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1 Einleitung und Zielsetzung

1.1 Grundlagen

Obwohl bisher die Mechanismen der Entziindungsreaktion mit ihren positiven, aber
auch negativen Auswirkungen auf unterschiedliche Organsysteme oft untersucht
worden sind und einige der zugrunde liegenden Reaktionsketten als gesichert gelten,
stellt die schier enorme Flut an freigesetzten Mediatoren ein grol3es
Interaktionsspektrum dar, das eine differenzierte Bewertung sehr schwierig gestaltet.
Viele dieser Mediatoren jedoch, speziell Kinine und Polypeptide aus hypoxischen
und zerstorten Geweben, die eine nachgewiesene Rolle bei der
EntzGndungsreaktion spielen, werden von spezifischen Proteasen aus den
entsprechenden Vorstufen abgespalten. Solche Mediatoren kénnen die
EntzGndungsreaktion des Organismus Uber verschiedene Mechanismen verstarken
und Uben zum Teil toxische Effekte auf die Herz- und Lungenfunktion aus, wie schon
seit langem bekannt [1, 2].

Mit der Entdeckung von Proteinase-Inhibitoren und deren industriellen Produktion
ergibt sich die Moglichkeit zur Hemmung der bei der Inflammation beteiligten
Enzyme, um durch Reduktion der Mediatorfreisetzung ebenfalls das Ausmal} der
unspezifischen Entzindungsreaktion zu vermindern.

Eines der klassischen Beispiele dafur stellt das Kallikrein-Kinin-System dar.
Kallikrein, ein Enzym, das hauptsachlich Proteine spaltet, die eine Serin-Sequenz
beinhalten, ist mal3geblich an der Freisetzung von Kininen beteiligt [3]
(beispielsweise Bradykinin, ein potenter Gefallpermeabilitatsfaktor und chemischer
Schmerzmediator), die ihrerseits unter anderem Uber Komplementaktivierung zu

einer unspezifischen Entzlindungsreaktion fuhren [4].
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Zu einer solchen unspezifischen Entziindungsreaktion kommt es auch im Rahmen
kardiochirurgischer Eingriffe, die den Einsatz einer extrakorporalen Zirkulation
bendtigen, wobei die Produktion der genannten Kinine ebenfalls eine grof3e Rolle
spielt.

Ihre Auswirkungen sind vor allem in der Reperfusionsphase des Herzens unmittelbar
anhand der verminderten Inotropie-Parameter klinisch fassbar. Dies macht sich
durch eine verminderte Forderleistung des Herzens, einen verzdégerten Anstieg des
systolischen Blutdruckes bei einem Abfall der Koronarperfusion mit reziprokem
Anstieg des Koronarwiderstandes bemerkbar.

Dieses so genannte Reperfusionssyndrom ist fur viele der postoperativen
Komplikationen zustandig, die nicht selten den Erfolg des primar gelungenen

schwierigen Eingriffs gefahrden konnen.

1.1.1 Aprotinin

Mit Aprotinin, einem Serin-Protease-Inhibitor, der in klinisch tolerablen Dosen (200-
400 Kallikrein-Inaktivator Units (KIU)/ml) die Aktivitaten des Gewebe- und Plasma-
Kallikreins zu hemmen vermag [5], bot sich erstmals die Mdglichkeit, diese
unspezifische Entzindungsreaktion zu reduzieren.

Das hauptsachliche Einsatzgebiet des bereits in den 30er Jahren entdeckten,
korpereigenen Wirkstoffes Aprotinin liegt seit seiner ,Wiederentdeckung® in den 80er
Jahren im Bereich der Reduktion des perioperativen Blutverlustes. Der durch
mehrere Studien inzwischen nachgewiesene Effekt basiert unter anderem auf der

Hemmung der korpereigenen, durch Plasmin vermittelten Fibrinolyse.



Neuere Erkenntnisse weisen jedoch auch auf mogliche kardioprotektive Effekte des

Aprotinins hin, die weitere Anwendungsbereiche erschliefen kdnnten.

1.1.2 Bradykinin-B,-Rezeptor-Antagonisierung

Da Bradykinin ein sehr wichtiger Mediator im Rahmen der unspezifischen
EntzGndungsreaktion ist, liegt der Schluss nahe, mit seiner direkten Antagonisierung
das Ausmal des ischamischen Schadens zu reduzieren. Mit dem Bradykinin-B,-
Rezeptor-Antagonisten CP-0127 steht ein selektiver Gegenspieler dieses wichtigen

Entzindungsmediators zur Verfigung.

1.1.3 Pathomechanismen der Entziindungsreaktion

Im Folgenden soll eine kurze Darstellung der bekannten Pathomechanismen der
akuten Entzindungsreaktion unter Betonung der fur diese Studie wichtigen Aspekte
vorgestellt werden.

Definitionsgemal ist die akute Entziindungsreaktion in ihrer Anfangsphase eine
lokale physiologische Reaktion des Organismus auf eine wie auch immer geartete
Gewebsverletzung. Eine akute Inflammation kann unterschiedlichste Ursachen
haben, wie z.B. mikrobielle Infektionen, Hypersensitivitatsreaktionen, physikalische
(Trauma, ionisierende Strahlen usw.) und chemische Noxen sowie nicht zuletzt
Gewebsnekrosen, wie sie unter anderem durch Sauerstoff- und Substratmangel
auftreten kdnnen [4, 6]. So zeigt oft der Rand einer Infarktzone die typischen

morphologischen Zeichen einer akuten Entziindung [4].



Unabhangig von der auslésenden Ursache lauft die initiale Phase der akuten
Inflammation nach einem weitgehend festen Schema ab [4]: Zuerst wird die so
genannte vaskulare Phase initiiert, die durch eine Vasodilatation mit erhohtem
Blutfluss, vornehmlich im Bereich des kapillaren Strombettes und der
nachgeschalteten postkapillaren Venolen, charakterisiert ist. Durch die Offnung der
prakapillaren GefalRsphinkteren kann je nach Ausmal der Gewebsverletzung ein bis
zum Zehnfachen erhohter Blutfluss erreicht werden. Die Ursache liegt in der
Mehrdurchblutung vorher verschlossener Kapillaren.

An die vaskulare Phase schlief3t sich die Phase der Permeabilitatserh6hung an, die
durch Abnahme des Blutflusses, Plasmaexsudation und Viskositatserhdhung
gekennzeichnet ist. Hierbei ist die Abnahme des Blutflusses letztlich eine Folge der
Permeabilitdtserhdhung, vornehmlich der postkapillaren Venolen, die zu einem
Transfer von Plasma mit den dazugehdrigen Proteinen in den Extravasalraum fuhrt.
Diese wird durch aktive Kontraktion unter anderem der Aktinfilamente der
Endothelzellen verursacht, die eine Zunahme der Porengrolde zwischen den
Endothelzellen bewirkt.

Diese Reaktion ist in der Anfangsphase der Inflammation eine aktive Leistung der
Endothelzellen, die durch lokale Mediatorfreisetzung hervorgerufen wird, wie aus
Experimenten mit Histamin festgestellt werden konnte. In einer spateren Phase wird
die gesteigerte Permeabilitat des Endothels auch durch direkte Zellschadigung
hervorgerufen.

Die VergréRerung der interendothelialen Poren fiihrt zum Ubertritt von groRRen
Plasmaproteinen in den Extravasalraum mit konsekutiver Verminderung des

kolloidosmotischen Druckes in dem postkapillaren Bereich.



Wie schon durch Starling festgestellt wurde, ist die Abgabe von Flussigkeit an den
Extrazellularraum in erster Linie eine Funktion des hydrostatischen Druckes im Sinne
einer Ultrafiltration. Die Ruckresorption der Flussigkeit erfolgt dann vornehmlich im
Bereich der Venolen durch den hier vorherrschenden kolloidosmotischen Druck der
normalerweise nicht durchgangigen grof3en Plasmaproteine.

Im Rahmen der akuten Entziindung ist jedoch der vendse kolloidosmotische Druck
durch den Verlust der gro3en Plasmaproteine an das Interstitium vermindert. Dies
fuhrt zu einer Retention von Flissigkeit im Extrazellularraum und damit zur Abnahme
des intravasalen Blutflusses sowie zur Blutviskositatserhdhung, die wiederum eine
vermehrte Plattchenadhasion ermdglicht.

Der verminderte Blutfluss bedingt auch das Verlassen der Leukozyten aus der
axialen Stromung in der Mitte des Gefal3es und ihre Anordnung entlang der
Zellwande, der als ,pavementing, bezeichnet wird. In der sich nun anschlieRenden
Phase der zellularen Exsudation beginnen diese Leukozyten eine amodboide
Konfiguration einzunehmen, die ihnen erlaubt, durch die Endothelllicken in den
Extrazellularraum zum Ort der Gewebslasion zu wandern, um dort korperfremdes
und/oder korpereigenes nekrotisches Material zu phagozytieren und die
Voraussetzungen fur eine Regeneration des Gewebes zu schaffen.

Dieses komplexe, aber relativ standardisierte System der Reaktion auf eine
Gewebsverletzung wird durch eine Vielzahl von zellularen oder humoralen
Mediatoren gesteuert [6]. Zu diesen gehoren potente Entziindungsmediatoren, wie
Zytokine oder Histamin aus Mastzellen und Basophilen, die eine Vasodilatation,

Permeabilitatserhdhung und Chemotaxis hervorrufen.
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Weiterhin aktiviert eine zellulare Lasion den in der Zellmembran integrierten
Arachidonsauremetabolismus zur Bildung von Prostaglandinen und Leukotrienen, die
unter anderem eine Permeabilitdtserhdhung und Plattchenaggregation hervorrufen.
Die Blockierung des Arachidonsaurestoffwechsels auf unterschiedlichsten Stufen der
Mediatorsynthese (Cortison hemmt bereits an der Zellmembran den Abbau der
Arachidonsaure, nichtsteroidale Antiphlogistika nachgeschaltet die Cyclooxigenase
als Schlusselenzym der Prostaglandin-Synthese) hat sich inzwischen als potentes
Therapieverfahren zur Entzindungshemmung etabliert. Die Vielzahl der
synthetisierten Metabolite und ihre teilweise antagonistischen Wirkungen limitieren
jedoch stark den Einsatz solcher relativ unspezifischen Enzymblocker.

Neben den Arachidonsauremetaboliten gibt es eine weitere Gruppe von
Entzindungsmediatoren, die von spezifischen Enzymen aktiviert werden und eine
anerkannte starke Rolle im Ablauf der Entzindungsreaktion spielen.

Das Plasma beinhaltet vier enzymatische Kaskadensysteme [6], die zu den altesten
Abwehrsystemen des Kdorpers zahlen und eine Vielzahl von Entzindungsmediatoren
produzieren. Sie sind miteinander an vielen Stufen verschaltet und stimulieren sich

zum Teil im Sinne eines positiven Feedbacks gegenseitig (Abb. 1).
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Komplement-Aktivierung

Abb.1. Interaktion der vier Kaskadensysteme (Komplement-, Kallikrein-Kinin-, Gerinnungs- und
Fibrinolyse-System) und Angriffsziele des Aprotinins

Es sind dies das Komplement-, das Kallikrein-Kinin-, das Gerinnungs- und das
Fibrinolyse-System.

Das Komplement-System ist eine Kaskade aus enzymatischen Proteinen, die
wahrend der akuten Entztindung auf unterschiedlichem Weg aktiviert werden kann.
Wahrend einer Infektion kann dieses System durch zirkulierende Antigen-Antikérper-
Komplexe Uber den ,klassischen® Weg aktiviert werden oder aber direkt durch
Endotoxine gramnegativer Bakterien auf dem so genannten ,alternativen Weg.

Von besonderer Bedeutung ist die Aktivierung des Komplement-Systems im Rahmen
von Gewebsnekrose durch freigesetzte Enzyme der sterbenden Zellen und durch
Produkte aus dem Kallikrein-Kinin-System, dem Gerinnungs- und Fibrinolyse-
System.

Produkte der Komplement-Aktivierung fordern die Chemotaxis der neutrophilen
Granulozyten, erhdhen die Gefallpermeabilitat und setzen Histamin aus Mastzellen
frei (C5a, C3a). Weiterhin Gben sie eine zytolytische Wirkung aus (C5-9) und

opsonisieren Bakterien (C4b, 2a, 3b).
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Das Gerinnungssystem ist seinerseits durch die Umwandlung des léslichen
Fibrinogens zum unldslichen Fibrin stark an der Begrenzung der Entziindung
beteiligt. Der Hageman-Faktor (Faktor Xll), der durch Kontakt mit Fremdoberflachen,
freigelegte Basallaminas und zahlreiche proteolytische Enzyme bakteriellen
Ursprungs aktiviert wird, kann seinerseits das verwandte Kinin- und Fibrinolyse-
System aktivieren.

Das Fibrinolyse-System fuhrt Gber die proteolytische enzymatische Aktivierung des
Plasmins zur Lyse des Fibrins zugunsten von Fibrinabbauprodukten, die ihrerseits
auch lokale Effekte auf die Gefallpermeabilitat haben kdnnen.

Das durch Faktor XII aktivierte Kinin-System setzt eine Reihe von Peptiden frei, die
so genannten Kinine, von denen Bradykinin eines der wichtigsten
GefalRpermeabilitatsfaktoren und Entzindungsmediatoren ist. Es wird fur eine Reihe
von Reaktionen im Rahmen der Gewebsnekrose verantwortlich gemacht und ist

deswegen Gegenstand der experimentellen Uberlegungen dieser Studie.

1.2 Zielsetzung

Aprotinin wird bereits in der Herzchirurgie zur Reduktion des operativen Blutverlustes
eingesetzt. Der Effekt wird Uber eine Wirkung auf Thrombozyten und humorales
Gerinnungssystem vermittelt.

Ziel des ersten Teils dieser Dissertation war es zu klaren, ob Aprotinin dartber
hinaus einen unabhangigen protektiven Einfluss auf die Herzfunktionin der

postischamischen Reperfusionsphase hat.
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Ziel des zweiten Teils dieser Dissertation war es zu untersuchen, ob und unter
welchen Bedingungen eine Hemmung der Bradykinin-B2-Rezeptoren einen
negativen Einfluss auf die Herzfunktion in der Reperfusionsphase ausubt.
Bradykinin hat im Organismus mehrere Wirkungen:

Einerseits scheint es zu einer generalisierten Odembildung der Lunge zu fiihren.
Andererseits wird die Koronarperfusion maf3geblich durch Bradykinin gesteuert.

Es sind bisher Experimente unternommen worden, um den Schenkel der Kallikrein-
Bradykinin Synthese therapeutisch entweder bei der Synthese selbst zu hemmen
(Aprotinin) [7-9] oder direkt nach erfolgter Synthese zu antagonisieren (Bradykinin-

Antagonist CP-0127) [10-12].
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2 Material und Methodik

2.1 Methodik

2.1.1 Versuchsmodell des isoliert perfundierten Herzens

Die Methode, die dieser tierexperimentellen Studie an Kaninchen zugrunde liegt,
wurde von dem deutschen Physiologen LANGENDORFF 1895 veroffentlicht. Mit
Hilfe seines Prinzips gelang es erstmalig, auch isolierte Herzen von Saugetieren zum
Schlagen zu bringen und an ihnen unter anderem eine Vielzahl von toxikologischen
Experimenten durchzufuhren.

