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Einleitung und Fragestellung

1 Einleitung und Fragestellung

Eine Ischdmie und Reperfusion ischdmischer Gewebe kommt im Kreislaufsystem bei
Koronarspasmen in Form transitorischer Gefal3verschliisse, in der Transplantations-
medizin, in der Herz- und Gefal3chirurgie und in der Thrombolysetherapie vor. Die Re-
perfusion ist zwar unabdingbar fiir das postischamische Uberleben der Gewebe, sie
kann aber ihrerseits Nebenwirkungen induzieren, die zu einer weiteren Schadigung
fuhren (HEARSE et al. 1977; BRAUNWALD und KLONER 1985; FOX et al. 1985;
BECKER und AMBROSIO 1987; HUGENHOLTZ 1988). Das Auftreten dieser so ge-
nannten Reperfusions-schaden ist fur viele Organe beschrieben worden. Am Herzen
gehodren dazu das verstarkte Auftreten von Arrythmien, die voribergehende reversible
Verminderung der mechanischen Herzfunktion (,Stunning-Phanomen*) und vaskuléare
Funktionsstorungen (HEARSE et al. 1977; CROSS 1987; ASIMAKIS et al. 2002).

Die Folgen einer Ischamie auf die Myokardzellen sind seit langem bekannt (KUBLER
und SPIECKERMANN 1970; BRETSCHNEIDER et al. 1975; LEVITSKY und
FEINBERG 1975). Den Auswirkungen der Ischamie auf die Koronararterien wurde da-
gegen weniger Aufmerksamkeit gewidmet und diese zunachst mit der glatten Muskula-
tur der GefalRe in Zusammenhang gebracht. Es wurde allerdings festgestellt, dass
auch Endothelzellen eine entscheidende Rolle beim Entstehen der Folgeschaden einer
Ischéamie und Reperfusion spielen (KU 1982; VAN BENTHUYSEN et al. 1987; TSAO et
al. 1990; GROSS et al. 1992; LAUDE et al. 2001). Hierbei kommt der massiven Frei-
setzung freier Radikale, der ,reactive oxygen species” (ROS), besondere Bedeutung
zu (GROSS et al. 1992; LAUDE et al. 2001).

Die Meinungen uber die Bedeutung und die zeitliche Abfolge der Endothel- beziehung-
sweise Myokardschaden sind nicht Gbereinstimmend und nur wenige Untersuchungen
des Endothels sind bisher am ganzen Herzen durchgefiihrt worden. Von der ischami-
schen Endothelreaktion am komplett isolierten Rattenherzen liegen noch keine Ergeb-

nisse vor.

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung an isoliert perfundierten Rattenherzen sol-
len vor der Isch&mie Acetylcholin und Papaverin injiziert und die Reaktion der Gefalie
Uberprift werden. Anhand der Untersuchungen am isolierten Herzen kbnnen anderwei-
tig produzierte vasoaktive Substanzen, die eventuell die Gefalireaktionen beeinflussen,
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ausgeschlossen werden. Durch Applikation des Radikalfangers Superoxiddismutase
soll eine Aussage darliber mdglich sein, ob die eventuell beobachteten Schaden mit
der Bildung freier Radikale in Zusammenhang gebracht und ob diese durch den Radi-

kalfanger verhindert oder reduziert werden kénnen.

Sowohl nach Acetylcholin- (neurotroper endothelabhangiger Gefalidilatator) als auch
nach Papaveringabe (myotroper endothelunabhangiger Vasodilatator) wird als Reakti-
on ein vermehrter Koronarfluss erwartet. Eine weitere Acetylcholin- und Papaverinapp-
likation soll an einem Teil der Tiere durch eine Superoxiddismutase-Gabe erganzt wer-
den. Wird durch die Ischamie eine ROS-vermittelte Endothelschadigung verursacht,
dann wird der Koronarfluss in der nicht mit Superoxiddismutase behandelten Kontroll-
gruppe im Vergleich zur SOD-behandelten Gruppe nicht oder nur wenig erhéht sein.
Dies wuirde aber gleichzeitig auch bedeuten, dass diese Schadigung durch freie
Sauerstoffradikale verursacht worden ist, weil sie mit Radikalfangern aufgehoben oder

vermindert werden kann.

Zusammenfassend sollen mit der Untersuchung folgende Fragen beantwortet werden:

Sind nach einer kurzzeitigen Ischamie Endothelschdden nachweisbar?
Koénnen diese durch eine Gabe von Superoxiddismutase gemindert werden?
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2 Literaturiibersicht

2.1 Myokardiale Energieversorgung

Bereits vor Uber 50 Jahren wurde erkannt, dass die fir die Aufrechterhaltung der
Herzmuskelfunktionen notwendige Energie vom aeroben Stoffwechsel bereitgestellt
wird (BRETSCHNEIDER 1964; ISSELHARD 1965; KUBLER und SPIECKERMANN
1970). Die Hauptenergiequelle des Herzmuskels stellt mit 70% die B-Oxidation von
Fettsauren dar. Der verbleibende Energiebedarf wird durch die Substrate Laktat, Ke-
tonkorper und Aminosauren, in geringerem Mal3e auch durch Glykogen und Triglyzeri-
de gedeckt. Unter physiologischen Bedingungen wird Glukose durch die aerobe Glyko-
lyse, den Zitratzyklus und die Atmungskette vollstandig zu H,0 und CO, abgebaut. Der
Energiegewinn pro Mol abgebauter Glukose betragt 36 bis 38 Mol ATP
(TAEGTMEYER 1994; LOFFLER und PETRIDIS 2003).

Sinkt der intrazellulare Sauerstoffpartialdruck unter ca. 5 mm Hg — etwa bei einem
Herzinfarkt oder iatrogen im Rahmen einer Herzoperation — verlauft der Stoffwechsel
anaerob. Der Fettsdureabbau als Hauptenergiequelle des Herzmuskels kommt nun
zum Erliegen. Das Uberleben der Muskelzellen kann nun nur durch die Méglichkeit der
anaeroben Glykolyse gewahrleistet werden. Hierbei wird Glukose zu Laktat abgebaut.
Der Energiegewinn aus einem Mol Glukose ist auf 2 Mol ATP reduziert (LOFFLER und
PETRIDIS 2003).

Der kritische zellulare ATP-Gehalt, unterhalb dessen eine Wiederbelebung des Her-
zens praktisch nicht mehr mdéglich ist, wurde von Bretschneider als Index fir die Myo-
kardprotektion gewahlt (BRETSCHNEIDER et al. 1975) und am Rattenmyokard ein
kritischer Gehalt von 10-12 pumol/g TG ermittelt. Auch fir die zum ,stone heart” fuhren-
de Unfahigkeit der Zelle, die Kalzium-Homo6ostase aufrecht zu erhalten, wird eine Un-
terschreitung des kritischen ATP-Wertes in der Zelle verantwortlich gemacht (HEARSE
et al. 1977).
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2.2 Funktionen des Endothels und Auswirkungen einer Ischamie auf das
Endothel

Wahrend das Endothel zunachst nur als eine inerte Wandauskleidung von GefaRen mit
antithrombotischen und semipermeablen Eigenschaften galt, weiss man heute, dass
Endothelzellen eine Fulle verschiedener Stoffe wie beispielsweise Prostacyclin (PGI2),
Endothelin, Platelet Activating Factor (PAF), Adenosin und zyklisches Adenosinmono-
phosphat (CAMP) synthetisieren kénnen (GERLACH et al. 1985; SCHROR 1985).

Die endothelialen Funktionen fassen Miigge u. Mitarb. wie folgt zusammen (MUGGE et
al. 1989):

- Sitz verschiedener Enzyme auf der dem Lumen zugewandten Seite,
- Hauptbildungsort fir vasoaktive Prostaglandine,

- Entstehungsort des endothelialen relaxierenden Faktors (EDRF),

- Entstehungsort endothelialer, konstriktorisch wirksamer Faktoren,

- Entstehungsort von Faktoren, welche die Thrombozytenaggregation hem-
men und antikoagulatorisch wirken, aber auch von solchen, die die plasma-
tische Gerinnung fordern.

- Regulation der Physiologie und Pathophysiologie der Gefal3e.

Unter bestimmten Versuchsbedingungen kénnen auch vasokonstriktorische Faktoren
von Endothelzellen gebildet beziehungsweise nachgewiesen werden. Mitte der 1980er
Jahre wurde erstmals ein von kultivierten Endothelzellen gebildeter vasokonstriktori-
scher Faktor beschrieben (HICKEY et al. 1985). Yanagisawa et. al. gelang 1988 die
Isolierung dieses Faktors aus kultivierten porcinen Endothelzellen (YANIGASAWA et
al. 1988), der fortan als Endothelin bezeichnet wurde. Nach der Identifizierung des En-
dothelins als Peptid wurden zwei weitere, strukturell verwandte Peptide identifiziert, die
sich in zwei beziehungsweise sechs Aminosauren unterscheiden (INOUE et al. 1989).
Das Endothelin-System scheint — neben anderen Funktionen — auch direkte Wirkungen
auf den Herzmuskel auszuiben. So wird am insuffizienten Herzmuskel sowohl im
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Tiermodell als auch an humanen Praparaten eine Aktivierung des Endothelin-Systems
in Form einer erhéhten Expression von Endothelin-Rezeptoren beobachtet
(TONNESSEN et al. 1997). Dies durfte die Ausbildung einer kardialen Hypertrophie
sowie das strukturelle Remodelling der Herzwand begtinstigen (MULDER et al. 1997).

Lichtmikroskopisch bildet das Endothel einen hauchdinnen, einschichtigen Zellbelag
an der inneren Oberflache der Intima. Ein Defekt im Endothelverband ist das entschei-
dende primum movens und fihrt zum Freilegen des subendothelialen Gewebes. Bei
schonender Technik der Endothelentfernung mit einem sehr zarten Nylonkatheter wer-
den in der Rattenaorta strichformige Defekte mit einer Breite von 10-15 Endothelzellen
innerhalb von drei Tagen wieder mit Endothel bedeckt. Bei einem 90-120 Zellen breiten
Defekt dauert die Reendothelisierung dagegen sieben bis acht Tage. Dabei fehlt noch
eine signifikante Vermehrung glatter Muskelzellen. An der Kaninchenaorta erfolgte die
Wiederbedeckung eines funf bis acht Zellen breiten Endotheldefektes innerhalb von
zwei Tagen (REIDY et al. 1983).

