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1 Einleitung

1.1 Einfdhrung

Herz-Kreislauferkrankungen zahlen zu den haufigsten Todesursachen der
Bevdlkerung der Industrienationen. Bei der Pathogenese dieser Erkrankungen sind
wichtige Faktoren unter anderem Nikotin- und Alkoholabusus, Fettstoffwechsel-
stérungen wie Hypercholesterindmie und -triglyceriddmie, Adipositas, Diabetes oder
korperliche Inaktivitdt. Davon zu unterscheiden sind angeborene Herz-Kreislauf-
erkrankungen, wie Fehlbildungen am Herzen, oder Erkrankungen ungeklarter
Atiologie®®, speziell die primare pulmonale Hypertonie. Viele dieser Erkrankungen
fuhren auf Dauer, je nach Auspragung und Therapie, zu einer globalen
Verschlechterung der Herzfunktion, der chronischen Herzinsuffizienz. Abzugrenzen
davon ist die akute Herzinsuffizienz, welche durch ausgedehnte Myokardinfarkte,
akut auftretende hypertensive Krisen oder perioperativ bei herzchirurgischen
Eingriffen entsteht®.

Angesichts der zunehmend alter werdenden Bevolkerung stellt das Krankheitsbild
der Herzinsuffizienz mit einer Pravalenz von 1% (mit deutlichem Anstieg im Alter®)
sowie einer Letalitat von ca. 10 - 20% im chronischen Stadium eine enorme klinisch-
therapeutische und gesundheitspolitische Herausforderung dar'.

Pathophysiologisch ist die Herzinsuffizienz definiert als Unfahigkeit des Herzens, Blut
und daher Sauerstoff in einem MalRe, das den Bedurfnissen des Korpers gerecht
wird, zu den Organen zu transportieren (WHO 1995)%.

In der Folge entwickelt sich eine periphere Minderdurchblutung, d.h. Unterversorgung
des Organismus mit Sauerstoff und Na&ahrstoffen. Dieses sogenannte

Vorwartsversagen des Herzens beruht auf einer systolischen Funktionsstérung™.
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Ebenso kann es auch durch Behinderung der Ventrikelfiillung zu einer diastolischen
Funktionsstdérung kommen, einem sogenannten Rickwartsversagen des Herzens mit
Odembildung in der Peripherie und der Lunge. Desweiteren kann man zwischen
Links- und Rechtsherzinsuffizienz unterscheiden. Wahrend die erworbenen
Funktionsstérungen des Herzens (Hypertonie, Myokardinfarkt) meist das linke Herz
betreffen, fuhrt vor allem die pulmonale Hypertonie 2zu einer starken
Rechtsherzbelastung.

Unabhangig von der Atiologie wird die Herzinsuffizienz entsprechend der
Einschrankung der korperlichen Belastbarkeit der Patienten durch die Klassifikation
der New York Heart Association (NYHA) in die Grade | — IV eingeteilt. Die Prognose
der schweren Herzinsuffizienz ist auRRerst schlecht: die mittlere Uberlebensrate bei
NYHA IV betragt nach einem Jahr 35%. Eine Therapie in diesem Stadium besteht
unter anderem in der Gabe von vasodilatierenden Medikamenten: Nachlastsenker
(ACE Hemmer, AT-lI-Antagonisten) und Vorlastsenker (Nitrate, Molsidomin),
kontraktilitatssteigernde (Glykoside, Katecholamine) und diuretische Medikamente?.
Wie die schlechte Prognose trotz Therapie zeigt, ist die konventionelle Therapie der
Herzinsuffizienz nicht zufriedenstellend. Die Verbesserung der Therapie der
Herzinsuffizienz ist daher nach wie vor Forschungsschwerpunkt vieler
Arbeitsgruppen.

In den achtziger Jahren wurde erstmals Uber die intravendse Verwendung des
Prostaglandin I, berichtet*®. Bis dahin waren diesem Prostaglandin bereits protektive
Eigenschaften bei akuter Myokardischamie zugeschrieben worden®. In Studien
konnte eine Reduktion der Infarktgr6Re und Verbesserung des regionalen
Blutflusses®™ und seiner Umverteilung*® gezeigt werden. Diese Eigenschaften
wurden hauptséchlich auf die Hemmung der Thrombozytenaggregation

zuriickgefiihrt®1°,
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Relativ zeitgleich konnte fir Prostaglandin |, ein vasodilatierender Effekt auf die
Lungengefasse bei Patienten mit primarerer pulmonaler Hypertonie nachgewiesen
werden®. Seither zeigten sich positive Effekte des Prostaglandin 1, bei
schwerkranken Patienten, die auf eine Herz-Lungentransplantation warten®. Es wird
bei diesen Patienten fir die Langzeitbehandlung eingesetzt, um deren Situation
wahrend der Wartezeit zu stabilisieren und die rechtsventrikulare Funktion und die
Sauerstoffsattigung zu verbessern'’. Ergebnisse aus den neunziger Jahren zeigten
nicht nur einen besseren therapeutischen Effekt bei den mit Prostaglandin I,
behandelten Patienten, sondern auch eine Steigerung der Lebensqualitat. Es wurde
sogar diskutiert, diese Substanz nicht nur als Uberbriickung der Wartezeit zu
verwenden, sondern sie bei ausgewéhlten Patienten anstelle einer Transplantation
einzusetzen®.

Von einer New Yorker Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass die zusatzliche
Gabe von Epoprostenol, einem Prostaglandin I,- Analogon, im Vergleich zur
alleinigen konventionellen Therapie die Uberlebensrate von Patienten mit priméarer
pulmonaler Hypertonie und konsekutiver Herzinsuffizienz eines NYHA Grades Il - IV
erheblich verbessert. Den Testzeitraum von 12 Wochen Uberlebten alle mit
Epoprostenol therapierten Patienten, hingegen nur 80% der konventionell
behandelten Patienten’.

Dieser positive Effekt des Epoprostenols auf das Uberleben wurde im Wesentlichen
auf dessen Funktion als Vasodilatator durch Senkung des pulmonalarteriellen
Blutdrucks, also eine Senkung der Nachlast des rechten Ventrikels zuriickgefiihrt®.
In einer schwedischen Studie wurde durch Prostaglandin |,-Gabe der Schlag-
volumenindex von Patienten mit akuter Herzinsuffizienz nach herzchirurgischen
Eingriffen verbessert, nicht jedoch durch einen weiteren Vasodilatator, dem

Natriumnitroprussid®®. Demnach scheint die Steigerung des Schlagvolumenindex
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durch Prostaglandin I, nicht allein auf einer Vasodilatation, bzw. Nachlastsenkung, zu
beruhen.
Unterstutzt wird die Vermutung, dass Prostaglandin |, kein rein vasodilatierend
wirkendes Agens ist, durch die Ergebnisse der FIRST Studie (The Flolan
International Randomized Survival Trial)’% Diese Langzeitstudie an Patienten mit
schwerer Linksherzinsuffizienz der NYHA Klasse Illb und IV musste abgebrochen
werden, nachdem sich bei denjenigen Patienten, die zuséatzlich zu ihrer
Standardmedikation kontinuierlich Epoprostenol infundiert bekamen, im Gegensatz
zur Kontrollgruppe mit der reinen Standardtherapie, eine erhdhte Sterberate
abzeichnete. Dieses Ergebnis war um so Uberraschender, als in vorangegangenen
Studien die Gabe vasodilatierender Substanzen zu einer verminderten Sterberate
gefiihrt hatte'®. Eine erhdhte Sterberate hingegen war bislang von positiv inotropen
Substanzen bekannt gewesen®-#112,
Worin unterscheidet sich nun das Prostaglandin I, Analogon Epoprostonol von
anderen Vasodilatatoren? Eine Antwort kdnnte in einer mdglichen positiv inotropen
Wirkweise des Prostaglandin I, liegen. Dies ware auch eine Erklarung fur den
therapeutisch sehr wertvollen positiven Kurzzeiteffekt des Epoprostenols sowohl bei
Patienten mit primérer pulmonaler Hypertonie und Rechtsherzversagen, als auch fir
den starken Schlagvolumenanstieg bei Patienten mit Herzversagen nach
herzchirurgischen Eingriffen.
In vitro konnte eine postiv inotrope Wirkweise des Prostaglandin |, bereits
nachgewiesen werden: Die einmalige Gabe des kurzwirksamen Epoprostenol
steigert die Kontraktionskraft des isolierten rechten Rattenventrikels auf 140% des
Ausgangswertes®®. Zudem erhéhte Prostaglandin I, die Kontraktilitat nicht nur in
25,71

isolierten Ventrikeln und in isolierten Vorho6fen , sondern auch in isolierten

kultivierten Rattenherzzellen®.
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In vivo zeigte eine franzdsische Studie eine gesteigerte Kontraktilitdt bei Patienten
mit Herzinsuffizienz und sekundérer pulmonaler Hypertonie wahrend Infusion von
Epoprostenol ™. Die Validitat dieser Schlussfolgerung ist jedoch fraglich, da die
linksventrikulare Kontraktilitdt in dieser Studie durch eine lastabhangige Variable
bestimmt wurde. Da Vor- und Nachlast durch Epoprostenol alteriert werden, kann
diese Studie nicht als beweisend flir eine kontraktilitatssteigernde Wirkweise des

Prostaglandin I, gelten.

Bislang gibt es keine validen Daten Uber die Effekte des Prostaglandin I, auf die
myokardiale Kontraktilidt in vivo. Aus diesem Grund war es das Ziel vorliegender
Studie, zu untersuchen, ob Prostaglandin |, und seine Analoga in vivo die

linksventrikulare Kontraktilitat steigern.

1.2 Prostaglandin I, und seine Analoga

1.2.1 Syntheseweg der Prostaglandine

Prostaglandine sind korpereigene Substanzen und werden in allen Geweben und
Organen synthetisiert**®. Nach der Entdeckung der Stoffgruppe der Prostaglandine
in der Samenflussigkeit durch Euler im Jahre 1933 wurden bis heute mehr als 90
verschiedene Prostaglandine identifiziert. 1976 entdeckten Moncada und Vane
Prostaglandin 1, als Hauptsyntheseprodukt des Arachidonsaurestoffwechsels in

Endothelzellen und nannten es Prostacyclin®.
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Membranphospholipide

l Phospholipase A, (1)

Leukotriene () < ote———— Arachidonséaure @

. 3)
Lipooxygenase l Cyclooxygenase

PGG, ©®

|

Tromboxan A, (6) ——— PGH. @
2a

TX-Synthetase

Isomerase

' PGl, -Synthetase

PG|2 (10) —
6-keto-PGF,,

Abb. 1.2.1: Syntheseweg des Prostacyclin (PGl,)

Der Syntheseweg des Prostacyclin beginnt mit der enzymatischen Spaltung von
Membranphospholipiden (siehe Abb. 1.2.1). Katalysiert durch das Enzym
Phospholipase A, (1) entsteht dabei hauptsachlich Arachidonsaure (2) als
Ausgangssubstanz fir verschiedene Stoffwechselwege: durch die Lipooxygenase (3)
werden die Leukotriene (4) gebildet. Uber den Weg der Cyclooxygenase (5)
entstehen Prostaglandin G, (6) und Prostaglandin H,, (7). Letzteres gilt als Vorstufe
von Thromboxan A, (8), Prostaglandin E, (9) und des Hauptmetaboliten
Prostaglandin 1, (Prostacyclin) (9)*. Im Gegensatz zu anderen Vertretern der
Stoffgruppe wird Prostacyclin hauptsachlich in Leber und Niere und kaum in der
Lunge abgebaut''®. Der entstehende Hauptmetabolit ist 6-keto PGF1,, welches nach

intravendser Applikation von Prostacyclin im Urin nachgewiesen werden kann’>.
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1.2.2 Struktur und Pharmakologie von nattrlichem Prostacyclin, Epoprostenol

und lloprost

Prostacyclin (PGl,)

HOOC
0
HO OH
Epoprostenol (EPP) lloprost (ILO)

COOH

Abb.1.2.2: Strukturformeln der Prostaglandine

Prostaglandin I,, auch Prostacyclin genannt, besteht aus einem Zyklopentanring mit
zwei ungesattigten Seitenketten (siehe Abb. 1.2.2).

Epoprostenol, das im Handel erhaltliche ,Prostacyclin®, ist bis auf eine cis-Stellung
strukturanalog zum naturlich im menschlichen Korper vorkommenden Prostacyclin.
Mit einer Halbwertszeit von 2 - 3 Minuten ist es allerdings nur sehr kurz wirksam’>.
Daher wurde das synthetische Derivat lloprost entwickelt, das seit 1993 auf dem
Markt ist. Es weist geringe strukturelle Unterschiede (in Abb. 1.2.2 hervorgehoben
durch Kreise) gegeniuber dem Epoprostenol auf und hat eine Halbwertszeit von 20 -

30 Minuten.
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1.2.3 Wirkungen von Prostacyclin und lloprost

Wie man der Abbildung 1.2.1 entnehmen kann, wird der Syntheseweg des
Prostacyclin und der des Thromboxan durch das gleiche Enzym (Cyclooxygenase)
katalysiert. Dies bedeutet, dass beide Synthesewege parallel laufen. In einem
gesunden Organismus ist ein Gleichgewicht beider Metaboliten fur die
Aufrechterhaltung und Integritit eines GefaBes von groRer Bedeutung®.
Beispielsweise wird einer Storung dieses Gleichgewichts bei der Pathogenese der
Arteriosklerose eine bedeutende Rolle zugeschrieben®. Wahrend das in den
Thrombozyten gebildete Thromboxan zu Vasokonstriktion kleiner Arterien fuhrt und
als Mediator die Thrombozytenaggregation induziert, also zu eher gefal3-
schadigenden Mechanismen flihrt, wirkt das im Endothel gebildete Prostacyclin als
Gegenspieler von Thromboxan gefaRprotektiv®®. Die gefaRprotektiven Wirkungen
des Prostacyclin sind einerseits die Hemmung der Thrombozytenaggregation und
andererseits die Relaxation der glatten GefaBmuskulatur und somit Vasodilatation**®.
Beide Mechanismen werden an den Zellen uUber spezifische Rezeptoren
vermittelt**°>? Intrazellular fihrt die Signaltransduktion iber eine Aktivierung der

Adenylatzyklase zu einem Anstieg des intrazellularen second-messengers

9,31,64,73,74,111
CAMP :

1.2.4 Anwendung von Prostaglandin |, Analoga

Therapeutisch kommen das Prostacyclin und Prostaglandin I, -Analoga vor allem in
Form von folgenden Medikamenten zum Einsatz:
« Epoprostenol ( Flolan®, Glaxo Wellcome, Versaille, Frankreich), zugelassen in

Frankreich und den USA, zur Therapie der pulmonalen Hypertonie
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(primar/sekundar) und Sklerodermie assozierter pulmonaler Hypertonie bei
Patienten des NYHA Grads Il oder 1V, die nicht auf konventionelle Therapie

ansprechen'?,

In Deutschland noch nicht zugelassen, findet es dennoch
Anwendung in vielen Studien zur Therapie kardiovaskularer Erkrankungen,
vor allem der pulmonalen Hypertonie.

Epoprostenol wird Gber einen zentralen Venenkatheter kontinuierlich mit einer
Anfangsdosis von 2 ngkgtmin® infundiert. Diese wird bis zum Auftreten
Dosis-limitierender Faktoren, wie beispielsweise symptomatischer Hypotonie
oder Tachykardie jeweils um 2 ngkgmin™ alle 15 Minuten gesteigert. Die so
erreichte Zieldosierung wird aufrechterhalten, jedoch muf3 die Dosis meist
wegen auftretender Toleranzentwicklung monatlich gesteigert werden, sobald
der Patient wieder symptomatisch wird. Wahrend der Dosisjustierung ist eine
hamodynamische Uberwachung angezeigt.

Die haufigsten Nebenwirkungen sind Flush, Kopfschmerz, Kiefergelenks-

schmerzen, Diarrho, Nausea und Erbrechen??.

« lloprost (lloprost trometamol, llomedin®, Schering, Berlin, Deutschland) ist in
Deutschland zur Behandlung der fortgeschrittenen Thrombangiitis obliterans
(Buerger-Krankheit) zugelassen®.

Dabei wird es unter Uberwachung der Herz-Kreislauffunktionen iber 6
Stunden taglich in einer Dosierung von 0,5-2,0 ngkg’min™® intravends
verabreicht. Die héaufigsten auftretenden Nebenwirkungen sind ebenfalls
Flush, Kopf- und Kiefergelenkschmerzen, Ubelkeit, Erbrechen sowie Diarrho

und entsprechen denen des Epoprostenol®*.
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1.3 second-messenger cAMP

1.3.1 Struktur des cAMP

Adenin
H H
H H
I |
o= IID— o) OH
O

Abb.1.3.1: cyclisches AMP (CAMP)

Prostaglandin |, Analoga entfalten ihre Wirkung Uber den second-messenger
cyclisches Adenosinmonophosphat (CAMP; Abb.1.3.1). Es entsteht durch Abspaltung
eines Pyrophosphats (PP;) aus dem energiereichen Adenosintriphosphat (ATP), dem
wichtigsten Energielieferant der Zellen. In den flinfziger Jahren entdeckte Earl
Sutherland, dass Adrenalin und Glucagon an Rezeptoren an der Oberflache von
Leberzellen binden und die Bildung von cAMP auslésen. Die Hormone selbst
gelangen nicht in die Zelle, sie wirken im Prinzip als erste Boten (first-messenger,
von Zelle zu Zelle) und cAMP als zweiter Bote (second-messenger, innerhalb einer

Zelle)'®.
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1.3.2 Das Adenylatzyklasesystem

Viele Hormone bewirken einen intrazellularen cAMP-Anstieg Uber das sogenannte
Adenylatzyklasesystem: durch Bindung eines Hormons an den spezifischen
Rezeptor wird ein guanylnucleotidbindendes Protein (G-Protein) aktiviert. Dieses G-
Protein stimuliert in mehreren Schritten das Enzym Adenylatzyklase, welches cAMP

durch Abspaltung von Pyrophosphat (PP;) aus ATP bildet®’.

LA
v

H

Zellmembran

AC

ATP CcAMP

Abb.1.3.2: Adenylatcyclasesystem

Hormon
Rezeptor
G-Protein

C Adenylatcyclase

>Ox0I

Als wichtige Vertreter der Uber das Adenylatzyklasesystem wirkenden Hormone

seien hier nur Adrenalin, Calcitonin, Glucagon, Lipotropin, Noradrenalin und

Vasopressin genannt*®,

Auch Prostacyclin stimuliert das Enzym Adenylatzyklase und bewirkt so einen

Anstieg des cAMP in Thrombozyten und glatten GefaRmuskelzellen®*’.
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1.4 Kontraktilitat

1.4.1 Definition

Myokardiale Kontraktilitdt wird in der englischsprachigen Literatur ganz allgemein als
.potential to do work”, d.h. die Fahigkeit des Herzens Arbeit zu leisten, definiert.
Dabei handelt es sich weniger um die rein passive Fahigkeit des Herzmuskels, sich
unterschiedlichen Belastungen (Vorlasterhbhung, Nachlasterh6hung) im Sinne des
~Frank-Starling-Mechanismus* flexibel anzupassen, als vielmehr unter gleichen Vor-
und Nachlastverhaltnissen die Herzleistung zu &ndern. Eine Kontraktilitdtserh6hung
(positive Inotropie) manifestiert sich somit stark vereinfacht zum einen in einer
schnelleren maximalen Kontraktionsgeschwindigkeit der einzelnen Faser ohne Last,
und zum anderen in einer Erhdhung der maximal moéglichen isovolumetrischen
Zugkraft.

