet. Die hierfur
noétigen Konzentrationsgefalle kdnnen durch die oben beschriebenen Transportme-
chanismen aktiv aufgebaut werden. Zusatzlich wird der Wassertransport durch spe-
zielle Wasserkanale, die die Zellmembranen durchziehen, gesteuert. Diese Wasser-
kanale werden Aquaporine genannt und sind durch komplexe Regelmechanismen
steuerbar.
Die Filtration ist abhangig von einem hydrostatischen Druckgefalle zwischen Gefaly
und Interstitium. Auf Grund der Semipermeabilitét von biologischen Membranen kann
dabei zwischen intra- und extravasalem Raum ein Gleichgewicht zwischen Osmose
und Filtration entstehen. Dies ist unter physiologischen Bedingungen der Fall.
Durch Filtration und Osmose konnen geloste Teile zwischen intra- und extravasalem
Raum ,mitgerissen“ werden, man spricht dann von einem ,solvent drag“. Fur diesen
solvent drag spielt die Semipermeabilitdt von biologischen Membranen (wie z. B.
dem Endothel) eine wichtige Rolle, da diese uUber die Menge der ,mitgerissenen®
Substanzen entscheidet .
FUr die Permeabilitat von groReren Substanzen wie Proteinen zwischen intra- und
extravasalem Raum gibt es zwei unterschiedliche Theorien "%

- konvektiver Transport mittels groRer Poren '™

- nicht-konvektiver Transport mittels selektiver Transcytose '*°
Dabei scheint die Permeabilitat fur groRere Peptide, egal welches Modell man nun
favorisiert, von den Druckverhaltnissen in der Mikrozirkulation abzuhéngen .
Zu bedenken ist, dal® eine Grundpermeabilitdt vom intra- zum extravasalen Raum
und umgekehrt immer vorhanden ist. Diese ist notwendig, um die nutritive Versor-

gung von Geweben und Organen sicherzustellen.
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4.2.3. Erhohte vaskulare Permeabilitat

Es gibt eine Vielzahl von systemischen Erkrankungen die mit einer erhohten Gefald-
permeabilitat einhergehen ', deren Entstehungsmechanismen bis heute noch nicht
vollstandig verstanden sind:

- Diabetes mellitus

- Hypertension

- Rheumatische Arthritis

- Adult Respiratory Distress Syndrome (ARDS)

- Hohenkrankheit.
Klassische Ausloser fur eine erhohte Permeabilitat sind :

- Toxische und phyikalische Schadigungen

- Entzindungsreaktionen (darunter fallen im weitesten Sinne auch Ischamie-

und Reperfusionsschaden “°)
- ANP-Ausschuttung
- Erhdhte Schubspannung (shear stress), als Folge erhohter intravasaler Fluf3-
werte.

Diese Ausloser sind in den letzten Jahren intensiv erforscht worden, dennoch sind
die kausalen Mechanismen noch nicht abschlieRend geklart.
FiUr die klassische Entzindungsreaktion sind Mediatoren bekannt, die auch solitar
verabreicht zu einer Permeabilitatssteigerung fuhren, wie z. B. Histamin, Bradykinin
und Serotonin. Dabei konnten einige Autoren durch Elektronenmikroskopie zeigen,
daR diese Mediatoren Offnungen (Gaps) in den Endothelzellen verursachen #?°'. Es
wird diskutiert, dal3 diese Gaps durch eine Veranderung im Zytoskelett der Endothel-
zelle gedffnet werden 2°'?°. Diese Veranderungen des Zytoskelettes werden durch
Aktivierung von Myosin und Aktin durch die Myosinleichtketten-Kinase (MLCK) her-
vorgerufen. Initiert wird dieser Prozess durch eine intrazelluldare Ca®*-Erhéhung ™,
welche sowohl durch Entziindungsmediatoren, als auch durch ,shear stress“ verur-
sacht sein kann. Als Mediator der Schubspannungs-induzierten Wirkung durfte
Stickoxid (NO) wesentlich sein. Als Veranschaulichung dient das FluRdiagramm aus
Abbildung 41. Auf Schritte der Signaltransduktion, die bei der Induktion von vaskula-
rer Permeabilitat durch Reperfusion/Ischamie und ANP beteiligt sind, soll spater ge-

nauer eingegangen werden.
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Herzinsuffizienz
Hypertension

Entziindungsmediatoren Akute Myokardischamie
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Abbildung 41: Potentielle Signalkaskade fiir eine erhéhte endotheliale Permeabilitat

In diesem FluRdiagramm sind mdégliche intrazellulare Signalwege beschrieben, die zu einer erhéhten
Permeabilitat fihren kdnnen. Dabei scheinen Ca** und cGMP eine (iberaus wichtige Rolle zu spielen.
cGMP = zyklisches Guanylylmonophosphat; cAMP = zyklisches Adenolylymonophosphat; cGMP-s-
PDE = durch cGMP stimulierte Phosphodiesterase; cGMP-i-PDE = durch cGMP inhibierte Phospho-
diesterase; CaM = Calmodulin; MLCK = Myosinleichtketten-Kinase; cGMP-PK 1 = cGMP-
Phosphokinase 1 (nach ')

4.24. Erhohte Permeabilitat am Herzen

1993 raumten Garcia-Dorado und Oliveras in einer Ubersichtsarbeit dem kardialen
Odem erstmals einen hohen Stellenwert in der Pathologie des Ischa-
mie/Reperfusionsschadens ein *°. Die Autoren beschaftigen sich nicht nur mit dem
intrazellularen Odem der Kardiomyozyten, sondern auch mit dem interzellularen.
Dieses interzellulare Odem entsteht hauptsachlich durch parazelluldren Wasserzu-
flulk zwischen den Endothelzellen. Dabei spielt der Verbund der Endothelzellen eine
sehr wichtige Rolle, da diese durch ihre interzellularen Verbindungsstellen (gap-
junctions, tight-junctions, adherens-junctions) die Barriere zu den nachliegenden

24 und viele wichtige Pathomechanismen wahrend Ischa-

Kardiomyozyten bilden
mie/Reperfusion, Inflammation und Volumenuiberladung initieren. Dies stellten auch
Verrier und Boyle fest, die in einer Ubersichtsarbeit dem Endothelschaden in der

kardiovaskuldren Chirurgie eine Schliisselstellung einrdaumen '°. Sie gehen dabei
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sogar soweit zu behaupten, dal® der Erfolg von Operationen in der Kardiochirurgie
von der Unversehrtheit des Endothels abhangig ist. Somit ist die BeeinfluBung der
endothelialen Permeabilitdt durch Anasthetika nicht nur akademisch von Interesse,

sondern auch klinisch.

4.3. Atriales natriuretisches Peptid (ANP)

4.31. Allgemein

ANP ist ein Hormon das bei Saugetieren ubiquitar vorkommt und der Gruppe der na-
triuretischen Prohormone zuzurechnen ist. Diese Gruppe umfasst drei Hormone:
atriales natriuretisches Peptid (ANP), brain natriuretisches Peptid (BNP) und C-
natriuretisches Peptid (CNP). ANP wird hauptsachlich in Kardiomyozyten des Atri-
ums produziert, kann aber auch durch Nierengewebe ausgeschiittet werden ®°. Es
gibt zudem Hinweise, dal® auch andere Gewebe in der Lage sind, ANP zu syntheti-
sieren *2. BNP wurde urspriinglich in Extrakten von Schweinehirn identifiziert, wird
aber auch Uberwiegend vom Herzen (Ventrikelmyokard) freigegeben. CNP ent-
stammt iberwiegend dem zentralen Nervensystem, der Niere und Endothelzellen °.
Die Hauptwirkungen von ANP sind (Abbildung 42):

- Steigerung der Natriurese

- Vasodilatation

- Steigerung der Endothelpermeabilitat
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Elimination durch
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Abbildung 42: Regelkreis und Wirkungen der natriuretischen Peptide im Organismus
Darstellung der unterschiedlichen Wirkungen der natriuretischen Peptide im Organismus. ANP-Rapc
steht fir die entsprechenden Rezeptoren, GFR steht flr die glomerulare Filtrationsrate, UV bedeutet
Urinvolumen (nach ).

ANP wird als Prohormon gebildet. Das Prohormon besteht beim Menschen aus 123
Aminosauren. Dieses Prohormon wird zur Aktivierung gespalten. Dabei entsteht ein
amidendiges (n-terminales) Fragment aus 98 Aminosauren und der eigentlich aktive
Hormonanteil, der 26 Aminosauren umfasst. Der Hauptstimulus fir die Freisetzung
des Hormons ist dabei die gesteigerte Vorhofwandspannung, die ein erhdhtes intra-
vasales Volumen reflektiert. Es gibt jedoch Hinweise, dal® einige Neurotransmitter
und Hormone die ANP-Ausschuttung direkt stimulieren konnen, wie z. B. Endothelin,
Arginin, Vasopressin und Katecholamine ®°.

In pathophysiologischen Zustanden findet man erhéhte ANP-Plasmaspiegel, wenn
eine erhohte Volumenbelastung des Kreislaufes vorliegt, wie z. B. bei der kongesti-
ven Herzinsuffizienz. Bei diesem Krankheitsbild konnen die Plasmaspiegel des
ANPs, die normalerweise um die 100 pg/ml liegen, auf Werte Gber 1000 pg/ml an-
steigen **,

ANP ist jedoch auch bei einer Vielzahl anderer Erkrankungen erhoht, die fur den kli-
nisch-anasthesiologischen Bereich von Bedeutung sind:

- essentielle arterielle Hypertonie %'
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- Phaochromocytom %%

- Adipositas in Verbindung mit Hypertension %%

- zunehmende Volumenbelastung wahrend der normalen Schwangerschaft %
- Bluthochdruck im Rahmen der Praeklampsie '

- kongestiver Herzinsuffizienz 264164

Bei der Herzinsuffizienz ist der ANP-Spiegel im Plasma nicht nur erhoht, die Hohe
des ANPs Kkorreliert auch mit dem Ausmal der Insuffizienz und kann Hinweise auf
die Prognose geben 26'% Die gleiche Aussage gilt fiir BNP.

