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1 Abkirzungsver zeichnis

ATP Adenosintriphosphat

CAT1 Carnitinacyltransferase

DOPEG 3,4 Dihydroxyphenylethylenglycol

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EKG Elekrtokardiogramm
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SD Standardabweichung
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Einleitung

2 Einleitung

Kardiovaskulére Erkrankungen stehen in den Mortalitétsstatistiken der Industrienationen an
erster Stelle. Besondere Bedeutung kommt dem akuten Myokardinfarkt zu, der eine Letalitat
von etwa 55% aufweist. In den ersten Stunde nach dem Ereignis ist die Sterberate mit Uber
50% der Gesamtmortalitdt des Myokardinfarktes besonders hoch®®%. Bereits 1968 zeigten
Norris et a. *, dass die Friihletalitét vor allem auf Herzrhythmusstérungen zuriickzufihren ist.
Zahlreiche weitere Studien bestétigen dieses™ "%,

So starben beispielsweise in Deutschland 1998 85.000 Menschen am plétzlichen Herztod. Das
waren 10% aller Sterbefélle’®. Weniger als 20% dieser Todesfélle werden auf Bradykardien
oder Asystolien zuriickgefiihrt®™. Weitaus héufiger sind ventrikulére Tachyarrythmien fiir den
plétzlichen Herztod verantwortlich zu machen®®'%. Diese beginnen in der iberwiegenden
Zahl der dokumentierten Félle mit ventrikul&ren Tachykardien, die in Kammerflimmern (VF)
Ubergeher?.

Die Ursache lebensbedrohlicher ventrikulérer Arrhythmien ist in den meisten Féllen ene
ischdmische Alteration des Myokards. Das unterstreichen Studien, die zeigen, dass der
plotzliche Herztod in 70 bis 85% der Féle mit dem Vorhandensein einer koronaren
Herzkrankheit (KHK) einhergeht™%%°. Nach tierexperimentellen Untersuchungen kénnen die
akute Ischamie, der Prozess der Infarzierung sowie das vernarbte bzw. chronisch ischdmische
Myokard, Ursachen von malignen Tachyarrhythmien sein®’.  Lebensbedrohliche
Tachyarrhythmien, die auf einer Erkrankung des Myokards beruhen, sind durch programmierte
Ventrikelstimulationen einer klinischen Untersuchung zuganglich. Allerdings hat die
programmierte Ventrikelstimulation bei asymptomatischen Postinfarktpatienten nur einen
positiv pradikativen Wert von 30% fiir den plétzlichen Herztod'®. Das macht deutlich, dass
dynamische Faktoren, wie z. B. die akute Myokardischdmie, ausschlaggebend fir den
plotzlichen Herztod sein missen.

Studien aus Klinik und Pathologie demonstrieren eine deutliche Korrelation zwischen einer
akuten Ischamie und dem plotzlichen Herztod. So wurde bel Patienten mit KHK nach
plotzlichem Herztod zu 81% eine frische okkludierende Koronararterienveranderung
festgestellt?’***. Die Untersuchung klinischer Parameter filhrte zu einer gleichartigen
Korrelation. Goldstein et al.*® untersuchten erfolgreich reanimierte Patienten mit KHK. Davon
zeigten 78% Zeichen einer akuten Ischdmie, wahrend nur 44% einen Myokardinfarkt
entwickelten. Markus et a.” ermittelten, dass Patienten im Zustand nach Herzinfarkt zu 58%

Angina pectoris vor einem todlichen tachyarrhythmischen Ereignis entwickelten.

2
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Die Ergebnisse aus Studien zum akuten Myokardinfarkt bestétigen ebenfalls die grofRe
Bedeutung der akuten Ischamie fir die Entstehung von VF. Bel etwa der Hélfte aller Félle trat
VF bereits in den ersten Stunde nach Symptombeginn auf®>*°. Demnach scheint zum Auslésen
von VF eine noch reversible ischdmische Schadigung ausreichend zu sein.

Den unmittelbaren Zusammenhang zwischen einer akuten Myokardischamie und lebens-
bedrohlichen Tachyarrhythmien haben Langzeit-EKG-Studien mit  ST-Segmentanalyse
hervorgehoben, die zeigten, dass die akute Ischdmie ein haufiger, gleichzeitig aber sehr
variabler und vielen Wechselwirkungen unterworfener Faktor bel der Auslosung des
plétzlichen Herztods ist'™®. Insbesondere ist das Ausmall einer sympathoadrenergen
Aktivierung zum Zeitpunkt der Ischémie von besonderer Bedeutung®™''®**'. Es konnte eine
Abhangigkeit von der Dauer, der Schwere und der Ausdehnung der Ischamie aufgezeigt
werden. So fuhrten ischdmische Episoden unter 4 Minuten nur selten zu Arrhythmien.
Hingegen betrug die kritische Ischdmiedauer fur geféhrliche Tachyarrhythmien ca. 15
Minuten'®,

Nun scheint das Herz bereits Uber potente Mechanismen zu verfligen, um das Entstehen von
geféahrlichen Rhythmusstérungen zu unterdriicken. Das wird an dem Phdnomen des “ischemic
preconditioning” deutlich. Demnach kdénnen kurze, nicht arrhythmogene | schémieperioden das
Herz vor dem Entstehen gravierender Arrhythmien einer nachfolgenden langeren
|schémieperiode schiitzen®. Hier wird auch die Involvierung zahlreicher Mediatoren der
Ischamie vermutet. Die Suche nach potentiellen, endogenen antiarrhythmischen Substanzen,
die gerade in der Myokardischdmie protektiv wirken, gewinnt daher verstérktes Interesse.

Ziel der vorliegenden Untersuchung ist es, den Einfluss einer ischamischen Prakonditionierung
auf die Induktion ventrikuldrer Arrhythmien bei regionaler Ischdmie unter azidotischer bzw.
alkalischer Perfusion zu Uberprifen und die Rolle adrenerger Stimulation zu ergriinden.
Aulerdem soll geklart werden, ob der Mechanismus der ischémischen Prakonditionierung von

einem transmembranéren Protonengradienten abhangig ist.
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3 Schrifttum

3.1 Die Rolleder K atecholamine bei der Ischamie am Herzen
3.1.1 Erhohte Plasmakonzentration von K atecholaminen

Es besteht Ubereinstimmung in der Literatur dartiber, dass im frihen Stadium des
Myokardinfarkts die Konzentration der Plasmakatecholamine erhéht ist'2480191115129.152 By
unkomplizierten Infarkten erreichen die Plasmakonzentr ationen von Noradrenalin und
Adrenalin knapp das Finffache ihres normalen Wertes. Vergleichbare Plasmakonzentrationen
findet man beim Gesunden bei leichter korperlicher Belastung. Dramatisch erhdhte
Konzentrationen von Katecholaminen im Plasma, von denen man per se pathologische
Auswirkungen erwartet, kann man bei Patienten mit Lungentdem oder mit kardiogenem
Schock beobachten'.

Die Konzentration von Plasmakatecholaminen wahrend des frihen Infarktstadiums héngt vom
Ausmal’ der Myokardschédigung und den haemodynamischen Folgen des Infarktes ab. In
experimentellen Studien zeigten Karlsberg et al.”" sowohl den deutlichen Zusammenhang
zwischen der Konzentration an Plasmakatecholaminen und der anatomischen Grofde der
Myokardnekrose als auch der Reduzierung des "cardiac-output” nach koronarem Verschluss.
Beim Infarkt des menschlichen Herzens fanden Schomig et al.**® einen direkten Zusammenhang
zwischen der Plasmakonzentration von Noradrenalin und Adrenalin, und der angiographisch
ermittelten "Ejektion” des linken Ventrikels. Nach Reperfusion des ischamischen Myokards,
die durch Lysis des koronaren Thrombus innerhalb der ersten drei Stunden des Infarktes
erfolgt war, kehrten die Plasmakonzentrationen rasch beinahe auf Normalwerte zuriick™™, trotz
einer noch eingeschrankten hamodynamischen Funktion des Herzes™,

Dieser Effekt wahrend der frihen Ischamie auf die Konzentration der Plasmakatecholamine ist
die Folge einer veranderten Aktivitat der kardialen Reflexe, welche wiederum im direkten
Zusammenhang mit den metabolischen Veradnderungen wéahrend der Ischdmie im schlecht
perfundierten Myokard stehen®.

Von einem direkten, das Myokard schadigendem Einfluss der erhohten Plasmakatecholamine
in nennenswertem Umfang kann nicht ausgegangen werden, da die ischdmischen Areale kaum
von den im Blutkreidauf zirkulierenden Katecholaminen erreicht werden. Experimentelle und
klinische Hinweise auf eine Beteiligung der Plasmakatecholamine bel der Entwicklung von

malignen Arrhythmien und der Entstehung von Myokardschéden liegen nur spérlich vor®*2,
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Zellschadigungen und Arrhythmien sind eher die Folge von erhohten Noradrendlin-
kozentrationen innerhalb des ischdmischen Myokards als im Plasma. Anderersaits verursacht
eine erhohte Sympathikusaktivitdt eine erhdhte Herzfrequenz und eine Erhdhung des
Blutdrucks, was wiederum indirekt zu einer vermehrten Zellschddigung durch den erhdhten
Sauerstoffbedarf innerhalb des Myokards filhren kann™®.

Die Aktivierung des Sympathikus hat eine Erhdhung der Plasmakatecholamine zur Folge. Dies
ist das Resultat weitaus hoherer lokaler Noradrenalinkonzentrationen im Bereich der
sympathischen Nervenenden®™.

Der Anstieg der Noradrenalinkonzentration im Plasma wéahrend eines Myokardinfarktes ist
Folge der gesteigerten Aktivitét des gesamten sympathischen Nervensystems und nicht die der
lokalen Freisetzung am Herz. Der Anteil der Noradrenalinfreisetzung des Herzens betragt™ nur
2 bis 3 % von dem des gesamten Korpergewebes.

Welterhin ist wéhrend der Myokardischdmie das Auswaschen von Noradrenalin aus den
schlecht perfundierten Arealen stark beeintréchtigt und nur in der Reperfusion gelangt
Noradrenalin, das im lschamiebereich freigesetzt wurde, in relevanter Menge in den

Blutkreislauf*®.

3.1.2 Lokale Katecholaminfreisetzung im Myokard als Folge der Stimulation

sympathischer Nerven

Schmerz, Angst und Reflexaktivierung des sympathischen Nervensystems verursachen nicht
nur eine erhohte periphere Noradrenalinfreisetzung, sondern fihren auch zu einer verstarkten
Sympathikusaktivitat am Herz'®.

Die Erhdhung der Aktivitét sympathischer Nerven Uber Reflexe basiert hauptséchlich auf zwei
M echanismen:

a) Kardiovaskulére Reflexe, ausgelost durch die Aktivierung von Druck- und
Volumenrezeptoren nach Abfall des Blutdrucks und des Herzminutenvolumens

b) Reflexe, die durch afferente Nerven aus ischémischen Myokardbezirken ausgelést werden’.
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Fur die Aktivierung dieser Mechanismen sind lokale Azidose*, Akkumulation von
Metaboliten und Zellwanddehnung wichtige Faktoren. Diese Reflexe, welche ihren Ursprung
im isch&mischen Myokard haben, unterscheiden sich bel Hinter- und Vorderwandinfarkten und

kénnen sowohl zu erhdhter als auch gedampfter sympathischer Aktivitat am Herz filhren'*®,

Deshalb wurde bel experimentell erzeugtem Verschluss der Koronararterie haufig nur en
leichter und kurz andauernder Anstieg der Impulse des Sympathikus am Herz beobachtet'®,
bzw. sogar eine verminderte Exozytose bei elektrischer Stimulation™?*.

Beim normal perfundiertem Herz fihrt eine erhbhte Impulsfrequenz von efferenten, kardialen
Nerven zu einem Anstieg der Noradrendinfreisetzung und dadurch zu einer erhdhten
sympathischen Stimulation der myokardialen Zellen. Im Gegensatz dazu schiitzt sich schlecht
perfundiertes Myokard schon innerhalb der ersten Minuten einer 1schémie durch verschiedene
M echanismen gegen eine erhéhte lokale Konzentration an Katecholaminen®?>%,

UberméaRige Akkumulation von Noradrenalin wird durch eine schnelle Elimination der Amine,
dem neuronalen Uptake (uptakel) verhindert®*. Der Uptake-Mechanismus héngt energetisch
von einem intakten Natriumgradienten an der Zellmembran des sympathischen Neurons
ab™1%,

Bei totaler Ischdmie oder Anoxie bleibt dieser Mechanismus bis zu einer Dauer von mindestens
10 Minuten erhalten. Im fruhen Stadium der Ischamie fuhrt der reduzierte Perfusionsfluss zu
einer erhdhten Effizienz der neuronalen Elimination des Noradrenalin. Die Extraneuronae
Elimination von Noradrenalin (uptake2) spielt eine untergeordnete Rolle wahrend der
|schamie™.

Es zeigte dich, dass eine wéahrend der Ischamie stimulatorisch erzeugte exozytotische
Noradrenalinfreisetzung durch présynaptische Rezeptoren moduliert wird™*.

Wahrend die effektivste Art der Modulation bei einer normalen Sauerstoffversorgung tber die
o,-Adrenorezeptoren erfolgt, wird die Hemmung der Freisetzung vor alem durch Adenosin
bestimmt®*3*,

Im Stadium der Ischdmie erreicht die Adenosinkonzentration im extrazelluldren Raum
innerhalb der ersten 3 Minuten einen Wert, der die sympathisch stimulierte Noradrenalin-
freisetzung um 2/3 reduziert'®. Diese Hemmung der Noradrenainfreisetzung wird tiber A;-
Adenosin Rezeptoren gesteuert und kann durch potente Inhibitoren des Rezeptors wie 8-

Phenyltheophylline aufgehoben werden'®.
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Der Energiemetabolismus im Myokard wahrend der frihen Ischdmie hat auf diese Weise Uber
die Bereitstellung von Adenosin enen bedeutenden Einfluss auf die exozytotische
Noradrenalinfreisetzung am sympathischen Neuron®.

Mit zunehmender Dauer der Ischdmie (>10min) nimmt die Konzentration an Adenosin-
triphosphat  (ATP) innerhalb des sympathischen Neurons dramatisch ab. Unter diesen
Bedingungen kommt die exozytotische Noradrenalinfreisetzung zum Stillstand, da dieser

Freisetzungsmechanismus einen hohen ATP-Bedarf besitzt**.

