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1 Einleitung

1 Einleitung

Die chronische ischamische Herzerkrankung ist &tatistischem Bundesamt nach wie vor
die haufigste Todesursache in der Bundesrepublilutddbland. Dabei kdénnen sich
Perfusionsstdérungen des Myokards in verschiedepnemén darstellen. Zu nennen sind aul3er
dem klassischen Myokardinfarkt zwei Arten von kaktien Dysfunktionen. Die beiden
Phanomene ,hibernation” und myokardiales Stunning potentiell reversible Stérungen der
Myokardfunktion, wobei bei der ersteren eine redrtei Koronarperfusion wéhrend einer
prolongierten Ischdmiephase besteht. Als Schutzamsimus werden proportional zur
Hypoperfusion die kontraktile Funktion sowie derakgrdiale Energiemetabolismus gesenkt.
Diese Art der Dysfunktion verlangt meistens einechamische Intervention wie z.B. eine
Katheterintervention oder Bypass-Operation. Beimokaydialen Stunning besteht die
kontraktile Dysfunktion trotz normaler oder gar supprmaler Koronarperfusion fort und ist
bisher nur einer symptomatischen Therapie zugdmgliziese Therapie besteht in einer
Katecholamingabe, welche auf den Organismus imenaitVerlauf der Erkrankung ebenfalls
potentiell schadigend wirken kann. Bei Stresseikuwig auf den Organismus, wie z.B. einer
Myokardischamie, werden vom Korper morphindhnlicBebstanzen freigesetzt, die so
genannten endogenen Opioidpeptide. Diese bewirken kardiodepression, also negative
Inotropie mit nachfolgender Hypotension sowie Biaigdie. Daher ist bei einer
vorbestehenden Myokardschadigung der Einsatz vdecKalaminen erforderlich. Ein viel
versprechender Ansatz zur Durchbrechung dieseaulG&cvitiosus wéare, wenn sich eine
Blockade bestimmter oder aller endogener Opioidgeqtositiv auf myokardiales Stunning
auswirken wirde.

Als GroR3tiermodell stand fir Studien zu dieser Thgkn am wachen, chronisch
instrumentierten Tier bisher nur der Hund zur Vguiiig. Das Schwein als Versuchstier hat
jedoch entscheidende Vorteile. Vor allem ist dieatamie des Schweineherzens der des
Menschen sehr viel ahnlicher. Dies gilt im Besordefur die sehr schwach ausgepragte
koronare Kollateralisierung. Zusatzlich begunstiggringere Erwerbskosten und weniger

aufwendigere Haltungsbedingungen den Einsatz des<ias.



1 Einleitung

Ziel dieser Dissertation ist deshalb die Entwickjuzines neuen Tiermodells, welches sich

maoglichst nah an den Forderungen eines Idealmoideltéerlei Studien orientiert:

* Anatomische, physiologische und pathophysiologig¢tilee zum Menschen
— Guter Modellcharakter bei hoher Vergleichbarkeitsem Menschen

» Intaktes kardiovaskulares System

— Ermdglichung der Betrachtung der gesamten Hamadifna

* Intaktes vegetatives Nervensystem

— Gewabhrleistung aller natirlicher Interaktionen detn endogenen Opioidsystem

* Chronische Instrumentierung

— Elimination jeglicher Auswirkungen durch Anéastleeand operatives Trauma

» Versuch im Wachzustand
— Vermeidung einer Maskierung von Wirkungen auf@pgoidrezeptormodulation

* Verzicht auf jegliche Sedierung und Analgesie inp&xment
— Gewahrleistung einer artefaktfreien Auswertung@pioidrezeptormodulation

» Gleichzeitige Untersuchung unter physiologisched pathologischen Bedingungen
— Vorteil von Verum und Kontrolle in ein und demsatbTier



2 Literaturibersicht und Zielsetzung

2 Literaturiibersicht und Zielsetzung

2.1 Definition des Begriffs myokardiales Stunning nd allgemeine Grundlagen

Der Ausdruck myokardiales Stunning beschreibt éwersible kontraktile Dysfunktion des
Herzens nach voribergehender myokardialer Ischadiee,trotz Wiederherstellung einer
normalen oder gar supranormalen koronaren Perfiikien Stunden bis Tage andauern kann.
Dieses Phdnomen wurde erstmals 1975 beschrieb®iegindrickx und Mitarbeiter nach
einer Ischamiephase bei Hunden eine kontraktilefubysion beobachteten, die bei vitalem
Myokard trotz Wiederherstellung eines normalen karen Blutflusses weiter bestand
(Heyndrickx et al., 1975). Der Begriff ,stunning“unde einige Jahre spater von Braunwald
und Kloner gepréagt (Braunwald und Kloner, 1982)r Besdruck kann abgeleitet werden von
dem englischen Verb ,to stun“, was in das Deutsihersetzt ,betduben“ bedeutet. Die
wesentlichen Aspekte an der Definition sind: 1. Digsfunktion ist unabhangig von ihrer
Dauer vollstandig reversibel, d.h. es entstehenekegreversiblen Zellschadigungen und 2. es
besteht wahrend der Dysfunktion eine normale kawRarfusion.

Verschiedene Pathomechanismen, die an der Entgfelasnmyokardialen Stunnings beteiligt
sind, werden diskutiert (Bolli und Marban, 1999)ietbei handelt es sich um einen
multifaktoriellen Prozess, bei dem die im Folgenaeifigezahlten Mechanismen mitwirken.
Zum einen kommt es zu einem massiven Anstieg deazellularen Kalziums wahrend
Ischamie und Reperfusion. Weiterhin folgt eine kieeSchadigung der Zellen durch die
direkt nach Reperfusion gebildeten freien Saudrsiikale. Als letztes entsteht eine
Dysfunktion des sarkoplasmatischen Retikulums migreverminderten Ansprechbarkeit der
Myofilamente auf Kalzium (Bolli, 1990). Zusatzlicheu der durch die freien
Sauerstoffradikale hervorgerufenen Zellschadigumgl win negativer Effekt von endogen
gebildetem Stickstoffmonoxid postuliert (Huang ket 2003). Eine wesentliche Rolle spielt in
diesem Zusammenhang die kardiale Innervation beiiger Auspragung des myokardialen
Stunnings. Bei einer Schadigung der kardialen wateon stellt sich der Verlauf sehr viel
ausgepragter dar (Huang et al., 2003).

Vom myokardialen Stunning abzugrenzen ist eine taMéorm der kontraktilen Dysfunktion
am Herzen, dem so genannten ,hibernating myocard{&chulz und Heusch, 2000). Auch
dieser Prozess am vitalen Myokard ist vollstandayersibel, jedoch ist die koronare
Perfusion in Gegensatz zum Stunning wéahrend eir@ompgierten Ischamiephase reduziert.
Proportional zur myokardialen Hypoperfusion werdka kontraktile Funktion sowie der

-3-
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myokardiale Energiemetabolismus gesenkt, um dadrétah eines Infarkts zu verhindern
(Rahimtoola, 1985; Schulz und Heusch, 2000). Irsehe Zusammenhang erklart sich der
Ausdruck ,hibernation®, was Ubersetzt ,Winterschldfeil3t. Wéahrend dieses Phanomen
durch die Wiederherstellung eines normalen korond@ttflusses beendet werden kann,
entsteht das myokardiale Stunning nach Beendigurey éschamie bei normalem Blutfluss
und normalem myokardialen Metabolismus und kanm Tlibge andauern.

Weiterhin abzugrenzen von myokardialem Stunningdes so genannte ,preconditioning®
(PC). Der Begriff ,preconditioning” beschreibt eiverbesserung der Ischamietoleranz des
Myokards, die durch diverse, der Ischamie vorausgeé Stimuli bewirkt werden kann. Es
werden beim PC pharmakologische von nicht-pharnogisethen Formen unterschieden. Zu
den nicht-pharmakologischen Stimuli zahlt das soagate ,ischemic preconditioning®
(IPC), bei dem mehrere kurz dauernde Ischdmie- Raperfusionsphasen einer langeren
Ischéamiephase vorangegangen sind. Pharmakologi§tireuli sind z.B. Endotoxine,
Zytokine, freie Sauerstoffradikale, Adenosinrezepgonisten oder auch
Opioidrezeptoragonisten (Bolli, 2000).

In der Klinik kann die Diagnose myokardiales Stungninur mit Einschrankung gestellt
werden, da die diagnostischen Mdglichkeiten bedresiad (Bolli, 1998). Mithilfe der
Echokardiographie sowie der kardialen Magnetresoioamographie (Kernspintomographie,
MRT) kdonnen zwar viele kardiale Funktionen exakstlemt werden, in der Regel kdnnen
jedoch keine Aussagen uber genauen Beginn und @rdischamiephase getroffen werden.
Auch sind profunde Angaben Uber den Grad der Herfastorung wahrend der
Ischdmiephase nicht moglich. Dadurch wird eine A&bgung von stummer Ischamie,
subendokardialem Infarkt oder ,hibernation* erschwBolli, 1992). Trotzdem spricht vieles
daflr, dass myokardiales Stunning bei Patienterkandnarer Herzerkrankung zur Morbiditat
und Mortalitat beitragt (Bolli, 1992). Es kann valem auftreten bei instabiler Angina
pectoris, belastungsinduzierter Myokardischamie mach akutem Myokardinfarkt mit friher
Reperfusion (Bolli, 1998). Auch bei der Therapieutgk ischamischer Syndrome spielt
Stunning eine grof3e Rolle. Zu nennen sind hiethdi@mbolytische Therapie, die so genannte
Herzkatheterintervention oder auch perkutane tuanislale Koronarangioplastie (PTCA) und
die koronare Bypass-Chirurgie (Bolli, 1998). Zusalr ist das Vorkommen spontaner
Reperfusion moglich durch Lyse koronarer ThrombdarcAufhebung koronarer Spasmen.
Myokardiales Stunning kann, insbesondere bei Rpgkenten mit schon eingeschrankter
kontraktiler Reserve, zu einer ausgepragten hanadigthen Instabilitat fihren, aus der

weiterhin ein kardiogener Schock resultieren kaBRallé@ntyne et al., 1987). Eine korrekte
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Diagnose ist dabei wesentlich fur die Auswahl desgenden Therapie (Bolli, 1998). Bislang
ist die postischamische myokardiale Dysfunktion sgmptomatisch therapierbar, wéahrend
Erkrankungen mit eingeschréankter Myokardperfusiomeechanisches Eingreifen erfordern.

2.2 Effekte von endogenen Opioidpeptiden, Opioidre&ptoragonisten und
-antagonisten auf das kardiovaskulare System

Endogene Opioidpeptide (EOP) sind korpereigene t8absn, die die natlrlichen Liganden
der Opioidrezeptoren darstellen. Sie sind unteressrd mitbeteiligt an der Regulation der
Schmerzempfindlichkeit, des Kreislaufs, der Darmhtét sowie der Sekretion von

Hormonen und stehen in enger Verbindung zum vagetaNervensystem (Starke und Palm,
1992; Barron, 1999). Eine entwicklungsgeschichtligithtige Funktion haben sie beim

Uberlebenskampf durch die Blockade des so genanggestektiven Systems®. Dieses

protektive System bewirkt Reaktionen wAagst, Schmerz, Hypertension, Hyperventilation,
Tachykardie oder Harndrang, die grundsatzlich @pemswichtig und notwendig sind.

Dadurch ist z.B. ein Fluchttier erst in der Lagesf&hr — durch Angst — zu erkennen und
dieser schnell genug — durch Hyperventilation uadhlykardie — zu entkommen, durch die
Uber ein gesteigertes Herzzeit- und Atemminutenmeln dem Organismus mehr Sauerstoff
zur Verfigung gestellt wird. In bestimmten Belagfssituationen sind jedoch die eigentlichen
protektiven Mechanismen hinderlich, wie z.B. walirdfampfhandlungen, in denen Angst
oder Schmerzen eine Behinderung bedeuten wirdedieben Fallen werden natirlicher
Weise EOP freigesetzt (Jurna, 1992). Diese kdonneder heutigen Zeit jedoch auch zu
negativen Auswirkungen auf den Organismus fuhrargael Mensch sein Verhalten im Laufe
der Zeit gedndert hat. Vom frihen urzeitlichen Méesn mit viel Bewegung, vergleichsweise
gesunder, naturbelassener Ernahrung hat sich dderm® menschliche Organismus weit
entfernt. Bedingt durch Bewegungsmangel und einrddagstiberangebot werden im Rahmen
des so genannten metabolischen Syndroms degemeratteriosklerotische Erkrankungen
immer haufiger, oder besser formuliert: fast die g&le Demzufolge kann eine

kardiodepressive Wirkung der EOP, durch negativrope Wirkung mit nachfolgender

Hypotension und Zentralisation am schon vorgesgénj pra-ischdmischen Myokard im

Rahmen einer Belastungssituation zu fatalen Fofganren (Wu et al., 1993; Chen et al.,
1995). EOP werden in einer derartigen Situatiorhndeginn einer myokardialen Ischamie
vermehrt freigesetzt und sind mitbeteiligt an detsiehung des Myokardinfarkts (Chen et al.,

1995). Sie verstarken weiterhin die nach Ischamitretenden Symptome wie Arrhythmie
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und Bradykardie, welche unter Umstanden zum kaetieg Schock fihren kénnen (Wong
und Lee, 1987; Wu et al., 1993). Bestatigt werdesal Effekte durch Untersuchungen mit
dem unselektiven Opioidrezeptorantagonisten NaloXts wurde nachgewiesen, dass die
Applikation von Naloxon die Abnahme der myokardmkeontraktilitdt nach einer Ischamie
und anschlieRenden Reperfusion deutlich vermindeékienso wird das Auftreten von
Arrythmien reduziert (Fagbemi et al., 1982; Zhaalet1985).

Die Vorstufen der EOP, die Propeptide, werden inmtzZdnervensystem (ZNS), in der
Hypophyse, in der Darmwand sowie im Nebennierenngekpeichert und bei Bedarf
sezerniert. Bislang werden drei Propeptide untéedeim, aus denen die EOP infolge von
Spaltung durch Endoproteasen entstehen: 1. daspiBroeelanocortin, aus dem als
Hauptvertreter dag-Endorphin entsteht, 2. das Proenkephalin, aus dilsnmalgebliche
Peptide Methionin- und Leukin-Enkephalin entstebhed 3. das Prodynorphin, aus dem als
charakteristischer Vertreter das Dynorphin entstBhdopiomelanocortin wird im ZNS und
der Hypophyse gespeichert, wahrend ProdynorphinRindnkephalin auf3er im ZNS auch in
Darmwandneuronen zu finden sind. Das Proenkephaimmt zusatzlich in Zellen des
Nebennierenmarks vor (Starke und Palm, 1992). Diechd proteolytische Spaltung
entstandenen aktiven Peptide wirken Uber verscheeddrezeptoren, welche in
unterschiedlicher Konzentration im zentralen Nesystem und in peripheren Organen
vertreten sind.

Die folgenden Rezeptortypen sind beschriebén: k- und p-Rezeptoren, sowie der
Nociceptinrezeptor. Diese Rezeptortypen beinhgkereils eine Anzahl von Subtypen. So
existieren bis zum heutigen Tag-, up-, 01-, 6- Sowie k1-, k- und k3-Rezeptorsubtypen.
Davon wird derk;-Subtyp nochmals ir;4 undki-Einheiten unterteilt (Pasternak und Wood,
1986; Clark et al., 1989; Jiang et al., 1991).

Nach Bindung eines EOP an den entsprechenden Rezejpken so genannte G-Proteine,
das sind membrangebundene Proteine, als Vermd#eiSignale von der Zelloberflache in
das Zellinnere. Dabei geben sie die extrazellulfméormation als Hemmung der
Adenylatzyklase weiter, welche wiederum die Ak&vibestimmter lonenkanale beeinflusst
und dadurch die entsprechenden Stoffwechselvorgangang setzt.

Eine verstarkte Freisetzung der EOP findet auch kardiovaskularen Stress- und
Belastungssituationen statt. So konnten Chen undrbgiter bereits 1995 bei Patienten mit
myokardialem Infarkt eine erhdhgeEndorphinkonzentration nachweisen (Chen et ab519
Auch die Arbeitsgruppe um Paradis beschrieb eihérge Enkephalinkonzentration im Blut
nach Auslésen eines Infarkts bei Ratten (Paradel.et1992). Wu und Mitarbeiter (1993)
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zeigten weiterhin, dass die Ausschittung von Dyniorpwdhrend einer myokardialen
Isch&mie im Folgenden zu Arrhythmien, Hypotensiod Bradykardie fuhrte. Diese Effekte
konnten durch den unselektiven Antagonisten Naloxargeschwéacht werden. Dies
verdeutlicht eine Beteiligung der EOP an den besbbnen Reaktionen (Wu et al., 1993).
Zusatzlich sind die kardiovaskularen Effekte betimyrch die Interaktion mit dem
vegetativen Nervensystem, da durch EOP die Austsiditvon Katecholaminen im Sinne
eines Regelkreises gehemmt wird (Paradis et ab2;1®8arron, 1999). Das kann sich
einerseits negativ auf ein bereits vorgeschadilytgskard auswirken, da Hypotension und
Bradykardie nachfolgend zum kardiogenen Schockeititkbnnen. Andererseits stellt diese
Interaktion auch eine Schutzfunktion des Korpers, ala dadurch unter anderem der
Sauerstoffverbrauch vermindert und die ventrikuEremmerschwelle erhoht wird (Paradis et
al., 1992).

Durch den Einsatz von Opioidrezeptoragonisten bzamtagonisten wird nicht nur die
Schmerzempfindlichkeit sondern auch das kardiovaskuSystem beeinflusst (Barron,
1999). Am humanen Myokard sind sowohl p- als aueh und 8-Opioidrezeptoren
nachgewiesen worden (Villemagne et al., 2002; Paad Gross, 2004). Dabei gibt es
kontroverse Studien Uber die Effekte der verschmedeSubstanzen. Es wird von einigen
Autoren angenommen, dass UheiRezeptoragonisten keine Kardioprotektion statdind
(Ross et al., 1998; Schultz et al., 1998; Benestiet., 1999). Andere Studien konnten zeigen,
dass Fentanyl, welches als synthetisghigonist anndhernd ausschliel3lichijaRezeptoren
bindet, eine Kardioprotektion bewirkt (Kato und kp2000) sowie einen positiven Einfluss
auf die postischamische mechanische Funktion aysio et al., 2000). Bei diesen Studien
an isolierten Rattenherzen wurde Fentanyl alleslisghr hoch dosiert eingesetzt, was im
klinischen Gebrauch untblich wére.

Der Einfluss vonk-Rezeptoragonisten wird ebenso kontrovers diskutiBine Arbeit
beschreibt einen proarrhythmogenen Effekt nach ikppbn einesk-Rezeptoragonisten bei
Schweinen (Coles et al., 2003). Peart und Grossesdi@ Arbeitsgruppe um Wang konnten
wiederum eine kardioprotektive Wirkung vanselektiven Rezeptoragonisten an isolierten
Mause- bzw. Rattenherzen in Form von schnellerbiolang von myokardialem Stunning
bzw. Verringerung von Arrhythmien und Infarktvorkoran nachweisen (Wang et al., 2001,
Peart und Gross, 2004). Allerdings waren diesekii#fkonzentrationsabhéngig, denn nur bei
Applikation von mindestens 1 pM/l des-selektiven Agonisten U50,488 wurde eine
Kardioprotektion erzielt. Valtchanova-Matchouganska Ojewole (2002) konnten darlegen,

dassk-selektive Rezeptoragonisten die Infarktgrof3e maglokardialer Ischamie sowie das



2 Literaturibersicht und Zielsetzung

Auftreten von Arrhythmien und Extrasystolen bei teat vermindern. Auch die
Mortalitdtsrate nach dem Auftreten des myokardialafarkts war deutlich niedriger
(Valtchanova-Matchouganska und Ojewole, 2002). Ryld Mitarbeiter demonstrierten an
isolierten Rattenherzen einen positiv inotroperekfivonk-Rezeptoragonisten in Form von
erhohter Ansprechbarkeit der Myofilamente auf Katzi(Pyle et al., 2001).

Auch dend-selektiven Rezeptoragonisten wird von vielen Aeitorin protektiver Effekt
zugeschrieben. Sie sollen unter anderem einenemih preconditioning“-ahnlichen Effekt
bewirken (Schultz et al., 1998; Peart et al., 200@art und Kollegen vermuten jedoch, dass
der 5-Opioidrezeptor nur am Mechanismus der Kardiopridekbeteiligt ist (Peart et al.,
2003). Schultz und Mitarbeiter machen die Wirkunger d selektiven 3;-
Opioidrezeptoragonisten alleine fur einen ,ischemieconditioning®-Effekt verantwortlich
(Schultz et al.,, 1998). Mehrere Arbeitsgruppen kenn nachweisen, dass-
Opioidrezeptoragonisten das Infarktvorkommen nacyokardialer Ischamie reduzieren
(Kato und Foex, 2000; Wang et al., 2001; Sigg et 2002; Gross et al., 2005). Wenige
Untersuchungen befassen sich mit dem Einfluss d+B@zeptoragonisten auf myokardiales
Stunning. Dabei wird nach deren Applikation einérsdlere Erholung von myokardialem
Stunning beschrieben (Peart und Gross, 2004; Betnetdal., 1999).

Verschiedene Studien zeigen eine Verbesserung deroHynamik und postischdmischen
mechanischen Funktion bei einer unselektiven Bldekaon Opioidrezeptoren. Durch den
Einsatz des unselektiven Opioidrezeptorantagonisti@oxon konnten die vorher genannten
Effekte erzielt werden (Sakamoto et al., 1989; Wale 1993; Weber et al., 2001; Grol3e
Hartlage, 2002; Weber et al., 2002). Dabei scheitiese interessanterweise nicht peripher
sondern durch das zentrale Nervensystem verm#tekein, da nur Naloxon die positiven
Resultate bewirkt, nicht aber Naloxonmethiodid, clek die Blut-Hirn-Schranke nicht
penetrieren kann (Sakamoto et al., 1989; Webdr,2G01).

2.3 Tiermodelle zu dieser Thematik

Zur Durchfihrung von Studien zum Einfluss von EQ#vbOpioidrezeptoragonisten und -
antagonisten wahrend oder nach myokardialer Isah@md ihren Auswirkungen existieren
verschiedene Tiermodelle. Als Tierarten wurdenalem Ratten, Hunde und auch Schweine
gewahlt. Bislang existierende Modelle mit der Tier&chwein werden unter Punkt 2.4

gesondert betrachtet.
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2.3.1 Isolierte Herzen verschiedener Tierarten

Kato und Kollegen beschrieben in zwei Arbeiten psitiven Auswirkungen von Fentanyl
auf die postischamische myokardiale Funktion beliesten Rattenherzen nach Langendorff
(Kato et al., 2000; Kato und Foex, 2000). Diesesd®lowurde ebenfalls von Wang und
seinem Team zur Untersuchung der Bedeutung dromind k-Opioidrezeptoren auf das
.ischemic preconditioning” verwendet (Wang et &001). Peart und Gross erlauterten die
Bedeutung von - und x-Opioidrezeptoragonisten fur myokardiales Stunningd
verwendeten hierbei isolierte Mauseherzen nach éragyff (Peart und Gross, 2004). An
isolierten Meerschweinchenherzen wurde der positisféekt eines neu entwickelten
Opioidanalgetikums auf myokardiales Stunning untens (Wu et al., 2002).