Das Endothel hat eine lange Lebensdauer, die alters-, standort- und wohl auch spe-
ziesabhéngig ist. Die Fahigkeit der Endothelien zur Regeneration scheint begrenzt zu
sein. An der Aorta von neugeborenen Ratten fanden Schwartz und Benditt eine tagli-
che Replikationsrate von 13%, bei 5-6 Monate alten Tieren betrug sie nur noch 0,1-
0,3%. Unter pathologischen Bedingungen stieg die Replikationsrate aber auf etwa das
Zehnfache an (SCHWARTZ und BENDITT 1973).

Die Untersuchung der Rolle des Endothels bei Ischdmieschéden war erst nach der
Entdeckung von Furchgott und Zawadzki méglich, die erstmalig im Jahr 1980 nachwie-
sen, dass die relaxierende Wirkung von Acetylcholin an isolierten aortalen Gefaf3strei-
fen des Kaninchens von der Anwesenheit eines intakten Endothels abhéangt
(FURCHGOTT und ZAWADZKI 1980).

In einer Vielzahl von Arbeiten wurde festgestellt, dass die ischamiebedingte Gewebe-
schadigung unter anderem auch durch einen ATP-Verlust gekennzeichnet ist (THOM
et al. 1955; ISSELHARD 1960; BRETSCHNEIDER 1964; FLECKENSTEIN et al.
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1976). Das Ausmal} dieser Verminderung ist abhangig von der Dauer der Ischamie
und der Belastung des Herzens wéahrend der Ischamie. Aus Befunden, wie friih begin-
nendem Odem, Schwellungen und Verzerrungen von Mitochondrien, Deformationen
der Myofibrillen, Glycogenauflosungen und Matrixverdichtungen, schlie3t man, dass
die Schadigungen durch transmembrandse Kalziumfliisse gréReren Ausmalies hervor-
gerufen werden konnen (FLECKENSTEIN et al. 1967). Somit waren sowohl der
Ischamie- als auch der Reperfusions-Schaden ganz wesentlich auf die Unfahigkeit der
Zelle zurtickzufuhren, die Calcium-Homoostase aufrechtzuerhalten.

2.3 Die Rolle freier Radikale bei Ischamie und Reperfusion

Radikale sind Atome, Molekile oder lonen mit einem oder mehreren ungepaarten
(,freien") Elektronen. Bedingt durch diese Elektronenkonfiguration weisen Radikale
eine hohe chemische Reaktivitat auf. Die wichtigsten freien Sauerstoff-Radikale ,reac-
tive oxygen species (ROS)" sind das Superoxid-Radikal und das Hydroxyl-Radikal so-
wie der Singulett-Sauerstoff als aktiver molekularer Sauerstoff (JESBERGER und
RICHARDSON 1991; JAESCHKE 1995; FINKEL und HOLBROOK 2000).

Aus etwa 5% des Sauerstoffs entsteht in den Mitochondrien durch Aufnahme von ei-

nem Elektron das Superoxid-Radikal:

(02-) . 0O,—»e—>. Oy

(Der Punkt symbolisiert das freie Elektron)

Daraus kann durch weitere Elektronenaufnahme Hydrogenperoxid entstehen. Diese
Umwandlung ist eine Dismutation; das so entstandene H,0O, ist kein Radikal mehr. Die
Reaktion wird durch die in den Endothelzellen vorhandene Superoxiddismutase (SOD)
beschleunigt, wobei das Enzym eine Schutzfunktion ausibt, da aus dem sehr reaktiven
und gewebstoxisch wirkenden Superoxid-Radikal das weniger toxische Hydrogenpero-
xid (H,O;) entsteht. Dessen weiterer Abbau zu Wasser wird durch die Enzyme Katala-
se und Glutathion-Peroxidase beschleunigt, die ihrerseits auch eine Schutzfunktion
ausiiben (JAESCHKE 1995). Eine weitere Umwandlungsmdglichkeit von H,O, wird
durch die Entstehung vom Hydroxyl-Radikal (OH) entweder durch das Superoxid-
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Radikal oder durch Katalyse von Metallionen (meistens Kupfer oder Eisen) erreicht.
Beim Singulett-Sauerstoff (*O,) &ndert sich das Spinmoment bei einem der zwei Elekt-
ronen (STOHS und BAGCHI 1995).

Der destruktive Charakter der Sauerstoffradikale liegt unter anderem in ihrer Reaktion
mit ungesattigten Fettsauren unter Beteiligung von Metallionen wie Cu**, Fe™ begrin-
det. Es entstehen Lipidradikale, die in Anwesenheit von O, zu Lipidperoxiden reagie-
ren. Diese bilden ihrerseits aus ungeséttigten Fettsauren erneut Lipidradikale, so dass
eine Kettenreaktion entsteht (JESBERGER und RICHARDSON 1991; PHILLIS 1994;
BONGARZONE et al. 1995; JAESCHKE 1995; FINKEL und HOLBROOK 2000).

Fir die Zelle bedeutet dieser Vorgang eine Schadigung der Membranstruktur und -
funktion. Dabei kbnnen sowohl die Integritat der duReren Zellmembran als auch ein-
zelne Kompartimente in der Zelle alteriert werden, was unter Umstanden zu einer ver-
mehrten Membranpermeabilitdt oder gar zum Zelltod fihren kann (HOCKENBERY et
al. 1993; BREDENSEN 1995; JACOBSEN 1996).

Im nicht ischdmischen Myokard besteht ein Gleichgewicht zwischen dem Entstehen
freier Sauerstoffradikale und endogener freier Radikalfanger wie beispielsweise in
Erythrozyten Katalase und Glutathionperoxidase. Die Akkumulation der anaeroben
metabolischen Spaltprodukte energiereicher Phosphate fiihrt bei gleichzeitiger Erho-
hung der zytosolischen Kalziumionenkonzentration zur Umwandlung der Xanthinde-
hydrogenase in Xanthinoxidase, die die Bildung von Superoxidionen beziehungsweise
Hydroxylionen katalysiert. Diese freien Radikale bewirken durch Zerstérung der Phos-
pholipidmembranen der Myokardzelle sowie bestimmter DNS-Strukturen, durch Aktivie-
rung der neutrophilen Granulozyten sowie die Dissoziation von Elektronen in der mito-
chondrialen Atmungskette die Zerstérung der Herzmuskelzelle, wenn vorher keine
Umwandlung in die ungeféahrlichen Endprodukte Wasser und Sauerstoff im erythrozyta-
ren Glutathionredoxkreislauf oder durch endogene Katalase erfolgt. Somit gibt es einen
direkten Zusammenhang zwischen dem prolongierten Auftreten von freien Radikalen
und ultrastruktureller Schadigung des Myokardgewebes mit der Folge der verzdgerten
Wiedererlangung der vollen kontraktilen Funktion (JURMANN et al. 1988).

Freie Sauerstoff-Radikale werden unter physiologischen Bedingungen fortlaufend,

nicht nur im Herzen, sondern auch in anderen Organen gebildet. Die normalerweise
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vorhandenen endogenen Schutzmechanismen sorgen dafiir, dass diese neutralisiert
werden. Wahrend der Ischamie und besonders wahrend der Reperfusion wird die
Menge der gebildeten freien Sauerstoff-Radikale erhdht, was mit spezifischen Metho-
den direkt nachweisbar ist (GARLICK et al. 1987; BOLLI et al. 1989; ZWEIER et al.
1994). Durch die erhdohte Membranpermeabilitdét gehen die Radikalfanger (,scaven-
ger"), d. h. beispielsweise die Enzyme Superoxiddismutase, Katalase und Glutathion-
Peroxidase fur die Zelle verloren (FERRARI et al. 1985) (HALLIWELL und
GUTTERIDGE 1990; DAS 2000).

Auler in den Mitochondrien tritt die Produktion von freien Radikalen unter ischami-
schen Bedingungen beim Abbau von Katecholaminen, bei einer Leukozytenaktivierung
und bei der Umwandlung des Enzyms Xanthindehydrogenase in Xanthinoxidase auf
(DOWNEY et al. 1986; BINDOLI et al. 1988).

Bei globaler Ischamie des Myokards beziehungsweise bei regionaler Ischamie im Falle
des Herzinfarktes kommt es zur Freisetzung von Norepinephrin aus den sympathi-
schen Nervenendigungen. Dessen Abbau durch das Enzym Monoaminooxidase fuhrt
zur Produktion von freien Elektronen, die vom molekularen Sauerstoff aufgenommen
werden kdnnen, wobei freie Radikale entstehen (DOWNEY et al. 1986; BINDOLI et al.
1988).

Bereits vor zwanzig Jahren wurde festgestellt, dass die Entstehung freier Sauerstoff-
Radikale nicht nur wahrend der Ischamie selbst zu Myokardschaden fihrt, sondern
dass diese auch und gerade wahrend der Reperfusion beziehungsweise Reoxygenie-
rung des Myokards nach vorausgegangener ischdmischer Belastung auftreten und das
Myokard erst zu diesem Zeitpunkt schadigen (HALLIWELL 1984; MCCORD 1988).
Dabei soll die Zelle durch die ischamische Schadigung bei einem plétzlichen Wieder-
eintritt der Reoxygenierung nicht in der Lage sein, die anfallenden Sauerstoffradikale in
adaguater Weise zu metabolisieren, so dass sich zusatzlich sekundare, durch die Ra-
dikale hervorgerufene Schaden ausbilden kénnen (FRIDOVICH 1978). Bei globaler
Ischamie des Myokards beziehungsweise bei regionaler Ischamie im Falle des Herzin-
farktes kommt es zur Freisetzung von Norepinephrin aus den sympathischen Nerven-
endigungen. Der Abbau dieser Katecholamine durch das Enzym Monoaminooxidase
fuhrt zur Oxidation und damit zur Produktion von freien Elektronen, die von molekula-
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rem Sauerstoff in der oben beschriebenen Weise aufgenommen werden kdnnen
(DOWNEY et al. 1986).

Dass freie Radikale an Reperfusionsschaden maRgeblich beteiligt sind, kann wie folgt
bewiesen werden (PRASAD et al. 1993):

1. Mit Hilfe von sogenannten Radikalfangern kénnen die Schaden vermindert
werden.

2. Durch exogene Zufuhr radikalbildender Systeme (beispielsweise Xanthin und
Xanthin-Oxidase) gelingt es, gleichartige Schaden hervorzurufen.