Die zuvor erwahnten Mechanismen (effiziente Noradrenalinelimination aus dem extrazellularen
Raum, prasynaptische Hemmung der Freisetzung durch Adenosin und die ATP-Abhéangigkeit
der Exozytose) hemmen ale effektiv die Akkumulation von Noradrenalin im Myokard
innerhalb der ersten Minuten einer |schamie. **

Zwar beschrieben Wollenberger und Shahab in friheren Verdffentlichungen eine massive

Freisetzung von Katecholaminen innerhalb der ersten 3 Minuten der Ischdmie, sowohl am

157 d123

isolierten Herz™" as auch nach Koronarligatur beim anasthesierten Hund™®, jedoch konnten

38,52,83

11410511112 noch in Tierversuchen

diese Ergebnisse weder am isolierten Organ
reproduziert werden.

So konnten auch keine wesentlich erhdhten Werte von extrazellularen Katecholaminen im
Myokard wahrend der ersten Minuten einer Ischamie bei verschiedenen Spezies wie Ratte,
Meerschwein, Kaninchen, Hund oder Schwein gemessen werden™®.

Wahrend perkutaner, tranduminaler Koronarangioplastik mit totalem Verschluss der linken
Arteria coronaria descendens fur 30 bis 150 sec. findet man keine signifikante Erhéhung der
Noradrenalinkonzentration im Sinus coronarius sowohl wahrend des Verschlusses als auch

wahrend der darauf folgenden Reperfusion™®.

3.1.3 Lokale metabolische Noradrenalinfreisetzung

Mit zunehmender Dauer der Ischdmie verliert das Myokard seine Fahigkeit sich gegeniiber der
zunehmenden adrenergen Stimulation zu schitzen, da mehr und mehr lokale metabolische
Mechanismen in den Vordergrund treten. Diese Art der Freisetzung ist unabhangig von der
zentralen Aktivierung sympathischer Nerven und wird erst relevant nach einer Dauer von 10

Minuten totaler Ischamie'’.
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Bei einer lang andauernden Ischdmie werden grol3e Mengen an Katecholaminen freigesetzt, so
dass innerhab einer 40-mindtigen lIschamie bereits mehr as 30% des gesamten
Noradrenalingehalts des Herzens freigesetzt sind. Nimmt man die Freisetzung von Adrenalin
und Dopamin zusammen so betrégt diese weniger als 5% der entsprechenden Freisetzung von
Noradrenalin'".

Diese Noradrendinfreisetzung ist eine Vertellung des neuronalen Noradrenain von den

Nervenfasern auf andere Gewebskompartimente®>*%°.

Bei ener gleichméaiigen Vertellung des freigesetzten Noradrenalin in den extrazelluléaren Raum
erreicht die extrazelluldre Konzentration des Noradrenalin einen Wert der, 100 bis 1000 mal
hoher ist als die normale Plasmakonzentration™”.

Welterhin wird im ischédmischen Myokard die adrenerge Stimulation von ischamischen aber
noch lebensfahigen Myozyten durch einen 30%igen Anstieg der Zahl funktionell gekoppelter
[B-Rezeptoren und einer erhdhten Aktivitét der Adenylatcyklase innerhalb der ersten 20
Minuten totaler | schamie erschwert™’,

Diese schéadliche Kombination hoher Noradrenalinkonzentrationen und zeitweiliger gestei-
gerter Sengitivitdt des Gewebes fur Katecholamine wird fir die sich ausbreitende irreversible

Zellschédigung verantwortlich gemacht™”.

3.1.4 Lokale metabolische, nichtexozytotische Noradrenalinfreisetzung wéahrend

|schamie und Anoxie

Die Noradrenalinfreisetzung wéahrend der frihen Ischdmie zeigt bestimmte Merkmale die es
maoglich machen, diese einem spezifischem Transportmechanismus fur den transmembranédren
Austritt aus der Zelle zuzuordnen. Dieser Transportmechanismus ist as , uptakel carrier®
identifiziert worden, welcher wahrend der Ischdmie seine Transportrichtung umkehrt und so
einen carriervermittelten Ausstrom des Noradrenalin aus dem Zytoplasma des Neuron in den
extrazelluléren Raum ermdglicht. Diese Freisetzung ist kalziumunabhangig™®.

Die inhibitorische Wirkung hoher Konzentrationen organischer Kaziumantagonisten wie
Verapamil und Diltiazem auf die ischamieinduzierte Aminfreisetzung, wie sie von Nayler und

92,93
k

Sturrocl beschrieben wird, ist vollstandig unabhéngig von extrazelluldrem Kazium und
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kann deshalb nicht der kalziumkanalblockierenden Wirkung dieser Substanzen zugeschrieben
werden'®.

Die Reduktion der Freisetzung durch Blockade des Uptake-carriers betrégt mehr als 80% bei
30-mindtiger 1schamie™.

Die Freisetzung kann durch verschieden strukturierte Inhibitoren des neuronalen Uptake wie
zum Beispiel Desipramin, Kokain, Oxaprotilin oder Nisoxetin gehemmt werden. Hierbei
besteht ein direkter konzentrationsabhéngiger Zusammenhang zwischen Freisetzungshemmung
und der Uptakeblockade™".

Prasynaptische Rezeptoren steuern nicht die Freisetzung von Noradrenalin, und demzufolge
hat auch der a,-Antagonist Yohimbin, der die exozytotische Freisetzung mehr als verdoppelt,
im Fall von ischdmieinduzierter Freisetzung keinerlei Wirkung'®.

Identische Freisetzungsmechanismen findet man bel der durch Anoxie oder Cyanose-
intoxikation induzierten Katecholaminfreisetzung bei gleichzeitigem Fehlen von Glucose™*%,
Dies wiederum zeigt, dass ein gewohnlicher Freisetzungsmechanismus, ausgelést durch eine
Erschopfung der Energiereserven am Herz, nicht mit ener exozytotischen Freisetzung
vereinbar ist'%.

Weder wahrend der Anoxie® noch in der Ischamie® besteht bei der Noradrenalinfreisetzung
ein Zusammenhang mit der Freisetzung des Exozytosemarkers Neuropeptid Y.

Die Freisetzung von Katecholaminen am Herz durch passive Diffusion aus dem Neuron kann
bel einer Ischamiedauer bis zu 40 Minuten als unbedeutende Grof3e betrachtet werden. Daraus
geht hervor, dass, wenn die Freisetzung durch Diffusion oder tber Membranlecks erfolgen
wurde, die Hemmung des neuronalen Reuptake nicht in einer verringerten Konzentration der
Katecholamine im extrazelluldren Raum resultierte. Nur bel lang anhaltender | schdmie kann die
Freisetzung durch Diffusion erfolgen, da nach 60-minttiger |schédmiedauer die Hemmung des

neuronalen Reuptake nicht 1anger eine Freisetzung verringert'®.
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Abbildung 1. Schematische Darstellung der ischamisch induzierten lokal metabolischen
Noradrenalin (NA)-Freisetzung im Herzen modifiziert nach Dietz et al.”°

3.1.5 Mechanismus der lokalen metabolischen Katecholaminfreisetzung wahrend der
Ischamie (s. Abb.1)

Eine negative Energiebilanz, wie sie bei der myokardialen Ischamie der Fal ist, hat eine
Katecholaminfreisetzung in zwei Schritten zur Folge™****. Anfangs entweicht das Noradrenalin
aus den Speichervesikeln, was zu einer erhdhten axoplasmatischen Aminkonzentration fuhrt.
Im zweiten Schritt wird das Noradrenalin durch die Plasmamembran mit Hilfe des Uptakel
Carrier, der hier entgegengesetzt zu seiner normalen Transportrichtung arbeitet, in den
extrazellularen Raum transportiert. Durch die Akkumulation von Protonen innerhalb des
Katecholaminspeichervesikels erzeugt die H-ATPase, die in der Vesikelmembran liegt, €in
transmembrandres, elektrochemisches H*-Potential von annéghernd 200 mV. Dieses Potential
setzt sich aus dem Membranpotential und dem Protonengradienten zusammen'®%%*%,

Der H™-Gradient ist die treibende Kraft der vesikularen Noradrenalinaufnahme und des nach
innen gerichteten Amintransports. Gekoppelt ist dies mit einem nach auf3en gerichteten
Protonentransport durch einen spezifischen reserpin-empfindlichen Carrier, der in der

10,100,156

Membran der Vesike liegt
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Ein gestorter Energiehaushalt innerhalb des Neurons fihrt zu einem Verlust des
Membranpotentials und einer Freisetzung des Noradrenalin aus den Speichervesikeln ins
Axoplasma®™**.

Das Aufrechterhalten der anaeroben Glykolyse ist ausreichend, um eine Entleerung der Vesikel
trotz einem Versagen der oxidativen Phosphorylierung zu verhindern™>.

In Anwesenheit von Sauerstoff wird das axoplasmatische Noradrenalin schnell durch
Monoaminooxidasen in  seinen inaktiven Metaboliten Dihydroxyphenylethylenglycol
umgewandelt®, so dass sowohl eine Erschdpfung der Glykolyse als auch eine Hypoxie
erforderlich sind, um zu einer verstérkten Akkumulation von Noradrenalin im Axoplasma des
sympathischen Neurons zu fihren. Steigende Noradrenalinkonzentrationen im Axoplasma
reichen nicht aus, um einen Transport des Noradrenalin durch die Membran des Neurons nach
aulen zu verursachen, da unter normalen Bedingungen der Katecholamintransport tber den
Uptake-Carrier vom extrazelluldren Raum ins Zytoplasma erfolgt. Die Richtung des
Cotransports von Katecholaminen mit Natriumionen hangt vom transmembrandren

Natriumgradienten ab*™ 4614147,

Nur ein Anstieg von intrazellul&rem Natrium, der wahrend der friihen Ischamie auftritt®®’,
macht einen carriervermittelten Noradrenalinausstrom in den extrazelluldren Raum
moglich™ 144147,

Die Blockade dieses Carriers durch tricyclische Antidepressiva wie Desipramine hemmt sowohl
die Aufnahme als auch die Ausschiittung von Katecholaminen und unterdriickt damit effektiv
die nichtexozytotische Noradrendlinfreisetzung. Der Anstieg von intrazelluldrem Natrium
wahrend der myokardialen I schamie ist sowohl auf das Versagen der Na'-K*-ATPase Aktivitét
als Folge der energetischen Erschdpfung als auch auf den zunehmenden Einstrom von Natrium
zurick zu fuhren. Der Natrium-Protonen-Austausch ist der vorherrschende Mechanismus fir
den Natriumeinstrom in das sympathische Neuron wdahrend der Ischéamie. Dieses
carriervermittelte Transportsystem spielt eine wichtige Rolle bel der Regulation des
intrazelluléren pH-Werts und wird vor alem durch intrazellulére Azidose aktiviert®”.

Der Protonenaustritt aus der Zelle ist mit einem Natriumeintritt gekoppelt und fuhrt so zu einer
intrazellularen Natriumakkumulation vor allem bei einer verringerten Aktivitat der Na'-K*-
ATPase. Eine Hemmung des Natrium-Protonen-Austauschs durch Amiloride und noch
spezifischer durch Ethylisopropylamilorid*®® reduziert deutlich die ischémieinduzierte

Noradrenalinfreisetzung™.
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3.2 Ischamieinduzierte Arrhythmien

3.2.1 Erhohte Empfindlichkeit desischdmischen Myokards auf adrenerge Stimulation

Die Wirkung der Katecholamine am Herz wird durch die Aktivierung von myokardialen
adrenergen Rezeptoren vermittelt. Beim gesunden Herz haben die adrenergen Rezeptoren die
Aufgabe die Herzkontraktion und Erregbarkeit zu regulieren. Wéahrend der akuten
myokardialen Ischamie ist die Empfindlichkeit der adrenergen Rezeptoren auf eine Stimulation
durch Katecholamine erhéht, so dass angenommen wird, dass diese ischamieinduzierte erhdhte
Senditivitdt der Rezeptoren eine wichtige Rolle fur das Auftreten von ventrikuléren
Arrhythmien, Zellschdden an den Kardiomyozyten und die Ausdehnung von Infarktbezirken
spielen'®.

Basierend auf pharmakologischen Kriterien kdnnen die adrenergen Rezeptoren in a- und (3-
adrenerge Subtypen unterschieden werden. Weiterfihrende Untersuchungen ergaben, dass
zusitzliche Untergruppen sowohl fiir a- als auch firr B- adrenerge Rezeptoren existieren®™®’,
Heute kennt man vier a;-Rezeptor-Subtypen, drei a,-Rezeptor-Subtypen und drei 3-Rezeptor-
Subtypen. Diese adrenergen Rezeptor-Subtypen existieren in einer Vielfalt von Zusténden und

konnen intrazellulér gesteuert sowohl zu einer Sensbilisierung as auch einer Desensibilisierung

der Rezeptoren fiihren'.

3.2.1.1 B-adrenerge Rezeptoren und die Adenylatcyclase-Aktivitat wahrend der akuten

myokardialen | schamie.

Die grofRe Menge Katecholamine, die wéhrend der akuten Ischamie lokal freigesetzt wird,
reicht aus, um am normalen Herz zu einer Desensibilisierung des [3-adrenergen Systems zu

fuhren*

. Verschiedene Studien haben gezeigt, dass es wahrend der myokardialen |schamie zu
einer Erhdhung der Anzahl der 3-adrenergen Rezeptoren kommt. Diese erhdhte Dichte von 3-
adrenergen Rezeptoren wurde as erstes von Mukherjee® in Experimenten am Hund
beschrieben. Bel diesem Experiment verursachte ein einstindiger Verschluss der Arteria
coronaria sinister einen Anstieg der Zahl der (-adrenergen Rezeptoren im myokardialen

Gewebe um 80%.
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Der durch die Ischdmie verursachte Anstieg der (3-adrenergen Rezeptoren erfolgt sehr schnell
und wird durch eine darauffolgende Reperfusion ebenso schnell wieder aufgehoben. Am
isolierten Rattenherz fuhrt bereits eine 15-minitige globale Ischdmie zu einer erhohten
Rezeptorendichte, die nach 30 und nach 50 Minuten nochmals ansteigt. Eine anschliessende
25-miniitige Reperfusion reicht aus, um die Rezeptorendichte wieder zu normalisieren®.