Anhand von Frank-Starling Diagrammen l&asst sich eine Kontraktilitatssteigerung wie
folgend darstellen: eine sogenannte Druck-Volumenschleife teilt sich in vier
verschiedene Phasen der Herzaktion (siehe Abb.1.4.1 a): diastolische Relaxation (A),
diastolische Fillung (B), systolische Anspannung (C) und systolische Austreibung
(D): der Herzzyklus schliesst mit dem endsystolischen Punkt. Bei einer
Kontraktilitatssteigerung bedeutet dies, dass mehr Volumen mit einem hdheren
Druck in den Kreislauf ausgeworfen wird. Der endsystolische Punkt verschiebt sich

nach links oben (siehe Abb. 1.4.1 b).
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>
>

> N
.\

Linksventrikularer Druck [mmH(g]

B
> >
Linksventrikulares Volumen [ml]

Abb. 1.4.1a: Frank-Starling Kurve: Druck-Volumen Abb. 1.4.1b: Frank-Starling Kurve: verbesserte
-Schleife wahrend einer Herzaktion Kontraktilitat; der endsystolische
und dem endsystolischen Punkt am Punkt verschiebt sich nach links
Ende des Herzzyklus oben

1.4.2 Kontraktilitat auf zellularer Ebene

Um die Rolle des cAMP bei der Steigerung der Kontraktilitdt anschaulicher zu
machen, wird zunéachst der Mechanismus der elektromechanischen Koppelung in der
Herzmuskelzelle erlautert:

Wahrend des Aktionspotentials stromen tber Kanale innerhalb der Plasmamembran
Kalziumionen (Ca®") in die Herzmuskelzelle. Dieser Ca®* Einstrom triggert die Ca**
Freisetzung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum in das Zytosol. Das nun
vermehrt in der Zelle befindliche Ca®" bindet an Troponin und I6st — via
Konformationsanderung — im Troponin-Myosin-System eine Querbrtickenrudertatig-

keit sowie eine Aktivierung der Myosin-ATPase aus. Wird Ca®" wieder durch die
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Kalziumpumpe in das sarkoplasmatische Retikulum zurlckgepumpt, werden die
Querbriicken gelést und die Muskelzelle erschlafft'®.

Eine gesteigerte KontraktilitAt durch Stimulation von R-Rezeptoren auf zellularer
Ebene erfolgt nun folgendermassen: nach Stimulation Uber 3-Rezeptoren generiert
die membranstandige Adenylatzyklase cAMP aus ATP. CAMP bewirkt nun indirekt
Uber die Aktivierung der Proteinkinase A eine erhdhte intrazellulare Ca®'-
Konzentration durch Phosphorylierung der Ca?*- Kanale der Zellmembran und somit
Steigerung der Wahrscheinlichkeit der Kanaléffnung. Durch den erhthten Ca*-
Spiegel werden intrazellulare Speicher, beispielsweise das sarkoplasmatische

Retikulum, vermehrt aufgefiillt, so dass fiir folgende Kontraktionen mehr Ca? zur

Verfiigung steht'®* (siehe Abb. 1.4.2).

Abb.1.4.2: Kontraktionsmechanismus in der Herzmuskelzelle

) [3-Rezeptor

SR Sarkoplasmatisches Retikulum
T-M Troponin-Myosinkomplex

AC Adenylatcyclase

1z Intrazellulérraum

EZ Extrazellularraum
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1.5 Zielsetzung und Fragestellung

Eine Steigerung der Kontraktilitdt wird in der Myokardzelle durch eine Erh6hung des
intrazellularen cAMP-Spiegels hervorgerufen. Die bisher bekannten Wirkungen des
Prostaglandin 1,, Vasodilatation und Hemmung der Thrombozytenaggregation,
werden ebenfalls Gber einen Anstieg des intrazellularen cAMP-Spiegels vermittelt.

In der folgenden Studie sollte daher untersucht werden, ob Prostaglandin |, Analoga,
Epoprostenol und lloprost, in vivo die Myokardkontraktilitdt steigern und ob dies tber

einen Anstieg der myokardialen cAMP-Konzentration vermittelt wird.
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2 Material und Methoden

2.1 Modell

Um die Wirkung von Epoprostenol und lloprost auf die linksventrikulare Kontraktilitat
und das myokardiale interstitielle cAMP in vivo zu testen, wurde folgendes
tierexperimentelle Modell gewahlt: In narkotisierten und mechanisch beatmeten
deutschen Hausschweinen sollte die Wirkung der Testsubstanzen Epoprostenol und
lloprost auf die linksventrikulare Kontraktilitat sowie zum Vergleich die Wirkung
zweier Kontrolllsubstanzen auf die linksventrikulare Kontraktilitat untersucht werden.
Als Kontrollsubstanzen kamen zwei kurzwirksame Vasodilatatoren (Adenosin,
Natriumnitroprussid) zum Einsatz. Die myokardiale cAMP-Konzentration wurde aus
durch Mikrodialysensonden gewonnenem interstitiellem Dialysat mittels ELISA und

die linksventrikulare Kontraktilitdt anhand der Conductance-Methode bestimmt.

2.2 Studiendesign und Versuchsaufbau

Die vorliegende Untersuchung wurde als kontrollierte, randomisierte prospektive
Studie angelegt. Zur Bestimmung der Effekte durch die verwendeten Test-
(Epoprostenol, lloprost) und Kontrollsubstanzen (Adenosin, Natriumnitroprussid) auf
die linksventrikulare (LV) Kontraktilitat und den myokardialen interstitiellen cAMP-
Spiegel wurde eine Versuchsgruppe gebildet, innerhalb derer in randomisierter
Reihenfolge Epoprostenol, Adenosin und Natriumnitroprussid intravends verabreicht

wurden. Wegen seiner langen Halbwertszeit wurde das synthetische Prostaglandin I,
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Analogon lloprost jedem Tier als letzte Substanz infundiert. Zu den Messzeitpunkten
wurde aus dem Myokard mit der Mikrodialysetechnik interstitielles Dialysat
gewonnen, und spater daraus die interstitielle cAMP-Konzentration mittels ELISA
bestimmt sowie die linksventrikulare Kontraktilitat mit der Conductance-Methode
gemessen.

Im Sinne des Crossover Designs erhielt jedes Tier alle Substanzen. Infolgedessen
fungierte nicht nur jedes Tier als eigene Kontrolle, auch konnte dadurch die
Gesamtzahl der Versuchstiere gemass dem Tierschutzgesetz (deutsches

Tierschutzgesetz § 9) reduziert werden.

2.2.1 Versuchstiere

Die von der zustdndigen Kommission der Regierung von Oberbayern unter dem
Aktenzeichen AZ 76/99 genehmigte Studie wurde an deutschen Hausschweinen
durchgefuhrt. Insgesamt wurden die Untersuchungsergebnisse von 11
Hausschweinen beiderlei Geschlechts mit einem mittleren Kdrpergewicht von 25.9 +
2.8 kg ausgewertet. Die Tiere wurden gemal3 den giltigen Vorgaben (“Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals”, NIH publication No. 85-23, revised 1985 &

1996) betreut.
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2.2.2 Versuchsprotokoll

100% 4
75% — \_/ U \_/ \_
D_ :
<
a
A
a
PN N [ o—] |, Zeit
30 30 30 (min)
Messung 1 2 3 4 5 6 7 8
randomisiert :

Abb. 2.2.2: Versuchsprotokoll

Das Protokoll beinhaltete insgesamt 8 Messzeitpunkte. Nach einer Baselinemessung
erfolgte in randomisierter Reihenfolge die intraventse Applikation von EPP, ADO und
NNP. Aufgrund seiner langen Halbwertszeit wurde ILO jeweils zuletzt verabreicht.
Die Vasodilatatoren wurden dabei durch kontinuierliche Infusion tUber Perfusoren
(Perfusor secura; B. Braun; Melsungen) so titriert, dass der diastolische Aortendruck
(DAP) fur die Dauer der zweiten Messung stabil auf 75% des Ausgangswertes der
Baselinemessung reduziert wurde. Die Substanzen wurden dadurch in &quipotenten
Dosierungen appliziert.

Nach Erreichen des Zielblutdruckwertes und erfolgter Messung wurden die
Vasodilatatoren NNP, ADO und EPP schrittweise ausgeschlichen, um eine Rebound

Hypertension zu vermeiden. Anschliessend folgte eine Washout—Periode von
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mindestens 30 Minuten Dauer. Die mittlere Infusionsdauer betrug bei EPP 42 + 7
min, bei ADO 34 + 7 min, bei NNP 45 + 10 min und bei ILO 15 + 4 min. Die Infusions-
dauer des langwirksamen ILO am Ende des Protokolls war aufgrund der fehlenden
Ausschleichphase wesentlich kirzer. Nach Ausschleichen von ADO, EPP und NNP
wurde erneut eine Baselinemessung durchgefuhrt. Die durchschnittliche Laufzeit des
Protokolls betrug 5:45 £ 0:57 (h:min) und die Dauer eines gesamten Versuchs lag im

Mittel bei 12:35 = 0:59 (h:min).

2.2.3 Untersuchte Substanzen und Kontrollsubstanzen

2.2.3.1 Epoprostenol

Durch Auflésen von Epoprostenol-Natrium als synthetisches Prostacyclinderivat
(Epoprostenol, Flolan®, Glaxo Wellcome, Versaille, Frankreich) in Glycin Puffer
wurde zu Beginn jedes Versuches eine Losung mit einer Konzentration von 0.01
mg'ml™ hergestellt, die dann zum entsprechenden Zeitpunkt des Protokolls appliziert
wurde. Wie alle anderen Substanzen auch, wurde Epoprostenol bis zum Erreichen
des vorher ermittelten Zielblutdruckwertes (diastolischer Aortendruck von 75% des

Ausgangsaortendrucks) titriert. Die insgesamte mittlere Dosis fir eine Messung

betrug 0.184 + 0.09 pg-kg*min™

2.2.3.2 lloprost

Zur Herstellung der Lésung fiir die ILO Applikation (lloprost Trometamol, llomedin®,
Schering, Berlin, Deutschland) wurden 150 pg in Wasser fir Injektionszwecke (aqua

ad injectabiliae) gelost und bis zu einem Gesamtvolumen von 30 ml mit
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physiologischer  Kochsalzlosung (NaCl 0.9%) verdunnt. Die fur die
Versuchsbedingungen nétige Dosierung lag im Durchschnitt bei 0.28 + 0.03 pg-kg

Ymin™.

2.2.3.3 Adenosin

Es wurden 150 mg Adenosin (Adenosin freie Base, ICN Biomedicals Inc., Aurora,
Ohio, USA) in einer 50 ml Perfusorspritze aufgezogen und nach genanntem Prinzip

titriert. Die mittlere, fUr eine Senkung des mittleren Aortendrucks um 25%

erforderliche, Dosierung des Adenosin lag bei 106 + 35 ug-kgmin™.

2.2.3.4 Natriumnitroprussid

Die lyophilisierte Trockensubstanz Nitroprussid-Natrium (nipruss®, SCHWARZ
PHARMA AG, Monheim, Deutschland) wurde in Glukosel6sung (Glukose 5%) geldst
und darin bis zu einer Konzentration von 1.2 mg'ml™ bei einem Gesamtvolumen von
50 ml verdinnt. Wahrend dieses gesamten Vorgangs als auch wahrend der

Applikation tber den Perfusor (Perfusor secura; B. Braun; Melsungen) wurde auf

strengsten Lichtschutz geachtet. Im Durchschnitt wurden 9.7 + 2.5 ug-kg*min™

appliziert.
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2.3 Versuchsdurchfihrung

2.3.1 Anasthesie

2.3.1.1 Narkose

Pramediziert wurden die Tiere durch intramuskuldre Applikation von 10 mgkg™
Korpergewicht Ketamin (Ketavet®, Parke-Davis, Freiburg) und 1 mgkg™ Midazolam
(Dormicum®, Hoffmann-La Roche AG, Grenzach-Wyhlen, Deutschland). Die Narkose
wurde mit 0.02 mg'kg™ Fentanyl (Fentanyl-Janssen®, Janssen Cilag GmbH, Neuss,
Deutschland) intravends (i.v.) und 1.5 — 2 mgkg™ Propofol (Disoprivan® 1%) i.v.
eingeleitet. Zur Muskelrelaxation wurden 0.4 mgkg™ Vecuroniumbromid (Norcuron®,
Organon Teknika, Eppelheim, Deutschland) infundiert. Somit konnten die Tiere unter
direkter Laryngoskopie endotracheal intubiert (Hi-Lo Jet™, 8 — 10 mm Innendurch-
messer, Mallinckrodt Inc., Argyle, NY, USA) und anschliessend manuell beatmet
werden, bevor auf maschinelle Beatmung umgestellt wurde. Zur Aufrechterhaltung
der Narkose wurden mittels zweier Perfusoren (Perfusor ED 1-300, B. Braun,
Melsungen) kontinuierlich Fentanyl (0.04 mgkg®h™) und Vecuroniumbromid (0.4
mg'kg™h™?) tiber einen zentralen Venenkatheter infundiert sowie 2 - 3-Vol% Isofluran
Uber ein Beatmungssytem zugeflhrt.

Nach Ablauf des Versuchsprotokolls wurde den Tieren im Anschluss an eine
intravendse Bolusgabe Fentanyl 20 ml gesattigte Kaliumchloridiosung (Apotheke
Klinikum Innenstadt, LMU Munchen) Uber einen zentralen Venenkatheter in Narkose
injiziert. Nach Sistieren der spontanen elektrischen und mechanischen
Myokardaktionen wurde die Beatmung der Tiere eingestellt und die Narkose

beendet.
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2.3.1.2 Beatmung

Die Tiere wurden volumenkontrolliert mit 50% Sauerstoff, 46 — 47 % Stickstoff und 2—
3 Vol.-% Isofluran mittels Servo Ventilator 900 B (Siemens Elema, Solna, Schweden)
beatmet. Das Beatmungsgerat wurde dabei auf 10 Zyklen pro Minute und einen
kontinuierlichen endexspiratorischen Druck von 5 cm H,0 bei einer durchschnittlichen
Inspirationsdauer von 2.96 Sekunden eingestellt. Die inspiratorische
Sauerstoffkonzentration wurde kontinuierlich Uberpriift (Oxydig®, Drager AG,
Libeck), ebenso der Kohlendioxid (CO,) -Gehalt im exspiratorischen Schenkel des
Beatmungsgerates (Nellcor®, Nellcor Inc., Hayward, CA, USA). Der arterielle
Kohlendioxidpartialdruck (paCO,) wurde durch regelméassige Blutgasmessungen

kontrolliert.

2.3.1.3 Warmeerhaltung

Die Korpertemperatur der Versuchstiere wurde kontinuierlich registriert und mittels
eines, unter dem Rucken der Tiere platzierten, Warmekissens konstant auf 38.5 £

0.6 °C gehalten.

2.3.1.4 Monitoring

Um die Versuchstiere wahrend der chirurgischen Praparation und wahrend des
Versuchs h&modynamisch Uberwachen zu koénnen, wurden dber einen Monitor
(Hellige Recomed, Freiburg i.Brsg.) kontinuierlich Herzfrequenz (HF), aortaler
Blutdruck (AOP), linksventrikularer Duck (LVP) und pulmonalarterieller Blutdruck

(PAP) abgeleitet (Dasylab, Datalog®, Ménchengladbach, Deutschland). Ein externes
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EKG mit vier Polen wurde ber einen zusétzlichen Monitor (Sirecust® 960, Siemens

Elema, Solna, Schweden) kontinuierlich registriert.

2.3.2 Chirurgische Praparation

Nach Einleitung der Narkose, Relaxation und Intubation wurden die Versuchstiere
auf den Ricken gelagert und an den Laufen fixiert. Die ventrale Korperseite der Tiere
wurde rasiert, gewaschen, mit jodhaltigem Hautantiseptikum (Cutasept F”, Bode
Chemie, Hamburg, Deutschland) desinfiziert und steril abgedeckt.

Dann erfolgte eine Tracheotomie, die Praparation der Hals — und Leistengefasse mit
genauer Darstellung und Kanilierung, das Einbringen der Mikrodialysensonden und
die Platzierung eines Blasenkatheters:

Zur Verringerung der Totraumventilation wurden alle Versuchstiere nach vorheriger
kurzzeitiger Beatmung mit reinem Sauerstoff bei stabilen Beatmungsverhaltnissen
tracheotomiert und ein Tracheostoma (Riischelit® tracheostomy tube, Willy Riisch
AG, Kernen, Deutschland) wurde eingebracht.

Die rechte Arteria femoralis wurde nach Palpation ihres Verlaufes tber einen etwa 5
cm langen Hautschnitt freigelegt und distal ligiert. Es wurde eine Katheterschleuse (5
F, Arrow International Inc., Reading, PA, USA) inseriert und fixiert, Uber die ein
Millar-Katheter zur Messung des aortalen Blutdruckes retrograd in die Aorta
abdominalis vorgeschoben wurde. Mit identischer Technik wurde in die linke Arteria
femoralis eine Schleuse eingebracht (8.5 F, Arrow International Inc., Reading, PA,
USA), Uber die arterielle Blutproben entnommen wurden. Die rechte Vena femoralis
wurde distal ligiert, inzidiert, und der fir das Lastwechselmandéver (s.u.) notwendige

Ballon-Katheter (Fogarty® Occlusion Katheter 8/22 F, Baxter Healthcare Corp., Irvine,
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CA, USA) eingefthrt. Dieser wurde unter Rontgenkontrolle in die Vena cava inferior
bis knapp unterhalb der Zwerchfells vorgeschoben und fixiert. Zusatzlich wurde die
korrekte Lage durch eine probeweise Inflation des Ballons mit 5 — 10 ml NaCl (0.9%)
unter Kontrolle des linksventrikularen Drucks (LVP) tberprift.

Die linke Vena femoralis wurde nach Praparation distal ligiert und nach Inzision mit
einem dreilumigen zentralen Venenkatheter (Triple Lumen Large Bore Catheter,
12G, Arrow International Inc., Reading, PA, USA) kanduliert. Hierdurch wurde NaCl
(0.9%) mit einem Fluss von ca. 15 ml - kg™ - h™, sowie kontinuierlich Fentanyl und
Vecuronium infundiert. Bei Unterschreiten einer Serum-Kaliumionenkonzentration
von 4 mmoll* wurden der Basisinfusionslésung 20 mmoll™? (Kaliumchlorid 7.45%
Braun®, B. Braun, Melsungen) zugesetzt.

Die rechte Vena jugularis interna wurde freiprapariert, distal ligiert und durch die im
Anschluss platzierte Schleuse (8.5 F, Arrow International Inc., Reading, PA, USA) ein
Pulmonalarterienkatheter (7.5 F, Baxter Healthcare Corp., Irvine, California, USA)
eingeschwemmt. Die Lagekontrolle erfolgte radiologisch und mittels der Beobachtung
des typischen Verlaufes der pulmonalarteriellen Druckkurve vor und nach Inflation
des Ballons an der Spitze des Katheters. Die Arteria carotis communis der gleichen
Seite wurde ebenso freigelegt und distal ligiert. Uber die eingebrachte Schleuse (8.5
F, Arrow International Inc., Reading, PA, USA) wurde der Conductance-Katheter in
den linken Ventrikel vorgeschoben. Sowohl radiologisch, als auch durch
Beobachtung der korrekten Volumensignale aller finf Segmente sowie der
abgeleiteten linksventrikularen Druckkurve, wurde die korrekte Lage des Katheters
kontrolliert. Segmente, die aulR3erhalb des Ventrikels zu liegen kamen, konnten leicht
am veradnderten Kurvenverlauf des Volumensignals identifiziert werden. Sie wurden

vor Beginn der Messungen aus dem Gesamtvolumensignal ausgeschaltet.
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Um die Mikrodialysensonden im Myokard platzieren zu kénnen, musste zunachst
Uber einen subxiphoidalen Zugang das Perikard der Versuchstiere erdffnet werden
und so ein direkter Zugang zum Myokard geschaffen werden. Mit Hilfe einer Kanule
(20 G; 0,9 mm 40 mm) wurde das linksanteriore Myokard tangential an zwei
verschiedenen Stellen punktiert ohne dabei das Ventrikellumen zu erreichen. Uber
die vorgegebenen Punktionsstellen konnten nun zwei Mikrodialysesonden (CMA/20
Microdialysis Probe, CMA/Microdialysis, Solna, Schweden) platziert und mit Nahten
(Prolene 5.0, Ethicon Inc., Somerville, NJ, USA) fixiert werden.