Das Prinzip basiert darauf, dass eine Nahrlosung retrograd in die Aorta eines zuvor
vom Spendertier isolierten Herzens infundiert wird. Durch den Druck der Flissigkeit
werden die Semilunarklappen geschlossen. Die gesamte Nahrlésung perfundiert
sodann die Koronarien und verlasst anschlieliend wieder via Koronarsinus und den

bei der Praparation gedffneten Hohlvenen das Herz [13].

2.1.1.1 Praparation

Im Folgenden werden die Schritte beschrieben, die zur Explantation des Herzens aus
dem Kaninchen notwendig sind. Danach wird lediglich das isolierte Organ kunstlich
perfundiert und oxygeniert.

Es wurden ausschlieBlich Kaninchen zwischen 2,5 und 3,0 kg beiderlei Geschlechts
aus einer Standardkoloniezucht der Behring-Werke, Marburg, verwendet. Die Tiere
wurden bis kurz vor Versuchsbeginn mit Altromin®-Standarddiat und Wasser ad

libitum ernahrt. Die Versuche wurden entsprechend den Regeln des Deutschen
15



Tierschutzgesetzes in der Fassung vom 18.08.1986 durchgefihrt und als
Organentnahmen dem Regierungsprasidenten in Giellen angezeigt.

Die Tiere werden mit insgesamt 40-50 mg Pentobarbital-Natrium/kg Korpergewicht
(KG) narkotisiert. Nach Rasur des Fells wird das Tier durch Injektion von etwa einem
Drittel der Gesamtmenge der Pentobarbital-Natriumlésung in die seitliche Ohrvene
narkotisiert. Diese Konzentration gewahrt noch keine komplette Analgesie und
verursacht keine Barbiturat-induzierte Atemdepression.

Zusatzlich zum Pentobarbital wird Heparinnatrium (1000 1U/kg KG) zur
Antikoagulation in die Ohrvene injiziert. Anschlief3end wird das Tier auf den Ricken
gelagert. Um die Atemwege freizuhalten, wird der Kopf rekliniert und die Zunge
seitlich herausgezogen. Am Hals des Tieres wird nun der Processus thyreoideus
palpiert und kaudal davon 10 ml einer 1%igen Xylocain-Losung subkutan als
Quaddel gesetzt. Diese soll eine lokale Anasthesie gewahrleisten, die zur
Tracheotomie notwendig ist. Nach Setzen der Quaddel wird nun das Fell Gber der
Ventralseite des Korpers abrasiert. Wahrenddessen ist das Gewebe um die Trachea
durch das Xylocain nicht mehr schmerzempfindlich, und die Tracheotomie kann
durchgefuhrt werden. Mit einer Schere werden nun Haut, Platysma und infiltriertes
Subkutangewebe entfernt. Danach werden die Halsfaszien in der Medianebene unter
Schonung der Karotiden, Jugularvenen und der Vagusnerven bis zur Trachea scharf
abgetrennt. Nach einer fischmaulformigen Inzision der Luftrohre wird diese nun
kanuliert und an einer Starling-Pumpe (Fa. B. Braun Melsungen) angeschlossen mit
einer Atemfrequenz von 50 Atemzigen/min und einem Atemzugvolumen von etwa 6
ml.

Nun kann die Narkose weiter bis zum Analgesiestadium gefahrlos vertieft werden. Es
wird weiter Pentobarbital bis zu einer Gesamtdosis von 40-50 mg/kg KG i.v. injiziert.
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Um die Tiefe der Analgesie zu Uberpriufen, werden Schmerzreize durch Kneifen des
Ohres mit einer Pinzette gesetzt. Sobald das Tier keine Reaktion mehr zeigt, kann
mit der eigentlichen Explantation begonnen werden. Dazu wird die Haut Uber dem
Abdomen bis zur Trachealkanlle mit einer Schere scharf von der darunter liegenden
Korperfaszie abgetrennt. Seitlich werden Entlastungsschnitte in der Haut angebracht.
Haut und Muskulatur Gber dem Processus xyphoideus werden abprapariert. Danach
wird an der Ansatzstelle des Zwerchfells am Xyphoid vorsichtig eine Eréffnung der
Thoraxhohle durchgeflihrt, ohne die Lungen zu verletzen. Dies flhrt zu einem
partiellen Kollabieren der Lungen, welches flr die weitere Praparation im
Thoraxraum unerlasslich ist. Das Zwerchfell kann nun gefahrlos nach lateral eréffnet
werden. Mit einer Pinzette wird es nach kaudal gezogen, um eine bessere
Ubersichtlichkeit des Operationsgebietes zu gewahrleisten. Dabei muss verhindert
werden, dass die V. cava inferior nicht durch zu starken Zug abgeknickt wird.

Als nachstes wird das Sternum mit Hilfe einer Thoraxschere median unter Schonung
der Aa. thoracicae internae gespalten und nach lateral gespreizt. Am nun
freiliegenden Thoraxsitus wird der Thymus stumpf mit zwei Pinzetten abprapariert,
um die darunter liegenden groRen thorakalen Gefalle darzustellen. Zunachst wird
jeweils um die Vv. cavae und um die Aorta ascendens eine Schlaufe gelegt.
Anschlielend werden die Schlaufen um die Vv. cavae zugezogen und ein
Entlastungsschnitt kranial der Schlaufe in der V. cava inferior durchgefuhrt. Die Aorta
wird mit einem horizontalen Schnitt fischmaulférmig er6ffnet. Rasch wird nun ein
Katheter, der an einer Spritze mit auf 4 °C gekuhlter Cardioplegie-Losung
angeschlossen ist, retrograd unter standiger Durchstromung, um eine Luftembolie zu
vermeiden, in die Aorta eingefuhrt. Es werden etwa 20 ml Cardioplegie-Losung
(Custadiol®, Kéhler Chemie, Alsbach-Hahnlein) retrograd (iber die Aorta in die
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Koronararterien gespritzt, was aufgrund des hohen Kaliumgehaltes der Lésung sowie
der tiefen Temperatur zu einem Herzstillstand fihrt. Dadurch wird, analog den
Herzoperationen am Menschen, der Sauerstoffverbrauch des Herzens in dieser
Ischamiephase so niedrig wie moglich gehalten.

Herz und Lungen werden sodann freiprapariert und aus dem Thoraxraum
entnommen.

Der mit einem 3-Wege-Hahn versehene Reperfusionskatheter wird zunachst in die
Aortenwurzel oberhalb der Abgange der Koronararterien eingebunden. Er wird nun in
den Perfusionskreislauf der Anlage eingeschaltet, ohne dass er zunachst vom
Perfusat durchstromt wird. Durch Praparation entlang der Trachea werden Lungen
und Uberschussiges Gewebe abprapariert, um die Mediatorausschittung aus diesem
Gewebe zu vermeiden. In einem kleinen Behalter, der mit einer isotonen NaCl-
Ldsung gefullt ist, wird nun das linke Herzohr inzidiert und ein Ballon via linkem
Vorhof in den linken Ventrikel eingebracht. Der Ballon wird spater mit physiologischer
Kochsalzlésung gefullt, auf die ein Druck von 3 mm Hg ausgeubt wird. Dieser Ballon
ist Uber einen Katheter mit einem Druckaufnehmer verbunden, Gber den im Laufe
des Versuches die Kontraktionskraft des Ventrikels bei einem konstanten
diastolischen Druck von 3 mm Hg gemessen wird. Dadurch wird eine
Ventrikelvordehnung im Bereich des Optimums der Frank-Starling-Kurve erreicht. Die
Praparation erfolgt komplett im Flussigkeitsbad, um das Eindringen von Luft in den
Ventrikel zu verhindern. Diese Luft konnte unter Umstanden im weiteren
Versuchsverlauf, falls der Ventrikeldruck den kunstlichen Perfusionsdruck von 70 mm
Hg Uberschreiten sollte, durch die sich druckpassiv 6ffnende Aortenklappe in das

Koronarsystem eindringen und dort zu einer Luftembolie fuhren.
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Mit der Perfusion der Koronarien beginnt das Herz wieder zu schlagen. Der
Versuchsbeginn erfolgt nach einer Erholungsphase von 5 min, die gleichzeitig der

Erfassung der Steady-state-Parameter dient.

2.1.1.2 Beschreibung der fuir die kiinstliche Perfusion des isolierten

Herzens verwendeten Anlage

Zur Perfusion des isolierten Herzens wurde ein modifiziertes LANGENDORFF-Modell
verwendet. Um das isolierte Herz, nachdem es explantiert worden ist, zum Schlagen
zu bringen und fur die Versuchsdauer von einer Stunde und 45 min am Schlagen zu
erhalten, muss das Herz mit einer Losung perfundiert werden, die mdglichst dem
naturlichen Elektrolyt- und Nahrstoffbedarf des Organismus entspricht. Diese
Kriterien erflllt die im Versuch verwendete Krebs-Henseleit-Lésung (flr
Zusammensetzung der Losung und erreichte Konzentrationen im Perfusat siehe Tab.
1 des Anhangs). Das eingesetzte Perfusat erlaubte eine Versuchsdauer von etwa 2 h
bei Flusswerten von 35-50 ml/min.

Die verwendete Anlage ist schematisch in Abbildung 2 dargestellt: Die isolierten
Herzen werden mit einem konstanten Druck von 70 mm Hg perfundiert. In dem
verwendeten Perfusionssystem wird das fertige Perfusat in einem Wasserbad auf
eine Temperatur von 37°C eingestellt (1). Uber eine Rollerpumpe (2) wird es zu
einem Gasaustauschsystem geflihrt (3), in dem eine Anreicherung mit O, und CO»
erfolgt. Die Gase werden dabei physikalisch im Perfusat geldst. Zur ausreichenden
O,-Versorgung wird ein pO, von 500-600 mm Hg aquilibriert. Der pCO, muss

erfahrungsgemafn auf einem Wert von 16-19 mm Hg einreguliert werden, um einen
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pH-Wert zwischen 7,40 und 7,45 zu erreichen. Uber eine Membran (4) kdnnen

17

Abb. 2. Schematische Darstellung der verwendeten Anlage. 1 = Perfusatbehalter im Wasserbad,
2 = Rollerpumpe, 3 = Gasaustauschsystem fiir CO, und O,, 4 = Membran fir

Perfusatentnahme, 5 = zweite Rollerpumpe, 6 = Filterstation, 7 = zusammengefalteter Schlauch

zur Temperatur-Steuerung des zirkulierenden Perfusates, 8 = Verzweigung des Perfusatflusses,
9 = Stativ zur Einstellung des Perfusionsdruckes, 10 = Strdomungsmessknopf, 11 =
elektronischer Druckaufnehmer, 12 = abmontierbares Katheterstlck fur intraoperative
Cardioplegie, 13 = Ballon im linken Ventrikel, 14 = héhenverstellbarer Flussigkeitsbehalter zur

Druckeinstellung im Ballon (entspricht dem enddiastolischen Druck), 15 = Behalter zur Immersion

des Herzens, 16 = Thermometer, 17 = doppelwandiges Auffanggefal3, 18 = 8-Kanal-
Registriergerat.

blasenfrei Proben aus dem Perfusatkreislauf vor dem Herzen zur Bestimmung von
PO,, pCO2 und dem pH-Wert in einem Blutgasanalysegerat (ABL 330, Fa.
Radiometer Kopenhagen) enthommen werden.

Nach Passage des Gasaustauschsystems wird das Perfusat Uber eine weitere
Rollerpumpe (5) zu einer Filterstation, die aus einem Blood Transfusion Filter (Sq-
40S, Fa. Pall) besteht (6), gepumpt. Das Perfusat durchstromt anschliel3end einen
Schlauch von etwa 1 m Lange und 2 mm Lumenweite (7). Dieser befindet sich

zusammengefaltet in einem doppelwandigen, geheizten Wasserbad. Durch die
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Eintauchhdhe des Schlauchknauels kann eine sehr feine Abstimmung der
Temperatur des Perfusats erreicht werden. Die Richtung des Perfusatflusses
verzweigt sich nun (8). Ein Teil der Flussigkeit l1auft Gber ein senkrecht angebrachtes
Schlauchstiick zuriick zum Perfusatbehélter im Warmebad im Sinne eines Uberlaufs,
der andere Teil stromt zum Herzen. Die Hohe des abfihrenden Schlauchsegmentes
lasst sich mit Hilfe eines Stativs einstellen (9). Nach dem Prinzip der
kommunizierenden Réhren kann damit ein konstanter Perfusionsdruck zum Herzen
von 70 mm Hg eingestellt werden, die Uberschussige Flussigkeit wird zum
Perfusatbehalter (1) umgeleitet. Dieser Perfusionsdruck entspricht dem
physiologischerweise bei Kaninchen vorhandenen diastolischen Aortendruck, der fur
die vornehmlich wahrend der Diastole wirksame Koronarperfusion verantwortlich ist.
Der koronare Perfusionsdruck kann in dem LANGENDORFF-Modell unabhangig von
der Schlagkraft des Ventrikels konstant eingestellt werden. Somit kann ein Circulus
vitiosus infolge einer geringeren Koronarperfusion bei einsetzender geringerer
Schlagleistung des Herzens und konsekutiver weiterer Abschwachung der
Schlagleistung unterbunden werden. Es kann somit die alleinige Wirkung der zu
testenden Substanz in Bezug auf die Inotropie untersucht werden.

Der zum Herzen fihrende Schlauch durchlauft einen elektromagnetischen
Stromungsmessknopf (10), der mit einem Messgerat im Verbindung steht. Bei
Durchfluss der ionenreichen Perfusionsflissigkeit entsteht durch Induktion nach dem
Faraday’schen Prinzip eine Spannung, die proportional der durchstromenden
Flassigkeitsmenge ist. Diese wird durch das Messgerat (Blood Flowmeter SP 2202,
Fa. Gould) erfasst und als Volumen pro Zeiteinheit (ml/min) ausgegeben. Dieses
ermdglicht eine direkte Messung des Koronardurchflusses, da das gesamte Perfusat
ausschlieflich die Koronarstrombahn perfundiert.
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Uber einem in allen Richtungen gedffneten 3-Wege-Hahn wird ein Schlauchstiick
dem Perfusatfluss parallel geschaltet, das mit einem elektronischen Druckaufnehmer
in Verbindung steht (11) und den Perfusionsdruck in mm Hg misst. Das letzte
Schlauchsegment (12) kann flexibel abmontiert und wahrend der Explantation an
einer Spritze mit Cardioplegie-Lésung angeschlossen werden, um einen
Erregungsleitungsblock des Herzens bis zum Anschluss an das Perfusionssystem zu
induzieren. Unmittelbar vor dem Katheterende, das retrograd in die Aorta eingefuhrt
wird, ist noch ein parallel geschalteter Schlauchteil angefligt. Mit Hilfe eines 3-Wege-
Hahnes lasst sich so eine Umleitung der Flussigkeit am Herzen vorbei durchflhren,
um letzte, noch vorhandene Luftblasen vor Anschluss des Herzens ableiten zu
kdnnen.

