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Abstraktum

Die kardiale Ischamietoleranz wird durch ischamische Prakonditionierung er-
héht. Hitzeschockproteine (HSP) initiieren diesen Mechanismus. Patienten mit
Infarktrisiko kdnnten von einer Prakonditionierung vor therapeutischen Eingrif-
fen wie Koronarangioplastien und koronaren Bypassoperationen profitieren. Die
pharmakologische HSP-Induktion ist derzeit in vivo nicht praktikabel. Herbimy-
cin A eignet sich in vitro zur HSP-Induktion in Kardiomyozyten. Nach Vorbe-
handlung mit Herbimycin A wird an Schweineherzen im Working-Heart-Modell
untersucht, ob dies auch in vivo erreichbar ist.

21 Ferkel (10,6 = 1,2 kg) werden in die Gruppen Kontrolle (K), ischdmische
(1) und pharmakologische (P) Prdkonditionierung (n = jeweils 7) eingeteilt. Letz-
tere erhalten 16 h praoperativ 0,1 mg Herbimycin A pro kg Kdérpergewicht i.v..
Alle Tiere werden unter standardisierter Vollnarkose sternotomiert. In der Ischa-
miegruppe wird vor der 5-minltigen, kalten, antegraden Blutkardioplegie ein
Ramus diagonalis im Abstand von 5 min 3 x je flr 3 min okkludiert. Alle explan-
tierten Herzen werden einer 84 min Ischamie unterbrochen durch 2 Intervalle
mit 5 min Kardioplegie ausgesetzt. Nach 31 min Reperfusion mit 38°C physio-
logisch konditioniertem homologem Schweineblut erfolgt tGber 120 min die
kontinuierliche Messung der Herzfunktion (Stroke-Work-Index, SWI) im ex situ
Working-Heart-Modell. Vor und unmittelbar nach Ischamie sowie am Versuchs-
ende werden Proben flr die Untersuchung morphologischer und biochemischer
Parameter enthommen (Wassergehalt, Beurteilung myokardialer Kontraktions-
banden und apoptotischer Zellkerne, Caspase-3, HSP70, Troponin-I, Laktat).

Der SWI ist wahrend der ersten 30 min Working Heart in der Ischamiegruppe
mit 9,38 (IQB: 6,66-13,29) dynxcmx beats 'xg™ signifikant héher (P 6,4; K 6,3;
p<0,001). Der Laktatwert ist am Versuchsbeginn in der Pharmagruppe mit 0,75
(1QB: 0,55-1,23) mmol/l signifikant héher (I 1,4; K 2,1; p<0,05). Der Rickgang
des HSP-Gehalts ist in der Pharmagruppe signifikant héher als in den
Vergleichsgruppen (p<0,05). Alle Ubrigen Werte unterscheiden sich nicht
zwischen den Gruppen. Ischdmisch prakonditionierte Herzen zeigen frihpost-
ischamisch die besten Parameter. Eine pharmakologische Prékonditionierung

scheint mit Herbimycin A in der verwendeten Dosierung nicht méglich zu sein.
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1 Einleitung

1.1 Myokardiale Prakonditionierung

Das Myokard besitzt die Fahigkeit, sich an StreBsituationen anzupassen.
Dies kommt im Phanomen der Prékonditionierung (PK) zum Ausdruck. Die PK
hat einen groBen Anteil an der kardiologischen Forschung der letzten 15 Jahre.
Seit der Publikation von Murry et al. im Jahre 1986'%°, die sich dem Thema
erstmals widmete, sind bis ins Jahr 2003 mehr als 2000 Veroffentlichungen
erschienen, die direkt diesem Thema zugeschrieben werden kénnen. Murrys
Originalartikel aus dem Jahre 1986 ist der am haufigsten zitierte Artikel, den
Circulation je publizierte.

Bei der Prakonditionierung wird ein subletaler, z.B. ischamischer Stress dazu
benutzt, um die Toleranz des Myokards gegenlber einem nachfolgenden
ischamischen Stress zu verbessern. Anfangs ging man von einer sofortigen
Anpassung des Herzens an einen kurzen Verschluss der Koronararterien
aus'®, heute gilt die PK als ein biphasisches Phanomen mit einer friihen Phase
der Protektion (first window of protection - FWOP), die innerhalb weniger
Minuten einsetzt und fir 2 - 3 Stunden anhalt, und einer spaten Phase (second
window of protection - SWOP), die nach 12 - 24 Stunden auftritt und 3 - 4 Tage
anhalt'®>'?1,

Die PK reduziert die InfarktgroBe®19>121:13% gas myokardiale Stunning'®,
Arrhythmien®” und endotheliale Fehlfunktionen®. Hiervon kénnen Patienten mit
instabiler Angina pectoris und einem hohen Infarktrisiko profitieren. Weitere
potentielle  Anwendungsgebiete stellen herzchirurgische Eingriffe  mit
kontrollierter induzierter ischamischer Phase wie zum Beispiel aortokoronare
Bypassoperationen oder die Protektion von Spenderorganen dar?'®.

1.2 Ablauf der Prakonditionierung

Abbildung 1 zeigt den zeitlichen Ablauf der zum Phanomen der PK

fuhrenden Mechanismen.
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Durch Trigger wie beispielsweise die Ischamie werden Signalwege induziert,
die direkt zum FWOP flahren. Dartber hinaus kénnen am Ende der aktivierten
Signalwege Mediatoren gebildet werden, die das SWOP initiieren. Es sind
Trigger bekannt, die im Kurzschluss sowohl das FWOP als auch das SWOP
auslésen kdnnen. Wahrend das FWOP sich weder durch pharmakologische
Trigger® noch durch wiederholte ischamische Phasen® ausdehnen Iasst, kann
das SWOP durch weitere Applikation von préakonditionierenden MaBnahmen

ausgedehnt werden und fiihrt zu keiner Toleranzentwicklung®.

Abbildung 1: Ablauf der Prakonditionierung

mod. nach Pagliarow, Rubino'"?, Bolli*® und Zhao®*
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1.2.1  First Window of Preconditioning (FWOP)

1.2.1.1 Trigger

Ischdmie und Stickstoffmonoxid (NO). Klassischerweise ist die kritische
Reduktion des myokardialen Blutflusses der Stimulus fir die PK'®. Direkt nach
der prakonditionierenden Ischamie kommt es zu einer NO-Produktion durch
Aktivierung der endothelialen NO-Synthase (eNOS). NO reagiert wahrend der
Reperfusion mit Superoxid-Anionen. Diese Reaktion fuhrt zu Peroxynitrit,
welches die e-Isoform der Proteinkinase C (PKC) aktiviert?®. PKC &ffnet K*arp-
Kanale, was letztlich Uber eine sarkolemmale Hyperpolarisation und/oder eine
mitochondriale Depolarisation zum FWOP fiihrt'"".

Adenosin ist ein weiterer Trigger, der den gleichen Signalweg wie NO

aktiviert'".

1.2.1.2 Signalwege

Proteinkinase C.

Die Entstehung von NO wahrend des initialen ischamischen Stresses flhrt
zu einer selektiven Translokation und Aktivierung von PKC221%>1%8  Die
aktivierte PKC; flihrt Gber den 0.g. K'atp-Kanal-abhangigen Mechanismus zum
FWOP'"'. Eine Hemmung der PKC,-Translokation und -aktivierung verhindert
die PK'®. Bei Gabe von NO-Donatoren unter AusschluB von Ischamie zeigt
sich eine selektive Aktivierung der PKC,, die quantitativ gleich ausfallt wie bei

der ischamisch-induzierten PK'®,

1.2.1.3 Mediatoren

Karp-Kanéle. Einen der letzten Schritte zum FWOP bringen zahlreiche
Studien mit der sarkolemmalen Hyperpolarisation und/oder der mitochondrialen
Depolarisation durch das Offnen der K*arp-Kanéle in Verbindung*''"'"". Diese
Hypothese wird dadurch gestarkt, daB die K 'arp-Kanale mit Glibenclamid oder
5HD blockiert werden kénnen und die Wirkung der ischdmische PK in Hunden

und Ratten verhindert wird®%8104179,
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1.2.2 Second Window of Preconditioning (SWOP)

1.2.2.1 Trigger

Das SWOP benétigt analog zur PKC-abhangigen Induktion des FWOP
Trigger, die die nachfolgenden Signalwege aktivieren. Neben Ischamie/NO sind
Adenosin, reaktive Sauerstoffradikale (ROS), Opioide und weitere Pharmaka
als Proteinkinase C (PKC)/Protein-Tyrosin-Kinasen (PTK) aktivierende Stimuli
bekannt.

Auf die Bedeutung des Pharmakons Herbimycin A wird im Kapitel 1.3.5
eingegangen.

Stickstoffmonoxid (NO). Zahlreiche Autoren beschreiben die Beteiligung des
NO am SWOQP?"2888167.197.198 " njs Bildung von Peroxynitrit fihrt zu einer
Aktivierung der e-Isoform der PKC (s. Kapitel 1.2.1.1). Der zum FWOP flihrende
Signalweg Uber die PKC aktiviert zusatzlich die Signalkaskade CUber
Tyrosinkinasen (PTK) und Mitogen aktivierte Proteinkinasen (MAPK). Diese
zusétzlich ausgeldste Kaskade fihrt verzdgert zur Aktivierung von iNOS?, die
vorwiegend mitochondriale Kaliumkanale'”® beeinfluBt. Dies 6ffnet letztlich das
zweite Fenster der Prakonditionierung®.

In Untersuchungen an Kaninchenherzen, die 24 Stunden zuvor einer
prakonditionierenden Ischamie unterworfen worden waren, zeigte sich eine
Reduzierung der InfarkigréBe um 50% nach 30-minUtiger Koronarokklusion und
3-tagiger Reperfusion'®’. Exogen verabreichtes NO reicht ebenfalls aus, um die
Ausbildung des SWOP zu induzieren, und zwar sowohl gegen das Stunning als
auch gegen den Myokardinfarkt®®®8%1%_Die Applikationsart spielt hierbei keine

980 als auch transdermal®® 148t sich der Effekt erzielen.

Rolle. Sowohl intravends
Dartber hinaus unterliegt dieser ProzeB nicht der Entwicklung einer
Nitrattoleranz®°.

Adenosin. Die Aktivierung von Adenosin-Rezeptoren fuhrt wie in Kapitel
1.2.1.1 genannt hauptsachlich zum FWOP*''""'® GemaRB der Untersuchungen
von Baxter et al.'® 148t sich durch Adenosin-Agonisten auch im SWOP nach 24

Stunden eine Protektion nachweisen.



14

Reaktive Sauerstoffradikale sollen Uber den in Kapitel 1.2.1.1 genannten
Peroxinitrit-Weg ebenfalls eine Protektion sowohl im FWOP als auch im SWOP
triggern kénnen'*.

Opioide. Versuche an Ratten>® und Mausen’® deuten darauf hin, daB eine
pharmakologische Aktivierung der &;-Opioidrezeptoren eine Abnahme der
InfarktgroBe nach 24-48 Stunden bewirkt.

1.2.2.2 Mediatoren

Hitzeschockproteine. Die Auswirkungen von Hitzeschockproteinen (HSP) auf
die Prakonditionierung werden im Kapitel 1.3 abgehandelt.

NO spielt eine Doppelrolle in der Physiologie der PK. Initial tritt es als Trigger
quf?2780167.198.198 = ghater als  Mediator’®81972%  Man nennt diesen
Mechanismus auch die ,NO-Hypothese der Prakonditionierung“®®. Die NO-
Synthasen (NOS) werden zu den Mediatoren gez&hlt®®.

Mitochondriale Superoxid-Dismutase (MnSOD). Die Aktivitdit der MnSOD
steigt 24 Stunden nach ischamischer PK an. Die MnSOD-Induktion findet
zeitlich parallel zum SWOP statt?’®. Die Zunahme der MnSOD-Aktivitat nach
Ischamie und Bewegung scheint durch die Bildung von Sauerstoffradikalen,
TNF-o. und Interleukin-1B verursacht zu sein®*#'>?'7. Dieselbe Verkniipfung
wurde nach Hyperthermie®'” und Belastung®'* beobachtet.

Kare-Kanéle. Ebenso wie die Aktivierung von PTK, MAPK und iNOS fihrt
Diazoxid durch eine selektive Aktivierung der mitochondrialen K*arp-Kanéle
zum SWOP in Ratten- und Kaninchenherzen %’ Die Vermeidung einer Ca**-
Uberladung kénnte hierfiir ursachlich sein'’®. Die Blockade der mitochondrialen

K*atp-Kanale kann das SWOP verhindern®®8381132.151.199,

1.2.2.3 Signalwege

Protein-Tyrosin-Kinasen (PTK). Es wurden mehr als 1000 verschiedene PTK
entdeckt. Imagawa et al. zeigten durch den PTK-Inhibitor Genistein, daB PTK
eine inhibitorische Rolle bei der ischamisch induzierten PK spielen®’. Genistein

ist ein Inhibitor der meisten bekannten PTK. In Studien an Kaninchen*®1%®



15

zeigte sich, daB die ischamische PK selektiv zwei Mitglieder der PTK-Familie
(Src und Lck) aktiviert*®'%8,
Proteinkinase C. Die Aktivierung des PKC-Signalweges durch beispielsweise

I'” oder Hitze-Induktion?'® hat eine kardioprotektive

Dioctanoyl-sn-Glycero
Wirkung, die sich durch dessen Inhibition mit beispielsweise Chelerythrin
aufheben 14Bt". Die ischamische PK fiihrt zu einer selektiven Translokation und
Aktivierung von PKC.'*®. Von NO abgeleitete Sauerstoffradikale aktivieren die
PKC, entweder durch direkte oxidative Modifikationen oder durch Aktivierung
von Phospholipiden'>'%,

Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK). Ein weiterer Ansatzpunkt der
PKC-abangigen Kaskade ist die MAPK-Familie, die durch kurze
Ischamiephasen in isolierten Herzen aktiviert werden kann'*'%. Das SWOP ist
allerdings nur von kurzer Dauer™®'’. Die selektive Uberexpression der PKC; in
Kaninchenmyozyten bewirkt eine MAPK-Aktivierung und wirkt kardioprotektiv.
Dieser Effekt kann durch selektive Inhibitoren aufgehoben werden'*®.

Transkriptionsfaktoren. Die verstarkte Aktivierung von PKC und PTK
induziert Transkriptionsfaktoren, die kardioprotektive Gene exprimieren. Einer
dieser Faktoren ist der Nukleus-Faktor kB (NF-kB)?'", der als Hauptmodulator
der iINOS-Genexpression bekannt ist. Xuan et al. zeigten, daB ischdmische PK
eine schnelle Aktivierung von NF-kB nach sich zieht, und daB diese Wirkung

durch die Gabe von NO-Donatoren imitiert wird®'" .

1.3 Induktion von Hitzeschockproteinen

1.3.1 Die Entdeckung der Hitzeschockproteine

1962 isolierte Ritossa aus hitzebehandelten Chromosomen von

Speicheldriisenzellen der Drosophila-Larven Proteine'®®, die spater als

115149 Neben Hitze kénnen auch

andere  StreBfaktoren wie  Virusinfektionen®°*'%  Steroidhormone'*,

Hitzeschockproteine bezeichnet wurden

Natriumarsenit''®, Ethanol'® und Schwermetalle wie Kadmium''* diese
Proteine induzieren. In Kardiomyozyten kénnen dartber hinaus Ischamie und
freie Radikal-Bildner diese Proteine induzieren'®.
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Es zeigten sich Interaktionen der Proteine auf molekularer Ebene innerhalb
der Zelle, beispielsweise am Steroidrezeptor®® oder beim Ablauf des
programmierten Zelltodes. Robertson et al. gelang der Nachweis, daB bei
gehemmter HSP-Synthese die Apoptoserate stieg'”°.