Auch nach akutem Myokardinfarkt ist ANP erhoht, wobei der Anstieg relativ rasch
erfolgt. Hochstwerte sind um den 3. Tag nach Infarzierung zu erwarten, der Rick-
gang auf Normalwerte erfolgt, solange keine Komplikationen wie Herzinsuffizienz
oder Arrhythmien auftreten, um den 12. Tag '%'%. Im Tierversuch korreliert dabei
das AusmalR der Schadigung mit dem Anstieg des ANP . Ebenso sind nach tran-
sienter Ischamie am Herzen im Rahmen einer perkutanen transluminalen Korona-
rangioplastie (PTCA) ANP-Steigerungen im vendsen Blut zu messen s

Auch Anderungen der Herzfrequenz in Form von ventrikuldren und supraventrikul3-
ren Tachykardien fiihren zu einer Erhéhung des ANP-Plasmaspiegels 242%1%%123 Ngo
et al. konnten in einer 1989 verdffentlichten Arbeit zeigen, dald ANP ab einer Herz-
frequenz von Uber 125 Schlagen/min proportional zur Herzfrequenz ausgeschuttet
wird %

Ebenfalls mit erhdhten ANP-Konzentrationen im Plasma ist die Hyperthyreose ver-
bunden, dagegen sind die Plasmaspiegel im Rahmen einer Hypothyreose erniedrigt
74;153.

Aber nicht nur bei Erkrankungen die in erster Linie das Herz-/Kreislaufsystem betref-
fen sind erhdhte ANP-Spiegel zu verzeichnen. Auch bei Lungenerkrankungen wie
dem ARDS %1% oder der Hohenkrankheit und dem damit haufig verbundenen Lun-

genddem sind erhdhte ANP-Werte gemessen worden %2’

4.3.2. Rezeptoren

Die genauen Rezeptor/Second Messenger-Kaskaden sind immer noch Gegenstand

aktueller Forschungen und daher nur zum Teil verstanden. Es herrscht Einigkeit dar-

uber, dal® es drei verschiedene ANP Rezeptoren gibt, die ANP-Rezeptor A (ANP-

Ra), ANP-Rezeptor B (ANP-Rg) und ANP-Rezeptor C (ANP-R¢c) genannt werden.

Wie in Abbildung 43 dargestellt, sind ANP-Ra und ANP-Rg an eine Guanylylcyclase
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gekoppelt und bewirken dadurch eine intrazellulare Erhéhung des cGMP-Spiegels.
cGMP kann als ,second-messenger® die jeweiligen biologischen Effekte auslosen,
entweder direkt, oder durch Zwischenschaltung weiterer Enzyme, wie z.B. cGMP-
abhangige Kinasen oder Phosphodiesterasen (PDE) °2%°. Die Erhéhung des cGMP
ist wahrscheinlich der entscheidende Mechanismus fiir die Erhéhung der endothelia-
len Permeabilitat '°%'®’. Uber ANP-R¢ bewirkt das natriuretische Peptid eine Hem-
mung der Adenylylcyclase *?, was in einer Verringerung des intrazellularen cAMP-
Spiegels Ausdruck findet. Dabei gibt es Hinweise darauf, daf} sich cGMP und cAMP
bezlglich der Permeabilitat in Endothelzellen wie funktionelle Antagonisten verhalten
3 Zusatzlich hemmt ANP {ber den ANP-R; die Endothelin-Produktion und

-Sekretion, wahrscheinlich auch vermittelt durch eine Hemmung der Adenylylcyclase
61;152

pGuanylylcyclase

Biologischer Effekt, <t CGMP-abhingige Kinase G gummmm CGMP
Permeabilititssteigerung

K . ’/

Biologischer Effekt,
Permeabilititssteigerung € cAVP | = @I

Biologischer Effekt,
z.B Hemmung der Endothelin- umm—
Produktion und -Sekretion

ANP
Clearance

Biologischer Effekt <« P T /

Abbildung 43: Intrazelluldre Signaltransduktionen der ANP-Rezeptoren
Darstellung der drei unterschiedlichen ANP-Reze toren ANP-R,, ANP-R, und ANP-R; und ihrer wahr-
scheinlichen intrazelluldren Signalkaskaden °%%%1°7.

4.3.3. Relevanz zu den Ergebnissen

In dieser Arbeit sind ANP-Konzentrationen von 0,3 — 3 nM verwendet worden. Dies
entspricht bei einem angegebenen Molekulargewicht von 2550 einer Konzentration

von 765-7650 pg/ml. Dieser Wert ist somit oberhalb der Normgrenze von 100 pg/ml
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* und hoher als der in Studien herangezogene Vergleichswert fiir physiologische

Bedingungen 3¥%2 Bei pathophysiologischen Veranderungen kann die ANP-
Konzentration deutlich Giber 1000 pg/ml ansteigen **. Zudem bedarf es bei exogener
Zufuhr von ANP grundsatzlich héherer Konzentrationen, um hormonelle Wirkungen
feststellen zu kdnnen 2. In unserem Modell wurden die applizierten Konzentrationen
durch Vorversuche bestimmt. Dabei war das Ziel, einen Konzentrationsbereich zu
finden, der sich nahezu ausschliel3lich auf die Permeabilitat auswirkt, ohne dal® dabei
andere Wirkungen von ANP, wie z. B. Vasodilatation oder Potentialveranderungen
des Herzreizleitungssystems die Endothelwirkung beeinflussen. Dies konnte mit dem
gewahlten Konzentrationsbereich erreicht werden, da keine Beeinflussung des Koro-
narflusses oder der Herzfrequenz durch ANP erfolgte (Abbildungen 7 und 8).

Einschrankend ist zu sagen, dal in dieser Arbeit ANP der Ratte verwendet wurde.
Dennoch konnte in unserem Versuchsaufbau mit ANP ein stabiles Setting erreicht
werden, in dem die funktionellen Herzparameter nicht beeinflut wurden und den-
noch ein Effekt am Endothel erzielt wurde. Zusatzlich konnte im postischamischen
Teil durch die Wirkung der erneut ansteigenden ANP-Konzentrationen gezeigt wer-
den, dald das Endothel nach 10-minutiger Ischamie immer noch vital war und eine

rezeptorvermittelte Anwort auf ein Peptid vermitteln konnte.

4.4, Ischamie und Reperfusionsschaden

4.4.1. Pathophysiologie

Ischamie und Reperfusion sind zwei Entitaten fir Schadigungen, die sich zwar zeit-
lich trennen lassen, aber im pathophysiologischen Prozel} eng miteinander verwoben
sind. Die neuere Literatur trennt die beiden Begriffe immer noch streng, weist aber
auch auf die pathophysiologische Verkettung beider Prozesse hin . In dieser Arbeit
wird auf eine getrennte Betrachtung verzichtet. Die Folgen einer Ischa-
mie/Reperfusion am Myokard sind im klinischen Alltag prasent und lassen sich auch
in unterschiedlichen Versuchsmodellen eindrucklich belegen:

- Arrhythmien

- Myokardiales Stunning

- Temporares low output Syndrom

- Mikrovaskulare Schaden (,no-reflow”, ,vascular leak®)

- Interstitielles Odem
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- Infarzierung/Nekrosen, die sich sowohl in EKG-Veranderungen, als auch in

bleibenden Wandbewegungsstorungen auldern kdnnen.

4.4.2. Ischamie/Reperfusionsschaden durch Ca**-Uberladung

Bei der Vermittlung des Ischamie/Reperfusionsschadens spielt die Kardiomyozyten-
Kontraktur in den ersten Minuten der Reperfusion eine wichtige Rolle flir spatere ne-
krotische Schaden ''*. Diese Kontraktur entsteht durch eine massive Ca®*-Uber-
ladung der Myozyten. Dabei ist das erste schadigende Korrelat einer Ischamie die
Verringerung von Sauerstoff, der auf zellularer Ebene flir die oxidative Phosphorylie-
rung bendtigt wird. Dadurch ist die Zelle gezwungen, auf anaerobe Gykolyse umzu-
stellen, um ihren Energiebedarf zu decken, was zu einer Akkumulation von Laktat
und Wasserstoffionen (H") und damit zur Gewebsazidose fiihrt. Dies bedingt tber
Transportproteine eine Erhdhung der intrazelluldren Na*-Konzentration (Na*/H*-
Austauscher, Na*/HCO3-Symporter). Durch die Verschiebung des Na*-Gefélles und
die Membrandepolarisation wird der Na*/Ca?*-Austauscher, der normalerweise Ca?*
aus der Zelle und Na® in die Zelle transportiert, auf den sogenannten ,Reverse‘-
Mode umgeschalten. Na® wird aus der Zelle hinausgeschleust, dadurch erhéht sich
die Ca®*-Konzentration intrazellular, es entsteht eine Ca**-Uberladung. Mit der Re-
perfusion setzt eine Reoxygenierung ein und damit verbunden die Moglichkeit, ener-
giereiche Verbindungen wie ATP mit oxidativer Phosphorylierung zur Verfigung zu
stellen. Dadurch kann der ATP-abhangige Na*-K*-Austauscher den physiologischen
Na‘-Gradienten wiederherstellen. Dabei ist es moglich, daR der Na‘/Ca*-
Austauscher verzoégert in den ,Forward“-Mode umstellt und sich die Ca®'-
Konzentration noch weiter erhdht. Das sarkoplasmatische Retikulum, das auch ATP-
abhangig ist, kann mit Einsetzen der Reoxygenierung wieder Ca** aufnehmen. Auf-
grund des Ca**-UberschuRes kommt es aber zu einer Uberforderung des energielie-
fernden Systems und Ca** wird wieder freigesetzt, was zu einer unkontrollierten myo-
fibrillaren Aktivierung fiihrt, die sich schlieRlich in einer Kontraktur duRert ''°. Diese
zellulare Kontraktur ist der mikroskopische Ausdruck des Stunnings und kann zu
elektronenmikroskopisch-sichtbaren Lasionen der Zellen flihren, die in einer Nekrose

oder Apoptose ihren Ausgang findet.
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4.4.3. Ischamie/Reperfusionsschaden durch Radikale