Der Ballon (13), der im linken Ventrikel zur Druckmessung platziert wird, steht
ebenfalls mit einem elektronischen Druckaufnehmer in Verbindung. Parallel dazu
wird ein FlUssigkeitsbehalter geschaltet, dessen Hohe verstellbar ist (14). Wie bei der
Praparation beschrieben, dient er dazu, den Ballondruck auf 3 mm Hg
einzuregulieren, der den enddiastolischen Druck im Organismus simuliert. Es kann
somit ein Optimum der Vorlast des Herzens im physiologischen Bereich eingestellt
werden. Ein dazwischengeschalteter 3-Wege-Hahn erlaubt je nach Stellung eine
isometrische oder eine isotonische Druckentwicklung im Herzen.

Das Herz selbst befindet sich in einem kleinen mit Perfusat geflllten Behalter (15). Je
eine Elektrode wird an der Herzbasis und eine an der FlUssigkeit im Behalter
angelegt. Sie ermodglichen eine bipolare EKG-Ableitung. Im Wasserbad befindet sich
auch der Messkopf eines Thermometers (Thermometer 1100, Fa. Testotherm) (16),

das die Temperatur des Perfusates anzeigt.
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Die ganze Anordnung wird in einem doppelwandigen, geheizten Auffanggefafi
gelagert (17), der die Enthahme von Proben des Perfusates zur laborchemischen
Bestimmung der Metaboliten Thromboxan B, oder 6-Keto-PGF14, den Metaboliten
des Thromboxans und Prostazyklins, erlaubt.

Alle gemessenen, flr den Versuch relevanten Parameter (Perfusionsdruck,
Ballondruck = linksventrikulare Druckamplitude, Flow und EKG zur Messung der
Herzfrequenz), werden auf einem 8-Kanal-Schreiber (Schwarzer Uniscript UD 210,
Fa. Picker) als kontinuierliche Kurven ausgegeben (18).

Mit Hilfe des LANGENDORFF-Versuchsmodells kdnnen somit die wichtigsten
Parameter des Herzens untersucht werden:

— Perfusionsdruck

— Koronarfluss

— linksventrikulare Druckamplitude

- EKG

— Herzfrequenz.

Die Messung des Perfusionsdruckes und des Koronardurchflusses erlaubt die
Berechnung des koronaren Stromungswiderstandes R im Sinne der abgeleiteten

Ohm’schen-Formel (Abb. 3):

R=P_ [mm Hg]
F ml
min

Abb.3. Ohm’sche Formel. R = koronarer Strdomungswiderstand, P = Perfusionsdruck im
Koronarsystem, F = Koronardurchfluss.
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Dabei symbolisiert P den Perfusionsdruck in dem Koronarsystem und F den
Koronardurchfluss. Der gemessene Koronarwiderstand wird in Relation zum Gewicht
des isolierten Herzens gesetzt und als Einheit pro 10g Herzgewebe ausgegeben.
Somit kann direkt die Wirkung vasodilatativer sowie -konstringierender Substanzen
auf das Koronarsystem getestet werden. Diese kann entweder direkt anhand der
Veranderung des Koronarflusses (bei konstantem Perfusionsdruck) oder noch
empfindlicher Gber Beobachtung der veranderten Autoregulation der Koronargefalle
bei kiinstlich induzierter abrupter Veranderung des Perfusionsdruckes erfasst
werden. Dabei macht man sich den Bayliss-Effekt zunutze, der eine Dilatation der
Gefale bei abrupt erhdhtem Perfusionsdruck und vice versa beschreibt. Ziel des
Organismus ist eine Konstanthaltung des Perfusionsdruckes.

So konnten z.B. GRUN und FLECKENSTEIN [13] eine Aufhebung der myogenen
Autoregulation durch den Ca-Antagonisten Verapamil beobachten. Eine induzierte
abrupte Abnahme des Perfusionsdruckes konnte infolge der vasodilatierenden
Wirkung des Ca-Antagonisten nicht mehr mit einer Vasokonstriktion der
Koronargefal’e beantwortet werden, so dass der Perfusionsdruck nicht mehr
ansteigen konnte. Ahnliche Experimente wurden mit Nitroglycerin durch THURAU
und KRAMER und DORING durchgefiihrt [13].

Uber das Verhalten der direkt messbaren linksventrikuldren Druckamplitude kénnen
inotrope Substanzen getestet werden. Dabei kann die Beurteilung negativer inotroper
Substanzen direkt Uber die Verminderung der linksventrikularen Druckamplitude
erfolgen.

Zur Prufung positiver inotroper Substanzen lasst sich durch eine vorherige
Abschwachung der Herzkraft eine Sensitivitatssteigerung der Methode erreichen.
Diese kann analog der Versuche von KRAYER [13] durch Umschaltung auf ein

24



Perfusat erfolgen, dem entweder Barbiturate oder Ca-Antagonisten wie Verapamil
zugesetzt werden. Beide Substanzen inhibieren die Ca-abhangige Erregungs-
Kontraktions-Folge und somit die Druckamplitude, die dann von der getesteten
Substanz wieder angehoben werden sollte.

Uber die simultane Messung eines EKG wahrend des Versuchsablaufes kann das
Chronotropie-Verhalten und die Wirkung auf den Herzrhythmus studiert werden. So
testeten FREY und DORING sowie NOLTE et al. die Wirkung von Antiarrhythmika
auf eine durch Doppelstimuli induzierte ventrikulare Extrasystolie [13].

Des weiteren kdnnen histologische Schnitte unter wesentlicher Artefaktverminderung
durch Perfusion mit der Fixierlosung durch das Koronarsystem aufbereitet werden
(z.B. Koronarperfusion mit Phosphat-gepuffertem Glutaraldehyd durch POCHE et
al.). Aulderdem konnen durch Perfusion des Herzens mit enzymatischen Substanzen
isolierte Herzzellen gewonnen werden (z.B. Kollagenase-Gabe im Perfusat durch
RAJS et al.) [13].

Neben hamodynamischen Messungen kann das aus dem Koronarsystem
ausstromende Perfusat auf das Vorhandensein von Metaboliten, Mediatoren und
Marker fur Zellschadigung untersucht werden (z.B. Freisetzung von Creatinin-Kinase
in Herzen mit Teilobstruktion der Koronargefal’e durch BERNAUER und WOLF [13]).
Somit bewahrt sich auch weiterhin, 90 Jahre nach ihrer Erstbeschreibung, die
Methode nach LANGENDOREFF in zahlreichen Abwandlungen als zuverlassiger

Versuchsaufbau zur Testung der potentiellen Wirkungen herzaktiver Substanzen.
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2.1.1.3 Versuchsverlauf wahrend des kuinstlichen Kreislaufes

Nach Durchspulen des kunstlichen Kreislaufes mit physiologischer Kochsalzlosung
wird das angesetzte Perfusat in den Vorratsbehalter im Warmebad eingesetzt und
ein Durchlauf gestartet, um die noch in den Schlauchen verbliebene NaCl-Losung
auszuspulen. Die Flussrichtung ist dabei durch 3-Wege-Hahne so bestimmt, dass die
durchlaufende Flussigkeit nicht rezirkuliert, sondern verworfen wird. Es wird nach
mehrmaligem Beklopfen der Filter sichergestellt, dass eventuell noch vorhandene
Luftblasen entweichen und dass der Perfusatstrom blasenfrei ablauft. Danach wird
die Anlage auf Rezirkulation umgestellt, um Perfusat bis zum eigentlichen Beginn
des Experiments zu sparen.

Die Druckaufnehmer fur den Perfusionsdruck und die Kontraktionsamplitude werden
bei atmospharischem Druck auf 0 geeicht, indem bei Unterbrechung des Kreislaufes
die Schlauche durch Umstellen der 3-Wege-Hahne in einem offenen System
verwandelt werden.

Bei stillstehendem Kreislauf wird aul3erdem das Flowmeter auf O geeicht. Nachdem
die Flussigkeit die gewunschte Temperatur von 37 °C erreicht hat, wird der O,- und
CO,-Gasfluss so einreguliert, dass in der rezirkulierenden Flussigkeit ein pH-Wert
von ~7,4 bis 7,45 und ein pO, von 500-600 mm Hg erreicht wird. Dazu werden
standig Proben aus dem Kreislauf entnommen und in dem Blutgasmessgerat

analysiert.
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Durch Heben und Senken des integrierten Flussigkeitsniveaugefalles wird im Ballon
zur linksventrikularen Druckmessung ein enddiastolischer Druck von 3 mm Hg
eingestellt. Nachdem mit Versuchsbeginn der Perfusatfluss auf Durchlauf gestellt
wurde, fangt das Herz durch das Ausspulen der Cardioplegie-Lésung wieder spontan
an zu schlagen. Das dabei aus dem Herzen ausstromende Perfusat wird verworfen.
Gleichzeitig wird durch Heben oder Senken des Niveaugefalles fur die
Koronarperfusion der Perfusionsdruck auf 70 mm Hg eingestellt.

Sobald alle Parameter (Systemdruck, pH, pO,, Temperatur) im gewlnschten Bereich
stabil eingestellt sind, beginnt die chronologische Sequenz des Versuches (Abb. 4).
Initial wird zunachst das Ventil des intraventrikularen Ballonanschlusses so
umgestellt, dass sich der bis dahin noch leere intraventrikulare Ballon wahrend der
Diastole mit Flussigkeit mit dem voreingestellten Druck von 3 mm Hg fullen kann. In
der Systole kann die Kontraktion des Herzens jedoch den Ballon wieder entleeren,
so dass das Herz nur isotonisch belastet wird. Dieser Zeitpunkt wird als Zeitpunkt 0
des Experimentes markiert. Nach 5 min wird der Flussigkeitsruckfluss aus dem
Ballon blockiert, so dass sich das Herz isometrisch kontrahieren muss. Ab jetzt kann
die Druckamplitude als Unterschied zwischen dem maximalen systolischen
Ventrikeldruck und dem eingestellten Ballondruck (3 mm Hg) Uber den
elektronischen Druckabnehmer gemessen werden.

Das Herz wird so fur weitere 25 min, insgesamt also 30 min, perfundiert.

Danach wird das Herz fur weitere 30 min durch Unterbrechung der Perfusion in
Ischamie versetzt und anschlieend wieder fur 45 min perfundiert (Reperfusionszeit).
Das durch das Herz flieiende Perfusat wird Uber bestimmte Zeitabstande
gesammelt, um daraus anschliel3end Proben fur die Bestimmung von Thromboxan
TXB, und 6-Keto-PGF 1, zu entnehmen.
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Die Sammelperioden erfolgen zwischen folgenden Zeitpunkten:

1. Start des Versuchs nach Aquilibrierung des Steady-state bis zur 15. min der
Perfusion

2. zwischen der 15. und der 30. min (Ende Perfusion vor Beginn der Ischamie-
Phase)

3. unmittelbar nach bis 2,5. min nach Einsetzen der Reperfusion (nach Ende der
Ischamie)

4. zwischen der 2,5. und der 10. min nach Reperfusion

5. zwischen der 15. und der 30 min nach Reperfusion

15 min 15 min
Der Perfusion Mach Beginn
der Reperfusion

Perfusion ‘ ‘ Reperfusion

Ischdmie

30 min
/ nach Beginn

der Reperfusion
-5 min Omin 30min 60 min
Einstellung  Start der Ende der BEeginn der 10 min
des Isometrischen Perfusion Reperfusion nachBeginn
Steady state Kontraktion der Reperfusion

Beginn des
2,5 min

Experiments

Mach Beginn
der Reperfusion

Abnb.4. Chronologischer Ablauf eines Experiments. Durchgezogene Linie = Steady-state-Einstellung,
isotonische Kontraktion des Herzens, linker Balken = Perfusion des Herzens, gepunktete Linie =
Ischamie des Herzens, rechter Balken = Reperfusion nach Ablauf der Ischamie-Zeit

2.1.1.3.1 Aprotinin-Testreihe

Es werden 2 Gruppen mit je 12 Versuchstieren gebildet, die miteinander verglichen

werden (Abb. 5).
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In Gruppe 1 wird kein Aprotinin wahrend der Perfusionsphase dem Perfusat
zugemischt. Nach der 30. min wird das Herz durch Abdrehen der Perfusatzufuhr +
Injektion von 10 ml Cardioplegie-Lésung zum Stillstand gebracht.

Bei den Versuchen der Gruppe 2 werden 2 x 100.000 KIU Aprotinin (Trasylol®, Fa.
Bayer) in der 15. min der Perfusion im Perfusatbehalter zugegeben (erreichte
Konzentration 100 KIU/ml). Der Rest des Versuches erfolgt analog Gruppe 1, indem
die Herzen nach der 30. min durch Abdrehen der Perfusatzufuhr + Injektion der
Cardioplegie-Losung gestoppt werden.

In allen 2 Gruppen erfolgt nach 30 min Ischamie eine Reperfusion der Herzen durch
Einschalten der Perfusatzufuhr. Die Herzen werden dabei fur weitere 45 min
reperfundiert. Anschliel3end wird die Perfusatzufuhr wieder unterbrochen, und es

werden die Herzen nach erfolgtem Stillstand gewogen.

cruppe 1 [T N [T

Ischdmie 30 min
+ 10 ml Cardioplegie

Perfusion 30min Reperfusion 30 min

Gruppe 2 W _ W

Isch&mige 30 min
/ + 10 ml Cardioplegie

Aprotinin - -Beimengung zum Perfusat
ab der 15. min

Abb. 5. Versuchsgruppen Aprotinin. Linker Balken = Perfusion, mittlerer Balken = Ischamie-Periode,
rechter Balken = Reperfusionsperiode, Gruppe 1 = unbehandelte Kontrollgruppe, Gruppe 2 = mit
Aprotinin behandelte Gruppe, Schraffierung = Periode der Aprotinin-Gabe.
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2.1.1.3.2 Testreihe zur Bradykinin-Antagonisierung mit dem Bradykinin-B;-

Rezeptor-Antagonisten CP-0127

Hierbei wurden die Tiere wie bei der ersten Testreihe behandelt, es wurde aber ab
der 15. min der Bradykinin-B,-Rezeptor-Antagonist CP-0127 bis zum Erreichen einer
Konzentration von 10 mol/l dem Perfusat zugemischt (Abb. 6). Es wurden 6 Tiere
mit dem Antagonisten getestet, 6 weitere Tiere wurden analog der Gruppe 1 in

der Aprotinin-Testreihe nur mit der Cardioplegie-Losung behandelt und dienten als
Kontrollgruppe. Es wurden noch zwei weitere Gruppen von jeweils 6 Tieren gebildet,
in denen die Ischamie durch Abschalten der Perfusatzufuhr ohne vorherige Gabe
von Cardioplegie-Ldsung induziert wurde. Ziel war es, vergleichend die Wirkung der
Cardioplegie auf die Reperfusionsphase zu untersuchen. Der Versuchsablauf
erfolgte analog den Gruppen 1 und 2, entweder mit Gabe des CP-0127 (Gruppe 3)

oder ohne als reine Ischamie-Kontrollgruppe (Gruppe 4).
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Perfusion 30 min Reperfusion 30 min

Isch@mie 30min
/ + 10 ml Cardioplegie

Gabe des Bradykinin-Antagonisten CP-0127
ab der 15. min

Perfusion 30 min Reperfusion 30 min

Ischdmie 30 min
+ 10 ml Cardioplegie

Perfusion 30 min Reperfusion 30 min

/ Ischamie 30min

Gabe des Bradykinin-Antagonisten CP-0127
ab der 15. min

Perfusion 30 min Reperfusion 30 min

Ischamie 30 min

Abb. 6. Versuchsgruppe Bradykinin-B,-Rezeptor-Antagonist CP-0127. Linker Balken = Perfusion,
mittlerer Balken = Ischamie-Periode, rechter Balken = Reperfusionsperiode, Schraffierung = Periode
der Gabe des Bradykinin-B,-Rezeptor-Antagonisten CP-0127, Gruppe 1 = Bradykinin-B,-Rezeptor-
Antagonist(CP-0127)-Gabe ab der 15. Perfusionsminute in Kombination mit Cardioplegie-Induktion
des Herzstillstandes, Gruppe 2 = Kontrollgruppe mit alleiniger Cardioplegie-Induktion des
Herzstillstandes, Gruppe 3 = Bradykinin-B,-Rezeptor-Antagonist(CP-0127)-Gabe ab der 15.
Perfusionsminute in Kombination mit ischamischer Induktion des Herzstillstandes, Gruppe 4 =
Kontrollgruppe mit alleiniger ischamischer Induktion des Herzstillstandes.
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2.1.2 Laborchemische Bestimmung der Metabolite von

Thromboxan A; und Prostacyclin

Es werden TXB; als Metabolit des Thromboxan A, und 6-Keto-PGF als stabiles
Hydrolyseprodukt des Prostacyclinabbaus mit Hilfe eines Doppelantikdrper-
Radioimmunoassay (RIA) aus den entnommenen Perfusatproben entsprechend der

Methode nach Peskar et al. [14] bestimmt.