Uber eine suprapubisch angelegte, ca. 5 - 6 cm lange, mediane Laparatomie wurde
die Blase freigelegt und direkt katheterisiert. Nach Verlagerung der Blase nach
intraabdominal wurde die Haut der Bauchdecke so weit wie méglich adaptiert.

Nach Beenden der chirurgischen Praparation und weitgehender Adaption der
Wundrander wurde vor Messbeginn des Protokolls eine mindestens halbstiindige

Stabilisierungsphase abgewartet.

2.3.3 Gewinnung des Untersuchungsmaterials

2.3.3.1 Blutproben

Zu allen Messzeitpunkten wurden folgende Blutproben entnommen: eine arterielle
Probe zur Serumgewinnung und eine heparinisierte arterielle Probe zur
Blutgasanalyse. Beide arteriellen Proben wurden der kantlierten Arteria femoralis
entnommen. Entsprechend wurden aus dem distalen Lumen des Pulmonalis-
katheters zwei zentralvendse Proben entnommen: eine nicht heparinisierte zur

Serumgewinnung und eine heparinisierte zur Blutgasanalyse.



2. Material und Methoden 34

2.3.3.2 Myokardiales interstitelles Dialysat

Zur Gewinnung des interstitiellen Dialysates dienten die im Rahmen der Praparation
in die linke Ventrikelwand der  Versuchstierherzen eingebrachten
Mikrodialysensonden (CMA/20 Microdialysis Probe, CMA/Microdialysis, Solna,
Schweden). Diese Mikrodialysensonden werden durch eine Prazisionspumpe
konstant mit Krebs-Ringer-Lésung durchspiilt (3 pl'min™). Uber eine semipermeable
Membran an der Spitze der Sonden diffundieren ungebundene Stoffe < 20 kD in das
Lumen der Sonden und gelangen so in einen Mikrofraktionskollektor (CMA 140,
CMA/Microdialysis, Solna, Schweden). Dieser Kollektor sammelt alle 10 Minuten eine
Probe definierter Menge und erlaubte so die Bestimmung des cAMP-Spiegels zu
allen Messzeitpunkten.

Um Fehler durch zu lange Probenlagerung zu vermeiden, wurden die so erhaltenen
Proben sofort bei -22 °C in einem Gefrierschrank (Froster 520; Kirsch, Deutschland)

eingefroren.

2.3.4 Bearbeitung des Untersuchungsmaterials

2.3.4.1 Blutgasanalyse und Bestimmung der Elektrolytkonzentrationen

Aus den heparinisierten arteriellen und zentralventsen Blutproben wurde mittels
eines Blutgasanalysators (Chiron Diagnostics 860, Emeryville, CA, USA) der
Sauerstoffpartialdruck (pO2) und der Kohlendioxidpartialdruck (pCO,), der pH-Wert,
Basenuberschuss, Laktat und die O,-Sattigung des Hamoglobins sowie die Natrium-

(Nah), Kalium- (K*) und Kalziumionenkonzentrationen (Ca ?*) bestimmt.
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2.3.4.2 Hamoglobinbestimmung

Die Hamoglobinkonzentrationsbestimmung der Blutproben erfolgte an einem speziell
auf Schweinehamoglobin kalibrierten CO-Oximeter (Modell 682, Instrumentation

Laboratory Corporation Lexington, MA, USA).

2.3.4.3 cAMP Nachweis aus interstitiellem Dialysat

Die mittels der Mikrodialysensonden gewonnenen und eingefrorenen Proben von je
30 ul wurden am Tag der Probenbearbeitung bei Raumtemperatur aufgetaut.
Anschliessend wurden die Proben mittels eines ,enzyme linked immuno sorbant
assay“ (ELISA) (cyclic AMP Immunoassay DE 0355; R&D Systems, Wiesbaden-
Nordenstadt, Deutschland) analysiert. Diese Methode dient zum quantitativen
Nachweis kleinster, sonst kaum nachweisbarer Mengen von Molekilen, in unserer
Studie zum Nachweis von cAMP. Das zugrundeliegende Prinzip des ELISA ist eine
kompetitive Bindungstechnik: das cAMP der durch die Mikrodialyse erhaltenen Probe
konkurriert mit einer definierten Menge in den Assayréhrchen bereits vorhandenen,
enzymmarkierten cCAMP um die Bindungsstellen eines ebenfalls bereits vorhandenen
Antikorpers. Uber einen zweiten Antikérper wird der gesamte Komplex am Boden der
Assayrohrchen fixiert. Alles nicht fixierte cAMP wird ausgewaschen. Das Enzym des
markierten cAMP der Ro6hrchen katalysiert eine quantitative Farbreaktion, deren
optische Dichte anschliessend von einem Mikroplattenleser (Dynex MRX Il, Dynex
Technologies, inc. Chantilly, Virginia, USA) bei 405 nm gemessen werden kann.
Somit ist die cAMP-Konzentration der Probe indirekt proportional zum Farbumschlag.
Mittels eines an den Mikroplattenleser angeschlossenen Personal Computer kann

nun Uber spezielle Software (MRX Kinetics Program; Dynex Technologies, inc.
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Chantilly, Virginia, USA) die in den Proben enthaltene Menge cAMP unter

Einbeziehung von Standardkurven berechnet werden.

2.3.5 Messung der allgemeinen Hamodynamik und Herzfunktion

2.3.5.1 Messung des Aortendrucks

Der aortale Blutdruck (AOP) wurde mittels eines elektronischen Manometers (Millar

Mikro-Tip "™ PC 370, 5F, Millar instruments, Houston, Texas USA) bestimmit.

2.3.5.2 Messung des Pulmonalarteriendrucks und des pulmonalkapillaren

Verschlussdrucks

Zur Bestimmung des pulmonalarteriellen Blutdrucks (PAP) und des pulmonal-
kapillaren Verschlussdrucks (PCWP) diente ein mit physiologischer Kochsalzlésung
(NaCl 0.9%) gefullter Thermodilutionskatheter (7.5 F, Baxter Healthcare Corp., Irvine,
California, USA). Durch diesen Thermodilutionskatheter wird der Druck der
Pulmonalarterie auf einen elektromechanischen Druckwandler (Statham
Physiological Pressure Transducer Model P23XL-1, Viggo-Spectramed, Oxnard,
California, USA) Ubertragen.

Die Messung des pulmonalkapillaren Verschlussdrucks erfolgte endexspiratorisch
durch Inflation des Ballons des Katheters und somit kurzzeitigem Verschluss des

katheterisierten Pulmonalarterienasts.
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2.3.5.3 Messung des zentralen Venendrucks

Uber den beschriebenen Thermodilutionskatheter (s.0.) wurde auch der zentrale
Venendruck (ZVD) abgeleitet. Dies erfolgte Uber das im rechten Vorhof liegende

proximale Lumen des Katheters.

2.3.5.4 Messung des Herzminutenvolumens

Die Messung des Herzminutenvolumens (HMV) erfolgte mittels dem bereits
beschriebenen Thermodilutionskatheter (s.0.), der auch zur Bestimmung des PAP,
des PCWP und des ZVD diente. Der Katheter war mit einem Computer konnektiert,
dessen Software es erlaubte, das Herzminutenvolumen direkt zu bestimmen (REF-
1™ Ejection Fraction/Cardiac Output Computer, Baxter, Irvine, Kalifornien, USA).
Dieser Katheter funktioniert nach dem Prinizip der Thermodilution: eine bestimmte
Menge gekuhlter Kochsalzlosung (10 ml NaCl 0.9%, Temperatur ca. 10 °C) wird
rasch in das proximale Lumen des vierlumigen Thermodilutionskatheters injiziert. Die
dadurch auftretende, von einer Temperatursonde kontinuierlich gemessene

Temperaturanderung  zeigt sich als charakteristische  Temperaturkurve:
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AT [°C]¢

t Zeit
[sec]

Abbildung 2.3.5.4: Schematischer Verlauf der Temperaturkurve des
Blutes nach Bolusinjektion gekiihlter NaCl-Lésung

Aus der Flache der als Kurve aufgezeichneten Temperaturanderung wird das
Herzminutenvolumen HMV bestimmt. Das HMV verhélt sich umgekehrt proportional
zum Flachenintegral unter der Temperaturkurve und direkt proportional zur injizierten

Bolusmenge und wird mit folgender Gleichung berechnet:

Injizierte Menge des Indikators
HMV =

Mittlere Konzentration des Indikators - Passagezeit (t,)

Gleichung 2.3.5.4": Berechnung des Herzminutenvolumens

Setzt man den so erhaltenen Wert fur das Herzminutenvolumen in Bezug zur
Korperoberflache, so ergibt sich der sogenannte Herzindex (cardiac index, CI).
Um fir unsere Untersuchung valide Daten der Herzzeitvolumenbestimmung zu

erhalten, wurden mindestens dreimal je 5 ml bis zu 10 °C kalter Kochsalzlésung
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(NaCl 0.9%) wie oben beschrieben injiziert und der Mittelwert bestimmt. Um einen
Vergleichswert fir das Herzzeitvolumen (CO) zu erhalten, erfolgte im Anschluf3 an
die Thermodilutionsmethode eine Datenaufzeichnung mit dem Conductance

Katheter.

2.3.5.5 Berechnung des sytemischen vaskularen Widerstandsindex

Aus den bisher genannten Parametern lasst sich mittels einer Formel der
systemische vaskulare Widerstandsindex SVRI berechnen. Dieser Parameter
beschreibt den GefalBwiderstandes im Korperkreislauf und wird auf die

Korperoberflache der Tiere bezogen.

SVR
SVRI =

Kdrperoberflache

Gleichung 2.3.5.5

SVR =MAP - ZVD/ HMV " 79,9 [dyn " sec "cm’ 5]

MAP: mittlerer arterieller Blutdruck [mmHQg]

ZVD: zentraler Venendruck [mmHg]

HMV: Herzminutenvolumen, cardiac output CO [I - min™]

79,9: Korrekturfaktor zur Umrechnung in dyn - sec “cm°

2.3.5.6 Berechnung des pulmonalvaskularen Widerstandsindex

Analog zum SVRI wird der pulmonalvaskuldare Widerstandsindex PVRI zur

Beurteilung des GefalRwiderstands im Lungenkreislauf bestimmt:
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PVR

PVRI =
Korperoberflache

Gleichung 2.3.5.6

PVR = MPAP — PCWP / HMV - 79,9 [dyn - sec - cm ]
MPAP: Mittlerer pulmonalarterieller Druck [mmHQ]
PCWP: Pulmonalkapillarer Verschlussdruck [mmHg]
HMV: Herzminutenvolumen, cardiac output CO [I - min™]

79,9: Korrekturfaktor zur Umrechnung in dyn - sec “cm°

2.3.5.7 Eichung der MeRsysteme der allgemeinen Hamodynamik und Herzfunktion

Die statische Eichung der Messsysteme erfolgte unmittelbar vor dem jeweiligen
Versuchsbeginn. Zuvor wurden die Katheter in einem Wasserbad tUber mindestens
drei Stunden auf 38 °C vorgewarmt. Die Druckwandler der jeweiligen Katheter
wurden mit dem vorherrschenden Luftdruck kurz vor Implantation als Nullwert
abgeglichen. Danach wurde in einer speziell konstruierten mit Wasser geflllten (38
°C), luftdicht verschliessbaren Eichkammer die Empfindlichkeit beider Messsysteme
mit einem elektronischen Kalibriergerat (X-Caliber) durch das Anlegen statischer

Driicke kalibriert.

2.3.5.8 Dokumentation der Messdaten der allgemeinen Hamodynamik und

Herzfunktion

Die Parameter zur Beschreibung der allgemeinen Hamodynamik und Herzfunktion
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wurden wahrend des Versuchs kontinuierlich mit einem Aufnahmegerat (MT 95000,
Astro-Med, Inc., West Warwick, RI, USA) registriert. Die digital umgewandelten
Parameter wurden zu jeder Messung flr die Dauer von 20 Sekunden aufgezeichnet.
Dies ermobglichte die computergestiitzte Bearbeitung zu einem spateren Zeitpunkt

(Personalcomputer, PC 80486; Dasylab, Datalog®, Ménchengladbach, Deutschland).

2.3.6 Conductance- Methode

2.3.6.1 Funktionsprinzip

Die von Baan und Mitarbeitern in den achtziger Jahren vorgestellte Conductance-
Methode® dient zur gleichzeitigen Ableitung linksventrikularen Volumens und
linksventrikularen Drucks mittels eines Conductance-Katheters mit integriertem Tip-
Manometer (7F, dual field, 12 Elektroden mit 8 oder 10 mm Abstand,
Cardiodynamics, Leyden, Niederlande). Damit lassen sich simultan zur
Ventrikelaktion ~ Druck-Volumenschleifen,  sogenannte  Frank-Starling-Kurven
darstellen (siehe Abb. 1.4.1). Hiervon lasst sich die Kontraktilititt anhand der
endsystolischen Elastanz ableiten.

Der Uber die Aorta in den linken Ventrikel eingefihrte Conductance-Katheter wird so
eingebracht, dass die distale Elektrode in der Herzspitze und die proximale Elektrode
direkt oberhalb der Aortenklappe zu liegen kommt. Uber diese beiden Elektroden,
sogenannte Stimulationselektroden, wird ein homogenes duales Spannungsfeld im

linken Ventrikel aufgebaut (I = 0.07 mA, AC; 20 kHz; siehe Abb. 2.3.6.1).
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Hohe der Aortenklappe

I = 0,07 mA (20 kHz) _ Myokard

U=1mV AC -

T [

" Tip-Manometer

Ventrikellumen

Abbildung 2.3.6.1 : Schematischer Langsschnitt durch einen
Herzventrikel mit dem elektrodentragenden
Endstick eines Conductance-Katheters

Zwischen den weiteren einzelnen Elektroden (G: bis 5 ), sogenannten Mess-
elektroden, wird die Leitfahigkeit des im Ventrikel befindlichen Blutes gemessen und
in absolutes Volumen umgerechnet. Mit dem Tip Manometer in der Mitte des
Katheters wird der linksventrikulare Druck bestimmt.

Durch die Messelektroden lasst sich der linke Ventrikel in finf Volumensegemente
(S1-S5) einteilen, deren Summe dem Gesamtvolumen des Ventrikels entspricht.
Durch die Elektroden wird jedoch nicht nur die Leitfahigkeit des Blutes gemessen,
sondern auch die des umliegenden Gewebes, was spéater rechnerisch korrigiert
werden muss (s.u.). Mit folgender Gleichung wird aus der gemessenen Leitfahigkeit
das linksventrikulare Volumen berechnet:

Vi = (o) (Tob) G - Ve

Gleichung 2.3.6.1
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Vi : zeitabhangiges ventrikulares Volumen

Schlagvolumen Conductance
Schlagvolumen Referenzmethode

o : Konstante: Korrekturfaktor =
L : Elektrodendistanz

Op. spezifische Leitfahigkeit des Blutes; Messung in spezieller Kivette
Gy : Gesamtleitfahigkeit die der Conductance Katheter liefert

V. : Konstante fur die Leitfahigkeit des umliegenden Myokards

Die Gesamtleitfahigkeit G ergibt sich aus der Summe der aus den Einzelsegmenten
abgeleiteten Leitfahigkeiten (siehe Abbildung 2.3.6.1).

5

Gy = 2 Gny + % Gig
n=1
Gleichung 2.3.6.1”"

2.3.6.2 Parallelconductance- und V. - Bestimmung

Die Messelektroden registrieren nur Leitfahigkeitsveranderungen, ohne dabei die
Beschaffenheit der unterschiedlichen Strukturen zu bertcksichtigen. Daher beinhaltet
die durch den Conductance Katheter gemessene Gesamtleitfahigkgeit Gy und das
daraus errechnete Volumen nicht nur die Leitfahigkeit des Blutes, sondern auch die
Leitfahigkeit des umliegenden Gewebes, welche Parallelconductance G, genannt
wird. Aus diesem Grund muss die Leitfahigkeit des umliegenden Gewebes bestimmt
und das daraus resultierende Volumen (V) vom Gesamtvolumen V) abgezogen
werden (siehe Gleichung 2.3.6.1").

Zur Bestimmung der Parallelconductance wurde wie folgend vorgegangen: in das

distale Lumen des Pulmonaliskatheters werden 5 ml NaCl-Losung (20%) injiziert. Zur
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gleichen Zeit werden die sich dadurch verdndernden Ventrikelvolumina im Verlauf

mehrerer Herzaktionen aufgezeichnet. Daraus ergibt sich folgendes Bild:

LV-Volumen

Zeit
[sec]

5 ml Nacl (20%)
V.

Abbildung 2.3.6.2 a: schematisierte Anderung des Ventrikelvolumens
Uber die Zeit nach Injektion von 5ml NaCl (20%)

Die maximalen Volumina (Vmax) und die minimalen Volumina (Vnyin) werden in ein
Koordinatensystem eingetragen (siehe unten) und jeweils eine Regressionsgerade
durch die Punkte gelegt. Es ergibt sich also eine Gerade mit der Steigung Mymax und
eine mit der Steigung Mymin. Definiert man das Schlagvolumen (SV) als Vimax - Vmin,
so ergeben sich fur die jeweils zusammengehorigen Punkte bestimmte Werte fur das
Schlagvolumen auf der x-Achse. Die entsprechenden Ventrikelvolumina kdnnen auf
der y-Achse abgelesen werden. Der Schnittpunkt beider Regressionsgeraden mit der
y-Achse ist das theoretische Schlagvolumen 0. Der zugehdrige Abschnitt auf der y-
Achse kann also als das zusatzlich gemessene Volumen betrachtet werden und

ergibt somit V. (siehe Abb.: 2.3.6.2 b):
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>

LV Volumen (ml)

(SV,; Ve) I

>

Schlagvolumen (ml)

Abbildung 2.3.6.2 b: Die beiden Regressionsgeraden schneiden
schneiden die y-Achse am Punkt (SV,;Vc)

2.3.6.3 Messung der Kontraktilitat (Ees)

Eine objektive Messung der Kontraktilitat ist nur mit einer mdglichst Vor- und
Nachlastunabhangigen Methode moglich, die also unabhangig vom ,Frank-Starling-
Mechanismus® ist. Die Bestimmung der Ees mit der Conductance-Methode erflillt
diese Vorraussetzung. Mit dieser Methode wird die Herzaktion als die gezeigte
Druck-Volumen-Schleife (siehe Einleitung) abgeleitet. Am Ende der Systole befindet
sich der endsystolische Punkt. Dieser wird mit dem Conductance-Programm
mathematisch festgelegt. Eine Verschiebung des endsystolischen Punktes nach links
oben ware sowohl durch den Frank-Starling-Mechanismus als auch durch eine
tatsachliche Kontraktilitdtserhéhung zu erklaren. Um eine Kontraktilitatserhéhung

unabhangig von der Vor- und Nachlast des Herzens zu messen und in der Folge vom
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,Frank-Starling-Mechanismus®, setzt man die Technik der Vorlastreduktion ein®.
Hierzu wird mit einem Ballonkatheter (Fogarty® Occlusion Katheter 8/22 F, Baxter
Healthcare Corp., Irvine, CA, USA) die Vena cava inferior der Versuchstiere
kurzzeitig okkludiert und dadurch die Vorlast des Herzen reduziert. Mit abnehmender
diastolischer Fullung werden die Druck-Volumen-Schleifen kleiner und schieben sich
nach links. Legt man eine Verbindungslinie durch die endsystolischen Punkte, so
ergibt diese im Idealfall eine Gerade, welche die endsystolische
Druckvolumenbeziehung (ESPVR) darstellt. Im Zustand erh6hter Kontraktilitat oder
auch positiver Inotropie, verschieben sich die endsystolischen Punkte nach links
oben, wodurch die Gerade steiler wird. Die Steigung dieser Geraden wird als
endsystolische Elastanz (Ees) bezeichnet. Hervorgehend aus den genannten

Erlauterungen ist diese ein weitgehend lastunabhangiges Mal3 fir Kontraktilitat.
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Steigung
= Ees

Linksventrikuléarer Druck [mmHg]

_—

v
v

Linksventrikulares Volumen [ml]

Abb. 2.3.6.3 a: Druck-Volumen-Schleife wah- Abb. 2.3.6.3 b: Druck-Volumen-Schleife wah-

rend Vorlastreduktion rend Vorlastreduktion bei
verbesserter Kontraktilitat:
die endsystolischen Punkte
sind nach links oben ver-
schoben. Die Steigung
der Geraden nimmt zu :
die E_ steigt.