3. Das Erscheinen der Peroxidationsprodukte von Lipiden weist indirekt auf Radi-
kalentstehung hin.

4. Antioxidative Mal3hahmen erweisen sich vielfach als nitzlich.

Die therapeutischen Ansatze, freie Sauerstoffradikale als Mediatoren der oben be-
schriebenen pathologischen Vorgédnge auszuschalten, sind vielfaltig. Einer der Haupt-
ansatze besteht in der Applikation von ,Radikalfangern”. Zu diesen z&hlen die zelleige-
nen protektiven Enzyme wie Superoxiddismutase und Katalase. Auch die Gabe von
Allopurinol, einem Xanthin-Oxidasehemmer, zeigte im experimentellen Modell eine
Reduzierung der von freien Sauerstoffradikalen hervorgerufenen Zellschadigung
(MANNING et al. 1984; WERNS und LUCCHESI 1988).

2.4 Zum Modell des isoliert perfundierten Herzens

Oskar Langendorff entwickelte im Jahr 1895 die Methode, ein isoliertes Herz, bei dem
sowohl der Lungen- als auch der Kérperkreislauf fehlen, via Koronararterien retrograd
Uber die Aorta zu perfundieren. Diese Methode erlaubt es, funktionelle und metaboli-
sche Daten von Saugetierherzen zu erheben. Das isolierte Herz kann in diesem Zu-
sammenhang dazu eingesetzt werden, die Auswirkungen bestimmter pathologischer
Situationen wie beispielsweise einer Ischamie zu studieren sowie die Anwendbarkeit
therapeutischer MalZnahmen (Medikamente, kardioplegische Losungen) zu tberprufen.
Da durch das Modell der Organisolierung humorale und nervale Faktoren, die im Ge-
samtorganismus eine wesentliche Rolle spielen, ausgeschaltet werden, ist vor einer
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Ubertragung der gewonnenen Erkenntnisse allerdings die Uberprifung in einem Ganz-
koérpermodell erforderlich.

Die Operation zur Isolierung des Rattenherzens erfolgt in einer fir das Organ mdglichst
schonenden Art und Weise. Nach intramuskularer Anasthesie atmen die Tiere zu-
nachst spontan. Die nachfolgende maschinelle Beatmung noch vor der Thorakotomie
wird mit einem Respirator durchgefuhrt Einer mdglichen Thrombenbildung wird durch
die Gabe von Heparin vorgebeugt.

Die Freilegung des Herzens erfolgt sehr vorsichtig, um eine mechanische Schadigung
des Organs zu vermeiden. Im Anschluss an die Exzision wird das Herz in die Lang-
endorff-Apparatur verbracht und mit Carbogen aquilibrierter Krebs-Henseleit-Losung
perfundiert. Die Ischdmiezeit vom Zeitpunkt der Exzision bis zum Einbringen in die Ap-
paratur liegt zwischen 20 und 40 sec bei 0-5°C. Durch die niedrige Temperatur wird ein
hypothermieinduzierter Herzstillstand bewirkt, so dass keine groReren Alterationen des
Myokardstoffwechsels zu erwarten sind. Nach einer 30minltigen Anpassungsphase in
der Langendorff-Apparatur befinden sich die Herzen in einem stabilen Zustand und
kénnen in der Folge der ischamischen Belastung beziehungsweise der Erholung unter
standardisierten Bedingungen ausgesetzt werden.

Das Prinzip der Methode besteht darin, Blut oder eine andere zur Erhaltung der Herz-
tatigkeit geeignete, mit Sauerstoff angereicherte Flissigkeit durch eine Kaniile, die in
der Aorta ascendens eingebunden wird, herzwarts zu leiten. Dabei schlie3en sich in-
folge des retrograd gerichteten Perfusionsdruckes die Aortenklappen — wie wahrend
der Diastole —, so dass die Flussigkeit ihren Weg durch die Kranzarterien nehmen
muss. Nach Durchlaufen des KoronargefalR3systems fliel3t das Perfusat aus dem Sinus
coronarius in den rechten Vorhof. Die Herzkammern bleiben weitgehend leer. Durch
Unterbinden aller anderen GefaRe und Einfihrung eines Katheters durch die Arteria
pulmonalis in die rechte Kammer kann die durch die Koronarien flieRende Flissig-
keitsmenge gesammelt und quantitativ bestimmt werden.
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3 Material und Methodik

Die Untersuchungen werden, mit Ausnahme der Gewinnung von Daten an ,in situ-
Herzen®, an isolierten Herzen von Ratten durchgefuhrt.

Im Folgenden werden der Aufbau und Betrieb der Perfusionsapparatur, die operative
Vorbereitung der Ratten zur Gewinnung isolierter Herzen, die Maf3nahmen an den iso-
lierten Herzen zur Erhebung der Daten im Versuch, der Versuchsablauf sowie die
Mess- und Statistik-Methoden dargelegt.

3.1 Versuchstiere

3.1.1 Herkunft und Haltungsbedingungen

Die Haltung und Behandlung der Versuchstiere sowie die Genehmigung fur die Tier-
versuche entsprechen den gesetzlichen Forderungen und dem geltenden Tierschutz-
recht.

Versuchstiere sind ménnliche Wistar-Ratten (Fa. Harlan-Winkelmann, Borchen). Vor
Beginn des Versuchs liegt das Gewicht der Tiere zwischen 250 und 280 g.

Die Tiere werden in Makrolonkafigen der Grof3e 30 cm x 40 cm x 20 cm mit Gitterde-
ckel auf Tapvei-Espen-Einstreu gehalten (alles: Fa. Indulap, Garms/Schweiz). Sie er-
halten als Trockenfutter ,Hoeveler Mause-/Rattenfutter 10630" (Fa. Héveler, Langen-
feld) sowie Wasser ad libitum.

Die Haltung erfolgt bei einer Raumtemperatur von 20 + 2°C und einem Licht-Dunkel-
Rhythmus von 12 : 12 Stunden.

Zwei Stunden vor Einleitung der Narkose wird den Tieren das Futter entzogen.

3.1.2 Einteilung der Versuchsgruppen

Die Ratten werden in zwei Gruppen eingeteilt:
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Gruppe |: Kontrollgruppe ohne SOD-Behandlung

Die Herzen werden nach der Isolierung in der Langendorff-Versuchsanlage pra- und
postischamisch getestet. An ihnen wird die Wirkung von Acetylcholin und Papaverin

ermittelt.

Gruppe Il Gruppe mit SOD-Behandlung

Bei den Tieren dieser Gruppe werden die isolierten Herzen am Ende der Ischamie und
kurze Zeit postischamisch mit SOD behandelt.

Auch hier wird gleichzeitig — wie in Gruppe | — die Wirkung von Acetylcholin und Papa-

verin getestet.

3.2 Aufbau und Betrieb der Perfusionsapparatur

Die Versuche an den isolierten Herzen werden in einer modifizierten Langendorff-
Apparatur 15 (PIPER et al. 1992) durchgefuhrt, die in Abbildung 1 schematisch und in
Abbildung 2 als Originalfoto des Versuchsaufbaus dargestellt ist.
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GK — KK mit KH-RE
37°C
T SOD Perf.
L NN
D S sE
Perfusionsdruck —— Ri-Lsg. mit N2
37°C
K

Pu-FI
i
o/ .
T
Pulmonalisfluss ,"'/ //
s '/.
Y,
Vs g
" MKLC

L
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Abbildung 1:  Schematische Darstellung der modifizierten Langendorff-Apparatur zur Perfusi-
on von Rattenherzen mit Krebs-Henseleit-Losung im offenen System : Zirkulati-
on der Losung vor der Perfusion und wéhrend der Ischdmie im jeweils ge-
schlossenen System. Temperierung des Systems und der Glaskammer auf
37°C (Legende siehe nachste Seite)
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Legende zu Abbildung 1:

A Aorta

AP Arteria pulmonalis

D Dreiwegehahn

DM-P Druckmesser/Perfusionsdruck /Pumpe ( Weiterleitung von Fliissigkeiten )
GK Glaskammer

HSM Herzschrittmacher

KH Krebs-Henseleit-Losung

KK Kugelkuhler

LVP-M Messung des linksventrikularen Druckes

MKLC Mehrkanallinearecorder

N2 stickstoffaquilibriert

Pa-Fl Para-Fluss

Pu-FI Pulmonal-Fluss (Probenentnahme fir Messungen)
RE Reservoir

Ri-Lsg. Ringer-Lésung

SOD-Inj. Superoxiddismutase-Injektion

SOD-Perf. Superoxiddismutase-Perfusor

Abbildung 2:  Modifizierte Langendorff-Apparatur
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Das System besteht aus einem Reservoirgefald, einer Pumpe zur Forderung des Per-
fusates, einem senkrecht stehenden Kugelkiihler sowie den Uberleitungen (Schlauch-
verbindungen). Eine Glaskammer umgibt das isolierte Herz.

Die Langendorff-Apparatur gewahrleistet einen Kreislauf. Die gewlinschte Temperatur
von 37°C und der entsprechenden pO2 werden konstant aufrechterhalten, solange das
isolierte Herz noch nicht durchstrémt wird. Es wird als offenes System zur Durchstro-

mung des isolierten Herzens betrieben.

Nach der Durchstrémung des isolierten Herzens wird das Perfusat Uber einen Katheter
in der A. pulmonalis abgeleitet. Die Perfusatmengen, die am Herzen abtropfen, kbnnen
s der Glaskammer abflieRen. Der Fluss tUber den Katheter in der Pulmonalarterie und
der am Herzen abtropfende so genannte "Parafluss” kénnen getrennt bestimmt wer-

den.

Das Reservoirgefal3, der Kugelkiihler sowie die Glaskammer fir das Herz sind dop-
pelwandig. Sie kbnnen mit temperiertem Wasser umspult werden.

Die Perfusionslosung wird in dem Reservoirgefall und dem Kugelkihler jeweils von
oben zugefiihrt und in Bodennahe abgezogen. Die Aquilibrierung der Lésung mit Car-

bogen (95% O, ; 5% CO,) erfolgt gegenlaufig von unten nach oben.

Der Perfusionsdruck wird Uber das Niveau der Perfusatlosung in dem Kugelkiihler be-
stimmt. Zur Konstanthaltung des Perfusionsdruckes wird der Perfusatzustrom in den
Kugelkihler mit Hilfe der Pumpe im System auf das bendétigte Flissigkeitsniveau ein-
reguliert. Unter dem Druck der Flissigkeit schliel3en sich die Semilunarklappen und die
Flussigkeit fliel3t durch die Koronarien, die Herzkammern sind praktisch leer.