2.1.2.1 Bestimmung des TXB,

Dabei konkurieren das in 100 ul der Perfusatprobe vorhandene TXB,und das in
bekannter Konzentration eingesetzte radioaktiv markierte TXB, (3H) (Tracer) um die
Bindung mit einem eingesetzten Kaninchen-Antikorper gegen TXB,. Da die Menge
des Tracers und des Antikorpers bekannt sind, wird der Prozentsatz an markierter
Substanz (Tracer), die mit dem Antikorper reagiert, umso geringer, je mehr
unmarkierte zu bestimmende Substanz (TXB; im Perfusat) vorhanden ist. Durch
Vergleich mit mehreren Standardkonzentrationen von TXB, anhand von
Standardverdinnungskurven ist es moglich, die unbekannte Menge des TXB,in der
Perfusatprobe zu ermitteln.

Die Antigen-Antikdrper-Komplexe werden mit einem weiteren Antikorper (GOAT)
prazipitiert und durch Zentrifugieren sedimentiert. Nachdem der Uberstand
abgesaugt wurde, wird das Sediment mit 0,1 N NaOH (Nr. 9141, Fa. Merck)

resuspendiert.
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Die Messung der vom gebundenen Tracer ausgehenden Radioaktivitat erfolgt durch
Umwandlung der Strahlenenergie in Lichtenergie durch eine Szintilatorflissigkeit
(Rotiszint eco Plus, Fa. Karl Roth GmbH & Co, Karlsruhe) und anschliel3ende
Zahlung in einem Betacounter (2000CA TRICARB®, United Technologies Packard,

Frankfurt).

2.1.2.2 Bestimmung des 6-Keto-PGF,,

Die Bestimmung erfolgte analog der Methode flir TXB,. Es wurden hier Kaninchen-
anti-6-Keto-PGF 4, Antikdrper sowie 3H-markiertes 6-Keto-PGF,, als Tracer
eingesetzt.

Bei den verwendeten Tests lag die untere Nachweisgrenze fur TXB; bei 5 pg/ml und

fur 6-Keto-PGF 1, bei 10 pg/ml.

2.1.2.3 Bezugsquellen der Antikorper und Tracer
Kaninchen-anti-TXB,-Antikorper sowie Kaninchen-anti-6-Keto-PGF,-Antikdrper
wurden von Paesel (Frankfurt), 3H-markiertes TXB, und 3H-markiertes 6-Keto-
PGF4, von New England Nuclear (Dreieich) und prazipitierende Ziegen-anti-

Kaninchen-Antikorper von Calbiochem-Behring (Frankfurt) erworben.

2.1.3 Statistische Auswertung der erhobenen Daten
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Fur die Berechnungen wurde ein Statistiksoftwarepaket (Statgraphics Ver. 4.0, STSC
Inc., USA) benutzt. Aus den Rohdaten wurden fur alle Zeitpunkte Mittelwerte und
Standardfehler des Mittelwertes (SE) errechnet und graphisch dargestellt. Die
Mittelwerte in den einzelnen Gruppen wurden mit einer einfachen Varianz-Analyse
(ANOVA) verglichen. Zur weiteren Differenzierung wurde der Tukey-Test angewandt.

Die 0-Hypothese wurde ab einem Signifikanzniveau p < 0,05 verworfen.

2.2 Material

2.2.1 Aprotinin

2.2.1.1 Entdeckung, physiologische Organverteilung und

Isolierungsmethoden

KRAUT et al. [15] fanden 1930 in Rinderlymphknoten einen Stoff, den sie aufgrund
seiner Eigenschaften als ,Kallikrein-Inaktivator, bezeichneten. Unabhangig davon
entdeckten KUNITZ und NORTHROP 1936 [15] einen Trypsinhemmstoff im
Rinderpankreas. SchlielRlich wiesen WERLE et al. Kallikrein-Hemmaktivitaten auch in
anderen Geweben, die vom Rind stammten, wie z.B. von Lunge, Parotis, Milz, Leber,
Pankreas und Samenblase, nach [15].

Spater wurde festgestellt, dass die inhibierende Wirkung auf das Kallikrein sowie
auch auf das Trypsin, die beide Proteasen darstellen, zum groften Teil auf das
Vorkommen des gleichen Stoffes zurtickzufihren war, den man als Aprotinin

bezeichnete. Weiterhin wurde die Substanz aufgrund seiner Kallikrein-
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inaktivierenden Eigenschaft auch noch in Ovar-, Herz-, Hypophyse-, Knorpel- und
Aortengewebe des Rindes nachgewiesen.

Weltweit setzte sich die so genannte KIU als Mal} fir die Aprotininaktivitat durch.
Eine KIU ist definiert als diejenige Aprotinin-Menge, die die Aktivitat von zwei
biologischen Kallikrein-Einheiten (KU) um 50% erniedrigt. Sie entspricht einer Menge
von 0,14 Mikrogramm Aprotinin. Dabei ist eine KU als diejenige Kallikrein-Menge
definiert, die die gleiche Druckabnahme am Carotisdruck eines Hundes verursacht
wie 5 ml Urin einer speziell definierten Sammelprobe gesunder Personen.

Mit Hilfe indirekter Immunfluoreszenz gelang die Lokalisation des Aprotinins
vorwiegend in Mastzellen, was sich auch mit dem Organverteilungsmuster des
Stoffes deckte. Gewebe, die besonders reichhaltig an Mastzellen sind (z.B. Lunge,
Parotis, Pankreas), weisen auch eine hohe Aktivitat an Aprotinin auf. Aufgrund seiner
Verteilung in Mastzellen und seiner hemmenden Wirkung auf Proteasen wurde
deswegen auch die Hypothese aufgestellt, dass Aprotinin an der Kontrolle der
Proteinasenaktivitat in Mastzellen beteiligt sein kdnnte [15].

Eine Isolierung des Stoffes ist mittels fraktionierter Fallung, Gelfiltration sowie
lonenaustauschchromatographie von Extrakten aus Lunge, Pankreas und Parotis
des Rindes moglich. Durch anschliellende Reinigung mittels Saurefallung mit
nachfolgender Affinitatschromatographie an wasserunldslichen Enzymderivaten, wie

Trypsin-Sepharose, lasst sich eine Ausbeute bis zu 90% erreichen .
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2.2.1.2 Stoffspezifische physikalische und chemische

Eigenschaften

Es handelt sich um ein Polypeptid mit einer Aminosauresequenz von 58
Aminosaureresten mit einem Massengewicht von 6512 Dalton, das in kristalliner
Form dargestellt werden kann.

Mittels Rontgenstrukturanalyse lasst sich eine birnenférmige 3D-Struktur ermitteln.
Die Tatsache, dass dabei die hydrophoben Reste nach innen und die hydrophilen
Reste aulRen lokalisiert sind, verleiht der Substanz eine aufl3erordentlich kompakte
Tertiarstruktur. Diese ist sehr resistent gegenuber Denaturierungsversuchen durch
hohe Temperaturen, Sauren, Basen, organische Losungsmittel sowie proteolytischen
Abbau. So kann Aprotinin kurzzeitig ohne Aktivitatsverlust in verdiinnter Saure auf
100 °C bzw. in 2,5% Trichloressigsaure auf 80 °C erhitzt werden. Es kann in
Losungen mit einem pH-Wert zwischen 1 und 12,6 in intaktem Zustand gelost
werden. Des weiteren ist der Inhibitor stabil und I6slich in 70% wassrigem Methanol
oder Ethanol sowie in 50% wassrigem Aceton.

Bemerkenswert ist auRerdem die Stabilitat gegenliber dem Abbau durch Proteasen.
Lediglich Thermolysin ist nach dem momentanen Erkenntnisstand in der Lage,
,natives” Aprotinin nach Hitzelabilisierung bei 60-80 °C zu spalten.

Die negativ geladenen Reste sind an der Basis der birnenférmigen Struktur
lokalisiert, was einen starken Dipolcharakter des Molekuls bedingt. Weiterhin fallt ein
isoelektrischer Punkt von 10,5 auf, der auf eine starke Basizitat des Stoffes hinweist.
Diese ist unter anderem fur einige pharmakologische Interaktionen wichtig, wie z.B.
die Bildung schwerldslicher Komplexe mit dem saueren Mucopolysaccharid Heparin

(diese spielt aber in vivo wegen der dabei starken Verdlinnung im Koérper keine
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Rolle) oder die starke Bindung an die neuraminsaurereichen Bestandteile des
Burstensaums der Nierentubuli.

Oft wird Aprotinin auch an den normalerweise verwendeten Dialysemembranen
gebunden, was den Gebrauch acetylierter oder neutraler Dialysemembranen mit

einer Ausschlussgrofde von 5000 Dalton notwendig macht.

2.2.1.3 Hemmeigenschaften

Aprotinin blockiert mehrere Proteinasen mit unterschiedlich starker Wirkung.

Das reaktive Zentrum des Aprotinins wurde in der Sequenz Lys(15)-Ala(16)
lokalisiert. Diese sterische Konfiguration ermdglicht es dem Inhibitor, an Proteinasen
zu binden, die einen Serin-Rest in ihrem aktiven Zentrum tragen, wie dies fur Trypsin,
Kallikrein, Plasmin, Elastase, Urokinase und andere so genannte Serin-Proteasen
der Fall ist. Diese Enzyme werden jedoch in unterschiedlichem MalRe durch den
Inhibitor blockiert. Es stellt sich ein stdchiometrisches Gleichgewicht bei der Reaktion

ein.

(C)E+ (el —=(c]C

Abb. 7.. Stéchiometrisches Gleichgewicht fir eine Enzym Inhibition. (c) E = Konzentration des
Enzyms, (c) | = Konzentration des Inhibitors, (c) C = Konzentration des Enzym-Inhibitor Komplexes.

Dabei definiert (c) E die Konzentration des Enzyms, (c) | die Konzentration des

Inhibitors und (c) C die Konzentration des Enzym-Inhibitor Komplexes. Annahernd
lasst sich die Affinitat des Aprotinins zu seinem Substrat durch die Gleichgewichts-
(Dissoziations-)Konstante K; beschreiben, die in mol/l die Rickbildung des nativen

Inhibitors charakterisiert.
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Ki=[c]Exc]l
(c)C

Abb. 8. Dissoziationskonstante als MaR fur die Enzym-Affinitat. (c) E = Konzentration des Enzyms,
(c) I = Konzentration des Inhibitors, (c) C = Konzentration des Enzym-Inhibitor Komplexes.

Je kleiner K; ist, desto weniger tendiert der Inhibitor aus dem Komplex, mit dem
Enzym zu dissoziieren, das Enzym wird also um so effektiver blockiert. Betrachtet
man die Dissoziationskonstanten flr ausgewahlte Enzyme beim Menschen, so wird
die unterschiedliche Wirkungsstarke des Inhibitors veranschaulicht: K; Plasmin (1,0 x
10" mol/l) < K; Kallikrein-Plasma (3,5 x 10® mol/l) < K; Elastase (3,5 x 10° mol/l) < K;
Urokinase (8,0 x 10 mol/l). Im Vergleich dazu ist die K; des Gewebe-Kallikreins des
Schweins (das in enger Verwandtschaft zum humanen Gewebe-Kallikrein steht [3]) in
einer ahnlich glnstigen GréRenordnung wie das Plasmin (Gewebe-Kallikrein des
Schweinepankreas 1,3 x 10° mol/l sowie der Schweinesubmandibula 1,6 x 107
mol/l).

In vielen Versuchen, die sich mit der entziindungshemmenden Eigenschaft von
Aprotinin beschaftigten, wurden unterschiedliche Konzentrationen verwendet, was
vielleicht auch fur die widerspruchlichen Ergebnisse verantwortlich sein kdnnte. Es ist
deswegen wichtig, eine Mindestkonzentration des Wirkstoffs zu errechnen, die eine
effektive Hemmung des postulierten Zielsystems erreicht.

In dem vorliegenden Versuchsaufbau wurde von folgenden Uberlegungen
ausgegangen: Die konzentrationsabhangige Potenz des Aprotinins konnte in einem
System simuliert werden, in dem die Abnahme der Plasma-Kallikrein-abhangigen

Aktivierung des Gerinnungssystems als Mal3 fur die Inaktivierungskraft des
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Aprotinins galt. Je geringer die Gerinnungsaktivierung, desto starker ist dabei die
Aprotinin-Wirkung.

Da die K; fur Plasma-Kallikrein den Wert der In-vivo-Konzentration des Plasma-
Prokallikreins erreicht, ist ein groler molarer Uberschuss an Aprotinin nétig, um eine
effektive Hemmung zu erzielen. Diese wird erst ab einer Aprotinin-Konzentration von
250 bis 500 KIU/ml erreicht.

Hingegen wird eine vollstandige Hemmung des Plasmins bereits bei einer Aprotinin-
Konzentration von 125 KIU/ml erzielt, da die K; fur Plasmin weit unter der in vivo
Konzentration des Plasmins liegt [16].

Es sind also 250-500 KIU/ml notwendig, um die Gesamtaktivitat aller genannten
Proteinasen im gesamten Organismus zu hemmen. Sie sind bei Verwendung von
Ganzkoérpermodellen als Anhalt flr eine ausreichende Konzentration des Inhibitors
verwendbar, um eine Unterdosierung des Stoffes auszuschliel3en.

Im Organismus mussten jedoch weit geringere Konzentrationen bereits ausreichend
sein, da dort nur Bruchteile der Enzyme aus ihren Vorstufen freigesetzt werden und
somit aktiv sind. AuRerdem sind korpereigene endogene Inhibitoren vorhanden, die
in einem betrachtlichen molaren Uberschuss vorliegen und &hnlich rasch wie das
Aprotinin reagieren. (Im LANGENDORFF-Modell am isolierten Herzen, liegen nur die
gewebestandigen Proteasen des Herzens vor, so dass in unserem Experiment eine

niedrigere Inhibitionskonzentration des Aprotinins von 100 KIU/ml verwendet wurde.)