2.3.6.4 Messung der globalen diastolischen Funktion

Ahnlich dem Kontraktilititsparameter Ees lasst sich auch der Messparameter der
globalen diastolischen Funktion, also der Fahigkeit des Ventrikels zur Fullung und
Dehnung, bestimmen. Legt man eine Gerade durch die enddiastolischen Punkte der
Druckvolumenschleifen, so erhalt man die Steigung der Geraden, die enddiastolische
Compliance Cq4, welche die weitgehend lastunabhangige globale diastolische
Funktion des Herzmuskels angibt.

Eine verschlechterte diastolische Funktion auf3ert sich darin, dal3 sich der Ventrikel
bei einem hoéheren Druckanstieg schlechter fillt. Die Steigung der Geraden erhoht

sich und die enddiastolische Druckvolumenbeziehung steigt.
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Linksventrikularer Druck [mmHg]

Steigung

_// = Ceq

Linksventrikulares Volumen [ml]

v

Abb. 2.3.6.4 a: Druck-Volumen-Schleife wah- Abb. 2.3.6.4 b: Druck-Volumen-Schleife wah-
rend Vorlastreduktion rend Vorlastreduktion bei
verschlechterter diastolischer
Funktion:

die enddiastolischen Punkte
sind nach links oben ver-
schoben. Die Steigung

der Geraden nimmt zu :

die C,, steigt.

2.3.6.5 Vorlastreduktion durch Lastwechselmandver

Das bereits erwahnte Prinzip der Vorlastreduktion wird als sogenanntes
Lastwechselmanétver bezeichnet. Hierzu wurde folgendermalien vorgegangen: zum
Ausschluss mdglicher Einflisse thorakaler Druckschwankungen auf Vor- und
Nachlast wurde das Versuchstier zunachst voribergehend kurz von der Beatmung
diskonnektiert. Anschliessend wurde der in der Vena cava inferior platzierte Ballon-
katheter vorsichtig gefullt (5 — 10 ml NaCl; 0.9%), wodurch sich der Zufluss zum
rechten Herzen und konsekutiv zum linken Herzen reduzierte. Gleichzeitig wurde die
Datenaufzeichnung gestartet. Bei einem Anstieg der Herzfrequenz 10% Uber den
Ausgangswert vor Lastwechsel, einem Absinken des aortalen Blutdrucks auf

kritische Werte oder Auftreten von Herzrhythmusstorungen, wurde der Ballon
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deflatiert und damit der Lastwechsel beendet. Im Anschluss an einen Lastwechsel
erfolgte eine erste Datenkontrolle und nach ausreichender Erholungsphase der Tiere
von mindestens 5 Minuten gegebenenfalls ein erneutes Lastwechselmanéver.
Wurden mehrere Lastwechsel durchgefuhrt, ging jeweils der Lastwechsel mit dem

grof3ten Korrelationskoeffizient (R > 0,95) in die Auswertung der Ergebnisse ein.

150 +150.8 (mmHg)

Druck (mmHg)

20 Volumen (ml) 50

Abb. 2.3.6.5: Lastwechselmandver in Originalaufzeichnung:
Durch Inflation des Ballonkatheters kommt es zur
Linksverschiebung und Verkleinerung der Schleifen

2.3.6.6 Messung des linksventrikularen Drucks

Mit dem integrierten Tip-Manometer des Conductance-Katheters (siehe auch 2.3.6)
wurde der linksventrikul&re Druck (LVP) bestimmt. Der Druckabnehmer war hierzu

mit einem speziell dafir konstruierten Modul konnektiert (Sentron, Roden,

Niederlande).
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2.3.6.7 Maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit dp/dtax

Von der oben beschriebenen linksventrikularen Druckkurve wurde auch die maximale
Druckanstiegsgeschwindigkeit dp/dtmax abgeleitet. (siehe Abb. 2.3.6.4). Dieser
Parameter ergibt sich aus der ersten Ableitung des Drucks tber die Zeit und ist ein
Mal3d der Kontraktilitat. Aufgrund des Frank-Starling-Mechanismus verandert sich die
dp/dtmax nicht nur allein durch Anderungen der Kontraktilitat, sondern auch durch

Volumenschwankungen und ist daher lastabhangig.

100
LVP 75

[mmHg ] 50
25

2000 1
1000
[mmHg s1] O/
10007
2000+

dp /dt

t[s]

Abb. 2.3.6:7 oben: Druckmessung im linken Ventrikel
unten: erste Ableitung des Drucks Uber die Zeit:das Maximum ent-
spricht der maximalen Druckanstiegsgeschwindigkeit dp/dt,,.,

Bestimmt man die dp/dtmax zum Zeitpunkt der maximalen Ventrikelfillung am Ende
der diastolischen Fillungsphase, also zum Zeitpunkt Vmax, SO ergibt sich der
Parameter dp/dtmax VS. Vmax. Durch Aufstellen dieses Verhaltnisses wird die

Lastabhangigkeit der dp/dtmax reduziert.
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2.3.6.8 Maximale Druckabfallsgeschwindigkeit dp/dtpin

Analog zur maximalen Druckanstiegeschwindigkeit wurde die maximale Druckabfalls-
geschwindigkeit dp/dtmin abgeleitet, welche ein Mal3 fir die isovolamische
Relaxationsphase der Diastole darstellt. Um auch hier die Aussagekraft des
Parameters zu erhdhen, wurde Verhaltnis dp/dtmin vS. Vmin aufgestellt. Dabei ist Vin
das minimale Ventrikelvolumen, stellt also den Zeitpunkt am Ende der systolischen

Auswurfphase dar.

2.3.6.9 Relaxationsparameter rel tau

Ein weiterer von dieser Druckkurve abgeleiteter Parameter ist der
Relaxationsparameter tau. Er ist definiert als die Zeit bis 50% der maximalen
Druckabfallsgeschwindigkeit dp/dtyn erreicht sind und ist ein Maf3 fur die aktive
Phase der Relaxation in der Diastole. Andert sich die Herzfrequenz, so andert sich
auch die Zeitdauer des Druckabfalls. Um diese Fehlerquelle auszuschliessen
berechneten wir das relative tau, das tau im Bezug zur Dauer eines Herzschlags

darstellt.
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LVP

[mmHg ]
2000

dp/dt 10007

mmHg-s*! ] f

[ gs7] 0 L - - - - :'_V__ _________ 50%
-1000 :
-2000° :

Abb. 2.3.6.9: oben: Druckmessung im linken Ventrikel
unten: erste Ableitung des Drucks Uber die Zeit:das Maximum ent-
spricht der maximalen Druckanstiegsgeschwindigkeit dp/dt,,
und Berechnung rel tau: tau/ Dauer Herzschlag

2.3.6.10 Diastolendauer DFT

Aus den Druck- und Volumenkurven wurde auch die Diastolendauer oder auch
diastolische Fullungszeit berechnet. Sie ist definiert als die Zeit von Beginn der

maximalen Druckabfallsgeschwindigkeit dp/dtmin bis zum Ende der Diastole.

2.3.6.11 Systolendauer tPFR

Ein weiterer abgeleiteter Parameter ist die Systolendauer tPFR. Sie ist definiert als
die Zeit vom Beginn eines Herzzyklus bis zum maximalen Auswurf der

Ejektionsfraktion.
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2.3.6.12 Erfassung und Auswertung der Conductance Methode

Wahrend des gesamten Versuchs war der Conductance Katheter mit einem
Erfassungsgerat (Leycom Sigma-5DF, Cardiodynamics, Rijnsburg, Niederlande)
konnektiert. Dies lieferte die Analogsignale, die nach digitaler Umwandlung (A-to-D
Converter Board, DAS-1602, Cardiodynamics, Leyden, Niederlande) rechnergestitzt
(Conduct-PC, Version V 720.1, Cardiodynamics, Leyden, Niederlande) in Volumen
umgerechnet wurden. Mit demselben Gerat sowie einer speziellen Kivette wurde zu
jedem Messzeitpunkt durch Entnahme 5 ml arteriellen Blutes aus der kandlierten
linken Arteria carotis communis die spezifische Leitfahigkeit des Blutes (o,) bestimmt
und dem Conductance-Erfassungsgeréat einprogrammiert.

Uber ein Druckmessgerat (Sentron, Roden, Niederlande) lieferte der im
Conductance-Katheter integrierte Druckabnehmer das zugehorige Drucksignal.
Wahrend der Experimente erfolgte die Datenaufzeichnung mit einer Messfrequenz
von 4 ms. AnschlieRend wurde offline die jeweiligen Messparameter, als auch V. und
der Korrekturfaktor a berechnet. V. wurde zu jeder Baselinemessung bestimmt und
der Wert jeweils fir die nachste Messung beibehalten. a wurde wegen erheblicher
Schwankungen innerhalb der einzelnen Versuche gleich eins gesetzt, um den
Einfluss dieser erheblichen Variabilitat der Referenzmethode auf die Ees zu

vermeiden.
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2.4 Statistische Auswertung

Die statistische Erfassung und Analyse der erhobenen Daten erfolgte mittels
spezieller Software (SAS Softwarepaket; Version 7.01; The SAS Institute, Cary, NY,
USA). Zunachst wurde eine explorative Datenanalyse durchgefihrt, um Fehler bei
der Dateneingabe zu erkennen, die dann korrigiert wurden. Anschliessend wurden
fur die nach Gabe jeder Substanz erhobenen Parameter zusammen mit
Kontrollwerten Paardifferenzen der gemessenen Parameter zu folgenden
Zeitpunkten gebildet:

» wahrend Substanzgabe und vor Substanzgabe,

* nach Substanzgabe und vor Substanzgabe.
Da die Mehrheit der Paardifferenzen nicht normalverteilt war, verwendeten wir einen
Rangsummentest nach Wilcoxon mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit alpha von 5%.
Bei p < 0.05 wurde die zugehotrige Nullhypothese (kein Unterschied zwischen den
Messzeitpunkten) verworfen.
Dieses statistische Vorgehen wurde von Dr. Maag, Institut fir medizinische
Informationsverarbeitung, Biometrie und Epidemiologie (IBE), LMU, Mduinchen

Deutschland vorgeschlagen.
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3 Ergebnisse

3.1 Vorbemerkung und Beispiel der Datendarstellung

Die Wirkung der Test- und Kontrollsubstanzen auf die zu untersuchenden Parameter
wurde jeweils mit den Werten der Parameter zum Zeitpunkt ohne Substanzgabe
(Baseline) vergleichend beurteilt. Entsprechend dem Versuchsprotokoll wurden die
Messungen jeweils vor, wahrend und nach Substanzgabe durchgefuhrt. Aufgrund
der langen Halbwertszeit von lloprost wurde nach dieser Substanzgabe keine

Kontrollmessung durchgefihrt.

NNP ADO EPP ILO

40
= 30 }\Q/‘
o
<
L

20 *

* *
10
vor NNPnach vor ADOnach vor EPPnach vor ILO
* p<0.05 Wilcoxon Rangsummentest vs. vor; n=11

Abb. 3.1: Beispiel der Datendarstellung; [Einheit ]
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Die Datendarstellung erfolgt in Form von Koordinatensystemen. Auf der Ordinate ist
der jeweilige Parameter abgebildet, auf der Abszisse lasst sich von links nach rechts
die Wirkung von Natriumnitroprussid (NNP), Adenosin (ADO), Epoprostenol (EPP)
und lloprost (ILO) auf den abgebildeten Parameter ablesen. Der jeweilige Parameter
ist vor, wahrend und nach (Ausnahme: lloprost) Applikation dargestellt. Eine jeweils
signifikante Anderung im Vergleich zur Baselinemessung ohne Substanzgabe ist
durch einen Stern markiert. Die Ergebnisse sind als Median (Median =*
Semiinterquartilsabstand [Y2(Q1-Qs3)]) dargestellt, welcher der halbierten Differenz der

75. und 25. Perzentile entspricht.
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3.2 Hamodynamik

3.2.1 Diastolischer Aortendruck (DAP)

Vorraussetzung fur den Vergleich mehrerer Substanzen ist eine &quipotente
Dosierung. Um eine aquipotente Dosierung der verwendeten Vasodilatatoren zu
erreichen, wurde der diastolische Aortendruck (DAP) der Versuchstiere auf ein
vergleichbares Niveau von 75% des Ausgangswertes zum Zeitpunkt der
Baselinemessung gesenkt.

Der im Mittel tatséchlich erreichte Druck fir NNP betrug 74% (von 64.8 + 11.9 auf
48.1 £ 4.7 mmHg), fur ADO 69% (von 62.0 = 9.6 auf 43.1 £ 5.9 mmHg), fur EPP 73%
(von 61.5 £ 4.6 auf 45.0 = 4.9 mmHg) und fur ILO 70% (von 56.2 + 7.2 auf 39.6 £ 7.9
mmHg) des Ausgangswertes. Die hierzu erforderliche Dosierung betrug bei NNP 9.7
+ 2.5 ug-kgt-min?, bei ADO 106 + 35 pg-kg™*-min™, bei EPP 0.18 + 0.09 pg-kg™*-min*
und bei ILO 0.28 + 0.03 pg-kg*-min™. Die Reduktion des DAP war nach Absetzen
von NNP, ADO und EPP komplett reversibel. Aufgrund der fehlenden
Kontrolimessung ist eine Reversibilitat dieses Effekts nach Infusion des langer

wirksamen ILO in dieser Studie nicht nachweisbar.
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Dosis NNP ADO EPP ILO

ugkgl mint 9.7+2.5 106235 0.18+0.09 0.28+0.03

80

(o)}
o

mmHg
NN
o

vor NNP nach vor ADO nach vor EPP nach vor ILO

* p<0.05 Wilcoxon Rangsummentest vs. vor; n=11

Abb. 3.2.1: diastolischer Aortendruck (DAP); [mmHg]
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3.2.2 Systemischer vaskularer Widerstandsindex (SVRI)

Ursache fur die Senkung des DAP war eine unterschiedlich ausgepragte Reduktion
des systemischen vaskularen Widerstandsindexes (SVRI) infolge Vasodilatation.
Dabei reduzierte NNP den SVRI von 1867 + 625 auf 1729 + 594 dyn'stcm™ m?,
p<0.05 und ADO von 2208 + 834 auf 1491 + 431 dyn's™cm™m?, p<0.05. Am ausge-
pragtesten war dieser Effekt nach Prostaglandingabe (EPP: von 2402 + 785 auf 1222

+ 339 dyn'stcm™®>m?, p<0.05; ILO: von 1828 + 406 auf 1250 + 277 dyn'stcm >m?;

p<0.05).
NNP ADO EPP ILO
o\
3500
S
To)
‘= 2500
o
)
“ 1500
c *
> *
* *
“ 500 * *
vor NNPnach vor ADOnach vor EPPnach vor ILO

* p<0.05 Wilcoxon Rangsummentest vs. vor; n=11

Abb. 3.2.2: Systemischer vaskularer Widerstandsindex (SVRI); [dyn's1cm>5m-2]
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3.2.3 Herzindex (Cl)

Wahrend NNP den Herzindex (CI) der Tiere kaum beeinflusste (4.8 + 0.5 vs. 4.6 +
0.5 I'min'm®), war die Applikation von ADO, EPP und ILO von einem signifikanten
Anstieg des Herzindex gefolgt (ADO: 4.5 + 0.8 vs. 5.4 + 0.8 I'min'm?, p<0.05; EPP:
45+0.9vs. 55+ 1.2 Imin'm?, p<0.05; ILO: 5.2 + 1.2 vs. 6.1 + 0.6 I'min'm?; p<0.05).
Die Effekte von ADO und EPP waren nicht in vollem Umfang reversibel, auch nach
Ausschleichen und Absetzen der Substanzen blieb der Herzindex im Vergleich zu
Baselinemessung signifikant erhéht (nach ADO: 5.2 + 0.9 I'min'm?, p<0.05; nach

EPP: 4.8 + 1.3 I'min'm’; p<0.05)

NNP ADO EPP ILO
7
* *
* * *
o 6
=
o 5
£
=
- 4
01
vor NNP nach vor ADO nach vor EPP nach vor ILO
* p<0.05 Wilcoxon Rangsummentest vs. vor; n=11

Abb. 3.2.3: Herzindex (CI); ['min-1m-2]
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3.2.4 Linksventrikularer enddiastolischer Druck (LVEDP)

Der linksventrikulare enddiastolische Druck (LVEDP) ist als Vorlastparameter zu
betrachten und daher bei der Applikation von Vasodilatatoren von Bedeutung. Nach
Gabe aller Testsubstanzen war zumindest tendentiell eine reversible Reduktion des
LVEDP zu beobachten. Das Signifikanzniveau wurde jedoch nur nach Applikation
von NNP und ILO errreicht (NNP: 10 £ 2 vs. 7 + 2 mmHg, p<0.05; ILO: 12 £ 2 vs. 10

+ 3 mmHg, p<0.05).

NNP ADO EPP ILO
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vor NNP nach vor ADO nach vor EPP nach vor ILO

* p<0.05 Wilcoxon Rangsummentest vs. vor; n=11

Abb. 3.2.4: Linksventrikularer enddiastolischer Druck (LVEDP); [mmHg]
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3.2.5 Mittlerer pulmonalarterieller Blutdruck (PAP)

Der mittlere Pulmonalarteriendruck (PAP) wurde nur durch NNP (26 £ 3 vs. 22 + 2

mmHg, p<0.05) und ILO (26 £ 2 vs. 23 £ 2 mmHg, p<0.05) signifikant gesenkt.

NNP ADO EPP ILO
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* *
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vor NNP nach vor ADOnach vor EPPnach vor ILO
* p<0.05 Wilcoxon Rangsummentest vs. vor; n=11

Abb. 3.2.5: Mittlerer pulmonalarterieller Blutdruck (PAP); [mmHg]
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3.2.6 Pulmonalvaskularer Widerstand (PVRI)

Entsprechend der PAP Senkung reduzierte sich auch der pulmonalvaskulare
Widerstandsindex (PVRI). Statistische Signifikanz erreichte diese Senkung nur unter
Prostaglandingabe (EPP: 455 + 180 vs. 362 + 132 dyn's*cm™m™, p<0.05; ILO: 338

+ 145 vs. 295 + 110 dyn'scm™>m™, p<0.05).
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* p<0.05 Wilcoxon Rangsummentest vs. vor; n=11

Abb. 3.2.6: Pulmonalvaskularer Widerstandsindex (PVRI); [dyn-s.cm1m2 ]
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3.2.7 Pulmonalkapillarer Verschlussdruck (PCWP)

Der pulmonalkapillare Verschlussdruck (PCWP) konnte durch Infusion von ILO

signifikant gesenkt werden (ILO: 11 + 3 vs. 9 + 2 mmHg, p<0.05).

NNP ADO EPP ILO
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vor NNPnach vor ADOnach vor EPPnach vor ILO

* p<0.05 Wilcoxon Rangsumentest vs. vor; n=11

Abb. 3.2.7: Pulmonalkapillarer Verschlussdruck (PCWP); [mmHg]
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3.3 Herzfrequenz und Dauer der Phasen der Herzaktion

3.3.1 Herzfrequenz (HF)

Die Vasodilatation nach Applikation von NNP, EPP und ILO fuhrte reflektorisch zu
einer reversiblen Tachykardie (NNP: vor: 124 + 9 min™, wahrend: 164 + 23 min™,
p<0.05, nach: 111 + 18 min™; EPP: vor: 107 + 21 min*, wahrend: 155 + 21 min™,
p<0.05, nach: 124.7 + 15.0 min™"; ILO: vor: 124.8 + 20.4 min™, wéhrend: 164 + 24
min™?, p<0.05) . Dieser Effekt blieb unter ADO aus (ADO: vor: 124 + 16 min™,

wahrend: 126 + 19 min™, nach: 126 + 19 min™, p<0.05).