Das isolierte Herz wird von einer Organkammer umgeben, deren Kopfteil Offnungen
enthalt, durch die Kabel zu den Schrittmacher-Elektroden, eine Metallkanile zur Ver-
bindung des Ballons im linken Ventrikel mit einem Druckaufnehmer und einen Katheter
in der A. pulmonalis zur Erfassung des koronaren Perfusatflusses und ,koronar-
venoser® Proben hindurchgefuhrt werden. Der letztgenannte Katheter endet in Hohe
der Vorhof-Kammer-Grenze. In ihm befindet sich eine kleine Temperaturmessonde.
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Die Organkammer l&sst sich Uber einen Seitenanschluss aus einem Reservoir mit N2-
aquilibrierter Ringer-Losung bis in Hohe der Vorhof-Kammer-Grenze des isolierten
Herzens fullen. Uber eine Offnung im Boden der Organkammer kann wahrend der Per-
fusion das Perfusat, das nicht Gber das koronare Geféal3system in den rechten Vorhof
bzw. Ventrikel gelangt, als Parafluss gesammelt werden. Zu Ende einer Ischamiepe-
riode wird auf diesem Wege die Ringer-Losung aus der Organkammer abgelassen.

In der gemeinsamen Endstrecke befinden sich seitenstandige Abgange zur Messung
des Perfusionsdruckes, zur Gewinnung von ,koronar-arteriellen“ Perfusatproben sowie
zur Applikation von Medikamenten. Mit Hilfe einer Messsonde wird die Temperatur des
Perfusats in der gemeinsamen Endstrecke kontrolliert.

Die einzelnen Teile des Systems sind auf kiirzesten Wegen mit gasdichten Schlduchen
verbunden. Der Perfusatstrom wird durch einen Dreiwegehahn und eine Schlauchab-

klemmung in die jeweils gewtlinschte Richtung gelenkt.

Kugelkuhler, Reservoire und Organkammer bestehen aus Glas und sind doppelwan-
dig. Sie werden mit 37°C temperiertem Wasser umsplilt. Die Perfusate werden dem
Kugelkiihler und dem Reservoir von oben zugefihrt und knapp oberhalb der Béden
abgezogen. Die Gase, mit denen die Perfusate ,aquilibriert* werden, strdmen von un-

ten in die Gefalde ein.

3.3 Herzentnahme

3.3.1 Anéasthesie, Tracheotomie und kontrollierte Beatmung

Die Ratten erhalten als intramuskulare Injektionsnarkose eine Mischung aus Ketavet®
(Ketamin, 3mg/100 g KGW) und Rompun® (Xylazin, 0,6 mg/100 g KGW). Nach Eintritt
der Narkose wird die Haut der ventralen Rumpfseite geschoren und die Ratte mit Hilfe
von Haushaltsgummiringen an den Extremitaten in Rickenlage auf einem Operations-
tischchen fur Nager fixiert.

Die Trachea wird stumpf prapariert und mit zwei Faden unterlegt. Dabei dient der kra-
nial liegende Faden zur Straffung der Trachea. Nach Tracheotomie wird der Tracheo-
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tubus eingefiuhrt und mit dem kaudal liegenden Faden fixiert. Als Trachealtubus wird
ein auf 4 cm gekirzter Venenverweilkatheter (Fa. Steriflex) mit einem AuRendurch-
messer von 2,0 mm und einem Innendurchmesser von 1,5 mm verwendet. Er wird Gber
ein Y-Stick mit dem Kleintier-Respirator RUS 1302 Universell (Fa. FMI Medical In-
struments, F6hr) verbunden.

Die Beatmung wird mit mdglichst kleinem Totraum auf eine Frequenz von 60/min und
ein Atemzugvolumen von ca. 1,5 ml einreguliert.

3.3.2 Thorakotomie und Vorbereitung zur Herzentnahme

Die Haut wird ab ca. 0,5 cm kaudal des Unterkiefers in der Medianen bis ca. 2 cm kau-
dal des processus xyphoideus durchtrennt. AnschlielRend wird das Abdomen mit einem
Langsschnitt entlang der Linea alba sowie rechts und links am Rippenbogen entlang
nach lateral eroffnet. Der Thorax wird beidseitig durch zwei parasternal verlaufende
Schnitte geo6ffnet, wobei die Thoraxwand unter Anhebung am Processus xyphoideus
maglichst weit lateral bis in Hohe der Schlisselbeine durchtrennt wird. Das Brustbein
wird gespalten und die beiden vorderen Thoraxwandanteile nach kranial hochgeklappt
und fixiert.

Die V. cava caudalis wird kurz oberhalb des Zwerchfells mit einem Faden fir eine spa-
tere Ligatur locker angeschlungen. Die Vv. cavae craniales dextra et sinistra werden
stumpf freiprapariert und jeweils mit einem Faden locker fixiert. Die Aorta wird zwi-
schen Truncus arteriosus und A. carotis communis sinistra freiprapariert und mit zwei
Faden unterlegt. Ein Faden dient zur Fixierung der Aorta beim Einfihren der Aortenka-
nule. Mit dem zweiten Faden wird die Aortenkanule fixiert. Danach wird in die V. cava
caudalis distal der spateren Ligatur eine Mischung aus Heparin (500 IE/ml) und Ringer-
Lésung injiziert.

3.3.3 Herzentnahme

Zur Entnahme des Herzens werden die Ligaturen um die V.cava caudalis verknoten.
Die A. pulmonalis wird eréffnet, die Aorta moglichst hoch im Aortenbogen kanuliert und
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durchtrennt. Die Herzperfusion erfolgt mit Krebs-Henseleit-Lésung aus der Perfusions-
apparatur, die Uber einen langeren Schlauch an die Aortenkanile angeschlossen ist.
Bis zum optimalen Sitz von Ligaturen und Kanlle wird das Anfangsvolumen niedrig
gehalten. Ist die Aortenkanule gut fixiert, wird der volle Perfusatstrom freigegeben. Die
Vv. cavae craniales werden durch Ligaturen unterbunden, die Lungenhili abgebunden
und die Lungen abgesetzt. Das Herz wird aus dem Situs entnommen und ohne Unterb-
rechung der Perfusion an die Apparatur angeschlossen.

Zwischen Unterbindung der Vena cava inferior und Aufnahme des vollen Perfusatstro-
mes vergehen 25-45 Sekunden. Wahrend dieser Zeit wird das Herz mit Ringer-Lésung
von 4°C Uberspult.

Als Aortenkanile dient eine 2 cm lange, an der Spitze rundgeschliffene Metallkanule,
die zur besseren Fixierung mit Querrillen ausgestattet ist. Ihr Aullendurchmesser be-
tragt 2,0 mm und ihr Innendurchmesser 1,5 mm. Das freie Ende des Katheters passt in
die gemeinsame Endstrecke des Perfusionssystems im Kopfteil der Organkammer.

34 Vorbereitung der isolierten Herzen fir Messungen und Perfusion

Die A. pulmonalis wird mit einer auf ca. 2 cm gekirzten Metallkantle (Aul3endurch-
messer: 2,0 mm, Innendurchmesser: 1,3 mm), die an einem Ende rund geschliffen und
mit Seitenldochern versehen ist, kanuliert. Zum weiteren Anschluss wird auf der Gegen-
seite ein Venenverweilkatheter mit Luer-Ansatzstick (Fa. Vygon Medizinisch-
Chirurgische Werke, Aachen) von etwa 20 cm L&nge verwendet. Er wird bis in den
rechten Ventrikel geschoben und eingebunden. Das freie Ende wird in Hohe der Vor-
hof-Kammer-Grenze fixiert. Uber diesen Katheter wird eine feine Temperaturmessson-
de bis in die Spitze der Metallkanule vorgeschoben.

Das linke Herzohr wird eréffnet, und in den linken Ventrikel ein Latexballon (Fa- Hugo
Sachs Elektronik, March-Hugstetten) Grof3e 4 eingebracht. Er hat ein Volumen von
0,06 ml und ist an einer Metallkaniile angeschlossen.

Auf dem rechten Vorhof werden zwei Platinelektroden befestigt, die Uber flexible Kabel
mit einem externen Herzschrittmacher (Modell EDPm20, Fa. Biotronik, Berlin) verbun-

-18 -



Material und Methodik

den werden. Der Schrittmacher wird mit einer Frequenz von 300/min bei einer Span-
nung von 4 V (+5%) und einer Reizdauer von 0,9 ms (+5%) betrieben. Anhand regist-
rierter linksventrikularer Druck-Kurven wird die Frequenzstimulation Uberprift.

AbschlieRend wird das Herz in der Organkammer eingeschlossen.

3.5 Messungen an den isolierten Herzen

Wahrend der Untersuchungen werden zu festen Zeitpunkten der koronare Fluss und
der linksventrikulare Druck gemessen. Die Temperatur betragt wahrend des gesamten
Versuches 37°C.

3.5.1 Koronarer Fluss

Als koronarer Fluss gilt die Flussigkeitsmenge, die Gber den Katheter in die A. pulmo-
nalis abfliet. Getrennt davon kann der Parafluss bestimmt werden. Er resultiert aus
der Undichtigkeit der Aortenklappen und Fliissen liber die Vv. thebesii (DORING und
DEHNERT 1985). Die Flusse werden uber eine Minute mit Hilfe eines Messglases und
einer Stoppuhr gemessen. Der koronare Fluss wird spater als Fluss pro Minute auf ein
Gramm ddemfreies Herzgewicht umgerechnet.

3.5.2 Linksventrikularer Druck und abgeleitete GrofRen

Fir die Bestimmung des linksventrikularen Druckes und abgeleiteter Parameter wie
maximale Druckanstiegs- und Druckabfall-Geschwindigkeit (+dp/dtmax, -dp/dtmax)
wird der im linken Ventrikel platzierte Latexballon Gber eine Metallkanile mit dem Dru-
ckaufnehmer P 23 ID (Statham Element, Fa. Gould, USA) verbunden. Die Messungen
werden mit Hilfe einer Druckmessbriicke mit Differenzierglied (Servomed, Fa. Heilige,
Freiburg) durchgefiihrt. Die Daten werden mittels Mehrkanal-Linearrecorder (Graph-
tec WR 3001, Watanabe Instruments Japan, Vertrieb: Fa. Hugo Sachs Elektronik,

-19 -



Material und Methodik

March-Hugstetten) registriert. Die Papiervorlaufgeschwindigkeit liegt bei 100 mm/sec
und wird vor ACh- und PAP-Injektion auf 250 mm/sec erhoht.