1.3.2 Induktion von Hitzeschockproteinen

Eine in vitro-Induktion von HSP70 gelang in der von Rattenherzen
75135 in nativen Myokardzellen*? und in Zellen des
Koronarendothels der Ratte'®®. Sowohl HSP27 als auch HSP70 zeigen dabei
einen kardioprotektiven Effekt auf isolierte Myokardzellen'®. Zusatzlich wird

eine ganze Reihe anderer Hitzeschockproteine wie HSP90, HSP60, und HSP56
47,129,136

abgeleiteten H9c2-Zellreihe

induziert

Eine in vivo-Induktion von HSP in der Langendorff-Perfusionsapparatur*®
zeigt sich auf verschiedene Stimuli wie Druck- oder VqumenUberIastung*“,
Exposition gegenilber Schwermetallen'™ sowie Medikamenten  wie

® oder Isopropenerol?®. Sowohl durch Hitze- als

Vasopressin, Angiotensin'®
auch durch Ischamievorbehandlung laBt sich eine Reduktion der InfarktgréBe
durch HSP-Synthese erzielen®®'?'. Die induzierte HSP-Menge korreliert dabei
mit der Auspragung des kardioprotektiven Effekts'23%2.

Bei der spezifischen HSP70-Induktion in gentechnisch veranderten
Mausen'? zeigten sich kardioprotektive Effekte, die durch Reduktion der
Infarkigr6Be und verringerter Creatinkinase-Expression verifiziert wurden. Die
alleinige Uberexpression von HSP70 reicht demnach in vivo aus, um die

myokardiale Protektion zu erreichen.

1.3.3 Die protektive Wirkung von Hitzeschockproteinen

Die protektive Wirkung der HSP im Herzen entspricht dem in anderen
Geweben und Zelltypen'®'%°. Neben einer Beteiligung am FaltprozeB anderer
Proteine® spielen die HSP auch bei weiteren biologischen Prozessen eine
Rolle''° (siehe Tabelle 1).



17

Tabelle 1: Aktivierungskaskade der HSP und deren protektiver Effekt

Stimulus Transkriptions — Faktor Protektiver Effekt
2 zunehmende
Proteinfaltung
,Stress > HSF-1 3 » é\bbag abnormaler
roteine
Gen- HSP-

2 Inhibition von
Apoptose
H > NF-IL6 7 N Protektion des
ZytOKme STAT Zytoskeletts

Transkription = Synthese

N gesteigerte NO-
Synthese

1.3.3.1 Hitzeschockproteine und Apoptose

Am Beginn der Apoptosekaskade steht freigesetztes mitochondriales
Cytochrom C, das das Protein Apaf-1 oligomerisiert, welches wiederum
Caspase-9 aktiviert.

HSP70 inhibiert die Verstarkung von Pro-Caspase-9 durch das

oligomerisierte Apaf-12*17

und kann darUber hinaus die Apoptose unabhéangig
von der Caspase hemmen®®'. HSP27 bindet an Cytochrom C und verhindert
dessen Bindung an Apaf-1%2®*. HSP90 bindet an Apaf-1 und verhindert somit

dessen Bindung an Cytochrom C'*®.

1.3.3.2 Hitzeschockproteine und das NO-System

Eine Uberexpression von HSP70 erhéht die NO-Produktion?’ und HSP90
stimuliert direkt eNOS®2.

1.3.4 Induktion von Hitzeschockproteinen im Herzen und deren
therapeutisches Potential

Pharmakologische Methoden. HSP kbénnen durch streBfreie Verfahren

6'®® und

induziert werden, beispielsweise durch die Zytokine Interleukin-
Interleukin-10"®®. Es wurde gezeigt, daB diese Induktoren nicht Uiber den HSF-
1-Weg sondern iber NF-IL6 und STAT3 eine HSP-Expression bewirken'®1%°

(siehe Tabelle 1). Auch die HSP-Induktion durch den Tyrosinkinase-Inhibitor
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Herbimycin A in Myozytenkulturen verlauft Gber den selben Mechanismus®®'%’

(s. Kapitel 1.3.5).
Eine Induktion von HSP zeigte sich im perfundierten ex situ-Herzen durch

204 3 und die Aktivierung des Adenosin As-

Bimoclomol“™, Norepinephrin
Rezeptors*®. Demnach besteht eine Beziehung zwischen Adenosin und HSP.
Ischdmische Prékonditionierung. In frihen Untersuchungen zeigte sich ein
Anstieg des myokardialen HSP70-Gehalts innerhalb von 24 Stunden nach
ischamischer PK'%%'2' |n darauf folgenden Studien konnte keine HSP70-
Induktion in ischdmisch préakonditionierten'>??" Kaninchenherzen nachgewiesen
werden, obwohl es zur Ausbildung eines SWOP kam'®. In anderen Studien
wurde entweder Glibenclamid oder 5-Hydroxydecanoat (5HD) vor der
hyperthermen oder der ischamischen Prakonditionierung verabreicht. In beiden
Fallen konnte ein Anstieg des HSP-Gehalts nachgewiesen werden. Eine
Infarktreduzierung zeigte sich aber nur, wenn eine der Substanzen 30 Minuten

vor der Ischamie/Reperfusion gegeben wurde.

1.3.5 Induktion von Hitzeschockproteinen durch Herbimycin A

Abbildung 2: Strukturformel von Herbimycin A

Das Benzochinoid-Ansamycin  Antibiotikum Herbimycin A hat die
Molekularformel CgzoH42N2Og (s. Abbildung 2) und ein Molekulargewicht von
574,3 Dalton. Herbimycin A inaktiviert die p-°*src Tyrosinkinase durch eine
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Reaktion mit den Thiolgruppen. Dieser Mechanismus wurde in einer ganzen

Reihe von Zelltypen, wie beispielsweise Myozyten®, Fibroblasten und humanen

138 nachgewiesen. Eine Wirksamkeit hat sich auch

203
.

epidermalen Karzinomzellen
an anderen Tyrosinkinasen gezeig

Herbimycin A kann die Expression von Hitzeschockproteinen im Myokard
erhdhen®®'%". Es kommt zu einer gesteigerten Expression von HSP durch die
Bindung des Hitzeschockfaktors (HSF) an das Hitzeschockelement (HSE), das
sich in der Promoterregion des HSP-Gens befindet®.

Conde et al. zeigten, daB in Myokardzellen HSP70, HSP90 und HSP27 auf
die Herbimycin A-Gabe exprimiert werden®. Darliber hinaus wurde in dieser
Studie nachgewiesen, daB Herbimycin A vorbehandelte, isolierte
Kardiomyozyten gegentber einem nachfolgenden ischamischen StreB
widerstandsfahiger sind. Diese Toleranz war wirksamer als bei hyperthermisch
prakonditionierten Kardiomyozyten. Zusatzlich wurde untersucht, ob Herbimycin
A zu zellularen Schaden fihrt. Der fehlende Anstieg der gemessenen
Creatinkinase widerlegte aber diese Vermutung, die sich auch in einer
zusatzlichen Studie nicht bestatigte. Dort traten bei in vivo Anwendung in
Mausen keine unerwiinschten toxischen Wirkungen dieser Substanz auf?®.

Far den Tyrosinkinase-Inhibitor wird eine Wirksamkeit ab einer Konzentration
von 0,3 bis 500 ng/ml, entsprechend 0,2 bis 333 pg/kg Kérpergewicht (KG)'?

mit einer Latenz von 16 bis 20 Stunden angegeben'®’.

1.4 Wirkungen der Prakonditionierung und ihr Nachweis

1.4.1  Working Heart Modell

Das eingesetzte Working Heart Modell ist eine Weiterentwicklung des
Langendorff'schen Verfahrens zur Perfusion isolierter Herzen'®”. Der linke
Ventrikel wird Uber den kanulierten linken Vorhof geflllt und wirft das
Blutperfusat aktiv in die Aorta ascendens aus, wodurch es der natlrlichen

Situation eines arbeitenden Herzens nahe kommt.
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1.4.2 Biochemie und Metabolismus

Grundlage der Muskelkontraktion ist das Zusammenspiel von Aktin- und
Myosinfilamenten. Das Aktinfilament besteht aus zwei spiralférmig ineinander
verdrillten Aktinketten, dem in den Windungen dieser Ketten liegenden
Tropomyosin sowie dem in quergestreifter Muskulatur vorkommenden
Troponinkomplex. Er dient zur Steuerung der calciumabhangigen
Wechselwirkung zwischen Aktin und Myosin, welche schlieBlich zur Kontraktion
der Muskulatur fihrt.

Das kardiale Troponin-1 gilt wegen seiner Freisetzung bei Myokardnekrosen
und wegen seiner héheren Kardiospezifitdt als die Creatinkinase-MB als ein
wichtiger Indikator fir myokardiale Defekte nach herzchirurgischen Operationen
und bei Verdacht auf akute myokardiale Infarzierung.

1.4.2.1 Caspase

Piot et al. beschreiben eine Verminderung der Apoptose nach Ischamie und
Reperfusion durch eine Hemmung der Caspase-Aktivitat im FWOP'®. Yadav et
al. zeigten in Versuchen mit ischdmischer Leber, daB die PK sowohl zu einer
Reduzierung der apoptotischen Zellen als auch zu einer verbesserten
Uberlebensrate durch die Downregulation der Caspase 3-Aktivitat fihrt?'2.

Die Bindung von TNF-a und Fas-L an ihre Rezeptoren fuhrt zur Aktivierung
von Procaspase 8 und 10. Aktivierte Caspase 8 und 10 bringen dann Caspase
3, 6 und 7 in ihre aktive Form, die dann den apoptotischen Zelltod auslésen.
AuBerdem steigt die mitochondriale Permeabilitdt und die Cytochrom C-
Freisetzung durch zellularen StreB in einem rezeptorunabhangigen Signalweg.
Cytochrom C bildet dann einen Komplex mit Apaf-1 und Procaspase 9 und
aktiviert anschlieBend Caspase 3, die die Kaskade des apoptotischen Zelltods
initiiert.

Studien belegen, daB ab einer Ischamiezeit von 45 Minuten 30% der

Myozyten aktivierte Caspase 3 aufweisen, die sich leicht nachweisen 1a8t°".
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1.4.3 Morphologie

1.4.3.1 Kontraktionsbanden

Durch Ischdamie und Reperfusion geschadigte Kardiomyozyten sind
gekennzeichnet durch die Entstehung lichtmikroskopisch erkennbarer
Kontraktionsbanden (KB). Diese bilden sich in nahezu allen Regionen des
Myokards sowie in den Papillarmuskeln beider Ventrikel aus und sind potentiell
reversibel. Der subendokardiale Anteil des Myokards ist von den
Kontraktionsbanden am wenigsten betroffen.

Es handelt sich hierbei um Areale intensiver Kontraktion, die an die Disci
intercalares angrenzen. Diese Kontraktionen fihren zur sichtbaren Zerstérung
von Sarkomeren mit Verschiebung der Myofilamente und Translokation der
Mitochondrien, wobei das Sarkolemm intakt bleibt. Es resultiert eine
geschwollene transversale Bande von ca. 10-20 pupm  Lange.
Enzymhistochemisch 1aBt sich in diesen Arealen eine verminderte oder
aufgehobene enzymatische Aktivitdt nachweisen, wobei die angrenzenden
intakten Areale eine gesteigerte enzymatische Aktivitat aufweisen'?.

1.4.3.2 Nekrose- und Apoptoserate

Zwei Mechanismen sind fir den myokardialen Zelltod wahrend Ischamie und
Reperfusion verantwortlich: Nekrose und Apoptose. Die betroffenen Myozyten
zeigen charakteristische morphologische und biologische Merkmale:

Nekrose ist die schnell auftretende Form des Zelltodes mit mdglicher
Entzindungsreaktion. Hierbei treten typischerweise eine starke zellulare
Schwellung, eine Denaturierung mit Koagulation der zytoplasmatischen
Proteine und ein Zusammenbruch der Zellorganellen auf. Ultrastrukturelle
Veranderungen beziehen sich auf den Mangel an Sauerstoff, die ATP-
Erschépfung, den Ausfall der Calciumhomdostase und den Defekt in der
Membranpermeabilitét. Zusatzlich kann eine Kontraktur die Membranzerstérung
und den Zelltod beschleunigen®'.

Apoptose ist ein energieabhangiger ProzeB, bei dem der Zelltod einem

genetisch kontrollierten Programm folgt. Die hauptsachlichen morphologischen
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Merkmale beinhalten eine Stérung der Zellmembran-Phospholipide, der
Kondensation des Chromatins und der Bildung cytoplasmatischer Blasen. Im
letzten Schritt der Apoptose werden aus zellularen Fragmenten
membrangebundene apoptotische Kérperchen (,apoptotic bodies‘) gebildet, die
den intrazellularen Inhalt umschlieBen und den Beginn einer
Entziindungsreaktion verhindern'?7%73.120,

Das gleichzeitige Vorkommen beider Zelltodtypen kénnte die letzte Stufe des
letalen myokardialen Schadens nach Ischdmie und Reperfusion mitbe-
stimmen'?°2'8'_ Es ist unklar, ob die Apoptose der Nekrose vorausgeht oder ihr
nachfolgt. Eventuell laufen beide Mechanismen auch parallel auf verschiedenen
Wegen ab. Den zeitlichen Ablauf der Apoptose-Entstehung in Bezug zur
Nekrose wurde von Zhao et al. durch eine Studie an Kaninchen untersucht®®,
Hier folgte einer einstindigen regionalen Ischamie eine Reperfusion von 6, 24,
48 oder 72 Stunden. Es zeigte sich, daB das AusmaB der Nekrose nach 24
Stunden Reperfusion einen Héhepunkt erreicht und anschlieBend konstant
bleibt. Dagegen stieg die Anzahl der apoptotischen Zellen im perinekrotischen
Gebiet bis 72 Stunden Reperfusion an. Diese Ergebnisse weisen darauf hin,
daB Nekrose und Apoptose gleichzeitig auftreten, die Nekrose in einer frihen
Phase der Reperfusion und die Apoptose in einer spaten Phase der
Reperfusion.

Als Trigger der Apoptose kommen sowohl Zell-Zell-Interaktionen zwischen
Blutzellen und Endothelzellen der GeféBe, als auch das Freiwerden von
reaktiven Sauerstoffradikalen durch aktivierte Neutrophile, Endothelzellen und
Myozyten in Frage®®. Diese Wechselwirkungen beginnen schon zu Anfang der
Reperfusion und dauern in den folgenden Stunden und Tagen an.

Der Ablauf der Apoptose beinhaltet rezeptorabhangige und —unabhangige

Signalwege® "2,

Die Bindung der pro-apoptotischen Liganden an ihre
Rezeptoren leitet einen Prozess ein, der in einem gestdrten Gleichgewicht an
Proteinbildungen (z.B. Bcl-2-Familie) und in einer Aktivierung von zytosolischen
Proteasen (z.B. Caspase-Familie) endet. Die direkte Stimulierung des
rezeptorunabhangigen Weges (z.B. die Aktivierung der Mitochondrien) bewirkt

eine Freisetzung von Cytochrom C und bildet einen Komplex mit Apaf-1 und
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Procaspase 9. Durch Haunstetter et al. wurde bestétigt, daB die Wandlung der
Caspase von der inaktiven zur aktiven Form der entscheidende Schritt im
Apoptoseablauf ist” (s. 1.4.2.1).

1.4.3.3 Reduktion der Apoptose durch die Préakonditionierung

In den bisher durchgeflihrten Studien mit Tieren zeigte sich ein Rickgang
der experimentell induzierten Nekrose durch ischamische
Prakonditionierung''®164178,

Es wurde gezeigt, daB das FWOP neben der Nekrosereduzierung sowohl in
vivo als auch in vitro zu einer Apoptoseminderung filhren kann®:128:131.141.160

Einige Studien zeigen eine geringere Apoptoserate auch im SWOP. Baghelai
et al. demonstrierten, daB die Anzahl der apoptotischen Zellen in isoliert
perfundierten Rattenherzen 24 Stunden nach der Stimulation der ol-
Adrenorezeptoren durch Phenylephrin signifikant zuriickgeht®. Obwohl einige
Untersuchungen eine Verminderung der Apoptose im SWOP zeigen, gibt es

keinen Beweis flir die apoptosehemmende Wirkung des SWOP.

1.5 Fragestellung

Die vorliegende Arbeit soll zur Klarung beitragen, ob der Tyrosinkinase-
Inhibitor Herbimycin A auch in vivo in der Lage ist, mittels Induktion von HSP zu
einer pharmakologischen Prakonditionierung zu fahren. Die DurchfUhrbarkeit
dieser Methode wurde bisher nur in vitro nachgewiesen.