Diese kurzen Zeitintervalle machen deutlich, dass die Erhdhung der Rezeptorendichte auf der
Zelloberflache nicht auf eine Neusynthese der Rezeptoren zurlckzufiihren ist. Unter
physiologischen Bedingungen konnten am Herz von Meerschweinchen ungeféahr 50% der 3-
adrenergen Rezeptoren in der isolierten Plasmamembran lokalisiert werden. Die Ubrigen [3-
adrenergen Rezeptoren befinden sich in einem intrazelluléren Pool, wo sie nicht an eine
Adenylatcyclase gekoppelt sind und deshalb nicht hormonell gesteuert werden kdnnen. Die
Erhéhung der Rezeptorendichte in der Plasmamembran erfolgt auf Kosten des intrazellularen
Pools®"".

Wahrend der myokardiadlen Ischéamie koénnen Verédnderungen der Adenylatcyclaseaktivitét
beobachtet werden. Ausgedehnte Perioden myokardialer Ischdmie fihren zu einem
stufenweisen Anstieg der Ansprechbarkeit der Adenylatcyclase auf (-adrenerge Stimulation.
Trotz einer Zunahme der [-adrenergen Rezeptoren nach 1 bis 5 Stunden regionaler
myokardialer Ischdmie ist der Anstieg der Rezeptorbindungsstellen stets von einer sinkenden
Aktivitdt der Adenylatcyclase begleitet. Dasist ein Zeichen fUr die funktionelle Unabhangigkeit
der B-adrenergen Rezeptoren von dem, unter normoxischen Bedingungen, daran gekoppelten
Adenylatcyclasekomplex wahrend der myokardialen |schamig® #4814,

Bel In-vitro-Versuchen mit globaler Ischdmie zeigt sich diese sinkende Aktivitét der
Adenylatcyclase bereits nach 30 Minuten™*’.

Noch ist der molekulare Mechanismus, der zu einem Absinken der Adenylatcyclaseaktivitét
wéahrend der myokardialen Ischamie fuhrt, nicht vollstandig bekannt. Eine Erschdpfung der
Energiereserven des Herzens kann nicht alein daftir verantwortlich gemacht werden, da eine
Hemmung des Energiemetabolismus am Rattenherz durch Perfusion mit Cyanid nicht zu
einem Abfall der Adenylatcyclaseaktivitét fuhrt®’.
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3.2.1.2 Erhohte Dichte und vermehrte Kopplung/Verschaltung von aj-adrenergen

Rezeptoren am Herz

Obwohl a;-adrenerge Rezeptoren in kardiden Geweben einer von vielen verschiedenen
Spezies'"* einschliessich des Menschen™” vorkommen, sind ihre Effekte auf inotrope und
elektrophysiologische Parameter beim normalen Herz gering™®**”’.

Unter physiologischen Bedingungen wird die Wirkung der Katecholamine auf das Herz vor
alem Uber die -adrenergen Rezeptoren vermittelt. Verschiedene Experimente haben gezeigt,
dass die a;-adrenerge Senditivitdt innerhalb des Myokards wahrend der akuten lschamie
ansteigt und signifikant zum arrhythmogenen Effekt der Katecholamine beitragt'. Die erhéhte
o;-adrenerge Senditivitdt wahrend der myokardialen Ischamie ist sowohl eine Folge der
erhohten Rezeptorendichte als auch die einer verénderten Verschaltung der Rezeptoren durch
“second messengers' durch biochemische Prozesse wéhrend der Ischamie'®. 1989 zeigten
Corr et a."®, dass sich innerhalb einer  30-miniitigen myokardialen Ischémie in vivo bei der
Katze die Zahl der a;-adrenergen Rezeptoren verdoppelt und nach 15 Minuten anhaltender
Reperfusion wieder normalisiert. Der rasche Anstieg der aj-adrenergen Rezeptoren schlief3t
eine Neusynthese aus und spricht fir eine Positionierung von bereits zuvor synthetisierten
Rezeptoren an der Membranoberflache der Myozyten. Der Mechanismus, der diesem Vorgang
bei den a;-adrenergen Rezeptoren zugrunde liegt, ist keine Umvertellung aus einem
intrazellul&ren Pool wie bei den -adrenergen Rezeptoren. Denn obwohl die Dichte der a;-
adrenergen Rezeptoren im Sarkolemm wahrend einer myokardialen Ischdmie deutlich ansteigt,
bleibt die Dichte in den intrazelluléren leichten Vesikeln unverandert™.

Dies zeigt, dass die Dichtednderung der sarkolemmalen a;-adrenergen Rezeptoren nicht durch
Trangokation zustande kommt””.

Die Akkumulation von langkettigen Acylcarnitiden scheint ein wichtiger Mechanismus fUr den
Anstieg der Zahl der [(3-adrenergen Rezeptoren bel der Ischamie zu sein. Bel isolierten
Myozyten vom Hund verursacht eine 10-minitige Hypoxie einen deutlichen Anstieg der
langkettigen zelluldren Acylcarnitiden. Analog wurde dieser Anstieg ebenfalls in vivo nach 5-
mindtiger 1schémie gezeigt*®*®.

Der Anstieg der langkettigen Acylcarnitiden ist reversbel und mit Verdoppelung bis
Verdreifachung der o,-adrenergen Rezeptorendichte an der Oberflache der Myozyten™

assoziiert.
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Die Hemmung der Carnitinacyltransferase 1 (CAT 1) durch

Natrium 2-[5-(4-chlorophenyl)pentyl]-oxirane-2-carboxylat (POCA) verhindert nicht nur die
Akkumulation der langkettigen Acylcarnitiden im Sarkolemm sondern auch den Anstieg der
o;-adrenergen Rezeptoren bel einer Hypoxie. Dies zeigt, dass Membranstérungen, verursacht
durch das Eindringen langkettiger Acylcarnitide, zu einer Exposition von latenten, zuvor noch
maskierten a;-adrenergen Rezeptoren fiihrt™,

Der zellulére Mechanismus, der fir eine erhdhte a;-adrenerge  Senditivitdt im ischdmischen
Myokard verantwortlich ist, liegt nicht nur an einer erhéhten Dichte der Rezeptoren, sondern
auch an deren Verschaltung untereinander. Myokardiale a;-adrenerge Rezeptoren sind an die
Phospholipase C gekoppelt, die, wenn aktiviert, die Hydrolyse von Phosphatidylinositol (PIP2)
zu Inositol-1,4.5-trisphosphat  (IP3) und 1,2-diacylglycerol katalysiert. Die durch die
Aktivierung der Phospholipase C gesteuerte Produktion von Inositolphosphat as Folge von
o;-adrenerger Stimulation ist in einer Vielzahl von kardialen Geweben und bel verschiedenen
Spezies nachgewiesen worden® ",

Bei normoxischen Myozyten fuhrt eine Stimulation der aj-adrenergen Rezeptoren durch
Noradrenalin zu einem vier- bis flnffachen Anstieg von Inositoltriphosphat innerhalb von 30
sec. Nach 10 Minuten Hypoxie, einem Zeitintervall in dem die Zahl der aj-adrenergen
Rezeptoren um das Doppelte bis Dreifache ansteigt™, war die Noradrenalinkonzentration, um
einen 50%igen Anstieg an 1P3 zu erhalten, sechsmal geringer wahrend einer Hypoxie als bei
normoxischen Myozyten. Die Tatsache, dass die Schwelle fir einen Anstieg von 1P3 wahrend
der Hypoxie schon bei einer 100-mal geringeren Konzentration von Noradrenalin erreicht wird,
wohingegen die Rezeptorendichte nur um das zwei- bis dreifache ansteigt, spricht sowohl fir
eine Kopplung der Rezeptoren mit der Phospholipase C als auch fir einen unabhangigen

Anstieg der Rezeptorzahl'®.

3.2.2 Arrhythmogene Wirkung der adrenergen Stimulation auf das isch&mische
Myokard

Die ersten Hinweise, dass adrenerge Aktivitat eine kritische Rolle bel der Genese maligner
ventrikularer Arrhythmien wahrend der frihen Phase der myokardialen Ischdmie spielt,
lieferten Experimente, in denen chirurgisch die sympathische Aktivitét am Herz wahrend des

akuten Myokardinfarktes verringert wurde. Bel Experimenten mit chirurgischer sympathischer
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Denervation zeigt sich, dass eine dauerhafte sympathische Denervierung des Herzens, 2 bis 4
Wochen vor einem Koronarverschluss die Gefahr des Auftretenens von Kammerflimmern
deutlich verringert. Eine akute sympathische Denervierung, wie das Modell des akuten
Infarktes am Kaninchenherz zeigt, fuhrt jedoch nicht zu einer Senkung der Inzidenz von
Kammerflimmern®.

S0 bestimmt die Dauer der sympathischen Denervation vor einem Koronarverschluss das
Ausmass der ischdmischen Myokardnekrose. Bel einer akuten Denervierung wird das Ausmal?
der Nekrose um 25%, bel einer chronischen Denervierung hingegen um 90% gesenkt. Dies
erklart sich aus der Tatsache, dass eine chronische Denervierung zu einer beinahe totalen
Entleerung der myokardialen Katecholamine am Herz fihrt, wohingegen eine akute neurale
Amputation wenige Minuten vor einer Ischamie die Noradrenalinkonzentration nur um 9%
reduziert. Eine akute sympathische Denervierung verhindert also nur die durch zentrale
Sympathikusstimulation ausgeloste Noradrenalinfreisetzung, nicht aber eine durch lokale
metabolische Prozesse induzierte Noradrenalinfreisetzung. Nach ener chronischen
Denervierung ist das Herz vor jeder Art der Katecholaminfreisetzung geschitzt. Das zeigt,
dass die ischamieinduzierte lokale Noradrenalinfreisetzung eine Schliisselrolle sowohl bei der
Entstehung von Kammerflimmern als auch fir das Ausmal? von Myokardnekrosen nach einem
akuten Myokardinfarkt einnimmt™.

Eine andere Tatsache, welche die Rolle des sympatho—adrenergen Systems bei der
Pathogenese der Arrhythmien unterstreicht, ist die Mdglichkeit durch verschiedene Pharmaka
den adrenergen Einfluss auf das Herz wdahrend der Ischdmie zu blockieren. In
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen nach chirurgischer Denervierung fiihrt eine
pharmakologische Depletion der myokardialen Katecholamine durch fortwéhrende Applikation
von 6-Hydroxydopamin zu enem dgnifikanten Rickgang der ischdmieinduzierten
ventrikuléren Tachyarrhythmien bei verschiedenen in-vivo-Modellen des Myokardinfarkts™.
Vergleichbare Ergebnisse liefern Versuche am isolierten Rattenherz, die mit 6-Hydroxy-
dopamin vorbehandelt sind®%.

Der arrhythmogene Einfluss der lokalen Noradrenalinfreisetzung wird durch Experimente, in
denen “Uptakel”-Inhibitoren verwendet werden, um die ischamieinduzierte nichtexozytotische
Noradrenalinfreisetzung zu blockieren, untermauert. “Uptakel“-Inhibitoren wie Desipramin,
Nisoxetin und Amitryptilin verringern deutlich das Auftreten von Kammerflimmern nach

Verschluss der Koronararterie am perfundierten Ratten- und Hundeherz®%.
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Die Konzentrationen, in denen die “Uptakel“-Blocker einen signifikanten antifibrillatorischen
Effekt zeigen und zu einer signifikanten Reduktion der Noradrenalinfreisetzung fuhren, liegen
im selben Bereich. Desipramin das potenteste antifibrillatorische Agens, hat keinerlei
elektrophysiologische Eigenschaften in den getesteten Konzentrationen wahrend der lokalen
myokardialen Ischdmie. Die gleiche Desipraminkonzentration, die wahrend der myokardialen
Ischamie  antifibrillatorische Wirkung besitzt, erhoht die Inzidenz fur Kammerflimmern
sggnifikant, wenn die Arrhythmien durch Perfuson mit exogenem Noradrenain unter
normoxischen Bedingungen erzeugt werden. In diesem Fall ist die lokale Konzentration der
Katecholamine im Zwischenzellspalt nach Zugabe von Desipramin erhoht, da es zu einer
Blockade des Uptakel kommt. Dies bedeutet eine Blockade der bevorzugten Elimination von
Noradrenalin, dem neuronalen Uptake'®.

Die lokale metabolische Noradrenalinfreisetzung ist ein wichtiger Faktor bei der Genese von
malignen Tachyarrhythmien im akuten ischamischen Myokard und wird noch gestiitzt durch
den antifibrillatorischen Effekt, den die Inhibitoren des Natrium-Protonen-Austauschs besitzen.
Amilorid und seine Derivate Ethylisopropylamilorid und Dimethylamilorid senken signifikant
die Inzidenz von ischamieinduziertem Kammerflimmern am Rattenherz mit derselben
Konzentration, mit der sie auch die lokale metabolische Noradrenalinkonzentration

unterdriicken'°

. Weitere antiarrhythmische Effekte des Amilorid zeigten sich wéhrend der
Postinfarktphase beim Kaninchen®® und bei einer kleinen Gruppe von Patienten, die an
ventrikularen Arrhythmien litten, die sich konservativen Therapien gegenuber resistent
erwiesen’..

Auf der postsynaptischen Seite kommt es durch die wadhrend der myokardialen Ischémie
freigesetzten Katecholamine zu Stimulation der a- und [-adrenergen Rezeptoren der
Myozyten. Eine Blockade der 3-adrenergen Rezeptoren wahrend der myokardialen Ischémie
hat einen antiarrhythmischen Effekt, wie klinische und tierexperimentelle Ergebnisse zeigen.
Eine Vielzahl experimenteller Studien der akuten myokardialen Ischdmie zeigten, dass
Substanzen, die die B-adrenergen Rezeptoren blockieren die Inzidenz von Kammerflimmern

senken'®

. Des Weiteren haben eine grof3e Anzahl klinischer Studien gezeigt, dass sich durch 3-
adrenerge Blockade die Haufigkeit fur den plotzlichen Herztod bel Patienten mit initalem
Myokardinfarkt senken lieR™®. Da der antiarrhythmische Effekt der B-adrenergen Blockade
waéahrend der myokardialen Ischamie variiert, sind Interventionen, die zu einer Depletion der
myokardialen Katecholamine fihren oder deren Freisetzung verhindern, weitaus effektiver.