Uber einen Dreiwegehahn ist eine Spindelspritze (Glas-Metall-Spritze) angeschlossen,
mit deren Hilfe das System geflillt und der Ballon in Feinabstimmung auf einen end-
diastolischen Druck von 4 mm Hg (Vorlast) vorgespannt beziehungsweise wieder ent-
lastet werden kann. Das System wird mit einer Wasser-Athanol-Mischung (1:1) gefiillt,
die wegen der geringeren Loslichkeit von Luft und der damit geringeren Luftblaschen-
bildung im System besonders giinstig ist (DORING und DEHNERT 1985). Nach Ei-
chung des Systems lassen sich aus den aufgezeichneten Kurven der maximale links-
ventrikulare Druck (LVP), der (diastolische) linksventrikulare Druck wéhrend Ischamie
sowie +dp/dtmax und -dp/dtmax bestimmen. Anhand der Druckkurven wird auch die

Herzfrequenz bestimmit.

3.6 Perfusionsldésungen

Fur die praischdmische Perfusion und die postischamische Reperfusion wird eine
Krebs-Henseleit-Puffer-Losung (HEARSE und CHAIN 1972) verwendet (Fa. Sigma
Chemicals, Deisenhofen), die durch Zugabe von Ca-Ethylendiaminotetraazetat (EDTA)
moadifiziert wurde (Tabelle 1).

Die Losungen werden jeweils frisch angesetzt. Vor einem Versuch werden sie durch
einen Membranfilter mit 0,45 um Porengré3e passiert.
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Tabelle 1: Modifizierte Krebs-Henseleit-Losung zur Perfusion und Reperfusion isolierter
Rattenherzen (Alle Angaben in mmol/l)

NacCl 118,0
KCI 4,7
CaCl, 2,5
MgSO, 1,2
MgCl, 15,0
KH,PO, 1,2
NaHCO; 25,0
Glukose 5,0
Ca-EDTA 0,5
Procainhydrochlorid 1,2

3.7 Medikationen

Zu festgelegten Zeitpunkten wird pré- und post-ischamisch Acetylcholin (Fa. Sigma
Chemicals, Deisenhofen) oder Papaverin (Fa. Sigma Chemicals, Deisenhofen) in
Krebs-Henseleit-Losung als jeweils 1,0 ml-Bolus in die Endstrecke des Perfusionssys-
tems injiziert.

Die Konzentration von ACh betragt 107 mol/l, die Konzentration von PAP 10*mol/l. Die
Ldsungen werden am Versuchstag frisch hergestellt.

In einem Teil der Versuche werden 4 mg/ml Superoxiddismutase (Fa. Grinenthal, Aa-
chen-Stolberg) appliziert. Zuerst wird 1 ml des Préaparates unverdinnt als Bolusinjekti-
on gegeben. AnschlieRend folgen 10 ml einer SOD-Verdinnung aus 1 ml SOD und
9 ml Ringerldsung. Dieses Gemisch wird in die Endstrecke des Perfusionssystems
gegeben.

Postischamisch auftretendes Kammerflimmern wird durch Injektion von 0,2 ml Xylo-
cain 2% in die Endstrecke des Perfusionssystems behandelt.
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3.8 Versuchsablauf

Bei den Versuchen werden 2 Gruppen miteinander verglichen: Eine Kontrollgruppe
ohne SOD-Behandlung (,ohne Endothelschutz“) und eine SOD-behandelte Gruppe
(,mit Endothelschutz").

Eine schematische Darlegung der Versuchsablaufe zeigt Abbildung 3.

Parallel zur Flussmessung erfolgt jeweils die Messung von LVP und +/- dpmax.

Messung nach PAP

Messung nach PAP Kontroll-Messung
Kontroll-Messung Messung nach ACH
Messung nach ACH Kontroll-Messung !
Kontroll-Messung S0D-Bolus |
—— ; - = _.___J._j_ ==0 e =
' |
[ L I II L l -
[ R | i j=ent B2 pr b |
0 10 221 30 1 - 40 50 -1 [ 60 70 80 v
lz_ﬂ"_;,'lr_"—|l‘.il_l"_-il-’~'f'l
| A ! =t il 4Nl
! I
! [
Perfusion Ischamie Reperfusion
37°C 3I7°C S

Abbildung 3:  Schematische Darstellung des Versuchsablaufs.

3.8.1 Perfusionsphase

Noch in situ beginnt sofort nach Eréffnung von Aorta und Lungenarterie die Perfusion
Uber die Aorta mit Krebs-Henseleit-Losung aus der Perfusionsapparatur. Dieser Mo-
ment wird als Zeitpunkt Null definiert. Nach langstens drei Minuten, meist jedoch
schneller, befindet sich das isolierte Herz in der Perfusionsanlage. Nach spatestens

12 Minuten sind alle Manipulationen am Herzen beendet (siehe Kapitel 3.3 und 3.4).
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Die Perfusion wird bei einem statischen Druck von 75 mm Hg und einer Temperatur
von 37°C durchgefihrt.

Die verschiedenen Parameter werden zur Beurteilung der Stabilitdt des isolierten Her-
zens in Zeitabstanden von 5 bis 10 Minuten gemessen und registriert. Anhand der Pa-
rameter kann nach spétestens 20 Minuten Perfusion von einer manifesten Situation
ausgegangen werden, von wo aus man die isolierten Herzen vergleichen und die Be-

funde gegeniiberstellen kann.

In Gruppe 1 (ohne SOD-Behandlung, d.h. ,ohne Endothelschutz") dauert die Perfusion
mit Krebs-Henseleit-Losung 35 Minuten. Die nach 23 min Perfusion gemessenen Wer-
te werden als pra-ischamische Ausgangswerte bezeichnet.

In Gruppe 2 (mit SOD-Behandlung, d.h. ,mit Endothelschutz") dauert die Perfusion mit
KH-Lésung 35 Minuten. In der 23. und 30.Minute werden jeweils Basis-
Ausgangswerte gewonnen. In der 25. und 32. Minute werden 1 ml Acetylcholin- bzw.
Papaverin-Ldsung als Bolus injiziert und jeweils 30 Sekunden spater alle Messungen
Uber einen Zeitraum von 30 Sekunden wiederholt.

Erganzend werden, bei sonst gleichem Ablauf, Versuche durchgefiuhrt, bei denen zu-
erst Papaverin und dann Acetylcholin gegeben werden oder eine Medikation unterb-
leibt.

3.8.2 Ischamie

Die Ischamie verlauft in beiden Versuchsgruppen mit Unterbrechung der Koronarperfu-
sion. Wéhrend dieser Zeit wird die Organkammer mit N2-aquilibrierter Ringer-Lésung

bis in H6he der Vorhof-Kammer-Grenze der Herzen gefiillt.

Im Versuch 1 dauert die Ischamie 20 Minuten, d.h. bis zur 55. Minute der Gesamtver-
suchszeit. Die Temperatur betragt 37°C. Wahrend dieser Zeit ist der Herzschrittmacher
abgestellt, der linksventrikular liegende Ballon wird fir diesen Zeitabschnitt nicht ent-
lastet.
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Im Versuch 2 dauert die Ischdmie ebenfalls 20 Minuten und 55 Minuten der Gesamt-
versuchszeit. Die Temperatur wahrend des Versuches betragt 37°C. Wie in Versuch 1
bleibt der Herzschrittmacher wahrend der Ischdmie ausgeschaltet. Der linksventrikula-
re Ballondruck bleibt aufrechterhalten, so dass die mechanische Aktivitat des linken
Ventrikels bis zum diastolischen Stillstand und die Spannungsanderungen wahrend der
Ischamie registriert werden kénnen.

Bei Versuch 2 mit SOD-Schutz fur die Reperfusion werden in der letzten Minute der
Ischamie (55. Minute der Gesamtversuchsdauer) unter méglichst geringer Druckan-
wendung 1 ml Bolus SOD (4 mg) bzw. Ringer-Losung Uber die Endstrecke des Perfu-
sionssystems in das Herz appliziert.

3.8.3 Reperfusionsphase

Die Reperfusionen werden mit Krebs-Henseleit-Losung bei einer Temperatur von 37°C
durchgefihrt. Der Perfusionsdruck betrégt 75 mm Hg und wirkt mit Freigabe des Per-
fusionsstroms praktisch sofort auf das Herz ein. Die Versuche werden mit einer
Schockgefrierung der Herzen nach der Methode von WOLLENBERGER u. Mitarb.
(1980) beendet.

Im Versuch 1 dauert die Reperfusion 25 Minuten. Damit werden die Versuche nach
einer Gesamtdauer von 80 Minuten abgeschlossen. Wahrend der 20 mindtigen Reper-
fusion werden die Frequenzstimulationen wieder aufgenommen. Wiederholte Messun-

gen erfolgen zu festgelegten Zeitpunkten.

Nach der 23., 25., 30. und 32. Minute der Perfusion und Reperfusion (60., 62., 70. und
80 Minuten Gesamtversuchszeit) werden Messungen als Ausgangsbasiswerte durch-
geflhrt. In der 25. und 62. Minute (32. bzw. 72. Minute Gesamtversuchszeit) wird 1 ml
Acetylcholin- bzw. Papaverin-Lésung als Bolus injiziert; jeweils 30 Sekunden spater
werden alle Messungen Uber einen Zeitraum von 30 Sekunden wiederholt. Die Versu-
che werden nach 25 Minuten Reperfusion, d.h. nach einer Gesamtversuchszeit von

80 Minuten, nach Abschluss der letzten Messungen, beendet.
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In den Versuchen, bei denen in der letzten Minute der Ischamie SOD als Bolus appli-
zZiert wird, wird fur die ersten 10 Minuten der Reperfusion SOD (1 ml = 4 mg) in Ringer-
Losung (9 ml) in die Endstrecke des Perfusionssystems infundiert (1 ml/min =
0,4 mg/min). Bei den anderen Versuchen wird nur Ringer-Ldsung infundiert.

In einigen Versuchen wird, entsprechend der Medikationsreihenfolge wahrend der Per-
fusion, auch wahrend der Reperfusion, zuerst Papaverin und dann Acetylcholin gege-
ben oder auf jegliche Medikation verzichtet.

3.8.3.1 In situ-Herzen

Nach Abschluss der operativen MaRnahmen am Tier werden die Herzen anstelle einer
Isolierung und Ubernahme in die Perfusionsapparatur noch in situ mit der Zange nach
WOLLENBERGER u. Mitarb. (1980) schockgefroren.