2.3.2 Tierart Ratte

Paradis und Mitarbeiter untersuchten 1992 bei Ratte Enkephalinkonzentration nach
Induktion eines myokardialen Infarkts (Paradis let #992). Die Tiere wurden bis zu 24
Stunden post operationem beobachtet, wobei in miegstraum die Mortalitatsrate bei 50 %
lag. Die im Folgenden beschriebenen Untersuchumgeden bei anasthesierten Ratten am
offenen Thorax durchgefihrt. Die Arbeitsgruppe um Wéschaftigte sich mit der Rolle der
EOP bei myokardialer Ischamie (Wu et al., 1993)hulz und seine Forschungsgruppe
zeigten, das$;-Rezeptoren eine entscheidende Bedeutung bei delidgeotektion spielen
(Schultz et al., 1998). Den kardioprotektiven Effekness-Opioidrezeptoragonisten wiesen
Gross und Mitarbeiter ebenfalls im Akutversuch Retiten nach (Gross et al., 2005).

2.3.3 Tierart Kaninchen

Die Forschungsgruppe um Kodani verwendete Kaninéterhre Studien tber den Einfluss
einesd-Rezeptoragonisten beim ,ischemic preconditioniogtd beim folgenden Auftreten
bzw. Ausbleiben von myokardialen Stunning (Kodahiak, 2002). Die Tiere wurden
chronisch instrumentiert, erhielten eine postopezaErholungszeit von 14 Tagen und

wurden im Versuch weder sediert noch analgetiscsovegt.
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2.3.4 Tierart Hund

In akuten Versuchen mit der Tierart Hund konnte Gimippe um Peart (2003) einen
.ischemic preconditioning“-dhnlichen und somit kagtotektiven Effekt nach Stimulation
desd-Opioidrezeptors belegen. Das Versuchsprotokollasste eine 60-minttige Okklusion
des RIVA mit nachfolgender dreistiindiger Reperfosghase (Peart et al., 2003). In
ahnlicher Versuchsanordnung untersuchten Schwand seine Kollegen (1997) die
Auswirkungen des Opioidanalgetikums Butorphanol rogokardialer Ischamie. Gleichfalls
erfolgten die Studien unter Anédsthesie am offenéordx. Die Hunde wurden nach 60-
minutiger Ischamie- und dreistindiger Reperfusibase euthanasiert (Schwartz et al.,
1997). Eine weitere Gruppe verglich die Effekte @gsoidanalgetikums Fentanyl mit denen
des Anasthetikums Propofol auf myokardiales Stupnivobei kein signifikanter Unterschied
festgestellt wurde (Ross et al.,, 1998). Hier war ekuter Versuch mit zehnminttiger
Okklusion und wiederum dreistindiger Reperfusioasghvorgesehen.

Das Modell des chronisch instrumentierten Hundesdevwon Weber und Mitarbeitern
verwendet, um die positiven Auswirkungen des uhselen Opioidrezeptorantagonisten
Naloxon auf myokardiales Stunning bzw. auf die Ahsgtung des atrialen natriuretischen
Peptids (ANP) wéahrend myokardialer Ischamie undydobler Dysfunktion aufzuzeigen
(Weber et al., 2001; Weber et al., 2002). Die Velnsubegannen sieben bis zehn Tage post
operationem, wobei jedes Tier zwei Ischamiephaséer wnterschiedlichen Bedingungen mit

einer mindestens 72-stiindigen Erholungsphase delzevisdurchlief.

2.4 Bislang existierende Modelle mit der Tierart Sewein

Verschiedene Arbeitsgruppen arbeiten mit Modellar dierart Schwein zur Thematik

.-myokardiale Ischamie“ (z.B. Park et al., 1996; Bet al., 2001; Stevens et al., 2004).
Begriindet wird diese Wahl vor allem mit der anaswhéen Ahnlichkeit des Schweineherzens
zu dem des Menschen (z.B. Swindle et al., 1986juddset al., 1992; Schulz et al., 2001;
Sigg et al., 2002). Dabei werden unterschiedlichethdden zum Beispiel im Hinblick auf

Anasthesie, Instrumentierung oder Versuchsprotoedichrieben. Im Folgenden sollen die
wesentlichen Aspekte dargestellt werden. Zunaclestien die Studien betrachtet, die sich
mit dem Einfluss von EOP bzw. Opiodrezeptoragonisted -antagonisten auf myokardiales

Stunning bzw. ,ischemic preconditioning” befassen.
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2.4.1 Versuche am isolierten Herzen

In einer Studie von Sigg und Kollegen (2001) wurdder Einfluss von
Opioidrezeptoragonisten auf myokardiales Stunnimgsalierten Schweineherzen untersucht,
in der sie eine verbesserte postischdmische my@karBunktion nach Vorbehandlung mit
Morphin und einend-Rezeptoragonisten nachwiesen. Nach Kardioplegieaaasthesierten
Tier wurde das Herz explantiert, worauf eine 754itige Hypothermiephase folgte. In einer
Langendorff-Aparatur  erfolgte die Wiederherstellungines Sinusrhythmus durch

Defibrillation sowie die Reperfusion Gber weitefeMinuten (Sigg et al., 2001).

2.4.2 Versuche am akut oder chronisch instrumentiéen Schwein

Lediglich in drei weiteren Arbeiten wird auf die@bgenannte Thematik eingegangen. Dabei
wurde ausnahmslos an akut instrumentierten Schweyatrscht. Bei ihren Studien Gber den
Einfluss von EOP auf ,ischemic preconditioning“ ufmbernation“ verwendeten Schulz und
Mitarbeiter (2001) das Minipig als Versuchstier. Hea handelte es sich um ein
Versuchsmodell mit extrakorporaler Zirkulation (8tzhet al., 2001). Die Arbeitsgruppe um
Coles (2003) fuhrte ihre Forschungen am akutenmiodell mit einer 45-mindtigen Ischamie,
gefolgt von einer 180-miniutigen Reperfusionsphasecld Hierbei wurde die These
Uberpruft, obkx—Opioidrezeptoragonisten einen kardioprotektivefel&f bewirken kénnten
(Coles et al., 2003). Bei gleicher Versuchsanordnkonnte diese Arbeitsgruppe keine
Abschwachung des myokardialen Stunning nach Apjtikaeiness-Opioidrezeptoragonisten
feststellen (Sigg et al., 2002).

Weitere Autoren befassen sich mit dem Thema myadidasl Stunning an anasthesierten
Schweinen mit offenem Thorax. So sollen z.B. eistibemter Extrakt aus Ginkgo biloba das
myokardiale Stunning abschwachen (Rioufol et 2103 oder die Hemmung des Natrium-
Wasserstoff-Austausches bzw. die Sensibilisierueg Myokardzellen auf Kalzium sich
positiv auf die postischamische myokardiale Dysfimmkauswirken (de Zeeuw et al., 2000;
Stevens et al., 2004).

Es existieren auch Versuche mit chronisch instruregan Schweinen im Hinblick auf
Fragestellungen zur Entstehung oder Beeinflussongnvwokardialem Stunning. Gleichwohl
entwickelte keine der Arbeitsgruppen einen Zusanirarg zu Opioidrezeptoragonisten oder
-antagonisten. Bei den meisten Untersuchungen wuddke Tiere wahrend des eigentlichen

Versuchs mit Analgetika versorgt, sediert oder garkotisiert. Fallavollita und Canty
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Uberpruften an Tieren in Allgemeinanasthesie digdtlyese, ob chronisches Stunning zu
Lhibernation* fihren kann (Fallavollita und Cant}999). Huang und Mitarbeiter bewiesen
bei ihren Untersuchungen an sedierten Schweiness, flah myokardiales Stunning sehr viel
ausgepragter bei einer Schadigung der kardialearyation darstellt (Huang et al., 2003).
Eine weitere Forschungsgruppe befasste sich mit zgitichen Zusammenhang zwischen
.preconditioning” und Stunning. Alle Tiere waren lwwé&nd der Experimente sediert (Sun et
al., 1995; Tang et al., 1996; Qiu et al., 1997).

Arbeiten zur Thematik des myokardialen StunningSeahnweinen, die nicht anasthesiert oder
sediert sind, liegen nur wenige vor. Hammond untaMeiter beleuchteten Veranderungen
bei der SignalUbertragung der Zellen wé&hrend eiclronischen postischamischen
Dysfunktion (Hammond et al., 1993). Shen und Vatmeobachteten ebenfalls den Verlauf
bei chronischer, progressiver Koronarstenose (8hdrvatner, 1995). Die Arbeitsgruppe um
Park zeigte, dass eine Blockade der Kalziumkanéh positiv auf den Verlauf des
myokardialen Stunnings auswirkt (Park et al., 19%#)enso wurde an wachen Tieren die
durch myokardiales Stunning ausgelOste Aktivieramgs Genprogramms aufgezeigt, das fur
das Uberleben der Zellen im ischamischen Myokasténdlig ist (Depre et al., 2001).
Nachstehend wird insbesondere auf die Vorgehenswk& Versuchen mit chronisch

instrumentierten Schweinen eingegangen.

2.4.2.1 Rasse und Training

In den meisten Arbeiten wurde auf die Grunde dewssBaauswahl nicht detailliert

eingegangen. In einigen Studien wurden Minipigsmegrdet (Hammond et al., 1993; Shen
und Vatner, 1995; Louis et al., 2000). Andere Aeiorbevorzugten den Einsatz von
Landrasse- oder Yorkshireschweinen bzw. deren KimegifSchott et al., 1990; Harada et al.,
1996; Duncker et al., 1998; Huang et al., 1999;th\&t al., 2001; Merkus et al., 2005).

Bei Studien mit chronisch instrumentierten Schweineurden die Tiere mindestens eine
Woche vor Instrumentierung angeliefert, um sie anreue Umgebung zu gewodhnen. Sie
wurden sowohl in dieser Zeit als auch postopertitglich trainiert (Duncker et al., 1997,

Duncker et al., 1998). Damit sollte sichergesteirden, dass sich die Tiere im Versuch
selber in der gewilnschten Art und Weise verhiel&e. wurden z.B. darauf trainiert, Gber
mindestens sechs Stunden ruhig in einem Kéfig egeh, der aus Holz und so konstruiert
war, dass man ihn der Gro3e des Schweins anpassetek Im spéateren Versuch erfolgte

jedoch zusétzlich eine Sedierung der Tiere mit &am in einer Dosierung von
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durchschnittlich 2 mg/kg KG/h (Sun et al.,, 1995;ngaet al., 1996). Eine weitere
Forschungsgruppe trainierte die Tiere Uber eindtraden von ein bis zwei Wochen darauf,
ruhig in einer Schlingenkonstruktion fur ein bisevistunden pro Tag zu stehen (Sato et al.,
1997; Kudej et al., 1998).

2.4.2.2 Pharmaka

Bei der Pramedikation, also der medikamenttsen ds¢askorbereitung, gibt es im
Wesentlichen zwei unterschiedliche Verfahren.

Einige Arbeitsgruppen verwandten als Hauptkompan&mtamin, welches entweder alleine
(Duncker et al., 1997; Lasley et al., 2001; Stevenhsl., 2004) oder in Kombination mit
Xylazin (Kim et al., 2003) bzw. Atropin (Hammond at., 1993; Tang et al.,, 1997)
intramuskular verabreicht wurde.

Andere Gruppen wandten eine Kombination aus Tiletammd Zolazepam an. Auch diese
wurde intramuskular entweder alleine (Depre et28Q1) oder in Kombination mit Xylazin
(Fallavollita et al., 2000; Fallavollita et al., @0 McFalls et al., 2003; Fallavollita et al.,
2005) bzw. Atropin (Shen und Vatner, 1995; Kudejakt 1998; Huang et al., 1999)
appliziert. Fallavollita und Mitarbeiter verwandteauch beide Varianten zusammen
(Fallavollita et al., 1997; Fallavollita et al.,99).

Nur bei wenigen Studien wurde das Neuroleptikump&zan zur Pramedikation eingesetzt
(Schott et al., 1990; Bolukoglu et al., 1992).

Zur Intubation und Aufrechterhaltung der Andasthesmurden von den meisten
Arbeitsgruppen Barbiturate verwendet wie Pentolbalriz.B. McFalls et al., 1997; de Zeeuw
et al., 2000), Thiopental (z.B. Duncker et al., 89Hudej et al., 1998;) oder Methohexital
(z.B. Sun et al., 1995; Tang et al., 1997). Zugétavurden Inhalationsanasthetika eingesetzt,
vor allem Halothan, Isofluran oder MethoxyfluranelMige Autoren beschreiben den Einsatz
von Pancuroniumbromid zur Muskelrelaxation vor Begder Thorakotomie (Bolukoglu et
al., 1992; de Zeeuw et al., 2000; Louis et al.,(00

Zur intraoperativen Analgesie wurde nur von wenigl&atoren Fentanyl angewendet
(Duncker et al., 1998; Stevens et al., 2004, Mesgktwa., 2005).

Hervorzuheben ist, dass eine postoperative Schhezagiie nicht von allen Arbeitsgruppen
beschrieben wird. Bei Durchfiihrung einer Schmerzghie wurden die Opioidanalgetika
Fentanyl (Huang et al., 2003), Buprenorphin (Dumcgeal., 2001; McFalls et al., 2003;
Merkus et al., 2005) oder Butorphanol (Fallavollgaal., 1997; Fallavollita et al., 1999;
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Fallavollita et al., 2005) verabreicht. Als ergam¢e Malinahme wurden von Fallavollita und
seinem Team Interkostalblockaden in den betroffexrealen vorgenommen.

Bei den chronisch instrumentierten Schweinen wumlg Infektionsprophylaxe eine
antibiotische Therapie Uber drei bis sieben Tagectduhrt. Vorwiegend wurden
Cephalosporine eingesetzt (z.B. Bolukoglu et @92t Kudej et al., 1998; McFalls et al.,
2003), auch in Kombination mit Gentamicin (z.B. @aet al., 1997; Fallavollita et al., 2000).
Duncker und Mitarbeiter verwendeten Amoxicillin \ferbindung mit Gentamicin (Duncker
et al., 1998).

2.4.2.3 Instrumentierung

Die Instrumentierung der Tiere hat je nach Fradlesig bei den verschiedenen
Arbeitsgruppen einen unterschiedlichen Umfang. londérgrund steht immer die Erzeugung
der myokardialen Ischamie. Diese wird durch Venssdl oder Stenose des Ramus
interventricularis paraconalis der Arteria (A.) aoaria sinistra bzw. Ramus circumflexus der
A. coronaria sinistra (RCX) initiiert. Die meiste@ruppen verwendeten dazu einen
hydraulischen GefaRokkluder und applizierten disdals Okkluders einen Sensor zur
Flussmessung an der entsprechenden Arterie zuptilbeng des Blutflusses (z.B. Bolukoglu
et al., 1992; Tang et al., 1997; Huang et al., 199pre et al., 2001). Zur allmahlichen
Verringerung des Lumens des RCX setzten einige g&mpeinen SO0 genannten
Ameroidkonstriktor ein (Hammond et al., 1993; Skhed Vatner, 1995; Harada et al., 1996).
Dieser besteht im Wesentlichen aus einem Metallpaiad mit einem inneren Ring aus
getrocknetem Milcheiweil3 versehen ist. Das Eiwaifflitgnfolge von Flissigkeitsaufnahme
nach Implantation in den Korper an und fuhrt so alimahlichen Okklusion des
entsprechenden GeféalRes Uber einem Zeitraum vonensehifagen bis vier Wochen. Im
Rahmen ihrer Untersuchungen zu chronisch ischammsdierzerkrankungen induzierten
Duncker und Kollegen (2001) einen myokardialen rkifalurch einfache Ligatur des RCX.
Dabei wurden die Experimente im Intervall nach @geration an unsedierten, wachen
Schweinen durchgefiihrt, ein Bezug zur Entitat dgekardialen Stunnings existierte hier
jedoch nicht mehr (Duncker et al., 2001).

Ein wichtiger Funktionsparameter ist der linksvaéatiére Druck (LVP), der von den meisten
Arbeitsgruppen durch einen in den linken Ventrigielgebrachten Druckmesser erfasst wurde
(z.B. Bolukoglu et al., 1992; Duncker et al., 1981dej et al., 1998; Fallavollita et al., 2000).

Zusatzlich wurde von einigen Forschungsgruppen Bletdruck invasiv in der Aorta
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descendens Uber einen flissigkeitsgefullten Kathgemessen. Zudem implantierten sie
einen weiteren flissigkeitsgefullten Katheter imkén Vorhof zur Medikamentenapplikation
(z.B. Duncker et al., 1997; Kudej et al., 1998; Hyat al., 1999). Duncker und Mitarbeiter
ermittelten ferner den aortalen Blutfluss Uber Amdage eines Flussmessers um die Aorta
ascendens (Duncker et al., 1997).

Als Mal} fur die Funktionsfahigkeit des Myokards).ddie myokardiale Kontraktilitat, wird
die relative oder absolute Wanddicke herangezo@afiir werden zur Ermittlung der
relativen Wanddicke ein bzw. bei Messung der allenlWanddicke zwei piezoelektrische
Kristalle epikardial bzw. epi- und subendokardiahplantiert. Die meisten Gruppen
ermittelten aufgrund der deutlich einfacheren Akgtion die relative myokardiale
Wanddicke. Diese wird in Prozent angegeben undhdDrgision aus systolischer Exkursion
der Myokardwand in Millimeter und Tiefe des Problevoens in Millimeter, multipliziert mit
100, errechnet (z.B. Sun et al., 1995; de Zeeual.eR000; Fallavollita et al., 2000; Stevens
et al., 2004). Im Gegensatz dazu kann bei Messenglosoluten myokardialen Wanddicke
der entsprechende Wert direkt im Sinne einer ,ebelkschen Schieblehre gemessen werden
(z.B. Schott et al., 1990; Kudej et al., 1998).

2.4.2.4 Versuchsprotokoll

Bei den chronisch instrumentierten Schweinen findienunterschiedlichen Untersuchungen
im Durchschnitt sieben bis 14 Tage nach der Instntrarung statt. In den weitaus

Uberwiegenden Féllen werden die Tiere im RahmenEdg@eriments auf irgendeine Weise

sediert. Hierfir wurde von einigen Arbeitsgruppers denzodiazepin Diazepam eingesetzt
(Sun et al., 1995; Kudej et al., 1998; Huang et1#99). Andere Arbeitsgruppen fuhrten ihre
Untersuchungen auch in Vollnarkose durch (Bolukoglual., 1992; Harada et al., 1996;

Fallavollita und Canty, 1999; McFalls et al., 2003)

Nur sehr wenige Studien liegen vor, bei denen dezelTdie Versuche im wachen Zustand
durchlaufen haben. Hammond und Mitarbeiter erzeugtene chronische myokardiale

Ischamie mit Hilfe eines Ameroidkonstriktors undtemsuchten die Effekte an wachen

Schweinen Uber einen Zeitraum von etwa sieben Wo@Hammond et al., 1993). Shen und
Vatner produzierten ebenfalls eine progressive Karstenose iUber Wochen durch Einsatz
eines Ameroidkonstriktors und beobachteten die Atswmgen auf den koronaren Blutfluss

und die myokardiale Funktion bis zu einem Monaglé8hen und Vatner, 1995). Park und

sein Team (1996) induzierten myokardiales Stungingch zehnmalige Wiederholung einer

-15 -



2 Literaturibersicht und Zielsetzung

zweiminttigen Okklusion mit folgender zweiminttigReperfusion und untersuchten dabei
die Wirkungen eines Kalziumkanalblockers. Dieseddsuchung an wachen Tieren wurde
nach funf Stunden Reperfusion beendet (Park etl@bg). Die Arbeitsgruppe um Depre
(2001) hat myokardiales Stunning bei wachen Schevedurch Reduktion des Blutflusses der
Koronararterie um 40 — 50 % induziert. Nach bis1l2uStunden Reperfusion erfolgte die
Euthanasie der Tiere (Depre et al., 2001). Merkuss Mitarbeiter induzierten intraoperativ

einen Myokardinfarkt durch direkte Ligatur des RCohd untersuchten spater die
hamodynamischen Effekte an wachen Schweinen in RmideBewegung (Merkus et al.,

2005).
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2.5 Zielsetzung der Arbeit und Fragestellung

Ziel dieser Dissertation ist die Etablierung einesuen Tiermodells: das chronisch
instrumentierte, wache Schwein zur tierexperiméenelntersuchung der Auswirkungen von
endogenen Opioidpeptiden, Opioidrezeptoragonistend u-antagonisten auf die

postischamische myokardiale Dysfunktion. Zwar Hbeste wie oben angefihrt,

verschiedenste Modelle fur das Schwein zur Erfarsghdes Phanomens ,stunning“ und fur
die Kardiologie im Allgemeinen. Allerdings konntacl nach umfangreicher Recherche kein
einziges Tiermodell ermittelt werden, welches folde Voraussetzungen erfullt, um valide

Aussagen im Rahmen von Untersuchungen zum endo@@merdpeptidsystem zu treffen:
* Wachheit
e Volliger Verzicht auf Sedierung oder Analgesie
* Vorgesehene umfangreiche Instrumentierung

Die vorhergehenden Studien verschiedener Arbepggmu zu dieser Thematik wurden
ausschlief3lich an isolierten Herzen verschiedemenaften (Maus, Ratte, Meerschweinchen,
Schwein), kleinen Labortieren, akut instrumentie®&hweinen oder Hunden durchgefuhrt.
Da das Schwein aufgrund seiner anatomischen ungigdbgischen Ahnlichkeiten zum
Menschen als Versuchstier deutlich besser als dadigeeignet ist (Swindle 1984), soll eine
Umstellung des Grol3tiermodells Hund auf das Samedblgen.

Es ergeben sich hieraus folgende Fragestellungen:
* Was muss bei der Auswahl, Haltung und Konditiomerder Tiere beachtet werden?

* Welches sind die fur das Schwein idealen MedikaméntKontext des Modells und
im Hinblick auf Pramedikation, Narkose und Schntegzapie?

* Welche Besonderheiten muissen bei der Operatiomskeaimd Instrumentierung

bertcksichtigt werden?
» Welches postoperative Management soll zur Anwendongmen?

* Wie muss das Versuchsprotokoll gestaltet werden?
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Tiere

Verwendet wurden Tiere der Kreuzungen aus derdBhign Landrasse und Large White, der
Deutschen Landrasse und Yorkshire, sowie aus detriddychtprogramm Westhybrid.
Ausgangslinien der letztgenannten Hybridzucht siDdutsche Landrasse, Deutsches
Edelschwein, Piétrain und Hampshire. Alle Tieretdratein mittleres Kérpergewicht von 30
kg.

Die Anlieferung erfolgte ein bis drei Wochen vor dlestrumentierung.

In der Zentralen Tierexperimentellen Einrichtung &®estfalischen Wilhelms-Universitét
Munster standen insgesamt sechs Einzelboxen z@iigierg. Zunachst war ein Sozialkontakt
der Tiere aus gegebenen baulichen Umstanden niéblich. Davon war die erste Gruppe
Schweine der Kreuzung Deutsche Landrasse und Yiogkstbetroffen. Nach
Umbaumalinahmen konnten jeweils drei Einzelboxerocjedin eine grof3e Laufbox
bedarfsweise umgewandelt werden. Dadurch konnten ich Folgenden angelieferten
Schweine zunachst in Gruppen gehalten werden. Ndah Instrumentierung wurden
Trenngitter eingesetzt, so dass eine EinzelhalimitgBlickkontakt zu den Nachbartieren
moglich war. Die gefliesten Boxen waren mit Gumnti@ ausgelegt. Zur Beschéaftigung
wurden Gummiringe angeboten.