Weiterhin soll untersucht werden, ob flir die klinische Anwendbarkeit in der
Herzchirurgie die préakonditionierende Wirkung des zweiten Fensters der PK der
Wirkung des ersten Fensters entspricht.

AuBerdem soll geprift werden, ob die Prakonditionierung Nekrose und
Apoptose sowie biochemische Parameter giinstig beeinfluBt.
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2 Material und Methoden

2.1 Tierschutz und Versuchstiere

Alle Experimente wurden nach den Vorschriften und in Ubereinstimmung mit
den Richtlinien der ,Internationalen Ethik-Kommission fir Medizinische
Wissenschaften und den Deutschen Gesetzen zum Schutz der Tiere fir
experimentelle Zwecke® behandelt.

Die Studie wurde gemaB den gesetzlichen Vorschriften UOber den
Tierschutzbeauftragten der Universitat TObingen der Ortlichen
Tierschutzkommission gemeldet (Tierschutzgesetz in der Fassung der
Bekanntmachung vom 25. Mai 1998, BGB S. 1105) und von ihr genehmigt. Es
handelt sich um einen Terminalversuch unter permanenter Analgesie.

Die Herzen werden aus Ferkeln der Deutschen Landrasse mit einem
Kérpergewicht von etwa 12 kg entnommen. Die Tiere stammen aus einem
Versuchsgut der Universitdt Hohenheim. Nach Adaptation von 7-14 Tagen
werden die Tiere praoperativ bei freier Trinkmenge fir 24 Stunden nlchtern
gehalten. Die Tiere der Herbimycin A-Gruppe wurden 16 Stunden vor
Versuchsbeginn bereits einer Kurznarkose unterzogen, um die Vorbehandlung
mit Herbimycin A durchzufihren.

Die Herzen werden einer Ischamie von 80 min. Dauer im Kkalten,
blutkardioplegischen Herzstillstand unterworfen. Je sieben Herzen sind
vorgesehen flr die drei folgenden Gruppen: Kontrolle, Ischamie, Herbimycin A.
Nur die Herzen der Ischdmie-Gruppe erhalten drei dreiminltige
Ischamiephasen durch Okklusion eines Ramus diagonalis des Ramus
interventricularis anterior in situ. Alle Herzen werden wie in Abbildung 3 gezeigt
mit kalter, antegrader Blutkardioplegie nach Buckberg perfundiert.
Postischamisch folgte bei allen Herzen eine zwanzigminitige Langendorff-
Reperfusion mit homologem, physiologisch konditioniertem Schweineblut.
Unmittelbar nach der Reperfusionsphase wird in die Phase des Working Heart
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Modus Ubergegangen. Es werden die in den Kapitel 2.7 - 2.9 genannten

Parameter bestimmt.

2.2 Versuchsablauf im Uberblick

Abbildung 3: Versuchsablauf

Prékonditionierung  Kardioplegie Reperfusion

Langen-
dorff

Blutkardioplegie: 4°C, homologes Schweineblut, 37 °C, physiologischer Sdure-Basen- und Elektrolyt-Status
antegrad, intermittierend

Ischamie (n=7)

Okklusion eines Ramus diagonalis fiir 3 x 3 min
im Abstand von 5 min und 5 min vor Kardioplegie|

Herbimycin A (n=7)

0,1 mg Herbimycin A pro kg KG i.v.
16 h vor Kardioplegie

Keine Préakonditionierung

60 min 20 min 120 min

2.3 Operatives Vorgehen
2.3.1 Pramedikation und Narkose

2.3.1.1 Pramedikation und Sedierung

Die Tiere stehen ab 24 Stunden vor Narkose-Einleitung unter Nahrungs-,
nicht jedoch Flissigkeitskarenz. Am Operationstag werden sie etwa 2 Stunde
vor Narkose-Einleitung mit Atropinsulfat 0,1% (B. Braun Melsungen AG,
Melsungen; 0,05 mg/kg Kérpergewicht (KG)) und Azaperon (Stresnil®, Bayer
Vital, Leverkusen; 4,0 mg/kg KG) intramuskular pramediziert. Unter Sedierung
mit Diazepam (Valium®, Hoffmann-La Roche AG, Wyhlen; 1,0 mg/kg KG) und
Ketaminhydrochlorid (Ketamin®, Parke-Davis GmbH, Berlin; 10%; 7,0 mg/kg
KG) kontralateral intramuskulér folgt der Auto-Transport im Transportcontainer
uber etwa 20 Minuten vom Tierstall zum Operationssaal.

Es schlieBt sich die u.g. Narkose-Einleitung an. Alle weiteren Eingriffe

erfolgen unter Vollnarkose.
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2.3.1.2 Besonderheit bei Tieren der Herbimycin A-Gruppe

Die Tiere der Herbimycin A-Gruppe werden bereits 16 Stunden vor Beginn
des Versuchs mit Diazepam (1,0 mg/kg KG) und Ketaminhydrochlorid (7,0
mg/kg KG) durch intramuskulare Injektion kurznarkotisiert. 0,1 mg pro kg KG
Herbimycin A wird in 100 ml NaCl gelést und Uber eine Ohrvene als
Kurzinfusion dber 20 — 30 Minuten appliziert. Die Tiere verbleiben bis zur
Pramedikation und Sedierung im Tierstall.

2.3.1.3 Einleitung und Narkose

Zur Narkoseeinleitung wird in eine Ohrvene ein peripher vendser Zugang
gelegt. Zeitgleich erfolgt die Praoxygenierung mit 100 % Sauerstoff fir
mindestens 3 Minuten Uber eine Beatmungsmaske. Die folgenden Schritte sind:
Prakurarisierung mit 0,025 mg/kg KG Vecuronium (Norcuron®, Organon-
Teknika Medizinische Produkte GmbH, Eppelheim), Narkoseeinleitung tiber den
vendsen Zugang durch Bolusgabe von 0,006 mg/kg KG Fentanyl (Fentanyl-
Janssen®, Janssen-Cilag GmbH, Neuss) und nach 2 Minuten 2 mg/kg KG
Propofol (Disoprivan® 1%, Astra Zeneca GmbH, Wedel) (Erldschen des
Nasenseptumreflexes).

Es erfolgt die endotracheale Intubation mit Lo-Contour™ Magill Tubus 5,0
(Mallinckrodt Medical, Athlone, Irland) mit anschlieBender volumenkontrollierter
Beatmung (FiO» 0,4; Atemzugvolumen 15 mlkg KG, Atemfrequenz 12 min™,
Respirator: Sulla 800V, Drager AG, Libeck).

Die Narkose wird mit Flunitrazepam (Rohypnol®, Hoffmann-La Roche AG,
Wyhlen; 32 ug/kg KG/h) und Propofol (2,5 mg/kg KG/h) aufrechterhalten. Die
kontinuierliche Analgesie wird mit Fentanyl (8 pg/kg KG/h) gewahrleistet.

Unmittelbar vor der Kardioplegie erfolgt die tiefe Sedierung und
Analgesierung der Tiere mit einer Bolusgabe von Rohypnol/Fentanyl und
Propofol, die der dreifachen Induktionsdosis entspricht.

2.3.1.4 Arterieller DruckmeBkatheter und vendser Katheter

In einem ersten Schritt werden Uber eine Freilegung der rechtsseitigen
HalsgefiBe ein arterieller DruckmeBkatheter 20 G Abbocath® (Abbott, Sligo,
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Irland) und ein zentraler Venenkatheter platziert. Die Narkotika werden dann
Uber den zentralen Zugang appliziert.

2.3.2 Organgewinnung

Uber eine mediane Sternotomie erfolgt nach Erdffnung des Herzbeutels die
Freilegung der groBen GeféaBe. Eine Kardioplegiekanile (Jostra, Hirrlingen)
wird in die Aorta ascendens eingeftihrt. AnschlieBend werden 2500 |.E. Heparin
(Liquemin N, Hoffmann-La Roche AG, Grenzach-Wyhlen) sowie der Bolus von
Rohypnol/Fentanyl und Propofol verabreicht.

In tiefster Narkose wird die Vena cava caudalis weit distal er6ffnet. Unter
kontinuierlicher Saugung wird nach Kollabieren des rechten Ventrikels die Aorta
ascendens distal der Kardioplegiekanlle geklemmt und die erste
Kardioplegiegabe erfolgt mit 40 mmHg fur 5 Minuten. Wahrenddessen wird das
Herz von auBen mit eiskalter Kochsalz-Lésung gekuhlt.

Die Explantation lauft nach Eintritt des Herzstillstandes und nach
Dekonnektion vom Respirator in folgenden Schritten ab: Durchtrennung von
Aorta, Arteria pulmonalis, Venae cavae cranialis et caudalis und der Venae
pulmonales entlang der Trachea unter Schonung des Sinus coronarius.

Die Aorten-, Pulmonalis- und VorhofanschluBstlicke werden eingebracht und

durch Ligaturen befestigt.
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Abbildung 4: Das kanUlierte Herz

AP: Arteria pulmonalis; Ao: Aorta; LA: linker Vorhof

Der rechte Vorhof wird zur Inspektion des interatrialen Septums er6ffnet. Bei
persistierendem Foramen ovale wird dieses durch eine Direktnaht ver-
schlossen. Die Rechtsatriotomie wird mit einer fortlaufenden Nahtreihe wieder
verschlossen. Zuséatzlich werden Uberzahlige Pulmonalvenenéffnungen sowie

die Venae cavae ligiert. Die gesamte Praparation wird auf Eis durchgefihrt.
2.3.2.1 Besonderheit bei Tieren der ischamischen Versuchsgruppe

In den Herzen der Ischamie-Gruppe erfolgt vor der Bolusgabe von Rohypnol-
Fentanyl und Propofol die ischamische Prakonditionierung. Hierflr wird ein um-
schriebenes linksmyokardiales Areal durch Okklusion des jeweils groBten
Ramus diagonalis wiederholten Ischamieperioden unterzogen. Auf drei
intermittierende dreiminltige Ischamiephasen folgt jeweils eine finfminltige
Reperfusionsphase. AnschlieBend erfahren die Herzen die identische
Behandlung wie die Herzen der anderen Versuchsgruppen.

Die nachfolgenden Biopsien werden aus dem Ischamieareal gewonnen.
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2.4 Perfusionsmodell

Abbildung 5: Schema des Perfusionsmodells

ém, 2b, 3j
a

Zac @I ar

)| | ()|th _“E
1c

(J4a

(Perfusionsmodell fir isolierte Herzen, GrdBe 9, Hugo Sachs Elektronik, Harvard-Apparatus
GmbH, March-Hugstetten)

Kardioplegiekreislauf

1a Kardioplegie Reservoir, eisgeklhlt

1b Pumpe BVP (Ismatec, Glattbrugg-Zirich, Schweiz)

1c  Oxygenator Monolyth (Sorin Biomedica, Mirandola, Modena, Italien)

1d Partikelfilter, 38 u Arterial Filter (Affinity; Medtronic, Minneapolis, MN, USA)
1e Kardioplegieblock

1f Kardioplegie Uberlauf mit Membran zur Druckeinstellung

1g Einstellung des Kardioplegie-Perfusionsdruckes mit Anzeige

1h Anzeige des wirksamen Kardioplegie Perfusionsdruckes
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Langendorffkreislauf

2a
2b
2c

Pumpe BVP (Ismatec, Glattbrugg-Zirich, Schweiz)
Einstellung des Langendorff Perfusionsdruckes mit Anzeige
Anzeige des wirksamen Langendorff Perfusionsdruckes

Working Heart Kreislauf

3a
3b
3c
3d
3e
3f
39
3h
3i
3
3k

Perfusat Reservoir mit AnschluB zur Erwarmung

Pumpe BVP (Ismatec, Glattbrugg-Zirich, Schweiz)

Oxygenator Monolyth (Sorin Biomedica, Mirandola, Modena, Italien)
Partikelfilter, 38 p Arterial Filter (Affinity; Medtronic, Minneapolis, MN, USA)
Vorlastbehéalter

Vorlastbehélter Uberlauf mit Membran zur Druckeinstellung
Einstellung der Vorlast mit Anzeige der wirksamen Vorlast
Nachlastbehalter

Nachlastbehélter Uberlauf mit Membran zur Druckeinstellung
Einstellung der Nachlast mit Anzeige

Anzeige der wirksamen Nachlast

Druckaufnehmer und MeBsensoren

4a
4b

4c
4d

de

Druckaufnehmer fir Vorlast (Medex Merdical GmbH, Ratingen)

Druckaufnehmer fir Nachlast sowie Kardioplegie- und Langendorff
Perfusionsdruck Typ Isotec™ (Hugo Sachs Elektronik, Harward Apparatus
GmbH, March-Hugstetten)

AortenfluBsensor Typ 20 A 309 (Transonic Systems Inc., Ithaca, USA)

KoronarfluBsensor Typ 4 N RB 819 (Transonic Systems Inc., lthaca, USA),
konnektiert mit AnschluBsttick der A. pulmonalis

Mikro-TIP Katheter Typ SPC-350 (Millar Instruments Inc., Houston, USA)
Uber einen Biopsiekanal in der Herzspitze in den linken Ventrikel
eingebracht zur Registrierung des links-ventrikularen Druckes sowie
dessen Anderungsfrequenz




31

Abbildung 6: Bild des Perfusionsmodells
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2.4.1 Kardioplegie

Die zwei im Perfusionsmodell verabreichten Kardioplegiegaben erfolgen tber
jeweils finf Minuten in zwanzigminUtigen Abstanden Gber die Aortenwurzel mit
konstant 40 mmHg Perfusionsdruck. Zwischenzeitlich wird das Herz mit
eiskalter Kochsalzlésung gekihilt.

2.4.2 Langendorff

Wahrend der Kardioplegiezyklen wird das vorbereitete Blutperfusat im
Perfusionsmodell oxygeniert und auf 38 °C erwarmt. Unmittelbar vor Beginn der
Langendorff-Perfusion werden die Koronarien mit Blutperfusat entliftet. Die
antegrade Perfusion der Koronarien erfolgt Uber eine retrograde Perfusion der
Aortenwurzel mit konstant 60 mmHg. Bei Einsetzen von Kammerflimmern wird
mit 10-20 Joule defibrilliert. Der zuvor rechts epimyokardial aufgendhte
Schrittmacher wird im VVI-Modus auf eine Frequenz von 100/min eingestellt.

Wahrend der Langendorff-Perfusion werden Blutgase und Elektrolyte
engmaschig kontrolliert und gegebenenfalls auf physiologische Werte korrigiert.

2.4.3 Working Heart

Noch vor Erreichen des Working Heart-Modus wird Uber einen bestehenden
Biopsiekanal in der Herzspitze der TIP-Katheter (Millar Instruments Inc.,
Houston, USA) in den linken Ventrikel vorgeschoben, um die linksventrikularen
Driicke und Indices sowie deren Anderungen aufzunehmen.

Es folgt die Umstellung von der Langendorff-Perfusion in die Working-Heart-
Phase, woflUr Uber das VorhofanschluBstick eine Vorlast von 10 mmHg
angelegt wird. Die Nachlast wird auf 60 mmHg eingestellt. Der AortenfluB wird
tber den FluBmeBkopf registriert.

Der Working-Heart-Modus wird fortgefiihrt bis ein AortenfluB nicht mehr
nachzuweisen ist, maximal jedoch zwei Stunden.

Auch wahrend dieses Versuchabschnittes wird die Bluttemperatur konstant
auf 38 °C gehalten und die Blutgase sowie die Elektrolyte standig durch

Blutgasanalysen auf die in Kapitel 2.5 genannten Werte eingestellt.
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2.4.4 Weitere Gerate

DruckmeBgerét: Plugsys Rack Typ 603 (Hugo Sachs Elektronik, Harvard
Apparatus GmbH, March-Hugstetten) zur Registrierung der Vorlast, der
Nachlast, des linksventrikularen Druckes und dessen Anderungsfrequenz
sowie des Kardioplegie- und Langendorff Perfusionsdruckes.
Blutgasanalysegerét: Mit dem STAT profile 9 (NOVA biomedical GmbH,
Roédermark) werden pH, pCO,, pO,, Hamatokrit, Natrium-, Kalium-, Kalzium
(ionisiertes)- und Chloridkonzentration, Glukose sowie Laktat gemessen und
daraus die Sauerstoffsattigung, Basenabweichung/Blut und Plasma,
Anionen-Licke, Osmolaritdt, das aktuelle und Standard Bikarbonat,
Gesamtkarbonat, normalisierte  Kalzium,  Hamoglobin und der
Sauerstoffgehalt errechnet.