3.8.3.2 Perfusionsherzen

Das Vorgehen entspricht der in Abschnitt 3.8.1 beschriebenen Methode. Nach
80 Minuten wird der Versuch mit Schockgefrieren der Herzen beendet. Die Daten zur
30- und 120-Minuten-Perfusion entstammen anderen tierexperimentellen Arbeiten
(SCHOCKHOVEN 1992; STEIN 1993; WINGENFELD 1993).

3.8.4 Ubernommene Versuche

Um lebendes Tiermaterial einzusparen, werden zu Vergleichszwecken Daten aus drei
anderen Versuchen des Instituts Ubernommen, die mit der gleichen Technik durchge-
fuhrt wurden. Damit lasst sich die Gruppengrof3e im Sinne einer statistisch relevanten
Reproduzierbarkeit erhéhen.
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3.9 Beendigung des Versuchs mittels Gefrierstopp

In der letzten Minute des Versuche werden der linksventrikulare Ballon, der Herz-
schrittmacher und die Pulmonaliskanile entfernt. Die Vorhéfe und umliegendes Gewe-
be werden bis auf die Ventrikel sauber prapariert. Exakt am Ende der 55. Minute wer-
den die Ventrikel mit der Gefrierstoppzange erfasst und zusammengedruckt. Die zu-
sammengepressten Ventrikel werden von der Aortenkaniile geldst und anschliel3end
direkt in flussigen Stickstoff getaucht (WOLLENBERGER et al. 1980).

Dieser Vorgang dauert maximal 2 Sekunden. Das Herz wird als flache Scheibe bei
—40°C in Aluminiumfolie tiefgekuhlt gelagert. Zu einem spateren Zeitpunkt kann es
dann fur die Gefriertrocknung weiter verarbeitet werden.

3.10 Préparation des Ventrikelgewebes zur analytischen Aufarbeitung

Das zu einer Scheibe von 2-3 mm Dicke schockgefrorene Ventrikelgewebe wird unter
flussigem Stickstoff in Aluminiumfolie bei —40°C fiir langstens eine Woche gelagert.

Das Ventrikelgewebe wird,wiederum unter flissigem Stickstoff,mit Hilfe eines Dental-
bohrers Typ 852 (Fa. Kavo, Leukirch/Allgau) préapariert, wobei oberflachliche grofRe
Gefal3e sowie Reste nicht ventrikularen Gewebes und gefrorenen Perfusats abgefrast

werden.
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3.11 Gefrier- und Hitzetrocknung des Ventrikelgewebes

Das praparierte Ventrikelgewebe wird tiefgefroren gewogen (gefrorenes Feuchtge-
wicht) und fir mindestens finf Tage im Vakuum bei —40°C in einem Gefriertrockner
(L 102 2, Fa. WKF, Brandau) gefriergetrocknet und erneut gewogen.

Das gefriergetrocknete Gewebe wird nach Gewichtsbestimmung zum Teil zur weiteren
Gewebeaufarbeitung fur die Analysen verwendet (Gewebeprobe A).

Der verbleibende Teil wird nach Gewichtsbestimmung fir 5-7 Tage bei 110°C bis zur

Gewichtskonstanz hitzegetrocknet (Gewebeprobe B).

Die an Probe A ermittelte Differenz des Trockengewichtes nach Gefrier- und Hitze-
trocknung wird zur Berechnung des Trockengewichtanteils am gefrorenen Feucht-
gewebe der Probe B bericksichtigt, die wegen der spateren Analysen des Stoffwech-

selstatus nicht hitzegetrocknet werden darf.

3.12 Gewebsextraktion und Analyse des Stoffwechselstatus

Das gefriergetrocknete Ventrikelgewebe wird in ein vorgekihltes Glasgefal? mit eiskal-
ter 0,3 m HCIO, (10 ml/g Feuchtgewicht, mindestens aber 5 ml) gegeben und im Eis-
bad mit Hilfe eines Ultraturrax (Fa. Janke und Kunkel, Staufen im Breisgau) homogeni-

siert und gleichzeitig enteiweif3t.

Vom Homogenat wird eine definiertes Volumen (ca. 0,5 ml) zur Bestimmung des Gly-
kogens entnommen. Die Aufbereitung umfasst folgende Schritte: AufschlieBung des
Homogenats mit Natronlauge, Glykogenfiillung durch Athanol, Hydrolyse des Glyko-
gens mit Salzsaure, Neutralisation des Hydrolysats und enzymatische Bestimmung der
freigesetzten Glukose (ISSELHARD und MERGUET 1962; ISSELHARD et al. 1962).

Das verbleibende Homogenat wird nach 10 min Extraktionszeit zur Abtrennung der
denaturierten EiweiRe zentrifugiert. Der klare Uberstand wird gewonnen, sein Volumen
bestimmt und mit 2 n KOH auf einen pH-Wert 7,0-7,2 eingestellt. Dabei fallt KCIO, aus.
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Zur Vervollstdndigung der Ausféllung von KCIO, werden die Extrakte eingefroren und

nach Auftauen vor den Analysen erneut zentrifugiert.

In den Gewebsextrakten werden die Konzentrationen an ATP, ADP, AMP, PKr, FKr
und Laktat mit Hilfe quantitativ ablaufender enzymatischer Reaktionen als ,optischer
Test* beziehungsweise UV-Test nach Warburg (WARBURG und NEGELEIN 1929)
unter Beachtung gultiger Vorschriften bestimmt. Dabei werden die ablaufenden Reak-
tionen mit einer Oxidation bzw. Reduktion von NAD oder NADP bzw. NADH oder
NADPH gekoppelt. Die reduzierten Formen haben andere Absorptionseigenschaften
als die oxidierten. Als molare dekadische Extinktionskoeffizienten werden fir NADH
bzw. NADPH bei der Wellenlange 340 nm ein Wert von E = 6,00x106 cm?mol und bei
der Wellenlange 366 nm ein Wert von 3,30 x 106 cm?/mol zugrunde gelegt.

Die ermittelten Substrat- und Metabolitkonzentrationen werden als Gewebsgehalte in
pmol/g Feuchtgewebe angegeben (HOHORST et al. 1962) , wobei jeweils auf einen
Jidealen" Trockengewichtsanteil am Feuchtgewicht von 22% korrigiert wird. Ein solcher
Wert ergibt sich fur die ,in situ-Herzen".

Aus den gemessenen Werten werden folgende metabolische Parameter abgeleitet:

SAN = ATP + ADP + AMP als Summe der Adeninnukleotide,
GKr = PKr + FKr als Gesamtkreatin

ATP £ 0,5 ADP
SAN

ECP =

als ,energy charge potential" (ATKINSON 1968)

PKr/GKr als Anteil des PKr am GKr.

3.13 Statistische Methoden

Die Messergebnisse werden jeweils als Mittelwerte (X) und Standardabweichung (s)
berechnet. Aus Griinden einer besseren Ubersichtlichkeit wird in den Abbildungen der
mittlere Fehler des Mittelwertes (SEM = SD/un) angegeben.

Es wurden folgende statistische Tests durchgefihrt:
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Der t-Test fir unabhdngige Stichproben testet die Nullhypothese, dass zwei Stichpro-

ben aus Populationen mit gleichem Mittelwert stammen (hier: Vergleich der Kontroll-
und SOD-Gruppe hinsichtlich der untersuchten Parameter des linksventrikularen Stoff-

wechselstatus).

Beim t-Test fur abhangige Stichproben werden zwei Stichproben verglichen, deren

Elemente paarweise einander zugeordnet (hier z.B.: Unterschied zwischen den Zeit-
punkten der Medikation in Kontroll- und SOD-Gruppe).

Als Signifikanzniveau wird p < 0,05 gewahlt.
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4 Ergebnisse

41 Koérpergewicht

Am Tag der Herzentnahme wiegen die Tiere der Kontroll- und der SOD-Gruppe 220-
295 g. Zwischen den beiden Gruppen bestehen keine statistisch signifikanten Unter-
schiede. Der Mittelwert der Kontrollgruppe (n = 10) betragt 271 + 14 g und der SOD-
Gruppe (n=10) 262 + 16 g.

4.2 Ventrikelgewicht

Das Ventrikelgewicht (VG) nach Gefrier- und anschlieRender Hitzetrocknung, berech-
net auf einen Trockengewichtsanteil von 22% am Feuchtgewicht, betragt am Versuchs-
tag im Mittel 680 + 45 mg (n=20).

4.3 Temperatur

Die Temperatur von 37°C liegt nach der Herzisolation in allen Herzen beider Gruppen
vor und wird wahrend der gesamten Versuchsdauer kontrolliert und aufrechterhalten.

4.4 Koronarfluss

4.4.1 Verdnderungen in beiden Gesamtgruppen (Kontrolle und SOD)

In der Kontrollgruppe ohne SOD steigt der Koronarfluss nach der ACh-Gabe von
durchschnittlich 12,1 £ 2,6 ml (23. Minute) auf 14,5 £ 2,9 ml in der 25. Minute des Ver-
suches an, auch in der SOD-Gruppe kommt es zu den gleichen Zeitpunkten zu einem
Anstieg des Koronarflusses von 11,8 £ 2,1 ml/min auf 14,6 £ 2,5 ml/min (Tabelle 2).

In beiden Gruppen klingt die ACh-Wirkung nach etwa 5 Minuten wieder ab, die Werte
betragen nun in der Kontrollgruppe 12,5+ 2,3 ml/min und in der SOD-Gruppe
12,4 £ 2,0 ml/min. Im Anschluss an die PAP-Injektion erhdht sich der Koronarfluss auf
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16,9 £ 2,2 ml/min (Kontrolle) beziehungsweise 16,6 + 2,0 ml/min (SOD). Dies bedeutet,
dass beide Gruppen praischamisch auf die ACh- und PAP-Gabe mit einem statistisch
signifikanten Flussanstieg reagieren (Tabelle 3).

Nach der Ischdmiephase kommt es im Anschluss an die ACh-Injektion nicht zu einem
Anstieg des Koronarflusses in der Kontrollgruppe. Die Werte betragen 12,6 £ 2,3
ml/min vor und 12,3 £ 2,7 ml/min nach der ACh-Gabe. Dagegen beobachtet man in der
SOD-Gruppe nach der ACh-Gabe in der 62. Minute eine deutliche, statistisch signifi-
kante Flusssteigerung von 11,4 + 1,3 ml/min auf 13,9 = 1,7 ml/min. Das bedeutet, dass
nach der SOD-Gabe durch die ACh-Injektion eine ebenso deutliche Flusssteigerung
hervorgerufen werden kann wie vor der Isch&mie.