Es standen ausreichend Selbsttranken fur die Sobveeir Verfigung. Sie wurden zweimal
taglich mit etwa 50 g/kg Korpergewicht Alleinfutteittel fir Mastschweine (B 888/95 deuka
KM 126, bigraff, deuka Deutsche Tiernahrung GmbH & Co. KG, Holiegsen) gefilttert.
Ein Tag-Nacht-Rhythmus wurde mit Hilfe von kiindtken Licht hergestellt. Die Temperatur
im Stall betrug 20 °C bei einer relativen Luftfeteelron 60 — 70 %.

Einmal taglich wurden die Boxen gereinigt, wahrezgien konnten sich die Tiere im
gesamten Stall frei bewegen.

Die Versorgung und Beobachtung der Schweine edotiytrch geschulte Tierpfleger. Die
sofortige Information an den Versuchsleiter oder inese Stellvertreter Uber
Krankheitsanzeichen oder Veranderungen im Verhalézmiere wurde sichergestellt.

Die Genehmigung des Tierversuchs der BezirksreggeMunster und des Veterinar- und
Lebensmitteliberwachungsamtes der Stadt Munstemitey der Nummer G 62/2003 vor.
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3.1.2 Gerate
Die im Folgenden aufgefiihrten und beschriebenerit&éamd Messsonden wurden fur die
Entwicklung des Modells verwendet. Auswahlkriterigém die Sonden und Katheter waren

vor allem eine hohe Biokompatibilitdt und eine aitdiend lange In-vivo-Haltbarkeit.

Gerate fur die Operationsdurchfihrung:

Beatmungsgerat:

Servo Ventilator 900 ) Siemens, Miinchen

» Vapor fur inhalatives Anéasthetikum:

Sevoflurane Vaporizer 983Siemens, Miinchen

* Beatmungstuberwachung:
Dréager PM 8050, Drager Medizintechnik GmbH, Liibeck

» Infusion/Medikamentenapplikation:

Infusomaf/Perfusof, B. Braun Melsungen AG, Melsungen

* Hamodynamisches Monitoring:
Servomed SMK 154% marquette Hellige, Wien, Osterreich

* Pulsoxymetrie:
Drager PM 8058, Drager Medizintechnik GmbH, Liibeck

» Elektrokoagulation und -kauter:
Erbotom ACC 438, Erbe Elektromedizin, Tiibingen

« Reanimation:

Servocard DC-Defibrillatt, marquette Hellige, Wien, Osterreich

* Heizmatte:
PHMS-36", Kane Manufacturing Co., Inc., Des Moines, I1A, USA

* Blutgasanalyse:
ABL ®520/System 625, Radiometer Medical A/S, KopenhaBéngmark
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Operationsinstrumentarium:
Individuell zusammengestelltes chirurgisches Sets #&omponenten der Firma

Aesculap AG, Tuttlingen, Deutschland

Implantierte Sonden:

Flussmessung:
Transonic Implantable Flow ProBeDurchmesser 2,5 oder 3 mm (RIVA) bzw.

20 mm (Truncus pulmonalis), Transonic Systems Ititaca, NY, USA

Druckmessung:

Konigsberg Implantable Pressure TransdBicBurchmesser 3,5 mm (LVP),
Konigsberg Combinated Implantable Pressure and E@@sducét, Durchmesser
3,5 mm (AoP), Konigsberg Instuments Inc., PasadéhAaUSA

Wanddickenmessung:
Triton/CBI-300 Sonomicrometer Monitoring Syst&nTriton Ventricular Wall
Thickness Transducer $e6 MHz, Triton Technology Inc., San Diego, CA, USA

OKklusion:
Vascular Occludef§ 2 — 4 mm, IVM, Healdsburg, CA, USA

Mikrospharenapplikation/Blutentnahme:
Tygor® Surgical Tubing, 18 Gauge, Norton PerformancetiegsAkron, Ohio, USA

Gerate und Materialien im Experiment:

Oszilloskop:
2-Kanal Analog/Digital Oszilloskdh Hameg Instruments GmbH, Mainhausen

Messverstarkersystem zur Flussmessung:
Transonic T 403, Module TS 428, Transonic Systems Inc., Ithaca, NY, USA

Messverstarkersystem zur Druckmessung:
MVU-0601 LVP, AoP und EK®, Fohr Medical Instruments GmbH, Seeheim/Ober-

Beerbach
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* Mikrosphéaren:
NUuFLOW® 15 um DIA Fluorescent Microspheres, Stason Phagnotaals, IMT,
Irvine, CA, USA

* Pumpen zur Mikrospharenapplikation:
55-592(F, Harvard Apparatus, Holliston, MA, USA (Spritzpue)p
Modell ,Genie®®, Kent Scientific Corporation, Torrington, CT, U$8augpumpe)

*  Wirkstoffe:
Naltrexon/Naltrexon-Methiodid, Sigma-Aldrich Chen@enbH, Minchen

* Hardware:
Pentium 4 Computer, 3 GHz, D&lIDell GmbH, Frankfurt

» Software:
Notocord hem 3%, Data Acquisition, Presentation, Storage, Evatuasind
Protocol Package, Notocord Systems, Croissy, Fegrtkr

Zur Bestimmung des Blutflusses am Truncus pulmenafid am Ramus interventricularis
paraconalis der Arteria coronaria sinistra, der ¢eeirmanen Ramus interventricularis anterior,
dem RIVA oder auch LAD fir left anterior descendiegtspricht, wurde das Verfahren der
Flussmessung nach dem Dopplerprinzip angewenddieiDaurde der Blutfluss in dem
entsprechenden Blutgefal3 mit zwei Signalgebern nEidacer) sowie einem Reflektor
bestimmt (s. Abbildung 3.1). Die Transducer sendetend empfingen gleichzeitig
Ultraschallwellen abwechselnd mit bzw. gegen dautfBiss in einer Frequenz von 1,8 MHz
und 3,6 MHz, je nach Grof3e der Sonde. Dabei semilef€ransducer Ultraschallwellen einer
bestimmten Frequenz, die von den sich im Blutg&@Begenden Erythrozyten gestreut, am
Reflektor reflektiert und mit einer veranderten direnz vom anderen Transducer wieder
empfangen wurden. Aus dem Frequenzunterschied wudlech die nachgeschaltete
Elektronik die Blutflussgeschwindigkeit und darales Blutfluss (Volumen pro Zeiteinheit)
ermittelt.
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1) Signalgeber (Transducer)
2) Reflektor

3) Blutgefal

4) Kabel mit Anschlussstecker

Abb. 3.1: Prinzip und Bild des Dopplerflussmessers

Das dazugehdrige Messverstarkersystem (Transodig3T) enthielt zwei Messmodule (TS
420°) zur direkten analogen Anzeige der einzelnen Bissk.

Eine kontinuierliche Druckmessung erfolgte im linké&/entrikel sowie in der Aorta
descendens. Vor der Implantation dieser Druckaufreglerfolgte ein Nullabgleich gegen die
Atmosphare.

Der aortale Druckaufnehmer verfigte Uber zwei zlislie Leiter, mittels derer ein
artefaktfreies, intrathorakales Elektrokardiogram(EKG) abgeleitet wurde. Ein
entsprechendes Messverstarkersystem (MVU-0601 IAGP, und EKG) diente auch hier
zur Verstarkung und Visualisierung der Druck- unkiE&Signale.

Zur Messung der absoluten myokardialen Wanddickedemu im abh&angigen Bereich der
spater okkludierten Koronarie sowie in einer unaagfeten Kontrollregion je zwei
Sonomikrometerkristalle implantiert, die nach dempwgsten Dopplerprinzip arbeiteten.
Hierbei diente jeder Piezokristall des Paares fhditig als Sender und Empfanger des
Ultraschallsignals. Aus der Laufzeit des Signalsd wter bekannten sowie konstanten
Schallgeschwindigkeit im Herzmuskel kann die Digtawischen den Kristallen in absoluten
Werten bestimmt werden. Durch die Anordnung einemogikrometerkristallpaares
epikardial und subendokardial wird demnach die kibsanyokardiale Wanddicke gemessen.
Eine Justierung des Dopplersignals auf die korr€&ldsition der Kristalle erfolgte mit Hilfe
des Oszilloskops.

Alle Daten wurden uber die so genannte ,AcquisitiBox“ des Softwareprogamms
(Notocord®) analog eingespeist. Uber dieses Programm erféégtesr die Speicherung und

spatere Auswertung der Daten.
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3.2 Methoden

3.2.1 Praoperative Phase

3.2.1.1 Erstuntersuchung

Die erste Untersuchung der Schweine fand am Tadwlezferung statt.

Die allgemeine Untersuchung begann mit der AdspektDabei wurden die Futter- und
Wasseraufnahme sowie der Harn- und Kotabsatz (lidferpteben der Begutachtung von
Haut, Korperoffnungen und Atmung wurde besondefgdas Verhalten, die Haltung und die
Bewegungsfahigkeit geachtet. AnschlieRend erfalligeAuskultation von Lunge und Herz.

Erganzend wurden der Puls, die Kapillarfillungszai¢ Haut- und Schleimhautfarbe sowie
die Temperatur kontrolliert. AuRerdem erfolgte epmagasitologische Untersuchung, damit im
Fall eines positiven Befundes sofort die entspredaéBehandlung eingeleitet werden konnte.
Wurden keine besonderen Befunde erhoben, konntem die Tiere nach der ersten
Untersuchung beruhigen und eingewdhnen.

Das Training fur den eigentlichen Versuch begannchnazwei- bis dreitagiger

Eingewbhnungszeit.

3.2.1.2 Training

Nach der Eingewbhnungsphase wurden die SchweineubisVortag der Operation ein- bis
zweimal taglich von allen am Versuchsvorhaben étiimenden Personen betreut.

Die Gruppe der Kreuzung Deutsche Landrasse undsfioek wurde einmal taglich far rund

sieben Tage beobachtet.

Das Training der Westhybrid-Schweine fand zweiraglith etwa zehn Tage lang statt.

Die Tiere der Kreuzung Britische Landrasse und eavghite wurden zweimal taglich fur

rund 14 Tage betreut.

Dabei wurden die Tiere zuerst langsam mit allens®®n vertraut gemacht, wobei sich
jeweils drei von ihnen pro Zeitpunkt mit den Schvesi beschéftigt haben. In dieser Zeit
befanden sich sonst keine Personen, wie z.B. Radsar-Tierpfleger, im Stall.

Zunachst verhielten sich die Bezugspersonen passgiviiel3en die Tiere in der Stallgasse
laufen. Dabei hockten sie sich hin, um die Schweinbkt durch die KorpergroRe zu irritieren.

Es wurde kein Zwang ausgelbt. Die Tiere konnteh B zu jemandem hin oder von ihm
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weg bewegen. Langsam nahmen dann die Anwesendenendkontakt zu den Schweinen
auf. Dazu wurden lediglich deren Neugierde und I8m@b ausgenutzt. Die Tiere agierten zu
Beginn der Vorbereitungszeit sehr zurtckhaltenchddavurde besonders darauf geachtet,
dass sie nicht Uberfordert wurden, und die Trasaegen wurden nur langsam gesteigert.

Es kamen keine Lockmittel zum Einsatz, da, wie iolgenden beschrieben, das Training
freiwillig und affektneutral absolviert werden gell Da im spateren Versuch die
Auswirkungen von Opioidrezeptoragonisten und -aomnéden getestet werden sollten,
musste eine zu diesem Zeitpunkt erhdhte Ausschgigmaogener Opioidpeptide vermieden
werden. Der Einsatz von Lockmitteln, wie z.B. Fyttaer andauernder Stress, der vor allem
durch Zwang ausgeldst werden kann, wirde diesexhetlewirken. Um Interaktionen zu
vermeiden, wurde demzufolge bereits im Trainingadéwerzichtet.

Nachdem die Schweine so an alle beteiligten Persgeg/ohnt worden waren, erfolgte in
gleicher Weise die Konditionierung auf verschiedeBguationen. Die Tiere mussten
spielerisch an das Transportmittel und den Transpom Labor adaptiert werden. Zum
Transport diente ein speziell angefertigter Kafige aus Metall (Maf3e von Lange x Breite
x Hohe: 130 x 35 x 70 cm). Zuvor
wurden die Schweine mit einem
grolBeren Wagen vertraut gemacht,
in dem drei bis vier Tiere Platz
hatten.  Wahrend der etwa
einmindtigen Fahrt in das Labor
waren sie jedoch so unruhig, dass

sie immer wieder zum Sprung

ansetzten, um dem Wagen zu

entfliehen. Vermutlich lag die

Abb. 3.2: Kafigwagen

Ursache dieser Unruhe in der
Konstruktion des Transportmittels, das zu allerie®eiin geschlossen war und eine Aussicht
auf die Umgebung nicht gestattete. Dieses war fefile den eigentlichen Versuch nicht
geeignet, da es durch die Grol3e zu einer so hokaredungsfreiheit der Tiere gekommen
ware, dass unter Umstéanden Verletzungen durch Athearegungen oder durch Abreil3en
von Kabeln entstanden waren. Infolgedessen wurdeitidre an den kleineren Metallwagen
gewohnt, in dem sie sich wahrend der Fahrt zum tLaleatlich ruhiger verhielten. Dieser
war mit Bremsen ausgestattet und konnte sowohlearvdrder- als auch an der Rickseite

geoffnet werden, so dass die Tiere ein- und agsstgdionnten, wie es ihnen angenehm war.
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Uberdies war je eine Klappe seitlich sowie an dbei®Geite vorhanden. Hiertiber war p.op.
die tagliche Wundkontrolle méglich. Bei den spatexersuchen erfolgte dartiber zusatzlich
die Ausleitung aller Kabel und Katheter. Die Grd&s Wagens liel3 auch ein Ablegen der
Tiere zu. Der Boden war mit Gummimatten belegt,\erletzungen und Panikreaktionen der
Tiere durch Ausrutschen zu verhindern.

Auch an den Aufenthalt im Labor und an die Verssttbationen wurden die Schweine
wahrend der Vorbereitungszeit adaptiert. Sie wurdendchst mit den Gerauschen aller
Gerate, auch denen der nicht versuchsrelevant®8nRadio oder Telefon, vertraut gemacht.
Ebenso wichtig war die Gewdhnung an die Positiamgrim Raum und die Verweildauer im
Labor. Ziel war eine mdglichst stressarme Verweiktader Tiere im Transportwagen von bis
zu drei Stunden, wie es auch im spateren Experigefotdert wurde.

Fur jedes Tier wurde ein Protokoll angefertigt, iwdbestimmte Verhaltensweisen und die
jeweiligen Aufenthaltszeiten dokumentiert wurdenaddrch konnten Fortschritte bzw.
Stagnation im Training festgestellt werden. Zusétzivar es moglich, fur jedes Schwein ein
individuelles Trainingsprogramm zu erstellen, wekh Schwachen und Starken
bertcksichtigte.

Im Folgenden ist ein Konditionierungsprotokoll exgarisch dargestellt. Dabei wurde das
Fressverhalten mit Hilfe von Zahlenwerten beurtdiie Zahl ,1* stand fir eine gute, die
Zahl ,,2* fur eine mittelmafdige und die Zahl , 3" féine unzureichende Futteraufnahme. Des

Weiteren wurde notiert, ob alle Tiere zusammeneinQtallgasse Freilauf hatten.
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Datum: 05.10.2004 Uhrzeit: 9.00 Uhr Doktorand: HolBohle, Daniel Pfeifer Blatt Nr. 4
Fressverhalten Labor Aufenthalt [min] Freilauf Bemerkungen
Schweing8 |1 [x|2] |3] ja | X | nein| 25 ja | X | nein| ] unruhig, will sich im Wagen drehen, muss l&angerchégtigt werden
Schwein9 | 1] 2] [3|X]| ja [X]|nein| | 25 | ja | X | nein| | Will zuerst nicht einsteigen, wird dann zutrauliche
Schwein10 | 1] 2] [3|X]| ja [ X|nein| | 25 | ja | X ] nein| |Ruhig, versucht sich ab und zu im Wagen zu drehen
Schwein11 [ 1] 2] [3[x] ja | X|nein| | 20 | ja | X ] nein| |Sehr ruhig, wiirde langer im Wagen bleiben
Schwein12 1] 2] [3|X]| ja | [nein|X]| - | ja | X ] nein| | Wwill nicht einsteigen: mehr kiimmern!
Schwein13 | 1] 2] [3|X]| ja [ X|nein| | 20 | ja | X ]| nein| |Ruhigim Wagen
Datum: 05.10.2004 Uhrzeit: 15.00 Uhr Doktorand: d¢éolBohle, Daniel Pfeifer
Fressverhalten Labor Aufenthalt [min] Freilauf Bemerkungen
Schweing8 |1 |x|2] |3] ja | X | nein| 70 ja | X | nein| |Zzunachst ruhig im Wagen, will sich dann drehen
Schwein9 |1 [Xx[2] 3] | ja|X]nein| | 10 | ja | X | nein| [Ruhig, legt sich im Wagen hin
Schwein10 |1 [ x| 2] [3] | ja [ X|nein| | 10 | ja | X ]nein| |Ruhig, will sich manchmal drehen
Schwein11 [ 1 [ x| 2] 3] | ja | X[|nein| | 10 | ja | X ]nein| |Legt sich sofortim Wagen hin, kénnte langer
Schwein12 [ 1 [ X[ 2] 3] | ja [ X]nein| | 45 | ja | X | nein| |Misstrauisch, steigt jetzt ein, schreit manchmass abwartend
Schwein13 |1 [xX]2] [3] | ja [ X[|nein| | 10 | ja | X ]nein| |Legtsichim Wagen hin, kénnte langer
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3.2.2 Perioperative Phase
3.2.2.1 Erste Pramedikation

Zur Pramedikation erhielt die erste Gruppe der Kuexg Deutsche Landrasse und Yorkshire
oral am Vorabend der Operation 3 mg pro Tier Fraziégpam (Rohypn8) Hoffmann-La
Roche AG, Grenzach-Wyhlen).

Die Westhybrid-Tiere wurden am Vorabend oral mitm@ Diazepam (Valium 10 Roche
Hoffmann-La Roche AG, Grenzach-Wyhlen), 100 mg Netol (Beloc-Zol, AstraZeneca
GmbH, Wedel) und 300 pg Clonidin (Catapresan®3@behringer Ingelheim Pharma KG,
Ingelheim) pramediziert.

Die Pramedikation wurde jeweils zermoérsert und imee geringen Menge Standard-Futter
verabreicht.

Bei den im Folgenden operierten Schweinen der KnegzBritische Landrasse und Large
White wurde auf eine Pramedikation am Vorabendigbtet.

3.2.2.2 Zweite Pramedikation und Narkoseeinleitung

Zur Verhinderung von Vomitus, Regurgitation sowiespiation mit nachfolgenden
Pneumonien wurde vor Operationsbeginn eine 18-gidnarenzphase eingehalten.
Trinkwasser stand ad libitum zur Verfugung. Nadgeaheiner Untersuchung erhielten die
Tiere die Pramedikation intramuskul&r in die selili Nackenmuskulatur.

Diese bestand bei den ersten beiden Tiergruppeneses Kombination von 2 mg/kg
Korpergewicht (KG) Azaperon (Streshil Janssen Animal Health, Janssen-Cilag GmbH,
Neuss), 20 mg/kg KG Ketamin (Ketamin 18%€P-Pharma, Burgdorf) sowie 0,5 mg/kg KG
Piritramid (Dipidolof®, Janssen-Cilag GmbH, Neuss).

Die dritte Gruppe erhielt ein Gemisch aus dem Bdiazepin Zolazepam, dem
Ketaminabkémmling Tiletamin (Zoletil 180 Virbac laboratories, Carros, Frankreich) und
demay-Agonisten Xyalzin (Xylazin 2 % CEVA Tiergesundheit GmbH, Duisseldorf). Dazu
wurde Zoleti mit 10 ml Xylazin 2 9% aufgeldst, und von dieser Mischung wurden 1,5
mg/kg KG Xylazin und 3,5 mg/kg KG Zoletiintramuskular verabreicht.

Unter Wirkung der Sedierung wurde eine 20-Gaugeeviearweilkaniile (Insyte-W/ Becton

Dickinson, S.A., Madrid, Spanien) in der Vena (&uyicularis intermedia platziert.
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Ein arterieller Zugang wurde mit einer weiteren@G&dge-Venenverweilkanile in den Ramus
auricularis intermedius der A. auricularis caudajilegt. Hieriiber wurden die invasive
Messung des Blutdrucks und die arterielle Blutprotadame ermdglicht.

Wahrend dieser Manipulationen erfolgte gleichzeitife Praoxigenierung Uber eine
Atemmaske (Atemmaske Plexiglas, grof3, mit Gummialnss und Schnellfixation,
Eickemeyer, Tuttlingen) und ein Kreisteil (Krei$t8ilSC®, Drager Medizintechnik GmbH,
Lubeck) mit hohem Sauerstofffrischgasfluss von/ri.

Die Sauerstoffsattigung und Herzfrequenz wurdemn ébveen am Schwanz befestigten Sensor
eines Pulsoximeters (PM 805Mrager Medizintechnik GmbH, Liibeck) gemessen.

Zum Erhalt der Flissigkeitshomdostase wurde eindleM@trolytiosung (Ringerlactat
Infusionslésung B. Brath B. Braun Melsungen AG, Melsungen) in einer Dasgigr von 5
mi/kg KG/h infundiert. Kam es zu operativ bedingt®lutverlusten, wurde die Dosierung
dem Flussigkeitsverlust angepasst.

Eine Heizmatte (PHMS-36 Kane Manufacturing Co., Inc., Des Moines, IA, USH#ente zur
Erhaltung der Normothermie.

Uber die Venenverweilkanile wurde die Narkose nfit mg/kg KG Propofol (Disoprivan 1
%®, AstraZeneca GmbH, Wedel) induziert. Zur Analgesikielten die Tiere zusétzlich 50
ng/kg KG Fentanyl (Fentanyl-Janssen 0,5’ mignssen-Cilag, Neuss).

Daraufhin erfolgte die endotracheale IntubatiorBauchlage mit einem Magilltubus (Super
Safety’ 7,5 mm @, Riisch GmbH, Kernen).

3.2.2.3 Aufrechterhaltung der Anasthesie

Nach der Intubation wurde die An&sthesie mit denmatien Anasthetikum Sevofluran
(Sevoran®, Abbott GmbH & Co. KG, Wiesbaden) mit einer endssatorischen
Konzentration von 1,0 — 1,6 % fortgesetzt. Mit Hilkeines Intensivrespirators (Servo
Ventilator 900 [¥, Siemens) wurde das jeweilige Tier druckkontrdllibeatmet. Die
Beatmungsparameter wurden adaptiert an die aftesri®lartialdriicke von Sauerstoff und
Kohlendioxid; es wurde ein positiver endexspiracher Druck (PEEP) von 5 mbar
appliziert. Das resultierende Atemzugvolumen betrvageiner Atemfrequenz von 11 bis 17
Zugen pro Minute meist um die 300 ml. Wahrend desagnten Narkose wurden
Beatmungsdricke, Frischgasfluss, inspiratorisché emdtidale Sauerstoff-, Kohlendioxid-
und Sevoflurankonzentrationen kontinuierlich Uberitaund in funfminitigen Intervallen
dokumentiert (PM 8050 Drager Medizintechnik GmbH, Liibeck).
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Es fanden regelmaRige Kontrollen der Beatmung umhektilytkonzentrationen uber
Blutgasanalysen statt (ABB20/System 625, Radiometer Medical A/S, Kopenhagen,
Danemark). Dementsprechend wurde das Beatmungsegljustiert.