Hier gewinnt die Rolle der a-adrenergen Stimulation wahrend der myokardialen Ischamie an
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Bedeutung. Der antiarrhythmische Effekt durch a-adrenerge Blockade wéhrend der
myokardialen Ischédmie und Reperfusion wurde an vielen Spezies gezeigt'"*. Das reduzierte
Auftreten von ventrikuldren Tachykardien und/oder Kammerflimmern durch a-adrenerge
Blockade scheint unabhangig von Veranderungen der systemischen Hamodynamik oder des
koronaren Blutflusses zu sein und macht einen direkten Einfluss der Katecholamine auf die a-
adrenergen Rezeptoren wahrscheinlich™?,

Anderersaits zeigte sich, dass der a-Agonist Methoxamin die Inzidenz von ventrikularen
Tachykardien und Kammerflimmern wahrend der myokardialen Ischdmie und der Reperfusion
am isoliert perfundierten Herz von Meerschweinchen, die katecholamindepletiert waren,
signifikant erhdhte. Dieser Effekt konnte durch Phentolamin blockiert werden, jedoch nicht
durch Blockade der B-adrenergen- oder Histamin,-Rezeptoren®.

Neben diesen direkten elektrophysiologischen Effekten erleichtert die Sympathoadrenerge
Stimulation bel Herzinfarkt indirekt durch eine Steigerung der Herzfrequenz eine Ausweitung
des ischamischen Areds sowie durch Elektrolytveranderungen das Aduftreten von
Rhythmusstérungen. ™

Diese Inhomogenitét der elektrischen Kontraktion zwischen den myokardialen Zellen kann fir
die erhbhte Verwundbarkeit des ischamischen Myokards gegenlber “Reentry-Arrhythmien®

verantwortlich sein*®.
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4 Eigene Untersuchungen

4.1  Zielsetzungen

Ischamische Prakonditionierung schiitzt myokardiale Gewebe in einer anschlief?enden und

langer anhaltenden ischémischen Periode. Dies wurde schon in bezug auf die InfarktgroRe’™,

72,150 125,146

die ischémie- und reperfusioninduzierten malignen Arrhythmien, post ischamischen
myokardialen Funktionsstérungen®’ und Aziditét wahrend der andauernden ischémischen
Periode*'®® am Rattenherz demonstriert. Neben dem Schutz des myokardialen Gewebes,
reduziert die Prakonditionierung Noradrenalinfreisetzung*”? und —umsatz***  wahrend
anhatender Ischdmie. Der Mechanismus, der das neurale und das myokardiale Gewebe des
Rattenherzens schiitzt, mag unterschiedlich sein, da die bisher fir den Schutz des Myokards
angenommenen Mechanismen, wie die Aktivierung der a;-Rezeptoren und der Proteinkinase C
nicht eine Reduktion der Noradrenalinfreisetzung durch Prékonditionierung zu erklaren

vermochten'??

. S0 konnte die Verdnderung der lonenvertellung, wie sie bel einer kurzzeitigen
Ischamie der Fall ist, helfen, die geringere Noradrenalinfreisetzung wahrend einer andauernden
Ischamieperiode zu erkléren, da die ischdmieinduzierte, lokale Noradrenalinfreisetzung von
metabolischen Veradnderungen wahrend der Ischdmie abhangig ist*****. Eine Reduktion der

4,62,136
es

Aziditat wahrend anhaltender Ischamie fUr das Herz as Ganz und die Aktivierung pH-

regulierender Transportsysteme wurde bereits als Mechanismus fiir méglich erachtet™®.

Aus diesem Grund befasst sich die vorliegende Arbeit mit der Frage, ob der zugrunde liegende
Mechanismus der ischamischen Prékonditionierung von einem Aufbau eines transmembranaren
Protonengradienten wahrend der ischamischen Prékonditionierung abhangig ist. Zusétzlich soll
geklart werden, in welchem Zusammenhang der Schutz des neuradlen und myokardialen
Gewebes zur ischdmieinduzierten Noradrenadinfreisetzung und zum Kammerflimmern steht.

Die Untersuchungen sollen ex-vivo am Langendorffherzmodell durchgeftihrt werden.
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4.2 Material und M ethoden

421 Versuchsiere

Mannliche Wistar-Ratten werden spezifiziert pathogenfrei aufgezogen und bel  einer
Raumtemperatur von 20° bis 22°C, einer relativen Luftfeuchtigkeit von 50 bis-60%, einem 15-
fachen Luftwechsel pro Stunde und bei einem Hell-Dunkel Rhythmus von jeweils 12 Stunden
gehalten. Bis zum Beginn der Versuche erhalten die Ratten eine Standard-Pellet-Diat
(Altromin 1324) und Wasser ad libitum. Die Tierhaltung findet in K&figen zu 4 bis 6 Tieren
statt. Die K&fige haben eine Grofe von 38,5 x 59 x 20cm und sind mit Weichholzspdnen vom
Typ HW 300/500 eingestreut.

Die Tiere werden in ihrer Ruhephase (spdter Vormittag oder am Nachmittag) zu den
Versuchen herangezogen. Sie wiegen 200 bis 280 g, was einem Alter von 45 bis 55 Tagen
entspricht.

Fur die vorliegende Untersuchung wurden insgesamt 104 Rattenherzen bendtigt.

Das Tierversuchsvorhaben wurde gemd3 88a des Deutschen Tierschutzgesetzes bei der
Regierung von Oberbayern angezeigt.

20



Material und Methoden

4.2.2 Regionale Ischdmie zur Induktion ventrikularer Arrhythmien mit und ohne

vorhergehender ischamischer Prakonditionierung
4.2.2.1 ExperimentellesVVorgehen

4.2.2.1.1 Versuchsprotokoall

In der Versuchsrethe 1 (s. Abb.2 u.Tab. 1) werden 34 untersuchte Herzen, die im Verlauf des
Protokolls einer Prékonditionierung (erzeugt durch globale Ischamie) bel neutraler
Zwischenperfusion durchlaufen, den 29 Herzen der Kontrollgruppe gegentibergestellt, die im
Verlauf des Protokolls keiner Préakonditionierung unterliegen. Diese Prakonditionierung wird
durch eine globale Ischédmie hervorgerufen, die wiederum durch einen kompletten
Perfusionsstop am Herzen erzeugt wird.

Der Kontrollgruppe wird in den Versuchsrethen 2 (s.Abb.6) und 3 (s.Abb.7) je einer Gruppe
prékonditionierter Herzen mit azidotischer (n=12) bzw. einer mit alkalischer(n=14)
Zwischenperfusion gegentibergestellt.

15 Herzen kdnnen aufgrund der in 4.2.2.3 beschriebenen Kriterien nicht beriicksichtigt werden.

Tabelle1l: Versuchprotokolle zur Induktion ventrikularer Arrhythmien mit und ohne
Prakonditionierung (n = Anzahl der Herzen)

Versuchsreihe n= |Versuchsprotokall

1 Neut+P 34 | Prékonditionierung bei neutraler Zwischenperfusion

2 Azid+P 12 | Prékonditionierung bel azidotischer Zwischenperfusion

3 Alk+P 14 | Prakonditionierung bel alkalischer Zwischenperfusion
Kontrolle |29 |ohne Pré&konditionierung

Zwischen dem Beginn der isolierten Perfuson der Herzen und dem Zeitpunkt der
Koronarligatur liegt ein Zeitraum von 50 min. 20 min bendtigt man zur Stabiliserung der
Herzaktion und fur die Prékonditionierungsphase (3x5 min globale Ischdmie, jeweils von 5 min
normaler Perfusion gefolgt). Diesen prékonditionierten Gruppen steht eine Kontrollgruppe

gegenuber, diein der selben Zeit ohne Unterbrechung perfundiert wird.

21



Material und Methoden

Danach okkludiert man die Koronararterie fur die Dauer von 30 min und er6ffnet sie wieder
fur eine funfmindtige Reperfusionsphase.
Uber den kompletten Zeitraum des Versuches wird der Perfusionsdruck und das EKG eines

jeden Herzens kontinuierlich aufgezeichnet.

globale Ischamie regionale Ischamie Reperfusion

| | |
Prakonditionierung | 20’ 5|5 |55 |55 “ |
A A AAA
Kontrolle | “ |
ry 2 IYVY
Zeit "

4 probenentnahmen

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Versuchprotokolls zur Induktion ventrikularer
Arrhythmien erzeugt durch regionale Ischamie ( 30 mindtige Ligatur der LAD)
mit und ohne Prékonditionierung ( 3 Perioden 5 minitiger globaler 1schémie)

4.2.2.1.2 Praparation der Herzen

Die Ratten werden mit Thiopental (100mg/kg, Trapanal®) intraperitoneal narkotisiert. Nach
Er6ffnung der Peritonealhohle injiziert man 0,2 ml Heparin (1000 I.E.) in die Vena cava. Zehn
Sekunden danach wird rasch mit einem Schnitt das Diagphragma transversal er6ffnet und mit
zwei weiteren Schnitten der Thorax transcostal jewells rechts und links in der Axillarlinie
erdffnet. Die Thoraxorgane werden angehoben, mit einem Schnitt entlang der Wirbelsdule
abgetrennt und sofort in eisgekihite Krebs-Henseleit-Losung getaucht. Wéhrend  die
Herzaktion in der kalten Losung schnell zum Stillstand kommt, erfolgt unverziglich durch
Entfernung des Thymus die Préparation des Aortenbogens. Dadurch kann man eine Kantle zur
Koronarperfusion nach Langendorff ® bis in die Aorta ascendens vorschieben, und dort mit
einer Fadenschlaufe fixieren. Wahrend die Herzaktion unter flusskonstanter Perfusion mit
warmer (37,5°C) Krebs-Henseleit-Losung wieder einsetzt, entfernt man das verbliebene
Mediastinum und die Lungen. Zur Druckentlastung des rechten Ventrikels wird die Arteria
pulmonalis an ihrer Austrittsstelle durch einen kleinen Einschnitt er6ffnet.

Durch diese Prgparation kann man das perfusionsfreie Intervall auf weniger as 30 sreduzieren,
waéhrend zusétzlich die Stoffwechselaktivitat durch Kuhlung erniedrigt wird. Es werden jeweils

vier Herzen gleichzeitig untersucht und im Abstand von je zwel Minuten kantiliert.
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4.2.2.1.3 Koronarligatur

Zur Induktion einer lokalen Ischamie am isolierten Rattenherzen wird eine Koronarligatur mit
einer atraumatischen Naht gelegt (Ethicon Ethibond Faden 1 metric, Nadel C-1). Der Einstich
erfolgt unter dem linken Herzohr, der Ausstich in einer leicht aufsteigenden Liniein 2 bis 3 mm
Abstand in der Mitte des Abgangsbereichs der Arteria pulmonalis™.

Bei diesem Vorgehen wird der proximale Antell der linken Koronararterie ligiert. Durch
Einlegen eines weichen PV C-Rohrchens (Polythene Tubing, AuRendurchmesser 1,27 mm) in
die Ligaturschleife wird das gewebeschonende Schlief3en und Wiedereroffnen der Gefal3-

okklusion erméglicht”.

4.2.2.1.4 |schamiegrdenbestimmung

Bei einem Teil der Experimente wird die Ischamiegrofe nach 30 min Koronargefalsokklusion
durch Intravitalfarbung mit Evans-Blue abgeschétzt™*. Bei einigen Experimenten werden dazu
die Geféal3okklusion durch isoliertes Herausschneiden des PV C-Rohrchens unter Belassen der
Ligaturschleife so erdffnet, dass nach vortbergehender Reperfusion (5 min) das Koronargefal3
durch ein angespitztes Stabchen, das vorsichtig in die Ligaturschleife eingespannt wird, wieder
verschlossen werden kann. Bel  einigen anderen Experimenten wird die Geféidligatur nach 30
min nicht gedffnet.

Unter diesen Protokollvorgaben gentigt ene Perfuson des nicht okkludierten
Koronararteriengebietes tber 5 min Evans-Blue-Ldsung (0,1%), um eine makroskopisch klare
Abgrenzung des nicht perfundierten Gebietes zu erzielen. Anhand dieser Markierung kann mit
einer feinen Schere das nichtgeféarbte, ischamische Areal aus dem Herzen herausgetrennt
werden. Vom gefarbten Gewebe werden die Vorhofe abgetrennt und nach Abtupfen des
geférbten und ungeférbten Gewebeantells beide Telle gewogen. Dadurch kann der relative
| schamiegréRenanteil am gesamten Ventrikelgewebe angegeben werden. Fir die Verwendung
der einfachen Vitalfarbungsmethode zur | schamiegroRenbestimmung spricht die Tatsache, dass

das Rattenherz nur einen geringen koronaren Kolateralfluss besitzt™.

4.2.2.2 Versuchsapparatur (s. Abb. 3)
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Die Versuchsanlage ist mit 4 Perfusionskandlen ausgestattet, die in Edelstahlréhrchen enden,
an welche die Aorta ascendens der vier Herzen im Versuch kaniliert werden. Bis auf wenige
Minuten, die man zum Legen bzw. L6sen der Ligatur bendtigt, befinden sich die Herzen in
temperierten Glaskammern (37,5t). Des Weiteren schiitzt eine Raumtemperatur von 30 + 1°C

die Herzen wahrend der Manipulation vor Auskihlung.

l Krebs-Henseleit-Losung

Begasen Il < 95% O, /5% CO>

Vorwarmen

< Pharmaka

Pumpe O

Druckmessung @,ﬁ)
EKG

Beheizte
Glaskammer

(&

Sammeln
des
Effluates

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Versuchsanlage nach Langendorff
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Zur Aufzeichnung eines bipolaren, epikardialen Elektrokardiogramms werden zwel breit-
flachige Stahlelektroden zu beiden Seiten des Herzens angebracht. Die elektrischen Signale
werden Uber einen Hellige-19-Vorverstarker (Hellige GmbH, Freiburg) modifiziert, smultan
auf einem Hellige Monitor (Hellige GmbH, Freiburg) aufgezeigt und mit einem SAN-EI Recti-
Horiz 8-Kanal-Thermoschreiber (NEC San-ei Instruments, Tokyo) aufgezeichnet (s. Abb.4).
Der Krebs-Henseleit-Puffer wird in einer temperierten Saule (42°C) mit einem Gemisch aus
95% O, und 5% CO, begast, und der pH-Wert mit Begasungsvariation auf 7,40 eingestellt.
Die Herzen werden durch eine mehrkanalige Rotationspumpe (Watson-Marlow Bredel Pumps
Limited, Cornwall, England) mit einem konstanten Fluss perfundiert. Zur Aufrechterhaltung
einer konstanten Temperatur des Perfusats wird direkt vor dem Audlaufen zum Herzen eine
stufenlos regulierbare Heizwicklung eingeschaltet.