2.2.1.4 Pharmakokinetik

Da Aprotinin ein Peptid ist, muss es parenteral verabreicht werden, um eine

Inaktivierung im Magen-Darm-Trakt zu umgehen. Weiterhin muss Aprotinin als
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Dauerinfusion verabreicht werden, da der Plasmaspiegel sehr rasch abnimmt. So
sind nach Gabe eines Bolus von 500.000 KIU i.v. nach 15 min nur noch 50 KIU/ml,
nach 30 min nur noch 30 KIU/ml und nach 4 h schlieBlich nur noch 10 KIU/ml im
Plasma vorhanden .

Zu diesem Zeitpunkt findet man in der Ratte 80% der Aprotinin-Dosis in den Nieren,
wo es von Epithelzellen der proximalen Tubuli aufgenommen wird. Danach folgt eine
fast vollstandige Metabolisierung in Phagosomen des Nierengewebes. Lediglich
1,5% einer Dosis von 1.000.000 Einheiten werden mit dem Urin ausgeschieden.
Trotz einer extrem niedrigen Toxizitat (LDso = 0,5 x 10° KIU/kg fiir Kaninchen),
mussen schnelle Injektionen von groRen Dosen vermieden werden, da die hohe
Basizitat des Aprotinins zur Histamin-Liberation mit nachfolgender anaphylaktischen

Reaktion fuhren kann.

2.2.1.5 Nachweismethoden

Die ersten Nachweismethoden liefen Uber Trypsinhemmtests, da Aprotinin eine
wesentlich schnellere Hemmung des Trypsins als des Kallikreins bewirkt. Dabei
wurde der Umsatz eines geeigneten Substrats [N-Benzoylarginin-p-nitroanilid (L-
BAPA)], der durch Trypsin katalysiert wird, anhand der Absorptionsanderung bei 405
nm gemessen.

Heute liegen modernere spezifische Radioimmunoassays oder Enzymimmunoassays

vor, die einen empfindlicheren Nachweis ermdglichen [17, 18].
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2.2.2 Bradykinin-B,-Rezeptor-Antagonist CP-0127

Der hier verwendete selektive Bradykinin-B,-Rezeptor Antagonist CP-0127 wurde
von der Firma Cortech,Denver, USA, bereitgestellt und in einer Dosierung von 10

mol/l verwendet.
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3 Ergebnisse

3.1 Aprotinin-Testreihe

Wie bereits im Kapitel Material und Methodik beschrieben, wurden zwei Gruppen zu
je 12 Tieren verglichen. Gruppe 1 war dabei die Kontrollgruppe und Gruppe 2 die

Medikamentengruppe, die Aprotinin als Perfusatadditiv verabreicht bekam.

3.1.1 Inotropie

Zunachst wurde fir jeden Zeitpunkt die Differenz zwischen systolischem und
diastolischem (klnstlich angelegter Ballondruck zur Simulation der
Ventrikelvordehnung nach Frank-Starling) Ventrikeldruck berechnet, im Folgenden
als Amplitude (Amp) bezeichnet. Der Amplitudenwert in der 6. min der Messung
wurde als Ausgangswert (100%-Wert) gewahlt. Um unterschiedliche
Amplitudenwerte in den einzelnen Experimenten miteinander zu vergleichen, wurden
diese in Prozent des Ausgangswertes umgerechnet (siehe Abb. 9 sowie Tab. 2 im
Anhang).

Fur die Dauer der Perfusionszeit vor der Cardioplegie unterschieden sich beide
Gruppen nicht signifikant. So betrug zum Zeitpunkt 30 min, unmittelbar vor Einsetzen
der Cardioplegie die linksventrikulare Druckamplitude in der unbehandelten
Kontrollgruppe 98,8 + 6,7% (SE), im Vergleich zu 109,2 + 4,58% (SE) in der
Aprotinin-Gruppe. Durch Injektion der Cardioplegie und Perfusionsstopp wurde

anschlief3end ein Herzstillstand fur 30 min ausgeldst.
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4 min nach Einsetzen der Reperfusion, das entspricht der 64. min, erholt sich die
Amplitude in der Aprotinin-Gruppe und steigt auf 126,4 + 10,5% (SE) des
Ausgangswertes und damit geringfugig mehr im Vergleich zur Kontrollgruppe mit
111,7 £ 12% (SE).

Der Uberproportionale Amplitudenanstieg in beiden Gruppen unmittelbar mit Beginn
der Reperfusionsphase fallt bis zur 76. min (16 min nach Einsetzen der Reperfusion)
gleichmafig ab. Zu diesem Zeitpunkt liegen beide Gruppen ungefahr gleich mit
einem Amplitudenabfall auf 84,01 + 9,28% (SE) in der Kontrollgruppe und 92,2 +
7,03% (SE) in der Aprotinin-Gruppe.

Ab diesem Zeitpunkt jedoch nehmen die linksventrikularen Druckamplituden in den
beiden Gruppen unterschiedliche Verlaufe an. Wahrend die Kontrollgruppe langfristig
einen stetigen Abfall der Amplitude auf 73,9 + 8% (SE) in der 90. min (30 min nach
Reperfusionsbeginn) verzeichnet, zeigt die Medikamentengruppe eine deutlich
positive Entwicklung mit einem erneuten Amplitudenanstieg auf 98,21 + 6,73% (SE)
wahrend des gleichen Zeitpunktes. Dieser Trend bleibt bis zum Versuchsende in der

105. min konstant und ist mit p < 0,05 signifikant.
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Druckamplitude linker Ventrikel
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Reperfusion
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Abb. 9. Druckamplitude des linken Ventrikels in Prozent des Ausgangsdruckes (in der 6. min
nach Beginn des Experiments) fiir die Kontrollgruppe (Quadrate) im Vergleich zur Aprotinin-
Gruppe (Dreiecke). Der schwarze Balken markiert die Dauer der Ischamie-Zeit zwischen der
30. und der 60. min. Die Messwerte sind der Tabelle 2 im Anhang zu entnehmen.

3.1.2 Mediatorfreisetzung

3.1.2.1 Thromboxan B,

Zum Zeitpunkt der Aprotinin-Gabe in der 15. min vor der Ischamie unterscheidet sich
die Thromboxan-B,-Konzentration in beiden Gruppen nicht [133,40 + 34,8 pg/ml (SE)
in der Kontrollgruppe, 138,9 + 19,2 pg/ml (SE) in der Aprotinin-Gruppe] (siehe Abb.
10 sowie Tab. 3 im Anhang).

Wahrend der gesamten Perfusionsphase vor der Ischamie bleiben die Thromboxan-
B.-Konzentrationen in beiden Gruppen annahernd konstant und unterscheiden sich
nicht wesentlich voneinander. So betragt zum Zeitpunkt der 30. min unmittelbar vor

Cardioplegie und Perfusionsstopp die Thromboxan-B,-Konzentration 138,45 + 28,39
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pg/ml (SE) in der Kontrollgruppe sowie 137,65 + 20,9 pg/ml (SE) in der behandelten
Gruppe.

Nach Beendigung der 30-minutigen Ischamie-Phase und Einsetzen der Reperfusion
verzeichneten beide Gruppen einen Anstieg der Thromboxan-B,-Konzentration, der
jedoch in der Kontrollgruppe weitaus héher war.

So betrug 2 min und 30 s nach Einsetzen der Reperfusion (62 min und 30 s nach
Versuchsbeginn) die Konzentration in der Aprotinin-Gruppe 154,98 + 20,6 pg/ml
(SE), was einen Anstieg um 11,5% im Vergleich zum Ausgangswert in der 15. min
bedeutet.

Demgegenuiber nimmt die Thromboxan-B,-Ausschuttung in der unbehandelten
Kontrollgruppe zum gleichen Zeitpunkt um 51% zu [auf 201,4 + 26,85 pg/ml (SE)].
10 min nach Einsetzen der Reperfusion nimmt in beiden Gruppen die Thromboxan-
B,-Produktion leicht ab, als Zeichen der verbesserten metabolischen Situation durch
die Reperfusion. Auch hier bestehen jedoch deutliche Unterschiede zwischen der
unbehandelten und der behandelten Gruppe.

Insgesamt tendiert die Kontrollgruppe wahrend des weiteren Experimentverlaufes
jedoch zu einem Wiederanstieg der Thromboxan-B,-Ausschuttung auf 205,91 +
29,46 pg/ml (SE)), wie die 90. min verdeutlicht. Im Gegensatz dazu nimmt in der
Aprotinin-Gruppe die Thromboxan-B,-Konzentration signifikant ab und unterschreitet
zum Zeitpunkt der 90. min sogar den Ausgangswert der 15. min um 9,16% [126,25 +

19,5 pg/ml (SE), p = 0,01].
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Thromboxan B,-Konzentration im Coronary Outflow
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Abb. 10. Thromboxan-,-Konzentration im koronaren Ausflusstrakt fiir die Kontrollgruppe (Quadrate)
im Vergleich zur Aprotinin-Gruppe (Dreiecke). Der schwarze Balken markiert die Dauer der Ischamie-
Zeit zwischen der 30. und der 60. min Messwerte sind der Tabelle 3 im Anhang zu entnehmen.

3.1.2.2 6-Keto-PGF;,

Die Konzentration des Prostacyclin-Metaboliten zeigte wahrend des gesamten
Versuchsverlaufes keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen
auf (siehe Abb. 11 sowie Tab. 4 im Anhang). Die Konzentration des Metaboliten blieb
in beiden Gruppen wahrend der Perfusionsphase annahernd konstant.

Nach Beendigung der 30-minutigen Ischamie und Einsetzen der Reperfusion stiegen
in beiden Gruppen die Konzentrationen der Metabolite signifikant an, wie es der
Zeitpunkt der 62,5. min verdeutlicht. Im weiteren Verlauf der Reperfusion nahm die
Konzentration von 6-Keto PGF,, wieder in beiden Gruppen gleichmaRig ab (10 min
nach Reperfusion, in der 70. min). Der in der Kontrollgruppe anschliel3end zu
beobachtende Anstieg (30 min nach Reperfusion, in der 90. min) war im Vergleich

zur Aprotinin-Gruppe nicht signifikant.
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6-KETO-PGF,, Konzentration im Coronary Outflow
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Abb. 11: 6-Keto-PGF,-Konzentration im koronaren Ausflusstrakt fiir die Kontrollgruppe (Quadrate) im
Vergleich zur Aprotinin-Gruppe (Dreiecke). Der schwarze Balken markiert die Dauer der Ischamie-Zeit
zwischen der 30. und der 60. min. Die Messwerte sind der Tabelle 4 im Anhang zu entnehmen.

3.1.3 Koronarvaskularer Widerstand

Wahrend der initialen Perfusionsphase verhielten sich Kontroll- und Aprotinin-Gruppe
ahnlich (siehe Abb. 12 und Tab. 5 im Anhang), wie aus den Messwerten 15 min nach
Start der Perfusion sowie nach 30 min Perfusion, unmittelbar vor Einsetzen der
Ischamie, deutlich wird.

Nach Beendigung der Ischamie und Wiedereinsetzen der Perfusion fallt der
Widerstand in beiden Gruppen ohne signifikanten Unterschied ab. Anschliel3end ist
in beiden Gruppen ein erneuter tUberproportionaler Anstieg des Widerstandes zu
verzeichnen. 30 min nach Einsetzen der Reperfusion (90. min) bestehen dabei
sichtbare Unterschiede zwischen der Kontroll- und der Aprotinin-Gruppe, die sich im
Messzeitraum fortsetzen und in der 105. min (45 min nach Reperfusion) bei

Beendigung des Versuches am auffalligsten sind.
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Zu diesem Zeitpunkt liegt der koronarvaskulare Widerstand in der Aprotinin-Gruppe
bei 27,35 £ 1,77 mm Hg/ (ml/min/10g).

Im Vergleich dazu ist in der Kontrollgruppe ein hoherer Widerstand bei 38,92 + 4,51
mm Hg/ (ml/min/ 10g) zu verzeichnen. Der Unterschied ist mit p = 0,07 an der

Grenze zur statistischen Signifikanz.

Koronarvaskularer Widerstand

40,00 . Perfusion Ischdmie

B —— g
30,00 -
25,00 - ,
20,00 - Bl o Kontollgruppe
15,00
10,00
5,00
0,00

Minuten 20 38 60 78 100

Aprotinin

AAAAAAAAANAANAAANANDN

mm Hg /ml/min/ 10 g Herzgewebe

Abb. 12. Koronarvaskularer Widerstand fur die Kontrollgruppe (Quadrate) im Vergleich zur Aprotinin-
Gruppe (Dreiecke). Der schwarze Balken markiert die Dauer der Ischdmie-Zeit zwischen der 30. und
der 60. min. Die Messwerte sind der Tabelle 5 im Anhang zu entnehmen.
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3.1.4 Herzfrequenz
Wahrend des Beobachtungszeitraumes lagen die Herzfrequenzen in den einzelnen

Gruppen im gleichen Bereich, ohne relevante Unterschiede aufzuweisen (Abb. 13

sowie Tab. 6 im Anhang).

Herzfrequenz

Perfusion Ischamie Reperfusion

—&— Kontrollgruppe
—A— Aprotinin

Schlége / Minute

Abb. 13. Herzfrequenz fir die Kontrollgruppe (Quadrate) im Vergleich zur Aprotinin-Gruppe
(Dreiecke). Der schwarze Balken markiert die Dauer der Ischamie-Zeit zwischen der 30. und der 60.
min. Die Messwerte sind der Tabelle 6 im Anhang zu entnehmen.

3.1.5 Zusammenfassung der Ergebnisse
Es konnte eine signifikant bessere Erholung der Druckamplitude des linken
Ventrikels in Bezug auf die Ausgangswerte vor der Ischamie bei Aprotinin-

Verwendung verzeichnet werden. Bezuglich der Herzfrequenz bestanden keine

relevanten Unterschiede zwischen behandelter Gruppe und Kontrollgruppe.
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Parallel zur besseren ventrikularen Inotropie war ein signifikant geringerer Anstieg
des Thromboxan-Spiegels in der Reperfusionsphase in der behandelten Gruppe zu
beobachten. Der 6-Keto-PGF4,-Anstieg in der Reperfusionsphase war in beiden
Gruppen gleich.

Es wurde ein Trend zur Verringerung des koronarvaskularen Widerstandes in der
Aprotinin-Gruppe beobachtet, der mit p = 0,07 an der Grenze zur statistischen

Signifikanz war.

3.2 Bradykinin-B,-Rezeptor-Antagonist CP-0127

Die im Rahmen dieser Dissertation durchgefuhrten Experimente mit dem Bradykinin-
B2-Rezeptor-Antagonisten CP-0127 unter Einsatz der Cardioplegie bei Induktion des
ischamischen Herzstillstandes schlieRen an der von Soeffker durchgefihrten
Testreihe an [19]. Er verwendete ebenfalls CP-0127, allerdings wurde keine
Cardioplegie-Ldsung als Zusatz bei der Induktion des ischamischen Herzstillstandes
benutzt.