Neben der Kalziumuberladung der Zellen und der damit verbundenen Kontraktur gibt
es einen weiteren postulierten Schadigungsmechanismus nach Ischa-
mie/Reperfusion, der eventuell sogar mit dem Kalziumweg in Verbindung steht:
Durch Ischamie und Reperfusion entstehen aus molekularem Sauerstoff sogenannte
reaktive Sauerstoffspezies (ROS), wie Superoxid-Anion (Oy), Wasserstoffperoxid
(H202) und Hydroxyl-Radikal (*OH), welche das umgebende Gewebe schadigen
kénnen und am daraus resultierenden Stunning beteiligt sind ***°. Diese Radikale
entstehen in fast allen biologischen Systemen **, unter anderem auch in Endothelzel-
len '"2. Dabei kann +O, weiter mit dem freien Radikal von Stickstoffmonoxid (+NO) zu
Peroxynitrit (ONOQO") reagieren:

*Oy + *NO <> ONOO”

Diese Verbindung stellt ein starkes Oxidans dar und kann mit einer Reihe von Mole-
kiilen reagieren und so die Zellfunktion beeinflussen . Inwieweit diese oxidativen
Radikale am myokardialen Stunning und weiterer Schadigung durch Beeinflussung
bestimmter Zielproteine beteiligt sind, 18Rt sich zur Zeit noch nicht genau definieren.
In vitro-Studien konnten auf zellularer Ebene sowohl die Koppelung zwischen Exzita-
tion und Kontraktion, als auch den Kontraktionsapparat als Ziel der Schadigung iden-

tifizieren 129,
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Abbildung 44: Schadigungsmechanismen bei Ischamie/Reperfusion
Dieses FluRdiagramm zeigt die unterschiedlichen Schadigungsmdglichkeiten der Kalzium- und Sauer-
stoffradikal-Theorie beim Ischamie/Reperfusionsschaden 4

44.4. Schadigung des Endothels durch Ischamie/Reperfusion

Auch das koronare Endothel wird durch Ischamie/Reperfusion geschadigt und stellt
im Hinblick auf zahlreiche Folgen den primaren Schadigungsort dar 8":
- Permeabilitatserhdhung '™
- Mikrostunning mit low- oder no-flow Phanomenen '
- verminderte Produktion von Stickstoffmonoxid
- eingeschrankte endotheliale Antwort auf Vasodilatoren 78148
- Expression von Oberflachenmolekuilen, die die Neutrophilenadhasion begun-
stigen, wie z. B. ICAM-1 7916°
FUr das Endothel ist zu beachten, dal’ es den Gefaldtonus reguliert und fur die nutri-

tive Versorgung des Organs von grof3er Bedeutung ist. Zusatzlich bildet es eine Bar-
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riere zwischen Intra- und Extravasalraum und dient so der Integritatserhaltung des
Organs. Somit ist auch eine Schadigung des Endothels mit weitreichenden Konse-
quenzen fur das betroffene Organ verbunden.
Im Jahr 1982 wurde durch Ku erstmals gezeigt, dal® eine 90-minutige Ischamie in
Verbindung mit einer ein- bis zweistliindigen Reperfusion, eine endotheliale Dysfunk-
tion zur Folge hat, die sich in einem verminderten Ansprechen auf Thrombin aul3ert,
das in niedriger Dosierung ein endothelabhangiger Vasodilatator ist ". Dies lieR sich
auch mit anderen endothelabhingigen Vasodilatatoren bestatigen . Neben dieser
funktionellen Beeintrachtigung des Endothels konnten auch strukturelle Lasionen
elektronenmikroskopisch nachgewiesen werden. Dagegen konnte gezeigt werden,
dald die endothelunabhangige Vasodilatation mittels eines NO-Donors durch Ischa-
mie/Reperfusion nicht beeinflut wird 3'%3'%* Daraus ist zu schlieBen, daR die Be-
eintrachtigung der vasalen Tonusregulierung auf der Ebene des Endothels gestort
ist. Diese akute endotheliale Dysfunktion ist dabei eine Konsequenz einer strukturel-
len Schadigung der Endothelzellen, mit daraus resultierender Verminderung der NO-
Produktion 34, wobei die strukturelle Schadigung in der Histologie nicht unbedingt zu
sehen sein muR "3,
Nicht nur die funktionelle Reaktion von Endothelzellen auf Vasodilatatoren wird durch
Ischamie/Reperfusion gestort. Auch die Zell-Zell-Kommunikation mittels gap- und
tight junctions, sowie Zonae occludens wird beeinflu3t und damit verbunden, der
ganze Organverband 2" F{ir dieses Phanomen scheint es unterschiedliche Ur-
sachen zu geben:
- Erhdéhung der (intra- und extrazellularen) Gewebsosmolalitadt durch metaboli-
sche Endprodukte der anaeroben Glykolyse 5%115:131:142
- Ersetzen der hyperosmotischen intravasalen Flussigkeit (bestehend aus anae-
roben Stoffwechselprodukten aus der Ischamiephase) durch normoosmoti-
sche in der frihen Reperfusion. Dadurch entsteht ein osmotischer Gradient
mit Verschiebung von freier Flussigkeit ins Interstitium, bzw. in die hyperosmo-
tischen Zellen 164165142
- Erhoéhung der mikrovaskularen Permeabilitat durch Retraktion von Endothel-
zellen, bedingt durch intrazelluldre Ca**-Akkumulation 2729112125140
Das endotheliale Odem hat deutliche Auswirkungen auf die weitere Entwicklung des
geschadigten Gewebes (Wiederherstellung, Nekrose, Apoptose) und spielt somit ei-

ne entscheidende Rolle. Garcia-Dorado und Oliveras haben in einer Ubersichtsarbeit
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mogliche Folgen fiur das Herz aufgefihrt, die sich aus einem ischa-
mie/reperfusionsbedingten Odem ergeben kdnnen *°:

- Zellnekrosen

- Kontraktile Dysfunktion

- Arrhythmien

- Beeintrachtigung des Remodelling

4.5. Acetylcholin, muskarinerge Rezeptoren und deren Antago-

nisten

4.51.1. Physiologie

Acetylcholin ist eine Substanz, die seit Anfang des 20. Jahrhunderts bekannt ist. Sie
spielt eine wichtige Rolle als Neurotransmitter im zentralen Nervensystem, bei der
Vermittlung von Reizen im vegetativen Nervensystem und als parakriner und auto-
kriner Botenstoff. Dabei scheint Acetylcholin eine phylogenetisch sehr alte Substanz
zu sein, da sie sowohl in Pflanzen, Insekten, Amphibien und Saugetieren vorkommt
und an einer Reihe wichtiger Steueraufgaben im gesamten Organismus beteiligt ist
160-

Furchgott und Zawadzki konnten 1980 zeigen, dall Acetylcholin Uber einen
endothelabhangigen Mechanismus eine Vasodilatation hervorruft 3. Dabei ist die
Unversehrtheit des Endothels von grofdter Bedeutung. Die damals noch unbekannte
Substanz, die diese Vasodilatation vermittelte, wurde als ,endothelial dependent re-
laxing factor” (EDRF) bezeichnet. 1987 konnten zwei unterschiedliche Gruppen zei-
gen, dal} sich hinter der bis dato unbekannten Substanz EDRF die Molekulverbin-
dung Stickstoffmonoxid (NO) verbirgt %1%

Die muskarinergen Rezeptoren und ihre Signalkaskaden waren in den letzten 20
Jahren immer wieder Gegenstand der Forschung und obwohl sich heute noch kein
vollstandiges Bild zeigt, sind die Grundzige der Rezeptorwege bekannt. So kénnen
die Rezeptoren in funf Untereinheiten aufgeschlusselt werden. Dabei kann zwischen
der genetischen Codierung (m+-ms) und der pharmakologischen Klassifizierung auf
der Zielzelle (M1-Ms) unterschieden werden. Es konnte gezeigt werden, dal® die ge-
netische Klassifizierung mit der pharmakologischen Ubereinstimmt und somit eine
Unterscheidung in Grof3- und Kleinbuchstaben unter normalen Umstanden nicht

mehr nétig ist 7.
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4.5.2. Rezeptoren

Alle funf Rezeptorsubtypen sind Mitglieder der G-Protein gekoppelten Rezeptorfami-
lie und weisen eine siebenfach-transmembrane Helix auf. Dabei sind die Untereinhei-
ten der jeweiligen Rezeptoren Uber die Spezies sehr ahnlich, und auch die pharma-
kologischen Effekte bei verschiedensten Spezies kdnnen nicht signifikant unter-
schieden werden '". Dennoch scheint die Rezeptoraktivierung und Antagonisierung
um ein Vielfaches komplizierter als in der Abbildung 44 schematisch dargestellt. Die
siebenfach-transmembrane Helix weist mehrere Taschen auf, die potentielle Bin-
dungsstellen fir Agonisten und Antagonisten sein kdnnen. Nach erfolgter Besetzung
einer Bindungsstelle erfahrt der Rezeptor eine allosterische Veranderung, die zu ei-
ner Aktivierung einer Signalkaskade fuhrt. Dabei sind die Bindungsorte fur den phy-
siologischen (in diesem Fall Acetylcholin) und den pharmakologischen Agonisten und
Antagonisten nicht zwangslaufig die selben. Die Besetzung eines Bindungsortes
durch einen partiellen Agonisten kann auch zu einer Affinitatserhohung fur den phy-
siologischen Agonisten fuhren. Dies ist aber fur jeden Rezeptoruntertypen unter-
schiedlich ™.

Die finf Rezeptoren kdnnen aufgrund ihrer Signalkaskaden in zwei unterschiedliche
Gruppen aufgeteilt werden:

- M4, M3 und M5
- Mz und M4

Die Untereinheiten mit den ungeraden Zahlen sind dabei mit einem Gg11-Protein ge-
koppelt, welches die Phospholipase C aktiviert. Dies fuhrt Uber eine Inositol-
trisphosphat-Bildung (IP3) zu einer intrazelluldren Ca?*-Erhéhung aus dem endo-
plasmatischen Retikulum (oder auch aus dem Extrazellularraum), sowie zu einer
Diacylglycerol-vermittelten Aktivierung der Proteinkinase C '%'"33%% Die intrazellulédre
Ca2+-Erh6hung fuhrt in der Endothelzelle zu einer Aktivierung von Calmodulin, wel-
ches sich an die inaktive, an der Zellmembran gebundene eNOS bindet und somit
eine Abldsung bewirkt. Dies fuhrt zu einer Translokation und Aktivierung der eNOS.
Inaktivierung der eNOS erfolgt durch eine Phosphorylierung durch die Proteinkinase
A (PKA) und damit verbunden, eine erneute Anbindung an die Zellmembran *4%16¢,
Das von der aktiven eNOS produzierte NO kann oben beschriebene Wirkungen des
Acetylcholins auf die Endothelzelle, aber auch auf die benachbarten glatten Muskel-

zellen und andere Zellen vermitteln. Dies ist unter anderem uber eine Aktivierung der
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Guanylylcyclase und eine Erhéhung der cGMP-Konzentration mdglich (Abbildung
45).