Waage: Mettler P1200N (Colora Messtechnik GmbH, Lorch)

Defibrillator: HP43120A Defibrillator (Hewlett Packard, McMinnville, USA)
Zentrifuge: Varifuge RF inert (Heraeus Holding GmbH, Stuttgart)
Herzschrittmacher: Medtronic® 5375 (Medtronic, Minneapolis, MN, USA)

2.5 Perfusate

2.5.1 Blut

Hierflr wird frisches Stichblut von Schlachtschweinen mit 5000 I|.E./I Heparin
antikoaguliert und mit 160 mg Gentamycin (Refobacin, Merck KGaA,
Darmstadt) versetzt. Das Perfusat wird bei 38°C mit den in Tabelle 2 genannten

Additiven auf die ebenfalls dort genannten ZielgréBen eingestellt.
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Tabelle 2: Additive des Blutperfusats

ZielgroBe Additive

Hamatokrit: 20-25 Krebs-Henseleit-Losung

Hamoglobin: ~8 g/dI (kaliumfrei, Universitatsapotheke Tubingen)
Heparin: 5000 i.E. Heparin-Natrium

(Hoffmann-La Roche AG, Grenzach-Wyhlen)

Glukose: ~180 mg/dl Glukose 40%
(B. Braun Melsungen AG, Melsungen)

Hydrokortison:100 mg Hydrocortison
(Pharmacia & Upjohn GmbH, Erlangen)

Kalium: ~5 mmol/l Kaliumchlorid (1 mmol/ml,
Delta-Pharma GmbH, Pfullingen)

Alt-Insulin: 20 i.E./I Alt-Insulin
(Aventis, Frankfurt/Main)

pH: ~7,35-7,45 Regulierung tber GasfluB,
ggf. Titration mit NaHCO;3; 8,4% oder HCI 0,3 molar

2.5.2 Kardioplegie

Perfusat und Blutkardioplegielésung nach Buckberg (L6sung A und B, Dr.
Franz Kéhler Chemie GmbH, Alsbach-Hahnlein) werden 4:1 gemischt und auf
4°C abgekunhlt.

2.6 Datenverarbeitung

Zur Erfassung der hamodynamischen Parameter wird die Software
Haemodyn® W fir Microsoft® Windows® 95/98/NT (Hugo Sachs Elektronik,
Harvard Apparatus GmbH, March-Hugstetten) verwendet. Aufgezeichnet
werden die in Tabelle 3 genannten Parameter.
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Die Rohdaten werden in einer Excel 97-Tabelle (Microsoft Corporation,
Redmond WA, USA) gesammelt. Die statistischen Berechnungen werden mit
Jump Version 3.2.2 (SAS Institute Inc., Cary NC, USA) durchgefiihrt. Die Werte
sind als Median mit Interquartilbereich dargestellt. Die Unterschiede zwischen
den Gruppen werden mit der im Programm Jump Dbereitgestellten
Varianzanalyse (ANOVA) auf Signifikanz getestet. P-Werte von weniger als
0,05 werden als signifikant betrachtet. Der Stroke-Work-Index wird wahrend der
Working Heart Periode alle 2 Sekunden berechnet, das Rollende Mittel Uber
eine Minute wird gegen die Zeit aufgetragen, die resultierenden Steigungen
werden mit ANOVA auf Gruppenunterschiede untersucht.

In allen Gruppen werden bei allen statistischen Erhebungen die Werte von
jeweils sieben Versuchen berlcksichtigt.

2.7 Funktionelle Parameter

Die in Tabelle 3 genannten Parameter werden kontinuierlich registriert.

Tabelle 3: Registrierung funktioneller Parameter

Operation Kardioplegie  Langendorff Working Heart

Aortendruck, AP X (40 rri(mHg) (60 rri(mHg) (60 rr>]<mHg)
ZVD X X
LVPsyst., diast., enddiast. X X
HR X X
AF X X
CF X X 8
LAP max, min, mittel (10 rr>1<mHg)

dLVP/dt X

ZVD: zentralvendser Druck; LVP: linksventrikuldrer Druck; HR: Herzfrequenz; AF: AortenfluB3;
CF: KoronarfluB; LAP: linksatrialer Druck; HG: Herzgewicht; dLVP/dt: Anderung des
linksventrikularen Druckes Uber die Zeit
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Aus den ermittelten Parametern 1&Bt sich der Stroke-Work-Index (Schlag-
Arbeits-Index; SWI) als MaB fur die Arbeit des Herzens wie folgt ermitteln:

(APmittel = LVPongdiast) x AF
SWI = x 1333,3
HR x HG

2.8 Biochemische Parameter

2.8.1 Blutgase und Entnahme der Blutproben

Die Blut- und Gewebeprobenentnahmen werden nach dem folgenden
Schema durchgefuhrt:

Zur Bestimmung der Hamolyse werden Proben in 9 ml Citratmonovetten
(Saarstedt, Nimbrecht) zu folgenden Zeitpunkten entnommen:

nach dem 1. Ischamiezyklus (nur bei Schweinen der Ischamiegruppe)
vor Beginn der Kardioplegie
unmittelbar, finf und zehn Minuten nach dem Beginn der
Langendorff-Reperfusion
eine und zwei Stunden nach Beginn des Working Heart-Modus

In einer 9 ml Serum-Monovette® (Saarstedt) zur Gewinnung von Troponin I:
nach dem 1. Ischamiezyklus (nur bei Schweinen der Ischamiegruppe)
unmittelbar nach Beginn der Langendorff-Reperfusion
eine sowie zwei Stunden nach Beginn des Working Heart-Modus

Zusétzlich werden in kurzen, regelmé&Bigen Abstédnden arterielle und vendse
Blutabnahmen gewonnen.

Biopsien aus dem Myokard des linken Ventrikels (bei der Ischamiegruppe
aus dem Ischamieareal des linken Ventrikels) werden zu folgenden Zeitpunkten
entnommen:

nach Eréffnung des Perikards
unmittelbar vor Beginn der Langendorff-Reperfusion
am Versuchsende, also nach zwei Stunden Working Heart-Modus
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2.8.1.1 Verarbeitung und Lagerung

Zur Gerinnung und Sedimentation werden die Proben flir die Troponin I-
Bestimmung bei Raumtemperatur eine Stunde stehengelassen und
anschlieBend fur finf Minuten zentrifugiert und schlieBlich bis zur weiteren
Verarbeitung bei —20°C gelagert.

Die arteriellen und vendsen Blutproben werden sofort nach Entnahme im
Blutgasanalysegerat (NOVA biomedical GmbH, Rédermark) auf Blutgase, pH-
Wert, Elektrolytstatus (Na*, K*, CI, Ca?®), Glukose, Laktat, Hamatokrit,
Hamoglobin, Basenstatus und Sauerstoffsattigung untersucht.

Zu jedem genannten Abnahmezeitpunkt werden vier Biopsien gewonnen.
Drei dieser Biopsien werden umgehend nach Entnahme in flissigem Stickstoff
schockgefroren und anschlieBend bis zur weiteren Bearbeitung bei —70°C
gelagert. Eine Probe wird sofort in 5 %-igem Formalin diffusionsfixiert und bei
4°C gelagert. Zusatzlich werden am Versuchsende die Herzen in Formalin

fixiert und bei Raumtemperatur gelagert.

2.8.2 Troponin |

Die in Serummonovetten entnommenen Blutproben werden nach
Versuchsende Uber 5 min. bei ca. 4700 g und Raumtemperatur zentrifugiert.
Der Uberstand wird auf drei Eppendorf-Kiivetten verteilt und diese werden bis
zur weiteren Verarbeitung bei —20°C gelagert.

Nach Wiederauftauen der Seren werden mit dem Advia Centaur (Bayer AG,
Munchen) die Troponinwerte im Zweistufen-Sandwich-Immunoassay bestimmt:

Dispension von 100ul Serum in eine Klvette

Dispension von 100ul Lite Reagenz (polyklonaler Ziege-Anti-Troponin |

Antikérper, markiert mit Acridiniumester) und Inkubation der Reagenzien 2,5

Minuten bei 37°C

Dispension von 200ul Solid Phase Reagenz (Kombination monoklonaler

Maus-Anti-Troponin | Antikérper, welche an paramagnetische Partikel

kovalent gebunden sind) und Inkubation 5 Minuten bei 37°C

Dispension von jeweils 300ul Reagenz A (Saure) und Reagenz B (Base),

um die Chemolumineszenz-Reaktion auszuldsen
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2.8.3 Caspase 3

Aus dem linken Ventrikel wird ein Gewebestlickchen entnommen, in einem
KryogefaB in  flissigem  Stickstoff schockgefroren und bis  zur
Weiterverarbeitung bei -70°C gelagert.

Zunéachst wird die Konzentration des Gesamtproteins bestimmt, um spéter
den Anteil der Caspase 3 in ng/ml zu berechnen. Dazu wird aus dem
Gewebestlickchen eine ca. 8 mm?3 groBe Probe entnommen und in einer
Eppendorf Kivette mit 10 Umdrehungen zermdrsert. Mittels des BCA-200
Protein Assay Kit (Pierce, Rockford, USA) wird die Gesamtproteinkonzentration
im MR 7000 Photometer (Dynatech GmbH, Denkendorf) bei einer Wellenlange
von 550 nm gemessen.

Die Gesamtproteinkonzentration wird mit Calibrator Diluent RD5-20 (R&D
Systems GmbH, Wiesbaden-Norderstadt) auf 800 pg/ml eingestellt.

Die Bestimmung der Caspase 3 erfolgt mittels Quantikine® (R&D Systems
GmbH), einem quantitativen Sandwich-Enzym-Immunoassay:

Eine Mikroplatte wird zunachst mit einem monoklonalen Caspase 3
spezifischen Antikérper impragniert. Aktiver Caspase 3-Biotin-Inhibitor,
Standardlésungen und die zermdrserten Zellextrakte, welche kovalent
gebundene aktive 3-Biotin Caspase enthalten, werden in die Kammern der
Platte pipettiert, wodurch jegliche in den Extrakten enthaltene Caspase 3 von
dem Antikérper gebunden wird. Inaktives Caspase 3 Zymogen wird nicht durch
den Biotin-Inhibitor modifiziert und daher auch nicht gemessen.

Nach einem Waschgang wird an Meerrettich-Peroxidase gekoppeltes
Streptavidin in die Kammern pipettiert und bindet an das Biotin des Inhibitors.

Nach Auswaschen des ungebundenen Streptavidin HRP Reagenz wird
Substratlésung zugegeben. Die enzymatische Reaktion ergibt ein blaues
Produkt, welches nach Zugabe von Stopp-L&sung gelb wird.

Die Intensitat der Farbe wird im Photometer bei einer Wellenlange von 450
nm mit Hilfe von durch Verdinnungsreihen ermittelten Standardkurven
gemessen und ist proportional zur Menge der Caspase 3, die im ersten Schritt
gebunden wird.
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2.8.4 Hitzeschockproteine

Hitzeschockproteine wurden mittels Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) quantifiziert (HSP70 EIA Kit, StressGen, Victoria, Kanada; EKS-700).

Die eingefrorenen Biopsien werden nach Herstellerangaben mit 300 pl Lysis
und Binding Puffer anbehandelt und durch Ultraschallapplikation aufgelést, bei
4°C fur zehn Minuten zentrifugiert und wahrend allen Verarbeitungsschritten auf
Eis gekuhlt.

Zur Gesamtproteinbestimmung und —angleichung der Proben wurde der
BCA-200 Protein Assay Kit (Pierce, Rockford, USA) verwendet.

Dieser Test lauft nach dem folgendem Prinzip ab:

Schritt 1: Protein (Peptidbindungen) + Cu®* —2% . Cu*-Komplex

Schritt 2: Cu™ + 2 Bicinchoninic Acid (BCA) —  BCA-Cu*-Komplex
(purpurfarben)

Die Purpurfarbung der Proben durch Chelatbildung der Bicinchoninid-Saure
(BCA) mit den im alkalischen Medium von Cu®* zu Cu* reduzierten Kupferionen
wird bei 562 nm kolorimetrisch quantitativ bestimmt.

Der Nachweis der induzierten HSP70 erfolgt mittels eines quantitativen
,oandwich  Immunoassay“. Hierfir werden mit HSP70-spezifischen
monoklonalen Maus-Antikdrpern beschichtete Mikrotiterplatten verwendet.
Gebundene HSP70 werden in einem zweiten Reaktionsschritt mit HSP70-
spezifischen, biotinylierten polyklonalen Kaninchen-Antikérpern geséattigt. Nach
Bindung einer Avidin-Meerrettich Peroxidase wird eine zum HSP70-Gehalt
proportionale Blaufarbung durch Tetramethylbenzidin erzeugt, die durch
Zugabe einer sauren Lésung gestoppt wird. Die Intensitat der nun nach gelb
wechselnden Farbung wird bei 450 nm gemessen. Die Quantifizierung der
HSP70-Konzentration geschieht mit Hilfe einer Standardlésungsreihe.
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2.9 Morphologische Parameter

2.9.1 Herzgewicht und myokardialer Wassergehalt

Unmittelbar nach Explantation und Praparation wird das Herzgewicht (HG)
bestimmt. Dieser Wert wird als praischamisch (HGps) herangezogen und am
Versuchsende erneut bestimmt (HGpost). Zur Bestimmung des myokardialen
Wassergehaltes wird das Gewicht je eines Gewebestlickes aus dem rechten
Ventrikel und aus der Herzspitze (linker Ventrikel) bestimmt. Nach Trocknung
tber eine Woche bei 60°C wird das Trockengewicht bestimmt. Der myokardiale

Wassergehalt berechnet sich folgendermaBen:

Herz-Trockengewicht

Myokardialer Wassergehalt = 1- x 100%
Herz-Feuchtgewicht

2.9.2 Histologie im Hinblick auf Kontraktionsbanden und Apoptose

Das in Formaldehyd gelagerte Herz wird horizontal in 2-5 mm dicke
Scheiben geschnitten.

Jeweils ein Areal (2x2 cm) aus Vorder-, Hinter- und Seitenwand des linken
Ventrikels sowie aus dem Septum und der Herzspitze werden in
Einbettkassetten (R. Langenbrinck, Emmendingen) in PBS Spezial Lésung (Life
Technologies GmbH, Karlsruhe) gelagert. Bei den Herzen der Ischamiegruppe
werden speziell die Ischamieareale zur weiteren Beurteilung verwendet.

Der voll automatische Einbettvorgang beginnt mit der Inkubation der Proben
in 5%igem Formalin bei Raumtemperatur mittels Patchcentre (Shandon GmbH,
Frankfurt/M.).

Danach werden in dem Hypercenter XP (Shandon GmbH, Frankfurt/M.)
folgende Entfettungszyklen durchlaufen: 2 Zyklen in 70%-igem Alkohol bei
37°C, 2 Zyklen in 96%-igem Alkohol bei 37°C, 3 Zyklen in 100%-igem Alkohol
bei 37°C, 2 Zyklen in Xylol bei 37°C, 2 Zyklen in Paraplast Plus (Sherwood
Medical Co., St. Louis, USA) bei 60°C.

Die eingebetteten Proben werden Uber Nacht bei 65°C gelagert.
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AnschlieBend werden sie mit dem Paramat (Pool of scientifc instruments,
Laudenbach) bei 60°C in natlirlichem Paraffin (Labonord, Ménchengladbach)
gegossen. Die Objekttrager (R. Langenbrinck, Emmendingen) werden mit
verdiinnter Poly-L-Lysine Lésung (1 Teil Poly-L-Lysine 0,1%-ig, Sigma
Diagnostics Inc., St. Louis, USA und 9 Teile Aqua ad injectabilia, Delta-Pharma
GmbH, Pfullingen) beschichtet und tiber Nacht getrocknet.

Die Paraffinbldcke werden bis zur weiteren Verarbeitung bei —20 °C gelagert.
Von jedem Gewebeblock werden im Rotationsmikrotom Typ Autocut 2040
(Reichert-dung GmbH, NuBloch) und mit Klingen des Typs MB 35, 35980 mm
(Shandon Inc., Pittsburgh, USA) 5-7 5um-Schnitte angefertigt.