Es wurde der Einfluss des Bradykinin-B,-Rezeptor-Antagonisten in Abhangigkeit von
der Herzstillstand-Induktion untersucht. Die unbehandelte Kontrollgruppe wurde einer
reinen Ischamie durch Abschalten der Perfusatzufuhr unterzogen. In einer zweiten
unbehandelten Gruppe wurde die Herzstillstand-Phase durch vorherige Cardioplegie-
Gabe eingeleitet. Der Einfluss des Bradykinin-B,-Rezeptor-Antagonisten wurde nun
bei gleichzeitiger reiner Ischamie und bei durch Cardioplegie induziertem
Herzstillstand untersucht (siehe Gruppendarstellung im Kapitel Material und

Methodik).
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3.2.1 Linksventrikulare Druckamplitude

Die alleinige 30-minutige Ischamie fuhrte zu einem signifikanten Abfall der
linksventrikularen Druckamplitude (Abb. 14) auf 64,9 + 10,6% (SE) des
Ausgangswertes in der 90. min am Ende des Versuches (30 min nach Beginn der
Reperfusion) (p < 0,005). Die gleichzeitige Gabe von CP-0127 flhrte zu einem
signifikant starkeren Abfall der linksventrikularen Druckamplitude auf 44,0 + 15,2%
(SE) (p < 0,005) zum gleichen Zeitpunkt im Vergleich zur reinen Ischamie-Gruppe.
Hingegen zeigte sich kein signifikanter Druckabfall nach Reperfusion, wenn die
induzierte Ischamie mit Gabe der Cardioplegie-L6ésung kombiniert wurde.

Dieser positive Effekt wurde jedoch durch die gleichzeitige Verabreichung des
Bradykinin-B,-Rezeptor-Antagonisten CP-0127 antagonisiert, so dass in dieser
Gruppe 30 min nach Beginn der Reperfusion erneut ein signifikanter Abfall der
linksventrikularen Druckamplitude auftrat [auf 65,1 + 15,4% (SE) des
Ausgangswertes (p < 0,005)]. Dieser in Gegenwart des CP-0127 induzierte

Druckabfall war im Vergleich zu den zugehorigen Kontrollen signifikant (p < 0,001).
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Abb. 14. Druckamplitude des linken Ventrikels in Prozent des Ausgangsdruckes (in der 6. min nach
Beginn des Experiments) fir die Kontrollgruppe bei reiner Ischamie (schwarze Kreise) im Vergleich
zur Ischamie bei CP0127 Gabe wahrend der Perfusion (weile Kreise). Weiterhin wurde die alleinige
Kombination der Ischamie mit Cardioplegie-Gabe (schwarze Dreiecke) mit der Ischamie-Cardioplegie-
Gabe bei Verwendung des CP-0127 wahrend der Perfusion verglichen (weilte Dreiecke). Der
schwarze Balken markiert die Dauer der Ischdmie-Zeit zwischen der 30. und der 60. min.
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3.2.2 Koronarvaskularer Widerstand

Die Gabe des B,-Rezeptor-Antagonisten CP-0127 bei gleichzeitiger Durchflihrung
einer Ischamie flhrte zu einem signifikanten Anstieg des koronarvaskularen
Widerstandes in der Reperfusionsphase nach Herzstillstand (p < 0,01) im Vergleich
zu den anderen experimentellen Gruppen (Abb. 15). Es erfolgte ein Anstieg des
Koronarwiderstandes auf 59,0 + 6,5 (SE) mm Hg/ml/min/10 g Herzgewebe (p < 0,05)
im Vergleich zum Ausgangswert von 31,9 + 2,1 (SE) mm Hg/ml/min/10 g
Herzgewebe.

Die Gabe des CP-0127 fuhrte jedoch nicht zu einer Erhéhung des koronarvaskularen
Widerstandes, wenn die Ischamie mit Cardioplegie kombiniert wurde, und
unterschied sich nicht von den dazugehorigen Kontrollen bei Verwendung alleiniger

Ischamie bzw. Ischamie + Cardioplegie.
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Abb. 15. Koronarvaskularer Widerstand des linken Ventrikels fir die Kontrollgruppe bei reiner
Ischamie (schwarze Kreise) im Vergleich zur Ischamie bei CP0127 Gabe wahrend der Perfusion
(weilRe Kreise). Weiterhin wurde die alleinige Kombination der Ischamie mit Cardioplegie-Gabe
(schwarze Dreiecke) mit der Ischamie-Cardioplegie-Gabe bei Verwendung des CP-0127 wahrend der
Perfusion verglichen (weile Dreiecke). Der schwarze Balken markiert die Dauer der Ischamie-Zeit

zwischen der 30. und der 60. min.
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3.2.3 Herzfrequenz

Arrhythmien mit konsekutivem Herzstillstand traten bei 2 der 6 mit CP-0127
behandelten Herzen wahrend der friihen Reperfusionsphase nach Ischamie ohne
Cardioplegie auf. Ansonsten wiesen alle Gruppen eine Erholung der Herzfrequenz in
der Reperfusionsphase und Einstellung eines Steady-state bei etwa 130 Schlage pro

min ohne signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen auf.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Studie wurde am veranderten Ischamie-Reperfusions-Modell des
nach LANGENDORFF isoliert perfundierten Herzens der Einfluss des Proteinase-
Inihibitors Aprotinin sowie des selektiven Bradykinin-B,-Rezeptor-Antagonisten CP-
0127 auf die Inotropie und den koronarvaskularen Widerstand untersucht. Zur
Untersuchung der an der Erh6hung des koronarvaskularen Widerstandes beteiligten
Mediatoren wurden die Konzentrationen von Metaboliten des Thromboxan
(Thromboxan Az und Prostacyclin (6-Keto-PGF1,) bestimmt. Thromboxan hat einen
vasokonstringierenden, Prostacyclin hingegen einen vasodilatierenden Effekt auf die
Koronararterien. Von besonderem Interesse war der zusatzliche Einfluss der
Cardioplegie auf die Ischamie-Reperfusionsreaktion.

Die Synthese von Entziindungsmediatoren aus ischamischem Gewebe spielt eine
wichtige Rolle bei der Ischamie/Reperfusionsreaktion. Eine entscheidende Rolle
dabei wird dem Kallikrein-Kinin-System und speziell der Wirkung von Bradykinin
zugeschrieben [20-22]. Die Mediatorsynthese wird von Proteinasen gesteuert. Die
Auswirkungen der Ischamie/Reperfusionsreaktion fihren zu einer Verschlechterung
der kardialen Funktion, die durch eine reduzierte Inotropie und eine koronare
Vasokonstriktion gekennzeichnet ist. Gleichzeitig kommt es zu einer verstarkten
Produktion von proinflammatorischen vasokonstringierenden Mediatoren wie
Thromboxan. Es kommt zu einer Verschiebung des Gleichgewichtes zwischen
vasokonstringierenden Substanzen wie Thromboxan und vasodilatierenden Stoffen
wie Prostacyclin zugunsten des Thromboxan [23—26].

Die Ischamie/Reperfusionsreaktion wird bei kardiochirurgischen Eingriffen zusatzlich

durch die Verwendung der extrakorporalen Zirkulation im Herz-Lungen-Bypass
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aggraviert, da der Kontakt des Blutes mit den Fremdoberflachen des
Schlauchsystems zu einer weiteren Freisetzung inflammatorischer Mediatoren fuhrt,
die Veranderungen der endothelialen Barriere, des Koronartonus und der
Gefallpermeabilitat bewirken. Der intraoperativ erwlinschte Herzstillstand wird durch
Verwendung von hyperkaliamer Cardioplegie-Lésungen erreicht.

In der hier vorliegenden Studie wurde in einer ersten Versuchsreihe der Einfluss von
Aprotinin auf die linksventrikulare Druckamplitude, die Herzfrequenz und der
koronarvaskulare Widerstand vor einer 30-minutigen Cardioplegie-induzierten
Ischamie sowie kontinuierlich bis zu 45 min wahrend der Reperfusionsphase
gemessen. Die Menge des Thromboxan A, und 6-Keto-PGF-1a wurden aus dem
Perfusat vor der Ischamie sowie in der Reperfusionsphase bestimmit.

Am gesunden Herzen, vor der Ischamie, hat die Aprotinin-Gabe keinen Einfluss auf
die linksventrikulare Druckamplitude, den koronarvaskularen Widerstand und die
Thromboxan A; sowie 6-Keto-PGF-1a-Spiegel.

In der frihen Reperfusionsphase kommt es zu einer erwarteten [27] hypoxisch
bedingten koronaren Vasodilatation mit Abnahme des koronarvaskularen
Widerstandes ohne signifikanten Unterschied zwischen Aprotinin- und
Kontrollgruppe. Diese bedingt eine Uberproportionale Zunahme der linksventrikularen
Druckamplitude im Vergleich zur Zeit vor der Ischamie. Die Reperfusionsreaktion
fuhrt zu einer gleichzeitig gesteigerten Freisetzung der Metaboliten des
vasokonstringierenden Thromboxans und des vasodilatierenden Prostacyclins.
Wahrend jedoch die Prostacyclin-Synthese im Verlauf in beiden Gruppen wieder
abfallt, bleibt die Thromboxan-Synthese in der unbehandelten Gruppe hoch. Nur die
behandelte Gruppe erreicht eine Unterschreitung der Werte vor der Ischamie. Somit

kommt es in der unbehandelten Gruppe zu einem starkeren Anstieg der
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Thromboxan-Produktion und einer deutlichen Verschiebung des Gleichgewichtes
zwischen vasokonstringierenden und vasodilatierenden Mediatoren mit einer
ausgepragten koronaren Vasokonstriktion. Dies bedingt eine schlechtere
hamodynamische Erholung der unbehandelten Herzen im Verlauf der Reperfusion.
Wahrend in der Kontrollgruppe der vasokonstriktorische Einfluss des Thromboxans
im Verlauf der Reperfusion rasch zu einem Anstieg des koronarvaskularen
Widerstandes mit konsekutivem Abfall der linksventrikularen Druckamplitude fuhrt,
zeigt sich unter Aprotinin-Gabe eine protektive Wirkung. Unter Aprotinin-Behandlung
ist die Zunahme des Koronarwiderstandes tendenziell geringer, es gelingt die
linksventrikulare Druckamplitude zu stabilisieren und 30 min nach
Reperfusionsbeginn auf Werte vor der Ischamie zu normalisieren.

Unsere Ergebnisse stimmen mit der Literatur Uberein. So zeigten Sirieix et al. [28]
eine signifikant bessere Erholung der linksventrikularen Druckamplitude 60 min nach
Reperfusion bei Verwendung isoliert perfundierter Kaninchenherzen mit der gleichen
wie von uns vorgenommenen Dosierung (Aprotinin 200 KIU/ml als Perfusatadditiv).
Der positive Effekt der Substanz ist in diesem Fall nicht durch eine Wirkung auf die
Leukozyten und die zirkulierenden Plasmaproteine vermittelt, da es sich hier um
isoliert mit kiinstlichem Perfusat perfundierte Organe handelt. Vielmehr spielt eine
Hemmung der membranassozierten Faktoren des plasmatischen Kallikrein-Kinin
Systems in unseren Versuchen eine entscheidende Rolle. Eine weitere Studie [29]
bestatigt die Normalisierung der Kontraktilitat in der Reperfusionsphase durch
Aprotinin. Auch hier wird eine Wiederherstellung der koronaren Vasodilatation nach
der Ischamie unter Medikamentengabe beobachtet. Im Gegensatz dazu sinken in der
Kontrollgruppe die Kontraktilitat und der Sauerstoffverbrauch wahrend der

Reperfusion. Die Substanz beeinflusst die hamodynamischen Parameter
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linksventrikulare Druckamplitude und Koronarfluss sowie den Sauerstoffverbrauch

normaler Herzen vor der Ischamie nicht [27-29]. Von entscheidender Bedeutung flr

eine maximale Wirkung scheint aber der Beginn der Applikation vor Einsetzen der

Ischamie und die Dauerapplikation sofort mit Einsetzen der Reperfusion zu sein.

Die weitaus hochste Anzahl der Operationen mit Aprotinin-Gabe wird bei Patienten

mit moderater Hypothermie und Aufrechterhaltung eines kunstlichen Kreislaufes

durch die Herz-Lungen-Maschine durchgefuhrt. Das am meisten verbreitete

Applikationsschema liegt dem folgenden Protokoll zugrunde:

1. Loading dose: Nach Legen des zentralen Zugangs 2 Millionen KIU als
Kurzinfusion tber 30 min

2. anschliel3ende Dauerinfusion bis zur Verlegung auf der Intensivstation mit 500.000
KIU/h

3. zusatzlich 2 Millionen KIU in das Fullvolumen der Herz-Lungen-Maschine.

Dieses Schema garantiert Plasma-Konzentrationen, die eine effektive Plasmin- und

Kallikrein-Inhibierung gewahrleisten und tragt der relativ kurzen Halbwertszeit des

Stoffes im Plasma Rechnung.

Sehr wichtig ist neben der verwendeten hohen Dosis vor allem die Gabe vor

Induktion der Ischamie. Dies ist von entscheidender Bedutung fur eine adaquate

kardioprotektive Wirkug des Medikamentes, da es noch vor dem Start der Ischamie-

induzierten Inflammationskaskade an seinem Wirkort angelangt sein muss.

Wenn das Medikament erst mit oder nach Einsetzen der Ischamie gegeben wird,

besteht die Moglichkeit, dass nachgeschaltete Enzyme beispielsweise der Kinin-

Kaskade bereits in gro3er Zahl freigesetzt sind und die Inflammationsreaktion

Uberproportionell aufrecht erhalten.
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Das konnte ein Grund dafir sein, dass Studien, die mit der Medikamentengabe erst
mit Einsetzen der Ischamie oder danach begannen, keine kardioprotektiven Effekte
aufweisen konnten. So weist die von Bukhari et al. [30] an Hunden durchgeflhrte
RIVA-Okklusionsstudie keine Vorteile der Aprotinin-Applikation auf. Diese setzt
jedoch erst mit Induktion der Ischamie ein.

Auch die von Ashraaf et al. [31] an Patienten durchgefuhrte Studie, die keine
Beeinflussung der Inflammationsreaktion postulierte, verwendete das Medikament
nur als Beigabe zum Fullungsvolumen der extrakorporalen Zirkulation (EKZ) und
somit sehr knapp vor Einsetzen der kardialen Ischamie. Aulierdem war die
verwendete Dosis von 2.000.000 KIU kaum geeignet, um den Hamodillutionseffekt
auszugleichen und adaquate Inhibitionskonzentrationen zu erreichen. Hoffmeister et
al. [27] weisen bei alleiniger Bolus-Gabe vor der Ischamie noch eine signifikant
niedrigere Troponin-Freisetzung in der behandelten Gruppe auf, die gemessenen
hamodynamischen Parameter wie Koronarfluss und Kontraktilitatsreserve nach
maximaler Ca"*-Stimulation sowie die metabolischen Parameter Sauerstoffverbrauch
und Kreatininphosphat-Freisetzung konnten nicht mehr signifikant verbessert
werden. Bei alleiniger Aprotinin-Beimengung zur Priming-Flussigkeit der Herz-
Lungen-Maschine gelang es in einer klinischen Studie [32] an Patienten, die sich
einer elektiven Koronarbypass-Operation unterzogen, die Freisetzung
proinflammatorischer Zytokine wie Interleukin(IL)-6 und IL-8 im zirkulierenden Blut

nicht zu limitieren.
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Im Gegensatz dazu setzten nahezu alle Studien, die eine antiinflammatorische
Wirkung des Medikamentes beobachteten, das Mittel vor Beginn der Ischamie ein [9,
29, 33-39].