Der Perfusonsdruck eines jeden Herzens wird hierbel kontinuierlich mit Hilfe enes
STATHAM-P23 ID-DRUCKTRANSDUCER (Statham Instruments, Inc. Los Angeles) sowie
eines Brickenverstdrkers SANCARR-6 (NEC San-e Instruments, Tokyo) registriert und auf
dem 8-Kanalschreiber parallel zum EKG aufgezeichnet.

Uber alle Versuche hinweg lassen sich dadurch Schwankungen der Messparameter des

Perfusats am Audauf aller Perfusionskanulen vor und nach dem Anbinden der Herzen auf das

folgende Ausmal3 begrenzen:
Fluss........ccceueeee. 10,0 £ 0,1 ml min-1
Temperatur......... 37,5+0,4°C
pH-Wert............... 7,40+0,05
PO, 240-300 mmHg
PCOs..cvvviviiiieiane 25-30 mmHg

Eine noch weitergehendere Vergleichbarkeit der Experimente wird dadurch erzielt, dass
Kontroll- und Pragkonditionierungsherzen immer zeitgleich und unter gleichen Bedingungen an
je 2 Kandlen beobachtet werden, so dass die physikalischen Perfusatwerte innerhalb der
Teilexperimente wesentlich weniger streuen. AulRerdem werden dadurch auch andere, zum Tell
weniger kontrollierbare StorgrofRen (Rattenerndhrungszustand, Alter der Ratten, Tageszeit,
Jahreszeit, Luftfeuchtigkeit usw.) in ihrem Einfluss auf den statistischen Vergleich zwischen

den beiden Gruppen minimiert.
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4.2.2.3 Auswertungskriterien

4.2.2.3.1 Elektrokardiogramm (EKG)

Die bretflachige epikardiale, bipolare Ableitung des EKGs ermdglicht eine eindeutig
abgrenzbare Aufzeichnung des Kammerkomplexes. P-Wellen und T-Wellen sind aufgrund der
einkanaligen Ableitung nur inkonstant darzustellen.

Es werden nur Herzen in die Untersuchung eingeschlossen, die in einem Beobachtungs-
zeitraum von 12 min vor Koronarligatur eine spontane Herzfrequenz zwischen 170-290 min™
haben. Das trifft fur mehr als 90% der Herzen zu.

Das Auftreten folgender Rhythmusstérungen vor Koronarligatur fihrt zum Ausschluss der

Herzen vom Experiment:

ein AV-Block oder eine Blockierung anderer Art, wenn dabei die Frequenz von 170 min™

unterschritten wird oder wenn ein Arrest (Pause) Uber 1 Sekunde dauert

» mehr als 3 ventrikulére Extrasystolen pro Minute

» mehr as ein venrikuléres Couplet (direkte Folge zweier ventrikuldrer Extrasystolen) pro
Minute

» eine ventrikulére Salve (direkte Folge von mehr als 3 ventriculdren Extrasystolen) mit mehr

als 3 Kammerkomplexen

Diese Kriterien sind aus Voruntersuchungen abgeleitet, die zeigten, dass Herzen mit den
geschilderten Rhythmusstérungen vor Koronarligatur ein verdndertes Arrhythmieverhalten
wéahrend der Ischdmie aufwiesen. So zeigten Herzen mit gehauften Extrasystolen oder
Tachykardien ein verstéarktes und verfrihtes Auftreten von ischdmieinduzierten Arrhythmien.
Andererseits zeigen Herzen mit gehauften AV-Blocken ein abgeschwéchtes und verzogertes
Auftreten von ischdmieinduzierten Arrhythmien.

Supraventrikulére Tachyarrhythmien sind sehr selten und erreichen nicht Frequenzen tber 400
min™. Zur Abgrenzung ventrikuldrer Arrhythmien gegeniiber supraventrikuléren Arrhythmien
muss deshab eine Frequenz groRer als 400 min® und eine Formanderung des
Kammerkomplexes im EKG nachzuweisen sein.

Aufgrund zahlreicher Vorversuche, die zur Untersuchung des Frequenzverhaltens wéahrend der
| schamiephase dienten, werden die auftretenden ventrikuléren Tachyarrhythmien wie folgt in 2

Schweregrade unterteilt:
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A. Ventrikulére Tachykardien und Kammerflattern mit Frequenzen Uber

400 min™ (V).
Diese Tachyarrhythmien (s. Abb.4, Kana 2) werden definiert als schnelle monomorphe
Kammeraktionen mit gleichbleilbender oder undulierender Amplitude und noch voneinander
abgrenzbaren QRS-Komplexen, wobel nur Phasen mit mehr als 10 Aktionen berlicksichtigt

werden

B. Kammerflimmern (VF).

Diese Rhythmusstérung (s.Abb. 4, Kanal 1 und 3) wird definiert als hochfrequente (>1000
min?), polymorphe, elektrische Aktivitdt mit nicht mehr voneinander abgrenzbaren
wechselnden Oszillationen und Intervallen. Diese Veranderungen missen Uber eine Sekunde
andauern, um als VF gewertet zu werden.

Alle Herzen, bei denen zuerst auch nur fur Bruchteile von Sekunden solch eine fur
Kammerflimmern charakteristische, chaotische elektrische Aktivitét auftritt, zeigen wahrend 30
Minuten lokaler Ischamie ausnahmsos Kammerflimmern von mindestens einigen Sekunden.
Das gilt sowohl fur Herzen der Kontrollgruppe, als auch fur alle Herzen der “preconditioning’-
Gruppen. Dieses Verhaten ermoglicht eine klare Abgrenzung von Herzen mit nur
hochfrequenten Tachykardien von solchen mit Kammerflimmern. Die Festlegung des
Kriteriums fur VF auf die Dauer einer Sekunde beeinflusst somit den Zeitpunkt der erstmaligen

Dokumentation von VF, nicht aber die absolute Inzidenz von VF.
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Kanall —»

Kanal2 —»

Kanal3 —»

2

Abbildung 4: Auszug aus dem EKG-Protokoll (Bandgeschwindigkeit 100mimy/sec)
Kana 1 und 3 zeigen Herzen mit Kammerflimmern
Kana 2 Herz mit Kammertachykardie
Kana 4 Herz mit normalem EKG
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4.2.2.3.2 Perfusionsdruck

Durch regelmél3ige Eichung der Perfusionsdruckmessteile und deren Nullabgleichung vor der
Kanulierung aler Herzen kann der Perfusionsdruck mit einer Messgenauigkeit von +/- 1,5
mmHg angegeben werden. Es werden nur Herzen ausgewertet, die wahrend der
Stabilisierungsphase einen weitgehend konstanten Perfusionsdruck zwischen 18 mmHg bis 30
mmHg zeigen. Weiterhin werden Herzen ausgeschlossen, die wahrend der Stabilisierungsphase
eine spontane Perfusionsdruckanderung von mehr als 2 mmHg zeigen, wenn sie nicht Folge
giner spontanen Anderung der Herzfrequenz sind. AuRerdem werden ale Herzen
ausgeschlossen, die vor Koronarligatur eine spontane Perfusionsdruckanderung von mehr als 4

mmHg zeigen.

Kanal 1 — e

Kanal2 —

Kanal 3 Siaseisss L

Kanal 4 —» -

Abbildung 5: Auszug aus dem EKG- und Perfusionsdruckprotokoll (Bandgeschwindigkeit
2,5mm/sec). Kanal 2 zeigt den Druckanstieg beim Verschluss der Ligatur

Um eine erfolgreiche Ligatur voraussetzen zu konnen, wird fur die Druckerhthung nach
erfolgter Ligatur ein Mindestwert von 20 mmHg festgelegt. Ferner wird der Einflul der
Druckerhthung nach Koronarligatur auf die Inzidenz von Kammerflimmern untersucht.

Diese Kriterien berticksichtigen, dass die Herzfrequenz einen geringflgigen, reversiblen
Einfluss auf den Perfusionsdruck hat. Allerdings werden alle Herzen mit gravierenden
Perfusionsdrucksteigerungen ausgeschlossen, weil das einen mdglichen Hinweis auf eine
Stérung der Koronarperfusion darstellen kann (Embolien, Gefal3kompressionen oder reaktive
Gefalispasmen in Folge einer Geféverletzung, z.B. durch das Legen der Koronar-
ligaturschleife).
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Anderseits missen auch Herzen mit einem gravierenden Druckabfall ausgeschlossen werden,
der auf eine Insuffizienz der kanulierten Aorta, der Aortenklappe oder eines Koronargeféal3es

hinweisen kann.

4.2.2.3.3 Probenverarbeitung

Das koronarvendse Effluat wird in esgekuhlten Rohrchen gesammelt. Fir die
Noradrenalinbestimmung werden die Proben durch die Zugabe von NaEDTA
(Endkonzentration: 10 mM) stabilisiert. Fur die Purinbestimmung wird ein Aliquot entnommen
und mit Phosphorsdure (Endkonzentration 0,2 M) versetzt. Die Proben bewahrt man bis zur
Messung bei -30°C auf.

4.2.2.3.4 Bestimmungsmethoden

Noradrenalin

Noradrenalin wird mit einer nach Smedes et a. ™** modifizierten Hochdruckflissigkeits-
chromatographie-Methode (HPLC) bestimmt.

Zunéchst wird bel einem Aliquot (3 ml der Probe) der pH-Wert mit 1 ml eines NH,CL -
NH4OH - Puffers (2 M, pH 8,5), der 0,5% Na,.. EDTA und 0,2% Diphenylborat enthélt, auf
8,5 eingestellt. Die Extraktion von Noradrenalin erfolgt in 5 ml einer organischen Phase, die
aus 98,75% n-Hexan, 1% Octanol und 0,25% Tetraoctylammoniumbromid besteht.

Zur Bestimmung der Freisetzung von Noradrenalin wird in alen Versuchsrethen das
koronarventse Effluat der Herzen jewells tber 1 min direkt vor der globalen Ischamie und
direkt vor der regionalen I schamie sowie tber 5 min in der Reperfusionsphase gesammelt.

Die Noradrendinfreisetzung in den ersten 5 min der Reperfuson nach 20 min globaler

|schémie lag in V orexperimenten'?” mit 140 unbehandelten Herzen auf folgendem Niveau:

-arithmetischer Mittelwert aller Werte: 240+£101 pmol/g
-Standardabweichung aller Werte: 101 pmol/g (42% des Mittelwertes)
-mittlere Standardabweichung der Werte in den einzelnen Experimenten: 79,7 pmol/g (33,2%

des jeweiligen Mittelwertes)

30



Material und Methoden

4.2.3 Regionale Ischdmie zur Induktion ventrikularer Arrhythmien mit und ohne
vorhergehender globaler |schamie/Prakonditionierung bei azidotischer Perfusion

wahrend bzw. zwischen den Intervallen globaler Ischamie

globale Ischamie regionale Ischamie  Reperfusior
I I I
prakondiionienng [0 J5]5515 515> IETENN |
A 3 LYV VN
ontole | |
L) A AAAa
Zeit -
4 Probenentnahmen |:|Perfusat (pH 6,5) |:|Perfusat (pH 7,4)

Abbildung 6: Schematische Darstellung des Versuchprotokolls zur Induktion ventrikularer
Arrhythmien erzeugt durch regionale Ischamie ( 30 mindtige Ligatur der LAD)
mit und ohne Prékonditionierung ( 3 Perioden 5 minitiger globaler 1schémie)
bei azidotischer Zwischenperfusion (pH 6,5)

Die Herzen werden, wie unter 4.2.2.1.1 beschrieben, prapariert und eine Koronarligatur, wie
unter 4.2.2.1.3 durchgefihrt.

Zwischen dem Beginn der Perfusion der Herzen und dem Zeitpunkt der Koronarligatur liegt
ein Zeitraum von 55 min ( 20 min zur Stabilisierung der Herzaktion und 3 Perioden 5 minttiger
globaler Ischdmie, der jewells eine 5 minitige Perfusion mit einem pH-Wert des Perfusates von
6,5 folgt). Dieser prakonditionierten Gruppe steht eine Kontrollgruppe gegentber, die in der
selben Zeit ohne Unterbrechung mit einem neutralen Perfusat (pH 7,4) perfundiert wird. In der
Gruppe der Herzen, die einer Pragkonditionierung unterliegen, folgt nach 50 Minuten eine 5
minUtige Perfusionsphase bei einem pH-Wert des Perfusats von 7,4.

Danach wird die Koronararterie fur die Dauer von 30 min okkludiert und fur eine fiUnfminttige
Reperfusionsphase wieder ertffnet.

Zur Bestimmung der Freisetzung von Noradrenalin wird das koronarventdse Effluat der Herzen
jeweils Uber 1 min direkt vor der globalen Ischdmie und direkt vor der regionalen Ischamie
sowie tber 5 min in der Reperfusionsphase gesammelt.

Uber den kompletten Zeitraum des Versuches werden auch hier der Perfusionsdruck und das

EK G eines jeden Herzens kontinuierlich aufgezeichnet.
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4.2.4 Regionale Ischdmie zur Induktion ventrikularer Arrhythmien mit und ohne
vorhergehender globaler Ischamie/Prékonditionierung bel alkalischer Perfusion

wahrend bzw. zwischen den Intervallen globaler Ischamie

globale Ischamie regionale Ischamie  Reperfusior
I I I

pracondiionerng |20 Joil5 55 165 | TR |
A Y AAA

| |
A Y AAAA

Zeit -
A Probenentnahmen |:| Perfusat (pH 8,5) |:| Perfusat (pH 7,4)

Abbildung 7: Schematische Darstellung des Versuchprotokolls zur Induktion ventrikularer
Arrhythmien erzeugt durch regionale Ischamie ( 30 mindtige Ligatur der LAD)
mit und ohne Prékonditionierung ( 3 Perioden 5 minitiger globaler 1schémie)
bei akalischer Zwischenperfusion

Die Herzen werden, wie unter 4.2.2.1.1 beschrieben, prapariert und eine Koronarligatur, wie
unter 4.2.2.1.3 durchgefihrt.

Zwischen dem Beginn der Perfusion der Herzen und dem Zeitpunkt der Koronarligatur liegt
ein Zeitraum von 55 min (20 min zur Stabiliserung der Herzaktion und 3 Perioden 5 minitiger
globaler Ischdmie, der jewells eine 5 minitige Perfusion mit einem pH-Wert des Perfusates von
8,5 folgt). Dieser prakonditionierten Gruppe steht eine Kontrollgruppe gegentber, die in der
selben Zeit ohne Unterbrechung mit einem neutralen Perfusat (pH 7,4) perfundiert wird. In der
Gruppe der Herzen, die einer Pragkonditionierung unterliegen, folgt nach 50 Minuten eine 5
minUtige Perfusionsphase bei einem pH-Wert des Perfusats von 7,4.