Erganzend erfolgte ein Monitoring der Hamodynamikeri einen Patientenmonitor
(Servomed SMK 154-9, marquette Hellige, Wien, Qsteh), der kontinuierlich den
invasiven arteriellen Blutdruck, ein EKG sowie dRektaltemperatur anzeigte. Auch diese
Parameter wurden in finfminttigen Intervallen dolkwmtrert.

Im Falle einer ernsthaften Hypotonie, d.h. ein Alldas mittleren arteriellen Blutdrucks unter
60 mmHg, war die bedarfsadaptierte Gabe einer FRndioation von Cafedrin und
Theodrenalin (Akrind?, AWD.pharma GmbH & Co. KG, Dresden) vorgesehen.

Um eine ausreichende Analgesie sicherzustellemglegh die Tiere 50 pg/kg KG/h Fentanyl
Uber den vendsen Verweilkatheter am Ohr mit Hilieee Spritzenpumpe (Perfu$orB.

Braun Melsungen AG, Melsungen).

3.2.2.4 Instrumentierung

Die Tiere wurden in rechter Seitenlage auf der W&in@itte positioniert. Zur Vermeidung von
Druckstellen wurden vor allem der Kopf und die @hwallen gut abgepolstert. Eine
Dexpanthenolhaltige Augensalbe (Bepanthémgen- und Nasensalbe, Hoffmann-La Roche
AG, Grenzach-Wyhlen) wurde zum Schutz der Korngguizert.

Analog zur Humanmedizin wurde unter absolut aseipéis Bedingungen operiert. Um dies
zu gewahrleisten, war eine Rasur der Haut vom KeodBand der Skapula bis etwa zum
achten Interkostalraum an der linken Thoraxseitevendig, gefolgt von einer fachgerechten
fiinfminttigen ausgiebigen Desinfektion (SterillifimBode Chemie Hamburg) und sterilen
Abdeckung des Operationsfeldes. Die Regio cubitideum Hinblick auf die empfindliche
Haut dieser Region von der Rasur ausgeschlossen.

Kurz vor dem Hautschnitt erfolgte die einmaligeranendse Gabe von 1,3 mg/kg KG
Rocuroniumbromid (Esmer8nOrganon GmbH, OberschleiBheim) zur Muskelrelaxati
Nachfolgend wurde eine linkslaterale Thorakotomien ivierten Interkostalraum
vorgenommen. Nach dem Hautschnitt wurde die Muskuldurchtrennt, wobei der Nervus
thoracicus longus durch Freipraparieren und Vertaggeschont wurde. Dieses war
notwendig, da der durch diesen Nerven versorgtecMus serratus ventralis thoracis bei der

Atmung als Hilfsinspirator dienen kann.
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Nach behutsamer Spreizung der Rippen erfolgte diéfriting und Hochnaht des Perikards,
wobei streng auf Schonung des jeweiligen Nervusisagwie des Nervus phrenicus geachtet
wurde.

Unter standiger Blutdruckkontrolle wurde das Heraderat nach linkslateral und kranial

luxiert. Dazu wurde es mit der Hand leicht angemohend durch ein mit warmer,

physiologischer Kochsalzlosung getranktes und tetéd Bauchtuch in die gewlnschte

Position gebracht.

Daraufhin wurde der RIVA nach Abgang des ersten
Diagonalastes frei prapariert und mit einem pneiscia¢n
GefaRokkluder (Vascular Occlud&siVM, D = 2-4 mm)
umschlungen. Dadurch konnte spater ein temporarer
Verschluss des GefalRes distal des Okkluders zurktiaoh

Abb. 3.3: GefalSokkluder einer reversiblen Ischamie in dem von der Arterie

perfundierten Myokardbezirk erzielt werden.

Eine Dopplersonde zur Flussmessung (Transonic imetiée Flow Prob& D = 2,5 oder 3,0

mm) wurde distal des Okkluders angelegt. Diese glictiie den Beweis dafir, dass wahrend

der spateren Inflation des Okkluders ein vollstgadi
GefalRverschluss mit Nullfluss statt fand. Sowohlr de

@, GefalRokkluder als auch die Sonde zur Flussmessumdew

zusatzlich so am angrenzenden Bindegewebe befedags

sie sich in ihrer Lage nicht mehr verandern konn®omit
Abb. 3.4: Dopplersonde wurde dem Risiko einer Torsion der Sonden und da&migs
unbeabsichtigten Gefal3verschlusses wirksam vorggbeu

Im Folgenden wurde am Apex des Herzens in HoOhe lidsen Ventrikels eine
Tabaksbeutelnaht mit einem Faden der Starke 4/6lef®¥, Johnson & Johnson Ethicon
GmbH, Norderstedt) angelegt. Nach Stichinzision und
Aufbougierung wurde ein Druckaufnenmer (Konigsberg
Implantable Pressure Transdfteb = 4,5 mm) in den linken

Ventrikel eingebracht und mittels zweier Haltenardm

Epikard fixiert. Dieser war einige Millimeter distades

Abb. 3.5: Druckaufnehmer

Transducers mit einer Verdickung versehen, um den
Transducer in der korrekten Position im Ventrikeéren zu halten und vor einem
,Uberwachsen* durch das Endokard zu verhindern. iSwar die fiir eine exakte Messung
notige, korrekte Lage im Ventrikel gewéhrleistet.
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Am Ort der spateren Ischamie sowie in einer Koirgglon wurde je ein Paar
Sonomikrometerkristalle zur absoluten myokardialéwanddickenmessung (Triton
' Sonomicrometer Monitoring System, Triton Ventricul&all
Thickness Transducer 8e6 MHz) befestigt. Dazu wurde ein
Kristall nach vorheriger Punktion mit einer 18-Gatkgantile

schrag transmyokardial in eine subendokardiale tiBosi

gebracht. Diese war durch den vermehrten Widerstamnd

Abb. 3.6: Sonomikrometer-
kristallpaar

Einstechen sollten Myokardschaden im Bereich zveisctlen Kristallen vermieden werden.

Ubergang zum Endokard aufzufinden. Durch das sehrag

Es wurde besonders darauf geachtet, dass die kzunse Epikard hin gerichtet war. Der
zugehdorige zweite Kristall wurde danach vertikahzersten auf das Epikard mit einem Faden
der Starke 5/0 (Prolefielohnson & Johnson Ethicon GmbH, Norderstedt) adfigerHierbei
zeigte die Linse des Sonomikrometerkristalls inhRiag Endokard. Die Fixierung erfolgte in
der Position, in der die starksten und deutlichsségnale erhaltlich waren. Nachfolgend
wurde das Herz zurtck in seine physiologische lged@acht.

Im nachsten Operationsschritt wurde das linke Herzmit Hilfe einer Bulldogklemme
partiell ausgeklemmt. An dieser Lokalisation wurdee
Tabaksbeutelnaht angelegt, um nach Stichinzisionerei
flussigkeitsgefullten, biokompatiblen 18-Gauge-
Kunststoffkatheter (Eigenfabrikat aus Tygon-TulSinilorton

Performance Plastics, Akron, Ohio, USA) zu implergn.
AbD. 3.7, Tygon™-Katheter  pjeser diente der spateren Applikation von Medikatee und
Mikrospharen. Firr die Tabaksbeutelnaht wurde eeRader Starke 4/0 (ProléheJohnson

& Johnson Ethicon GmbH, Norderstedt) verwendet.

Im Folgenden wurde der Truncus pulmonalis von derta&hascendens freiprapariert und mit
zwei Rektraktionsschlauchen (EthilSoplohnson & Johnson
Ethicon GmbH, Norderstedt) umschlungen. Unter keich
Zug an den Schlauchen konnte eine Dopplerflusssonde
(Transonic Implantable Flow ProbeD = 20 mm) um den

Truncus pulmonalis gelegt werden.

Abb. 3.8: Dopplerflusssonde

Zur Entnahme von arteriellen Blutproben wurde ewmiterer
18-Gauge-Tygof+Katheter in der Aorta descendens platziert. Hiemwrde die Aorta
zunachst an der Implantationsstelle von der Tuadbaentitia freiprapariert und tangential mit
einer Satinsky-Klemme ausgeklemmt. Nach Anlagereliaaksbeutelnaht mit einem Faden
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der Starke 4/0 (Prolefie Johnson & Johnson Ethicon GmbH, Norderstedt) wuethe
Stichinzision vorgenommen. Durch diese wurde deth&ar so weit wie moglich in den
ausgeklemmten Bereich eingebracht und die Nahtzoggs. Hiernach erfolgte die Offnung
der Klemme, die Fixierung des Katheters an der Atiita der Aorta descendens und ggf.
weitergehende Blutstillung.

In gleicher Weise erfolgte die Implantation einasidkaufnehmers (Konigsberg Combinated
Implantable Pressure and ECG Transdficer= 3,5 mm) in die Aorta descendens.

Im letzten Schritt der Instrumentierung erfolgte dixierung
eines intrathorakalen EKG. Hierzu wurden die zwei
zusatzlichen Leiter des aortalen Druckaufnehmerszagi

diametrale Stellen der Pleura costalis aufgenahh &in

; e aussagefahiges EKG zu erhalten, wurde das erstel Kab
Abb. 3.9: Druckaufnehmer  Harzgpitzennahe und das zweite im Bereich der tente
Pleurakuppel fixiert. Somit lag das Herz genau ezhes beiden Elektroden.

Daraufhin fand eine Uberpriifung aller implantiertestrumente auf Funktionsfahigkeit statt.
Als Erganzung zur postoperativen Schmerztherapantein Interkostalblockaden. Hierzu
wurde Bupivacain (Carbostesin 0,25°%AstraZeneca GmbH, Wedel) vor Verschluss des
Thorax um die Nervi intercostales an den kaudgbeoximalen Rippenrand des zweiten bis
sechsten Interkostalraumes appliziert.

AnschlieRend wurden alle Katheter und Sonden imteselnterkostalraum aus dem Thorax
geleitet, durch Untertunnelung der Haut subkutam Nacken gefiihrt und dort ausgeleitet
und fixiert. Eine passagere Thoraxdrainage wurde dem Thoraxverschluss eingelegt
(Absaugkatheter Typ ,Ided! B. Braun Melsungen AG, Melsungen). Daraufhin gt die
Adaptation der Rippen an drei verschiedenen Stellgreinem Faden der Starke 6 (Vicryl 6
BPT®, Johnson & Johnson Ethicon GmbH, Norderstedt). dm vollstandigen Verschluss
des Thorax wurde die Lunge manuell geblaht, umektakenbildung zu verhindern.
Weiterhin wurde die Wunde schichtweise mit resatidieem Faden der Starke 2/0 (Viétyl
Johnson & Johnson Ethicon GmbH, Norderstedt) véwssbn. Vor der Hautnaht, welche mit
Einzelknopfndhten erfolgte, wurde die Lunge noclsmgébléaht und die Drainage unter
Aspiration entfernt. Dieses geschah jedoch ershdamenn weder Blut noch Luft aspirabel
waren. Ein Fentanyl-Membranpflaster (Durogesic SMA5/50 pg/h, Janssen-Cilag, Neuss)
wurde im Nackenbereich aufgeklebt, was im Folgendeter Punkt 3.2.3.2 detailliert
behandelt wird. Auf die Hautnaht wurde eine Povidod-haltige Salbe (Betaisodona-Sé&lbe
Mundipharma GmbH, Limburg) dinn aufgetragen.
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Zusatzlich wurde die Hautnaht mit Gazetupfern uimera Verband steril abgedeckt, um
Nahtdehiszenzen und Beschadigungen der Sonden Beibkn der Tiere zu verhindern. Als
Verband diente eine Leibbandage
aus der Humanmedizin (NIKA
Leibbandag® NIKA, Krefeld).
Diese wurde zu einer Art Jacke
umkonstruiert, indem zwei
Offnungen far die
VordergliedmalRen ausgeschnitten
wurden. Durch einen

Klettverschluss am Ricken konnte

Abb. 3.10: Jackenverband dieser Jackenverband der
jeweiligen  Figur des Tieres

angepasst werden. Zusétzlich ermoglichte eine &léimdie Bandage geschnittene Offnung

am Nacken einen speziellen Zugriff auf die Sondeah Kiatheter ohne die Bandage komplett

zu offnen.

3.2.2.5 Narkoseausleitung

Nach Implantation der letzten intrathorakalen Sondeirde die kontinuierliche
Fentanylapplikation beendet.

Bei Beginn der Hautnaht wurde auch die Ausleitueg Anasthesie begonnen, indem die
Zufuhr des volatilen Anasthetikums beendet wurdie.eihem Frischgasfluss von 15 I/Minute
Sauerstoff wurde das Narkosegas ausgewaschen. riffeiteeurde die Beatmung Uber
assistierte Spontanatmung mit reinem Sauerstatjédirhrt.

Es fanden regelmafige Kontrollen von Lid-, Korneald Risselscheibenreflex statt.

Nach Abschluss der Hautnaht und Verbandanlage wudie Tiere in Brust-Bauch-Lage
gebracht, damit eine ausreichende und gleichmalBghiftung beider Lungenseiten
gewahrleistet war.

Zur Analgesie erfolgte eine intramuskuléare Applikatvon 0,5 mg/kg KG Piritamid.

Nachdem eine stabile Hamodynamik, eine suffizi€dp®ntanatmung sowie ausreichende
Reflexe vorhanden waren, wurde der Endotrachedtumier Applikation eines positiven

Druckes als alveolares Rekrutierungsmanéver entfern
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Danach folgte eine Beobachtungsphase von mindegteeisStunden bis sichergestellt war,
dass die Tiere ihre Vitalfunktionen im Weiterenbs¢standig aufrechterhielten.
Wahrenddessen war immer die Moglichkeit zur Saao#gstbe, Maskenbeatmung,

Medikamentengabe, erneuter Intubation und sogaRdanimation gegeben.
3.2.3 Postoperative Phase
3.2.3.1 Monitoring

Nach dem Eingriff wurden die Tiere in ihre, mit @nWarmelampe versehene Box
zuruickgebracht. Damit ein ruhiges und stressarmaeld gewdahrleistet war, wurden sie
post operationem einzeln gehalten. Die Einzelhgltdiente zusatzlich der Vermeidung von
Manipulationen an Verband, Wunde oder Sonden uridefern durch andere Tiere.

Es folgte eine Erholungsphase unter intensivenmasghiger Uberwachung.

Die Visitationen fanden in den ersten 24 postoperatStunden im Abstand von drei bis vier
Stunden statt. Es wurden hierbei das Allgemeindefin und die Vitalparameter unter
Zuhilfenahme eines tragbaren Pulsoximeters (OxiMi®B-40°, Nellcor, Pleasanton, CA,
USA) kontrolliert. Bei Bedarf bestand die Mogliclikeiner zusatzlichen Sauerstoffzufuhr.
Am zweiten bis vierten postoperativen Tag wurdendberwachungsintervalle auf sechs bis
acht Stunden ausgedehnt. Ab dem funften Tag wudierTiere bis zum Versuchsbeginn
nach rund zehn Tagen zweimal taglich Gberpruft.

Dabei wurde bei jeder Visitation das Wohlbefindear diere wber ihr Trink-, Fress- und
Spielverhalten kontrolliert. Da die Verhaltenspiailbe der einzelnen Schweine von der Zeit
vor der Operation vorlagen, konnten die Verhaltasisen verlasslich verglichen und
Veranderungen genau dokumentiert werden.

Auch das Training wurde nach drei bis vier Tageader aufgenommen und protokolliert.
Uberdies war der Transport zum Aufenthalt im Labour taglichen Wund- und

Katheterpflege wichtig.
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3.2.3.2 Schmerztherapie

Zur postoperativen Schmerztherapie wurde ein teinsales System in Form eines Fentanyl-
Membranpflasters (Durogesic SMAP5/50 pg/h, Janssen-Cilag, Neuss) verwendet.
Dieses wurde vor Wundverbandanlage in einer Dosgerwon 50 pug/h nuchal auf eine
rasierte Hautstelle geklebt. Demzufolge hattenTigee keine Mdglichkeit, das Pflaster selber
zu entfernen. Bis zum Wirkungseintritt wurde dieafgesie durch die, im Bedarfsfall auch
wiederholte, intramuskulare titrierende Applikatioon Piritramid Uberbrtckt.

Die Dosierung des Membranpflasters von 50 pg/h ewumdch drei Tagen auf 25 pg/h
reduziert.

Nach weiteren zwei bis drei Tagen wurde die Schtherapie beendet, wobei besonderer
Wert auf das Wohlbefinden der Tiere gelegt wurde.

Bei Anzeichen von Schmerzen, die sich vor allemclkluyerhaltensanderungen wie z.B.
Aggressivitat oder Apathie sowie verzogerte oderstisiende Futter- und/oder
Wasseraufnahme zeigten, konnte eine Fortsetzun@cenerztherapie jederzeit eingeleitet

bzw. adaptiert werden.
3.2.3.3 Wundpflege

Durch die Konstruktion des Jackenverbandes ertgitiedie Praktikabilitat bei der taglichen
Wundkontrolle, da sie Uber den
Klettverschluss einfach geoffnet

und wieder verschlossen werden
konnte. Nach Mdglichkeit wurde

die ,Jacke" bis zum Versuchsende
nicht gewechselt, da diese Prozedur
zusatzlichen Stress fur die Tiere
bedeutet hatte.

Die Wunde wurde einmal téaglich

Abb. 3.11: Schwein mit Jackenverband ag 10 p.op. mit  sterilen Tupfern trocken

gereinigt und wieder abgedeckt.
Auf eine weitere lokale Behandlung mit Povidon-lualtiger Salbe wurde nach einigen

Tagen verzichtet, wenn sich die Wunde in guter Albhg befand.
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Zeigten sich lokale Infektionen, wurde je nach Bédatweder mit einer jodhaltigen Lésung
(Betaisodona Losurfg Mundipharma GmbH, Limburg) oder mit steriler pioysgischer
Kochsalzlbsung gesplilt, um Zelldetritus und Keimesatfernen.

3.2.3.4 Medikamentdse Therapie

Als Infektionsprophylaxe erhielt jedes Tier am Tagr Operation 6000 I.E./kg KG
Benzylpenicillin-Benzathin, 1500 I.E./kg KG Benzgilucillin-Procain und 7,5 mg/kg KG
Dihydrostreptomycin (Langzeitpenicillin und Dihydtoeptomyciff, ani Medica GmbH,

Senden-Bosensell) intramuskular.

Zur Vermeidung einer Andmie wurde zusatzlich eiseR(ll)-hydroxid-Dextran-Komplex

(Medifer 20&, Medistar Arzneimittel-Vertrieb GmbH, Holzwickedig) einer Dosierung von
20 mg/kg KG intramuskuléar verabreicht.

Eine Fortsetzung der Antibiose erfolgte intramu&kuin zweitagigem Abstand Uber
insgesamt sechs bis acht Tage.

3.2.3.5 Katheterpflege

Bei der taglichen Wundkontrolle wurden alle Sonded Katheter begutachtet. Jedes Kabel
bzw. jeder Katheter war einzeln aufgerollt und iulMverpackt, um Beschadigungen zu
verhindern. Taglich wurden diese Mulltupfer ernéuer

Die beiden flussigkeitsgefullten Katheter mit Lageler Aorta und im linken Atrium wurden
einmal taglich gespult, um einer Thrombenbildungzubeugen und die Durchgéangigkeit zu
gewahrleisten. Hierzu diente physiologische Kodtiéalng mit Zusatz von Heparin
(Liquemin N 5008, Hoffmann-La Roche AG, Grenzach-Wyhlen) in aufgeder
Konzentration. Begonnen wurde am ersten postoperaflag mit einem Heparinzusatz von
500 IL.E./ml physiologischer Kochsalzlésung, am éolden Tag wurden 1000 I.E./ml
zugesetzt und ab dem dritten Tag 1500 I.E./ml. @ehnrhrombenbildung im jeweiligen
»Tygon“-Katheter wurde die Heparinkonzentratiordier Spullésung adaptiert.

Im ersten Schritt wurde unbedingt aspiriert, um hoh@ Thromben zu asservieren, damit
diese nicht in den Systemkreislauf gelangen undizer arteriellen Embolie fihren konnten.
Durch diese Vorgehensweise sollte insbesondere isghdmischer Hirninfarkt als
wahrscheinlichste Folge eines transartrial bzwsaartal eingebrachten Embolus verhindert

werden, da als Konsequenz der Verlust des entsgmden Tieres die Folge gewesen waére.
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Im néchsten Schritt wurde der gesamte Katheter idfesmd sofort im Anschluss steril
verschlossen. Wahrend des gesamten Vorganges Wwesoaders darauf geachtet, dass keine
Luft in die Katheter gelangte, die unter Umstandbenfalls zu Embolien fihren kdnnte.

3.2.4 Versuchsprotokoll

3.2.4.1 Ausschluss- und Abbruchkriterien

Bei Anzeichen einer das Allgemeinbefinden beeimtigenden Erkrankung wurden die Tiere

von vornherein vom gesamten Versuchsvorhaben acldgssen.

In der Erholungsphase nach der Operation wurdeVablalten, insbesondere das Fress-,
Trink- und Spielverhalten, genau kontrolliert und den Verhaltensweisen vor dem Eingriff

verglichen.

Bei Auftreten von sichtlichem Unwohlsein, Sepsieiotochgradiger, entlang der Katheter
ziehender Wundinfektion wurde der Versuch soforgeddvochen. Dieses erfolgte durch

Euthanasie in tiefer Narkose.

Weitere Abbruchkriterien waren Dislokation bzw. Blee einer oder mehrerer Sonden oder
Katheter.

3.2.4.2 Versuchsablauf

Nach der postoperativen Erholungsphase von etwa Zagen fand der eigentliche Versuch
statt.

Jedes Tier absolvierte zwei unten beschriebeneudlesphasen und war somit gleichzeitig
Versuchs- und Kontrolltier. Der zweite VersuchstiEhd dabei erst nach Ablauf einer
weiteren Erholungsphase von zehn Tagen statt. Erdevwanalog zum ersten Teill
durchgefuhrt, lediglich unterschied er sich in derabreichten Substanz. Die Applikation der
Testsubstanz bzw. des Placebos im ersten und mwégtesuchsteil erfolgte in randomisierter
Reihenfolge.

Vor Versuchsbeginn wurden Blutgase und Elektrolidentrolliert, da nur Tiere mit
physiologischen Ausgangsparametern in den Verstiezogen wurden.

Alle Versuche wurden an wachen, nicht sediertemehiezorgenommen. Es wurden weder

Analgetika noch andere arzneilich wirksame Substamverabreicht. Da alle Messsonden und
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Katheter bereits implantiert waren, wurden den dnerwdhrend der Versuche keine

traumatischen Schmerzen zugefugt.