Die Untereinheiten mit den geraden Nummern sind mit einem G;-Protein gekoppelt
und hemmen die Adenylylcyclase. Zusatzlich kann ein G-Protein-gekoppelter K-
Kanal durch M- und M4-Rezeptoren aktiviert werden. Dies flhrt zu einer Hyperpola-
risierung der Zelle "'"*%% Es konnte aber in einer Arbeit von Waid et al. gezeigt
werden, dal} die beiden Untereinheiten M, und M4 auch eNOS aktivieren, was sich
an einer erhohten cGMP-Konzentration, produziert durch sogenannte Detektorzellen,
nachweisen [4Rt. Ebenso konnte ein erhohter intrazelluldrer Ca?*-Wert gemessen

werden. Die Signalkaskaden die zu dieser Aktivierung fiihren sind unklar "°.

M,/M,/M;Rezeptoren,
gekoppelt mit einem
G,-Protein

NO 1+ eNOS =

!

cGMP 1

Ca?*-Kanal

M,/M,-Rezeptoren,
gekoppelt mit einem
G;-Protein

cAMP i‘—QK_
7

Hyperpolarisation += K*T <+

Abbildung 45: Intrazelluldre Signaltransduktionen der muskarinergen Rezeptoren

Dargestellt sind die unterschiedlichen Signalkaskaden der geraden und ungeraden muskarinergen
Rezeptoren. Dabei wird durch die ungeraden Rezeptoren eine Aktivierung der eNOS und damit ver-
bunden eine cGMP-Erhéhung vermittelt. Dies scheint aber trotz differenter Kaskaden auch fir die
gerade nummerierten Rezeptoren iiber noch unbekannte Schritte méglich zu sein ™*°.

4.5.3. Wirkung

Die Wirkung des physiologischen muskarinergen Agonisten Acetylcholin ist von Ge-
webe zu Gewebe unterschiedlich und kann hier nicht in allen Einzelheiten aufgefuhrt
werden. Zusatzlich sind noch Spezies-abhangige Unterschiede in der jeweiligen Wir-
kung an bestimmten Geweben oder Organsystemen festgestellt worden '°. Im Ko-

ronarbett ist es anerkannt, da® Acetylcholin eine endothelabhangige Vasodilatation
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verursacht. Bei Abwesenheit eines intakten Endothels verursacht Acetylcholin dage-
gen eine Vasokonstriktion *®. Am Herzen verursacht Acetylcholin als der Neuro-

transmitter des Parasympatikus negative Inotropie und negative Chronotropie.

454, Relevanz in dieser Arbeit

Da muskarinerge Rezeptoren und ihre Agonisten auch einen EinfluR auf die Per-
meabilitdt haben konnten, wurde in diesem Modell versucht, die
Acetylcholinkonzentration so zu wahlen, dal® die funktionellen Herzparameter nicht
relevant beeinflul3t werden und somit nahezu nur ein Effekt am Endothel des
Koronarsystems erzeugt wird. Bei allen verwendeten Konzentrationen konnte in der
Tat eine Vasodilatation gemessen werden. Um eine Wirkung am Reizleitungssystem
von einer endothelialen Wirkung und deren Folgen abzugrenzen, wurde auf
Rhythmusstérungen geachtet. Hierbei stellte sich der Konzentrationsanstieg von 100
auf 300 nM als Schwelle heraus: Ab einer Konzentration von 100 nM lie3 sich ein
Frequenzanstieg feststellen (Abbildung 37 und 38). Dies ware fur Acetylcholin ein
ungewohnlicher Effekt, da es bekanntermallen negativ chronotrop wirkt. Allerdings
steigt bei dieser Konzentration auch der Koronarflu® stark an. Dies fuhrt zu einer
vermehrten Volumenbelastung des rechten Vorhofs (siehe Abbildung 1) und steigert
die Temperatur des Praparates. Beide Veranderungen induzieren indirekt eine
Frequenzerhdhung im isolierten Herzen. Somit ist bei dieser Konzentration ein
negativ-chronotroper Effekt von Acetylcholin entweder durch den kompensatorischen
Frequenzanstieg Uberdeckt, oder noch nicht vorhanden. Bei den niedrigeren
Konzentrationen (10-30 nM  Acetylcholin) ist der Endothelial-vermittelte
Koronarfluldanstieg geringer, die Frequenz wird dadurch noch nicht beeinfluf3t.

Die Permeabilitat wird durch Acetylcholin, wie auch durch ANP, gesteigert (Abbildung
34). Die Permeabilitatssteigerung wird nicht durch den erhéhten Koronarfluy ausge-
I0st, da keine Korrelation zwischen Koronarfluy und Transsudatfluld nachgewiesen
werden konnte. Vielmehr kdnnte die Permeabilitatserhohung - wie bei ANP - eine

Folge der intrazellularen cGMP-Erhéhung sein.
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4.6. Thiopental

4.6.1. Wirkung und Pharmakokinetik

Thiopental ist ein lange bekanntes intravendses Anasthetikum, das Anfang des 20.
Jahrhunderts in den klinischen Alltag Einzug hielt "*°. Es handelt sich hierbei um ein
klassisches Barbiturat, welches seine rein hypnotische Wirkung Uber GABA-
Rezeptoren erzielt. Als Nebenwirkung im kardiovaskularen System sind Blutdruckab-
falle, eine Verminderungen der Kontraktilitdt des Herzmuskels und des Kalziumflus-
ses beschrieben %122 Der Koronarflu® wird von Thiopental in klinischen Konzen-
trationen nicht oder nur geringflgig beeinfluf3t 102132 Die Verminderung der kardialen
Kontraktilitat wird moglicherweise durch das endokardiale Endothel vermittelt °.

Die klinische Plasmakonzentration flr eine Narkoseeinleitung mit Thiopental liegt
zwischen 5-20 yg/ml. Dabei ist zu bedenken, dal} davon ca. 85 % an Eiweil} gebun-
den ist und somit die effektive Wirkkonzentration nur 0,75-3 ug/ml betragt *'. Somit
liegt die in dieser Arbeit verwendete Konzentration von 2 pg/ml genau im klinischen
Bereich, da aufgrund des kristalloiden Perfusates keine Bindung an Proteine moglich

ist.

4.6.2. Wirkung auf die Permeabilitat

In unserem Modell konnte unter praischamischen Bedingungen kein Einflul3 von Thi-
opental auf die ANP-induzierte Permeabilitdtssteigerung festgestellt werden. In der
Literatur ist der Einfluld von Thiopental auf das Endothel unter pathophysiologischen
Zustanden nicht untersucht. Somit kann gefolgert werden, daf® Thiopental unter den
vorliegenden praischamischen Bedingungen keinen Einflu® auf die Permeabilitat des
durch ANP aktivierten Endothels im Koronarsystem hat.

Auch in der postischamischen Reperfusionsphase (in Anwesenheit von ANP) hatte
Thiopental keine Auswirkungen auf die Permeabilitat. Es bestand zwar der Trend,
daly Thiopental die Permeabilitat im Vergleich zur Kontrollgruppe in der Reperfusi-
onsphase vermindert, dies erwies sich aber als nicht signifikant. Somit ist davon aus-
zugehen, dal® Thiopental unter den gegebenen Versuchsbedingungen keinen Einflul3
auf das Endothel hat. Ruigrok et al. haben die Wirkung von Thiopental auf die Crea-
tininkinase-Freisetzung (CK) nach totaler Ischamie (90 min), hypoxischer Perfusion

und low-flow-Ischdamie untersucht '?'. Dabei konnte bei der totalen Ischamie kein po-
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sitiver Effekt durch Thiopental gezeigt werden. In den beiden anderen Modellen (hy-
poxische Perfusion und low-flow-Ischamie) wurde die CK-Freisetzung durch das
Barbiturat signifikant gesenkt. In unserem Modell wurden keine biochemischen
Herzmarker bestimmt, so dal3 wir Uber die Herzschadigung auf Kardiomyozytenebe-
ne keine Aussage treffen kdnnen. In der Arbeit von Ruigrok et al. wurde eine deutli-
che Zellschwellung nach Ischamie und Reperfusion nachgewiesen. In unserem Mo-
dell konnte beziiglich der globalen Odemfraktion kein Unterschied zur Kontrollgruppe
festgestellt werden. Die Ischamiedauer ist allerdings in der Arbeit von Ruigrok et al.
deutlich langer als in unserem Modell und deshalb nicht zwingend vergleichbar. Wir
haben in unserem Modell bewul3t eine kirzere Ischamiedauer gewahlt, da dies ein
Uberleben des Myokards garantiert, aber dennoch funktionelle Beeintrachtigungen
feststellbar sind.

Fischer et al. konnten einen permeabilitdtssenkenden Effekt von Thiopental auf hy-
poxisches Endothel von HirngefaRen in einem Zellmodell zeigen *. Die Diskrepanz
zu unseren Ergebnissen ergibt sich dabei wahrscheinlich aus der hohen Konzentrati-
on fur Thiopental (50 pg/ml), die in den Versuchen der zitierten Arbeit verwendet
wurde. Auflerdem laft sich nicht ausschlief3en, dal® Endothelzellen unterschiedlicher
Herkunft auf Stimuli unterschiedlich reagieren. Noch dazu ist bekannt, dal} Endothel-
zellen aullerhalb ihres Organverbandes anders auf bestimmte Substanzen reagie-
ren, als im Organverband '®. In unserem Labor konnte bereits gezeigt werden, daf
Thiopental die Neutrophilenadhasion an das Endothel sowohl unter basalen, als
auch unter Reperfusionsbedingungen verringert '*". Dies ist im in-vivo-Modell fiir die
Integritat des Endothels von grolRer Bedeutung, da die Adhasion und Migration der
Neutrophilen einen groRen Anteil am Reperfusionschaden beitragen. Ein direkter
Einflud auf die Permeabilitat des Endothels pra- und postischamisch kann aber in

unserem Modell ausgeschlossen werden.