Danach wird die Koronararterie fur die Dauer von 30 min okkludiert und fur eine fiUnfminttige
Reperfusionsphase wieder ertffnet.

Zur Bestimmung der Freisetzung von Noradrenalin wird in alen Versuchsrethen das
koronarventse Effluat der Herzen jeweils tber 1 min direkt vor der globalen Ischdmie und
direkt vor der regionalen | schamie sowie tber 5 min in der Reperfusionsphase gesammelt.

Uber den kompletten Zeitraum des Versuches werden auch hier der Perfusionsdruck und das

EK G eines jeden Herzens kontinuierlich aufgezeichnet.
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425 LOsungen

Zusammensetzung der Krebs-Henseleit-Ldsung (Angaben in mmol/l):

Na’ 134,70
K* 4,00
ca’ 1,85
Mg® 1,00
cl 134,80
HCO* 16,70
H,PO, 0,22
EDTAZ 0,027
Glukose 11,10
Pyruvat 1,80

Der pH-Wert der Losung der Losung betrégt 7,4 + 0,05

4.2.6 Statistik

Daten der Arrhythmieexperimente:

Die Angaben Uber das Auftreten von Tachyarrhythmien erfolgen in Form von relativen
Haufigkeiten bezogen auf die Gesamtzahl pro Versuchsgruppe. Zur statistischen Prifung der
Abweichungen der enzelnen Tachyarrhythmiehaufigkeiten zwischen Kontroll- und
Prakonditionierungsgruppe wird eine Vierfeldertafel herangezogen. Dem Signifikanzniveau
wird ene Irrtumswahrscheinlichkeit p < 5% zugrunde gelegt. Die Signifikanzberechnungen
werden bei einer Gesamtsumme der absoluten Haufigkeiten n > 40 und der Voraussetzung,
dass keine gegebenen, einzelnen Haufigkeiten kleiner als 5 sind, mit Hilfe des Chi-quadrat-
Vierfeldertests durchgefihrt. Bei 20 < n < 40 wird die nach Y ates korrigierte Formel des Chi-
guadrat-Vierfeldertests verwendet.

33



Material und Methoden

Falls n < 20 oder eine einzelne Haufigkeit kleiner als 5 ist, wird der exakte Test nach Fischer

und Y ates unter Zuhilfenahme der Binominalverteilungstafel durchgefiihrt’.

Daten der Freisetzungsexperimente:

Fur alle quantitativen Daten werden arithmetischer Mittelwert (x), Standardabweichung (SD)
und Standardfehler des Mittelwertes (SEM) berechnet. Die Prifung der Daten aus den
Freisetzungsexperimenten auf Signifikanz erfolgt entweder mit Hilfe des Student t-Test fir
zwei unabhangige Stichproben oder durch eine Multi Comparison Analyse der Varianzen
gefolgt durch einen Scheffe F-Test fir mehrere Gruppen.

Die Berechnungen erfolgten mit dem Datenverarbeitungsprogramm STAT VIEW (Abacus

concepts)
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4.3.1 Regionale Ischdmie zur Induktion ventrikularer Arrhythmien mit und ohne

isch&mischer Prakonditionierung

Nachfolgend wird der Effekt der Prékonditionierung sowohl auf die Noradrenalinfreisetzung
(s Abb.8 u. Tab.2) als auch auf die Inzidenz von Kammerflimmern (VF) (s.Abb.9 u. Tab.3)
wéahrend ener regionalen Ischdmie, die durch eine Ligatur der LAD erzeugt wird,
wiedergegeben.

In einer ersten Versuchsrethe wird der Sitz und die Effizienz der Ligatur Uberprift
(s.4.2.2.1.4). Dabel werden die Herzen nach der Ligatur mit einer Evans Blue-L6sung (0,1%)
perfundiert und so anhand der unterschiedlichen Farbung der Grad der ausgeltsten Ischamie
bestimmt. Daraus ergibt sich ein | schamiegebiet, das 44+5% des gesamten Herzens ausmacht
(n=12).

4.3.1.1 Noradrenalinfreisetzung

Zur Bestimmung der Freisetzung von Noradrenalin wird in alen Versuchsrethen das
koronarventse Effluat der Herzen jeweils tber 1 min direkt vor der globalen Ischdmie und
direkt vor der regionalen Ischamie sowie tber 5 min in der Reperfusionsphase gesammelt.
Andere Untersucher'™ zeigten, dass bereits innerhalb der ersten 2 min Reperfusion eine
Auswaschung von 80 % und nach weiteren 3 min von 98% de gesamten
Noradrenalinfreisetzung erfolgt ist.

AuRerdem zeigten Seyferth et a' auch, dass die Noradrenalinfreisetzung direkt nach einer
funfmintigen globalen Ischdmie in alen Versuchen unter der Detektionsgrenze (0,1 nmol/l)
liegt.

Auch in dieser Untersuchung lagen die Konzentrationen an Noradrenalin in alen Proben vor
der regionalen Ischdmie unter der Detektionsgrenze (0,1 nmol/l).

Zur Bestimmung der Freisetzung von Noradrenalin wird das koronarventse Effluat der Herzen
jeweils Uber 1 min direkt vor der globalen Ischdmie und direkt vor der regionalen Ischamie
sowie tber 5 min in der Reperfusionsphase gesammelt.

Bei einem konstanten Fluss von 10+0,1 mi/min ergibt sich ein Probenvolumen von jeweils

10 ml.
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Die aus dem Effluat der Reperfusion berechnete Noradrendinfreisetzung betragt bel der
Kontrollgruppe, die keiner Prékonditionierung unterliegt, nach 30 min regionaler Ischamie
81+9 pmol/g (n = 29).

In der Gruppe der Herzen mit ischamischer Prakonditionierung (Neut+P) betrdgt die
Noradrendlinfreisetzung nur 47+4 pmol/g (n = 34). Dies bedeutet, dass die
Noradrenalinfreisetzung der prakonditionierten Herzen nur etwa die Héfte (52,2%) von der

der Kontrollgruppe betrégt.
Dieser Unterschied in der Noradrenalinfreisetzung zwischen den beiden Versuchsgruppen ist

hoch signifikant (p<0.001).

Noradrenalinfreisetzung
100 -
pmollg
50 -
0 T
Kontrolle Prakonditionierung

Abbildung 8: Effekt der Préakonditionierung (3x5 min globae Ischdmie) auf die
Noradrenalinfreisetzung nach regionaler Ischamie, erzeugt durch Ligatur des
Ramus interventricularis der linken Koronararterie, am isoliert perfundierten
Rattenherz. Werte der Noradrendinfreisetzung als Mittelwert (x) =+
Standardabweichung (SD). P<0,001 im Vergleich zur Kontrolle

Tabelle2: Noradrendlinfreisetzung am isoliert perfundierten Rattenherz nach regionaler
Ischamie, erzeugt durch Ligatur des Ramus interventricularis der linken
Koronararterie, mit (Neut+P) und ohne (Kontrolle) vorhergehender
Prakonditionierung (3x5 min  globae  Ischamie). Werte  der
Noradrenalinfreisetzung als Mittelwert (x) £ Standardabweichung (SD). P<0,001
im Vergleich zur Kontrolle

Anzahl d.Versuchstiere Noradrenalinfreisetzung
N in pmol/g (x+SD)
Neut +P 34 47+4
Kontrolle 29 81+9
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4.3.1.2 Inzidenz von Kammerflimmern

Beim Auftreten von Kammerflimmern (VF) wird eine dhnliche Tendenz beobachtet

(s. Abb.9 u. Tah.3). So belauft sich die Rate am nicht prékonditionierten Herz (Kontrolle) auf
69% (n = 29), eine vorangegangene Prakonditionierung (Neut+P) hingegen reduziert diese
Inzidenz auf 41% (n = 34).

Auch beim Auftreten von Kammerflimmern sind die Unterschiede zwischen den Herzen der

Kontrollgruppe und denen mit vorhergehender Prakonditionierung hoch signifikant (p< 0.001).

100

80 1 @ Prakonditionierung

O Kontrollgruppe

60

20 -

0
0 10 20 30
Zeit nach Koronarligatur in min

Auftreten von Kammerflimmern in %
N
o
Il

Abbildung 9: Inzidenz von Kammerflimmern am isoliert perfundierten Rattenherz nach
regionaler Ischdmie, erzeugt durch Ligatur des Ramus interventricularis der
linken Koronararterie, mit (Neut+P) und ohne (Kontrolle) vorhergehender
Prakonditionierung (3x5 min globale Ischdmie). Inzidenz von Kammerflimmern
als kumulative Haufigkeit in %. P<0,001 im Vergleich zur Kontrolle.

Tabelle 3: Inzidenz von Kammerflimmern am isoliert perfundierten Rattenherz nach
regionaler Ischamie, erzeugt durch Ligatur des Ramus interventricularis der linken
Koronararterie, mit (Neut+P) und ohne (Kontrolle) vorhergehender Prékonditionierung (3x5
min globale I schdmie). Inzidenz von Kammerflimmern als kumulative Haufigkeit in %.

Anzahl d.Versuchstiere Inzidenz v.
N Kammerflimmern in %
Neut +P 34 41
Kontrolle 29 69
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4.3.1.3 Einfluss der Hohe des Druckanstiegs nach Koronarligatur auf dieInzidenz von

Kammerflimmern und die Noradrenalinfreisetzung

Wie bereits unter 4.2.2.3.2 erwdhnt werden nur Herzen ausgewertet, die wahrend der
Stabilisierungsphase einen weitgehend konstanten Perfusionsdruck zwischen 18 mmHg bis 30
mmHg zeigen. Weiterhin werden Herzen ausgeschlossen, die wahrend der Stabilisierungsphase
eine spontane Perfusionsdruckéanderung von mehr als 2 mmHg zeigen, wenn sie nicht Folge
giner spontanen Anderung der Herzfrequenz sind. AuRerdem werden ale Herzen
ausgeschlossen, die vor Koronarligatur eine spontane Perfusionsdruckanderung von mehr as 4
mmHg zeigen.

Der mittlere Perfusionsdruck (in mmHg) vor der Ligatur ist bei der Kontrollgruppe und bei den
prékonditionierten Herzen nahezu identisch (s.Tab.4). So liegt der mittlere Perfusionsdruck vor
Ligatur bei den Kontrollherzen bei 20,0£3 mm Hg, bei den pragkonditionierten Herzen bei
21,0+3,5.

Der durchschnittliche Anstieg des Perfusionsdrucks beim Verschluss der Ligatur ist bei beiden
Gruppen nur geringflgig verschieden (s.Tab.4). So steigt der Druck bei den Herzen der
Kontrollgruppe um 38+4 mmHg und bei denen der prakonditionierten Gruppe (Neut+P) um
353 mmHg an (s.Tab.4).

Bel der Wiedererdffnung der Ligatur nach 30 Minuten regionaler Ischamie betrégt der
Druckabfall in der Kontrollgruppe 32+4 mmHg und bei der Gruppe der prakonditionierten
Herzen (Neut+P) 30£3 mmHg (s.Tab.4).

Dies bedeutet, dass sowohl beim Druckanstieg as auch beim Druckabfall kein signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Gruppen besteht.

Welterhinsoll die Frage geklart werden, ob die Hohe des Druckanstiegs einen Einfluss auf die

Inzidenz von Kammerflimmern hat. Dazu werden drel Kategorien vorgegeben, die einen

bestimmten Bereich des Druckanstiegs représentieren.
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Kategorie 1:
Druckanstieg 1 —19 mmHg
(diese Gruppe wird wie bereits in 4.3.1.3 nicht bel der Auswertung der
Noradrenalinfreisetzung und der Inzidenz von Kammerflimmern berticksichtigt)
Kategorie 2:
Druckanstieg 20 — 29 mmHg
Kategorie 3:
Druckanstieg > 30 mmHg

In Kategorie 1 betragt die Inzidenz fir Kammerflimmern sowohl fur die Kontroll- as auch fir
die prékonditionierten Herzen einheitlich 33% (s.Tab.5). Bel den Herzen in Kategorie 2 mit
einem Druckanstieg zwischen 20 —29 mmHg liegt die Haufigkeit fir das Auftreten von
Kammerflimmern in der Kontrollgruppe bel 75% bei den prékonditionierten Herzen bei nur
42%.

Ist der Druckanstieg gleich oder hther as 30 mmHg flimmern 65% der Kontrollherzen und
52% der prakonditionierten Herzen.

Dies zeigt, dass kein linearer Zusammenhang zwischen der Hohe des Druckanstiegs, beim
Verschluss der Arteria coronaria gnister und der Haufigkeit des Auftretens von
Kammerflimmern besteht. Gleichzeitig wird jedoch die durch die Evans-Blue Farbungen
gewonnene Erkenntnis (s. 4.2.2.1.4) unterstitzt, dass bei eéinem Druckanstieg von weniger als
20 mmHg kein effektiver Verschluss der Arterie vorliegt.