NNP ADO EPP ILO
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vor NNP nach vor ADO nach vor EPP nach vor ILO
* p<0.05 Wilcoxon Rangsummentest vs. vor; n=11

Abb. 3.3.1: Herzfrequenz (HF); [min -1]



3. Ergebnisse 66

3.3.2 Diastolendauer (DFT)

Infolge der durch die Vasodilatation verursachten reflektorischen Tachykardie
verkirzte sich die Diastolendauer, oder auch diastolische Fillungszeit DFT
signifikant bei NNP (vor: 227 £ 49 ms, wahrend: 149 + 27 ms, p<0.05; nach: 228 + 46
ms), EPP (vor: 228 £ 64 ms, wahrend: 154 + 35 ms, p<0.05; nach: 206 + 47 ms) und
ILO (vor: 204 = 44 ms, wahrend: 151 = 20 ms, p<0.05). Entsprechend der
ausbleibenden Tachykardie bei Infusion von ADO verkirzte sich die DFT nicht

signifikant (vor: 218 + 29 ms, wahrend: 208 + 39 ms, nach: 184 + 43 ms).

NNP ADO EPP ILO
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100 * * * *
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vor NNP nach vor ADO nach vor EPP nach vor ILO
* p<0.05 Wilcoxon Rangsummentest vs. vor; n=11

Abb. 3.3.2: Diastolische Fillungszeit (DFT) ; [ms]
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3.3.3 Systolendauer (tPER)

Im Gegensatz zur DFT verkirzte neben NNP, EPP und ILO auch ADO die
Systolendauer, angegeben als Zeit bis zum maximalen Auswurf tPER, signifikant:
NNP: vor: 134 £ 31 ms, wahrend: 106 £ 22 ms, p<0.05; nach: 119 + 16 ms; ADO:
vor: 130 £ 29 ms; wahrend: 104 + 29 ms, p<0.05; nach: 104 + 33 ms; EPP: vor: 129
+ 23 ms; wahrend: 97 + 21 ms, p<0.05; nach: 132 £ 29 ms; ILO: vor: 114 £ 22 ms;

wahrend: 111 + 19 ms, p<0.05.

NNP ADO EPP ILO
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* p<0.05 Wilcoxon Rangsummentest vs. vor; n=11

Abb. 3.3.3: Zeit bis zum maximalen Auswurf (tPER); [ms]
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3.4. Systolische Herzfunktion

3.4.1 Maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit (dp/dtmax)

NNP, ADO und EPP beeinflussten die maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit

(dp/dtmax) nicht, jedoch zeigte sich nach Absetzen von NNP und ADO eine leichte,

aber statistisch signifikante Erhéhung (NNP: vor: 1972 + 686, wahrend: 1734 + 519,

nach: 1933 + 514 mmHgs™, p<0.05; ADO: vor: 1872 + 448, wahrend: 1838 + 413,

nach: 2419 + 748 mmHg's™, p<0.05; EPP: vor: 1933 + 553, wahrend: 2007 + 468,

nach: 1908 + 425 mmHgs™).

NNP

ADO EPP ILO
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vor NNP nach vor ADOnach vor EPP nach vor ILO

* p<0.05 Wilcoxon signed rank test vs. vor; n=11

Abb. 3.4.1: dp/dt,,; ["mHg- Y]
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3.4.2 Relation von dp/dtma Und Vimax (dp/dtmax VS. Vimax )

Durch alle Substanzen wurde die Relation von (dp/dtmax VS. Vmax ) Signifikant erhdht.

Am ausgepragtesten wahrend Prostaglandingabe (EPP, ILO).
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* p<0.05 Wilcoxon Rangsumentest vs. vor; n=10

Abb. 3.4.2: Relation von dp/dt,,, und V.. (dp/dt . VvS. V., ); [NmHg: s1ml?]
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3.4.3 Endsystolische Elastanz (Ees)

Im Gegensatz zu den Messungen wéahrend Applikation von NNP ( vor: 2.8 + 1.0,
wahrend: 3.3 + 1.5, nach: 3.2 + 0.5 mmHg'mI™) und ADO ( vor: 2.8 + 0.5, wahrend:
3.3 + 1.0, nach: 2.5 + 1.0 mmHgml™") wurde die endsystolische Elastanz (Ees)
wéahrend Infusion von EPP (vor: 3.1 + 0.8, wahrend: 4.9 + 1.3, p<0.05, nach: 3.4 +
1.0 mmHgml™*) und ILO (vor: 3.5 + 1.3, wihrend: 5.9 + 1.4 mmHgml™*, p<0.05)
ausgepragt gesteigert. Nach Absetzen des kurzwirksamen Prostaglandins EPP war

diese Steigerung der Es komplett reversibel.

NNP ADO EPP ILO

mmHg-ml?t

PYENAIRS

vor NNP nach vor ADOnach vor EPP nach vor ILO

OFrRLNW,krcrOIUION

* p<0.05 Wilcoxon Rangsummentest vs. vor; n=10

Abb. 3.4.3: Endsystolische Elastanz (E,.); [mmHg.ml-1]
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3.4.4 Einzelfalldarstellung der endsystolischen Elastance (Ees)

Die Einzelfalldarstellung zeigt ein typisches Lastwechselmandver zur Baseline und
wahrend ILO - Infusion. Die Druck-Volumenschleifen sind bei Vasodilatation bereits
initial kleiner und nach links verschoben. Durch das Lastwechselmandver kommt es
abermals zur Linksverschiebung und Verkleinerung der Schieifen. Die resultierende
Gerade durch die endsystolischen Punkte, ist im Vergleich zur Geraden zur

Baselinemessung steiler, d.h. die Ees steigt. In diesem Beispiel von 3.82 auf 5.75

mmHg-mI'l-

Baseline lloprost
8+1.67 ugkamin?t

150

Druck (mmHg)

20 90 20 90
Volumen (ml)

1
6]

Abb. 3.4.4: E_, vor und wéhrend lloprost
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3.5. Diastolische Herzfunktion

3.5.1 Maximale Druckabfallsgeschwindigkeit (dp/dtmin)

Die maximale Druckabfallsgeschwindigkeit dp/dtmin, sank signifikant wahrend der
Infusion von NNP und ADO (NNP: -1950 + 497 mmHg™ vs. —1293 + 119 mmHg™,
p<0.05; ADO: -2015 + 400 mmHg® vs. —1345 + 263 mmHg™, p<0.05). Die

Prostaglandin I, Analoga EPP und ILO verédnderten die dp/dtmi, nicht.
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* p<0.05 Wilcoxon Rangsummentest vs. vor; n=11

Abb. 3.5.1: dp/dt;,;[mmHg- s]
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3.5.2 Relation von dp/dtmin und Vmin (dp/dtmin VS. Vmin )

Keine der applizierten Substanzen &nderte die Relation von dp/dtmin und Vpin
(dp/dtmin VS. Vmin) signifikant: NNP: vor: -89 + 26 mmHg's™ml™, wahrend: -85 + 37
mmHgs*ml?, nach: - 91 + 25 mmHgs™*ml™*, ADO: vor: - 65 + 40 mmHgs ™ ml™,
wahrend: -45 + 41 mmHg's™ml™, nach: -89 + 48 mmHg's™ml™*; EPP: vor: - 86 + 25
mmHgs*ml?, wahrend: -109 + 43 mmHgs™*ml?, nach: -114 + 43 mmHgs*ml™;

ILO: vor: -114 + 36 mmHgs'ml?, wahrend: -124 + 41 mmHgs* ml™).
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* p<0.05 Wilcoxon signed rank test vs. vor; n=10

Abb. 3.5.2: Relation von dp/dt,,,, und V,,, (dp/dt_, vs. V.. ) ; [mmHg stml]
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3.5.3 Relatives tau

Die Infusion von NNP, EPP und ILO erhohte die relative Relaxationszeitkonstante tau
(NNP:5.3+£0.8 % vs. 6.1 + 0.8 %, p<0.05; EPP: 5.0 £ 0.4 % vs. 5.9 £ 0.5 %, p<0.05;
ILO: 5.0 £ 0.5 % vs. 5.4 = 0.4 %; p<0.05). Nach Absetzen von NNP und EPP wurden
wieder Ausgangswerte erreicht (NNP: 5.0 £ 0.3 %; EPP: 5.1 + 0.4 %). ADO hatte

keinen Einflu auf diesen Parameter (vor: 5.1 + 0.5 %, wéhrend: 5.1 + 0.5 %, nach:

5.3 + 0.6 %).
NNP ADO EPP ILO
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* p<0.05 Wilcoxon Rangsummentest vs. vor; n=11

Abb. 3.5.3: Relatives tau; [%)]
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3.5.4 Einzelfalldarstellung der enddiastolischen Compliance (Ceq)

Diese Einzelfalldarstellung der enddiastolische Compliance Cey zeigt ein typisches
Lastwechselmandver zur Baseline und wéahrend ILO — Infusion. Die enddiastolische
Compliance Ce¢q wird dargestellt als Steigung der Regressionsgeraden durch die
enddiastolischen Druck-Volumenschleifen. In diesem Beispiel ist diese Gerade unter
ILO-Infusion im Vergleich zur Baselinemessung flacher. Eine Abnahme der Cgq4

bedeutet eine verbesserte globale diastolische Funktion. In diesem Einzelfallbeispiel

senkt ILO die Ced von 0.24 auf 0.11 mmHg- mi™. In der Gesamtheit der Ergebnisse

zeigte dieser Effekt jedoch keine statistische Signifikanz.
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Abb. 3.5.4: C_, vor und wéahrend lloprost
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3.5.5 Enddiastolische Compliance (Ceq)

Die enddiastolische Compliance (Ceq) Wurde durch keine der Substanzen signifikant
geandert (NNP: vor: 0.20 + 0.06 mmHg'ml™, wahrend: 0.26 + 0.10 mmHgml™, nach:
0.28 + 0.08 mmHgml™; ADO: vor: 0.25 + 0.09 mmHgml™?, wahrend: 0.36 + 0.09
mmHgml?, nach: 0.27 + 0.09 mmHgml™*; EPP: vor: 0.21 + 0.06 mmHgml?,
wahrend: 0.27 + 0.08 mmHgml™?, nach: 0.24 + 0.09 mmHg'ml™, ILO: vor: 0.28 + 0.10

mmHgml™?, wahrend: 0.24 + 0.07 mmHg'ml™).
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Abb. 3.5.5: Enddiastolische Compliance (C,,); [nmHg- ml1]
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3.6 cAMP — Konzentration

Wahrend EPP und ILO- Infusion stieg der arterielle cAMP - Spiegel im Plasma nicht
signifikant an (EPP: vor: 81.0 + 31.4 pmol'ml™*, wahrend: 86.8 + 15.6 pmol'ml™, nach:
74.0 + 21.7 pmol'ml™; ILO: vor: 72.0 + 15.0 pmol'ml™, wahrend: 76.5 +19.9 pmol'ml™).
Dagegen fuhrte die Prostaglandingabe (EPP, ILO) im interstitiellen Raum des links-
ventrikularen Myokards zu einer ausgepragten cAMP—-Antwort. Im Falle von EPP war
diese Veranderung statistisch signifikant und reversibel. Unter ILO - Infusion wurde
aufgrund der relativ hohen Streuung der Ausgangswerte keine statistische Signifi-
kanz erreicht (EPP: vor: 7.6 + 2.2 fmol'ml™, wahrend: 13.9 + 23.3 fmol'ml™; p<0.05,

nach: 8.1 + 3.0 fmol'ml™; ILO: vor: 7.6 + 10.7 fmol'ml™, wahrend: 11.7 + 5.9 fmol'ml™).
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Abb. 3.6.1/2: cAMP-Konzentration; Plasma [pmolml-1];LM-Interstitium [fmolml-]
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3.7 Respiratorische Funktion (Blutgase)

3.7.1 Arterieller Kohlendioxidpartialdruck (p.CO)

Der arterielle Kohlendioxidpartialdruck (p.CO,) war wahrend der gesamten
Versuchsdauer konstant. Aus diesem Grund kann ein Einflud von Hypo- oder
Hyperkapnie auf die gemessenen myokardialen Funktionsparameter ausgeschlossen
werden. (NNP: vor: 41 £ 3, wahrend: 41 = 3, nach: 40 £ 2; ADO: vor: 40 + 5,
wahrend: 41 £ 4, nach: 40 £ 3; EPP: vor: 40 £ 2, wahrend: 39 £ 2; nach: 40 £ 4; ILO:

vor: 37 = 3, wahrend: 39 = 3 mmHgQ).
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* p<0.05 Wilcoxon Rangsummentest vs. vor; n=11

Abb. 3.7.1: p,CO,; [mmHg]
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3.7.2 Arterieller Sauerstoffpartialdruck (p2O.)

Trotz eines Absinkens des arteriellen Sauerstoffpartialdrucks (paO,) wahrend
Infusion von ADO und ILO waren die Tiere wahrend der gesamten Zeit ausreichend
oxygeniert (NNP: vor: 164 £ 52 mmHg, wahrend: 146 £+ 40 mmHg, nach: 159 + 38
mmHg; ADO: vor: 187 £ 35 mmHg, wahrend: 137 £ 62 mmHg, p<0.05; nach: 182 +
52 mmHg; EPP: vor: 177 £ 32 mmHg, wahrend: 153 + 21 mmHg, nach: 193 + 27

mmHg; ILO: wahrend: vor: 182 + 28 mmHg, wahrend: 142 £ 37 mmHg, p<0.05).
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* p<0.05 Wilcoxon Rangsummentest vs. vor; n=11

Abb. 3.7.2: p,O,; [mmHg]
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3.8 Arterielle Elektrolytkonzentrationen

Die arterielle Natriumionenkonzentration stieg wahrend Infusion aller Vasodilatatoren
geringflgig an,

Kalziumionenkonzentrationen blieben stabil.

blieb aber

im klinischen Normbereich.

Nach EPP

Die Kalium-

Infusion konnte ein

geringfugiger Anstieg der Kaliumionenkonzentration beobachtet werden.

Na* K* ca®*
vor NNP 137.8+2.5 45+0.2 1.2 + 0.1
wahrend 139.0 +1.7 * 4.7+0.3 1.2+0.1
nach NNP 139.1+1.6 46+0.3 1.2+0.0
vor ADO 135.7+2.2 44+0.1 1.2+0.1
wahrend 138.3+19* 4.4 +0.2 1.2+0.1
nach ADO 140.0+ 1.7 * 4.4+0.3 1.2+0.1
vor EPP 136.8+2.4 46+0.3 1.2+0.0
wahrend 137.9+24* 46+0.1 1.2+0.0
nach EPP 137.9+2.2* 44+03* 1.2+00*
vor ILO 140.0 £ 2.6 43+0.3 1.2+0.0
wahrend 141.6 +2.7* 4.4+0.3 1.2+0.0

Tab 3.8: Arterielle Elektrolytkonzentrationen [mmolml™; * = p<0.05]
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4 Diskussion

4.1 Ziel und klinischer Hintergrund der Studie

Ziel vorliegender Studie war es, zu untersuchen, ob Prostaglandin |, Analoga,
Epoprostenol und lloprost, in vivo die linksventrikulare Kontraktilitat steigern und ob
dies Uber einen Anstieg der myokardialen cAMP-Konzentration vermittelt wird.

Das Interesse an dieser Fragestellung beruhte auf Beobachtungen, die in klinischen
Studien bei der Anwendung von Prostaglandin I, Anlaoga gemacht wurden. Bereits
in der Einleitung wurden Studien vorgestellt, die zeigten, dass Prostaglandin I, im
Vergleich mit anderen Vasodilatatoren klinisch relevante Unterschiede birgt (siehe
1.1). Prostaglandin 1, Analoga haben einen Klinisch relevanten positiven
Kurzzeiteffekt bei Rechtsherzinsuffizienz. Ergebnisse von Langzeitstudien zeigen,
dass dieser positive Effekt auch bei langerfristiger Anwendung dieser Substanzen
bestehen bleibt. Bei Patienten mit pulmonaler Hypertonie und konsekutiver

43657 als auch

Herzinsuffizienz zeigte sowohl intravents verabreichtes Epoprosteno
intravendses lloprost** deutlich bessere klinische Ergebnisse als die konventionelle
Therapie. Diese Ergebnisse konnten auch fiir inhaliertes lloprost gezeigt werden®*
44,24 7ahlreiche weitere Kklinische Langzeitstudien bestatigen diese Ergebnisse. In der
langerfristigen Anwendung bei Patienten mit schwerer Linksherzinsuffizienz dagegen
fuhrte die intraventése Anwendung von Epoprostenol zu einer erhdhten
Mortalitatsrate™.

Reine Vasodilatatoren wirken jedoch protektiv bei schwerer Linksherzinsuffizienz und

sind daher fester Bestandteil des empfohlenen Therapieregimes™®
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Epoprostenol muf3 also Uber eine Wirkweise verfigen, die es von anderen
Vasodilatatoren unterscheidet. Deutlich wird dies vor allem in folgenden
Beobachtungen:

In einer schwedischen Studie wurde durch Prostaglandin I,-Gabe der Schlag-
volumenindex von Patienten mit akuter Herzinsuffizienz nach herzchirurgischen
Eingriffen verbessert, nicht jedoch durch einen weiteren Vasodilatator, dem
Natriumnitroprussid>*.

Unter einer langfristigen Epoprostenoltherapie zeigten einige Patienten, die langer
als ein Jahr behandelt wurden und aufgrund von Toleranzentwicklung standige
Dosissteigerungen bendtigten, ein erhdhtes Schlagvolumen mit echokardiographisch
nachweisbarem hyperkontraktilem linken Ventrikel. Rich folgerte aus seinen
Ergebnissen auf einen positiv inotropen Effekt von Epoprostenol®2.

Da eine positive Inotropie, also Steigerung der Kontraktilitat in der Myokardzelle
durch eine Erh6hung des intrazellularen cAMP-Spiegels hervorgerufen wird und
Prostaglandin I, sowohl seine vasodilatative als auch seine hemmende Wirkung auf
die Thrombozytenaggregation Uber cAMP vermittelt, wurde cAMP als mdglicher

Mediator in unserer Studie untersucht.

4.2 Diskussion der Methodik

4.2.1 Tiermodell

Klassische pharmakologische Studien werden oft an Ratten, Meerschweinen, Katzen
und Hunden durchgefiihrt®. Bei der Wahl des geeigneten Versuchstieres fiir

vorliegende Studie galt es mehrere Faktoren zu bertcksichtigen:
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Die Messtechnik mit einem Conductance-Katheter ist ein invasives Messverfahren,
fur dessen Auswertung ein umfangreiches Datenverarbeitungsprogramm zur
Verfugung steht. Aufgrund der fir die Datenverarbeitung erforderlichen
Messeinheiten ist eine gewisse Grol3e des Katheters notwendig. Die Grol3e des
Conductance-Katheters ist somit ein limitierender Faktor bei der Auswahl des
Versuchstieres. Die Conductance-Methode wird zwar bereits von einigen
Forschungsgruppen in Kleintiermodellen angewandt, meist jedoch nur postmortem®.
Auch in vivo wurde die Conductance-Methode bereits mit einem speziell dafir
konstruierten Katheter an Mausen eingesetzt’®. Die Fragestellung unserer Studie
verlangte jedoch zum einen die Anwendung an lebenden Tieren, zum anderen
sollten die Herz-Kreislaufbedingungen idealerweise &ahnlich denen des Menschen
sein. Desweiteren zeigt allein die fur unsere Studie nétige, aufwendige chirurgische
Praparation, vor allem die der Implantation der myokardialen Mikrodialysensonden,
dass eine solche Studie an Kleintieren kaum mdglich gewesen ware. Somit kam flr
unsere Untersuchungen nur ein Grof3tiermodell in Frage. Die Spezies Schwein wird
im Gegensatz zu Hunden und Katzen, deren Anwendung stark eingeschrankt ist®®,
haufig als Versuchstier fur Grofdtiermodelle eingesetzt, da Hausschweine Nutztiere
sind. Sie sind in groRer Anzahl vorhanden und kénnen leicht und schnell gezilchtet
werden. Sie wachsen zu passender Grol3e heran und ihr Myokard sowie ihr
gesamtes kardiovaskulares System haben groRe Ahnlichkeit mit dem der
Menschen!. Wegen dieser hervorragenden Eigenschaften werden Schweineherzen
auch haufig fur kardiale Xenograft Transplantationen eingesetzt. In Untersuchungen
der Hamatologie, der Serumbiochemie, Wachstum und Organgrtf3e zeigen sich
Schweine als potentielle Organspender™®. Da neben oben genannten Griinden auch

zahlreiche aus der Literatur verfugbare Daten bezlglich der Anwendung der
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Conductance-Methode an Schweinen vorhanden waren®*%’

, schien fur vorliegende
Studie das Hausschwein als geeignetes Versuchstier.