4.6.3. KoronarfluR und Herzfrequenz

Der Koronarflul3 in der praischamischen Phase wird in unserem Modell durch das
Barbiturat nicht beeinflu®t. Es ist zwar eine blutdrucksenkende Wirkung fur Thiopen-
tal bekannt, doch ist diese hauptsachlich auf einen negativ-inotropen Mechanismus
zuriickzufiihren, nicht auf einen direkt vasodilatativen 3771102122132 pqstischamisch
kommt es in der Thiopentalgruppe nur zu einem kurzzeitigen, nicht signifikanten Ko-
ronarfluRanstieg.
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Bezuglich der Herzfrequenz laldt sich zwischen Kontrolle und Versuchsgruppe wah-
rend des ganzen Protokolles kein signifikanter Unterschied messen. Suzer et al.
konnten am Rattenherz auch nach einer 30-minutigen globalen Ischamie keinen Ein-
fluR durch Thiopental auf die Herzfrequenz finden "**. Dies wird gestiitzt durch eine
Arbeit um Stowe, die eine Beeinflussung der Elektrophysiologie am isolierten Meer-
schweinherzen erst ab einer Konzentration von tuber 100 yM fur Thiopental feststel-
len konnten, allerdings ohne Ischamie '*2,

Zusammenfassend lafdt sich somit fur Thiopental sagen, dal} in unserem Modell kein
signifikanter EinfluR auf die Permeabilitat festgestellt werden kann, noch werden die
funktionellen Herzparameter durch das Barbiturat im Vergleich zur Kontrollgruppe

verandert.

4.7. Ketamin

4.71. Wirkung und Pharmakokinetik

Ketamin ist ein 1:1 Razement aus S(+)- und R(-)-Ketamin und wurde Ende der sech-
ziger Jahre in den klinischen Gebrauch eingefiihrt "°. Es wirkt hypnotisch und anal-
getisch Uber nichtkompetitive Blockade von zentralnervosen Glutamatrezeptoren und
I6st im Gegensatz zu den Opiaten keine Atemdepression aus, weshalb es in der Not-
fallmedizin weite Verbreitung findet. Aus dem klinischen Alltag der operativen Anas-
thesie ist es, bis auf spezielle Indikationsstellungen, aufgrund seines Nebenwir-
kungsprofiles (dissoziative Anasthesie, Speichelflull) weitgehend verschwunden. Als
weitere Nebenwirkung ist eine sympathomimetische Wirkung mit Blutdruck- und Fre-
quenzanstieg beschrieben ''°. Die Plasmakonzentration fiir eine Anésthesie betragt
0,5-2,5 pg/ml, wobei bei diesem Hypnotikum nur 12 Prozent proteingebunden sind °'.
Somit ist unsere gewahlte Konzentration von 2,4 ug/ml im wirksamen klinischen Be-
reich. Am Herzen zeichnet es sich durch eine indirekte sympathomimetische Wirkung
aus """ Direkte Effekte in klinischen Dosen am isolierten Herzen sind diskret posi-
tiv inotrop, wobei auch negativ inotrope Effekte beschrieben sind "*%'*?, Der Koronar-
flul wird durch Ketamin nur unwesentlich verringert und die Herzfrequenz bleibt

weitgehend stabil '3%1%.
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4.7.2. Wirkung auf die Permeabilitat

Praischamisch konnte in unserem Modell kein signifikanter Einflu auf die ANP-
induzierte Permeabilitat gefunden werden, auch wenn die durchschnittlichen Trans-
sudatfluBwerte in der Ketamingruppe héher waren. In der Literatur gibt es keine uns
bekannten Untersuchungen, die sich explizit mit dem Einflud von Ketamin auf die
endotheliale Permeabilitat beschaftigt haben.

Auch postischamisch konnte kein signifikanter Einfluld auf die Permeabilitdt gezeigt
werden, dennoch bleiben die Durchschnittswerte in der Versuchsgruppe erhoht.
Szekely et al. konnten an isolierten Meerschweinherzen zeigen, dal} die beiden Ste-
reoisomere den Reperfusionschaden unterschiedlich beeinflussen. Dabei hat insbe-
sondere S(+)-Ketamin einen hemmenden Effekt auf die Adhasion von Neutrophilen
136137 und konnte dadurch den Reperfusionschaden giinstig beeinflussen. R(-)-
Ketamin dagegen erhohte die Permeabilitat '*°. Szekely et al. untersuchten allerdings
nicht, ob diese Permeabilitatsanderung hauptsachlich auf die Anwesenheit der Neu-
trophilen zurickzufuhren ist, oder auch ein direkter Effekt des Anasthetikums auf das
Endothel vorliegt. In unserem Modell konnte durch Ketaminrazemat kein signifikanter
Effekt auf die endotheliale Permeabilitdt gezeigt werden. Diese Beobachtung wird
auch durch die Odemfraktion in der Ketamingruppe gestitzt, die sich nicht von der

der Kontrollgruppe unterschied.

4.7.3. KoronarfluR und Herzfrequenz

FUr den Koronarflu® konnten wir weder pra-, noch postischamisch einen Einflul3 von
Ketamin finden. Auch die Herzfrequenz wird in unserem Modell durch das Anastheti-
kum nicht verandert. Diese Ergebnisse decken sich mit den von Stowe et al. publi-
zierten Beobachtungen '*2.

Somit 18Rt sich feststellen, dal Ketamin in unserem Modell keinen Einflul} auf die

Permeabilitat und die funktionellen Herzparameter besitzt.

4.8. Sevofluran

4.8.1. Wirkung und Pharmakokinetik

Sevofluran ist ein volatiles Anasthetikum, das seit Anfang der neunziger Jahre kli-

nisch weit verbreitet ist . Es zeichnet sich durch eine gute Steuerbarkeit aus %1%’
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Der Mechanismus fur die hypnotische Wirkung von Sevofluran bleibt, wie fir alle vo-
latilen Anasthetika weiter unklar "', Fiir das kardiovaskuldre System sind negative
Inotropie, periphere Vasodilatation mit Verringerung des systemischen Blutdruckes,
(reaktiver) Frequenzanstieg und Erhéhung des Koronarflusses beschrieben 51947,
Die minimale alveolare Konzentration (MAC) betragt beim Menschen 1,71 +/- 0,07
Vol.% und kann durch Zufuhrung von Lachgas auf 0,66 +/- 0,06 Vol.% gesenkt wer-
den °. Da volatile Anasthetika keine Proteinbindung aufweisen, spielt das Fehlen
von Blut- und Eiweil3bestandteilen in unserem Modell eine untergeordnete Rolle. Fur
diese Arbeit wurde Sevofluran in einer Volumenkonzentration von 1 Vol.% zugefuhrt.
Dies entspricht beim Menschen einem MAC von 0,56 und ist somit in einem Bereich,
wie er z. B. wahrend einer balancierten Narkose mit einem stark wirksamen Opiat zu

finden ist.

4.8.2. Wirkung auf die Permeabilitat

Die Arbeitsgruppe um Christ konnte in einer 2002 verdffentlichten in-vivo-Arbeit zei-
gen, dal} der FlUussigkeitsaustritt vom Gefallbett ins umliegende Gewebe unter Anas-
thesiebedingungen mit Sevofluran signifikant geringer ausfiel als mit Propofol '*. So-
mit konnte ein Vorteil fir Sevofluran gegenlber Propofol gezeigt werden. Liu et al.
veroffentlichten im Jahr 2000 eine Arbeit Uber Ischamie/Reperfusionsschaden an

isolierten Rattenlungen ¢

Dort wurde festgestellt, dall Sevofluran in einer
Konzentration von 1 MAC einen positiven Effekt auf die durch Ischamie/Reperfusion
ausgeloste Permeabilitat aufweist. Als Mechanismus wird dabei eine Suprimierung
der TNF a-Ausschuttung diskutiert. In unserer Arbeit konnte unter praischamischen
ebenso wenig wie unter postischamischen Bedingungen ein Einfluld durch das
volatile Anasthetikum auf die ANP-induzierte Permeabilitat festgestellt werden. Auch
die Odemfraktion wurde im Vergleich zur Kontrolle durch das volatile Anésthetikum
nicht verringert. TNFa wurde in unserem Modell nicht gemessen, so daf® wir Uber
diesen Effekt keine Aussage treffen konnen.

Mdgliche Erklarungen fur die unterschiedlichen Ergebnisse waren der Unterschied im
Organmodell und damit verbunden ein eventuell unterschiedliches Reagieren von
Endothelzellen verschiedener Gefaldprovenienz auf einen pathologischen Stimulus.
Des weiteren wurde in der Arbeit von Liu et al. eine nahezu doppelt so hohe Dosis an

Sevofluran verwendet als bei unseren Versuchen.
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4.8.3. KoronarfluB und Herzfrequenz

Bezuglich der funktionellen Herzparameter gibt es in der Sevoflurangruppe eine Be-
sonderheit, da hier der Koronarfluly unter basalen Bedingungen signifikant niedriger
war, als in der Kontrolle. Dies ist verwunderlich, da sich weder das durchschnittliche
Tiergewicht beider Gruppen, noch das Herztrockengewicht unterschied. Die Gabe
des Anasthetikums ist als Ursache ausgeschlossen, da die erste Baselinemessung
(Baselineq) bei allen Gruppen in Abwesenheit eines Anasthetikums durchgefuhrt
wurde. Wie aus den Versuchszahlen ersichtlich, ist die Sevoflurangruppe die kleinste
Versuchsgruppe gewesen (n = 5, gegentber n = 10 flr Kontrollen). Daher vermuten
wir, dal® diese Abweichung rein zufalliger Natur war.