Abbildung 10 und 11 machen deutlich, dass zwischen dem Druckanstieg bzw -abfall nach
Ligatur bzw. nach Wiedereréffnen der Arterie und der Noradrenalinfreisetzung kein linearer
Zusammenhang besteht. Dies gilt sowohl fir die Herzen der Kontrollgruppe als auch fir die

Gruppe der prakonditionierten Herzen.
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Tabelle 4: Mittlerer Perfusonsdruck am Rattenherz vor Ligatur der LAD sowie der
Perfusionsdruckanstieg/-abfall nach Ligatur bzw. nach Wiedereroffnung der Ligatur

Anzahl Mittlere Druckanstieg nach Druckabfall nach
d.Versuchstiere Perfusionsdruck vor Ligatur Wiederertffnung
N Ligatur in mmHg (xxSD) in mmHg (xxSD)
in mmHg (X+SD)
Neut +P A 20+3 35+3 30+3
Kontrolle 29 2135 384 324
Tabelle5: Inzidenz von Kammerflimmern bei den Herzen der Kontrollgruppe und der

Gruppe der prékonditionierten Gruppe innerhalb bestimmter festgelegter Bereiche des

Druckanstiegs/-abfall nach erfolgter Ligatur der LAD.
Kat. 1. Druckanstieg 1-19 mmHg
Kat. 2: Druckanstieg 20-29 mmHg
Kat. 3: Druckanstieg > 30 mmHg

Kategorie 1 Kategorie 2 Kategorie 3
Kontrolle Neut+P Kontrolle Neut+P Kontrolle Neut+P
33% 33% 75% 49% 65% 52%
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Abbildung 10: Nichtlinearer Zusammenhang zwischen der Noradrenalinfreisetzung (pmol/g)
in der Reperfusion nach regionaler |schamie und dem Druckanstieg (mm HQ)
am isoliert perfundierten Herzen beim Verschluss der LAD durch Ligatur
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Abbildung 11: Nichtlinearer Zusammenhang zwischen der Noradrenalinfreisetzung (pmol/g)
in der Reperfusion nach regionaler | schdmie und dem Druckabfall (mm Hg) am
isoliert perfundierten Herzen nach Wiederer6ffnung der Ligatur
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4.3.2 Regionale Ischdmie zur Induktion ventrikularer Arrhythmien mit und ohne
vorhergehender ischdmischer Prékonditionierung bel azidotischer Perfusion

wahrend bzw. zwischen den Intervallen globaler Ischamie

Nachfolgend wird der Effekt der Prékonditionierung mit azidotischer Zwischenperfusion
(Azid+P) sowohl auf die Noradrenalinfreisetzung (s.Abb.12 u. Tab.6) als auch auf die Inzidenz
von Kammerflimmern (VF) (s Abb.13 u. Tab.7) wahrend einer regionalen |schamie, die durch

eine Ligatur der LAD erzeugt wird, wiedergegeben

4.3.2.1 Noradrenalinfreisetzung

Die aus dem Effluat der Reperfusion berechnete Noradrenalinfreisetzung (sAbb.12 u. Tab.6)
betrégt bel der Kontrollgruppe, die keiner Prékonditionierung unterliegt, nach 30 min
regionaler Ischamie 81+9 pmol/g (n = 29).

In der Gruppe der Herzen mit vorangegangener Prékonditionierung und azidotischer
Zwischenperfuson (Azid+P) betrégt die Noradrendinfreisetzung 85+14 pmol/g
(n=12)(s.Abb10 u.Tah.6). Im Gegensatz zu den Ergebnissen in 3.3.1.2 ist der Unterschied in

der Noradrenainfreisetzung zwischen den beiden V ersuchsgruppen nicht signifikant.
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Abbildung 12: Effekt der Prékonditionierung (3x5 min globale Ischémie) mit azidotischer

Zwischenperfusion auf die Noradrenalinfreisetzung nach regionaler Ischamie,
erzeugt durch Ligatur des Ramus interventricularis der linken Koronararterie,
am isoliert perfundierten Rattenherz. Werte der Noradrenalinfreisetzung als
Mittelwert (x) + Standardabweichung (SD). Kein signifikanter Unterschied im
Vergleich zur Kontrolle.

Tabelle6: Noradrenalinfreisetzung am isoliert perfundierten Rattenherz nach regionaler
Ischamie, erzeugt durch Ligatur des Ramus interventricularis der linken
Koronararterie, mit (Azid+P) und ohne (Kontrolle) vorhergehender
Prékonditionierung  (3xX5 min globale Ischdmie) bei  azidotischer
Zwischenperfusion. Werte der Noradrendlinfreisetzung als Mittelwert (x) *
Standardabweichung (SD). Kein signifikanter Unterschied im Vergleich zur
Kontrolle.

Anzahl d.Versuchstiere Noradrenalinfreisetzung in
N pmol/g (x£SD)
Azid +P 12 85+14
Kontrolle 29 81+9
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4.3.2.2 Inzidenz von Kammerflimmern

Eine azidotische Zwischenperfusion (pH 6,4) wahrend der Prékonditionierung erhéht neben

der Noradrenalinfreisetzung auch die Inzidenz von Kammerflimmern auf 73% bel den selben
Herzen (s. Abb13 u. Tab.7).
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Abbildung 13: Inzidenz Kammerflimmern am isoliert perfundierten Rattenherz nach

regionaler Ischamie, erzeugt durch Ligatur des Ramus interventricularis der
linken Koronararterie, mit (Azid+P) und ohne (Kontrolle) vorhergehender
Prakonditionierung  (3x5 min globale Ischamie) bei azidotischer
Zwischenperfusion.

Inzidenz von Kammerflimmern as kumulative Haufigkeit in %. Kein
signifikanter Unterschied zur Kontrolle

Tabelle7: Inzidenz Kammerflimmern am isoliert perfundierten Rattenherz nach regionaler
Ischamie, erzeugt durch Ligatur des Ramus interventricularis der linken
Koronararterie, mit (Azid+P) und ohne (Kontrolle) vorhergehender
Prékonditionierung  (3x5 min globale Ischamie) bel  azidotischer
Zwischenperfusion.

Inzidenz von Kammerflimmern als kumulative Haufigkeit in %.
Anzahl d.Versuchstiere Inzidenz v. Kammerflimmern in %
N
Azid+P 12 73
Kontrolle 29 69
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4.3.3 Regionale Ischamie zur Induktion ventrikuldrer  Arrhythmien mit
vorhergehender globaler Ischamie/Prékonditionierung bel alkalischer Perfusion

zwischen den Intervallen globaler |schamie

Nachfolgend wird der Effekt der Pr&konditionierung mit akalischer Zwischenperfusion
(Alk+P) sowohl auf die Noradrenalinfreisetzung (s.Abb.14 u. Tab.8) als auch auf die Inzidenz
von Kammerflimmern (VF) (s.Abb.15 u.Tab.7) wéahrend einer regionalen Ischamie, die durch

eine Ligatur der LAD erzeugt wird, wiedergegeben.

4.3.3.1 Noradrenalinfreisetzung

Die aus dem Effluat der Reperfusion berechnete Noradrendinfreisetzung betragt bel der
Kontrollgruppe, die keiner Prékonditionierung unterliegt, nach 30 min regionaler Ischdmie
81+9 pmol/g (n = 29).

In der Gruppe der Herzen mit vorangegangener Prékonditionierung und alkalischer

Zwischenperfusion (Alk+P) sinkt die Noradrenalinfreisetzung auf 31+7 pmol/g (n = 14).
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Abbildung 14: Effekt der Prékonditionierung (3x5 min globale Ischdmie) mit alkalischer
Zwischenperfusion auf die Noradrenalinfreisetzung nach regionaler Ischamie,
erzeugt durch Ligatur des Ramus interventricularis der linken Koronararterie,
am isoliert perfundierten Rattenherz. Werte der Noradrenalinfreisetzung als
Mittelwert (x) = Standardabweichung (SD). P<0,01 im Vergleich zur
Kontrolle
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Tabelle 8: Noradrendlinfreisetzung am isoliert perfundierten Rattenherz nach regionaler

Ischamie, erzeugt durch Ligatur des Ramus interventricularis der linken
Koronararterie, mit (Alk+P) und ohne (Kontrolle) vorhergehender
Prakonditionierung (3x5 min globale I schamie) bei alkalischer Zwischenperfusion.
Werte der Noradrendlinfreisetzung als Mittelwert (x) + Standardabweichung
(SD). P<0,01 im Vergleich zur Kontrolle

Anzahl d.Versuchstiere Noradrenalinfreisetzung in
N pmol/g (x£SD)
Alk +P 14 31+7
Kontrolle 29 81+9

4.3.3.2 Inzidenz von Kammerflimmern

Eine alkalische Zwischenperfusion (pH 8,4) wéhrend der Prékonditionierung senkt neben der

Noradrenalinfreisetzung auch die Inzidenz von Kammerflimmern auf 25% bei den selben

Herzen. Sowohl bel der Noradrendinfreisetzung als auch be der Inzidenz von

Kammerflimmern ist der Unterschied hoch signifikant (p< .01).
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Abbildung 15: Inzidenz Kammerflimmern am isoliert perfundierten Rattenherz nach

regionaler Ischdmie, erzeugt durch Ligatur des Ramus interventricularis der
linken Koronararterie, mit (Alk+P) und ohne (Kontrolle) vorhergehender
Prakonditionierung  (3x5 min globale Ischamie) be alkalischer
Zwischenperfusion.

Inzidenz von Kammerflimmern als kumulative Haufigkeit in %. P<0,01 im
Vergleich zur Kontrolle
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Tabelle9: Inzidenz Kammerflimmern am isoliert perfundierten Rattenherz nach regionaler
Ischamie, erzeugt durch Ligatur des Ramus interventricularis der linken

Koronararterie, mit (Alk+P) und

ohne (Kontrolle) vorhergehender

Prakonditionierung (3x5 min globale Ischamie) bei alkalischer Zwischenperfusion.
Inzidenz von Kammerflimmern als kumulative Haufigkeit in %. P<0.01 im

Vergleich zu Kontrolle

Anzahl d.Versuchstiere Inzidenz v. Kammerflimmern in %
N
Alk+P 14 25
Kontrolle 29 69
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5 Diskussion

5.1  Grundlegende Erkenntnisse

1) Am Model des isoliert perfundierten Rattenherzens konnte erstmals in dieser Studie
gezeigt werden, dass der Schutz des Myokards durch ischamische Prékonditionierung
durch Verénderungen des transmembrandren Protonengradienten vor einer andauernden
Ischamie aufgehoben oder immitiert werden kann. Die ischdmische Prékonditionierung
stellt einen der starksten bekannten kardioprotektiven Mechanismen dar, der das Myokard
vor adrenerger Stimulation durch sympathische Nervenenden schiitzt.

2) Diese Beobachtungen spiegeln sich in der ischédmieinduzierten Noradrenalinfreisetzung
und dem ischdmieinduzierten Kammerflimmern, dem Resultat der arrhytmogenen Wirkung

der adrenergen Stimulation des ischamischen Myokards, wieder.

5.2  Effekt der ischamischen Prakonditionierung auf die Noradrenalinfreisetzung
wahrend anhaltender globaler Ischamie und die Rolle des transmembranaren

Protonengradienten

Es wurde schon in friheren Arbeiten gezeigt, dass die Verringerung der ischdmieinduzierten
Noradrenalinfreisetzung durch ischdmische Prékonditionierung in engem Zusammenhang mit
dem AusmaR, Zeitverlauf und Reversibilitat mit der Verringerung der InfarktgroRe steht'®. Im
Gegensatz zu den angenommenen Mechanismen, die dem Einfluss der Prakonditionierung auf
die Infarktgrofie zugrunde liegen, ist die Protektion des ischdmischen Myokards vor adrenerger
Stimulation durch sympathische Nervenenden weder von der Aktivierung adrenerger
Rezeptoren oder von Adenosinrezeptoren noch von der Aktivierung der Proteinkinase C
abhangig'®.

Es besteht wachsende Ubereinstimmung dahingehend, dass nicht alle Faktoren, die durch die
ischdmische Prékonditionierung beeinflusst werden, enem einzigen gemeinsamen
Mechanismus folgen. So liefd sch zum Beispiel die Reduktion der Infarktgrof3e durch
Proteinkinase-C-Inhibitoren blockieren, wohingegen beim selben Experiment der Effekt der

ischamischen Préakonditionierung auf die Inzidenz von Kammerflimmern unbeeinflusst blieb™.
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Auch vermag die Hemmung der Proteinkinase C, obwohl sie den Effekt der ischdmischen
Prakonditionierung auf die postischamische Wiederherstellung der myokardialen Funktionen
unterbindet, nicht die vorteilhafte Wirkung der Prékonditionierung auf den intrazelluldren pH-
Wert wahrend der |schamie™ erklaren.

Die vorliegende Untersuchung wurde durchgefihrt, um den Mechanismus der Reduktion
ischdmieinduzierter Noradrenalinfreisetzung durch ischamische Prékonditionierung und ihrer
Korrelation zu ventrikularen Arrhythmien zu erkléaren.

Die ischamieinduzierte Noradrendinfreisetzung wurde as ein nicht exozytotischer, in zwei
Schritten ablaufender V organg beschrieben:

Zuerst entweicht im Rahmen der zelluldren Energiedepletion das Noradrenalin aus den
Speichervesikeln und akkumuliert im Axoplasma. Im zwelten, limitierenden Schritt wird das
Noradrenalin mit Hilfe des “Uptakel”-Carriers entgegengesetzt seiner normalen Transport-
richtung in den interstitiellen Spalt transportiert®-**+11312°

Da die Noradrenalinfreisetzung von der neuralen Natriumakkumulation abhangt, bel der der
Na'/H* - Austausch und die beeintrachtigte Funktion der Na'-K*-ATPase eine Rolle spielt,
wurde angenommen, dass die Hemmung der ischamieinduzierten Noradrenalinfreisetzung
durch ischémische Prékonditionierung auf Veranderungen der 1onenverteilung zurtickzufihren
ist. Diese Veranderungen im Bereich der lonenverteilung wird durch ischamische Prékondi-

® verursacht, da die wechselnden Phasen von Ischdmie und Reperfusion eine

tionierung™
schnelle Anderung des transmembranéren Protonengradienten zur Folge haben®*.

Aus diesem Grund wurde dieser Protonengradient durch verschiedene pH-Werte wéhrend der
Perfuson moduliert. Die Ergebnisse zeigen einen starken Zusammenhang zwischen dem Effekt
der ischémischen Prakonditionierung und dem pH-Wert der Reperfusionsdsung.

So wird gefolgert, dass die Errichtung eines transmembrandren Protonengradienten, dem
charakteristischen Merkmal der ischdmischen Prékonditionierung, nétig ist um eine protektive
Wirkung auf die adrenerge Stimulation durch sympathischen Nervenenden zu entwickeln.
Kontrollexperimente mit drei intermittierenden Perioden flinfminltiger alkalischer oder
azidotischer Perfusion per se zeigten keinen Einfluss auf die ischdmieinduzierte

Noradrenalinfreisetzung.