Die Herzen beider Gruppen reagieren in der Reperfusionsphase auf die PAP-Gabe —
wie vor der Ischdmie — mit einer Flusssteigerung (Abbildung 4).

Tabelle 2: Koronarfluss (ml/min), Mittelwerte =+ Standardabweichungen.
Zeitpunkt der Messung Kontrollgruppe (n=10) SOD-Gruppe (n=10)
(Minute) Fluss (ml/min) Fluss (ml/min)

23. 12,1+2,6 11,8+21
25. (ACh) 145+29 146+25
30. 125+2,3 124+2,0
32. (PAP) 16,9+2,2 16,6 £ 2,0
60. 126 +2,3 11,4+1.3
62. (ACh) 12,3+2,7 139+1,7
70. 9,1+£1,2 95+1/4
72. (PAP) 12,0+ 2,7 128+25

(ACh = Acetylcholin, PAP = Papaverin)
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Tabelle 3: Koronarfluss: Statistische Prifung der Unterschiede zwischen den Zeitpunkten
der Medikation in der Kontrollgruppe und der SOD-Gruppe (t-Test fir abhangi-
ge Stichproben)

Zeitpunkt Kontrollgruppe SOD-Gruppe Differenz Kontroll-
der Messung (n=10) (n=10) /SOD-Gruppe
(Minute) P p p
23./25. (ACh) n.s. (p =0,6) 0,01 n.s.
30./32. (PAP) 0,0001 0,0001 n.s.
60./62. (ACh) n.s. 0,001 0,01
70./72. (PAP) 0,01 0,001 n.s.
Perfusion Reperfusion
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23. 25(ACH) 30. 32.(PAP) 60. 62 (ACH) 70. 72, (PAP)

Minuten

Kontrollgruppe M SOD-Gruppe

Abbildung 4:  Koronarfluss nach der Applikation von ACh und PAP in der Kontroll- und

SOD-Gruppe
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4 4.2 Koronarfluss-Differenzen bei den Einzelversuchen in der Kontroll- und SOD-
Gruppe

Wahrend der Perfusion reagieren die Gefal3e in beiden (Kontroll- und SOD-) Gruppen
auf ACh und PAP mit einer Flusssteigerung, d.h. GefaRerweiterung. Nach der Ischéa-
mie bleibt in der Kontrollgruppe die Flusssteigerung als Reaktion auf ACh aus, nur die
mit SOD behandelten Gefalie reagieren auf ACh mit Flusssteigerung. Dass dies nicht
auf einer unspezifischen Empfindlichkeitsverminderung beruht, beweist die erhaltene
Reaktion (d. h. Flusssteigerung) nach PAP-Gabe in der Kontrollgruppe.

Die Flusserhthungen in den Einzelversuchen sind in Abbildung 5 und Tabelle 4 zu-
sammengefasst.
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Perfusion Perfusion Reperfusion Reperfusion
Kontrollgruppe 2,2 4,8 -0,4 3,5
M SOD-Gruppe 2,8 4,2 2,4 3,5

Abbildung 5:  Koronarflusssteigerung der Kontroll- und der SOD-Gruppe
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Tabelle 4: Flussdifferenzen der Kontroll- und SOD-Gruppen in den Einzelversuchen in ml
nach der Applikation von Acetylcholin und Papaverin (X + s, t-Test fur abhangi-
ge Stichproben).

Flusswerte vor der Applikation werden als 0 betrachtet. Die Signifikanzen be-
ziehen sich immer auf den Unterschied zwischen der Flussrate vor und nach
der Applikation. Postischéamisch negative Werte in der Kontrollgruppe bedeuten,
dass sich in manchen Féllen der Koronarfluss nach ACh-Injektion nicht erhoht,
sondern niedriger ist als vorher.
Versuch - Nr. ACh PAP ACh PAP
23.-25. Minute | 30.-32. Minute | 60.-62. Minute | 70.-72. Minute

Kontrollgruppe

8066 1,5 4,0 -0,5 2,5

8068 2,5 4,0 0,0 3,0

8070 5,5 8,5 0,0 3,0

8074 2,0 2,5 0,5 3,0

8083 0,5 55 -2,5 4.5

8084 3,0 55 -1,0 4.5

8085 1,5 5,0 0,0 2,0

8095 2,0 3,5 0,0 2,0

8099 1,5 3,5 0,0 2,5

8102 2,0 6,0 -0,5 8,0

X*s 2,2+1,34 4,8 £1,70 -0,4 0,84 3,5+1,81

p <0,0001 p < 0,001 n.s. p < 0,001

SOD —-Gruppe

8078 4,5 4,5 2,5 3,5

8079 2,5 4,5 1,5 4,5

8082 1,0 6,0 1,0 1,5

8092 2,5 4,0 3,0 3,5

8093 2,0 1,5 2,0 3,0

8096 3,5 3,5 3,5 2,0

8097 2,5 3,5 3,0 2,5

8098 3,0 5,0 3,0 7,0

8100 4,0 5,0 1,5 3,5

8103 2,5 4,0 3,0 4,0

X*s 2,8+1,01 4,2+1,20 2,4+0,84 3,5+1,53

p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001
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45 Herzmechanik

Zur Beurteilung der Herzmechanik werden der maximale linksventrikuldare Druck
(LVDmax) sowie die maximale Druckanstiegs- (+dp/dtmax) und Druckabfallgeschwin-
digkeit (-dp/dtmax ) in der Perfusions- und Reperfusionsphase bestimmt. Durch die
Stimulation des Herzens mittels eines Herzschrittmachers wurde die Frequenz kons-

tant gehalten und kontrolliert. Das gilt nicht fir die Ischamiephase.

45.1 Maximaler linksventrikularer Druck (LVD max)

In der praischamischen Phase erhoht sich der maximale linksventrikulare Druck
(LVDmax) als Reaktion auf eine ACh-Gabe statistisch signifikant von 119 + 16,3 mmHg
auf 177 + 29,1 mmHg (Kontroll-Gruppe) beziehungsweise von 121 + 16,6 mmHg auf
195 + 28,2 mmHg (SOD-Gruppe, Tabelle 5, Abbildung 5). Nach einer spateren PAP-
Gabe erhoht er sich von 100 £ 20,6 mmHg auf 179 + 25,7 mmHg (Kontroll-Gruppe)
beziehungsweise von 109 + 15,0 mmHg auf 173 + 33,9 mmHg (SOD-Gruppe). Die
Erh6hung des LVDmax als Reaktion auf ACh und PAP ist in der Kontrollgruppe wie
auch in der SOD-Gruppe statistisch signifikant (p < 0,001).

Nach der Ischamie reagieren die Herzen auf ACh in der Kontrollgruppe ebenfalls mit
einer Druckerhohung von 85 + 1,67 mmHg auf 140 £ 16,7 mmHg und in der SOD-
Gruppe von 87 + 11,2 mmHg auf 139 + 18,1 mmHg. Die Reaktion auf PAP bleibt auch
am Ende der Ischamie erhalten. Der LVDmax erhéht sich in der Kontrollgruppe von
74 + 13,1 mmHg auf 139 + 21,5 mmHg und in der SOD-Gruppe von 81 + 9,0 mmHg
auf 143 = 15,6 mmHg.

Zwischen beiden Versuchsgruppen treten keine statistisch signifikanten Unterschiede
in den Druckveranderungen nach Gabe von ACh oder PAP auf (Tabelle 6).

Insgesamt ist im Laufe des Versuches ein allméhlicher Druckabfall des LVDmax zu
beobachten. In beiden Gruppen sind die Messwerte in der postischamischen Reperfu-
sion niedriger als in der praischamischen Phase. Auch nach der Behandlung mit SOD
kann der Abfall der Werte nicht ganz unterbunden werden.
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Tabelle 5: Maximaler linksventrikularer Druck (LVDmax, in mmHg), (X *s)
Zeitpunkt der Messung Kontrollgruppe SOD-Gruppe
(Minute) (n=10) (n=10)

23. 119 + 16,3 121 + 16,6

25. (ACh) 177 £29,1 195 £ 28,2

30. 100 + 20,6 109 + 15,0

32. (PAP) 179 + 25,7 173 £ 33,9

60. 85+ 16,7 87 +11,2

62. (ACh) 140 + 16,7 139+18,1

70. 74 +13,1 81+9,0

72. (PAP) 139+21,5 143 + 15,6

80. 65 + 18,5 67 + 10,2

Tabelle 6: LVDmax: Statistische Prufung der Unterschiede zwischen den Zeitpunkten der

Medikation in der Kontrollgruppe und der SOD-Gruppe (t-Test fir abhangige
Stichproben)
Zeitpunkt Kontrollgruppe SOD-Gruppe Differenz Kontroll-
der Messung (n=10) (n=10) /SOD-Gruppe
(Minute) p p p

23./125. (ACh) 0,0001 0,0001 n.s.
30./32. (PAP) 0,0001 0,0001 n.s.
60./62. (ACh) 0,0001 0,0001 n.s.
70./72. (PAP) 0,0001 0,0001 n.s.
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Abbildung 6:  Maximaler linksventrikularer Druck (LVDmax) in mmHg in der Kontroll- und der

SOD-Gruppe

45.2 Maximale linksventrikuldre Druckanstiegsgeschwindigkeit (+dp/dpmax)

Die maximale linksventrikuldre Druckanstiegsgeschwindigkeit auf ACh beziehungswei-
se PAP ist in der Kontrollgruppe wie auch in der SOD-Gruppe deutlich erhdht (Tabelle
7). In der Perfusionsphase erhéhen sich die maximalen Druckanstiegsgeschwindigkei-
ten nach ACh-Gabe sowohl in der Kontrollgruppe als auch in der SOD-Gruppe (Tabelle
7). Die Hohe des Anstiegs von +dp/dtmax betragt in der Kontrollgruppe durchschnittlich
172% und in der SOD-Gruppe 185% (Abbildung 7). Unter Gabe von PAP kommt es zu
einem Anstieg der +dp/dtmax von 209% (Kontrolle) beziehungsweise 200% (SOD).