In zwei Wasserbadern mit Aqua dest. (erst Raumtemperatur, dann ca. 58°C)
werden die Schnitte geglattet, auf die beschichteten Objekttrager aufgezogen,
und Uber Nacht bei 50°C getrocknet.

2.9.2.1 Apoptosehistologie

In Diinnschichtschnitten werden mit Hilfe des Cardio TACS™ in situ
Apoptosis Detection Kit (R&D Systems GmbH, Wiesbaden-Nordenstadt) die
apoptotische Zellkerne selektiv angefarbt.

Testprinzip:

Wahrend des Apoptosevorgangs spalten spezifische kalziumabhangige
Endonukleasen die DNS. Fragmente mit Doppelstrangbriichen entstehen. Die
DNS Fragmentierung wird in den apoptotischen Zellen durch die Aufdeckung
der biotinylierte Nukleotide sichtbar, die mit dem freien 3 -Hydroxyl-Ende dieser
DNS Fragmente eng verbunden sind.

Der verwendete Cardio TACS™ in situ Apoptosis Detection Kit beinhaltet die
Reagenzien flur die Erkennung von DNS-Fragmenten in situ und wird erganzt
durch einen Marker, der spezifisch das Vorhandensein von apoptotischen
Kardiomyozyten hervorhebt.

Kardiomyozyten und Gewebeproben werden fixiert, um zu verhindern, daB
niedermolekulare DNS-Fragmente verloren gehen. Um die DNS fur Marker-
Enzyme sichtbar zu machen, werden die Zellmembranen mit Proteinkinase K

oder CytoPore™-Reagenz permeabilisiert. Die endogene Peroxidaseaktivitat
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wird durch Wasserstoffperoxid ausgeschaltet. AnschlieBend heftet das Enzym
TdT (terminale desoxynukleotidyl Transferase) biotinylierte Nukleotide an die
freien 3’-Hydroxyl-Enden der DNS. Im nachsten Schritt bindet eine mit
Streptavidin konjugierte Peroxidase spezifisch an die biotinylierten Fragmente
und erzeugt nach Zugabe des TACS Blue Label™-Substrates eine Blaufarbung
der 3’Hydroxyl-Enden der DNS-Fragmente.

Um apoptotische von nekrotischen Zellen zu unterscheiden, werden die
Proben gegengefarbt. Nur die apoptotischen Zellen werden hierbei nicht rot
gefarbt.

Der Kit beinhaltet auBerdem eine Positivkontrolle. Hierbei wird eine Probe
vor dem Zusatz des Marker-Enzyms mit TACS-Nuklease™ inkubiert. Dadurch
werden in praktisch jeder Zelle DNS-Doppelstrangbriiche induziert.

Die Proben werden anschlieBend eingedeckt.

Unter dem Lichtmikroskop Sartorius (Carl Zeiss GmbH, Jena) werden die
apoptotischen Zellen mit 400-facher VergréBerung ausgezahlt und fotografiert.

AnschlieBend wurden die Gewebeproben per Softwareunterstiitzung exakt
vermessen, um somit endgiiltig die Zahl der apoptotischen Zellkerne pro mm?®

zu bestimmen.

2.9.2.2 Kontraktionsbanden

Masson-Trichrom-Férbung:

FOr die Bestimmung der Kontraktionsbanden durchlaufen die Proben im
Farbeautomat Tissue Stainer TST 50 (medite GmbH, Burgdorf) zur Farbung
nach Masson-Trichrom folgende Zyklen: Entparaffinieren in einer absteigenden
Alkoholreihe, Hamatoxylin nach Weigert, Wassern in Leitungswasser, Aqua
dest.-Spulung, Biebrich-Scharlachrot und S&urefuchsinlésung, Aqua dest.-
Spullung, Phosphorwolframséaure und Phosphormolybdansaurelésung, Aqua
dest.-Spllung, Anilinblauldésung, einprozentige Essigsaure, aufsteigende
Alkoholreihe, Xylol, Eindecken mit Pertex (medite GmbH, Burgdorf).

Unter dem Lichtmikroskop Sartorius (Carl Zeiss GmbH, Jena) werden die
Schnitte mit 100- bzw. 400-facher Vergr6Berung von zwei unabhangigen
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Untersuchern auf Kontraktionsbanden untersucht und nach folgenden Kriterien
beurteilt:

0 = keine Kontraktionsbanden erkennbar

1 = an einer Stelle Kontraktionsbanden vorhanden

2 = an mehreren Stellen mehrere Kontraktionsbanden vorhanden

3 = groBflachig Kontraktionsbanden vorhanden
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3 Ergebnisse

3.1 Funktionelle Parameter

3.1.1 Stroke-Work-Index
Der SWI wurde kontinuierlich gemessen und das Rollende Mittel tber eine
Minute Uber die Zeit aufgetragen.

Tabelle 4: Stroke-Work-Index im Zeitraum von 10 — 30 min nach Beginn des
Working Heart-Modus

Gruppe dynesxcmxSchlage™xg™
jeweils n=7 Median
1. Quartil - 3. Quartil
Kontrolle 6,42
511 - 9,46
Ischamie 9,38
6,66 - 13,29
Herbimycin A 8,14
4,17 - 8,78

P < 0,0001
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Tabelle 5: Stroke-Work-Index im Zeitraum von 30 min nach Beginn des
Working Heart-Modus bis zum Versuchsende

Gruppe dynesxcmxSchliage'xg™
jeweils n=7 Median
Kontrolle 5,18
Ischamie | 6,57,
Herbimycin A | 5,5-32’
P ,0,71-32,7

Abbildung 7: Stroke-Work-Index
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3.2 Working-Heart-Dauer

Tabelle 6: Working-Heart-Dauer

Gruppe min.

Median
1. Quartil - 3. Quatrtil

Kontrolle 121
120 - 126

Ischamie 120
117 - 122

Herbimycin A 120
95 - 120

Die Working-Heart-Zeit beginnt nach der Langendorff-Reperfusion und
dauert bis zum Versiegen des Aortenflusses an, langstens jedoch zwei

Stunden.

3.3 Biochemische Parameter

3.3.1 Troponin |

Tabelle 7: Troponin I-Gehalt zum Zeitpunkt der Perikarderéffnung

Gruppe ng/ml
jeweils n=7 Median
1. Quartil - 3. Quartil
Kontrolle 0,15
0 -1
Ischamie 0
0 - 0,63
Herbimycin A 0,25
0,05 - 1,13

p 0,6963
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Tabelle 8: Troponin I-Gehalt bei Beginn der Reperfusion

Gruppe ng/ml

jeweils n=7 Median
1. Quartil - 3. Quartil

Kontrolle 5,3
2,8 - 13

Ischamie 2,25
1,5 - 3,1

Herbimycin A 7,65

2,18 - 14,50

p 0,1648

Tabelle 9: Troponin I-Gehalt 1 h nach Beginn des Working Heart-Modus

Gruppe ng/ml
jeweils n=7 Median
1. Quartil - 3. Quartil
Kontrolle 200,80
157,8 - 203,6
Ischamie 171,5
144,78 - 278,55
Herbimycin A 220,45

134,08 - 362,43
p 0,6274
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Tabelle 10: Troponin I-Gehalt am Versuchsende

Gruppe ng/ml
jeweils n=7 Median
1. Quartil - 3. Quartil

Kontrolle 354.,8

273,8 - 423,8
Ischamie 330

222,03 - 537,8

Herbimycin A 379,45
193,33 - 736,98

p 0,6139

Abbildung 8: Entwicklung des Troponin I-Gehalts in ng/ml
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3.3.2 Caspase 3

Tabelle 11: Caspase 3-Gehalt am Versuchsende

Gruppe ng/ml
jeweils n=7 Median
1. Quartil - 3. Quartil
Kontrolle 3,51
3,32 - 3,64
Ischamie 3,52
3,29 - 3,84
Herbimycin A 3,37
3,16 - 3,62
p 0,5138

Die angegebenen Werte fir die Caspase 3 beziehen sich auf eine
Gesamtproteinmenge von 400 pg/ml im Probenansatz. Der Ausgangswert der
Caspase 3-Konzentration wurde bei einem Kontrollversuch nach sechs
mindtiger Kardioplegiegabe (ohne anschlieBende Ischamie-, Reperfusions- und

Working Heart Phase) mit 3,55 ng/ml bestimmt.

3.3.3 Laktat

Tabelle 12: Laktatgehalt bei der Perikarderéffnung

Gruppe mmol/l
jeweils n=7 Median
1. Quartil - 3. Quartil

Kontrolle 2,1
1,8 - 3,3

Ischamie 1,4
1,8 - 3,3

Herbimycin A 0,75

0,55 - 1,23

p 0,0133
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Tabelle 13: Laktatgehalt bei Beginn der Reperfusion

Gruppe mmol/l
jeweils n=7 Median
1. Quartil - 3. Quartil

Kontrolle 0,7

05 -18
Ischamie 1

0 -25

Herbimycin A 0,9
0,55 - 1,1
p 0,8066

Tabelle 14: Laktatgehalt 1 h nach Beginn des Working Heart-Modus

Gruppe mmol/l
jeweils n=7 Median
1. Quartil - 3. Quartil
Kontrolle 0,9
02 -1,8
Ischamie 1,4
0,53 - 3,18
Herbimycin A 2,05
1,3 - 3,85

p 0,3517




Tabelle 15: Laktatgehalt am Versuchsende

Gruppe mmol/l
jeweils n=7 Median
1. Quartil - 3. Quartil
Kontrolle 2,4
1,9 - 53
Ischamie 2
0,45 - 4,63
Herbimycin A 3,35
2,15 - 7,05
p 0,5808

Abbildung 9: Entwicklung des Laktatgehalts in mmol/I
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3.4 Morphologische Parameter

3.4.1 Kontraktionsbanden

Schweregrade: 0 = keine, 1 = solitar, 2 = disseminiert, 3 = konfluierend

Abbildung 10: Vergleich ungeschadigtes Myokard und Kontraktionsbanden

Im oberen Bereich der Abbildung erkennt man ungeschadigtes Myokard, im
unteren Teil sieht man flachenhaft auftretende Kontraktionsbanden-Nekrosen.

Tabelle 16: Kontraktionsbanden im gesamten Herz

Gruppe Schweregrad
jeweils n=7 Median
1. Quartil - 3. Quartil

Kontrolle 0,9

0,25 - 1,63
Ischdamie 1,1

1-2
Herbimycin A 1,3
1,13 - 1,83

p 0,3052
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Abbildung 11: Verteilung der Kontraktionsbanden

B Kontrolle O Ischamie OHerbimycin A

Herzspitze  Seitenwand Vorderwand

Septum

Hinterwand

gesamtes

Herz

3.4.2 Apoptose

Abbildung 12: Apoptotische Zellkerne
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Tabelle 17: Apoptotische Zellkerne

Gruppe n/mm?®
jeweils n=7 Median
1. Quartil - 3. Quartil
Kontrolle 313
128,5 - 592,25
Ischamie 480
284 - 1129
Herbimycin A 487.,5
272,5 - 738,5
p 0,5733

Abbildung 13: Auftreten von apoptotische Zellkernen am Versuchsende

500

Kontrolle Ischamie Herbimycin A
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3.4.3 Myokardialer Wassergehalt

Tabelle 18: Veranderung des myokardialen Wassergehaltes (praoperativ —

postoperativ)
Gruppe %
jeweils n=7 Median
1. Quartil - 3. Quartil
Kontrolle 7,65
51 - 12,21
Ischamie 7,92
6,3 - 9,33
Herbimycin A 7,92
53 - 12,0
p 0,9428

3.5 Hitzeschockprotein 70 (HSP 70)

Tabelle 19: HSP-Gehalt zum Zeitpunkt der Perikarderdffnung

Gruppe ng/ml
jeweils n=7 Median
1. Quartil - 3. Quartil
Kontrolle 7,84
4,9 - 9,81
Ischamie 5,91
4,38 - 10,03
Herbimycin A 8,83
6,97 - 11,65
p 0,4322
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Tabelle 20: HSP-Gehalt kurz vor Beginn der Reperfusion

Gruppe ng/ml
jeweils n=7 Median
1. Quartil - 3. Quartil
Kontrolle 9,05
8,27 - 13,9
Ischamie 8,12
6,75 - 10,75
Herbimycin A 7,75
6,78 - 12,47
p 0,5769

Tabelle 21: HSP-Gehalt am Versuchsende

Gruppe ng/ml
jeweils n=7 Median
1. Quartil - 3. Quartil
Kontrolle 7,71
6,73 - 8,74
Ischamie 6,1
5,35 - 9,42
Herbimycin A 7,0
5,33 - 8,04

p 0,7202
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Abbildung 14: Entwicklung des HSP-Gehalts in ng/ml
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Tabelle 22: Entwicklung des HSP-Gehalts von der Perikarderdffnung bis zum

Beginn der Reperfusion

Gruppe ng/ml
jeweils n=7 Median
1. Quartil - 3. Quartil
Kontrolle 1,94
0,47 - 4,13
Ischamie 1,91
1,0 - 2,71
Herbimycin A -1,39
-1,98 - 0,24
p 0,0417
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Tabelle 23: Entwicklung des HSP-Gehalts von der Perikard6ffnung bis zum

Versuchsende
Gruppe ng/ml
jeweils n=7 Median
1. Quartil - 3. Quartil
Kontrolle -1,11
-3,2 - 3,27
Ischamie -0,41
-1,46 - 1,72
Herbimycin A -2,94
-5,25 - 0,47
p 0,1784

Tabelle 24: Entwicklung des HSP-Gehalts von Beginn der Reperfusion bis zum

Versuchsende

Gruppe ng/ml

jeweils n=7 Median

1. Quartil - 3. Quatrtil
Kontrolle -1,89
-5,14 - -0,56

Ischamie -1,83

2,73 - 0,7
Herbimycin A -1,56

481 - 1,6

p 0,4996
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4 Diskussion
4.1 Diskussion der Ergebnisse

411 Modell und Ubertragbarkeit

Die Ergebnisse dieser Studie wurden an gesunden Ferkeln im Alter von
wenigen Wochen erhoben. Deshalb lassen sich die Resultate auf gesundes
jugendliches Myokard beziehen. Somit sind die erzielten Ergebnisse nicht auf
vorbelastetes Myokard Ubertragbar, denn dort handelt es sich um véllig andere
physiologische Situationen”®-%%18¢,

Die pharmakologische Prakonditionierung bewirkt eine fir das Myokard
streBfreie Induktion der HSP38137.168.188 55 daB davon auszugehen ist, daB
auch multimorbide Patienten, die sich fur die Durchfihrung einer ischamischen
Prakonditionierung nicht qualifizieren, davon profitieren kénnten.

Beim Vergleich der Ergebnisse dieser Untersuchung mit Patienten héheren
Lebensalters, die den GroBteil des herzchirurgischen Patientengutes
ausmachen, sind wesentliche Begleiterkrankungen wie Diabetes mellitus,
langjahrige arterielle Hypertonie, Nierenerkrankungen oder pulmonale
Probleme zu berUcksichtigen. Diese zusatzlichen Faktoren kdénnen eine
Einschrankungen im Bereich der kardialen Mikrozirkulation und damit des

31,185

Sauerstoffverbrauchs im Myokard bedingen , wodurch die Myokardfunktion

zusatzlich beeintrachtigt sein kann.

41.1.1 Das Schwein als Versuchstier

Die Anatomie des Schweins entspricht im Hinblick auf Koronaranatomie®”’,
Kollateralisierung und GréBe®*® bis auf die Vena azygos sinistra, die direkt in
den Koronarsinus miindet, weitgehend der des Menschen'*.

In der Mehrzahl der Studien Uber die Prakonditionierung wurden bisher
Kleintiere, z.B. Ratten und Kaninchen als Versuchstiere verwendet'84¢:199-21¢

auch die Untersuchungen, die den Zusammenhang von HSP70 und der
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Prakonditionierung untersuchen, beschranken sich die meistens auf

130,221

Ratten . Die Verhaltnisse im GrofBtiermodell dirften folglich denen beim

Menschen sehr viel ndher kommen.