Praischamisch zeigte sich in der Sevoflurangruppe ein weniger starker Abfall des
Koronarflusses, der in Anwesenheit von ANP auch signifikant war. Dies ist mit der
direkten vasodilatativen Wirkung des inhalativen Narkotikums zu erkldren %'°.
Postischamisch erhdohte Sevofluran den Koronarflu® in der frihen Reperfusionspha-
se und verlangsamte dann die Ruckkehr zu den Werten die in der Kontrollgruppe
erreicht wurden. Kowalski et al. konnten nachweisen, dal} im volumenkonstant per-
fundierten Langendorffherz postischamisch der koronare Perfusionsdruck nachlaft,
fanden aber zwischen Kontrollgruppe und Sevofluran keinen signifikanten Unter-
schied ”’. Auch Heind! et al. konnten in einem &hnlichen Versuchsaufbau keinen si-
gnifikanten Einflud von Sevofluran auf den Perfusionsdruck in den Koronarien

feststellen .

Ob fur den dilatierenden Effekt in unseren Experimenten die
Anwesenheit von ANP eine Rolle spielt liegt nahe, 1alt sich aber derzeit nicht
endgultig beantworten.

Es laRt sich aber feststellen, dafl’ der vermehrte Koronarfluf? in der Sevoflurangruppe
postischamisch nicht durch eine negativ chronotrope Wirkung zustande kommt, wel-
che die Diastole verlangern wurde und somit einen positiven Effekt auf die Koronar-
perfusion austben kdnnte.

Zusammenfassend lalt sich sagen, dald Sevofluran trotz einer Erhéhung des Koro-
narflusses im Vergleich zur Kontrollgruppe die Permeabilitat und die Herzfrequenz

nicht signifikant beeinfluf3t.
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4.9. Propofol

4.9.1. Wirkung und Pharmakokinetik

Propofol ist ein intravendses Anasthetikum, das in den spaten Achtzigern in den Kili-
nischen Alltag eingefiihrt wurde '*® und heute aufgrund seiner pharmakokinetischen
Eigenschaften breite Anwendung findet. Es zeichnet sich durch eine kurze Wirkdau-
er, eine schnelle An- und Abflutungszeit und eine gute Steuerbarkeit aus ®°. Die zen-
tralnervdose hypnotische Wirkung wird wahrscheinlich durch Beeinflussung von

GABA-Rezeptoren hervorgerufen °’

, €s gibt aber Berichte, die andere Rezeptoren
als moglichen Wirkungsort sehen, z. B. zentralnervése Acetylcholinrezeptoren % Die
klinische Plasmakonzentration wahrend einer Narkose wird in der Literatur zwischen

1 und 10 ug/ml angegeben °'12%¢

, wobei die EiweilRbindung Uber 90 % betragt. Somit
ist unsere gewahlte Konzentration von 1 pg/ml im oberen Bereich der in-vivo erreich-
ten freien Plasmakonzentration.

Als kardiovaskulare Nebenwirkungen sind Hypotension, negative Chronotropie und
Bradykardien beschrieben *3272102110:132165 “ A ;ch wurden direkt dilatative Effekte an
den Koronarien beschrieben %32 Als méglicher Mechanismus kommt dabei ein

direkt stimulierender Effekt auf die NO-Freisetzung aus dem Endothel in Betracht """,

4.9.2, EinfluB auf die Permeabilitat

4.9.2.1. EinfluB auf die Permeabilitat unter basalen Bedingungen

In unserem Modell konnte unter basalen Bedingungen gezeigt werden, dal} Propofol
einen signifikanten permeabilitdtssenkenden Effekt hat (Baseline;). Dieser wird durch
die Anwesenheit des muskarinergen Antagonisten 4-DAMP (M3-Rezeptoren-Blocker)
noch verstarkt. Der genaue Mechanismus bleibt dabei unklar. Eine mogliche Erkla-
rung bietet eine Arbeit aus unserem Labor: Voigtlander et al. konnten zeigen, dal}
Propofol in einem Erythrozytenmodell einen hemmenden Einflul® auf Aquaporine be-
sitzt '**. Aquaporine dienen dem intra- und transzelluldren Wassertransport und wer-
den auch auf Endothelzellen in hohem Male exprimiert. Somit besteht die Moglich-
keit, dal® bei intaktem Endothel der Wassertransport transzellular lauft und dieser
durch das Anasthetikum vermindert wird. Widerspruchlich zu dieser Erklarung ist,
daR auch Thiopental Aquaporine hemmt '**, aber in unserem Modell unter basalen
Bedingungen keine signifikante Verminderung des Transsudatflues erzielen konnte.
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Inwieweit Aquaporine fur den basalen Propofoleffekt verantwortlich sind, bleibt also
offen. Moglicherweise sind die Aquaporine humaner Erythrozyten und von Endothel-
zellen des Meerschweins unterschiedlich empfindlich gegenluber Thiopental und

Propofol.

4.9.2.2. EinfluB auf die Permeabilitat unter praischamischen Bedingungen

In unserem Modell konnte gezeigt werden, dald Propofol einen signifikant steigern-
den Effekt auf die durch ANP-induzierte Permeabilitat hat. Auch das Organddem
nach Versuchsende ist in der Propofolgruppe signifikant erhdht. Dies steht in Wider-
spruch zu unseren Beobachtungen unter basalen Bedingungen. Eine mogliche Erkla-
rung ist, dal® die basale Permeabilitat, wie schon oben erwahnt, hauptsachlich tber
transzellulare Wege lauft, pathologische Permeabilitatsanderungen sich aber in ei-
nem verstarkten parazellularen Leck bemerkbar machen. Diese beiden Wege wer-
den von Propofol unterschiedlich beeinfluft.

Christ et al. konnten demonstrieren, dal eine Narkose die endotheliale Permeabilitat
beeinflult ®. Nach Narkoseeinleitung mit Thiopental oder Etomidat und Weiterfiih-
rung der Narkose mit Isofluran (Handchirurgie oder Leistenhernien) nahm die Flus-
sigkeitsfiltrationskapazitat und die Permeabilitdt des Endothels ab. Dieser Ansatz
wurde weiter verfolgt und so konnte dieselbe Arbeitsgruppe in einer 2002 veroéffent-
lichten Studie nachweisen, dal® dieses Phanomen auch unter Sevofluran zu beo-
bachten ist (elektive Brustchirurgie), nicht aber unter Propofol ™. Daraus 138t sich
schliel3en, dald Propofol unter Narkosebedingungen die Permeabilitat im Vergleich zu
anderen Narkotika erhoht. Diese Ergebnisse werden durch unsere Beobachtungen
gestutzt.

Durch die Zugabe von muskarinergen Antagonisten (Versuchsprotokoll 2) konnten
wir den permeabilitatssteigernden Effekt von Propofol reduzieren. Dabei erwies sich
der Ms-Antagonist 4-DAMP als selektiver: Durch 4-DAMP konnten die Propofol-
induzierten TranssudatfluRsteigerungen signifikant gesenkt werden, wahrend dies
durch den Mx-Antagonisten Methoctramin nicht moglich war.

Somit scheint Propofol muskarinerge Rezeptoren zu aktivieren, oder zumindest zu
modifizieren, so dal® die Wirkung von endogenem Acetylcholin verstarkt wird. Dies ist
aufgrund der Allosterie der Rezeptoren durchaus denkbar "%’ Tucek et al. konnten
nachweisen, dal} das Muskelrelaxans Alcuronium in einem bestimmten Konzentrati-

onsbereich die Affinitdt muskarinerger Rezeptoren fir Methylscopolamin erhoht. Ya-
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mamoto et al. haben demonstriert, dal® Propofol seine negativ-chronotrope Wirkung
zumindest teilweise Uber M,-Rezeptoren vermittelt. Auch die NO-Synthase und die
Guanylylcyclase sind bei der Transduktion der Propofolwirkung Uber muskarinerge
Rezeptoren teilweise beteiligt, was sich durch Hemmung der jeweiligen Enzyme zei-
gen 1aRt . Auch die von Baraka durch Propofol in Verbindung mit Suxamethonium
beschriebenen Bradykardien ° lieRen sich durch die Pramedikation mit Atropin, ei-
nem nichtselektiven Muskarinantagonisten, verhindern. Ebenso liel3 sich die bron-
chodilatatorische Wirkung von Propofol durch Zugabe von Atropin hemmen *’. Auch
andere Substanzen, die in der Acetylcholin-Signalkaskade eine wichtige Rolle spie-
len, werden durch Propofol beeinflu3t. So konnten Petros et al. und Park et al. unab-
hangig voneinander zeigen, dal} Propofol die NO-Freisetzung aus Endothelzellen
fordert '%%""". Auch cGMP, das als second messenger sowohl im ANP-, als auch im
Signalweg des Acetylcholins eine wichtige Rolle spielt, wird durch Propofol beein-
fluRt. Liu et al. und Shirakami et al. konnten in unterschiedlichen Modellen und an
unterschiedlichen Zelltypen nachweisen, dafd intracellulares cGMP durch das Anas-
thetikum erhoht wird 8%, Somit kénnte cGMP der gemeinsame Endpunkt fiir die
Permeabilitatserhdhung durch ANP und Propofol sein. Leider liel3 sich in unserem
Modell im Effluat freigesetztes cGMP mit den beiden verwendeten ELISA-Systemen
nicht adaquat nachweisen.

Dennoch ist der cGMP-Weg eine mogliche Erklarung fur den in unserem Modell ge-
sehenen Effekt und Ialt sich mit der Datenlage in der Literatur gut in Einklang brin-
gen. Die Wirkung auf den muskarinergen Rezeptor und das Verschwinden des Pro-
pofoleffektes durch Blockade des Ms-Rezeptors liefld sich dabei eindrucksvoll darstel-
len.

Bei der Blockade der Rezeptoren ist aufgefallen, dal} die M,-Blockade zum einen
keinen signifikanten Unterschied zur Propofolgruppe erbracht hat, zum anderen ent-
steht der Eindruck, dald der Mz-Antagonist Methoctramin auch in Abwesenheit von
Propofol den Transsudatfluld hemmt, wenn auch nicht signifikant. Daraus konnte ge-
schlossen werden, dald Methoctramin im Vergleich zu 4-DAMP die Permeabilitat un-
spezifischer beeinflut. Ob dies an einer eingeschrankten Selektivitat im gewahlten

Konzentrationsbereich fiir Methoctramin liegt "’

, oder an einer nicht gleichmafigen
Verteilung der Rezeptorsubtypen, 18Rt sich nicht sagen. Ublicherweise werden M,-
Rezeptoren dem Reizleitungssystem des Herzens zugeordnet, wahrend Ms-

Rezeptoren auf glatten Muskelzellen zu finden sind ’. Uber die Rezeptorenverteilung
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im Endothel der Koronarien (human oder Meerschwein) lielen sich keine Untersu-
chungen in der Literatur finden.