Wird die Substanz kontinuierlich in der gleichen wie von uns gewahlten Dosierung
schon vor Einsetzen der Ischamie appliziert [34] und mit Cardioplegie-Gabe zur
Ischamie-Induktion kombiniert, Iasst sich Ubereinstimmend mit unseren Ergebnissen
eine bessere hamodynamische Erholung nachweisen. Damit einhergehend sind
hdhere ATP-Spiegel und geringere ultrastrukturelle Schadigungen des Myokards zu
verzeichnen. Die Verwendung einer Cardioplegie-Losung ist entscheidend fur die
Wirkung des Aprotinins in der Reperfusionsphase, da die alleinige Verwendung ohne
Cardioplegie keine Veranderung zur Kontrollgruppe aufweist. Auch Madhala-Givon et
al. [40] zeigten eine hdhere linksventrikulare Druckamplitude bei Aprotinin-
Verwendung in einem Ischamie-Reperfusionsmodell, an der isoliert perfundierte
Lebern und Herzen nacheinander von kunstlicher Perfusionslésung durchstromt
wurden. Als Ausdruck einer gleichzeitigen protektiven Wirkung auf die
Reperfusionsreaktion der Leber wurde der signifikant niedrigere portalvendse Druck
bei Aprotinin-Gabe gewertet. Die direkte positive hamodynamische Wirkung des
Aprotinins konnte in einer weiteren klinischen Studie [41] nicht verifiziert werden, es
zeigte sich jedoch ein signifikant niedrigerer Bedarf an positiv inotropen Substanzen,
um den hamodynamischen Status in den ersten 48 h postoperativ zu halten. In einer
unter der Leitung von Gurevitch an isolierten Rattenherzen durchgefuhrten Studie
[29] zeigte sich, dass Aprotinin keinen Einfluss auf die Funktion des normalen Herzen
hat, jedoch signifikante protektive Effekte auf ischamische Herzen aufweist.

Im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe wiesen die mit Aprotinin behandelten
Herzen in der Reperfusionsphase eine signifikant bessere Kontraktilitat, sowie einen
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ebenfalls signifikant hdheren Koronarfluss auf. Als weiteres Korrelat der damit
einhergehenden geringeren Ischamieschadigung wiesen die behandelten Herzen
eine signifikant niedrigere CK-Freisetzung im koronaren Ausflusstrakt auf [34, 36].
Auch die rechtsventrikulare Funktion wird effektiviert, da es zu einer Abnahme des
normalerweise [42] unter EKZ erhohten pulmonalarteriellen Druckes kommt. Dies
wurde unabhangig voneinander in einer von Prendergast et al. [33] veroffentlichten
Studie nach reoperativer Herztransplantation sowie von Tweddel et al. [39] an
Kindern mit univentrikularem Herzen, die sich der Fontan-Operation unterzogen,
nachgewiesen (Anlage einer klappentragenden Prothese zwischen rechtem Atrium
und Pulmonalarterie unter Einsatz der Herz-Lungen-Maschine).

In unserem Versuchsmodell wurde das Aprotinin deswegen ab der 15. min vor
Einsetzen der Ischamie verabreicht. Die beobachtete verbesserte Erholung des
linken Ventrikels in der Reperfusionsphase bestatigt die kardioprotektive Wirkung des
Aprotinins und weist positive Eigenschaften in der Reduzierung des ischamischen
Schadens auf.

Seit der Entdeckung, dass hohe Aprotinin-Dosen (insgesamt 6.000.000 KIU) den
perioperativen Blutverlust bei herzchirurgischen Eingriffen signifikant verringern
konnen [43], wurde eine Vielzahl von Studien publiziert [33, 44—46], die diese
Ergebnisse bestatigten und Erklarungshypothesen fur den Wirkmechanismus
aufstellten.

Fur diesen Effekt verantwortlich ist nach Meinung der Forscher die Fahigkeit des
Proteinaseninhibitors Aprotinin, vor allem Plasmin und Kallikrein zu hemmen. Durch
Kontakt mit den Fremdoberflachen des Kreislaufsystems der EKZ werden via Faktor
XII das Fibrinolyse-, Kallikrein-, Gerinnungs- sowie Komplementsystem aktiviert. Die
dabei generierten Kaskadensysteme flhren Uber eine Freisetzung groRer Mengen
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von Entzindungsmediatoren zur Ausbildung der ,whole body inflammatory
response,, die flr das so genannte ,Postperfusionssyndrom,, verantwortlich ist.
Dieses Syndrom, das durch Fieber nichtinfektioser Ursache, pulmonale und renale
Dysfunktion, Leukozytose und abnormale Blutung charakterisiert ist, zeichnet flr
einen grofRen Prozentsatz der Morbiditat und Mortalitat in Risikopatienten bei
kardialen Prozeduren.

Die Myokard-Ischamie flhrt zu einem sowohl biochemisch als auch morphologisch
nachweisbaren Myokardschaden [47—49], der parallel zu der beobachteten
schlechteren Erholung der Herzen verlauft. Die Reperfusion nach Ischamie bedingt
anschlielend einen zusatzlichen Schaden mit Abfall der linksventrikularen Funktion.
Es zeigt sich, dass mit zunehmender Ischamie-Dauer lysosomale Enzyme des
ischamischen Herzen mit Proteasen-Charakter freigesetzt werden [49-52].
Gleichzeitig wird eine Verminderung des intrazellularen ATP-Gehaltes beobachtet
[53].

In-vitro-Untersuchungen bei Ischamie zeigen eine durch Zunahme der Freisetzung
lysosomaler Enzyme der Myokardzelle bedingte Schadigung der mitochondrialen
Ultrastrukturen und eine damit verbundene Verminderung der mitochondrialen
oxidativen Phosphorylierung [54, 55].

Nach einer ischamischen Lasion des Myokards werden lokal proteolytische Enzyme
freigesetzt, die das Kinin-, Gerinnungs- und Fibrinolyse-System aktivieren [20—-22].
Speziell das Kinin-System ruft intramyokardial Gber eine Pemeabiltatserhéhung ein
interstitielles Odem hervor [56]. Dieses flhrt tiber Schwellung zur Kapillarokklusion
mit konsekutiver Behinderung der Mikrozirkulation.

Die genannten Schlisselenzyme dieser Kaskaden werden im Hochdosis-Schema
effektiv gehemmt [57, 58]. Die von den Autoren postulierte Wirkungshypothese des
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kardioprotektiven Effektes des Aprotinins soll zum einen auf den Kallikrein-Block
beruhen. Dadurch werde die Ausschittung von im Rahmen des Einsatzes der Herz-
Lungen-Maschine freigesetzten, zirkulierenden Kinine vermindert, die sonst zu
Permeabilitatserhdhung der Myokardkapillaren fihre und damit zum myokardialen
interstitiellen Odem.

Zum anderen wird eine Blockierung von membranstandigen Proteasen
angenommen, die andernfalls eine proteolytisch induzierte Erhéhung der
Membranpermeabilitat bei Anoxie hervorrufen. Diese Effekte werden durch Aprotinin
gunstig beeinflusst. Aprotinin fuhrt zu einer signifikanten Verminderung der
Freisetzung lysosomaler Enzyme bei gleichzeitiger Aufrechterhaltung hoherer ATP-
Konzentrationen [8, 9, 59].

Cheng et al. [34] konnten eine bessere Protektion der zellularen und mitochondrialen
Ultrastruktur der Myokardzelle unter Aprotinin-Gabe nachweisen. Damit verbunden
waren gleichzeitig ebenfalls hdhere ATP-Konzentrationen in der Reperfusionsphase
und eine bessere funktionelle myokardiale Erholung zu verzeichnen. Die Wirkung
war vor allem auf das Aprotinin zurtickzufihren, da die Ergebnisse bei alleiniger
Verwendung entweder der Cardioplegie- oder der Puffer-Losung nach Krebs-
Henseleit signifikant schlechter waren.

Diaz et al. [36] konnten vor mehr als 15 Jahren niedrigere Creatinin-Kinase-Werte,
gepaart mit einer besseren histologischen Morphologie bei Aprotinin-Applikation, im
Rahmen regionaler Myokardischamien beim Hund nachweisen. In einer Studie von
Wendel et al. [35] wurde eine signifikant niedrigere Troponin-T-Freisetzung am 1.
postoperativen Tag nach Anlage eines aortokoronaren vendsen Bypasses gezeigt.
Gleichzeitig wurden der Aprotinin-Spiegel und die Kallikrein-Inhibitionsfahigkeit im
Serum gemessen. Es zeigte sich, dass zu jedem Zeitpunkt die
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Medikamentenkonzentration > 200 KIU/ml war und dass Kallikrein ausreichend
inhibiert wurde (bis zu 387,8 +/— 88,4%).

Der Fremdoberflachenkontakt bedingt den nachweisbar erhéhten Thromboxan-B-
Spiegel wahrend und nach Einsatz der Herz-Lungen-Maschine, denn bei
Operationen ohne Herz-Lungen-Maschine wurden keine signifikanten Unterschiede
zwischen pra- und intra- oder postoperativen Werten beobachtet [23, 26].

Nach Aktivierung durch die Fremdmaterialien der Schlauche der EKZ setzen die
falschlich aktivierten Plattchen Thromboxan frei. Es ist ein Produkt des
Arachidonsauremetabolismus und der starkste bekannte Plattchenaggregationsfaktor
sowie ein sehr starker Vasokonstriktor. In tierexperimentellen Versuchsserien
verursacht TxB; eine starke koronare Vasokonstriktion, Myokardischamie und den
Tod [24, 25] sowie eine Verschlechterung der Mikro- und Koronarzirkulation [60-62].
Das Thromboxan hat einen naturlichen Antagonisten, das Prostacyclin, das
vorwiegend durch das Gefallendothel freigesetzt wird. Es ist ein Vasodilatator und
Aggregationsinhibitor. Mehrere Studien haben inzwischen nachgewiesen, dass ein
Gleichgewicht zwischen Thromboxan und Prostacyclin essentiell zur
Aufrechterhaltung der Mikrozirkulation und Plattchenfunktion ist [63—65]. Im Rahmen
der extrakorporalen Zirkulation steigen zwar sowohl die Thromboxan- als auch die
Prostacyclin-Konzentrationen signifikant an, es uberwiegt jedoch die Thromboxan-
Ausschuttung durch die Freisetzungsreaktion der Thrombozyten, so dass die
vasokonstriktorische und aggregatorische Komponenten im Vordergrund stehen [7].
Thromboxan wird auch von einer Vielzahl von anderen Geweben synthetisiert. So
wiesen Spagnuolo et al. [50] bereits 1980 nach, dass stimulierte Granulozyten
vermehrt Thromboxan freisetzten, das zur erhdhten Adhasionsfahigkeit der

Granulozyten fuhrte. Aullerdem ist bekannt, dass Thromboxan auch in anderen
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Geweben produziert wird. Bisher wurde eine Thromboxan-Synthese in Lunge, Milz,
weillen Blutkdrperchen und Plattchen nachgewiesen [26]. Die Aktivierung der
Thrombozyten durch die EKZ flhrt zur Plattchensequestration im Kapillarbereich mit
konsekutiver Thromboxan-B,-Freisetzung. Dadurch ist aber eine gesteigerte
Synthese in jedem Organ mdglich, was auch die Thromboxan-Entstehung im isoliert
perfundierten Herzen erklaren kdnnte.

Dass ein entscheidender Teil des Myokardschadens via Thromboxan-vermittelter
Reaktion entstehen kann, beweisen auch Studien, die sich mit den Effekten
selektiver Thromboxan-Rezeptor-Antagonisten beschaftigen.

In diesem Zusammenhang ist die mit dem SQ 29548 Thromboxan-Rezeptor-
Antagonisten durchgefuhrte Studie von Singh et al. [66] zu erwahnen, die eine
Reduktion des Infarktareals und des linksventrikularen enddiastolischen Druckes
nach Okklusion des Ramus interventricularis anterior nachwies. Aufgrund dieser
Ergebnisse wird die Annahme einer Korrelation zwischen der Hohe des Thromboxan-
Spiegels und den Auswirkungen der Ischamiereaktion erhartet.

Der Gebrauch des Aprotinins [7, 67] reduziert die fehlgeleitete Aktivierung der
Plattchen durch die EKZ und damit die anschlieRende Thromboxan-Synthese im
Rahmen der ,Freisetzungs- oder Release-Reaktion der Thrombozyten. Dadurch
reduziert sich auch die Anzahl der Thrombozyten, die in der kapillaren Strombahn
sequestriert werden und dort Uber Thromboxan-Ausschuttung zu weiteren
Mikrozirkulationsstorungen fuhren.

In einer weiteren Versuchsreihe wurde der Bradykinin-B,-Rezeptor-Antagonist CP-
0127 eingesetzt, um die Rolle einer selektiven Bradykinin-Antagonisierung zu
evaluieren. Bei Induktion des Herzstillstandes durch alleinigen Perfusionsstopp,

fuhrte CP-0127 zu einem signifikant erhdhten koronarvaskularen Widerstand in der
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Reperfusionsphase im Vergleich zur unbehandelten Gruppe. Dies stimmt mit der
Beobachtung Uberein, dass die selektive Bradykinin-B,-Rezeptor-Antagonisierung in
der Lage ist, den Anstieg des koronaren Blutflusses nach Reperfusion zu annullieren
[68—70]. So zeigten Groves et al. [11] eine Zunahme des koronaren Widerstandes
bei Patienten, denen selektiv ein Bo-Rezeptor-Antagonist in die linke Koronararterie
gespritzt wurde. Gleichzeitig mit Erhdhung des Koronarwiderstandes kam es in
unserer Versuchsserie zu einem signifikant starkeren Abfall der linksventrikularen
Druckamplitude 30 min nach Reperfusion. Die mit der Erhdhung des
Koronarwiderstandes einhergehende koronare Vasokonstriktion machte sich durch
eine erhohte Inzidenz von Arrhythmien wahrend der frihen Reperfusionsphase mit
konsekutivem Herzstillstand bemerkbar. Dies ist in Einklang mit einer
antiarrhythmogenen Wirkung von Bradykinin [71].

Die Bradykinin-Produktion ist Folge des durch den kardiopulmonalen Bypass
aktivierten Kallikrein-Kinin-Systems [10, 72]. Bradykinin ist am Mechanismus der
ischamischen Prakonditionierung beteiligt [70, 71, 73—75]. Die ischamische
Prakonditionierung durch transient durchgeflhrte Ischamie-Episoden vor der
prolongierten Ischamie-Phase fuhrt zu einer Reduktion des Infarktareals, wie unter
anderem Wolfrum et al. berichten [71, 73, 74, 76, 77]. Sie wird durch eine hypoxische
koronare Vasodilatation charakterisiert [70, 78, 79], die den myokardialen Blutfluss
[68, 80] verbessert. Sie bewirkt eine Erhdhung der linksventrikularen Druckamplitude
[68, 81], wie auch durch unsere Serie gezeigt werden konnte.