49



Diskussion

53 Die Wirkung intrazelularer, durch NH,  erzeugter Azidose auf die

Noradrenalinfreisetzung wahrend der globalen Ischamie

Der transmembranare Protonengradient wahrend der ischdmischen Prakonditionierung kann
zum einen durch Veranderung des extrazelluldren pH-Werts im Reperfusat und zum anderen
durch Veranderung des intrazellularen pH-Werts mit Hilfe der NH,™-“prepulse”-Methode
beeinflusst werden**'®. Bei der NH,"-“prepulse“-Methode wird der intazellulare pH-Wert
durch Perfuson mit 10 mM Loésung auf einen pH-Wert von 6,4 -6,9 gesenkt. Dabei
durchlaufen die isoliert perfundierten Rattenherzen 3 funfminttige Perioden intazellularer
Azidose jeweils gefolgt von 5 Minuten Perfusion ohne NH,“". Dazu wurde untersucht, ob der
Zustand einer intermittierenden intrazelluldren Azidose unmittelbar vor einer anhaltenden
Ischamie den Effekt der ischamischen Prékonditionierung auf die Noradrenalinfreisetzung
reproduzieren kann. Durch die Anwendung der “prepulse” Methode (intermittierende Perioden
intrazelluldrer Azidose) wurde die Noradrenalinfreisetzung wéhrend der darauffolgenden
Ischamie um 67% gesenkt, was in seiner Auswirkung mit dem Effekt der ischdmischen
Prakonditionierung vergleichbar ist.

Durch Veranderung des pH-Werts der Perfusionslosung auf 6,5 wahrend des NH,4"-“ prepul se*
wurde der Effekt der intermittierenden intrazelluléaren Azidose auf die Noradrenalinfreisetzung
aufgehoben. Daraus folgt, dass die wiederholte Induktion eines transmembrandren
Protonengradienten den protektiven Effekt der ischdmischen Prakonditionierung an den
sympathischen Nervenenden des Rattenherzens imitieren kann.

Es kam zu einer geringfiigigen aber signifikanten Freisetzung von Noradrenalin und seines
Metaboliten  3,4-Dihydroxyphenylethylenglycol (DOPEG) wahrend der kurzzeitigen
intrazellularen Azidose. Intrazelluldre Azidose, verursacht durch die NH,"™-“prepulse”-Methode
konnte in einem Zusammenhang stehen mit dem vesikuldren Protonenpotential und zu einer
axoplasmatischen Akkumulation von Noradrenalin fihren, die dann letztendlich eine
Freisetzung von Noradrenalin und seines DOPEG™ zur Folge hat.

Der NH4 -“prepulse” hatte keine Auswirkung auf die Noradrendlinfreisetzung nach
Cyanidintoxikation, einem anderen Modell fiir die anhaltenden Energiedepletion™. Dies
entspricht friheren Ergebnissen, die einen starken Einfluss der ischdmischen Prékondi-
tionierung auf die ischdmieinduzierte, nicht aber auf eine cyanidinduzierte Noradrenalin-

freisetzung'® gezeigt haben. Einige Studien haben sich mit dem alleinigen Effekt von
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préischdmischer Azidose auf die myokardialen Parameter befasst. Wéahrend eine Studie eine
verbesserte postischamische funktionelle Erholung nach kurzzeitiger praischamischer

azidotischer Perfusion (pH 6,0)**°

am Kaninchenherz beobachtete, gelang dies bei einer
anderen Studie mit azidotisch (pH 6,4) perfundierten Rattenherzen® nicht. Verringert man den
intrazellul&ren pH-Wert wéhrend ener  anhaltenden Ischdmiephase, indem man die
Pufferkapazitét beeinflusst, wird der vortellhafte Effekt der ischdmischen Prakonditionierung
auf die Kontraktilitdt und metabolische Parameter am Rattenherz” aufgehoben. Bisher war
keine Untersuchung verfliigbar, die sch mit der Bedeutung des transmembrandren
Protonengradienten wahrend der ischamischen Prékonditionierung auf die Infarktgrofde oder

Arrhythmien beschéftigt hat.

54 Zum Zusammenhang zwischen ischamischer Prékonditionierung neuralen

Gewebes und ischamieinduziertem Kammerflimmern

Da ene interstitielle Akkumulation von Noradrenalin die Schadigung des ischdmischen
Myokards'® beschleunigt und an der Entstehung ischdmieinduzierter Arrhythmien® beteiligt
ist, konnte eine Hemmung der nichtexozytotischen Noradrenalinfreisetzung zu einer
Verringerung der ischamischen Schaden am Myokard fihren. Die eigene Untersuchung am
Modell der regionalen Ischdmie beim isoliert perfundierten Rattenherz konnte zeigen, dass
sowohl die ischdmieinduzierte Noradrendinfreisetzung as auch die Inzidenz von
Kammerflimmern durch ischdmische Prakonditionierung und durch Verénderung des
transmembrandren Protonengradienten in dhnlicher Weise reduziert werden konnen. Obgleich
die Rolle der Katecholamine bel der ischdmischen Prakonditionierung bzgl. einer Reduzierung
der InfarktgréRe kontrovers diskutiert wird %, gibt es deutliche Hinweise dafiir, dass
ischdmieinduzierte Arrhythmien durch eine Noradrenalinfreisetzung wahrend der Ischdmie

25,67

verursacht und durch ischémische Prékonditionierung beeinflusst werden kénnen.
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55 Das pH-Wert regulierende lonen-Transportsystem und der Effekt der

isch&mischen Prakonditionierung auf die Noradrenalinfreisetzung

Da die nichtexozytotische, carrier-vermittelte Noradrenalinfreisetzung wéahrend der Ischémie

von der Natriumakkumulation im Axoplasma™

abhangig ist, konzentriert sich die Erklérung,
warum die Induktion eines transmembranalen Protonengradienten fir den Effekt der
ischdmischen Prékonditionierung auf die Noradrenalinfreisetzung notig ist, auf pH-regulierende
Transportsysteme.
Eine Aktivierung des Na'/H" -Austauschers durch die ischamische Prakonditionierung wurde
vorgeschlagen™ und eine Blockade des Na'/H" -Austauschers wurde untersucht***#’.
Was die InfarktgroRe®® betrifft, unterstiitzen die Daten der vorliegenden Untersuchung die
Annahme, dass es durch eine Blockade des Na'/H" -Austauschers zu einem zusétzlichen
Schutz des Myokards neben der Protektion durch die ischamische Prakonditionierung kommt.
Dies stimmt mit den Ergebnissen der meisten Untersuchungen Uberein die zeigen, dass eine
Hemmung des NA*/H'-Austauschers wahrend anhaltender |schamie einen positiven Einfluss
auslibt %",
Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass die hier vorgestellte Untersuchung die bedeutende
Rolle des Protonengradienten wdahrend der ischdmischen Pr&konditionierung und deren
protektiven Einfluss auf die sympathischen Nervenenden am Rattenherz zeigt und diese
Beobachtung mit dem ischdmieinduzierten Kammerflimmern als myokardiaen Endpunkt
verbindet.
Dies hilft vielleicht nicht nur die Protektion des neuralen Gewebes am ischamischen Herz
besser zu verstehen, sondern auch die ischdmische Prakonditionierung als protektiven
Mechanismus an den myokardialen Endpunkten, Infarktgréf3e und Arrhythmien zu erklaren

und weitere Studien anzuregen, die sich mit den Mechanismen der pH-Regulation befassen.
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5.6  Ischamische Prékonditionierung und ihre klinische Relevanz

Im Tierexperiment kann das Ausmass der Infarktgrosse nach Koronarokklusion durch kurze
vorangehende Ischamiephasen deutlich reduziert werden. Dieser Effekt der ischamischen
Prakonditionierung ist einer der starksten bekannten kardioprotektiven Mechanismen.

Immer mehr Befunde sprechen daftir, dass auch beim Menschen prékonditionierende Effekte in
verschiedenen physiologischen und pathophysiologischen Situationen eine Rolle spielen.
Beispielsweise kann das Auftreten von Préinfarktangina vor einem Herzinfarkt zu einer vom
zeitlichen Verlauf der Prainfarktangina abhangigen Infarktgréssenreduktion fiihren®. Ebenso
wird die ,,Waking-Through“-Angina, das heil3t das Nachlassen einer belastungsinduzierten
pektangindsen Symptomatik bei fortgesetzter Belastung, auf protektive Effekte einer
ischamischen Prakonditionierung zuriickgefiihrt®. Auch im Rahmen einer Koronarangioplastik
fuhrt bel zwei aufeinander folgenden Balloninsufflationen die zwelte Insufflation im Vergleich
zur esten zu ener geingeren Ischamiereaktion und zu ener verminderten
Anginasymptomatik'®’. Diese Beobachtung wird as Prakonditionierung gedeutet.

Auf der Basis tierexperimenteller Befunde sind verschiedene pharmakologische Substanzen
identifiziert worden, durch welche ein Kkardioprotektiver Effekt im Sinne einer
»pharmakologischen Prakonditionierung”“ beim Menschen induziert werden kann. In klinischen
Studien konnte gezeigt werden, dass die Applikation von Adenosin, von
Adenosinrezeptorantagonisten*”  und von Dipyridamol™®® (eénem Hemmstoff des
Nucleosidtransports) vor Koronarangioplasten zu einer geringeren Ischdmiereaktion wahrend
der nachfolgenden Balloninsufflation fuhrt. Auch die verringerung myokardialer
| schamiephasen bei Patienten mit instabiler Angina pectoris unter Nicorandil (einem Aktivator
des ATP-senditiven Kaliumkanals) wird als pharmakologisch induzierte Prakonditionierung
gedeutet™®. Zusitzlich wurden bei verschiedenen operativen Eingriffen am Herzen
therapeutische Konzepte zur myokardialen Prékonditionierung entwickelt: Durch kurze
Ischamiephasen und pharmakologische Prakonditionierung vor Koronarangioplastie, vor
herzchirurgischen Eingriffen oder zur Protektion von Spenderherzen bel geplanten
Herztransplantationen konnte in verschiedenen experimentellen und klinischen Studien eine
Kardioprotektion induziert werden®. Andererseits sollten insbesondere bel Patienten mit KHK
potentielle , antiprakonditionierende” Effekte einer Vielzahl von Medikamenten in Betracht
gezogen werden. So wurde bel Patienten unter Therapie mit Sulfonylharnstoffprgparaten, wie

etwa Glibenclamid, bel denen im Rahmen eines akuten Myokardinfarkts eine
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Ballonangioplastie durchgeftihrt wurde, eine hohere Frihmortalitdt gegeniber Kontrollen
gezeigt™.

Das Ziel zukUnftiger Forschung sollte darin bestehen, den aus dem Tierlabor bekannten
Schutzmechanismus der Prékonditionierung zum Klinisch therapeutischen Einsatz zu bringen
und durch kontrollierte klinische Studien den Transfer vom"laboratory-based® Phénomen zur

»evidenced-based” Therapie zu erreichen.



Zusammenfassung

6 Zusammenfassung

Ischamische Préakonditionierung schiitzt myokardiales und neuronales Gewebe im Herz. Die
vorliegende Studie untersuchte, inwieweit sich ein transmembrandrer Protonengradient, der
sich wéhrend der ischémischen Prékonditionierung aufbaut, auf die Reduktion der ischdmisch
induzierten Noradrendinfreisetzung auswirkt und welche Rolle dieser Effekt auf das
ischamisch induzierte Kammerflimmern hat.

| schamische Prakonditionierung senkt die Noradrenalinfreisetzung wéahrend einer 20-minitigen
globalen Ischamie um 56%. Eine azidotische Perfusion (pH 6.5) der Herzen wéahrend der
ischdmischen Prakonditionierung hob den Effekt der ischamischen Prakonditionierung auf die
Noradrenalinfreisetzung vollkommen auf. Eine alkalische Perfusion (pH 8.5) hingegen senkte
die Noradrendlinfreisetzung um 72%. Bei neutraler Perfusion wéhrend einer 30-mindtigen
Ligatur der LAD zur Erzeugung einer regionalen Ischamie durch ischamische
Prakonditionierung reduzierte sich die Noradrenalinfreisetzung von 81+9 auf 47+4 pmol/g und
die Inzidenz fur Kammerflimmern von 69% auf 41%. Unterlagen Herzen wéhrend der
ischdmischen Pr&konditionierung einer azidotischen Reperfusion, wurde der Effekt der
ischdmischen Prékonditionierung vollstandig aufgehoben (Noradrenalin: 85+14 pmol/g;
Kammerflimmern: 71%). Dem gegentber nahm der protektive Effekt der ischdmischen
Prakonditionierung erkennbar an der Noradrenadlinfreisetzung (31+5 pmol/g) und dem
Kammerflimmern (25%) bel alkalisch reperfundierten Herzen zu.

Die Abnahme der Noradrenalinfreisetzung durch ischdmische Prakonditionierung ist von einem
transmembrandren  Protonengradienten waéhrend der ischamischen Prakonditionierung
abhangig. Die ischdmische Prakonditionierung kann durch wiederholte intrazelluléare Azidose
immitiert werden. Die Abnahme der Freisetzung von Noradrenalin durch ischamische
Prakonditionierung ist verbunden mit einem gleichzeitigen Rickgang des ischémisch

induzierten Kammerflimmerns.
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7 Summary

Study on the influence of ischemic preconditioned on the norepinephrine release and the
ventricular fibrillation in rat hearts ex vivo (Langendorff), with consideration of the

transmembrane proton gradient

| schemic preconditioning protects myocardial and neural tissue in the heart. The present study
tested, whether a transmembrane proton gradient, built up during ischemic preconditioning, is
involved in the reduction of ischemic-induced norepinephrine release, and, what is the impact
of this effect on ischemic-induced ventricular fibrillation.
| schemic preconditioning reduced norepinephrine release during 20 minutes global ischemia by
56%. Perfusing the hearts with an acidic perfuson buffer (pH 6.5) during ischemic
preconditioning completely abolished the effects of ischemic preconditioning on norepinephrin
release, while an alkaline perfusion buffer (pH 8.5) during ischemic preconditioning suppressed
norepinephrine release by 72%.

During 30 min ligation of LAD for regional ischemia, norepinephrine release and the incidence
of ventricular fibrillation were reduced by ischemic preconditioning from 81+9 to 47+4 pmol/g
(norepinephrine) and from 69% to 41% (ventricular fibrillation). When hearts were reperfused
during ischemic preconditioning with an acidic medium, the effect of ischemic preconditioning
was completely abolished (norepinephrine: 85+14 pmol/g; ventricular fibrillation: 71%).
Furthermore, hearts reperfused with an akaline medium showed an increased effect of
ischemic preconditioning on norepinephrine release (31+5 pmol/g) and ventricular fibrillation
(25%).

Reduction of norepinephrine release by ischemic preconditioning depends on transmembrane
proton gradient during ischemic preconditioning and ischemic preconditioning can be imitated
by intermittent intracellular acidosis. The reduction of norepinephrine release by ischemic
preconditioning is accompanied by a paralel reduction of ischemiainduced ventricular

fibrillation.
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