Es gibt jedoch auch Untersuchungen, die fur Propofol einen antagonistischen Effekt
an muskarinergen Rezeptoren postulieren **°. Miyawaki et al. haben einen hem-
menden Einflul von Propofol auf die acetylcholinstimulierte cGMP-Produktion an
Aortenringen der Ratte gezeigt. Eine wichtige Rolle konnte dabei die Lage des jewei-
ligen GefalRabschnittes spielen. So konnten Coughlan et al. nachweisen, dal} die
vasodilatatorische Wirkung von Propofol von der GefalRgrofde abhangt und kleinere
GefaRe mit einer stirkeren Vasodilatation reagieren .

Hirota et al. haben in einer Verdrangungsstudie gezeigt, dald Propofol bezlglich
Scopolamin keine Affinitit zu M1/M2/Ms-Rezeptoren besitzt °°. Diese Ergebnisse ste-
hen nicht unbedingt in Widerspruch zu unseren Resultaten. Muskarinerge Rezepto-
ren sind allosterische Moleklle mit mehreren Taschen fir die Bindung von potenziel-
len Agonisten oder Antagonisten. Es ist durchaus denkbar, dal® Propofol an einer
anderen Domane als Scopolamin bindet und es somit nicht zu einer Verdrangung
kommt "7, Auch die Gruppe um Yamamoto konnte erst bei relativ hohen Konzentra-
tionen eine Verdriangung von [°H]Quinuclidinyl Benzilat durch Propofol am muskari-
nergen Rezeptor feststellen, dennoch konnten sie den Effekt von Propofol auf die
Chronotropie durch Methoctramin zu fiinfzig Prozent hemmen ',

Um eine mdogliche Verstarkung von exogen zugefluhrtem Acetylcholin zu untersu-
chen, konzipierten wir ein drittes Versuchsprotokoll. Dabei konnte nur ein Trend flr
einen potenzierenden Effekt von Propofol auf die Wirkung von exogenem Acetylcho-
lin festgestellt werden. Dieser war jedoch zu keinem Zeitpunkt signifikant. Eine Erkla-
rung fur die fehlende Signifikanz ware, dall Propofol an muskarinergen Rezeptoren
als partieller Agonist wirkt, oder muskarinerge Rezeptoren so verandert, dal} die Affi-
nitat fir endogenes Acetylcholin gesteigert wird und dann in Anwesenheit von ANP
die Permeabilitat des Endothels erhoht. Dabei ist zu beachten, da® ANP und Acetyl-
cholin einen gemeinsamen second messenger besitzen, namlich cGMP. Yonemaru
et al. konnten zeigen, dal® ANP Uber einen cGMP vermittelten Prozel} die Permeabi-
litdt in Monolayern erhéht 7. Somit ware méglicherweise dieses Nukleotid in Verbin-
dung mit muskarinergen Rezeptoren fur den Permeabilitdtsanstieg in Anwesenheit
von ANP und Propofol verantwortlich. Endogenes (extraluminales) und exogenes
(intravasales) Acetylcholin kdnnten sich durchaus in ihrer Wirkung unterscheiden,

wenn die verantwortlichen Rezeptoren eine unterschiedliche Verteilung zwischen
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intra- und extraluminalen Zelloberflachen besitzen sollten. Die koronaren Endothel-
zellen stellen bekanntlich eine metabolische Barriere fur Acetylcholin dar (Spaltung
durch Cholinesterase), so dald exogen appliziertes Acetylcholin in Konzentrationen
bis ca. 100 nM keinen Zutritt zum interstitiellen Raum findet ’.

Eine andere theoretische Erklarung flr den permeabilitatsverstarkenden Effekt von
Propofol — neben der cGMP-Erhdhung - ist die intrazellulare Erhéhung von Kalzium,
die mittels M3-Rezeptoren vermittelt wird (siehe Abbildung 45). Es ist bekannt, dal
Kalzium eine wichtige Rolle in der Permeabilitdtsregulierung in der Endothelzelle
spielt, unter anderem iiber die Aktivierung von Actin- und Myosinfilamenten *°. Da-
bei kdnnte dieser Kalziumuberschuly, ahnlich wie bei Kardiomyozyten in der Reper-
fusion, zu einer Kontraktur der Endothelzelle mittels Actin- und Moysinfilamente im
Zytoskelett fihren. Die Zytoskelettveranderungen stellen auch einen moglichen per-
meabilitatssteigernden Mechanismus dar ?%'°%'?° Kanaya et al. konnten zudem zei-
gen, daly Propofol in ventrikularen Rattenmyozyten die Myofilamentsensitivitat far
Kalzium erhoht . Dies muR zwar nicht fiir die Endothelzelle gelten, wére aber denk-
bar und konnte somit bei einer intrazellularen Kalziumerhdéhung zu einer durch Pro-
pofol induzierten Verstarkung der Kalziumwirkung auf die Permeabilitat flhren. Eine
Zusammenfassung der mdglichen Rezeptorwege ist in Abbildung 46 schematisch

dargestellt.
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Abbildung 46: Zusammenfassung der moglichen Rezeptor- und TransduktionsbeeinfluBung
durch Propofol

In dieser Graphik sind die moglichen Rezeptorwege zusammengefaldt, die bei der durch Propofol in-
duzierten Permeabilitdtssteigerung beteiligt sein kdnnten. Dabei ist eine Affinitdtsdnderung am Rezep-
tor flir endogenes Acetylcholin denkbar, aber auch eine direkte Wirkung auf second messenger und
intrazellulare Enzyme.

P = Propofol, PLC = Phospholipase C, IP3 = Inositol-1,2,5-Trisphosphat, ER = Endoplasmatisches
Retikulum, CaM = Calmodulin

4.9.2.3. EinfluB auf die Permeabilitat unter postischamischen Bedingungen

Postischamisch erhdht Propofol in der Reperfusion den Transsudatflul® signifikant
und auch das Odem der isolierten Organe war in der Propofolgruppe nach Versuch-
sende signifikant héher als in der Kontrollgruppe. Diese Ergebnisse weichen auf den
ersten Blick von der gangigen Literatur ab, die fur Propofol hinsichtlich Ischa-
mie/Reperfusionsschaden einen protektiven Effekt postuliert 84737593188 Der protek-
tive Effekt in der Literatur besteht dabei allerdings in einer besseren Erholung bezig-
lich der linksventrikular-entwickelten Drlicke, aortaler Spitzendriicke, Laktatdehydro-
genase-Ausschuttung (LDH), Herzfrequenz, enddiastolischen Dricke, Histologie und
Lipidperoxidation. Als potentielle Mechanismen gelten dabei Wirkungen des Propo-
fols als:

- Radikalfanger >
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- Inhibitor der mitochondrialen Permeabilititstransition **

- Inhibitor des langsamen Calciumstroms vom Sarkolemm 2°
Trotz dieser benefiziellen Wirkungen konnte in der Arbeit von Yoo et al. '®® kein pro-
tektiver Effekt von Propofol auf das Endothel festgestellt werden. Nach Ischa-
mie/Reperfusion war auch in Anwesenheit von Propofol eine Dysfunktion im Hinblick
auf eine acetylcholininduzierte Vasodilatation zu verzeichnen.
Zusatzlich muld erwahnt werden, dal} in nahezu allen Arbeiten, die fur Propofol einen
protektiven Effekte bezuglich des Ischamie/Reperfusionsschadens nachweisen konn-
ten, deutlich héhere Konzentrationen verwendet wurden. Ebel et al. demonstrierten,
dald bei einer Konzentration von 1 pg/ml kein positiver Effekt von Propofol auf eine
regionale Ischamie des Rattenherzens zu verzeichnen ist 31 Dabei vermuten die Au-
toren, dal durch supraklinische Konzentrationen die kardiodepressive Wirkung einen
verminderten Sauerstoffbedarf des ischamischen Herzens bewirkt, was nach der
Reperfusion durch eine bessere Funktion widergespiegelt wird. Bezlglich der Per-
meabilitdt von Endothel wurde in keiner der zitierten Arbeiten eine Aussage getrof-
fen. Somit muf in Hinblick auf unsere Ergebnisse die protektive Wirkung von Propo-
fol auf Ischamie/Reperfusionsschaden am Herzen kritisch betrachtet werden, da ein
kardiales Odem, das durch Propofol verstarkt wird, die Erholung des Organs negativ

beeinfluRen kann 4%149

4.9.3. KoronarfluB und Herzfrequenz

4.9.3.1. KoronarfluBB

Bezuglich des Koronarflusses ist festzustellen, dal} Propofol in Anwesenheit von
ANP sowohl pra-, als auch postischamisch eine FluRzunahme hervorruft. Fur dieses
Hypnotikum ist eine direkte vasodilatative Wirkung beschrieben, die hier mdglicher-
weise zur Geltung kommt '°%"%2_ Es scheint, als ob dieser Effekt durch die Anwesen-
heit von ANP verstarkt wird. Auch postischamisch verursacht Propofol eine Vasodila-
tation mit einem erhdhten Koronarflu®. Dieser erhdhte Koronarflu3 ist, im Gegensatz
zu der Versuchsgruppe mit Sevofluran, mit einem erhdhten Transsudatflu® verbun-
den. Korrelationsberechnungen konnten dabei keine Abhangigkeit im Sinne eines
vermehrten ,shear stress® Phanomens zeigen, so dal} die Steigerung von Koronar-
flud und Transsudatflul? als unabhangige Auswirkungen zu betrachten sind.

Durch die Zufuhr der muskarinergen Antagonisten Methoctramin und 4-DAMP wurde

der Koronarfluf3 in der Propofolgruppe nicht beeinflul3t. Somit scheint dieser Effekt
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nicht durch muskarine Rezeptoren vermittelt zu sein. Dies wird durch die Versuche
des dritten Protokolls bestatigt: Propofol hatte keinen potenzierenden Effekt auf die
Wirkung von exogen zugefuhrtem Acetylcholin. In beiden Gruppen ist eine von der
Acetylcholinkonzentration abhangige Steigerung des Koronarflusses festzustellen.
Dies ist mit der bekannten Wirkung von Acetylcholin am Endothel - Stimulation der
NO-Synthese - gut in Einklang zu bringen 2.