4.1.1.2 Langendorff - Perfusionsmodell

Das 1895 etablierte Perfusionsmodell von Langendorff'®’ ist die akzeptierte
Methode, um Herzen auf ihre Mechanik und ihren Stoffwechsel hin zu

t67’79’83’100. Das

untersuchen. Im Laufe der Zeit wurde es verbesser
Perfusionsmodell erlaubt die isolierte Untersuchung der Herzfunktion frei von
extrakardialen Einflissen unter weitestgehend kontrollierten, und bei
Verwendung von Blut als Perfusat auch physiologischen Bedingungen.

Wahrend des Versuchsablaufs kénnen jedoch anfallende, schéadliche
Substanzen und Stoffwechselprodukte wie beispielsweise Laktat nicht wie im
menschlichen Organismus abgebaut werden. Eine Kumulation dieser
Substanzen kann negative Einflisse auf die Herzfunktion haben.

Beim Einsatz von Rollerpumpen zur Blutzirkulation kann es zur Freisetzung
von Laktat und Kalium kommen. Bei massiven Hamolysen mit Abfall des
Hamoglobins kénnte auch eine ausreichende Oxygenierung des Blutes nicht
mehr gewahrleistet werden. Dies wird durch eine korrekte Einstellung der
Pumpenokklusion minimiert. Das AusmaB der Hamolyse wird durch die
Bestimmung des freien Hb’s kontrolliert.

Durch die Stase des Blutes im Reservoir und dessen Kontakt mit
Fremdoberflachen kénnen Thromben entstehen, die zu ischamischen Embolien
im Herzen fahren kénnen. Durch die Vollheparinisierung des Blutperfusats wird
dieser Effekt verhindert. Gehaufte Mikroembolien wéren im histologischen

Praparat zu sehen gewesen.

4 1.1.3 Versuchsablauf

Das Modell orientiert sich an gangigen Operations- und Narkoseverfahren
bzw. an in vivo Zirkulations- und Druckverhaltnissen. Die hamodynamischen
Verhéaltnisse sind mit denen in kindlichen Herzen vergleichbar. Verschiedene

manuelle und pharmakologische Manipulationen kdnnen wahrend der



61

Operation und auch wahrend des maschinellen Perfusionsablaufs zu den
nachfolgend genannten anatomischen und physiologischen Veranderungen

fuhren.

4.1.1.3.1 Veranderung der Herzanatomie

Durch das Anbringen der AnschluBsticke und die hangende Position des
Herzens in der Perfusionsapparatur kann es zu Klappeninsuffizienzen- oder
stenosen, sowie zu Kompression von KoronarfluB und AusfluBtrakten kommen.
Diese Fehler werden aber Dank der kontinuierlichen Messung des Aorten- und
Koronarflusses sowie der Vor- und Nachlast sofort erkannt und kénnen

umgehend korrigiert werden.

4.1.1.3.2 Beeinflussung morphologischer und biochemischer Parameter

Durch manuelle Manipulationen, insbesondere dem Einbringen des TIP-
Katheters durch den Biopsiekanal in der Herzspitze in den linken Ventrikel,
kann es zum Anstieg von Troponin | kommen. Auch die Myokardpunktionen
kdnnen diese Auswirkung haben. Eine zweite Moglichkeit ware das Anbringen
des TIP-Katheters Gber die Aortenwurzel. Dies kann allerdings zur
Aorteninsuffizienz fihren. Im vorliegenden Versuchsmodell hat man sich fir die
Platzierung via Herzspitze entschieden, da der Biopsiekanal ohnehin vorhanden
war und somit die Provokation einer Aortenklappeninsuffizienz vermieden
werden konnte. Eine erhohte Rate der Kontraktionsbanden ist durch die
Biopsieentnahmen vor allem an der Herzspitze und bei den Herzen der

ischamischen Gruppe im Isch@mieareal zu erwarten (s. Kapitel 3.4.1).

4.1.1.3.3 Beeinflussung durch Pharmaka

Angestrebt wurde eine mdglichst wenig kardiotrop wirksame Medikation.
Durch eine exakte an die erforderliche Narkosetiefe angepaBte Dosierung
wurde die mdgliche negativ inotrope Wirkung minimiert. Wie in der
Herzchirurgie Ublich erlaubt die kombinierte Anwendung der aufgefiihrten
Narkotika und Sedativa im Sinne einer total intravendsen Anéasthesie (TIVA)
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eine geringst mogliche Dosierung des einzelnen Medikamentes und verringert
somit die Rate von Nebenwirkungen.

Atropin besitzt eine neurovegetativ dampfende Wirkung, verhindert stérende
Reflexe und hebt die Vagusstimulierung auf. Es hat allerdings auch eine positiv
bathmotrope Wirkung®.

Diazepam bewirkt eine Sedierung mit Amnesie. Bei hoher Dosierung kann es
atemdepressiv wirken, was bei zeitgerechter Intubation und kontrollierter
Beatmung jedoch bedeutungslos ist.

Azaperon kann zu einer Abnahme des peripheren Widerstandes mit
entsprechendem Blutdruckabfall fuhren, was Reflextachykardien auslésen
kann, und besitzt zusatzlich noch eine neuroleptische Wirkung®®.

Ketamin kann neben der Sedierung zu Blutdruck- und Pulsanstieg um ca.
30% der Norm fiihren®,

Vecuronium kann zur Blockade von kardialen Muscarinrezeptoren fuhren.
Diese unerwinschte Wirkung ist aber in der verwendeten geringen Dosis von
0,025 mg/kg KG nicht zu erwarten'®’.

Fentanyl findet Verwendung bei der Analgesie und hat eine stark
atemdepressive Wirkung®.

Propofol kann durch Vasodilatation und negativ inotroper Wirkung zu einer
reflektorischen Tachykardie fihren. Durch TIVA wird dies vermieden. Aufgrund
seiner kurzen An- und Abflutdauer und der daraus resultierenden guten
Steuerbarkeit wurde es eingesetzt.

Flunitrazepam entspricht in Wirkung und Nebenwirkung weitgehend dem
Diazepam®, hat allerdings eine kiirzere Halbwertszeit.

Heparin wird aus Schweinemukosa hergestellt. Es sind keine kardialen
Einflisse zu erwarten.

Gentamycin zeigt in klinisch verwendeten Dosen keinerlei Auswirkungen auf
das Myokard”®.

Kortison kann zu einer Verringerung des myokardialen Odems fiihren, wird
eingesetzt, um die durch Verwendung von Fremdblut md&glichen

immunologischen Prozesse zu dampfen.
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4.1.1.3.4 Besonderheit der Herbimycin A-Gruppe

Herbimycin A sollte 16 Stunden vor Beginn des Versuchs appliziert werden,
um seine volle Wirkung entfalten zu kénnen'®’. Daher wurden die Tiere der
Herbimycin A-Gruppe bereits am Vortag des Versuchs mit Diazepam und
Ketaminhydrochlorid durch intramuskulare Injektion kurznarkotisiert. Das
Herbimycin A wurde als Kurzinfusion Uber 20-30 Minuten appliziert. Dieses
Verfahren setzte die entsprechenden Tiere einer zusatzlichen StrefBsituation
aus. AuBerdem wurden sie dem Risiko und den mdoglichen unerwinschten
Nebenwirkungen der verwendeten Medikamente ausgesetzt.

Eine solche StreBsituation kann per se schon zur Induktion von HSP

fuhren'”

und auch die Entwicklung einer kardialen Schadigung ist bei den
vulnerablen Schweineherzen nicht auszuschlieBen. Hierzu kam es nicht, wie

die Ergebnisse in Kapitel 3.5 zeigen.

4.1.1.4 Kardioplegielosung

In der vorliegenden Studie sind die Kardioplegie in situ und auch die
Kardioplegiezyklen im Modell mit einer auf 4°C gekihlten Blutkardioplegie nach
Buckberg durchgefiihrt worden. In verschiedenen Studien zeigen sich Vorteile
der Blutkardioplegie im Vergleich zu einer kristallinen Kardioplegie. Die
Blutkardioplegie flhrte nicht nur zu einer geringeren histochemischen
Schadigung, sondern auch zu einer besseren postoperativen funktionellen
Erholung. Julia et al. zeigten, daB Blutkardioplegie aufgrund der vorhandenen
Radikalenfanger zu geringerem myokardialen Schaden durch freie
Sauerstoffradikale fuhrt**. Auch Acar et al.' zeigten die Vorteile der
Blutkardioplegie auf. Die initiale Gabe einer Blutkardioplegie verbessert die
Sauerstoffverwertung und die lokale Wiederherstellung der Herzfunktion und
fuhrt zu weniger zellularen Schaden. Die ermittelte Troponin I|-Menge
unterscheidet sich hingegen nicht zwischen Blut- und kristalliner Kardioplegie””.

Aufgrund der aufgefihrten Vorteile vor allem im Hinblick auf den geringeren
zellularen Schaden bei Verwendung der Blutkardioplegie wurden samtliche

Kardioplegiezyklen im vorliegenden Modell nach dieser Technik durchgefuhrt.



64

41.1.5 Perfusat

Die Verwendung von Blut als Perfusat zeigt Vorteile gegenlber kristallinen
Perfusaten bezlglich der Physiologie und der Untersuchung von Ischamie-
Reperfusionsschaden®2%. |solierte Herzen, die mit Blut reperfundiert wurden,

zeigten signifikant weniger Odembildung®*'°

, einen geringeren myokardialen
Wassergehalt, einen geringeren ultrastrukturellen Schaden, eine bessere
Kontraktilitat'' und einen niedrigen enddiastolischen linksventrikuldren Druck®.
Manche Autoren bemangeln deshalb die verminderte Aussagekraft von
Studien, in denen nicht mit Blut perfundiert wurde®. Eine Rolle kdnnte auch
noch die Herkunft des Blutperfusats spielen. Es handelt sich um homologes
Fremdblut vom Schlachthof. In einer vergleichbaren Studie zeigte sich trotzdem
keine vermehrte Hamolyse. Dies kénnte daran liegen, daB Schweine keine
Antikérper gegen Blutgruppenfaktoren besitzen®.

In @hnlichen Versuchsreihen werden haufig rein kristalline Lésungen flr die
Langendorff-Perfusion verwendet'®. Im Vergleich zur Perfusion mit Blut
enthalten sie keine schwer kontrollierbaren endogenen Substanzen, die die
Funktion des Herzens beeinflussen kénnen. AuBerdem sind sie billiger,
einfacher zu handhaben und die Gefahr der Thrombenbildung entfallt2.
Zumeist hat man auBerdem keinen EinfluB auf die Qualitdt des Fremdblutes.
Die gemessenen Mengen an Laktat beispielsweise schwankten in der
Versuchsreihe deutlich, obwohl immer Blut von zwei Spendertieren gewonnen
wurde und das mit den gunstigsten Werten verwendet wurde.

Das Perfusat wird im Verlauf des Versuchs mechanisch belastet. Die
Rollerpumpen fihren zu einer Hamolyse mit Laktat- und Kaliumanstieg. Solche
Einflisse kdnnen den Ischamie-/Reperfusionsschaden und die Ausbildung
eines Odems, das zur Beeintrachtigung des Koronarflusses fiihrt, verstarken.
Dadurch werden funktionelle, biochemische und morphologische Parameter
beeintrachtigt. Deshalb wurde das Perfusat mit Kortison versetzt und
physiologisch konditioniert. Die Okklusion der Rollerpumpen wurde optimal

eingestellt.
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41.2 Stroke-Work-Index

Auf eine in situ Bestimmung des SWI noch vor der ersten Kardioplegie wurde
im vorliegenden Versuchsmodell verzichtet. Aufgrund der im Vergleich zum
Perfusionsmodell  unterschiedlichen  physiologischen und vor allem
anatomischen Vorraussetzungen in situ ist eine Vergleichbarkeit der pra- und
postkardioplegischen SWI-Werte nicht gegeben.

Deshalb wurden zwei Zeitabschnitte betrachtet. Die erste Phase stellt die
wichtige frihe Reperfusionsphase dar (10-30 min nach Beginn der
Reperfusion). In diesem Zeitabschnitt zeigt sich in der Ischamiegruppe ein
signifikanter Unterschied der SWI-Werte im Vergleich zur Kontrollgruppe
(p<0,0001). In der zweiten Phase (30 min. nach Beginn Reperfusion bis zum
Versuchsende) gleichen sich die Werte aller Gruppen einander an. Es kommt
dabei jeweils zu einer deutlichen Abnahme des SWIim Versuchsverlauf.

Die Signifikanz in der Ischamiegruppe bestétigt die bereits bekannte
Wirksamkeit der ischamischen Prakonditionierung im ersten Fenster der
Prakonditionierung. Diese Beobachtungen wurden bereits von anderen

44,139

Untersuchern  sowohl fir nicht-pharmakologische als auch far

pharmakologische'®*%194198 gtimyli nachgewiesen. Diese Ergebnisse decken
sich mit den Beobachtungen verschiedener Arbeitsgruppen?>26:10°121.139,

Der SWI in der Herbimycin A-Gruppe zeigt keinen signifikanten Unterschied
im Vergleich zur Kontrollgruppe in der frilhen Reperfusionsphase. Eine
prakonditionierende Wirkung des Herbimycin A mittels HSP auf die
Herzfunktion 1&aBt sich nicht nachweisen. Die vorliegende GroBtierstudie
bestdtigt die in den in vitro-Versuchen mit Kardiomyozyten®° erzielte
prakonditionierende Wirkung des Herbimycin A.

Verantwortlich flr den Abfall des SWI in allen Gruppen sind einerseits der
zunehmende Adenosintriphosphat-Mangel (ATP) und die intrazellulare Ca**-
Akkumulation, die die Myokardrelaxation friihzeitig einschranken, sowie die
strukturelle myokardiale Schadigung, die im Kapitel 4.1.8 ausfuhrlich diskutiert
wird'®'. Es ist davon auszugehen, daB der myokardiale ATP-Gehalt wahrend
der fast dreistlindigen Ischamie-und Reperfusionsphase relevant abnimmt. An
isolierten menschlichen Kardiomyozyten wurde gezeigt, daB der myokardiale
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Gehalt an energiereichen Phosphaten in blutkardioplegierten Herzen um 20%
sinkt'®?, Diese ~ Beobachtungen  wurden  wahrend  humanen
Herztransplantationen gemacht, eine Erneuerung der ATP-Reserven war
demnach gewahrleistet. In unserem Modell wurde jedoch kein ATP substituiert,
so daB von einem weitaus groBeren Verlust ausgegangen werden mubB.

Wu et al. zeigten in einer Studie, in der ischamische Préakonditionierung bei
koronaren Herzoperationen am Menschen durchgefihrt wurde, daBB es wie bei
der vorliegenden Studie in der frihen Phase der Reperfusion zu einem
signifikanten Anstieg des SWI im Vergleich zur Kontrollgruppe kam®'°. Auch bei
Wu et al. kam es im weiteren Beobachtungsverlauf zu einer Angleichung der
SWI-Werte bis hin zu nicht-signifikanten Ergebnissen. In dieser Studie wurde
nicht nur die Auswirkung der ischamischen Prakonditionierung auf den linken
Ventrikel untersucht. Auch der erhobene SWI des rechten Ventrikels zeigte in
der Ischamie-Gruppe signifikant héhere Werte als in der Kontrollgruppe. Der
Beobachtungszeitraum bei Wu et al. erstreckte sich bis zum ersten
postoperativen Tag. Diese Beobachtungen sind wichtig, da die maximale
Einschrankung der Myokardfunktion haufig nicht unmittelbar nach Beendigung
der extrakorporalen Zirkulation auftreten soll, sondern erst 4-6 Stunden

postoperativ®*.

41.3 Zeiten

4.1.4 Dauer des Working Heart Modus

Der Working Heart-Modus schliet sich an die Langendorff-Reperfusion an.
Erst in diesem Versuchsabschnitt beginnt das Herz Arbeit zu verrichten, da es
einer Vor- und Nachlast ausgesetzt wird. Die Vorlast wird dabei konstant auf 10
mmHg und die Nachlast konstant auf 60 mmHg eingestellt. Damit soll eine
Vergleichbarkeit in allen Gruppen durch identische Druckverhaltnisse im
Kreislauf erreicht werden. Die erbrachte Leistung spiegelt sich dann im SWI
wieder. Am Abfall des SWI 1aBt sich das AusmaB der Herzinsuffizienz ablesen,
die im Versuchsverlauf immer stéarker eintritt. Als Abbruchkriterium wird in

diesem Modell das Versiegen des Aortenflusses gewahlt.