Im Folgenden ist der Versuchsablauf aufgelistet soitematisch dargestellt:

1. Messung unter Ausgangsbedingungen (,BaselinelB&$ [BLBL])

2. Applikation der Testsubstanz bzw. des Placebos

3. Messung unter Wirkung des jeweiligen Opioidréasgmo- oder -antagonisten bzw.
Placebo (,Baseline” [BL])

4. Induktion einer zehnminutigen Koronarischamie

5. Messungen wahrend der Ischdmiephase (,Ischgis€H])

6. Beginn der Reperfusionsphase mit Messungenzb&unden nach Beendigung der

Ischamie (,Reperfusion“ [REPERF])

Abb. 3.12: Schwein wéhrend der Messung
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—— | Vor SubstanzapplikatioBLBL

Substanz-
applikation

—— | Nacl SubstanzapplikatiorBL

Ischamie = —— | Wahrend der Ischamiephad&CH

; Wahrend der Reperfusionspha®EPERF
Reperfusion \———— |- 11 /4 /8 /15 /30 /60 min, 3 /6 /12 /24 /48172

Erholungsphase|——p ca. 10 Tage zwischen den Versuchen

Versuch 2 Messzeitpunkte
—— 9 Vor PlaceboapplikationBLBL
Placebo-
applikation

— | Nach Placeboapplikatio BL

Ischamie | ———| Wahrend der Ischamiephad&CH

3 Wahrend der ReperfusionsphaREPERF
Reperfusion \——— " 12ch 1/ /8 /15 /30 /60 min, 3 /6 /12 /24 /A8

Abb. 3.13: Schema des Versuchsablaufs

Zu Beginn des Experiments wurde das jeweilige Tier Transportkafig in das Labor
gebracht. Die im Nacken ausgeleiteten Kabel wuiitser die obere Offnung des Kafigs mit
den Messgeraten verbunden.

Die Hamodynamik wurde wahrend des gesamten Versadasst. Blutprobenentnahmen
sowie Mikrospharenapplikationen erfolgten zu vorhiestgelegten Zeitpunkten. Alle
Blutproben wurden aus dem aortal liegenden Katlgeeonnen.

Bei der ersten Messung (BLBL) wurden die Ausgantgsdaerhoben. Neben der

Hamodynamik umfasste dieses die BlutprobengewinmumagMikrosphérenapplikation.
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Im nachsten Schritt wurde die jeweilige Substanzeimer zu 2 mg/kg KG aquimolaren
Dosierung infundiert. Dieses geschah mit Hilfe ei@pritzenpumpe Utber einen Zeitraum von
30 Minuten.

Handelte es sich um einen Kontrollversuch, wurde destsubstanz durch ein gleiches
Volumen physiologischer Kochsalzlésung ersetzt iiimer den gleichen Zeitraum infundiert.
Im Anschluss erfolgte der zweite Messzeitpunkt (Bh} erneuter Mikrospharengabe und
Blutprobenentnahme.

Eine Stunde nach Versuchsbeginn war die zehnmmigghamiephase vorgesehen. Sie
wurde in Form einer Inflation des um den RIVA liagen Okkluders durchgefihrt. Eine
Kontrolle der vollstandigen Okklusion fand durcle diberpriifung des Signals der distal des
Okkluders liegenden Dopplerflusssonde statt.

Nach drei Minuten Ischamiezeit wurde die dritte M#phareninjektion und
Blutprobenentnahme begonnen (ISCH).

Nach zehn Minuten wurde die Ischamiephase beewdetjt die Reperfusionsphase begann.
Die letzte Mikrosphéarengabe erfolgte nach eineru#rReperfusionszeit.

Es folgten Blutprobenentnahmen nach vierminitigechtminttiger, 15-mindtiger, 30-
minutiger und 60-minutiger Reperfusion.

Nachdem die Hamodynamik bis zwei Stunden nach HEeleschamie aufgezeichnet war,
wurde das Tier zunéchst fur eine Stunde zurticlkem$tall gebracht.

Danach folgten jeweils nach drei, sechs, zwolf, 28,und 72 Stunden Reperfusionszeit
Messzeitpunkte mit Aufzeichnung der Hamodynamikisd#ntnahme von Blutproben.

Nach Ende des ersten Versuchs erhielten die Schveane weitere Erholungsphase von etwa
zehn Tagen. Dieser Zeitabstand zwischen den beudauchsteilen war notwendig zur
Sicherstellung der vollstandigen Erholung des Mydgaim Besonderen vom ,myocardial
stunning“. Dieses wurde gemessen an der absolutgkardialen Wanddicke. Dadurch
sollten mdgliche Einflusse einer vorhergehenden aifie nachfolgende Ischamie
ausgeschlossen werden. Zusatzlich wurde so dist&ntige Elimination der entsprechenden
Testsubstanz gewahrleistet.

In dieser Zeit wurden die Schweine mindestens zakti@glich visitiert, wobei sie davon
einmal zur Wundkontrolle und Katheterpflege mit déransportkéfig in das Labor gefahren
wurden.

Wiederum wurde dabei das Verhalten jedes einzelneres beobachtet und dokumentiert,
um sicherzustellen, dass Krankheitsanzeichen s@eiibaltensanderungen frihzeitig erkannt

wurden.
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3.2.5 Euthanasie

Nach Beendigung des letzten Messzeitpunktes (72d8tunach Beginn der Reperfusion) im
zweiten Versuchsteil wurde Uber den linksatriagdieden Katheter eine Narkose mit 7,5
mg/kg KG Propofol und 50 pg/kg KG Fentanyl eingetei

Wenn sich die Tiere in tiefer Narkose befandenieidn sie ebenfalls Uber den linksatrialen
Katheter eine Bolusinjektion von 40 ml 7,45-prozgain Kaliumchlorid (B. Braun
Melsungen AG, Melsungen). Das hierauf einsetzendammderflimmern wurde
elektrokardiographisch dokumentiert und fir mindastzehn Minuten bis zum Eintritt der

Asystolie beobachtet. AnschlieRend erfolgte dietiBak

3.2.6 Datenerfassung

3.2.6.1 Hamodynamik

Die Parameter der Hamodynamik wurden analog UkeerAcquisition Box* des Software-
Programms eingespeist, gespeichert und spaterwaexge

Zu den Messzeitpunkten wurden folgende Paramefeesstr

* Herzfrequenz

» Systemarterieller Druck

. EKG

« LVP

» Erste zeitliche Ableitung des linksventrikularerubks (LVdP/dt)
» Absolute myokardiale Wanddicke

» Blutflussgeschwindigkeit in der Koronararterie

» Blutflussgeschwindigkeit im Truncus pulmonalis
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3 Material und Methoden

Weitere Parameter der ventrikuldren Funktionen k@mraus den zuvor erhobenen Daten
ermittelt werden. Diese waren wesentlich fir disvBdung des myokardialen Stunnings und

beinhalteten folgende GroR3en:

« tau“ als Mal} fur die diastolische Relaxation dentfikels
* Fluss-Volumen-Schleifen
¢ Druck-Volumen-Schleifen

* Absolute Myokardwanddicken zu bestimmten Zeitpunkte(endsystolisch,

enddiastolisch)
* Relative Wanddickendnderungen

« Maximale linksventrikulare Druckanstiegs- bzw. Dhabfallsgeschwindigkeit
(LVdP/dtnax LVdP/dtnin)

3.2.6.2 Perfusionsmessung

Die Messung der regionalen Perfusion erfolgte nilfieH/on fluoreszierenden Mikrospharen
(Nuflow® 15 pm DIA Fluorescent Microspheres, Stason Phaemtaals, IMT, Ltd., Irvine,
CA., USA).

Bei dieser Methode werden die Mikrosphéaren in dakel Atrium injiziert, um nach
Durchmischung im Ventrikel mit dem arteriellen Bittom in die Organe verteilt zu werden.
Entsprechend ihrer Grol3e sind die Mikrospharenesgéatden Kapillaren aller abhangigen
Organe zu finden. Die Menge der Mikrosphéren in @ganen und Geweben ist direkt
proportional zum jeweiligen Organblutfluss.

Parallel zur Mikrosphareninjektion wird mit definier Geschwindigkeit eine
Referenzblutprobe aus der Aorta aspiriert.

Nach folgender Formel lassen sich spater der Bkaflder einzelnen Organe sowie das

Herzminutenvolumen berechnen:

Oy = Organblutfluss pro Gramm (ml/min/g)

M,*S Mg = Mikrospharenzahl pro Gramm Gewebe

g M S = Saugrate der Referenzblutprobe (ml/min)

M, = Mikrosphéarenzahl in der Referenzblutprobe
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3 Material und Methoden

Im beschriebenen Versuch wurden pro Applikatiortpreikt finf Millionen Mikrospharen
einer definierten Farbe Uber den in das linke Atriimplantierten Katheter injiziert. Die
Referenzblutprobe wurde Uber den aortal liegendsthd¢er gewonnen.

Das Vorgehen orientierte sich exakt an der Besbbng von Grol3e Hartlage und
Mitarbeitern (Grol3e Hartlage et al., 2004).

Nach Beendigung des Vorgangs wurden alle Kathetdrleitungen sorgfaltig gespult, um
ein Verbleiben von Mikrospharen zu verhindern.

Die Organperfusion wurde bei jedem Tier in viersaftiedenen Phasen des Experiments
untersucht, da jeweils vier verschiedene Mikrosphfarben zusammen verwendet werden

konnten:

1. unter Ausgangsbedingungen

2. unter Wirkung des jeweiligen Opioidrezeptoragder -antagonisten bzw. Placebo
3. nach drei Minuten Ischamiezeit

4. nach einer Minute Reperfusionszeit

3.2.6.3 Laborchemie

Zu jedem Messzeitpunkt wurden vier Blutproben venlp ml Uber den aortal liegenden
Katheter gewonnen.

Davon enthielten drei Probenrdhrchen als Antikoagsilden Chelatbildner EDTA (Sarstedt
Monovett€, Sarstedt AG & Co., Niimbrecht), wovon zwei Réhrchesatzlich mit 500 pl
Aprotinin zur Proteinaseninhibition (Trasyfol Bayer Vital GmbH, Leverkusen) befiillt
waren.

Ein viertes Gutathion-haltiges BlutentnahmerohrchnEGTA als Antikoagulans diente zur
spateren Bestimmung der endogenen Katecholamingegi¢ste 502 R, Kabe Labortechnik,
Numbrecht).

Die Proben wurden bei einer Temperatur von —4 °€3000 U/Minute tUber 20 Minuten
zentrifugiert. Das Plasma wurde sogleich aliquotigrd bei —70 °C tiefgefroren, um es flr

die spatere Analyse zu konservieren.
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3.2.6.4 Gewebeproben

Nach Euthanasie erfolgte die Sektion mit Explaotatder Sonden und Entnahme der
Gewebeproben. Zur Analyse der regionalen Perfufidikrospharenkonzentration) wurde
von den folgenden Organen eine definierte Gewebgaéh5 — 3 g) entnommen und auf vier

Dezimalen exakt gewogen:

« Osophagus (proximal/distal)

* Magen (proximal/distal)

* Duodenum (proximal/distal)

e Jejunum (proximal/distal)

e lleum (proximal/distal)

* Kolon (proximal/distal)

» Pankreas (Lobus pancreatis sinister/Lobus patisaxter)

* Leber (Lobus hepatis sinister lateralis/Lobugdtis sinister bzw.

dexter medialis/Lobus hepatis dexter lateralis)

* Niere (Cortex renalis/Medulla renalis)

* Milz

* Haut (M.-deltoideus-Region/M.-glutaeus-Region)
* Muskulatur (M. deltoideus/M. glutaeus)

* Herz (jeweils Endokard und Epikard getrennt gers

Versorgungsgebieten folgender Koronarien: RIREX, RCA)

AulBerdem wurde parallel eine Organprobe zur histphwogischen Untersuchung
gewonnen. Alle Proben wurden mit einer 3,5 — 3,gé¥igepufferten Formaldehydlésung
(Otto Fischar GmbH & Co. KG, Saarbrucken) fixiert.

Die Untersuchung der Mikrospharenkonzentration @n einzelnen Organen erfolgte als
Auftragsanalyse (Stason Pharmaceuticals, IMT, &viDA, USA).
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4 Ergebnisse

4.1 Gruppeneinteilung

An der Studie nahmen drei Gruppen von Schweinennsgiesamt 13 Tieren teil.

Gruppe 1: drei Tiere der Kreuzung aus Deutschedizase und Yorkshire
Gruppe 2: vier Tiere der Hybridzucht Westhybrid
Gruppe 3: sechs Tiere der Kreuzung aus Britisclaedtasse und Large White

4.2 Ergebnis Gruppe 1

4.2.1 Préaoperative Phase

Alle Schweine dieser Gruppe verhielten sich vonahgf an sehr misstrauisch und néherten
sich den betreuenden Personen nur langsam. Auf d@dewen und Gerdusche reagierten sie
sehr schreckhaft mit aufgeregten Grunzlauten urstigea Flucht. Dieses Verhalten &nderte
sich wahrend der gesamten Trainingszeit nur unvigsenDie Tiere blieben zurickhaltend
und waren darauf bedacht, den Schutz der Gruppsuzhben. Sie betraten den gréf3eren
Transportwagen nach vier bis funf Tagen zoégerliarsuchten jedoch bei Verschluss der
Klappen aus diesem wieder heraus zu springen. Dneke Kafigwagen wurde besser
akzeptiert, aber erst am Ende der TrainingswocheewaTransport der Tiere in das Labor

maoglich.

4.2.2 Perioperative Phase

4.2.2.1 Anasthesie

Als Pramedikation erhielten die Tiere am Vorabeed Operation oral Flunitrazepam. Zur
Sedierung wurde am Operationstag eine KombinatmmAzaperon, Ketamin und Piritramid
intramuskular appliziert. Bei der Injektion reagesr die Tiere mit hastigen Bewegungen,

Kopfschitteln und Quietschlauten. Wahrend der Hiladphase verhielten sich die Tiere sehr

unruhig und schreckhaft. Wahrend der Narkoseeurlgitund im weiteren Verlauf der
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4 Ergebnisse

Instrumentierung zeigten alle Tiere dieser Gruppe Elerzfrequenz von bis zu 180 Schlagen

pro Minute. Eine invasive Blutdruckmessung fandigser Gruppe nicht statt.

4.2.2.2 Instrumentierung

Alle drei Tiere verstarben wahrend der Instrumentig in Folge von nicht therapierbarem
Kammerflimmern. Dieses trat in allen Fallen wahrete Manipulation am RIVA auf. Es
entstand als Folge einer Myokardischamie, die dutiehreaktive Kontraktion der Arterie
ausgelost wurde. Es lieR sich keine Konversion Klsmerflimmerns durch Defibrillation

und Anwendung verschiedener Pharmaka erzielen.

4.2.3 Postoperative Phase

Durch den intraoperativen Verlust der Tiere entfielse Phase bei Gruppe 1.

4.3 Ergebnis Gruppe 2

4.3.1 Praoperative Phase

Die vier Schweine dieser Gruppe zeigten sich inElagewéhnungsphase verhalten, waren
jedoch weniger schreckhatft als die Tiere der er&rrppe. Sie rannten bei Bewegungen oder
Gerauschen nicht sofort weg, sondern hielten zwstédohe, bevor sie eventuell mit Flucht
reagierten. Beim Freilauf in der Stallgasse begegnsie den betreuenden Personen mit
grof3er Neugier und wurden mit jedem Tag zutrautiche nach Temperament des einzelnen
Tieres lieRen sie sich friher oder spater auchegstreicheln. Zwei Tiere betraten den
Kafigwagen freiwillig am dritten Tag, die andereriden Tiere der Gruppe folgten dem
Verhalten am vierten Tag. Der Transport in das kadyfolgte mit viel Interesse der Tiere,
wenngleich sie Uber Grunzlaute den Kontakt zu detall verbliebenen Schweinen suchten.
Sie verhielten sich dabei zu keinem Zeitpunkt nerdidssgesamt waren diese Tiere auf3erst

gelehrig und freuten sich nach Eindruck der Betrewé die tagliche Beschaftigung.
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4.3.2 Perioperative Phase

4.3.2.1 Anasthesie

Die Tiere erhielten am Vorabend der Operation diazepam, Clonidin sowie Metoprolol.
Am Tag der Operation wurden sie mit einer Kombimatvon Azaperon, Ketamin und
Piritramid pramediziert. Auch in dieser Gruppe remgdie Tiere wéahrend der Applikation
deutliche Abwehrreaktionen. In der 20- bis 30-migén Einschlafphase verhielten sich alle
Tiere trotz reizarmer Umgebung unruhig.

Bei dieser Gruppe wurde der Blutdruck nach Anlageere arteriellen Verweilkanile
kontinuierlich invasiv gemessen, tberwacht und gegenfalls durch Pharmaka stabilisiert.
Bei allen Tieren wurde nach Sedierung eine statdezfrequenz von 60 bis 80 Schlagen pro

Minute gemessen.

4.3.2.2 Instrumentierung

Bei drei Tieren kam es im Laufe der Operation zummiherfimmern, welches durch
Myokardischamien verursacht wurde und zum Tod dereTfuhrte. Dieses trat bei zwel
Tieren als reaktiver Vasospasmus unmittelbar uvtaripulation am RIVA auf.

In einem Fall resultierte die Ischamie wahrend wegeren Verlaufs der Préaparation aus der
Torsion der Dopplerflusssonde auf dem RIVA trotz bleschriebenen Fixierungstechnik. Es
kam somit zu einer mehrmindtigen Flussunterbrechumg nachfolgendem ischamisch
bedingten irreversiblen Kammerflimmern.

Bei einem weiteren Tier dieser Rasse kam es wahagrd Koronarpraparation zum
Kammerflimmern, welches jedoch durch Defibrillatiomehoben werden konnte. Im
Folgenden stieg die Herzfrequenz auf 130, zum dwh bis auf 180 Schléage pro Minute an
und betrug am Operationsende 120 Schlage pro Minute

Dieses Schwein verstarb jedoch trotzdem nach edolger Operation an einem
Pneumothorax. Dieses ereignete sich direkt nachEdarbation. Das Schwein zeigte eine
deutliche respiratorische Insuffizienz, welche ame iatrogene Schadigung des N. phrenicus
durch die Defibrillation zurtickzufiihren war. Beird@bduktion konnte eine Durchtrennung
des linken N. phrenicus festgestellt werden.

Ein Ausschnitt des Narkoseprotokolls dieses Schsvisinm Folgenden abgebildet.
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4.3.3 Postoperative Phase

Durch den Verlust aller Tiere entfiel diese PhasieGruppe 2 ebenfalls.

4.4 Ergebnis Gruppe 3

4.4.1 Préoperative Phase

Die sechs Tiere dieser Gruppe verhielten sich,iéhnbie bei der zweiten Gruppe, anfangs
eher zurlUckhaltend, aber keineswegs schreckha#t. eisten gingen neugierig auf die
betreuenden Personen zu und liel3en sich nach eiiggen auch streicheln; ein Tier blieb
weiter misstrauisch. Den Kafigwagen betraten dreerel schon zwei Tage nach
Trainingsbeginn, zwei brauchten dazu drei Tage,rerhein Tier erst nach funf Tagen auf
den Wagen stieg. Dieses war beim Transport in @iLrecht unruhig und drehte sich fast
ununterbrochen im Wagen um. Als Konsequenz wurdm e&n folgenden Tagen deutlich
langer und intensiver beschaftigt. Daraufhin wuedeweniger hektisch, verhielt sich ruhig
und drehte sich ab und zu nur noch langsam im Wagen Ein weiteres Tier grunzte
wéhrend des Aufenthalts im Kafigwagen ununterbroclewegte sich dabei jedoch kaum
und machte auch keinen nerviésen
Eindruck. Drei Schweine legten

sich wenige Tage, nachdem sie den

Wagen zum ersten Mal betreten
hatten, sofort darin hin und
schliefen wahrend des Aufenthalts
im Labor sehr schnell ein. Ein Tier
verhielt sich von Beginn der

Trainingsphase an aul3ergewohnlich

Abb. 4.1: Training Laboraufenthalt ruhig und fiel im weiteren Verlauf
als Kimmerer auf (s. Punkt 4.4.2).

Insgesamt waren alle Tiere enorm lernfahig und ateEler Trainingsphase sehr zutraulich.
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4.4.2 Ausschluss

Ein Tier dieser Gruppe wurde von vornherein von@peration ausgeschlossen.

Es zeigte im Verlauf der Trainingsphase Symptonge,Bestweaning Multisystemic Wasting
Syndroms* (PMWS). Diese Erkrankung wird durch eiorgines Circovirus (PCV 2)

hervorgerufen, welches sich nach Infektion in zzsiblre Organe verbreitet. Betroffen sind vor
allem das lymphatische System, Lunge, Leber undeNie

Das Tier fiel zundchst als Kummerer auf. Es zeidteppetenz, Apathie und

Gewichtsabnahme. Hinzu kamen respiratorische Symgio Form von Husten und eitrigem
Nasenausfluss. Uberdies wurden Fieber und Polytstiiestgestellt. Im Folgenden traten
VergrolRerungen der peripheren Lymphknoten und Hamébderungen auf, die sich als
glutacale Effloreszenzen darstellten. Somit e#dulltieses Tier die aufgestellten
Ausschlusskriterien und wurde aufgrund seines sbikde Allgemeinzustandes und der

ungunstigen Prognose euthanasiert.

4.4.3 Perioperative Phase

4.4.3.1 Anasthesie

Die Pramedikation erfolgte am Tag der Operatiorckukpplikation einer Kombination von
Tiletamin, Zolazepam und Xylazin intramuskular. Odas Injektionsvolumen dieser
Arzneimittelkombination deutlich kleiner war alssjlavelches bei den ersten beiden Gruppen
verabreicht wurde, zeigten die Tiere wahrend deplikption kaum Abwehrreaktionen. Die
Einschlafphase verlief fur die Tiere stressarm.ldggen keine Anzeichen von Unruhe vor.
Wenige Minuten nach der Injektion legten sich dier@ ab und schliefen ruhig. Der arterielle
Blutdruck wurde regelm&Rig invasiv gemessen undrvidieht. Die Tiere zeigten nach
Pramedikation eine Herzfrequenz von etwa 100 Sehligo Minute.

4.4.3.2 Instrumentierung

Bei allen Tieren dieser Gruppe lag zu Beginn deer@on ein stabiler Blutdruck vor.
Bei einem Tier der Gruppe kam es, bedingt durclereirelevanten operativen Blutverlust
wahrend der Praparation an der Aorta descendensinem massiven Blutdruckabfall, der

mit den zur Verfligung stehenden Mitteln nicht addqou therapieren war. Die daraus
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resultierende  Mangeldurchblutung und  Minderversoggu des  Myokards — mit
Sauerstofftragern fuhrte zu irreversiblem Kammaenfliern.

Bei den weiteren Tieren konnte eine stabile Hamadyk Uber den gesamten
Operationsverlauf verzeichnet werden. Die Herzfeegulag vor Thorakotomie zwischen 100
und 120 Schlagen pro Minute, sank aber bei Eréffrades Thorax bei allen Tieren auf 50 bis
60 Schlage pro Minute. Hierdurch war eine Prépamatim Herzen, besonders aber der
Koronarien deutlich leichter mdglich.