Obwohl diese Studie durchgefiihrt wurde, um mogliche Fortschritte in der Therapie
der Herzinsuffizienz, speziell bei pulmonaler Hypertonie zu erreichen, also einem
pathologischen Zustand des Herzens, wurden gesunde Tiere verwendet. Der Grund
hierfur war, dass bislang keine Beweise fir eine mdgliche positiv inotrope Wirkung

der Prostaglandin I, Analoga in vivo vorliegen. Daher sollte zunachst eine solche

Wirkweise in vivo beim gesunden Tier evaluiert werden.

4.2.2 Untersuchte Substanzen und Kontrollsubstanzen

Epoprostenol ist das synthetische Korrelat zum natirlich im Kérper vorkommenden
Prostaglandin I, dem Prostacyclin. Erstmals wurde 1984 Uber die intravendse Gabe
von Prostacyclin berichtet*®. Aufgrund seiner geringen Halbwertszeit von 2 — 3 min ist
der Einsatz dieser Substanz im klinischen Alltag limitiert. Nicht nur um Rebound-
Aktionen durch zu schnelles Absinken des Epoprostenolspiegels zu vermeiden,
sondern auch um es langerfristig verabreichen zu kénnen, muss es kontinuierlich
Uber Infusionspumpen intravends appliziert werden. Die Lebensqualitat der Patienten
wird dadurch erheblich reduziert*. Die Entwicklung des langerwirksamen lloprost
war daher von grofRer klinischer Bedeutung, denn es bietet gegentber dem
Epoprostenol einige Vorteile: Es fihrt in niedrigerer Dosierung und bei geringerer
Tachyphylaxie® zu vergleichbaren klinischen und hamodynamischen Resultaten wie
Epoprostenol*”. Zudem konnte durch die langere Halbwertszeit und der damit
verbundenen Mdglichkeit auf Infusionspumpen zu verzichten, der lloprosteinsatz fur

eine langerfristige Anwendung am Patienten unabhangig von der Applikationsform
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(ora , intravends® oder inhalativ*®*) besser praktikabel sein. Wir fihrten daher
unsere Untersuchung mit beiden intravendsen Substanzen durch. Bedingt durch die
langere Halbwertszeit des lloprost und die ohnehin schon im Mittel lange
Versuchsdauer (12:35x0:59 (h:min)), wurde auf Messungen nach Ausschleichen
dieser Substanz verzichtet. Infolgedessen kénnen keine Aussagen der Reaktionen
der Tierherzen nach Ausschleichen und Absetzen von lloprost (ILO) getroffen
werden.

Prostaglandin I, Analoga werden bislang zu den Vasodilatatoren gezahlt. Ihr genauer
Wirkmechanismus hierbei ist nicht eindeutig geklart, jedoch ist gesichert, dass sie
durch Bindung an spezifische PGI, - Rezeptoren zu einem Anstieg des cAMP flihren
und dadurch die Gefaldmuskulatur relaxiert. Hierdurch wirken die Prostaglandin I
Analoga den vasospastischen Effekten der Leukotriene, des Thromboxan A, und des
.endothelium derived constricting factor® (EDCF) an den glatten Muskelzellen
entgegen®.

Die Kontraktilitditsmessung ist bei Verwendung von Vasodilatatoren sehr schwierig,
weil Anderungen der Vor- und Nachlast zu Anderungen der Kontraktilitat fihren
kbnnen. Um Aussagen Uber die substanzspezifischen kontraktilitatssteigernden
Effekte von Epoprostenol und lloprost treffen zu kodnnen, wurden daher
Vergleichssubstanzen verwendet. Hierfur wurden herkdmmliche, kurzwirksame und
im  klinischen Einsatz bewahrte Vasodilatatoren mit unterschiedlichen
Wirkmechanismen gewahlt, von denen kein klinisch relevanter Einflu3 auf die
Inotropie bekannt ist. Nur dies ermdglichte uns letztendlich eine Aussage Uber
substanzspezifische Effekte treffen zu konnen, die nicht durch Vasodilatation
induziert wurden. Aus diesem Grund wurde bei der Auswahl der

Vergleichssubstanzen darauf geachtet, dass sich ihre Wirkmechanismen nicht nur

von denen der Prostaglandin I, Analoga unterscheiden, sondern auch untereinander:
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NNP ist ein gebrauchlicher Vasodilatator im klinischen Alltag. Als organisches Nitrat
setzt es im Organismus NO frei, welches unter Bildung von Nitrosothiolen mit SH-
Gruppen reagiert. Die Nitrosothiole aktivieren die Guanylatcyclase, worauf die
Konzentration des intrazellularen second-messengers cGMP steigt'®. Dadurch
werden vermehrt Proteine phosphoryliert und aktiviert, welche die freie Ca*
Konzentration herabsetzen: die glatte Muskulatur relaxiert''®. An den Gefasswanden
wirkt NNP im Sinne eines ventsen Pooling hauptséachlich auf die vendsen
Kapazitatsgefdsse, bei hoherer Dosierung auch auf die arteriellen
Widerstandsgefasse. Auch der Widerstand in der pulmonalen Strombahn sinkt.
Indiziert ist NNP bei hypertensiven Krisen und zur kontrollierten intraoperativen
Blutdrucksenkung®.

Adenosin wirkt Uber eine Erhdhung des cAMP Spiegels relaxierend auf die glatte
Gefassmuskulatur. Die Aktivierung von G-Proteinen erfolgt hierbei Uber Az
Rezeptoren an den GefaRwanden’™. Zum Einsatz kommt Adenosin hauptsachlich in
Myokardszintigraphien bei Patienten, die nicht ausreichend belastungsfahig sind
oder bei denen ein Belastungstest nicht angezeigt ist™. Ein weiteres Anwendungs-
gebiet des Adenosin sind atrioventrikulare re-entry Tachykardien und AV-Knoten
Tachykardien®. Hier wirkt Adenosin auf die Kaliumkanale des Sinus- und AV-
Knoten und hemmt die Uberleitung der elektrischen Erregung zwischen Vorhof und

Herzkammer’®.

4.2.3 Protokoll und Versuchdesign

Um aus unserer Untersuchung valide Vergleiche der Wirkungen der verschiedenen

Pharmaka ziehen zu konnen, war es noétig, eine vergleichbare Dosierung zu
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applizieren. Dies geschah durch eine vergleichbare Vasodilatation mit Senkung des
diastolischen  Blutdruckwertes auf 75% des  Ausgangswertes. Diese
Blutdrucksenkung erfolgte durch alle vier Substanzen in gleichem Mal} infolge
Senkung des systemischen vaskularen Widerstands, ausgedrickt durch den
systemischen vaskuldren Widerstandsindex (SVRI) und gab uns die Mdoglichkeit,
aquipotente Dosierungen der einzelnen Vasodilatatoren zu untersuchen.

Das Versuchsdesign wurde so gewahlt, dass infolge der Randomisierung der
Versuchssubstanzen so gut wie keine Folgeeffekte moglich waren und aufgrund der
langen Auswasch- und Stabilisierungsphasen keine Uberlagerungseffekte. So
wurden fur jede Messung wieder Ausgangsbedingungen hergestellt. Aufgrund der
langen Halbwertszeit von ILO wurde diese Substanz im Gegensatz zu den anderen,
die randomisiert wurden, jeweils zuletzt verabreicht. Die statistische Auswertung
erfolgte mit dem Wilcoxon Test, welcher Paardifferenzen bildet, indem immer der
jeweilige Ausgangswert vor der entsprechenden Messung mit dem Messwert
wahrend Substanzgabe verglichen wurde, so dass selbst minimale
Wertschwankungen bei Baselinemessung in die Berechnung eingingen und ein

valider Vergleich und somit ein aussagekraftiges Ergebnis erzielt werden konnte.

4.2.4 Kontraktilitat

4.2.41 Conductance Methode

Anfang der achtziger Jahre wurde von Baan und Mitarbeitern die Conductance-
Methode vorgestellt. Diese Methode beruht auf der simultanen Ableitung von Druck

und Volumen des Ventrikels (siehe 2.3.6.1), wobei die Errechnung des Volumens
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Uber eine Leitfahigkeitsmessung der im Ventrikel befindlichen Blutsdule und
anschliessender Umrechnung erfolgt. Hieraus ergeben sich sogenannte
Druckvolumenschleifen, aus denen sich wiederum die endsystolische
Druckvolumenbeziehung und somit die endsystolische Elastance als Mal3 der mit
dieser Methode bestimmten Kontraktilitat ableiten lasst. Zahlreiche Vergleiche der mit
dieser Methode bestimmten Volumina, z.B mit der Thermodilutionsmethode,
transdsophagealer®?, zweidimensionaler Ventrikulographie®, Mikrosonometrie’® oder
der direkten Volumenmessung mittels Ballontechnik'® zeigten stets eine gute
Korrelation. Allerdings werden absolute Volumina im Vergleich tendentiell zu gering

darstellt***°,

Eine Gegenuberstellung der mit der Conductance Methode
gemessenen Volumina mit der dreidimensionalen Volumenmessung Uber
endokardiale Ultraschallkristalle konnte diese Ergebnisse jedoch nicht bestéatigen. Es
stellte sich heraus, dass die mit der Conductance Methode gemessenen Volumina
zwar gegebenenfalls wahrend Vorlastreduktion zu niedrig gemessen werden, nicht
aber wahrend der fir unsere Untersuchungen wichtigen Messzeitpunkte im
Ruhezustand oder im Zustand erhohter Kontraktilitat?>. Desweiteren sind fiir unsere
Untersuchungen nicht die absoluten Volumina, sondern die Verhéaltnisse der

Volumen- und Druckanderungen ausschlaggebend. Aus diesem Grund kodnnen

diesbeziigliche systematische Fehler weitgehend ausgeschlossen werden.

4.2.4.2 Kontraktilitatsparameter

Zur Messung der linksventrikularen Kontraktilitat stehen prinzipiell mehrere Methoden
zur Verfugung. Der Einsatz der verschiedenen Methoden ist jedoch innerhalb

gewisser Grenzen limitiert, da an eine valide Kontraktilitatsbestimmung der Anspruch
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gestellt wird, dass sie nicht durch Lastbedingungen, Herzfrequenz oder Herzgrol3e
beeinflussbar sein sollte'®.

Generell lassen sich mit dem Tip- Manometer des Conductance-Katheters als auch
aus den mit dem Conductance-Katheter abgeleiteten Druckvolumenschleifen
mehrere Kontraktilitatsmafle bestimmen: maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit
dp/dtmax, preload recruitable stroke work (PRSW) und endsystolische Elastance,
(Ees)-

Eine Mdglichkeit der Kontraktilitatsbestimmung ist also durch die kontinuierliche
Druckmessung im linken Ventrikel gegeben. Aus der abgeleiteten Druckkurve lasst
sich die maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit dp/dtn.x berechnen. Sie wird
gemessen als Maximum der ersten Ableitung des Drucks Uber die Zeit (siehe Abb.
2.3.6.7). Die ventrikularen Druckverhaltnisse und somit auch die maximale
Druckanstiegsgeschwindigkeit dp/dtmax sind abhéngig von der ventrikularen Vorlast,
welche durch den Einsatz von Vasodilatatoren alteriert wird. Der Einsatz der dp/dtmax
als Kontraktilitatsmal? ist somit fur vorliegende Studie limititert. Reduziert man jedoch
die Lastabhangigkeit, indem man die linksventrikulare dp/dtmax in Bezug zum
linksventrikularen enddiastolischen Volumen (dp/dtmax VS. Vmax) Setzt, erhalt man
einen weitgehend lastunabhdngigen Parameter. Aus der Abbildung 2.3.6.7 wird
deutlich, dass die dp/dtmax nur den isovolumetrischen Druckanstieg wahrend der
Systole beschreibt. Dies erklart, warum dieser Parameter relativ unabhangig von der
Nachlast des Herzens ist. Aus diesem Grund kénnen die Ergebnisse der dp/dtmax
durchaus ergadnzend mit anderen Messmethoden zur Ergebnisinterpretation
herangezogen werden.

Eine weitere Limitierung der dp/dtmax als Kontraktilitatsmalf? liegt darin, dass sie durch
Anderungen der Herzfrequenz beeinflusst wird*®. Steigt die Herzfrequenz, so werden

die einzelnen Phasen des Herzzyklus verkirzt. Folglich ist auch der isovolumetrische
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Druckanstieg und ebenso die Geschwindigkeit, mit welcher der maximale Druck
erreicht wird hoher. Die positive Korrelation dieser beiden Parameter wird bereits bei
versuchsweisem Einfigen fiktiver Zahlen fur Herzfrequenz und dp/dtma.x und
Erstellung der Regressionsanalyse deutlich. Durch die Herzfrequenzabh&ngigkeit der
dp/dtmax Wird auch das Verhaltnis dp/dtmax VS. Vimax abhangig von der Herzfrequenz.
Aufgrunddessen scheint das Verhaltnis dp/dtnax VS. Vmax trotz der relativen
Lastabhangigkeit als Malf? flr Kontraktilitat nicht ideal.

Ein weiterer Kontraktilitdtsparameter ist die preload recruitable stroke work (PRSW).
Die PRSW errechnet sich als Quotient aus der linksventrikularen Schlagarbeit
(LVSW) und dem linksventrikularen enddiastolischen Volumen (LVEDV) nach einem
Konzept von Glower et al. Wahrend des Lastwechselmandvers werden die LVSW
und das zugehorige enddiastolische Volumen (Vimax) gegeneinander aufgetragen.
Nach den Ergebnissen von Glower und Kollegen ist das Verhéltnis der beiden
Parameter zueinander linear®. Dieses Verhéltnis bleibt auch bei Veranderungen der
Nachlast und der Herzfrequenz linear. Aus der Steigung dieser Geraden ergibt sich
die vorlastabhangige Schlagarbeit (PRSW). Eine Zunahme der Steigung der
Geraden bedeutet eine gesteigerte ventrikulare Kontraktilitat. Die Bezugnahme zum
linksventrikularen enddiastolischen Volumen (LVEDV) macht die PRSW zu einem
vorlastunabhangigen Parameter. Desweiteren ist die PRSW unabhangig von der
Nachlast und Schwankungen der Herzfrequenz. In der Messung der
rechtsventrikularen Kontraktilitat gilt die PRSW gegentiiber der Ees als tiberlegen®’ %,
sie wird sogar teilweise als sensitiver zur Erfassung der Kontraktilitat eingestuft*®.
Da jedoch die linksventrikulare Schlagarbeit (LVSW), aus welcher die PRSW
bestimmt wird, durch Vasodilatation reduziert wird, konnten in unseren

Untersuchungen mit der endsystolischen Elastance (Ees) genauere Ergebnisse erzielt
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werden. Daher betrachten wir die Ees zur Kontraktilitatsmessung in vorliegender
Studie als den geeigneteren Parameter.

Die Ees ist die Steigung der Geraden durch die endsystolischen Punkte der
Druckvolumenschleifen wahrend eines Lastwechsels. Im Gegensatz zur dp/dtmax
kann fur die endsystolische Elastance (Ees) eine Abhangigkeit von der Herzfrequenz
ausgeschlossen werden: so fuhrten in unserer Studie sowohl EPP, ILO als auch NNP
in vergleichbarem Mal3 zu einem Anstieg der Herzfrequenz, aber nur EPP und ILO
steigerten die Ee. Ebenso kann in unserer Untersuchung auch eine von Kass
gezeigte gesteigerte Kontraktilitat, verursacht durch sympatho-adrenerge Stimulation
wahrend des Lastwechselmandvers™ ausgeschlossen werden, da wahrend Gabe
aller Substanzen vergleichbare Lastwechselmanéver durchgefiihrt wurden, jedoch
nur EPP und ILO zu einer Kontraktilitatssteigerung fthrten.

Die Ees kann aufgrund der durch den Lastwechsel erzielten Standardisierung der
Vorlast als weitgehend vorlastunabhéangig betrachtet werden. Unklar bleibt die
Nachlastabhangigkeit. In einer Untersuchung von van der Velde et al. konnten bei
extremen Veranderungen der Aortenimpedanz, also der Nachlast des linken
Ventrikels Zusammenhange zwischen Nachlast und Ees gezeigt werden, indem an
Hunden am offenen Thorax eine Erh6hung oder Senkung der Aortenimpedanz
herbeigefuhrt wurde. Bei gleichzeitiger Steigerung des einstromenden Blutvolumens
in den linken Vorhof auf das Dreifache konnte eine positive Korrelation zwischen den
Veranderungen der Aortenimpedanz und der Ees gezeigt werden™. Diese
Zusammenhange stehen in Einklang mit Untersuchungsergebnissen von Kass*® und
Paulus an isolierten Herzmuskelzellen®’. Laut Sagawa sind jedoch Aussagen Uber
die Lastabhangigkeit der Ees nur bei Versuchen am geschlossenen Thorax zu
treffen®”. Fiir unsere Studie sind diese Resultate unerheblich, da die Ergebnisse der

genannten Untersuchungen erstens nur tendentiell zu verzeichnen waren und nicht
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signifikant wurden, zweitens am offenen Thorax durchgefluhrt worden waren und
drittens extreme Schwankungen der Nachlast vorlagen. In unseren Versuchen
jedoch anderte sich zwar die Nachlast, keinesfalls jedoch in extremen Formen, wie
sie hier beschrieben wurden.

Von van der Velde wurde der Verlauf der Ees in Grenzbereichen als nicht linear

beschrieben®®

. Ware dies der Fall, ware eine valide Auswertung der Daten kaum
maoglich. Laut van der Velde tritt diese Nichtlinearitat jedoch erst in Grenzbereichen
von Volumen- und Druckbelastungen auf. Hierbei wird von einer Nichtlinearitat erst
ab mittleren arteriellen Driicken unter 70 mmHg oder tiber 140 mmHg gesprochen*®,
Die von uns gemessenen Werte fur den mittleren arteriellen Blutdruck bewegten sich

jedoch nicht ausserhalb dieses Grenzbereichs, so dass unsere Ees Bestimmungen

als valide zu betrachten sind.

4.2.4.3 Praktische Anwendung der Conductance Methode und deren Limitierung

Um mit der Conductance-Methode verlassliche Ergebnisse zu erhalten, ist zun&chst
eine exakte Platzierung des Katheters nétig. Bei der Positionierung des Conductance
Katheters ergaben sich wahrend unserer Versuche meist keine Komplikationen, da
die Conductance-Methode bereits im Rahmen vorangegangener Studien unserer
Arbeitsgruppe zu Einsatz kam®¢. Durch den Einsatz eines Pigtail-Katheters konnte
auch eine etwaige Verletzung des linksventrikularen Endokards wahrend der
Positionierung des Katheters vermieden werden. Weniger unproblematisch erwies
sich jedoch die Verwendung des Katheters selbst. Wegen der hohen Empfindlichkeit
des Katheters kam es mehrmals zum Ausfall eines zu bestimmenden Segments
zwischen zwei Messelektroden. Der Fehler wurde dadurch behoben, dass das

entsprechende Segment aus der Gesamtschaltung eliminiert wurde. Neu platziert
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musste der Katheter jedoch werden, wenn der Katheter die Ventrikelwand berihrte
und sich dadurch in der Aufzeichnung Volumenartefakte zeigten.