67

In der vorliegenden Studie werden in allen drei Gruppen nicht signifikant
unterschiedliche Reperfusionszeiten in der Langendorff-Reperfusionsphase
erzielt.

In den Working Heart-Zeiten unterscheiden sich die Gruppen nicht
untereinander. In allen drei Versuchsgruppen wurde die geplante Working
Heart-Zeit von 2 Stunden erreicht. Dies hat eine in allen Gruppen identische
Gesamtversuchsdauer (von Beginn Kardioplegie bis Versuchsende) von knapp
4 Stunden zur Folge. Es lassen sich somit alle Gruppen in allen Stadien des
Versuchs vergleichen.

In &hnlichen Studien unseres Labors wurden weitaus geringere Working
Heart-Zeiten erreicht. In den meisten Fallen erfolgte bereits nach einer Stunde
der Versuchsabbruch. Diese Unterschiede lassen sich auf die schrittweise
Verbesserung der Perfusionsapparatur und des optimierten Ablaufs
zurlckfahren. Auch in anderen Studien werden geringere Working Heart-
Phasen erreicht, wobei hier die genauen Zeiten und Abbruchkriterien nicht
genannt werden*®1*0.

Es gibt mehrere limitierende Faktoren fir die Dauer des Working-Heart-
Modells: zunehmender struktureller Myokardschaden, Rickgang des ATP-
Gehalts, zunehmendes myokardiales Odem. Ausdruck hierfiir sind neben der
Abnahme des SWI auch der Troponin I-Anstieg und der histologische Nachweis
von Kontraktionsbanden sowie der zunehmende myokardiale Wassergehalt (s.
Kapitel 4.1.2, 4.1.5, 4.1.8 und 4.1.10)"".

41.5 Troponin |

Troponin | hat eine héhere Kardiospezifitat, zeigt einen friheren Anstieg und
ein langeres diagnostisches Fenster als die CK-MB. Daher wurde in dieser
Studie die Bestimmung des Troponin-l der Bestimmung der CK-MB
vorgezogen®. Troponin | stammt aus den kardialen Aktinfilamenten und ist somit
herzspezifisch. AuBerdem werden die erhobenen Werte nicht wie bei der CK-

91 Diese Tatsache ist in der

MB durch gesteigerte Hamolyse verfalscht
vorliegenden Studie besonders zu bertcksichtigen, da eine Hamolyse durch die

verwendeten Rollerpumpen und die extrakorporale Zirkulation gegeben ist.
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Im Moment der Perikarderdffnung lagen die Troponinwerte aller drei
Versuchsgruppen im Normbereich. Diese Beobachtung ist besonders bezlglich
der Herbimycin A-Gruppe wichtig, da eine myokardiale Frihschadigung durch
Herbimycin A damit ausgeschlossen werden kann. Auch bei Yoneda et al., der
die Wirkung von Herbimycin A auf die Kardiomyozyten durch Bestimmung der
CK-MB nachwies, zeigte sich keine zellulare Schadigung®®.

Bei der Troponin-Bestimmung direkt nach Beginn der Reperfusion fallt der
vergleichsweise niedrige Wert der Ischamiegruppe auf. Diese Beobachtung ist

tiberraschend, da Kaukoranta et al.%

in ihrem Versuch beschrieben, daB es in
ischamisch prakonditionierten Herzen zu einem starkeren Anstieg des Troponin
| kommt als in der Kontrollgruppe. Es bleibt unklar, warum in dieser Studie die
Ischamiegruppe frihpostischamisch die niedrigsten Troponin I-Werte aufweist.
Der starke Anstieg der Troponinwerte im weiteren Verlauf des Versuchs bis
auf Ober 300 ng/ml im Vergleich zu den praischamischen Werten in allen
Gruppen 1aBt sich auf die starke Schadigung des Myokards zurtickflhren.
AuBer der langen Ischamiezeit wurde der Versuch auch bis zur terminalen
Herzinsuffizienz mit fehlendem AortenfluB fortgefihrt. Eine maximale
Schadigung aller Herzen ist die Folge. Signifikante Unterschiede unter den
Gruppen lassen sich wahrend des Versuchs und am Versuchsende nicht

nachweisen.

41.6 Caspase 3

Die Rolle der Caspase 3 in der Kaskade , die zur Apoptose fihrt, wird in den
Kapiteln 2.8.3 wund 1.4.21 in der Einleitung sowohl fir den
rezeptorunabhangigen als auch fir den rezeptorabhangigen Weg beschrieben.

Im vorliegenden Modell kommt es mit Caspase 3-Werten zwischen 3,37
ng/ml (Herbimycin A) und 3,52 ng/ml (lschdmie) zu keinen signifikanten
Unterschieden im Vergleich zur Kontrollgruppe. In einem Kontrollversuch in
unserem Labor zeigte sich ohne Ischamie und Reperfusion ein Caspase-Wert
von 3,6 ng/ml. Eine signifikante Reduktion der Caspase-Aktivitdt durch
ischamische und pharmakologische Prakonditionierung bleibt in dieser Studie

aus. Betrachtet man das Ausmal der mikroskopisch fassbaren Nekrose in der
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vorliegenden Studie kann man annehmen, daB3 die Apoptose im Vergleich zur
Nekrose eine untergeordnete Rolle in diesem Ischamie/Reperfusionsversuch
spielt. Diese Beobachtung wird durch eine Studie von Freude et al. bestatigt>”.
Insgesamt wird die Rolle der Caspase bei der Prakonditionierung kontrovers
diskutiert. Untersuchungen von Piot et al zeigen im Gegensatz zu Freude et al.
eine Reduktion der  Caspase-Aktivitat bei der ischamischen
Prakonditionierung™®.

In der vorliegenden Studie werden die Beobachtungen von Freude et al.
bestatigt, da weder die ischamische noch die pharmakologische
Prakonditionierung einen EinfluB auf die Caspase 3-Aktivitat gezeigt haben.

41.7 Laktat

Die Bestimmung des Laktatgehalts erlaubt Rulckschlisse auf die
Sauerstoffversorgung und damit die Stoffwechsellage des Myokards. Laktat
entsteht bei Sauerstoffmangel durch anaerobe Glykolyse''®, aber auch im
Rahmen der Hamolyse™?,

In der vorliegenden Studie wurden die Tiere der Herbimycin A-Gruppe am
Vortag des Versuchs zusatzlichem StreB durch die Verabreichung des
Herbimycin A ausgesetzt, was zu einer Expression von Laktat fihren kénnte.

Tatsachlich aber sind die Unterschiede der Laktatwerte zum Zeitpunkt der
Perikarderéffnung in der Herbimycin A-Gruppe signifikant niedriger im Vergleich
zu den anderen Gruppen (p<0,0133). Im Versuchsverlauf kam es dann zu
einem Anstieg der Laktatwerte in allen Gruppen. Der Anstieg war in der
Herbimycin A-Gruppe am ausgepragtesten, signifikante Unterschiede zwischen
den Gruppen traten aber nicht mehr auf.

Auch im Hinblick auf die ischdmische Prakonditionierung zeigen Ikonomidis
et al., daB der Laktatanstieg in Kardiomyozyten einer Kontrollgruppe wesentlich
deutlicher ausgepragt war als in ischamisch prakonditionierten Myokardzellen®*.
Die von Ikonomidis vorgestellten Ergebnisse bezogen sich auf einen Zeitpunkt
90 Minuten nach der Ischamie.

In einer vergleichbaren Studie zeigten Nomura et al."**, daB in Herzen, in

denen es zu einer hyperthermie-induzierten HSP-Ausschittung kam, im
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Reperfusionsverlauf ein signifikant niedriger Laktatanstieg zu verzeichnen war
als in den Kontrollgruppen. Die Ergebnisse von Nomura et al. konnten in der
vorliegenden Studie nicht bestatigt werden. Hier zeigte sich keine Auswirkung
der pharmakologischen Prakonditionierung bzw. der HSP-Induktion auf die
Entwicklung des Laktatgehalts. Der Anstieg des Laktatgehalts in der
Ischamiegruppe zeigt zwar im Gruppenvergleich keine Signifikanz, dennoch
sind Vorteile gegenlber den anderen Gruppen erkennbar, so daB die
Ergebnisse von Ikonomidis nachvollziehbar sind.

Im vorliegenden Modell wurden sowohl der kardioplegen Lésung als auch
dem Perfusat ausreichend Glukose zugesetzt. AuBerdem wurde auf eine
suffiziente Oxygenierung geachtet. Der Laktatanstieg 1aBt sich somit am
ehesten auf einen zunehmenden Endothelschaden, besonders im terminalen
Stromgebiet  zurlckfihren, wodurch eine ausreichende myokardiale
Sauerstoffversorgung nicht mehr gewahrleistet ist"'”'. Eine weitere Mdglichkeit
ist die Freisetzung des Laktats aus Erythrozyten, beispielsweise durch die in
Kapitel 4.1.1.2 genannte mechanische Hamolyse durch die Rollerpumpen’.

Der Mechanismus, der zu einem geringeren Laktatanstieg in ,HSP-Herzen’

fiihren soll, ist nach wie vor noch nicht vollstandig geklart'**'%,

41.8 Kontraktionsbanden

Als Kontraktionsbanden bezeichnet man Aggregate von eosinophilen,
hyperkontrahierten Sarkomeren. Sie entstehen bei der Reperfusion eines fir
langere Zeit ischamischen Myokardgebietes''?. Kontraktionsbanden treten im
Gegensatz zur Koagulationsnekrose schon wenige Minuten nach Beginn der
Reperfusion auf'®. Sie sind das morphologische Korrelat der intrazellularen
Kalziumiiberladung®'-93143.181,

Die Prakonditionierung reduziert die intrazellulare Ca?*-Uberladung durch

8,63,176,199

Aktivierung der K¥arp- Kandle Prakonditionierte Herzen zeigen

weniger Nekrose und eine Reduktion der InfarktgroBe’®.
Betrachtet man die verschiedenen Areale im Herzen féallt auf, daB in allen

Regionen (Hinterwand, Septum, Herzspitze, Seitenwand, Vorderwand) die
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Herzen der Ischamiegruppe die meisten Kontraktionsbanden zeigen.
Signifikante Unterschiede lassen sich hier allerdings nicht ableiten.

Die meisten Kontraktionsbanden traten im Bereich der Herzspitze auf. Dies
laBt sich auf die Manipulationen in diesem Areal zurlckfihren. Dort wurden
mehrmals wahrend des Versuchsablaufs Biopsien entnommen. Zusatzlich war
von dort aus der TIP-Katheter wahrend der Reperfusionsphase und in situ per
Biopsiekanal in den linken Ventrikel eingefthrt worden.

Auffallig ist vor allem, daB es im subendokardialen Gebiet kaum zur
Ausbildung von Kontraktionsbanden kommt. Diese Beobachtungen konnten
bereits haufiger bei ahnlichen Versuchsmodellen in unserem Labor gemacht
werden'”'%1 Bei einer der genannten Studien zeigte sich in der
Kernspintomographie im subendokardialen Bereich deutlich  weniger
ausgepragte Odembildung. Aufgrund der verminderten subendokardialen
Reperfusion kommt es hier wohl nicht zu einem zuséatzlich zum
Ischamieschaden auftretenden Reperfusionsschaden. Eine Ausbildung von
Kontraktionsbanden scheint daher auszubleiben. Darlber hinaus gilt die
subendokardiale Region als ,letzte Wiese* der Perfusion. Der ischamische Stref3
ist hier deutlicher ausgepragt. In Herzen kommt es bei langer ischamischer
Phase zu einer vollstdndigen Entleerung der ATP-Speicher, eine Bildung von

Kontraktionsbanden ist in der Reperfusion nicht mehr méglich''##’.

41.9 Apoptose

In dieser Studie kam es bei der Apoptose mit Werten zwischen 330 und 487
apoptotischen Zellkernen pro mm® zu keinen signifikanten Unterschieden
zwischen den Gruppen. Eine Reihe von Studien hat gezeigt, daf3 es in vivo und
in vitro sowohl im FWOP>6'31.1%0  als aquch im SWOP’ zu einer Reduktion der
Apoptose in prakonditionierten Herzen kommt. Eine reduzierte Apoptoserate als
Mechanismus fur die Prakonditionierung ist noch nicht nachgewiesen und die
Ergebnisse dieser Studie sprechen eher fir die fehlende Bedeutung der
Apoptose bei der Prakonditionierung.

Der verwendete Apoptose-Detection-Kit brachte zudem das Problem mit

sich, daB das verwendete Marker-Enzym auBer der intranuklearen
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Doppelstrangbriiche auch extrazellulares Material anférbte. Eine sichere
Differenzierung zwischen Apoptose und Artefakt war im Einzelfall schwierig.

Mehrere Studien zeigten, daB es oftmals erst nach mehreren Stunden oder
Tagen zur Auspragung der Apoptose kam, insbesondere dann, wenn es sich
um die Ausbildung von Reperfusionsschaden handelt®***. Eine dieser Studien
zeigte das HochstmaB an Nekrose nach 24 Stunden Reperfusion, wobei der
Hoéhepunkt der Apoptose erst nach 72 Stunden Reperfusion auftrat?®?. Es ist
somit denkbar, daB im vorliegenden Fall ein  unzureichender
Beobachtungszeitraum nach dem Beginn der Reperfusion zugrunde lag.

Nach wie vor ist nicht geklart, in welchem zeitlichen Verhaltnis Nekrose und

Apoptose stehen. Méglicherweise laufen beide Prozesse parallel ab.

4.1.10 Myokardialer Wassergehalt

In der vorliegenden Studie kommt es zwischen den Gruppen zu keinem
signifikanten Unterschied im Anstieg des myokardialen Wassergehaltes. Der
Anstieg liegt in dieser Versuchsreihe mit Werten zwischen 7,7% und 7,9% nur
unwesentlich héher als in vergleichbaren Studien'. Im genannten Versuch von
Acar et al. kam es aber nicht zur Durchflihrung eines Working Heart Modus. Ein
anderes Modell zeigte eine Zunahme des myokardialen Wassergehaltes von
fast 30%>*. Hier fand eine 24-stiindige kontinuierliche Perfusion mit modifizierter
Krebs-Henseleit-Lésung statt. Durch die geringe Perfusionszeit von zwei
Stunden in unserem Modell erklart sich auch die nur geringe Zunahme des
myokardialen Wassergehaltes.

Die Ursache der Odemausbildung im Myokard wird auf die Ischamie und die
Reperfusion zuriickgefiihrt. Entscheidend fiir die Bildung des Odems ist die
myokardiale Hypoxie und Hyperkalidamie, die durch Schadigung der

Zellmembranen entstehen und zu einer erhdhten Zellpermeabilitat fithren''"".

Zusétzlich zeigt sich ein Odem als Konsequenz der hypothermen Perfusion®¥*°.
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4.1.11 Hitzeschockproteine

41111 HSP70 und ischamische PK

Zu allen Zeitpunkten des Versuchs zeigten sich in der Ischamiegruppe
unseres Modells keine signifikanten Unterschiede zwischen den Werten.
In vielen Untersuchungen wurde die Mdéglichkeit einer HSP-Induktion durch

Ischamie beschrieben'??12!

. Neuere Studie widersprechen diesen Aussagen
sowohl fir ischamisch als auch fir pharmakologisch prakonditionierte
Herzen'>™° |n diesen Studien kam es zwar zu einer Induktion des zweiten
Fensters der Prakonditionierung, ein Anstieg des myokardialen HSP-Gehalts
war aber nicht nachweisbar. Auch die vorliegende Untersuchung klart die
Beziehung zwischen HSP und dem SWOP nicht'”®.

Die leichte Zunahme des HSP-Gehalts zu Beginn des vorliegenden Versuchs
kdénnte eher ein Marker fur die Antwort der Zellen auf StreB sein. Dabei werden
bereits vorhandene, gespeicherte HSP ausgeschiittet®®. In einer Studie von
Snoeck et al.'® zeigte sich ebenfalls bereits ein Anstieg des HSP-Gehalts in

einem frihen Stadium nach einer Hyperthermie-Phase.