Insgesamt vier Tiere dieser Gruppe
wurden erfolgreich operiert. Ein
kritischer ~ Zeitpunkt war die
Extubation. Beim Weaning vom
Respirator gelang es den Tieren nur
zogerlich, adaquate Tidalvolumina
zu generieren. Vom Operationsende
bis zur Extubation verging mitunter

ein Zeitraum von drei Stunden. Ein

Tier dieser Rasse verstarb etwa

Abb. 4.2: Weaning

zwei Stunden post extubationem an
einem Spannungspneumothorax, was durch die Obduldiestatigt wurde. Eine okkult
frakturierte Rippe im Bereich der Thorakotomie téhrzu einer Perforation und
Durchspief3ung der Lunge und war so urséchlich éar $pannungspneumothorax.
Somit konnten drei Tiere bis in den Versuch gefinetden.
Im Folgenden ist das Narkoseprotokoll eines eréatdr operierten Tieres abgebildet.
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4 Ergebnisse

4.4.4 Postoperative Phase

Bis zum Beginn des Versuchs
wurden die drei Schweine
kontinuierlich Giberwacht und weiter

trainiert. Kriterien zum Abbruch

des Experiments lagen zu keinem

Zeitpunkt vor. Es waren keine
Anzeichen von Infektionen oder

reduziertem Allgemeinbefinden

vorhanden. Die Tiere zeigten sich

Abb. 4.3: Verhalten p.op. frohlich  und aufmerksam im
Training und bei der taglichen
Wundkontrolle bemerkenswert kooperativ. So betraten meisten Tiere bei Anblick des
Transportwagens diesen sofort freudig und freigillDurch die einfache Handhabung des
Jackenverbandes lieBen die Schweine den Verbandselauit Uberprifung der Sonden und

Spulung der Katheter ohne weiteres zu.

4.4.5 Versuchsdurchfuhrung Teil |

Im ersten Versuchsteil kam es zum Exitus einese§iddieser resultierte aus der Lage des um
den RIVA liegenden Gefal3okkluders. Aus anatomisd@ainden war bei diesem Tier eine
Praparation nur proximal des ersten DiagonalaséesAdterie mdglich. Dadurch entstand
wahrend der durch Inflation des Okkluders herbeiggén Ischdmiephase ein zu
ausgedehntes Ischamieareal, das die gesamte Vamikrdes Herzens umfasste. Diese
ausgepragte Ischamie bedingte nachfolgend ein ersdbles Kammerflimmern mit
anschlieBendem Exitus des Tieres.

Beide anderen Schweine zeigten sich im ersten Ybsseil sehr ruhig. Wahrend der
Ischéamiephase waren keine Veranderungen im Verhalieerfassen. In der langsten Phase
der Messungen und der Datenerfassung bis zur Vig#guRUckkehr in den Stall schliefen

die Tiere Uberwiegend.
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Bei dem wiederholten Transport in das Labor enti#a keine Probleme. Gab es nur sehr

Abb. 4.4: Fressverhalten 14 Tage p.op.

4.4.6 Versuchsdurchfuhrung Teil 1l

kurze Erholungsphasen im Stall, bendétigte

lediglich der Einstieg in den Transportwagen

einen etwas langeren Zeitraum. Durch das
Vertrauen, welches die Tiere zu den beteiligten
Personen aufgebaut hatten, gelang jedoch auch
in solch einer Situation und unter relativem

Zeitdruck der Einstieg ohne jede Form von

Stress oder gar Gewaltanwendung.

In der dem ersten Versuchsteil folgenden

Erholungsphase traten weder beim Training

noch bei der Wundkontrolle Probleme bei der

Arbeit mit den Tieren auf.

Abbruchkriterien lagen zu keinem Zeitpunkt

Vor.

Wahrend des zweiten Versuchsteils verstarb einevestTier dieser Gruppe. Es hatte im

ersten Versuchsteil die Testsubstanz (Naltrexoh@alen und das Experiment erfolgreich

Abb. 4.5: Schwein 6 Wochen p.op.

absolviert. Entsprechend des geplanten
Versuchsablaufs wurde vor der Ischamiephase
des zweiten Versuchsteils ein Placebo
verabreicht. Wahrend der  folgenden
Myokardischamie kam es zu Kammerflimmern
und zum Tod des Tieres.

Ein letztes Tier dieser Gruppe Uberlebte beide
Versuchsphasen. Es wurde demgemal weit
langer als sechs Wochen betreut und zeigte im
gesamten Verlauf keine Anzeichen von
Unwohlsein oder Infektionen. Es wurde nach
Beendigung der Experimente in tiefer Narkose
euthanasiert. Alle Daten der in den Versuch
gefuhrten Tiere konnten ausgewertet werden.
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5 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit soll die Entwicklung esnneuen Tiermodells zur Untersuchung
der Opioidrezeptormodulation auf die regionale,tigoe&dmische myokardiale Dysfunktion
beschrieben werden.

Bisher haben sich nur wenige Arbeitsgruppen miselidhematik beschéftigt; so wurden die
bisherigen Studien dieser Arbeitsgruppen entwedeteru Verwendung von Kkleinen
Labortieren (Kato und Foex, 2000; Kodani et al.020Wu et al., 2002; Peart und Gross,
2004) oder Hunden durchgefihrt (Ross et al., 1998ber et al., 2001; Weber et al., 2002;
Grol3e Hartlage, 2002; GrolRe Hartlage et al., 2Q08)iglich eine Arbeitsgruppe verwendete
zu diesem Zweck ein Modell am akut instrumentie&ehwein (Sigg et al., 2002).

Diese Arbeit zeigt, dass die Umstellung des Grofdioelells vom Hund auf das chronisch
instrumentierte Schwein prinzipiell sinnvoll und ghéh ist. Im Folgenden sollen Grinde,
Vorteile und Schwierigkeiten der Entwicklung krdaisdiskutiert werden.

5.1Wahl der Tierart

Der Einsatz von Hunden im Rahmen von experimemdlatersuchungen hat sich in den
letzten Jahrzehnten deutlich verandert. Das liegh&e zufolge vor allem daran, dass der
Hund aus traditionellen statt rationalen Grindewesetzt wurde (Swindle, 1984). Eine enge
anatomische oder physiologische Ahnlichkeit zum #btien ist jiingeren Erkenntnissen
zufolge nicht gegeben (Swindle, 1984). Weiterhinkivsich nachteilig aus, dass der Hund in
der heutigen Zeit ausschliel3lich als Haustier bbtet wird, was das Ansehen von
Tierversuchen mit dieser Tierart deutlich negaeeibtrachtig hat (Swindle, 1984; Verdouw
et al., 1998). Auch die tierschutzrechtlichen Reggéen sind im Vergleich zu anderen
Tierarten inzwischen deutlich strenger gewordemn@satzlich gelten fir Versuchshunde die
Bestimmungen der Tierschutz-Hundeverordnung (Bundesterium flr Verbraucherschutz,

Ernahrung und Landwirtschaft, 2003). Diese fordeldss mehrere Hunde in Gruppen
gehalten werden missen und jedem Tier mindesteasis SQuadratmeter Bodenflache zur
Verfugung stehen. Zusatzlich wird der Einfall natlven Tageslichts verlangt. Es muss
weiterhin ~ fur ausreichend Auslauf gesorgt werden undesministerium  far

Verbraucherschutz, Ernahrung und Landwirtschaft,0120 In Anlehnung an eine

Veroffentlichung der Gesellschaft fur Versuchstierte sollen die Auslaufe mindestens eine
GroRe von 1 — 1,5 m x 3 — 6 m haben (GV-SOLAS, }988mit erfordert die Haltung von
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Versuchshunden einen enorm grofRen PlatzbedarfeFmtnes sehr kostenaufwendig, Hunde
fur den experimentellen Einsatz zu erwerben, dairoege Rassen, z.B. Beagle oder
Foxhounds, eigens fir solche Zwecke geziichtet wmgi@@indle et al., 1988; Verdouw et al.,
1998). Im Gegensatz dazu missen Schweine zum Eimsatler Forschung nicht von
kommerziellen Zichtern fir Labortiere erworben vegrdund sind infolgedessen um ein
Vielfaches gunstiger. Das Mindestmald bei der demednen Tier zur Verfligung stehende
Bodenflache betragt fur Schweine mit einem Korpeiget von 10 — 50 kg lediglich zwei
Quadratmeter. Ahnlich wie fir den Hund werden adih das Schwein hinreichend
Beschaftigungsmoglichkeiten, wie z.B. Spielzeugelangt (GV-SOLAS, 1988).

Das Schwein als Versuchstier hat vor allem denaflpdass es im Hinblick auf die Anatomie
des kardiozirkulatorischen Systems weitaus mehrliéikeiten zum Menschen zeigt als der
Hund.

Betrachtet man zunachst Form und Gewicht des HsyZassen sich folgende Merkmale
aufzeigen: das Herz des Menschen ist kegelfornag,d&s Schweins stumpfkegelférmig und
das des Hundes kugel- bis stumpfkegelformig. Wahdas relative Herzgewicht bei Mensch
und Schwein etwa 0,3 — 0,4 % des Korpergewichteibgtliegt das des Hundes bei 0,7 %
des Kdrpergewichts.

Auch im Bereich der Koronarien (Aa. coronariae stisie et dextrae) zeigen sich bei den
verschiedenen Spezies charakteristische Eigenschd&eim Menschen besitzen rund 75 %
den so genannten ausgeglichenen koronaren Verggsiypn wahrend bei den verbleibenden
14 bzw. 11 % der Menschen ein Rechts- bzw. Linlswgungstyp vorliegt, je nach
Dominanz des entsprechenden Koronargefal3es. Bammest handelt es sich ausschlief3lich
um den ausgeglichenen koronaren Versorgungstypremédhder Hund eine typischerweise
linkskoronare Versorgung besitzt (Schummer und Habhgl, 1984; Schmitz, 2007).

Die wesentlichste Ahnlichkeit bei Mensch und Schlwkesteht im Grad der Auspragung
einer koronaren Kollateralisierung. Beide Speziessithten eine nur geringgradig
kollateralisierte Zirkulation. Dariber hinaus sirsie nur sehr begrenzt in der Lage,
Kollaterale nach dauerhafter Okklusion auszubil(eroldi et al., 1956; White et al., 1992).
Diese reichen fur einen funktionierenden Kollatergiklauf, vor allem bei Belastung, nicht
aus (Roth et al., 1987; White et al., 1992).

Im Gegensatz dazu besitzt der Hund von Geburt @@ @eutlich bessere Kollateralisierung
der Koronargefal3e (Eckstein, 1954). Dieses ist eqatvicklungsgeschichtlicher Bedeutung,
da der Hund als Jagdtier auf eine, bei plotzlicigeoRer Anstrengung, ausreichende

Sauerstoffzufuhr des Herzens angewiesen ist. dig#ist er nach Koronarokklusion in der
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Lage, einen suffizienten koronaren Kollateralkm@ai$l zu bilden, der nahezu die gleiche
Leistung erbringen kann wie das native Koronargaféfém (Bishop et al., 1976; Lambert et
al., 1977; Cohen und Yipintsoi, 1981).

Darauf zurtickzufuhren ist nach Shen und Vatner§lL9hrscheinlich auch das Ausmal der
Ischéamie nach einer Okklusion. Dieses ist bei Samvedeutlich gro3er als bei Hunden, da
es gleichméaRig die gesamte Dicke des Myokards ispeschenden Versorgungsgebiet des
verschlossenen Koronargefalies betrifft (Shen unieval996). Sie konnten zeigen, dass
infolgedessen auch die postischdmische myokarBigséunktion, das myokardiale Stunning,
beim Schwein einheitlicher ausgepragt ist als ddumd, obwohl dort Ausmal? und Dauer der
Dysfunktion massiver sind (Shen und Vatner, 1996).

Wesentlich ist jedoch hinsichtlich wiederholter &woarer Okklusionen, dass der Hund im
Gegensatz zum Schwein innerhalb von wenigen Tagen epreconditioning“-&hnlichen
Effekt zeigt, der in dieser Form beim Schwein niohthzuweisen war (Shen und Vatner,
1996). Auch aus diesem Grund kristallisiert sick 8ahwein eindeutig als die schwierigere,
aber auch bessere Wahl fur dieses Tiermodell heides Hund eignet sich allenfalls als
Modell fir Untersuchungen, bei denen ein Versucteaumit vielen koronaren Kollateralen
gefordert wird. Dieses tritt beim Menschen fur géwlich nur nach langer dauernden und
schleichend progressiven koronaren Herzerkrankurggdn Da Patienten in den meisten
Fallen nur minimal koronare Kollaterale ausgebildaben, ist das Schwein als Versuchstier
folglich besser geeignet (Verdouw et al., 1998).

Gleichwohl ist der allgemeine Umgang mit dem Humdhrsviel einfacher als mit dem
Schwein, welches deutlich l&angere Trainings- unav@mungszeiten flr eine gleichartige
Konditionierung verlangt. Wenn jedoch eine ausrenchlange Zeit zur Verfigung steht und
kein Zwang ausgeubt wird, zeigt sich auch das Schwehr gelehrig und durchaus dem
Hund ebenbirtig (Swindle et al., 1988).

Besonderheiten im Umgang mit der Tierart Schweind uspeziell auch die
Anasthesieverfahren mussen bei einem Versuchsvenhaof diese Tierart abgestimmt
werden. Die in der Veterinarliteratur beschriebeNathoden kénnen, wenn Uberhaupt, dann
nur sehr beschrankt angewandt werden, da sie lEantith fir die Verwendung in der
tierarztlichen Praxis bestimmt sind (Swindle et, d986). Durch Auswahl geeigneter
Operationstechniken und stressstabiler Rassen k#as Auftreten der wesentlichen
gefurchteten Komplikationen, maligne Hyperthermied ukardiale Arrhythmien, gering

gehalten werden (Swindle et al., 1988).
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5.2Wahl der Rasse

Durch einseitige Selektion auf Fleischmengenlegtund bewegungsarme Haltung ist das
Hausschwein  pradestiniert fiur Myopathien. Es besitaur  eingeschrankte
Anpassungsfahigkeit gegenidber Belastungen, wodlneh einer bestehenden erblichen
Disposition, der so genannten Stressanfalligkedachn kérperlicher Anstrengung oder
psychischer Erregung ein akutes Herz-Kreislauf-&ges mit Todesfolge auftreten kann.
Man spricht hier von der so genannten akuten Belgsimyopathie (Bickhardt, 2001). Diese
kann schon durch eher alltdgliche Belastungen wie Zransporten oder Umstallungen
ausgeldst werden.

An der Auspragung der Belastungsmyopathie ist dakgiant-Hyperthermia-Syndrome-Gen
(MHS-Gen) beteiligt. Deshalb wurde bei der AuswdRl Tiere fur die Entwicklung des
neuen Tiermodells moéglichst auf Rassen verziclet,denen das MHS-Gen verbreitet ist.
Das betrifft z.B. die Rassen Piétrain oder Deutdcrerasse (Bickhardt, 2001).

Es kamen drei unterschiedliche Kreuzungen zum Einsa

1. Deutsche Landrasse x Yorkshire

Die Deutsche Landrasse ist urspriinglich aus divetsadschlagen unter Einkreuzung von
Yorkshire-Schweinen entstanden und wurde durch @iach mit Schweinen danischen
Ursprungs veredelt. Seit Mitte der 80er Jahre fit@e den gro3wiichsigen Tieren mit langem
Korper eine Selektion auf das Merkmal ,stressstatdtt. Allerdings ist das MHS-Gen nach
wie vor verbreitet (Sambraus, 1994; Bickhardt, 2001

Das Yorkshire-Schwein wird nach seiner Herkunft dessenglischen Grafschaft benannt. Es
entspringt der Zichtung aus Ostasien-Importen unfieemischen Schweinen Englands.
Diese Rasse kommt in ganz England vor und wird daunch Large White genannt. Das
grof3e, mittellange Tier zeichnet sich durch seiagnge Stressanfélligkeit aus (Sambraus,
1994).

2. Hybridzichtung Westhybrid

Bei dieser Zuchtung werden verschiedene Rasserssiri, um deren speziellen Vorteile
auszunutzen. Westhybrid-Tiere enthalten Merkmale Bassen Deutsche Landrasse,
Deutsches Edelschwein, Piétrain sowie HampshirebeDast insbesondere die geringe
Stressanfalligkeit der Rassen Hampshire und DeessEdelschwein vorteilhaft. Weiterhin ist
vor allem das mittelgro3e Hampshire-Schwein sedevgtandfahig und robust. Im Gegensatz
dazu ist beim Piétrain-Schwein das MHS-Gen seHrreédet, was die hohe Stressanfalligkeit

dieser kurzen, tiefrumpfigen Rasse erklart (Sangraf94).
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3. Britische Landrasse x Large White

Die Britische Landrasse ist in GroR3britannien ausndrasse-Importen aus Danemark
entstanden, die urspriinglich flr experimentelled®tu eingesetzt wurden. Bei der weiteren
Zichtung wurde besonderer Wert auf ,Stressstatiiligelegt. AuRerdem sind diese
muskulésen und langen Tiere sehr figsam und ggl@Briggs, 1983).

Die Rasse Large White ist die Wichtigste in Grofaomien. Sie ist groRrahmig und sehr
widerstandsfahig. Bei maliger Fetteinlagerung siiedTiere aktiv und erkranken selten an
den GliedmalRen. Sie sind in der Lage, sich gut eamenSituationen anzupassen und
infolgedessen weniger stressanfallig (Briggs, 1983)

Um den Umgang, das Training sowie die Operatiordiuhrung praktikabel zu gestalten,
wurden Tiere mit einem mittleren Gewicht von 30akggewahlt.

Die speziell fur den Tierversuch gezichtete Ragséttinger Minipig“ kann zwar bei
sorgféltiger Ausbildung auch auf3erst zutraulichdeer sie erreicht aber erst mit Gber zwolf
Monaten das fur diesen operativen Eingriff erfolidee Gewicht. Es ist dann sehr
kostenaufwendig, diese Tiere zu erwerben bzw. bislizsem Alter in eigener Stallung zu
ziehen. Eine eigene Zucht ist aus patentrechtli€h@mden nicht moéglich; an der Universitat
Gottingen existiert derzeit die einzige Basiszuoptpation. Entstanden ist die Rasse dort
Anfang der 60er Jahre aus einer Kreuzung von MiotaeMinipigs und Vietnamesischen
Hangebauchschweinen. Die helle Hautfarbe der scarggan weil3en Linie ist durch
Einkreuzung der Deutschen Landrasse entstandeifiiy diee medizinische Forschung weil3e
Tiere gefordert wurden (Sambraus, 1994).

Das Minipig neigt, besonders bei nicht streng raéder Futterung, zu starken
Fetteinlagerungen, die zu Stoffwechselerkrankurfgbren konnen. So ist Diabetes mellitus
bei diesen Tieren in hoherem Alter durchaus keiragdteSheit. Die Folgen auf das
kardiozirkulatorische System sind mittlerweile Riwhend bekannt und mit einer
regelrechten Versuchsdurchfliihrung nicht vereiniachstehende Erkrankungen kdnnen
auftreten:  Dermatosen, Wundheilungsstérungen, Batogathie, = Nephropathie,
Retinopathie, Arteriosklerose sowie das so genadigketisches Gangran als Folge einer
Mikroangiopathie. In Stresssituationen kann dienfftequenz bis auf 80 Atemzige/Minute
und die Herzfrequenz bis auf 140 Schlage/Minutéedgsn (GV SOLAS, 1999).

Insbesondere eine lang andauernde Immobilisierdry, langer als sechs Stunden, kann
schwere Stressreaktionen auslosen. Diese konnemlsich Verlangsamung der Atmung und
Hypotonie bis hin zum Kreislaufkollaps auf3ern (Besaimt fur Veterindrwesen der Schweiz,

1994). Da die Instrumentierung bei dem beschriebh&fersuchsmodell mehrere Stunden in
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Anspruch nahm, sollte das Risiko fur das Auftretelther Stressreaktionen mdglichst gering
gehalten werden. Aus diesen und aus wirtschaftidhieerlegungen heraus wurden daher die
vorher beschriebenen Rassen eingesetzt.

Bei den Tiergruppen mit Einkreuzungen aus ehesstrapfindlichen Rassen (Gruppe 1 und
Gruppe 2) kam es bei den Operationen zu Komplikatio mit Todesfolge, die
hochstwahrscheinlich zum grof3en Teil auch auf dgiesenauswahl zuriickzufiihren sind. Bel
der dritten Gruppe (Britische Landrasse x Large té)hitraten diese Komplikationen
Uberhaupt nicht auf. Daher war diese Kreuzung férwbrgesehene Instrumentierung aus

eigener Erfahrung und nach Kenntnisstand der ltilesm besten geeignet.

5.3Wahl der Pharmaka

5.3.1 Pramedikation

5.3.1.1 Medikation am Vorabend der Operation

Zur Vorbereitung auf die Narkose erhielten die @ieler ersten und zweiten Gruppe am
Vorabend der Operation eine orale Pramedikatioas®sollte eine Anxiolyse und Sedierung
gewahrleisten sowie die Mdoglichkeit einer fir digeré ruhigen und stressarmen
intramuskularen Sedierung am Operationsmorgen eorN#arkoseeinleitung bieten. Durch

eine derartige Stressreduktion lasst sich nachiskislas Risiko fir das Auftreten von

Kammerflimmern wéhrend der spateren Operation vedern (Naslund et al., 1992). Des
Weiteren sollte eine Reduktion der Spontanaktivadt Erleichterung der intramuskularen
Applikation der Sedativa am Operationsmorgen draietden.

In der ersten Gruppe wurde das Benzodiazepin Famgipam eingesetzt. Dieses ist in der
Kardioanasthesie bei Menschen weit verbreitet inwvieabendlichen oralen Pramedikation
(Bottiger et al., 1996). Es hat im Vergleich zu emsh Benzodiazepinen eine mittlere
Halbwertszeit von 10 bis 20 Stunden und wie alleKéloffe dieser Gruppe eine grof3e
therapeutische Breite (Coper und Helmchen, 1992).

Trotz dieser Pramedikation kam es zu einer unruhigel relativ langen Einschlafphase, da
die Tiere am Operationsmorgen, rund acht bis zeklumden nach Applikation des

Benzodiazepins, kaum oder gar nicht mehr sedierenvaDaher wurde die vorabendliche

Pramedikation in der zweiten Gruppe umgestellt.
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Diese erhielt das Benzodiazepin Diazepam sowie cd@adrenozeptor-Agonisten Clonidin
und derB-Adrenozeptor-Antagonisten Metoprolol.

Diazepam ist bei Schweinen gut vertraglich undtbeschon in geringen Dosen von 0,4 — 1
mg/kg KG eine anxiolytische Wirkung.

Durch den Einsatz von Clonidin sollte der sedieeshtfekt des Benzodiazepins verstarkt und
eine Verminderung der Herzfrequenz erzielt werdemner bewirkt Clonidin Analgesie und
reduziert perioperativen Stress (Frank et al., 2082 wird ihm auch eine Bedeutung bei der
Reduktion von perioperativen Myokardischamien zaofjgsben (Bottiger et al., 1996),
allerdings beruhen alle diese Untersuchungen &g épplikation am Operationstag selber.
Schweine sind gegenubetrAdrenozeptor-Agonisten deutlich weniger empfinkdlals andere
Haussaugetiere (Knight, 1980). Da eine Dosiserhghedoch nicht zur Sedierung oder
Analgesie, sondern lediglich zu kardiopulmonaremétsvirkungen fuhrt, sollten Substanzen
wie Clonidin oder auch Xylazin nie als alleinige Méitoffe verwendet werden (Benson und
Thurmon, 1979). Es hat sich aber in vielen Studjemeigt, dass sie in Kombination mit
Zoletil® bzw. Zoletif’ und Ketamin hervorragend zur Pramedikation ge¢igne sogar nétig
sind: bei Applikation von Zoleffl alleine oder nur mit Ketamin versetzt, wurden wede
Analgesie noch ein intubationsfahiges Narkosestaditreicht (Ko et al., 1993; Henrikson et
al., 1995; Sweitzer et al., 1997).