Die Vasodilatation spricht zudem fur die Gute der Praparation, da eine acetylcholin-
vermittelte Vasodilatation nur in Anwesenheit von Endothel erfolgen kann, diese Zel-
len aber wahrend der Praparation am empfindlichsten auf Ischamie und andere

schadigende Einflisse reagieren.

4.9.3.2. Herzfrequenz

Die Herzfrequenz wird in Anwesenheit von ANP durch Propofol nicht signifikant be-
einflut. Es kann also ausgeschlossen werden, dal} durch eine Abnahme der Fre-
quenz und einer damit verbundenen Verlangerung der Diastole eine langere Filtrati-
onszeit besteht, welche die TranssudatfluRzunahme erklaren konnte.

Auch durch Zugabe der muskarinergen Antagonisten wird keine Anderung bei der
Herzfrequenz erzielt. Allerdings ergab sich durch die Zugabe von exogenem Acetyl-
cholin im Versuchsprotokoll 3 ein unerwarteter Effekt: Acetylcholin wirkt bekanntlich
negativ chronotrop, in unserem Modell war aber mit steigender Acetylcholinkonzen-
tration eine Zunahme der Frequenz festzustellen. Als mdgliche Ursachen fur dieses
.paradoxe“ Phanomen vermuten wir eine Erwarmung des Praparates bei hdherer
Perfusionsrate, sowie eine reflektorische Zunahme der Herzfrequenz als Reaktion
auf eine vermehrte Volumenbelastung. Diese ergibt sich aus dem gesteigerten Koro-
narflufd, der durch den Sinus coronarius in den rechten Vorhof und anschlieend in
den rechten Ventrikel drainiert wird. Dies fuhrt zu einer Zunahme des Volumens, auf
die das Herz physiologisch primar mit einer Zunahme des Schlagvolumens reagiert,
sekundar durch Frequenzanstieg. In der Propofolgruppe war dieses Phanomen we-
niger deutlich zu beobachten. Die Unterschiede zwischen den Gruppen sind zwar
nicht signifikant, wir erklaren diese Tendenz aber durch eine Verminderung der Herz-
frequenzvariabilitat durch Propofol. Kanaya et al. demonstrierten, dal} Propofol beim
Menschen die Herzfrequenz konstant halt, unabhangig vom Blutdruck und vom
Wachheitszustand ®°. Die negative Chronotropie ist fur Propofol bekannt und wird

teilweise, wie schon oben erwahnt, durch muskarinerge Rezeptoren vermittelt '°.
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Dies konnte in unserem Modell dazu fuhren, dal® das Herz in Anwesenheit von Pro-
pofol nicht durch einen Frequenzanstieg auf die vermehrte Volumenbelastung rea-

giert.
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5. Zusammenfassung

Einleitung

Endothelzellen bilden im intakten Organismus eine Barriere zwischen dem intra- und
extravasalen Raum. Sie regulieren nicht nur den Vasotonus und die Gerinnung, son-
dern sie sind auch fir die nutritive Versorgung von Geweben zustandig, indem sie
die hierfur bendtigte Grundpermeabilitat regulieren. Die Regulierung der Grundper-
meabilitat dient aber auch zur Aufrechterhaltung der Form von Geweben und Orga-
nen und damit ihrer Funktion.

Diese Barrierefunktion von Endothelzellen kann durch eine Vielzahl von Einflissen
gestort werden, wie z. B: Entzindungsreaktionen, Erhohung von Schubspannung
(,shear stress®) und durch permeabilitatssteigernde Peptide wie ANP. Auch Reperfu-
sion/lschamie, die weitgehend der Entitat der Entzliindungsreaktionen zuzuordnen
sind, fihren zu einer Erhdhung der Permeabilitat.

Far Anasthetika wurde eine Beeinflussung der Endothelpermeabilitat in diversen
Veroffentlichungen nachgewiesen. So konnte gezeigt werden, dal® Propofol und
Thiopental in der Lage sind den WasserfluR via Aquaporin-1 zu hemmen "**. Brueg-
ger et al. konnten am Menschen zeigen, dall Sevofluran die Permeabilitdt wahrend
einer Allgemeinanasthesie im Gegensatz zu Propofol verringert '*. Situationen mit
erhohter Permeabilitat, wie sie z. B. wahrend gefalichirurgischen Eingriffen auftreten

'® oder bei gesteigerter Ausschiittung von atrialem natriuretischen Peptid

konnen
(ANP) und nach Gewebeischamie (Odembildung) wurden nicht untersucht. Somit
war es Ziel dieser Arbeit, mit einem experimentellen Versuchsaufbau mogliche Effek-
te von ausgewahlten Anasthetika auf die Permeabilitat zu detektieren und nach Mog-

lichkeit einen Wirkmechanismus zu eruieren.

Methodik

Als Modell wurde das druckkontrolliert-perfundierte isolierte Herz nach Langendorff
gewahlt, da so ein definiertes intaktes Gefaldsystem (Koronarien) zur Verfigung
stand und gleichzeitig mogliche kardiale Nebenwirkungen der Anasthetika erkennbar
sein wurden. Gemessen wurden Transsudatflu®, Koronarflu, Herzfrequenz und
nach Versuchsende die Odemfraktion des Herzens. Der Transsudatflu stellt hierbei

ein direktes Mal fur die Nettofiltration im koronaren GefalRbett dar.
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Als Anasthetika wurden Thiopental, Ketamin, Sevofluran und Propfol in klinisch Ubli-
chen Dosierungen verwendet. Um eine definierte Permeabilitatserhohung zu schaf-
fen, kamen zwei unterschiedliche Stimuli zur Anwendung: Applikation von ANP und
eine Ischamie mit Reperfusion.

Um einen moglichen Mechanismus der Permeabilitatserhohung durch Anasthetika
pharmakologisch nachzuweisen, wurden in einem weiteren Versuchsprotokoll
muskarinerge Antagonisten (Methoctramin flir M- und 4-DAMP fur M3-Rezeptoren)
zugegeben. Ein potentiell verstarkender Effekt von Anasthetika auf die durch die Zu-
fuhr von exogenem Acetylcholin verursachte Permeabilitdt wurde in einem dritten

Versuchsprotokoll untersucht.

Ergebnisse

Die Herzfrequenz wurde durch keines der verwendeten Anasthetika signifikant ver-
andert. Bezlglich des KoronarflulRes ergaben sich nur fir Sevofluran und Propofol
signifikante Veranderungen. Beide Anasthetika erhdhten den Koronarflu®, fuhrten
also zu einer direkten Vasodilatation.

Auf die Permeabilitat wirkte sich nur Propofol aus. Unter basalen Bedingungen kam
es zu einer gewissen Abdichtung der GefalRe. Hierbei kénnte die Hemmung von
Aquaporinen und somit der transzellularen Wasserpermeabilitat stattfinden. Anderer-
seits verstarkte Propofol sowohl die durch ANP induzierte, als auch die durch Ischa-
mie/Reperfusion in Anwesenheit von ANP verursachte Permeabilitat signifikant. Die-
se Befunde wurden nach Versuchsende durch ein signifikant erhdhtes Organédem
gestutzt. Dabei konnte ein Zusammenhang zwischen Transsudatflu® und Koronar-
flul im Sinne einer shear stress-Erhdhung mittels einer Korrelationsprufung ausge-
schlossen werden.

Der permeabilitatserhhende Effekt lied sich durch Blockade von muskarinergen Re-
zeptoren reduzieren. Dabei konnte der selektive Ms-Antagonist 4-DAMP die Wirkung
von Propofol auf die Permeabilitdt nahezu vollstandig unterdricken, ohne einen in-
trinsischen Einfluld auf die ANP-induzierte Permeabilitdt zu haben. Der selektive M,-
Antagonist Methoctramin zeigte ebenfalls einen Trend zur Senkung der durch Propo-
fol aggravierten Permeabilitat, dieser Effekt erwies sich doch als deutlich unspezifi-

scher als die Blockade von M3-Rezeptoren.
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Die Wirkung von exogen zugefuhrtem Acetylcholin auf die Permeabilitdt konnte
durch Propofol nicht signifikant verstarkt werden, auch wenn ein Trend in diese Rich-

tung vorhanden war.

SchluRfolgerungen

Ein Einflul auf die Permeabilitdt konnte bei den verwendeten Anasthetika nur fur
Propofol festgestellt werden. Neben einer mafligen abdichtenden Wirkung unter ba-
salen Bedingungen fuhrt Propofol zu einer deutlichen Zunahme der Permeabilitat bei
stimuliertem Endothel. Dieser Effekt ist M3-Rezeptor vermittelt oder zumindest asso-
ziert. Diese Beobachtung wird durch andere muskarinerg-vermittelte Propofoleffekte
untermauert >°716°.

Far die klinische Anasthesie sind diese Befunde von Bedeutung. Eine Verstarkung
der endothelialen Permeabilitat fihrt zu einem Flussigkeitsverlust von intravasal nach
extravasal und mufd durch eine exogene Zufuhr substituiert werden. Dies stellt, bei
Eingriffen mit einer erhdhten Schrankenstorung (z. B. Gefalichirurgie) ein erhdhtes
Risiko flr den Patienten dar, da der Flussigkeitsbedarf unter Umstanden nicht abzu-
schatzen ist und es zu einer Uber- oder Untersubstitution kommen kann. Durch die
Wahl des Anasthetikums kann die Permeabilitat des Endothels wahrscheinlich auch
in vivo beeinflullt werden. Diese tierexperimentellen Befunde mussen nun in klini-

schen Studien Uberpruft werden.
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6. Abkurzungstabelle

ANP
BNP
cAMP
cGPM
DAMP
EDRF
eNOS
MAC
NO
PTCA
TNFa

Atriales natriuretisches Peptid

Brain natriuretisches Peptid

zyklisches Adenosinmonophsophat

zyklisches Guanosinmonophsophat
4-Diphenylacetoxy-N-methylpiperidin Methiodid
endothelium-derived relaxing factor
endotheliale NO-Synthase

minimale alveolare Konzentration

Stickoxid

perkutane transluminale Koronarangiographie

Tumornekrosefaktor a
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