41.11.2 HSP und Prakonditionierung durch Herbimycin A

Die vorliegende Studie untersuchte die HSP70-Expression durch den
Tyrosinkinase-Inhibitor Herbimycin A in einem ex situ Perfusionsmodell, da sich
in  mehreren Studien die Wirksamkeit dieser Substanz in isolierten

Myokardzellen bereits gezeigt hat®®'®

. Nach einer 16-stindigen Latenzzeit
nach der i.v.-Applikation zeigt die erste Messung der HSP70-Konzentration
nach der Perikarderdffnung keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen. Bis zur zweiten Bestimmung des HSP-Gehalts zu Beginn der
Reperfusion kommt es dann zu einem signifikanten Abfall des HSP70-Gehaltes
in der Herbimycin A-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe (p<0,05). Auch im
weiteren Verlauf des Versuchs nimmt der HSP-Gehalt in den pharmakologisch
prakonditionierten Herzen kontinuierlich ab. Diese Ergebnisse korrelieren mit
Beobachtungen der Yellon- und anderen Arbeitsgruppen'®'8192374.221 " gia das

SWOP, aber keine zunehmende Expression von HSP beobachteten.
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Die Expression von HSP auf pharmakologischem Weg wurde zuerst in nicht-
myokardialen Zellen nachgewiesen, ehe dann Stephanou et al.'® eine
Expression in Zellkulturen myokardialer Zellen gelang. Auch im perfundierten ex
vivo-Herzen gelang durch Bimoclomol, Norepinephrin und Aktivierung der
Adenosin A;-Rezeptoren eine HSP-Ausschiittung 134204,

Herbimycin A ist auch noch fir weitere HSP-Induktionen verantwortlich.
Conde et al. wiesen auBer HSP70 auch HSP27 und HSP90 in Herbimycin A-
behandelten  Kardiomyozyten nach®. HSP90 zeigte zwar einen
kardioprotektiven Effekt bei thermischem, nicht aber bei ischdmischem Stre*.
In weiteren Versuchen wurde belegt, daB HSP27 ebenso protektiv sein kann
wie HSP70'®'2° |n der vorliegenden Studie wird nur die Bestimmung von
HSP70 durchgefihrt. Eine zusatzliche Bestimmung von HSP27 bleibt weiteren
Untersuchungen vorbehalten.

Die Applikation von Herbimycin A kann allerdings in Bezug auf das zweite
Fenster der Préakonditionierung auch hemmende Auswirkungen haben. Wie
Untersuchungen mit dem PKC-Inhibitor Chelerythrin gezeigt haben, kann eine
NO-induzierte Verminderung des Stunnings®, eine ischamieinduzierte
Infarktreduzierung'® und eine ischdmische Prakonditionierung mittels
Tyrosinkinasen'® aufgehoben werden. Es ist denkbar, daB auch Herbimycin A
als Tyrosinkinase-Inhibitor die zum SWOP fiihrende Kaskade hemmen kann (s.
Abbildung 1).

Die vorliegende Studie konnte weder eine HSP-Induktion noch eine
Auswirkung auf die Herzfunktion (s. Kapitel 3.1, 3.3 und 3.4) durch Herbimycin

A nachweisen.

4.2 Diskussion der Ergebnisse hinsichtlich der Prakonditionierung

4.2.1 Erstes und zweites Fenster der Prakonditionierung

In dieser Arbeit werden direkt die Auswirkungen des ersten Fensters der
Prakonditionierung durch die ischamische Prakonditionierung und des zweiten
Fensters durch die pharmakologische Prakonditionierung mittels Herbimycin A

verglichen, um die Moglichkeit einer klinischen Anwendung der
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Prakonditionierung in der Herzchirurgie zu Uberprifen. Im Weiteren sollen die
grundlegenden Gemeinsamkeiten und Unterschiede der beiden Mechanismen
kurz erlautert werden.

Sowohl das FWOP wie auch das SWOP fiihren zu einer Reduzierung der
InfarktgréBe, wobei sich die Effekte des FWOP als ausgepragter

35,105,121,139

darstellen Andererseits mildert das SWOP das myokardiale

Stunning, was fiir das FWOP nicht zutrifft?®
deutlich  unterschiedlich (2-3 Stunden (FWOP))®; 24-72  Stunden

((SWOP)'*18200) " Diese Erkenntnisse unterstiitzen das Konzept, daB das

. Die Dauer der Schutzwirkung ist

SWOP fir die klinische Anwendbarkeit besser geeignet ist, zumal die Dauer
des FWOP sich weder durch pharmakologische Trigger’® noch durch
wiederholte ischdmische Phasen® ausdehnen 14Bt. Diese Einschrankung zeigt
sich beim SWOP nicht. Die Arbeitsgruppe um Yellon zeigte, daB sich die
infarktreduzierende Wirkung durch weitere Applikation von pharmakologisch
prakonditionierenden MaBnahmen auf mindestens 10 Tage ausdehnen IaBt und
zu keiner Toleranzentwicklung fihrt*.

Herbimycin A wurde 16 Stunden vor der Ischdmie appliziert. Der Moment der
Datenerhebung liegt also am Anfang der postulierten Wirkung des Pharmakons.
Méglicherweise erfolgte die Messung der Parameter zu frih.

Die Wirksamkeit der ischamischen Prakonditionierung konnte in dieser
Versuchsreihe bestatigt werden. Frihpostischamisch zeigten sich signifikante
Unterschiede zwischen den Werten des Stroke-Work-Index. Eine Verminderung
der Infarktgr6Be konnte im vorliegenden Modell nicht nachgewiesen werden.
Das AusmaB der Kontraktionsbanden-Nekrosen zeigte keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen.

Die pharmakologische Préakonditionierung konnte durch Herbimycin A nicht
gezeigt werden. Sowohl fir funktionelle als auch fir morphologische und
biochemische Parameter konnten keine signifikanten Unterschiede erzielt
werden. Die in Kapitel 4.1.11.2 genannte parallele Blockade der Tyrosinkinase

konnte hierflir ursachlich sein.
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4.2.2 Klinische Bedeutung der Prakonditionierung

Ischdmische Préakonditionierung. Das menschliche Herz ist flr die
ischamische Prakonditionierung zuganglich. Sie zeigt sich auch als natirlich
vorkommendes Phanomen. Beispielsweise erfahren Patienten mit stabiler
Angina pectoris eine ,natlrliche Prakonditionierung® durch wiederholte
ischamische Episoden. Nur neun Prozent dieser Patienten erleiden innerhalb

der nachsten vier Wochen einen Myokardinfarkt®'.

Die therapeutische
Anwendung solcher ischamischen Episoden bleibt aber schwierig, da das
Zeitintervall von Beginn der Ischdmie-Symptome bis zum Start der Reperfusion
kritisch ist.

Viele Studien zeigten, daB Patienten, die an stabiler Angina pectoris leiden
eine bessere Prognose besitzen als Patienten, die ohne ,Vorwarnung® ein
kardiales Ereignis erleiden. Ein folgender Myokardinfarkt bleibt beispielsweise
auf ein kleineres Myokardareal beschrankt mit besserer linksventrikularer

101146 Auch die 1-Jahres-Mortalitatsrate ist laut diesen Studien

Funktion
geringer als in der Vergleichsgruppe.

Positive Ergebnisse zeigten sich auch im Rahmen von herzchirurgischen
Eingriffen.  Patienten, bei denen intraoperativ eine ischamische
Prakonditionierung durchgefihrt wurde, zeigten postoperativ eine bessere
linksventrikulare Funktion und einen geringeren Bedarf an positiv inotropen
Substanzen®.

Dennoch bleibt die Gefahr einer negativen Auswirkung der Ischamie, da
Kriterien flr eine sichere Dosierung der ischamischen Intervalle fehlen. Daher
wird die ischdmische Prakonditionierung nur im Rahmen von Studien und nicht
im klinischen Alltag angewendet.

Pharmakologische Prékonditionierung. Aufgrund der mdglichen
Komplikationen einer ischamischen Prakonditionierung wird versucht eine
mdglichst gefahrenlose Methode der Prakonditionierung zu ermitteln. Hier
kommen vor allem medikamentdése Anséatze in Betracht. Fir Opioide konnte

59,70 Eine

bereits eine prakonditionierende Wirkung nachgewiesen werden
mogliche SchlUsselrolle bei der pharmakologischen Préakonditionierung wird

dabei den HSP zugesprochen. Bisher gibt es jedoch keine Studie, die einen
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direkten Zusammenhang zwischen der Induktion von Hitzeschockproteinen und
einer kardioprotektiven Wirkung nachweist'™. Auch in der vorliegenden Studie
konnte dies nicht gezeigt werden. Bevor die kardioprotektive Wirkung einer
pharmakologischen Substanz klinisch ausgenutzt werden kann, muB
ausgeschlossen sein, daB dieser Effekt auch negative Nebeneffekte hat. So hat
sich mittlerweile gezeigt, daB Herbimycin A wahrscheinlich direkte

152
t

Auswirkungen auf das Zellwachstum und die Zellteilung besitzt °¢, so daB

seiner Anwendung als Therapeutikum Grenzen gesetzt sind.

4.3 Ausblick

Das zweite Fenster der Prakonditionierung entspricht in seiner Auswirkung
auf die Herzfunktion weitgehend dem ersten Fenster. Die exakten
Mechanismen dieser spaten Phase sind unbekannt. lhr Verstandnis ist aber
Voraussetzung, um daraus potentielle Therapien ableiten zu kdnnen.

Es kommen in erster Linie medikamentése Wirkstoffe in Betracht. Auch
genetische Verfahren wie beispielsweise der Transfer von kardioprotektiven
Genen kdnnten Mdglichkeiten eréffnen.

Gentechnische  Methoden spielen auch in der Induktion von
Hitzeschockproteinen eine Rolle. Es wurde bereits gezeigt, daB3 intrakoronare
Infusionen von HSP70-Genen mit Hilfe von Plasmiden als Tragersubstanz

positive Auswirkungen haben'®1%,

Die Nebenwirkungen sind allerdings
erheblich. Virale Tragersubstanzen kdnnten zuklnftig diese Probleme

umgehen.
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5 Zusammenfassung, Schlussfolgerung

5.1 Klinische Problemstellung

Viele Patienten in der Herzchirurgie sind in fortgeschrittenem Alter und als
Hochrisikopatienten einzustufen, da Begleiterkrankungen wie Diabetes mellitus,
arterielle Hypertonie oder Niereninsuffizienz vorliegen.

Bei den meisten herzchirurgischen Eingriffen werden die Herzen einer
Ischamiephase unterzogen. Diese Ischamie fUhrt zu Nekrose und Apoptose,
moglicherweise auch zur Ausbildung eines Myokardinfarktes. Das Myokard
dieser Patienten ist postoperativ anfélliger fir Herzrhythmusstérungen, erleidet
eine héhere intrazellulare Ubersduerung wahrend der Ischamie und
Reperfusion, zeigt eine schlechtere postischdmische myokardiale kontraktile
Funktion und hat einen héheren Bedarf an inotropiesteigernden MaBnahmen.

Das Phanomen der myokardialen Prakonditionierung bietet einen Ansatz zur
Verbesserung der postoperativen Verhaltnisse bei diesen Patienten. Die
Wirksamkeit der ischadmischen Prakonditionierung ist in vielen Studien
bewiesen. Jedoch kommen Hochrisikopatienten nicht flr eine zusatzliche
ischamische oder hypertherme Phase in Betracht. Andere Verfahren
(pharmakologisch, gentechnisch) sind vonnoten, um eine Prakonditionierung zu

erreichen.

5.2 Zielsetzung

Die vorliegende Arbeit soll zur Klarung beitragen, ob der Tyrosinkinase-
Inhibitor Herbimycin A in der Lage ist mittels Induktion von HSP zu einer
pharmakologischen Prakonditionierung zu flhren.

5.3 Material und Methoden

In der tierexperimentellen Studie werden 21 Ferkel in drei Gruppen
(Kontrolle, Ischamie, Herbimycin A) untersucht. Die Tiere der Herbimycin A-
Gruppe erhalten 16 Stunden praoperativ 0,1 mg Herbimycin A pro kg KG i.v.. In
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allen Gruppen werden die Schweineherzen nach standardisierter Sternotomie
unter Vollnarkose einer Ischamie mit drei Kardioplegiezyklen unterworfen. In
der Ischamiegruppe wird vor dem blutkardioplegischen Herzstillstand ein
Ramus diagonalis im Abstand von 5 Minuten 3 x jeweils fir 3 min okkludiert.
Nach der Reperfusion mit homologem Schweineblut erfolgt die
kontinuierliche Messung der Herzfunktion (Stroke-Work-Index) im ex situ
Working Heart-Modell. Im Versuchsverlauf werden regelméaBig Proben flr die
Untersuchung von morphologischen und biochemischen Parameter

entnommen.

5.4 Zusammenfassung der Ergebnisse

Eine Induktion von HSP70 durch Herbimycin A ist nicht nachweisbar.

Die Herzen der Ischamiegruppe zeigen friihpostischdmisch eine signifikant
bessere kontraktile Funktion.

Alle anderen funktionellen, morphologischen und biochemischen Parameter
unterscheiden sich zu den Ubrigen Zeitpunkten nicht zwischen den Gruppen.

5.5 Schlussfolgerung

Eine pharmakologische Prakonditionierung durch Herbimycin A mittels HSP
kann in der vorliegenden Studie nicht gezeigt werden.

Die Wirksamkeit der ischamischen Prakonditionierung kann in der
frihpostischamischen Phase bestatigt werden.
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7 Abkirzungsverzeichnis

Y% Prozent

°C Grad Celsius

pl p-Liter

5HD 5-Hydroxydecanoat

Ai/Az Adenosin 1/3

AF Aortic Flow (=Aortenfluss)

AP Atrial Pressure (=Druck im
Vorhof)

Apaf-1 Apoptose-Protease
aktivierender Faktor 1

AR Aldolase Reduktase

ATP Adenosintriphosphat

BGB Bundesgesetzbuch

bzgl. beziiglich

bzw. beziehungsweise

ca* Calcium

CCPA 2-Chloro-N°-
Cyclopentiladenosin

CF Coronary Flow (=Koronarfluss)

Cr Chlorid

cm Zentimeter

cu® Kupfer

Cu-ZnSOD  Kupfer-Zink-SOD

diast. diastolisch

dl Deziliter

dLVP/dt Anderung des linksventri-
kularen Drucks Uber die Zeit

DNS Desoxyribonukleinsaure

enddiast. enddiastolisch

eNOS endotheliale NO-Synthase

FiO, O.-Konzentration inspiratorisch

FWOP First Window of Protection

(frihe Phase der PK)

0)

HCI
HSP
HV
I.E.

iINOS
IQB
K*

K’ atp
Kg
KG

LAP

LVP

MAPK
max.
mg
min
min.

ml

MLA
mm
mm
mmHG
mmol

Gravitationskraft
Gramm

Stunde

Salzsaure
Hitzeschockprotein
Herzvolumen

internationale Einheit

intravenos

induzierbare NO-Synthase
Interquartilbereich

Kalium

Kalium-ATP

Kilogramm

Kérpergewicht

Liter

Left Atrial Pressure (=linksatrialer
Druck)

Left ventricular pressure
(=linksventrikularer Druck)
Mitogen aktivierte Protein Kinase
maximal

Milligramm

Minute

minimal

Milliliter

Monophosphoryl Lipid A
Millimeter

Kubikmillimeter

Millimeter Quecksilbersaule
Millimol
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MnSOD

mod.
Na*
NaCl
NaHCO,
NF-xB
NF-IL6

nm
NO

pCO;
pH
PK
PKC
PO,
post

Mitochondriale Superoxid-
Dismutase

Modifiziert

Natrium

Natriumchlorid
Natriumbikarbonat
Nukleus Faktor kB

Nukleus Faktor Interleukin-6

Nanometer
Stickstoffoxid

Kohlendioxid-Partialdruck
Wasserstoffpartialdruck
Prakonditionierung
Protein Kinase C
Sauerstoff-Partialdruck

postoperativ

pra

PTK

SOD
SWI
SWOP

syst.
TdT

™
u.g.
VI
z.B.
Z\D

préoperativ

Protein Tyrosin Kinase
siehe

Seite

Superoxid Dismutase
Stroke Work Index

Second Window of Protection (spate
Phase der PK)

systolisch

terminale desoxynucleotidyl
Transferase

Trade Mark

unten genannt
Ventrikelschrittmacher

zum Beispiel

Zentraler Venendruck
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