Die Blockade der-Adrenozeptoren schwécht die Effekte der Katecholanab, die bei
Stress, Schmerz oder Angst vermehrt endogen audgescwerden. Dadurch wird eine
Sedierung und Anxiolyse erzielt (Jakobsen et &90). Zusatzlich besitzt Metoprolol einen
antiischamischen Effekt (Ablad et al., 1987), derer groRen Vorteil fiir die den Tieren
bevorstehende Instrumentierung darstellt. DiesdekEfberuht auf einer Reduktion der
Herzfrequenz mit nachfolgender Abnahme des Hemadeinens. Durch Verlangerung der
Diastolendauer, der Phase des Herzzyklus, in g¢eMgiokardperfusion stattfindet, wird der
myokardiale Blutfluss gesteigert. Es kommt zu ei@onomisierung der Herzarbeit und
Verbesserung des myokardialen Sauerstoffangebdtdad et al., 1987). Insbesondere die
Senkung der Herzfrequenz erleichterte bei der egeinden Studie die Instrumentierung der
Tiere, da hierdurch eine deutlich prazisere undhesiere Praparation am Herzen mdglich
wurde. Bei konstant normotonen hamodynamischen ahmiksen wurde auch eine
Herzfrequenz von 50 — 60 Schlagen pro Minute heagand toleriert.

Trotz Umstellung der Pramedikation verlief bei deweiten Gruppe die Einschlafphase
unverandert im Vergleich zur ersten. Folgende Getimdrden daflr verantwortlich gemacht:

obwohl eine 18-stindige praoperative Karenzphasanging, wurde bei der Sektion der
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intraoperativ verstorbenen Tiere reichlich Futterlom Magen vorgefunden. Es ist also davon
auszugehen, dass diese intestinale Motilitatssgoreme suffiziente Resorption und
nachfolgende Bioverflugbarkeit der oral appliziertenarmaka deutlich negativ beeinflusst
hat. Es ist bekannt, dass eine blo3e Nahrungskatemaassiver Stressor dienen kann (Collin
et al., 2001; GV-SOLAS, 1999) und dass ein Weietport der noch im Magen befindlichen
Nahrung durch Stress komplett unterbleibt (Schbad., 2005).

Der in der Humanmedizin wichtigste Effekt der Prdikation, die praoperative Anxiolyse,
konnte bei den Schweinen auf oralem Weg nicht krzerden.

Deshalb wurde bei der dritten Gruppe auf die vamdbehe Pramedikation verzichtet,

allerdings wurde die Medikation am eigentlichen @genstag umgestellt.

5.3.1.2 Medikation am Operationstag

In der vorliegenden Arbeit wurden die ersten bei@uppen der Tiere am Operationstag
intramuskular mit einer Kombination von Ketamin, ageron und Piritramid pramediziert.
Ketamin wird als Pramedikation von vielen Arbeitggpen eingesetzt (z.B. Tang et al., 1996;
Duncker et al., 1997; McFalls et al., 1997; Lasd¢wl., 2001). Da Ketamin, ein Derivat des
Halluzinogens Phencyclidin, jedoch keine gute Muskaxation bewirkt und zu Krampfen
fuhren kann, sollte es nie alleine verwendet werd&windle et al., 1988). Als
Kombinationspréaparat eignet sich das als SedatifiimmSchweine im Handel befindliche
Azaperon, das zusammen mit Ketamin eine gute Sedjeund Muskelrelaxation bei
geringen hdmodynamischen Nebeneffekten bewirkdn(Salindle et al., 1988). Das Opiat
Piritramid als dritte Komponente sollte eine scheelsetzende Analgesie sicherstellen. Der
Wirkungseintritt erfolgt nach wenigen Minuten, wobe korrekter Dosierung keine oder nur
geringe atem- oder kreislaufdepressive Nebenwirknngu erwarten sind (GV-SOLAS,
2002).

Es zeigten sich jedoch bei dieser Pramedikatioremtéshe Nachteile. Bei der Applikation
des relativ groR3en Injektionsvolumens kam es zuigesf Abwehrbewegungen seitens der
Schweine. Die Tiere waren sehr agitiert, die Eifefplnase gestaltete sich sehr unruhig und
verzogert.

Naslund und Mitarbeiter (1992) konnten zeigen, dass gute Pramedikation sehr wichtig
fur den weiteren Versuchsverlauf ist. Bei hoheme&taufkommen in dieser Phase ist auch

das Auftreten von spaterem Kammerflimmern deugidioht (Naslund et al., 1992).
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In Anbetracht der Erfahrungen bei den ersten Tigngen wurde deshalb bei der folgenden
Gruppe 3 die Pramedikation am Operationstag umitjeste

Die Kombination von Tiletamin, Zolazepam und Xylaarwies sich als die weitaus bessere
Alternative. Wie durch die Arbeitsgruppe um Henoikq1995) gezeigt wurde, bewirkt diese
Kombination eine schnelle und ruhige Induktion viefer Sedierung, die nach etwa 65 bis 90
Minuten ebenso ruhig wieder endet. Es wird einei®asg von je 3 mg/kg KG Tiletamin
und Zolazepam sowie Xylazin in einer Menge von 2kgdG empfohlen (Henrikson et al.,
1995).

Das relativ geringe Injektionsvolumen wird von ddmeren gut toleriert. Auch die
Einschlafphase verlauft ruhig, schnell und stressddie Schweine sind gut sediert, so dass
auch die Punktion von Ohrvene und -arterie regeigndBhne Abwehrreaktionen
durchzufihren ist (Henrikson et al., 1995).

Diese Kombination ist daher sehr gut als Prameidikatir das vorliegende Tiermodell
geeignet. Zu erwdhnen bleibt allerdings der relatfie Kostenaufwand fir die Beschaffung
dieses Medikaments, da die Kombination von Tiletaomd Zolazepam auf dem deutschen
Arzneimittelmarkt nicht mehr erhaltlich ist, und €smit aus dem Ausland importiert werden
muss. In Anbetracht einer Kosten-Nutzen-Relatiorssnedoch festgestellt werden, dass die
Verlustrate durch spatere Komplikationen, die dumne insuffiziente Pramedikation
ausgeldst werden, noch weitaus hohere Kosten \amhirsDaher ist der Kombination aus

Tiletamin, Zolazepam und Xylazin klar der Vorzuggeben.

5.3.2 Narkoseinduktion

Zur Narkoseinduktion und Intubation wurde Propofetwendet. Vorteile sind die schnelle
Anflutung sowie die rasche metabolische Inaktivigry(Cockshott et al., 1992). Dadurch
wird eine Interaktion mit anderen Anasthetika vesden. Eine beschriebene kardioprotektive
Wirkung von Propofol (Mathur et al., 1999) ist imarliegenden Modell nicht von Bedeutung,
da es hier nur einmalig zur Narkoseeinleitung eseged wurde.

Eine Alternative zur Narkoseinduktion mit Propotaére eine Anwendung von Barbituraten
wie z.B. Pentobarbital. Nachteil ist jedoch die ttlen langere Wirkdauer, die zur
Durchfuhrung der Intubation nicht nétig ist. Zusi@tz wird die Wirkung durch andere zentral
dampfende Pharmaka, wie sie zur Pramedikation s@tge wurden, potenziert (LOoscher,
1999).
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Von einer inhalativen Narkoseinduktion wurde ebiksfabgesehen, um eine Kontamination

der Raumluft und damit eine Gesundheitsgefahrdendpeteiligten Personen zu verhindern.

5.3.3 Muskelrelaxation

Allen Tieren wurde vor Beginn der Thorakotomie eatigp das periphere Muskelrelaxans
Rocuroniumbromid verabreicht. Dadurch sollten optemOperationsbedingungen geschaffen
werden. Muskelrelaxantien werden von verschiedéngaren verwendet und empfohlen, um
das Risiko von Verletzungen wichtiger Nerven unddBe durch Muskelzuckungen wéahrend
der Praparation zu minimieren (Swindle et al., 29B@lukoglu et al., 1992; St. Louis et al.,
2000; de Zeeuw et al., 2000). Zu bemerken bledtsdllerdings direkte faradische Reizung
der Muskulatur weiterhin zu Zuckungen fuhrt. Besensdzu beachten ist eine ausreichende
Narkosetiefe mit umfassender Narkoselberwachung,zwar die Abwehrbewegungen
unterdrickt werden, jedoch die Schmerzempfindlidghkabeeinflusst bleibt (GV-SOLAS,
2002). Unterschieden werden muss zwischen nichtldepierenden Muskelrelaxantien, wie
Pancuronium oder das hier verwendete Rocuroniumbronund depolarisierenden
Muskelrelaxantien mit Succinylcholin als zurzeitnag in Deutschland erhaltlichem
Vertreter. Wahrend die Wirkung der zuerst genanntembstanzen aufgrund einer
kompetetiven Hemmung des Nicotinrezeptors durclbliirthg der Acetylcholinkonzentration
aufhebbar ist, kann die Wirkung von Succinylchalioht beeinflusst werden, da Uber eine
lang anhaltende Depolarisation die neuromuskuldr@ptatte blockiert wird. Dabei gibt es
tierartliche Unterschiede bei der Wirkdauer (L6$ch&999). Beim Schwein sollte
Succinylcholin allerdings niemals verwendet werdea, es eine maligne Hyperthermie

verursachen kann (Ldscher, 1999).

5.3.4 Volatiles Anasthetikum: Sevofluran

Inhalationsanasthetika koénnen Uber verschiedene hdesmen eine Kardioprotektion
bewirken, insbesondere durch Induktion eines ,pndd@ning“-ahnlichen Effekts (Obal et
al., 2003). Da die Instrumentierung und somit digefation der Tiere in der vorliegenden
Arbeit mehrere Stunden in Anspruch nahm, sollte guh steuerbares, kardioprotektives
volatiles Anasthetikum mit mdglichst geringen kasdiskularen Nebenwirkungen zum
Einsatz kommen. Preckel und Kollegen (1998) konatdgen, dass Sevofluran das Myokard

vor Reperfusionsschaden schiitzen und demnach tdakthorkommen nach einer Ischamie

- 68 -



5 Diskussion

reduzieren kann. Dabei traten im Vergleich zu Haftu und Isofluran relativ geringe
hamodynamische Veranderungen auf (Preckel et388)1

Der durch Sevofluran induzierte ,ischemic precaonding“-&hnliche Effekt durfte aber in
dem vorliegenden Vorhaben bei Beginn des eigemtticiersuchs zehn Tage spater absolut
nicht mehr nachweisbar sein, um mdogliche Beeinfingen auf die Untersuchungen zu
vermeiden. Tang und Mitarbeiter konnten in ihrends# darlegen, dass dieser protektive
Effekt nach sechs Tagen nicht mehr nachweisbdTatg et al., 1996). Somit konnte zehn
Tage spater das bei der Instrumentierung verwenaddtile Anasthetikum Sevofluran durch
Kardioprotektion keine negativen Auswirkungen aa$ &/ersuchsprojekt haben.

Durch seinen kleinen Blut-Gas-Verteilungskoeffizeanvon 0,59 flutet Sevofluran schnell an
und ab (Obal et al., 2003), lasst sich infolgedesaach gut steuern und ist in der
vorliegenden Arbeit Mittel der Wahl gewesen.

In einer Studie von Conradie und Mitarbeitern (1988t bei fast 90 % der mit Sevofluran
anasthesierten Schweine Kammerflimmern auf. Da ediegedoch erst wahrend der
Reperfusionsphase zu beobachten war, ist das Afarftreieser Komplikation in der
vorliegenden Studie eher auf andere Aspekte wisddaswahl, Trainingszeit, Pramedikation
und Blutdruckmessung zurtickzufiihren. Bei der ob@rélenten Untersuchung kam es weit
weniger haufig zu Kammerflimmern unter Anasthesie Halothan (Conradie et al., 1999),
welches jedoch aus weiter unten aufgefiuihrten Griindeder vorliegenden Studie nicht
verwendet wurde.

Andere volatile Anéasthetika haben entscheidendehtéde. Obwohl Isofluran von einigen
Autoren empfohlen wird und bei diversen Studien Zomsatz kam (Swindle et al., 1988;
Kudej et al., 2002; Kim et al.,, 2003; Fallavolliga al., 2005; Meier, 2006), kann es bei
langerer Narkosedauer hypotensiv wirken (L6sch@®91 Meier, 2006). Enfluran kann eine
anfallsartige Aktivitdt auslosen (Swindle et al988). Ein weiteres mdgliches volatiles
Anasthetikum zum Einsatz beim Tier ist Halothaned®s sollte jedoch beim Schwein
keinesfalls verwendet werden, da es extrem haufig¢ enaligne Hyperthermie auslost,
weshalb der so genannte ,Halothan-Test" auch ztfef@nzierung von stressempfindlichen
und stressstabilen Rassen eingesetzt wird (Bickh2@01; Meier, 2006). Ferner wirkt
Halothan negativ inotrop, verursacht Hypotonien @ngeugt eine erhdhte Sensibilitat des
Herzens auf Katecholamine, was im Folgenden zuyrhien fihren kann (Meier, 2006).
Ebenfalls nicht empfohlen wird Lachgas, (N, da es separat eingesetzt keine suffiziente

narkotische Wirkung besitzt. Diese ware nur in ddraher Dosierung zu gewahrleisten, dass
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eine Gewebshypoxie die Folge ware (Swindle etl&l88). Ferner ist beim Tier auch kein
analgetischer Effekt vorhanden (GV-SOLAS, 2002;r&lle et al., 1988).

Eine weitere Moglichkeit der Anasthesie ware diegsnannte totale intravendse Anéasthesie
(TIVA) mit Substanzen wie Barbituraten oder PropoRarbiturate wirken nicht analgetisch
und mussen mit starken Analgetika wie z.B. Opi&embiniert werden (GV-SOLAS, 2002).
Sie haben den Nachteil, dass sie bei langerer Rgtpin erheblich kumulieren und dadurch
einen langen Nachschlaf erzeugen (Swindle et &86)JL Eine nachteilige Wirkung von
Propofol bei langerer Anwendung ist ein moglichéut@uckabfall durch negative Inotropie
und Vasodilatation (Loscher, 1999).

5.3.5 Analgesie

Zur Analgesie wurden die Opiate Piritramid und &eyt eingesetzt.

Piritramid war bei Gruppe 1 und Gruppe 2 eine Kongrde der intramuskularen
Pramedikation. Dieses sollte eine schnell eintkteftinalgesie sicherstellen. Noch wichtiger
war diese Behandlung jedoch am Operationsendell&@iifeere. Durch Piritramid sollte eine
ausreichende Schmerzausschaltung gewéhrleisteewdnd die Wirkung der weiter unten
beschriebenen postoperativen Schmerztherapie gies¥orteilhaft an Piritramid ist die gute
und schnell einsetzende Analgesie nach etwa funhuddn mit wenig Atem- und
Kreislaufdepression und einer Wirkdauer von zwsidrei Stunden (GV-SOLAS, 2002).
Fentanyl wurde sowohl wahrend der Operation alshalmei der postoperativen
Schmerztherapie verwendet. Es wird seit Jahrenemtidrexperimentellen Anasthesie und
Analgesie erfolgreich angewandt und eignet sichomasrs zum Einsatz in der
Kardiochirurgie, da die typischen Nebenwirkungem @pioide, insbesondere Bradykardie
und Hypotension weniger stark ausgepragt sind (@eiret al., 1986). Zusatzlich wird
Fentanyl eine antiarrhythmische Wirkung zugesclemeldie einen weiteren Vorteil fur die
kardiale Instrumentierung darstellte (Hess et1#189; Meier, 2006). Die Fentanylgabe wurde
jedoch wahrend der Operation rechtzeitig beendetemmer moglichen Atemdepression beim
Weaning und nach Extubation vorzubeugen, da esfalseaur Kumulation neigt und eine
Wirkdauer von bis zu zwei Stunden besitzt (Mei@Q&).

Ein wichtiger Aspekt ist auch die postoperative 18elrtherapie. Grundsatzlich ist im
Tierschutzgesetz festgelegt, dass einem Tier olematmftigen Grund keine Schmerzen,
Leiden oder Schaden zugefugt werden durfen (Bunoésterium fur Erndhrung,

Landwirtschaft und Forsten, 1998). Eine Schmerzgierist generell immer dann notwendig,
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wenn Schmerzen durch den Eingriff vermutet werd@an@lesministerium fir Ernahrung,
Landwirtschaft und Forsten, 1998; Swindle et a88). Zuséatzlich soll eine Verbesserung
des Wohlbefindens und der Wundheilung sowie einerivgerung der perioperativen
Mortalitat erzielt werden. Diese ist zu erklarent minem durch den Schmerz verursachten
erhohten Sympathikotonus, der zu einer Tachykafidet (Sager, 1997). Die wiederum
bedingt einen erhdhten Sauerstoffbedarf des MyaekaBei dem durch die Operation
vorgeschadigten Herzen kann daraus ein kardiodggstesck mit Todesfolge resultieren.

Zur postoperativen Schmerztherapie wurde Fentanghstermal Uber ein spezielles
Pflastersystem appliziert (TTS: transdermales fherasches System). Die Zeitspanne bis
zum Eintritt der Wirkung nach acht bis zehn Stundearde durch die mehrmalige
intramuskulare Applikation von Piritramid Uberbrticklarvey-Clark und Mitarbeiter (2000)
konnten zeigen, dass das TTS mit Fentanyl eineggets, kosteneffektive Moglichkeit zur
postoperativen Analgesie beim Schwein darstellsazlich gestaltet sich die Applikation
einfach und muss aufgrund des Wirkstoffvorrates Siystem nur etwa alle drei Tage
wiederholt werden. Eine ausreichende Analgesie &uaght bis zehn Stunden nach
Applikation erreicht. Atemdepression, Hypoxie o8edierung traten in der Studie zu keinem
Zeitpunkt auf (Harvey-Clark et al., 2000). In derhegenden Untersuchung zeigte sich, dass
die am besten geeignete Stelle die Haut zwischarSdaulterblattern war, da die Tiere das
Pflaster dort aufgrund des Verbandes nicht erreicied somit nicht selber entfernen
konnten. Die Gefahr bestand dabei vor allem inmirakzidentellen Fressen des Pflasters,
welches durchaus zu schwerwiegenden respiratondet@blemen flihren konnte.

Vorteilhaft ist die einfache Anwendung, durch die diere die Behandlung ohne weiteres
zulie3en. Unter Bertcksichtigung der Verhaltenggkolle von der Zeit vor der Operation
waren ab dem zweiten postoperativen Tag bei keatemTiere Anzeichen von Schmerzen zu
erkennen. Die Schmerztherapie wurde funf Tage versidtchsbeginn beendet, um eine
vollstandige Elimination der Pharmaka bis dahingamantieren. Der Forschungsgruppe um
Harvey-Clark zufolge war 72 Stunden nach Entferndag Pflasters kein Fentanyl mehr im

Serum der Schweine nachweisbar (Harvey-Clark g2@00).
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5.4 Art der Vorgehensweise

5.4.1 Praoperativ

Ein entscheidender Aspekt fur den Erfolg des Vdrsuarhabens war das Training der Tiere.
Es sollte vor allem verhindern, dass die Schweamneimen Zustand von Stress gerieten. Dies
war sowohl fur die Operation als auch fur den diggren Versuch von grol3er Wichtigkeit.
Fur das Versuchstier Schwein wird jeglicher praapeer Stress angeschuldigt, potentiell zu
massiven Zwischenfallen wie Kammerflimmern und &@m zu fuhren (Naslund et al.,
1992). Nach der Instrumentierung mussten die Tibe2 den taglichen Kontrollen
kooperieren, damit eine adaquate Wundpflege unth8cttherapie moglich war. Im Versuch
schlie3lich war es wichtig, dass sich die Tiereridieen ausreichenden Zeitraum hinweg
ruhig im Kafigwagen verhalten haben. In Anbetradlieser Ziele beinhaltete der
Trainingsplan die Gewdhnung an das Betreten ddleSan das Anfassen der Tiere und an
den Einstieg und den Aufenthalt in den Transporemagklusive Transport zum Labor.
Schweine sind von Natur aus neugierig, aber audstrauisch. Es liegt in ihrer Natur,
standig Beschaftigung zu fordern. Als Folge desssigen sie sich sehr gelehrig, wenn sie
behutsam und ausdauernd trainiert werden (Swindd.,e1988). Neugierde kann z.B. mit
Spielzeug geweckt werden. Es ist ebenfalls mogtiod,Schweine nur mit Gerauschen oder
der Stimme zu locken. Dabei sind sehr laute od&zjth auftretende Gerausche wie Tlren
schlagen oder in die Hande klatschen unbedingerme&iden. Vor allem die Anwendung von
Zwangsmalnahmen oder auch nur das ZuriickdrangendrEcke bedeutet enorm viel Stress
fur Schweine, weshalb darauf grundsatzlich vereichterden sollte (Swindle et al., 1988).
Die meisten Arbeitsgruppen beginnen etwa eine Wotchadem Eingriff mit dem Training
(Shen und Vatner, 1995; Sato et al., 1997; Dunekail., 2001). Es wird auch durchgefuhrt,
wenn die Versuche an sedierten Tieren vorgenommezdem (Qiu et al., 1997). Das zeigt,
wie wichtig die Vermeidung von Stress bei dieseardit ist. Dabei spielt auch die Intensitat
des Trainings eine entscheidende Rolle. Je lanigeBchweine in der vorliegenden Studie
beschaftigt wurden, desto zutraulicher verhielten sich gegeniber den Bezugspersonen.
Diese sollten sich immer ruhig verhalten und nistdétig wechseln (GV SOLAS, 1999).
Weiterhin ist es vorteilhaft, in einer Hohe mit déren zu arbeiten, d.h. sich hinzuhocken
oder sich in gebuckter Haltung zu bewegen, um gibtrzu verschrecken. Bei der ersten
Gruppe mit dem geringsten Trainingseffekt zeigtéch svdhrend den Operationen die

hdchsten Herzfrequenzen und die meisten Komplikaho Dieses ist jedoch sicherlich nicht
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nur auf die fehlende Intensitat des Trainings zkzi@iihren, sondern auch auf die
Einzelhaltung der Schweine. Dadurch war der Soardlkt sehr eingeschrankt und die Tiere
verhielten sich insgesamt unruhiger (GV SOLAS, 19%n weiterer gewichtiger Grund
bestand zudem in der suboptimalen PramedikatiorTaee dieser Gruppe (Naslund et al.,
1992), was aber schon oben néher ausgefihrt wBedelen anderen Tiergruppen konnte das
Sozialgefiihl der Schweine besser bericksichtigderer da zwar Einzelhaltung durch eine
Trennung mittels Gitter bestand, jedoch ein vigiellakustischer sowie olfaktorischer
Kontakt moglich war. Ferner konnten sich die Tiené ihren Russelscheiben durch die
Gitterstabe berthren, was einer fir Schweine gefted Gruppenhaltung sehr nahe kam
(Swindle et al., 1988).