Um letztendlich mit Hilfe der Conductance-Methode valide Daten zu erhalten, gilt es
bei der Anwendung dieser Methode einige Faktoren zu beachten:

Das durch den Conductance-Katheter zusatzlich mitgemessene Volumen (V.) des
Myokardgewebes, welches durch die Leitfahigkeit der die Ventrikelhéhle
umgebenden Strukturen verursacht wird (Parallelconductance), muss zunachst
bestimmt und dann vom Messwert abgezogen werden (siehe 2.3.6.2). Eine sehr
invasive Methode hierfir erfolgt durch Okklusion des linken Vorhofs und
gleichzeitigem Leersaugen des Ventrikels mit einem Mehrlochkatheter®. Diese
Methode ist jedoch sehr belastend fir die Versuchstiere und hétte vermutlich bei
mehrmaliger Wiederholung zu erheblichen Ausfallsraten gefiihrt. Aus diesem Grund
entschieden wir uns fur eine andere, vielfach bewahrte Methode: die Erhdhung der
Blutleitfahigkeit mit 20%iger NaCl-Lésung (siehe 2.3.6.2). Diese Methode stellt nicht
nur eine wesentlich geringere Kreislaufbelastung fur die Versuchstiere dar, sondern
ist auch bereits in friheren Studien unserer Arbeitsgruppe erfolgreich angewendet
worden®*?*,  Obwoh!| diskutiert wird, dass es mit dieser Methode durch
Elektrolytverschiebungen zu Anderungen der Hamodynamik kommen kann!®3,
zeigten sich in unseren Experimenten keine langfristigen Auswirkungen auf die
Hamodynamik. Die Elektrolytkonzentrationen blieben durchweg im Klinischen
Normbereich (siehe 3.8), wenn sich auch die Natriumkonzentration innerhalb dieser
Normwerte bei allen Vasodilatatoren im Vergleich zum Vorwert leicht erhdhte. In
einem tierexperimentellen Modell an Schweinen im hamorrhagischen Schock
beeinflussten  erhOhte  Serumnatriumkonzentrationen  die  linksventrikulare

Kontraktilitat nicht'®®.  Fleetwood beschrieb 1990 sogar, dass erhohte

Natriumkonzentrationen die myokardiale Kontraktilitdt in isolierten perfundierten
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Rattenherzen herabsetzen®. Insgesamt scheint es sehr unwahrscheinlich, dass der
beobachtete Anstieg der Natriumkonzentration einen relevanten Einflu3 auf unsere

Ergebnisse hatte.

4.2.4.4 Messen mit der Conductance Methode: Vorlastreduktion

Vorraussetzung zur Ermittlung der Ees ist eine Reduktion der Vorlast, um einen
mdglichen Einflu von veradnderten Lastbedingungen auf die Messung der
Kontraktilitat auszuschliessen, und so eine Standardisierung der Lastbedingungen zu
gewahrleisten. Aus diesem Grund ist es wichtig, reproduzierbare und schnelle
Lastwechsel zu erzielen. Daher entschieden wir uns anstatt der ebenfalls in der
Literatur beschriebenen Steigerung des Beatmungsdrucks, mit der Folge eines
reduzierten RuickfluR von Blut in den Thorax®, fiir die Reduktion der Vorlast durch
Okklusion der Vena cava inferior. Da ventrikulare Volumina durch Atmung und
Ventilation beeinflussbar sind®, ist eine Unterbrechung der Beatmung der Tiere
wéahrend des Lastwechsels unerlasslich, um mogliche systematische Fehler
auszuschliessen. Bei Auftreten von Arrhythmien oder Extrasystolen wurde das
Lastwechselmantver beendet, da sich einerseits bei Extrasystolen keine
auswertbaren Druckvolumenschleifen ableiten lassen und andererseits auch nicht
auszuschliessen war, dass hier die Kontraktilitdtsbestimmung durch sympatho-
adrenerge Gegenregulationsmechanismen beeinflusst wird®. In solchen Féllen
wurde daher erst nach einer ausreichend langen Erholungsphase der Tiere erneut

ein Lastwechselmandver durchgefihrt.
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4.2.5 cAMP

4.2.5.1 Gewinnung interstitiellen Dialysats

Zur Gewinnung interstitiellen Dialysats diente die Mikrodialysenmethode. Dieses
unter 2.3.3.2 detailliert beschriebene Vorgehen funktioniert nach dem Prinzip, die
passive Funktion eines kapillaren Blutgefasses zu imitieren, indem eine tubulédre
Dialysenmembran in Gewebe eingebracht wird. Durch Diffusion von Molekilen aus
dem Gewebe erhdlt man das Dialysat. Die Konzentration der Inhaltsstoffe des
Dialysats entspricht der Zusammensetzung in der extrazellularen Flissigkeit™.
Theoretisch kann man auf diese Weise jedes Gewebe untersuchen. Haufig wird die
Mikrodialyse-Methode angewandt zur Untersuchung kardialer Metabolite wahrend
Ischamie®®’. Oft werden diese Studien an Ratten*® oder Schweinen®* durchgefiihrt.
Unterschiede in der Herzfrequenz und der intrakardialen Druckverhaltnisse
beeinflussen die Probengewinnung’™. Daher ist es wichtig, bei der Auswertung die
Ergebnisse entsprechend zu interpretieren und im Verlauf zu betrachten.

Von Miiller er al konnte gezeigt werden, dass der cAMP Spiegel im Interstitium eines
Skelettmuskels nach Gabe von Milrinon dosisabhangig und parallel zum
intrazellularen cAMP-Spiegel steigt’’. Somit scheint die mittels der Mikrodialyse-
Methode gewonnene interstitielle cAMP-Konzentration proportional zur intrazellularen
cAMP-Konzentration zu sein. Der in der vorliegenden Studie beobachtete Anstieg
des CcAMP-Spiegel im Interstitium ist somit Ausdruck eines Anstiegs im

Intrazellularraum.
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4.2.5.2 Bearbeitung des Dialysats mittels ELISA

Zur Analyse des interstitiellen Dialysats verwendeten wir den unter 2.3.4.3
beschriebenen enzyme linked immuno sorbant assay (ELISA), dessen Prinzip auf
einer Antikdrperbindung beruht. Wegen der teilweise sehr geringen Probenvolumina
kam es bei dieser immunologischen Messmethode in unserer Studie zu einer relativ
hohen Streuung der Messwerte. Die durch den ELISA bestimmten Konzentrationen
sind daher nicht als Absolutwerte zu verstehen, sondern missen im Vergleich mit

den Vorwerten betrachtet werden (siehe 3.6).
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4.3 Diskussion der Ergebnisse

4.3.1 Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse

Die Prostaglandin I, Analoga Epoprostenol und lloprost steigerten unter den von uns
erstellten Versuchsbedingungen signifikant die linksventrikulare Kontraktilitat,
gemessen als endsystolische Elastance Ees. Epoprostenol fihrte zu einer
Kontraktilitatssteigerung um 57% und lloprost sogar um 71%. Dieser positiv inotrope
Effekt war reversibel: nach Absetzen des kurzwirksamen Epoprostenol ging die Ees
wieder Ausgangswerte zuriick. Im Gegensatz dazu hatten die als
Vergleichssubstanzen verwendeten Vasodilatatoren NNP und ADO keinen Einfluss
auf die Eegs.

Mit den vorliegenden Untersuchungsergebnissen konnte ebenso gezeigt werden,
dass die Prostaglandin |, Analoga die myokardiale interstitielle cAMP—Konzentration

erhdéhen: EPP um 82% (p<0.05); ILO um 53%.

4.3.2 Allgemeine hdmodynamische Verdnderungen

Uber die Fragestellung der vorliegenden Untersuchung hinaus wurden im Rahmen
dieser Studie Veranderungen der allgemeinen hamodynamischen Parameter
erhoben. Zur Veranschaulichung dieser ebenfalls im Ergebnisteil aufgefiihrten
Parameter sollen im Folgenden die Zusammenhange erlautert werden:

Durch Vasodilatation veranderten sich Vor- und Nachlast des Ventrikels. Der
linksventrikulare enddiastolische Druck (LVEDP), ein Parameter der Vorlast, sank

signifikant bei ILO und NNP. Der pulmonalvaskulare Widerstand (PVRI), der als
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Nachlastparameter des rechten Herzens zu betrachten ist, wurde durch EPP und ILO
signifikant gesenkt.

Infolge der Vasodilatation reagierten die Versuchstiere wahrend EPP, ILO und NNP
mit einer signifikanten Reflextachykardie, die wahrend ADO ausblieb. Obwohl der
diastolische Aortendruck (DAP) durch Adenosin in gleichem Mald gesenkt wurde,
muss man annehmen, dass dieses Ausbleiben der reaktiven Tachykardie auf die
antiarrhythmische Wirkweise des Adenosin durch Verzégerung der atrioventrikularen
Uberleitung zuriickzufiihren ist. Durch die wahrend EPP, ILO und NNP
hervorgerufene Tachykardie verkurzte sich die diastolische Fillungszeit (DFT).
Ebenso verkirzte sich die Zeit bis zum maximalen Auswurf wahrend der Systole
(tPER) durch Infusion aller Versuchssubstanzen, jedoch in deutlich geringerem
Ausmal.

Die Verkirzung der Dauer eines Herzschlags infolge Tachykardie erfolgt
hauptsachlich auf Kosten der Diastole, wahrend die Dauer der Systole annahernd
gleich bleibt’®*. Eine Verkiirzung der diastolischen Fillungsphase kann daher zu
einer verschlechterten globalen diastolischen Funktion fihren. Ein Grund hierfur liegt
maoglicherweise in einem erhdhtem diastolischen Kalziumionenspiegel infolge

17, Eine verschlechterte

verkirzten Kalziumionenausstroms aus dem Zytoso
diastolische Funktion auf3ert sich darin, daf’ sich der Ventrikel bei einem hodheren
Druckanstieg schlechter fullt. Die globale enddiastolische Funktion, ausgedriickt
durch die enddiastolische Compliance (Ceq) anderte sich jedoch in unseren
Untersuchungen bei keiner der Substanzen signifikant und blieb somit erhalten.
Mdoglicherweise liegt der Grund hierfir in der signifikanten Erhdéhung des
Relaxationsparameters tau wahrend EPP, ILO und NNP®. Tau ist definiert als die
Zeit bis 50 % der maximalen Druckabfallsgeschwindigkeit dpdtmin errreicht werden®’.
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Wegen seiner geringeren Lastabhangigkeit ist es in unserer Studie als
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aussagekraftigerer Parameter zu werten als die maximale Druckabfalls-
geschwindigkeit dpdtmin, welche die gesamte frihe isovolamische Relaxationsphase
beschreibt®® und deren Lastabhangigkeit nicht eindeutig geklart ist. Tau ist ein
Parameter der spaten aktiven isovolamischen Relaxation des linksventrikularen
Myokards, also der Ablosung der Kalziumionen von Troponin, der Wiederaufnahme
von Kalziumionen in das sarkoplasmatische Retikulum und der Losung der Aktin-
Myosin-Querbriicken®’. Andert sich die Herzfrequenz, andert sich konsekutiv auch
die Zeitdauer des Druckabfalls. Um diese Fehlerquelle auszuschlie3en, wurde in
unseren Untersuchungen ein relatives tau berechnet, welches tau im Bezug zur
Dauer des Herzschlags darstellt. Die Erhohung dieses weitgehend
herzfrequenzunabhangigen Parameters bedeutet also, dass bei Verkirzung der
Diastolendauer die aktive Relaxation einen groReren Anteil an der Dauer des
Herzzyklus einnimmt. Eventuell bleibt dadurch eine ausreichende diastolische
Funktionsfahigkeit aufrechterhalten. In Zusammenschau dieser Ergebnisse lasst sich
also sagen, dass PGl;, ILO und NNP trotz einer Verkirzung der Diastole die
diastolische Herzfunktion nicht negativ beeinflussen. Dennoch wirkt keine dieser
Substanzen positiv lusitrop, das heil3t sie verbessern die diastolische Compliance

des Myokards nicht.

4.3.3 Linksventrikulare Kontraktilitat

4331 Prostaglandin |, Analoga

Kurz nach der Entdeckung des Prostacyclins als Hauptsyntheseprodukt des

Arachidonsaurestoffwechsels in Endothelzellen im Jahre 1976 von Moncada und
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vane® wurden erste - sehr unterschiedliche experimentelle Untersuchungs-
ergebnisse - Uber dessen Wirkung auf die myokardiale Kontraktilitat sowohl in vitro
als auch in vivo veroffentlicht: Anfang der 80er Jahre beobachtete Filczewski einen
fehlenden Effekt des Prostacyclin auf die linksventrikulare Kontraktilitdt und
Hamodynamik bei narkotisierten Hunden®. Kein Effekt wurde auch in isolierten
Rattenherzen®™ und in isoliertem Ventrikelmyokard von Saugern gezeigt'®. 1988
wurde sogar von einem tendentiell negativ inotropen Effekt des Prostaglandin I, am
wachen amerikanischen Ochsenfrosch berichtet®®. Auch wurden in verschiedenen
experimentellen Studien biphasische Effekte nachgewiesen: PGl, soll demnach in
niedriger Dosierung positiv inotrop und chromotrop und in héheren negativ inotrop
und chromotrop im isolierten Rattenherzen® und in kultivierten Rattenherzzellen*
wirken.

Von anderen Autoren wiederum wird von einer Erhohung der kontraktilen
Anspannung und einer dosisproportionalen positiv chronotropen Wirkung in spontan
schlagenden Meerschweinvorhéfen® und einer erhdhten Kontraktilitat in isolierten
Rattenvorhéfen Applikation von Prostaglandin I, Analoga berichtet .

Bei Hunden zeigte sich nach Abklemmen der Blutzufuhr durch Infusion von lloprost
eine Erhaltung der LV-Funktion und — Kontraktilitat, ausgedrtickt durch die dp/dtmnaxim
Vergleich zur Kontrollgruppe®. Kazanova beschrieb eine Verbesserung des
funktionellen Status des ischamischen Myokards durch Vasozyklin bei narkotisierten
Ratten sowie eine Stabilisierung der kontraktiien Eigenschaften und der
Pumpfunktion des Herzens nach koronarer Okklusion als auch eine Verstarkung der
myokardialen kontraktilen Funktion im intakten Myokard®®. Krause berichtete (iber
lloprost als Zusatz zu lopromid, einem nichtionischen Kontrastmittel: Nach LV-

Bolusinjektion kam es bei den narkotisierten Ratten im Vergleich zur Kontrollgruppe
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(nur lopromid) zu einem Anstieg der myokardialen Kontraktilitat™. In isolierten
Rattenventrikeln konnte durch Epoprostenol die Kontraktionskraft erhoht werden®®.
Beweise flUr eine entsprechende in vivo Wirkung des PGl; liegen bislang jedoch nicht
vor. Zwar wurde 1998 eine in vivo Untersuchung verdffentlicht, die von einer positiv
inotropen Wirkweise des PGl, berichtete’™, allerdings untersuchten die Autoren die
Wirkungen von PGIl, mit einer lastabhadngigen Methode, so dass nicht
ausgeschlossen werden kann, dass Anderungen der Vor- und Nachlast die
Kontraktilitatsmessungen beeinflussten. Es ist daher nicht klar, inwieweit der damals
beschriebene positiv inotrope Effekt des PGl;, einer substanzspezifischen Wirkung
zuzuordnen ist.

Demgegenuber konnte in der vorliegenden Studie mit einem lastunabhéngigen
Kontraktilitatsmass eindeutig eine positiv inotrope Wirkung der PGIl, Analoga EPP
und ILO in vivo demonstriert werden. Die in vitro gezeigte und in klinischen Studien
(siehe 4.1) vermutete positiv inotrope Wirkweise der Prostaglandin |, Analoga in vivo

wird hierdurch bestatigt.

4.3.3.2 Natriumnitroprussid

In vorliegender Untersuchung zeigte der NO Donator NNP in klinisch gebrauchlicher
Dosierung weder einen positiv inotropen, noch einen negativ inotropen Effekt,
veranderte also die Kontraktilitat nicht. Dieses Ergebnis steht im Gegensatz zu von
anderen Autoren berichteten in vitro Ergebnissen: So konnte durch Stimulation der
myokardialen NO Synthase mittels Tumornekrosefaktor alpha ein dosisabhangiger
Spannungsabfall in isolierten Papillarmuskeln auf 40 % der Baselinewerte induziert
werden?’. In &hnlicher Weise zeigten hohere, nicht jedoch niedrige Dosen von NNP

einen negativ inotropen Effekt im isolierten Papillarmuskel .
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4.3.3.3 Adenosin

Liang et al zeigte in seiner in vitro Untersuchung einen negativ inotropen Effekt es
Adenosin®. Der zugrundeliegende Wirkmechanismus ist eine Hemmung der
Adenylatzyklase Uber A; Rezeptoren und konsekutiver Senkung des cAMP
Spiegels®®. Die vasodilatierende Wirkweise des Adenosins wird jedoch (iber
Stimulation von A, Rezeptoren vermittelt, die eine Erhéhung des cAMP-Spiegels
induzieren und so relaxierend auf die glatte Gefassmuskulatur wirken’®.

Es ist ungeklart, ob Adenosin auch tber kardiale A, Rezeptoren aktivierend auf die
Adenylatzyklase wirkt. In vitro zeigte eine Aktivierung der kardialen A, Rezeptoren
eine Steigerung der Kontraktilitat®®. Im Gegensatz dazu beeinflusste Adenosin in
unseren Untersuchungen die myokardiale Kontraktilitat nicht. Es liegt daher die
Vermutung nahe, dass hier beide Mechanismen, d.h. sowohl eine Stimulation von A;
als auch A, Rezeptoren, zu tragen kamen und sich die dadurch induzierten Effekte

gegenseitig aufgehoben haben.

4.3.34 Zusammenfassung

Die Kontraktilitat ist definiert als Spannungsentwicklung des Myokards in
Abhangigkeit von der Zeit'°. Die Effizienz der Kontraktilitat wird durch die Vorlast und
die Nachlast moduliert, also durch den Frank- Starling-Mechanismus®®. Kontraktilitat
selbst bedeutet, dass bei gleichen Ausgangslagen unterschiedliche Krafte entwickelt
werden, wodurch eine situationsangemessene Arbeitsleistung erreicht wird***. Dabei
ist die Kontraktilitdt abhangig vom Tonus des autonomen Nervensystems, den
zirkulierenden Katecholaminen und der aktuellen Herzfrequenz. Wesentliche sie

bestimmende Determinanten sind die Baroreflexmechanismen®®.
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Eine Sympathikusaktivierung Uber Baroreflexe aktiviert durch die Vasodilatation kann
also unspezifisch zu einer Steigerung der Kontraktilitdt beitragen. Dies wirde in
vorliegender Studie aber bedeuten, dass alle Substanzen von derselben
Reflexantwort hatten gefolgt sein missen, denn infolge des Versuchsdesigns wurden
alle Vasodilatatoren bis zu einer identischen Blutdrucksenkung titriert.

Fur eine vergleichbare Nachlastsenkung spricht auch die Tatsache, dass wahrend
EPP, ILO und NNP die Herzfrequenz in gleichem Ausmald anstieg (NNP: 164 + 23
vs. 124 + 9 min™!; EPP: 155 + 21 vs. 107 + 21 min™; ILO: 164 + 24 vs. 124.8 + 20.4
min). Der Befund aber, wonach EPP und ILO, nicht jedoch NNP die
linksventrikulare Kontraktilitat bei &quipotenter hypotensiver Dosierung steigerten,
zeigt, dass die Erhohung der Herzfrequenz allein nicht auschlaggebend fir die
Kontraktilitatssteigerung und Erh6hung der Ees gewesen sein kann.