ACE-Inhibitoren blockieren den Abbau des Bradykinins und verstarken somit seine
Wirkung [82]. So zeigen Oikawa et al. [69] den gleichen Anstieg des myokardialen
Blutflusses durch Enalaprilat wie bei Durchfihrung der ischamischen
Prakonditionierung durch ,rapid pacing“ von Hundeherzen.
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Bradykinin wird gleichermalien durch Aminopeptidase P abgebaut. Die
Aufrechterhaltung des Bradykinin-Spiegels durch Hemmung dieses abbauenden
Enzyms [76] zeigt den gleichen protektiven Effekt.

Die selektive Bradykinin-B,-Rezeptor-Antagonisierung macht die positiven Effekte
der ischamischen Prakonditionierung zunichte, da es die Infarktgrofe auf
vergleichbare Werte wie ohne ischamische Prakonditionierung ansteigen lasst [73,
76, 77] und die hypoxische koronare Vasodilatation aufhebt [34].

Der Wirkungsmechanismus des Bradykinins wird durch mehrere Kaskaden vermittelt.
Feng und Rosenkranz [68] decken einen NO-abhangigen Wirkmechanismus auf.
Auch andere Autoren berichten Uber eine vasodilatierende Wirkung der Kinine im
Koronarkreislauf, die unter anderem auf NO-Freisetzung aus dem Koronarendothel
beruht [78, 79].

Es wird angenommen, dass die Wirkung des Bradykinins notwendig ist, um die
verstarkte Ausschittung von Vasodilatatoren des Endothels hervorzurufen. Dies
kann in der Ischamie von entscheidender Bedeutung sein, um die Uberwiegende
Wirkung konstriktiver Mediatoren zu antagonisieren [83]. Demgegenuber weisen
Danser et al. [80] eine Antagonisierung der Bradykinin-Wirkung durch NO-Synthase-
Inhibitoren nur nach chronischer Inhibition auf. Sie postulieren, dass Bradykinin
zusatzlich zur Aktivierung der NO-Synthase auch vorhandene NO-Pools in den
Zellen mobilisiert und somit unabhangig von der NO-Synthase agiert. Gianella et al.
[70] zeigen, dass nicht allein die NO-Aktivierung zur Bradykinin-vermittelten
hypoxischen koronaren Vasodilatation beitragt. Sie weisen nach, dass die
Bradykinin-Wirkung unter anderem Uber Vermittlung von Adenosin-Rezeptoren
zustande kommt. Die Beteiligung weiter nachgeschalteter Faktoren findet sich in der

Studie von Goto et al. [73], die der Protein-Kinase C eine entscheidende Wirkung
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zuweisen. Auch Brew et al. berichten [75], dass Bradykinin-Rezeptoren die
Prakonditionierung des Herzens Uber die Aktivierung von Protein-Kinase C
modulieren. Die Arbeitsgruppe konnte am Modell des isoliert perfundierten
Rattenherzen nachweisen, dass eine 2-minutige transiente Ischamie, die 10 min vor
der eigentlichen 20-minutigen Ischamie gesetzt wurde, einen positiven Einfluss auf
die Erholung des Herzens in der Reperfusionsphase aufwies. Die Gabe eines B,-
Rezeptor-Antagonisten war in der Lage, diesen Effekt der ischamischen
Prakonditionierung zu annullieren. Gleiche Ergebnisse wie die Prakonditionierung
durch eine transiente Ischamie brachte die Gabe von exogenem Bradykinin. Die
parallele Gabe des exogenen Bradykinins und des B,-Rezeptor-Antagonisten zeigte
wiederum keine verbesserte Wirkung gegenuber der Kontrollgruppe. Daraus
schlossen die Autoren, dass der Effekt der ischamischen Prakonditionierung zu
einem wichtigen Anteil Uber By-Bradykinin-Rezeptoren vermittelt wird und
dementsprechend durch eine B,-Rezeptorblockade antagonisiert werden kann.

Es wird spekuliert, dass die aktivierte Protein-Kinase C ihrerseits Uber
Phosphorylierung von Startenzymen eine Okonomisierung des Metabolismus der
Myokardzelle bewirkt, die ihr helfen, dem reduzierten Nahrstoffangebot wahrend der
Ischamie zu begegnen.

Diese These wird durch Beobachtungen von Linz et al. [12] gestitzt, die bei
Bradykinin-Gabe in Konzentrationen, die den Koronarwiderstand nicht beeinflussten,
eine Erhdhung der energiereichen Phosphate sowie eine Verminderung des
Enzymverlustes feststellten. Dies konnte erklaren, warum Bradykinin auch dann
protektiv zu sein scheint, wenn es nicht den Koronartonus des Herzens beeinflusst,
da die Okonomisierung der Nahrstoffreserven des Myokards eine genauso tragende

Rolle spielt.
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Aus der Arbeitsgruppe von FENG [81] wird den Tyrosin-Kinasen eine entscheidende
Rolle bei der Vermittlung der Bradykinin-Wirkung zugewiesen.

Die von uns durchgefuhrte Experimentreihe sollte in Fortflihrung der von SOEFFKER
mit dem By-Rezeptor-Antagonisten CP-0127 durchgeflhrten Studie [19] untersuchen,
ob die Bradykinin-Antagonisierung durch die gleichzeitige Verwendung einer
Cardioplegie-Ldsung beeinflusst werden kann. Die durch den Bradykinin-Bo-
Rezeptor-Antagonist CP-0127 induzierte Zunahme des koronaren Widerstandes in
der Reperfusionsphase, konnte durch die Verwendung der Cardioplegie-Losung
antagonisiert werden.

Der durch die alleinige Ischamie induzierte Abfall der linksventrikularen
Druckamplitude im Lauf der Reperfusion konnte durch die Anwendung der
Cardioplegie ausgeglichen werden. CP-0127 machte diesen Effekt jedoch zunichte,
es kam zu einem Druckamplitudenabfall wie in der Gruppe mit alleiniger Ischamie
ohne Cardioplegie.

Bei gleichzeitiger Applikation der Cardioplegie mit dem CP-0127 traten keine
Arrhythmien mehr in der Reperfusionsphase auf. Dennoch signalisiert die auch unter
Cardioplegie auftretende signifikante Verminderung der ventrikularen Druckamplitude
eine verminderte myokardiale Funktion in der Reperfusionsphase.
Zusammenfassend betrachtet zeigen die Ergebnisse unserer Studie, dass
Bradykinin-B,-Rezeptor-Antagonisierung ein mogliches zusatzliches Risiko fur
Patienten, die sich herzchirurgischen Eingriffen unter Einsatz der Herz-Lungen-
Maschine unterziehen, darstellt. Die Verwendung einer Cardioplegie-Losung zur
Einleitung des Herzstillstandes vermag die negativen Auswirkungen auf die kardiale
Inotropie in der Reperfusionsphase jedoch, wenn auch nur teilweise, zu

kompensieren.
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5 Zusammenfassung

Die in dieser Studie am modifizierten Langendorff-Modell des isoliert salin
perfundierten Kaninchenherzens gewonnenen Ergebnisse lassen sich wie folgt
zusammenfassen.

Die reine Ischamie fuhrt zu einer signifikant niedrigeren linksventrikularen
Druckamplitude in der Reperfusionsphase. Wenn der Herzstillstand durch
Cardioplegie-Gabe induziert wird, erreicht die Druckamplitude in der Reperfusion die
Ausgangswerte vor der Ischamie.

Die Applikation des Bradykinin-B,-Rezeptor-Antagonisten CP-0127 zusammen mit
der Cardioplegie macht die protektive Wirkung der Cardioplegie zunichte. Es kommt
zu einem Abfall der Druckamplitude in der Reperfusionsphase.

Die Gabe des CP-0127 ohne Cardioplegie fuhrt zum einem noch starkeren Abfall der
Druckamplitude wahrend der Reperfusionsphase als die alleinige Ischamie-
Anwendung durch Unterbrechung der Perfusatzufuhr.

Dies ist durch eine koronare Vasokonstriktion bedingt, die auf die Antagonisierung
des koronaren Vasorelaxators Bradykinins zurlckzufuhren ist. Damit einhergehend
traten Arrhythmien wahrend der frihen Reperfusionsphase auf, die teilweise zu
einem konsekutiven Herzstillstand fuhrten. Bei gleichzeitiger Cardioplegie-Gabe wird
der koronarvaskulare Widerstand nicht beeinflusst und unterscheidet sich nicht von
der unbehandelten Ischamie-Gruppe. Dies bestatigt die positive Rolle des
Bradykinins als koronaren Vasorelaxator im Rahme der
Ischamie/Reperfusionsreaktion. Eine Antagonisierung der Substanz fuhrt zur
schlechteren myokardialen Erholung nach Ischamie wahrend der Reperfusionsphase

und sollte nicht durchgefuhrt werden.
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Wahrenddessen bewirkt die unspezifische Proteinase-Inhibition durch Aprotinin trotz
Inhibition des Kallikrein-Kinin Systems eine Verbesserung der myokardialen Leistung
wahrend der Reperfusion, die sich durch eine Verbesserung der linksventrikularen
Druckamplitude bemerkbar macht. Die Substanz fihrt zu einer tendenziellen
koronaren Vasodilatation, die mit der Reduktion der Thromboxan-Produktion bei
Aufrechterhaltung des Prostacyclin-Spiegels einhergeht. Die Gabe des Aprotinins
kontinuierlich und bereits vor Durchfiihrung der Ischamie verbessert die myokardiale

Funktion nach Ischamie/Reperfusion.
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6 Anhang

Tab. 1. Zusammensetzung der verwendeten Krebs-Henseleit-Losung und erreichte
Konzentrationen im Perfusat

—_

5 g Na-Pyruvat

2. 3250 ml HAES 10% (Haeszg0.000 , Fresenius, Bad Homberg)
3. 125 ml Glucose 10%

4. 310 mI NaHCO; 0,9%

5. 1000 ml von 5000 ml einer Elektrolytldsung bestehend aus:

5.1 35,78 g NaCl

5.2 8,75 g CaCl,.2 H,0
5.3 3,75 g KH,PO,

5.4 6,75 g MgCl,. 6 H,O
5.5 6,31 g KCI

5.6 5000 ml Aqua dest.

Es werden somit folgende Konzentrationen im Perfusat erreicht, die in etwa den
physiologischen Verhaltnissen entsprechen:

1. 138 mmol/l Na*

2. 110,8 mmol/l CI

3. 4.5 mmol/l K*

4. 2,38 mmol/l Ca**

5. 1,33 mmol/Mg**

6. 1,1 mmol/l Po,*

7. 10 mmol/l Na-Pyruvat
8. 6,5% HAES
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Tab. 2. Druckamplitude des linken Ventrikels in Prozent des Ausgangsdruckes (in
der 6 min nach Beginn des Experiments) fur die Kontrollgruppe im Vergleich zur
Aprotinin-Gruppe

Zeitpunkt Prozent der Prozent der

Startamplitude Startamplitude
Kontrolle Aprotinin

Unmittelbar vor 30. min 98,8 +6,7% (SE) 109,2 + 4,58% (SE)

Ischamie

4 min nach Reperfusion |64. min 111,7 £ 12% (SE) 126,4 + 10,5% (SE)

16 min nach 76. min 84,01 £ 9,28% (SE) 92,2 +7,03% (SE)

Reperfusion

30 min nach 90. min 73,9 £ 8% (SE) 98,21 +6,73% (SE)

Reperfusion

Tab. 3. Thromboxan B,-Konzentration im koronaren Ausflufdtrakt fur die
Kontrollgruppe im Vergleich zur Aprotinin-Gruppe

Zeitpunkt | Thromboxan- Thromboxan-
Konzentration in pg/ml Konzentration in pg/ml
Kontrolle Aprotinin
15 min nach 15. min 133,40 + 34,8 (SE) 138,98 + 19,28 (SE)
Start der
Perfusion
Unmittelbar vor | 30. min | 138,45 + 28,39 (SE) 137,65 + 20,9 (SE)
Ischamie
2,5 min nach 62,5.min | 201,43 + 26,85 (SE) 154,98 + 20,64 (SE)
Reperfusion
30 min nach 90. min | 205,91 + 29,46 (SE) 126,25 + 19,54 (SE)
Reperfusion

Tab. 4. 6-Keto-PGF;-Konzentration im koronaren Ausflusstrakt fur die
Kontrollgruppe im Vergleich zur Aprotinin-Gruppe

Zeitpunkt

6-Keto PGF,,
Konzentration in pg/ml
Kontrolle

6-Keto PGF,,
Konzentration in pg/ml
Aprotinin

15 min nach 15. min | 428,58 + 42,4 (SE) 422,65 + 52,22 (SE)
Start Perfusion

Unmittelbar vor [ 30. min | 386,75 + 42,28 (SE) 403,708 + 55,94 (SE)
Ischdmie

2,5 min nach 62,5. min | 622,08 + 57,64 (SE) 702,667 + 116,65 (SE)
Reperfusion

10 min nach Re- | 70. min  [472,45 + 47,19 (SE) 448,25 + 49,79 (SE)
perfusion

30 min nach Re- | 90. min | 577,33 + 60,87 (SE) 436,45 + 47,02 (SE)
perfusion
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Tab. 5. Koronarvaskularer Widerstand fur die Kontrollgruppe im Vergleich zur

Aprotinin-Gruppe

Markierung | Zeitpunkt Koronarvaskularer Koronarvaskularer
Widerstand Widerstand
in mm Hg/ ml/min/10g in mm HG / ml/min/10 g
Kontrolle Aprotinin
0. 8. min 23,89 + 0,82 (SE) 22,15+ 1,13 (SE)
1. 16. min 24,62 +0,99 (SE) 21,19 + 1,26 (SE)
2. 30. min 24,33 + 0,81 (SE) 21,52 +1,12 (SE)
3. 63. min 22,88 + 1,74 (SE) 21,21 +1,70 (SE)
4. 70. min 25,83 + 1,76 (SE) 25,52 + 2,22 (SE)
5. 90. min 31,48 + 2,45 (SE) 25,23 + 1,58 (SE)
6. 105. min 38,92 + 4,51 (SE) 27,35+ 1,77 (SE)

Tab. 6. Herzfrequenz fur die Kontrollgruppe im Vergleich zur Aprotinin-Gruppe

Zeitpunkt Herzfrequenz Herzfrequenz
Kontrollgruppe Aprotinin-Gruppe

8 min nach Start 8. min 155 +10,7 (SE) 157 + 8,8 (SE)
16 min nach Start 16. min 155+ 9,4 (SE) 155+ 7,9 (SE)
Unmittelbar vor 30. min 159 + 10,1 (SE) 148 + 6,7 (SE)
Ischdmie

3 min nach Reperfusion | 63. min 71+ 8,8 (SE) 62 + 10,4 (SE)
10 min nach 70. min 134 + 8,0 (SE) 124 + 6,7 (SE)
Reperfusion

30 min nach 90. min 147 +7,4 (SE) 140 £ 5,9 (SE)
Reperfusion

45 min nach 105. min 132+ 10,6 (SE) 135+ 6,3 (SE)
Reperfusion
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