Die Dokumentation der Verhaltensweisen der einzeliféere war aus verschiedenen
Grinden wichtig. Zum ersten konnte so beurteiltdear ob eine Intensivierung des Trainings
zur Erreichung der Trainingsziele fur das Einzeltrétig war. Zum zweiten war die
Dokumentation fur die postoperative Schmerztherapon Bedeutung, da
Verhaltensanderungen gute Indikatoren fir Schmedaestellen (Harvey-Clark et al., 2000).
Das betrifft insbesondere die Futteraufnahme, abeh die Haltung der Tiere, d.h. wie sie
sich bewegen und laufen oder wie oft sie in weldResition liegen. Werden bestimmte
Kdrperhaltungen oder langeres Stehen vermiedem ks ein Ausdruck von Schmerz

bedeuten.

5.4.2 Perioperativ

5.4.2.1 Myokardiale Wanddickenmessung

Ein wichtiger Parameter zur Beurteilung des myoiadet Stunnings ist die myokardiale

Wanddicke. Diese kann absolut angegeben oder akdidnelle Wanddickenveranderung
wahrend eines Herzzyklus in Prozent automatisienedhnet werden. Beide Methoden
basieren auf dem technischen Prinzip des gepuBtgplers. Die meisten Arbeitsgruppen
ziehen die fraktionelle Wanddicke heran (Sun et1#196;Fallavollita et al., 2000; Zeeuw et

al., 2000; Stevens et al., 2004). Vorteil diesetthidde liegt in der Notwendigkeit nur eines
piezoelektrischen Kristalls, der gleichzeitig alen8er und Empfanger der Signale dient.
Dieser wird epikardial in der entsprechenden Regiofgenéht, wodurch nur ein minimales
chirurgisches Trauma verursacht wird. Zudem besiéler einen langeren Zeitraum eine

stabile Signaltransmission. Ein entscheidender tédctder Methode besteht in der

-73-



5 Diskussion

Notwendigkeit der Berechnung des Wertes. Erstnmagrhrieben wurde diese Methode von
Hartley und Mitarbeitern (Hartley et al., 1983). dame Arbeitsgruppen bestimmen die
absolute myokardiale Wanddicke mit Hilfe von Sonkmmmeterkristallpaaren (Sato et al.,
1997;Shen und Vatner, 1996). Nachteile ergeben sichudadass zwei Kristalle implantiert
werden mussen. Ein Kristall wird ebenfalls auf d&mikard fixiert, wahrend der zweite
subendokardial platziert wird. Dadurch wird unweligl entlang des Stichkanals das
Myokard verletzt. Nur durch die spezielle Weisen debendokardialen Kristall durch eine
schrage, diagonale Stichrichtung an seinen Bestimgsart zu bringen, ist es méglich, dieses
Trauma zu minimieren. Zusatzlich ist es in einigedlen schwierig, sowohl eine exakt
subendokardiale als auch die korrespondierendeefigde Position der Sensoren so exakt zu
finden, dass einwandfreie Signale empfangen wetaehwahrend des gesamten Versuchs
erhalten bleiben (Pitsillides und Longhurst, 199B)er entscheidende Vorteil dieser
Vorgehensweise ist der Erhalt eines absoluten \&arnt#illimetern ohne weitere Messungen
oder vorherige Berechnung.

Bei der vorliegenden Arbeit standen ausschlieRded technischen Voraussetzungen zur
Bestimmung der absoluten myokardialen Wanddicke \&enfiigung, jedoch muss bedacht
werden, dass bei dieser Methode die ImplantatiorKdistalle schwieriger und das Trauma

des Myokards umfangreicher sind.

5.4.2.2 Invasive Blutdruckmessung

Das Gelingen der Instrumentierung resultierte wiiserdadurch, dass durch die Etablierung
einer invasiven Blutdruckmessung vor und wéahrend @peration kritische Abfélle des
Perfusionsdruckes schnell und zuverlassig erkandt sofort suffizient therapiert werden
konnten. Swindle und Mitarbeiter formulierten 198@ folgenden Narkosekomplikationen
als die haufigsten beim Schwein: 1. ArrhythmienK2ammerflimmern, 3. Depression des
Herz-Kreislauf-Systems und 4. eine verzdgerte Acfwhase (Swindle et al., 1986). Vor
allem Letzteres lasst sich durch eine adaquate Alls\wmoderner Pharmaka mit kurzer
Halbwertszeit in der heutigen Zeit besser steuRim erstgenannten Zwischenfalle lassen sich
insbesondere durch eine gute Uberwachung des Btkés verhindern. In der vorliegenden
Arbeit war das Auftreten von Kammerflimmern die & Schwierigkeit. Es zeigte sich, dass
zu zwei Zeitpunkten wahrend der Operation besongiefde Gefahr durch drastische Abfalle
des koronaren Perfusionsdruckes bestand: erstergsendd der fiur die Implantation

verschiedener Sonden unabdingbaren Luxation derzsdiéze gegen die Basis nach
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ventrokranial sowie zweitens unter der Koronarpréipan. Gerade letztere bedingte regelhaft
reaktive Vasospasmen der Koronararterien mit ndgéfaer Ischamie und ischamisch
bedingtem Abfall des Herzzeitvolumens und konsekutimassiver Hypotonie. Beiden
Ursachen gleich war der Abfall des koronaren Pefssiruckes mit nachfolgendem
Kammerflimmern. Dieses wird von Naslund und seidreitsgruppe bestatigt, die 1992 eine
erhohte Anfalligkeit fur Kammerflimmern nach Isch@&mnd Praparation der Koronararterien
beim Schwein beschreiben (Naslund et al., 1992ydWiemnach der Perfusionsdruck am
Herzen durch Uberwachung und gegebenenfalls Stiiling des Blutdruckes konstant
oberhalb mindestens 60 mmHg gehalten, koénnen Isemdmund nachfolgende
Komplikationen vermieden werden.

Gleichzeitig konnten durch eine kontinuierliche Msg des invasiven arteriellen Druckes
Voraussetzungen fir eine suffiziente Analgesie lygffen werden, da bei mangelhafter
Analgesie als indirekter Parameter des Stressefliolheu Anstiege des Blutdruckes zu
verzeichnen sind (Swindle et al., 1986). Gleichwshlnicht jeder Anstieg des Blutdruckes
auf unzureichende Analgesie zurickzufuhren, wesbkallder Erfahrung des Anasthesisten
obliegt, fur die jeweilige Situation die entsprectien MaRnahmen einzuleiten.

Es bleibt festzuhalten, dass die Messung des wemasBlutdruckes bei der vorliegenden
Arbeit zusammen mit dem Training der Tiere die wgdte MalRnahme fur den Erfolg des

Versuchsvorhabens darstellte.

5.4.3 Postoperativ

Da Schweine ein ausgepragtes Sozialgefiihl besitwiet, Gruppenhaltung, mindestens aber
die Haltung mit Sicht- und Horweite empfohlen (Salaet al., 1988; GV-SOLAS, 1999).

Aus diesem Grund wurden die Tiere in der postopenatPhase zwar einzeln gehalten, um
eine gute Wundheilung und die Sicherung der Sondeh Katheter zu gewéhrleisten, ein
Sicht-, Olfaktorik- und HoOrkontakt wurde aber zulgen Zeitpunkt sichergestellt. Dadurch
konnte das Stressaufkommen in der postoperativasePhdas durch die Anderung des
Sozialgefiiges sicherlich hervorgerufen wurde, sglring gehalten werden. Es wird

angenommen, dass sich das positiv auf die Wundigiund das Verhalten der Tiere
auswirkte.

Mit der Schmerztherapie wurde direkt am Ende deer@pn begonnen, da nach einer
Thorakotomie analog zum Menschen mit einer dewhcBchmerzreaktion zu rechnen ist.

Ausdricklich wird dieses auch im Tierschutzgesetfoglert (Bundesministerium fir
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Ernahrung, Landwirtschaft und Forsten, 1998). Glrdikatoren fir Schmerzen beim

Schwein sind Verminderung der Futter- und Wassaeduhe sowie Veranderungen in der
Haltung und im Verhalten. Haltungsveranderungenegufsich z.B. durch Vermeidung

bestimmter Stellungen, durch verlangsamtes Laufeler oeinen veranderten Gang.
Verhaltensanderungen konnen sich z.B. durch Inigktjv Apathie, Aggressivitat oder

Isolation von Artgenossen ausdrucken (Swindle.etl8B88; Harvey-Clark et al., 2000). Unter
diesen Aspekten erfolgte durch Vergleich mit der@operativen Habitus die postoperative
Uberwachung der Tiere. Bei der taglichen Wundkdigrand beim Training, das ab dem
dritten postoperativen Tag wieder aufgenommen wudenten alle Verhaltensweisen genau
kontrolliert werden.

Um Wundinfektionen zu vermeiden, verabreichen di@isten Arbeitsgruppen eine

antibiotische Therapie Uber einen Zeitraum von etvm@r Woche (Shen und Vatner, 1995;
Sun et al., 1996; Duncker et al., 1997). Diesese=mrsich auch in der vorliegenden Arbeit als
absolut ausreichend. Es traten weder Komplikatidrearder Wundheilung noch Septikéamien

auf.

5.5Versuchsprotokoll

Der Begriff myokardiales Stunning beschreibt eingokardiale, kontraktile Dysfunktion
nach passagerer Ischamie, die trotz normaler odesgpranormaler Perfusion fortbesteht,
aber reversibel verlauft (Braunwald und Kloner, 298

Im vorliegenden Versuchsprotokoll war das zweinaliguslosen von myokardialem
Stunning unter Wirkung eines Opioidrezeptoragonistaler -antagonisten bzw. eines
Placebos an ein und demselben Tier vorgesehenedisisnur bei chronischen Tiermodellen
maoglich, worin ein grof3er Vorteil des vorliegendé&hodells zu sehen ist. Fir die
Vergleichbarkeit aller Daten ist dann allerdingsseheidend, dass dieses stets unter gleichen
Voraussetzungen erfolgt (Verdouw et al., 1998).

Uberdies war die Versuchsdurchfiihrung ohne Sedieraon groRter Wichtigkeit. Die
meisten Arbeitsgruppen sehen in ihren Versuchstiiaeine Sedierung mit Diazepam oder
ahnlichem vor, beschreiben aber ihre Arbeiten mlsnachen Schweinen® durchgefiihrt. Dies
ist aber nach eigener Auffassung unrichtig undkistabzulehnen, da eine Sedierung mit
Diazepam durch die Arbeitsgruppe um Verdouw durshdie Starke des myokardialen
Stunnings beeinflussen kénnte (Sun et al., 1998g T al., 1996; Qiu et al., 1997; Kudej et
al., 1998; Verdouw et al., 1998; Huang et al., 1998ang et al., 2003). Ferner kénnten
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Wechselwirkungen mit den im Versuch eingesetztenoiOgezeptoragonisten oder -
antagonisten entstehen. So werden Interaktionen Benzodiazepinen mit denk-
Opioidrezeptorsystem beschrieben (Cox und Coll2801; Tsuda et al., 1996). Auch
Interaktionen von Sevofluran und Opioiden werdeskudliert (Docquier et al., 2003).
Weiterhin erdrtern verschiedene Arbeitsgruppen dMfinitat von Ketamin zum
Opioidrezeptorsystem, wobei insbesondere |- wRkzeptoren beteiligt sein sollen (Hirota
und Lambert, 1996; Hustveit et al., 1995). Somitds unumganglich, die Versuche mit
wachen Tieren durchzufuhren, die tatsachlich ké&némnalgetika und Sedativa etc. erhalten
haben, da sonst die Ergebnisse massiv verfalschdemiund keine valide Aussage mehr
getroffen werden konnte.

Der erste Versuchsteil erfolgte erst nach vollsgerd postoperativer Erholung. Die
Rekonvaleszenzzeit betrug aus folgenden Grindena edghn Tage: Erstens zur
Gewahrleistung von Ausgangsbedingungen mit phygisthhen Parametern in Bezug auf
Herzfrequenz, mittlerem arteriellen Blutdruck unteifrequenz. Zweitens sollten nur gut
konditionierte und im Verhalten stressarme Tieredl@m Versuch gefihrt werden. Drittens
konnten lokale oder systemische Infektionen voednesgeschlossen werden. Viertens waren
alle wahrend der Operation oder postoperativen $ctthmerapie verwendeten Pharmaka bis
dahin vollstandig aus dem Korper eliminiert. Auclogiiche Effekte der Pharmaka auf das
Herz, wie der ,preconditioning“-ahnliche Effekt v@evofluran (Obal et al., 2003), wurden
dadurch ausgeschlossen.

Der darauf folgende zweite Versuchsteil wurde erath vollstandiger Erholung aller
myokardialen Funktionen durchgefiihrt, um mdglictielde einer vorhergehenden auf eine
nachfolgende Ischdmie auszuschlieRen. Der Begriéls dso genannten ,ischemic
preconditioning” soll in diesem Zusammenhang nodknedéautert werden. Es handelt sich
hierbei um eine erhthte Resistenz des Herzens gbgeneiner langer dauernden
Ischamiephase durch eine oder meist mehrere vahengle, kurzdauernde Ischamie- und
Reperfusionsphasen.

Tang und Mitarbeiter (1996) haben gezeigt, dassedigrotektive Effekt am starksten
zwischen dem ersten und dritten Tag nach einer argodden Ischamie ausgepragt ist. Nach
sechs Tagen jedoch sind keine Effekte des ,ischgreconditioning® mehr nachweisbar
(Tang et al., 1996). Bei den Untersuchungen vonnSimed Vatner (1996) zeigte sich
allerdings auch keine Abschwéchung des myokardigkuanning bei einer zweiten
Ischéamiephase nach nur 48 Stunden. Dieses ist gyaintich auf die Dauer der Ischamie

zuruckzufihren, die bei beiden Versuchen gleicty larar (Shen und Vatner, 1996). Die
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Arbeitsgruppe um Tang folgert daraus, dass melkéreere ischamische Perioden fur die
Ausbildung des ,preconditioning®“-Effekt notwendigd (Tang et al., 1996).

Eine Erholungsphase von zehn Tagen zwischen beMersuchsteilen reicht diesen
Erkenntnissen zufolge aus, um mogliche Auswirkungler ersten auf die folgende
Ischéamiephase zu verhindern.

Zu erwadhnen ist ferner die Mdglichkeit der Neubiiguvon koronaren Kollateralgefal3en,
welche die Ergebnisse im zweiten Versuchteil vediéén konnten. Diese ist aber nahezu
auszuschlieBen, da das Schwein nur ein geringestRdtzur Ausbildung von Kollateralen
besitzt. Roth und Mitarbeiter konnten zeigen, dassnach andauernder Ischamie und erst
nach drei bis sieben Wochen Gefél3e ausgebildet suwetche dariiber hinaus fur die
Gewahrleistung eines suffizienten Blutflusses altsahzureichend sind (Roth et al., 1987).
Zusatzlich wurde durch die zehntagige Erholungsphdis vollstandige Elimination aller
eingesetzten Substanzen sichergestellt, so dadgedigeichbarkeit aller gesammelten Daten

gewabhrleistet war.

5.6 Schlussfolgerung und Ausblick

Die vorliegende Dissertation beschreibt die Entlinlg eines neuen Tiermodells zur
Untersuchung der regionalen, postischadmischen mgi@tan Dysfunktion im Hinblick auf
die Opioidrezeptormodulation.

Es wird dargelegt, warum sich das Schwein als \@lrstier besser eignet als vorher
eingesetzte Tierarten. Zudem werden die bei dertéllasg des Tiermodells auftretenden
Schwierigkeiten beleuchtet und Problemlosungen iekeht.

Dieses ist der wesentliche Aspekt der Arbeit, da iine Interpretation der Ergebnisse
aufgrund der geringen Fallzahl, der Heterogenitdhd udes unterschiedlichen
Anasthesiemanagements der drei Tiergruppen Sclgkesten bereitet.

Das groldte Problem bestand im Auftreten von Kamimerfern wahrend der
Instrumentierung. Dabei spielten die im Folgendefgefihrten Faktoren eine wesentliche
Rolle:

1. Rasseauswahl: Diese wurde bei der dritten Tapmg durch Wahl der stressstabilen
Kreuzung Britische Landrasse x Large White optitier
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2. Tierhaltung: Erst ab der zweiten Tiergruppe aas baulichen Griinden ein ausreichender
Sozialkontakt moglich, dadurch verringerte sich &isessaufkommen fir die Schweine
deutlich.

3. Training: Bei der dritten Gruppe mit dem groieainingseffekt trat kein stressinduziertes

Kammerflimmern wéhrend der Operation auf.

4. Pramedikation: Diese konnte erst bei der driftemgruppe hinreichend optimiert werden,

so dass der praoperative Stress enorm gesenktmieodete.

5. Invasive Blutdruckmessung: Nach deren Einfuhrikngnten auftretende intraoperative

Komplikationen deutlich schneller erkannt und tipgzet werden.

Ein weiteres Problem bestand in der aufwendigedpdge fur das Versuchsvorhaben
unabdingbaren Instrumentierung. So kam es bei dgraPation je einmal zu einer iatrogenen
Lasion des Nervus phrenicus und der deszendiereAdda. Ein weiteres Mal wurde eine
Rippenfraktur verursacht. Weiterhin fuhrte eine sion des RIVA durch eine bereits
aufgebrachte Flusssonde zu massiven Problemen.

Es ist daher wahrscheinlich, dass sich diese Scigk@ten auch bei sorgfaltiger Préparation
nicht immer sicher verhindern lassen. Jedoch wdrdeh deren Auftreten besonders schnell
und eindrtcklich verdeutlicht, welches die weseh#in praventiven Aspekte zur Vermeidung
dieser Zwischenfélle und negativen Ausgange wahdardinstrumentierung und vor allem
auch pra- und postoperativ sind. Es wird daherratgilich, Problemlésungen zu entwickeln
und im Folgenden dann konsequent anzuwenden.

Zusammenfassend bleibt festzustellen, dass es ggluist, ein neues Tiermodell fur die
kardiologische, kardiochirurgische und anasthegistthe Forschung aufzubauen, welches in
Zukunft mithilfe der dargelegten Problemlésungeiteventwickelt werden kann.
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Fur Untersuchungen der regionalen, postischamischgokardialen Dysfunktionen unter
besonderer Berlcksichtigung der Wirkungen von eedeg Opioidpeptiden und der
Einflisse des vegetativen Nervensystems standenGed®tiermodelle bisher das akut
instrumentierte Schwein oder der chronisch instntrege Hund zur Verfigung.

In der vorliegenden Arbeit wurde das Tiermodell demchen, chronisch instrumentierten
Schweins entwickelt, welches den Anspriichen digs¢ersuchungen vor allem in Bezug auf
die Intaktheit des vegetativen Nervensystems, diaktheit des kardiovaskularen Systems
und die anatomische Ahnlichkeit zum Menschen deluthiesser gerecht wird. Zusatzlich wird
durch den Umfang der Instrumentierung eine Vielzalditergehender Untersuchungen
ermaglicht.

Im Hinblick auf die Rassenauswahl war die Kreuzwng Britischer Landrasse und Large
White am besten geeignet. Es stellte sich fernexuse dass fur eine gute Konditionierung der
Tiere ein zweiwdchiges Training notwendig ist. Bdér Pramedikation hat sich eine
Zolazepam-Tiletamin-Xylazin-Kombination bewahrt, uwon Operationsbeginn an eine
stabile Hamodynamik zu erhalten. Zur Aufrechtednadt der Narkose wurde das volatile
Anasthetikum Sevofluran sowie das OpioidanalgetikuRentanyl eingesetzt. Die
Instrumentierung umfasste die Implantation verstdnmer Katheter und Sonden zur
Druckmessung in Aorta und linkem Ventrikel, zur $9messung am Truncus pulmonalis und
RIVA, zur Okklusion des RIVA, zur Messung der albgeh, myokardialen Wanddicke, zur
Blutprobenentnahme und Perfusionmessung sowie hlgitAng eines intrathorakalen EKG.
Dabei entstanden die grof3ten Schwierigkeiten wé@hdear Koronarpraparation, die sich in
Kammerflimmern mit Verlust von mehreren Tieren &tfe Dieses Problem konnte erst mit
Hilfe von invasiver Blutdruckmessung mit konseqeent/berwachung beherrscht werden.
Nur dadurch waren zeitnahe therapeutische Inteomemt moglich. Postoperativ empfahl
sich der Einsatz eines Fentanyl freisetzenden Hasatprs. Die Tiere zeigten sich in der
gesamten postoperativen Phase sehr kooperativ linel Anzeichen von Schmerzen oder
Unwohlsein. Die Ursache ist hier sicher die kongaf@ und suffiziente Analgesie, auch im
postoperativen Verlauf. Nach zusatzlicher Optinmgruder chirurgischen Techniken
(beispielsweise Vermeidung von suboptimalen Geféldderlagen) konnten die folgenden
Tiere problemlos in die eigentlichen Untersuchungeegriert werden. Derzeit lauft das
.Modell* reproduzierbar stabil, wodurch nun die an§s formulierten Anspriiche an das
experimentelle Setting erfullt werden. Das bedeudass die Ergebnisse weitestgehend frei
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von Einflissen einer akuten Instrumentierung zerpretieren sind. Dies ist der klassische
Vorteil einer chronischen Instrumentierung. Durcdle &Vahl eines chronischen Modells
werden die Ergebnisse valider und reproduzierbader,die akuten Einflisse maximal

reduziert werden kdnnen.
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For investigation of the regional, postischemic wpamlial dysfunctions in special
consideration of effects of endogenous opioid plgstiand influences of autonomic nervous
system the acute instrumented pig or chronicaklyruimented dog as models of large animals
were hitherto available.

In the present study an animal model of the awalkepnically instrumented pig was
developed, which meets the demands of these igatistn especially in relation to the
intactness of the autonomic nervous system, ingastrof the cardiovascular system and
anatomic similarity to humans.

With regard to the selection of race, the crossih@ritish Landrace and Large White was
best suitable. Furthermore it was found out thaw@week-training is necessary for a good
conditioning.

For premedication a combination of zolazepam, d@itéhe and xylazine was reliable for
obtaining stabilized hemodynamics from the begigniof operation. For maintaining
anesthesia the volatile anesthetic sevoflurane thadopioidanalgesic fentanyl were used.
Instrumentation enclosed implantation of sundrnjhetdrs and probes for measurement of
aortic and left ventricular pressure, measuremémtiandflow velocitiy of pulmonary trunc
and RIVA, occlusion of RIVA, measurement of perémsiand myocardial wall thickness,
taking blood samples and for derivation in intratual ECG.

Most difficulties resulted from the preparationtbe coronary arteries, showing ventricular
fibrillation and thus the death of several animdlkis problem could only be solved when
blood pressure was measured invasively and, ataime time, permanently controlled. Only
by this means immediate therapeutical interventtemnse been possible.

After instrumentation the use of an adhesive feylitegleasing plaster turned out to be most
suitable. Animals appeared highly cooperative arithout signs of pain or indisposition
during the entire phase after operation.

The reason for this is certainly the consistent audficient analgesia, also in the
postoperatively course. After supplementary impnoget of surgical techniques (for example
avoidance of suboptimal positions of vascular adets) the following animals could be
integrated to the actual investigations without gmgblems. At present this “model” is
reproducibly stable, by which the initial formuldtdemands to the experimental setting will
be fulfilled. This means that the results can lerpreted as largely independent of influences

of an acute instrumentation. This is the typicalaadage of a chronical instrumentation. By
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choosing a chronical model the results become malid and reproducible because acute

influences can be reduced at most.
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