Auch Kalzium- und Kaliumionenkonzentrationen konnen die Kontraktilitat
beeinflussen. Beide lonenkonzentrationen blieben jedoch wahrend der gesamten
Dauer des Protokolls im Normbereich und kénnen daher keine Anderungen der

Kontraktilitat hervorgerrufen haben.

4.3.3.5 Schlussfolgerung

In Zusammenschau dieser Ergebnisse lasst sich also sagen, dass in der
vorliegenden Studie zwar ein zusatzlicher sympathischer Stimulus bei der
Kontraktilitatssteigerung aufgrund des Versuchsaufbaus nicht ausgeschlossen ist,
aber — sofern vorhanden- nicht auschlaggebend flr unsere Ergebnisse gewesen sein
kann. Es mul3 daher ein substanzspezifischer positiv inotroper Effekt der Prostanoide

fur die Kontraktilitdtssteigerung verantwortlich gemacht werden.
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4.3.4 Prostaglandin |, Analoga und cAMP

Fur Prostaglandin I, bislang bekannte Wirkungen sind die Hemmung der

Thrombozytenaggregation®%°

sowie die Relaxation der glatten Gefalimuskulatur mit
konsekutiver Vasodilatation’'®. Beide Mechanismen filhren durch Bindung an
spezifische Rezeptoren Uber eine Aktivierung der Adenylatzyklase zu einem Anstieg
des intrazellularen second messengers cAMP?31647374111 "Fine Erhéhung des cAMP
fuhrt an der Gefallmuskulatur zur Erschlaffung, am Herzmuskel allerdings fiihrt es
zur Kontraktionssteigerung®. Weitgehend ungeklart war bislang jedoch, ob
Prostaglandin I, auch am Herzen zu einer Erhéhung von cAMP fihrt. Zwar wurde
beschrieben, dass eine Steigerung der kontraktilen Kraft im isolierten Rattenvorhof
von einem signifikanten Anstieg des cAMP begleitet war®®, jedoch fehlen weitere,
diese Aussage bestatigende Studien.

In unserer Untersuchung zeigte sich eine eindeutige Steigerung der myokardialen
cAMP Konzentration wahrend Infusion der Prostaglandin I, Analoga: So stieg die
cAMP Konzentration im Interstitium des Myokards unter EPP von 7.6 + 2.2 fmol'ml™
auf 13.9 + 23.3 fmol'ml™; p<0.05, und wahrend Gabe von ILO von 7.6 + 10.7 fmol’
mi*auf 11.7 + 5.9 fmol'ml™an.

Die wahrend Infusion von Prostaglandin |, Analoga beobachtete Kontraktilitats-
steigerung ging somit einher mit einer Zunahme der interstitiellen cAMP-
Konzentration. Dies deutet daraufhin, dass die Kontraktilitdtssteigerung tber die

hohere intrazellulare cAMP Konzentration infolge Prostaglandin I, Analoga Gabe

vermittelt ist®.
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4.3.5 Wirkmechanismus der Prostaglandin I, Analoga

Eindeutige Beweise fiur den Wirkmechanismus des PGIl, am Myokard fehlen bislang
und konnten auch durch unsere Arbeit nicht eindeutig geklart werden. Eine mdgliche
Erklarung bieten unter Einbezug aktueller Studien folgende Uberlegungen:

In isolierten Schweineherzen binden Prostaglandin I, Analoga an myokardiale
Prostaglandin (EP3) Rezeptoren und hemmen die G-Protein gebundene
Adenylatzyklase des Sarkolemms. Dies fuhrt zu einem Anstieg des second-
messengers cAMP®. Der intrazellulare Anstieg des cAMP im Myokard fiihrt
seinerseits zu einer Steigerung der Kontraktilitat (siehe 1.4.2).

Als Prostaglandin vom | -Typ bindet lloprost ebenso an EP3; Rezeptoren, jedoch
schwécher als Prostaglandine vom E-Typ*. PGE;, ein Prostaglandin vom E-Typ
bindet an EP3; Rezeptoren. Ein positiv inotroper Effekt von PGE; konnte jedoch nicht
gezeigt werden® 1%,

Folglich kann die durch Prostaglandin I, Analoga gezeigte Kontraktilitdtssteigerung
nicht allein durch Stimulation von EP3; Rezeptoren hervorgerufen worden sein.
Pavlovic zeigte in seiner 1992 veroffentlichten Untersuchung, dass die positiv
inotrope Wirkung des Prostacyclin in isolierten rechten Rattenventrikeln durch den
Betablocker Propanolol gehemmt wird®. Dies deckt sich mit der Aussage einer
friheren Studie, die die Annahme formulierte, dass lloprost mit [3-Adrenoceptoren
interferiert, da es eine Inhibition der Antwort von durch [3-Rezeptoren vermittelten
Effekten von Adrenalin und Noradrenalin bewirkte?.

Dies veranlasst uns zu der Annahme, dal’ in der vorliegenden Studie nicht nur eine
Stimulation der EP3; Rezeptoren, sondern auch die Bindung von Epoprostenol an
myokardiale 3-Rezeptoren zu der gezeigten Kontraktilitatssteigerung gefiihrt hat. Die

SignalUbertragung an Kardiomyozyten beinhaltet sowohl das Adenylatzyklase/cAMP
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System als auch das Phospholipase C/IP; System'®. Beide Mechanismen wéren
also denkbar. 1994 Dberichtete Katsuyama, dass |lloprost an humane
Prostacyclinrezeptoren bindet und konzentrationsabhangig den cAMP Spiegel
steigerte und IP; in diesen Zellen generierte®’. Dies zeigt, dass menschliche
Prostacyclinrezeptoren offensichtlich viele Signallbertragungswege verbinden
kbnnen. Eine Zuordnung zu R-Rezeptoren oder EP3; Rezeptoren war bisher

allerdings nicht méglich und muf Bestandteil zukUnftiger Untersuchungen bleiben.
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Abb.4.3.5: Wirkmechanismus liber EP3 Rezeptoren
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4.4 Klinische Relevanz der Ergebnisse

Unsere Studie belegt erstmals eine klinisch relevante positiv inotrope Wirkweise der
Prostaglandin |, Analoga Epoprostenol und lloprost in vivo. Wegen ihrer zusatzlichen
vasodilatierenden Eigenschaften lassen sich Prostaglandin |, Analoga daher der
Gruppe der Inodilatoren zuordnen, da sie die fur die Zugehdrigkeit zu dieser
Stoffgruppe notigen Eigenschaften besitzen.

In der Einleitung dieser Arbeit wurde bereits ausfihrlich von den positiven
Ergebnissen der PGIl, Anwendung bei Patienten mit pulmonaler Hypertonie und
Rechtsherzversagen berichtet. Bisher wurde die vasodilatierende Eigenschaft von
Prostanoiden durch Relaxation der GefalBmuskulatur, v.a. auch im pulmonalen
Gefassbett als alleiniger Mechanismus fir die Wirksamkeit dieser Substanzgruppe in
der Therapie der pulmonalen Hypertonie angesehen. Der Einsatz von Prostacyclinen
erfolgt dabei aufgrund der Beobachtung, dass es bei der pulmonalen Hypertonie zu
einem Ungleichgewicht zwischen Thromboxan- und Prostacyclinmetaboliten kommt*?
und auf dem Nachweis vom Verlust der Prostacyclinsynthase im pulmonalen
GefaRbett bei pulmonaler Hypertonie?.

Bei akuter Rechtsherzinsuffizienz infolge fortgeschrittener pulmonaler Hypertonie
werden zur Zeit die Katecholamine Dobutamin und Dopamin in Kombination mit
Vasodilatatoren eingesetzt®. Die Katecholamine wirken (ber einen Anstieg des
cAMP positiv inotrop, chronotrop und dromotrop. Inodilatoren wie Epoprostenol und
lloprost konnten somit in der Zukunft mdoglicherweise in der Spatphase der
pulmonalen Hypertonie an die Stelle der Katecholamie treten, gegebenenfalls ohne

Kombination mit weiteren Vasodilatatoren.
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5 Zusammenfassung

5.1 Hintergrund und Versuchsziel

Pathophysiologisch ist die Herzinsuffizienz definiert als Unfahigkeit des Herzens, Blut
und somit Sauerstoff in einem Mal3e, das den Bedurfnissen gerecht wird, zu den
Organen zu transportieren (WHO 1995)%. Die in fortgeschrittenen Stadium an einer
Herzinsuffizienz Erkrankten haben eine schlechte Prognose. Anders als bei
Patienten mit Linksherzinsuffizienz kann die Infusion von Prostaglandin I, Analoga
bei Patienten mit pulmonaler Hypertonie und Rechtsherzinsuffizienz des
Schweregrades NYHA Il — IV die Hamodynamik und das Uberleben dieser Patienten

verbessern’.

Als dafur verantwortlicher Wirkmechanismus wurden bisher ausschliesslich die
vasodilatierenden Eigenschaften von Prostanoiden vermutet. Zwar konnte eine
positiv inotrope Wirkung von Prostaglandin |, bereits vor mehreren Jahren erstmals

in vitro gezeigt werden®2571.88

, Stichhaltige in vivo Studien hierzu fehlten allerdings
bislang. Das Ziel unserer Studie war es aber, die Wirkung der Prostaglandin I, auf
die Myokardkontraktilitat in vivo nachzuweisen. Da eine kontraktilitatssteigernde
Wirkung im Herzen meist Uber einen cAMP Anstieg ausgelost wird'®, sollte mit

vorliegender Forschungsarbeit die Wirkung der Prostaglandin |, Analoga sowohl auf

myokardiales cCAMP als auch die linksventrikulare Kontraktilitdt untersucht werden.
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5.2 Methodik

Die Studie wurde als randomisierte, kontrollierte tierexperimentelle Untersuchung in
einem Crossover-Design angelegt. Als Versuchstiere dienten 11 narkotisierte und
beatmete Hausschweine. Nach Praparation erhielten diese in randomisierter
Reihenfolge die Testsubstanzen Epoprostenol (EPP) und lloprost (ILO) und die
Kontrollsubstanzen Adenosin (ADO) und Natriumnitroprussid (NNP), wobei ILO
wegen seiner langen Halbwertszeit jeweils zuletzt verabreicht wurde. Da jedem Tier
alle Substanzen verabreicht wurden, fungierte jedes Tier als eigene Kontrolle. Im
Protokoll wurden 8 Messzeitpunkte festgelegt, dabei jeweils einer vor, wahrend und
nach Substanzgabe. Nach ILO Applikation wurde aufgrund der langen Halbwertszeit
dieser Substanz keine Kontrollmessung nach Absetzen der Substanz durchgeflhrt.
Neben Messungen allgemeiner hdmodynamischer Parameter lag ein Schwerpunkt
unserer Untersuchung in der Bestimmung des second-messengers cCAMP im
myokardialen Interstitium des linken Ventrikels und der Messung der
linksventrikularen Kontraktilitdt. Die interstitiellen cAMP-Konzentrationen wurden
mittels ELISA aus Proben bestimmt, die durch im Myokard des linken Ventrikels
implantierte Mikrodialysesonden gewonnen wurden.

Die linksventrikulare Kontraktilitat wurde mittels der Conductance-Methode bestimmit.
Hierbei wird die endsystolische Druck-Volumenbeziehung gemessen und daraus die
endsystolische Elastance Eqs bestimmt. Diese stellt ein weitgehend lastunabhéngiges
Mal3 fir die linksventrikul&re Kontraktilitdt dar. Durch simultane Ableitung von Druck
und Volumen durch den Conductance-Katheter werden Druck-Volumenschleifen
aufgezeichnet. Durch standardisierte Vorlastreduktion mittels Lastwechselmanéver’

(siehe 2.3.6.4) werden diese Schleifen kleiner und verschieben sich, was es
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ermdglicht, eine Regressionsgerade durch die endsystolischen Punkte der Schleifen

zu legen. Die Steigung dieser Geraden ist die endsystolische Elastance (Ees).

5.3 Ergebnisse

Die aquipotente Dosierung der Vasodilatatoren wurde dadurch erreicht, dass der
diastolische Aortendruck (DAP) auf ein vegleichbares Niveau von 75% des
Ausgangswertes gesenkt wurde. Diese Reduktion des DAP war mit Ausnahme der
ILO Infusion komplett reversibel. Verglichen mit den Baselinewerten reduzierte NNP
den DAP auf 74%, ADO auf 69%, EPP auf 73% und ILO auf 70%. Der Herzindex
wurde signifikant durch ADO, EPP und ILO gesteigert. Im pulmonalen Kreislauf
manifestierte sich die Vasodilatation in einer signifikanten Senkung des mittleren
pulmonalarteriellen Blutdrucks (PAP) durch NNP, ADO und ILO. Die Vasodilatation
fuhrte nicht nur zu einer reflektorischen Tachykardie bei NNP, EPP und ILO, sondern
in der Folge auch zu einer Verkirzung der Systole und besonders der Diastole. Die
durch den Conductance-Katheter bestimmte endsystolische Elastance (Ees), das
weitgehend lastunabhangige Mal3 fur Kontraktilitdt, wurde sowohl durch EPP als
auch durch ILO signifikant erhdht. Im Gegensatz dazu blieb die Ees wahrend NNP
und ADO unverandert. Die ebenfalls mit dem Conductance-Katheter abgeleitete
globale enddiastolische Funktion, ausgedrickt durch den Parameter der
enddiastolischen Compliance (Ceq), wurde durch keine der Substanzen signifikant
verandert. Die maximale Druckabfallsgeschwindigkeit dp/dt,,, das Mal} fir die frihe
aktive isolvolamische Relaxationsphase®, sank signifikant wahrend der Infusion von

NNP und ADO ab, jedoch nicht bei Gabe von Prostaglandinen. Die relative
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Relaxationszeitkonstante tau, als Parameter der spéaten aktiven isovolamischen
Relaxationsphase, wurde mit Ausnahme von ADO durch alle Substanzen reversibel
erhoht.

Wahrend der cAMP-Spiegel im Plasma durch die beiden Versuchssubstanzen EPP
und ILO nicht gesteigert wurde, wurde der cAMP-Spiegel im linksmyokardialen

Interstitium durch die Gabe von EPP signifikant erhont.

5.4 Diskussion

Zur Bestimmung der Kontraktilititt musste in unserem Modell ein MalR gewahlt
werden, das nicht nur unabhangig von Anderungen der Vor- und Nachlast ist,
sondern auch unbeeintrachtigt bleibt von der durch Vasodilatation hervorgerufenen
reaktiven Tachykardie. Als Messparameter wurde daher die endsystolische
Elastance (Ees) herangezogen. Sie wird mittels der Conductance-Methode bestimmt
und bezeichnet die Steigung der Geraden durch die endsystolischen Punkte der
wahrend Lastwechselmandver aufgezeichneten Druckvolumenschleifen.

Das Kontraktilitditsmald Ees wurde durch Infusion der Prostaglandin |, Analoga
gesteigert. Im Gegensatz dazu blieb es unverandert wahrend der Applikation von
ADO und NNP. Aus diesem Grund kann davon ausgegangen werden, dass die
Steigerung der Ees eine substanzspezifische Wirkweise der Prostaglandin |, Analoga
ist und nicht durch Anderungen der Herzfrequenz oder Vasodilatation erklart werden
kann. Auch andere Ursachen fir diese Kontraktilitdtssteigerung, beispielsweise
Elektrolytveranderungen, kdnnen als Erklarung hierfir weitgehend ausgeschlossen
werden, da die Elektrolyte wahrend der gesamten Dauer des Protokolls im klinischen

Normbereich lagen. Auch eine Sympathikusaktivierung Uber Baroreflexe aktiviert
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durch die Vasodilatation kann unspezifisch zu einer Steigerung der Kontraktilitat
beitragen. Dies wirde in vorliegender Studie aber bedeuten, dass alle Substanzen
von derselben Reflexantwort hatten gefolgt sein missen, denn infolge des
Versuchsdesigns wurden alle Vasodilatatoren bis zu einer identischen
Blutdrucksenkung titriert. Diese Blutdrucksenkung fuhrte bei NNP, ILO und EPP zu
einer reflektorischen Tachykardie. Hierdurch verkirzte sich zwar die Diastolendauer,
die globale diastolische Funktion, ausgedrtckt durch die enddiastolische Compliance
(Ceq) blieb jedoch erhalten.

Der cAMP-Plasmaspiegel stieg im Verhéaltnis weniger an als der des myokardialen
Interstitiums. Demzufolge ist es wahrscheinlich, dass die Stimulierung von kardialen
Prostaglandin I, Rezeptoren durch EPP und ILO zu diesem Anstieg des CAMP im

myokardialen Interstitium gefihrt haben.

Somit liegt die Vermutung nahe, dass die gesteigerte Kontraktilitdt Gber die hdhere
intrazellulare cAMP-Konzentration nach Gabe von Prostaglandin |, Analoga vermittelt
ist™. Als mdgliche Signaltransduktionswege lassen sich sowohl eine Bindung der
Prostaglandin 1, Analoga an EP3 Rezeptoren als auch eine Bindung an R-

Rezeptoren diskutieren. Bisher sind beide jedoch nicht eindeutig gekléart.

5.5 Schlussfolgerung

Mit der vorliegenden Studie wurde erstmals belegt, dass Prostaglandin I, Analoga
neben einer vasodilatierenden auch eine positiv inotrope Wirkkomponente
aufweisen. Zukilnftig midssen somit Prostaglandin |, Analoga der Gruppe der

Inodilatoren zugeordnet werden.
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Abb. Abbildung

ADO Adenosin

AC Adenylatcyclase

ACE Angiotensin converting enzyme
AT Angiotensin

ATP Adenosintriphosphat

bzw. beziehungsweise

Cl Herzindex

C Kohlenstoff

Ca Kalzium

CO Cardiac output; Herzzeitvolumen
CO, Kohlendioxid

CcAMP Cyclisches Adenosinmonophosphat
AOP aortaler Blutdruck

ca. circa

Ced Enddiastolische Compliance

Cl Cardiac Index

DAP diastolischer Aortendruck

DFT diastolische Fillungszeit

d.h. Das heil3t

dp/dtmax maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit
dp/dtyin maximale Druckabfallsgeschwindigkeit
Ees Endsystolische Elastance

EF Ejektionsfraktion

EKG Elektrokardiogramm

ELISA Enzyme linked immuno assay
EPP Epoprostenol

G-Protein guanylnucleotidbindendes Protein
H Wasserstoff

HF Herzfrequenz

HMV Herzminutenvolumen

Hb Hamoglobin

I Strom

ILO lloprost

V. intravends

K Kalium

LMU Ludwig-Maximilians-Universitat
LV linksventrikular

LVEDP linksventrikuléarer enddiastolischer Druck
LVEDV enddiastolisches Volumen

LVP linksventrikularer Druck

LVSW linksventrikulére Schlagarbeit

n Anzahl

Na Natrium

NaCl Natriumchlorid

NNP Natriumnirtoprussid

NYHA New York Heart Association

©) Sauerstoff

PAP Mittlerer pulmonalarterieller Blutdruck
PG Prostaglandin

pCO, Kohlendioxidpartialdruck
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P.CO, arterieller Kohlendioxidpartialdruck
pO, Sauerstoffpartialdruck

P.O, arterieller Sauerstoffpartialdruck
PP; Pyrophosphat

PVRI pulmonalvaskularer Widerstandsindex
PCWP pulmonalkapillarer Verschluf3druck
S.u. siehe unten

S.0. siehe oben

SV Schlagvolumen

SVRI systemischer vaskularer Widerstandsindex
U Spannung

T Temperatur

t Zeit

tinsp Inspirationsdauer

ty Passagezeit

tPER Zeit bis zum maximalen Auswurf
TX Thromboxan

v Geschwindigkeit

V Volumen

Vmax maximales Volumen

Vmin minimales Volumen

VS versus

Z\VD

zentraler Venendruck
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