Nach der Ischamie reagieren die Herzen in der Kontrollgruppe wie auch in der SOD-
Gruppe auf ACh ebenfalls mit einer Erhéhung der Druckanstiegsgeschwindigkeit auf
177% beziehungsweise 172%. Nach PAP-Injektion steigert sich die +dp/dtmax in der
Kontrollgruppe um 202%, in der SOD-Gruppe um 187%. Die Reaktion auf PAP bleibt
auch am Ende der Ischamie erhalten. Am Ende der postischamischen Erholungsphase
sind in beiden Gruppen die maximalen Druckanstiegsgeschwindigkeiten gegeniber
den Ausgangswerten vermindert (Tabelle 7).
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Tabelle 7: Maximale linksventrikulare Druckanstiegsgeschwindigkeiten (+ dp/dt max)

(mmHg/sec, X *s)

Zeitpunkt der Messung Kontrollgruppe SOD -Gruppe
(Minute)
23. 2620 + 399 2630 + 374
25. (ACh) 4500 + 485 4866 + 644
30. 2150 + 387 2310 + 281
32. (PAP) 4490 + 709 4622 £ 712
60. 1930 + 334 1938 + 244
62. (ACh) 3410 + 586 3333 £ 522
70. 1780 + 305 1900 + 189
72. (PAP) 3600 + 709 3544 + 559
80. 1530 + 416 1680 + 155
Tabelle 8: +dp/dtmax: Statistische Prifung der Unterschiede zwischen den Zeitpunkten
der Medikation in der Kontrollgruppe und der SOD-Gruppe (t-Test fur abhéngi-
ge Stichproben)
Zeitpunkt Kontrollgruppe SOD-Gruppe Differenz Kontroll-
der Messung (n=10) (n=10) /SOD-Gruppe
(Minute) p p p
23./125. (ACh) 0,0001 0,0001 n.s.
30./32. (PAP) 0,0001 0,0001 n.s.
60./62. (ACh) 0,0001 0,0001 n.s.
70./72. (PAP) 0,0001 0,0001 n.s.
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Prozentualer Anstieg der +dp/dtmax
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Abbildung 7:

geschwindigkeit +dp/dtmax.

Prozentuale Anderung der maximalen linksventrikularen Druckanstiegs-

4.5.3 Maximale linksventrikuldre Druckabfallgeschwindigkeit (-dp/dtmax)

Auch beziiglich der Druckabfallgeschwindigkeit —dp/dtmax kommt es in beiden Grup-
pen jeweils nach Gabe von ACh oder PAP sowohl in der Perfusions- als auch in der
Reperfusionsphase zu Steigerungen gegeniiber den vorhergehenden Messwerten
(Tabelle 9). Es fallt auf, dass die prozentualen Steigerungsraten der —dp/dtmax in bei-
den Gruppen kontinuierlich anwachsen (Abbildung 8).

Die Reaktion auf PAP bleibt auch hinsichtlich der Druckabfallgeschwindigkeit erhalten

(Tabelle 9).
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Tabelle 9: Maximale linksventrikulare  Druckabfallsgeschwindigkeit:(- dp/dt  max)
(mmHg/sec, X *s)
Zeitpunkt der Messung Kontrollgruppe SOD-Gruppe
(Minute)
23. 1920 + 339 1910 + 307
25. (ACh) 2160 + 481 1744 + 332
30. 1600 + 377 1650 + 272
32. (PAP) 2100 + 356 1766 + 406
60. 1450 + 366 1320 + 343
62. (ACh) 1970 + 320 1755+ 292
70. 1230 + 263 1350 + 207
72. (PAP) 1910 + 304 1900 + 173
80. 1020 + 368 1020 £+ 225
Tabelle 10: -dp/dtmax: Statistische Prufung der Unterschiede zwischen den Zeitpunkten der
Medikation in der Kontrollgruppe und der SOD-Gruppe (t-Test fur abhéangige
Stichproben)
Zeitpunkt Kontrollgruppe SOD-Gruppe Differenz Kontroll-
der Messung (n=10) (n=10) /SOD-Gruppe
(Minute) p p p
23./25. (ACh) n.s. n.s. n.s.
30./32. (PAP) n.s. n.s. n.s.
60./62. (ACh) 0,01 0,01 n.s.
70./72. (PAP) 0,0001 0,0001 n.s.
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Prozentualer Anstieg der -dp/dtmax
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Abbildung 8:  Prozentuale Anderung der maximalen linksventrikularen Druckabfall-

geschwindigkeit -dp/dtmax

4.6 Graphische Darstellung des linksventrikuldren Drucks

Abbildung 9 zeigt die Anderungen des linksventrikularen Druckes.

Die Ausschlage oberhalb der Nulllinie stehen fir +dp/dtmax und die Ausschlage unter-
halb der Nulllinie fir —dp/dtmax.

Unmittelbar vor der ACh- bzw. PAP-Injektion wird die Papierbandgeschwindigkeit von
100 mm/sec auf 250 mm/sec erhoht, um die einzelnen Kontraktionen graphisch zu er-
mitteln.

Bei einer Dosierung von 107 ACh und 10 PAP kommt es zu einer Druckerhéhung im

linken Ventrikel und gleichzeitig zu einer Veréanderung von +dp/dtmax, und —dp/dtmax.

Nach der Ischdmie liegen &hnliche Verhaltnisse vor.
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4.7 Linksventrikuldrer Stoffwechselstatus

Fir keinen der untersuchten Parameter des linksventrikularen Stoffwechselstatus er-
gaben sich statistisch signifikante Unterschiede zwischen Kontroll- und SOD-Gruppe

(Abbildung 10, Tabelle 11a + b).

Kontrollgruppe M SOD-Gruppe

Laktat |[S90s45
Glukose Ny
Glykogen *6,79 638
PKr/GKr |[S943%
GKr 12911380
FKr}lllIIIIIIIIIIII‘IIIIIIIIIIIIIII’{gf
PKr #4,95 597
ccp =013
SAN aa
AMP
ADP
ATP
: : : : |
0 2 4 6 8 10 12 14 16

umol/g FG

Abbildung 10: Parameter des linksventrikularen Stoffwechselstatus in der Kontroll- und der
SOD-Gruppe
ATP = Adenosintriphosphat, ADP = Adenosindiphosphat, AMP = Adenosinmo-
nophosphat, SAN = Summe der Adenindinukleotide, ECP = Energy Charge Po-
tential, PKr = Phosphokreatin, FKr = Freies Kreatin, GKr = Gesamtkreatin
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Tabelle 11a: Linksventrikulérer Stoffwechselstatus von Herzen der Kontroll- und SOD-
Gruppe (umol/g FG, X *s)
ATP = Adenosintriphosphat, ADP = Adenosindiphosphat, AMP = Adenosinmo-
nophosphat, SAN = Summe der Adenindinukleotide, ECP = Energy Charge Po-
tential
Vers.-Nr.: ATP ADP AMP SAN ECP
Kontrollgruppe
8066
8068 4,02 0,89 0,13 5,04 0,886
8070 3,45 0,87 0,10 4,42 0,879
8074 3,01 1,15 0,23 4,39 0,817
8083 3,37 1,12 0,10 4,59 0,856
8084 3,19 1,11 0,16 4,46 0,840
8085 3,22 1,09 0,22 4,53 0,831
8095 2,29 0,86 0,53 3,68 0,739
8099 2,78 1,00 0,40 4,18 0,785
8102 2,57 1,39 0,69 4,65 0,702
Xz*s 3,0+0,51 | 1,05+0,17 | 0,28+0,21 | 4,44+0,37 | 0,820 + 0,06
SOD-Gruppe
8078 2,85 0,84 0,10 3,82 0,864
8079 2,85 0,91 0,18 3,94 0,839
8082 3,20 1,16 0,11 4,47 0,846
8092 2,72 1,19 0,54 4,45 0,745
8093
8096 2,75 0,97 0,35 4,07 0,795
8097 2,90 1,42 0,25 4,57 0,790
8098 2,92 1,21 0,34 4,47 0,789
8100 2,05 1,08 0,47 3,60 0,719
8103 2,25 0,98 0,39 3,62 0,757
Xz*s 2,72+035 | 1,08+0,18 | 0,30+0,15 | 4,11+£0,39 | 0,790 £ 0,05
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Tabelle 11b:  Linksventrikulérer Stoffwechselstatus von Herzen der Kontroll- und SOD-
Gruppe (umol/g FG, X *s)
PKr = Phosphokreatin, FKr = Freies Kreatin, GKr = Gesamtkreatin
V,-Nr.: PKr FKr GKr PKr/GKr | Glykogen | Glukose | Laktat
Kontrollgruppe
8066
8068 8,11 6,50 14,61 0,555 10,27 5,83 0,57
8070 7,85 8,51 16,36 0,480 6,10 6,47 0,49
8074 5,72 8,68 14,40 0,397 8,85 6,01 0,43
8083 6,34 7,92 14,76 0,463 12,46 5,10 0,86
8084 4,79 7,27 12,06 0,397 12,96 5,58 0
8085 6,72 5,26 11,98 0,561 10,64 5,63 0,25
8095 5,08 9,43 14,51 0,350 431 5,95 1,43
8099 5,31 7,67 12,98 0,409 3,04 5,75 0,50
8102 3,81 9,57 13,38 0,285 6,78 4,68 0,71
X 5,97 7,87 13,89 0,450 8,38 5,67 0,58
S +1,42 +1,39 +1,42 +0,080 +3,52 +0,52 +0,40
SOD-Gruppe
8078 6,10 6,25 12,35 0,494 5,23 5,86 0
8079 4,28 7,56 11,84 0,361 4,28 5,41 0,86
8082 5,00 6,88 11,88 0,421 9,18 6,05 0,85
8092 4,95 7,99 12,94 0,383 6,26 5,79 0,16
8093
8096 5,82 8,02 13,84 0,421 10,31 5,58 0,53
8097 5,41 9,87 15,28 0,354 7,01 5,68 0,37
8098 5,04 8,64 13,68 0,368 7,37 6,02 0,62
8100 3,86 8,50 12,36 0,312 5,17 6,23 1,06
8103 4,05 7,93 11,98 0,338 6,28 6,60 0
X 4,95 7,96 12,91 0,380 6,79 5,91 0,49
S +0,77 +1,04 +1,16 +0,05 +1,95 +0,36 +0,39
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5 Diskussion

51 Methodik

Die Ratte hat sich als Versuchstier fir experimentelle Studien, insbhesondere am isolier-
ten Herzen, bewdahrt. Zudem ist sie auf Grund der Verflugbarkeit einer Vielzahl von
Vergleichsdaten sowie ihrer unproblematischen und preiswerten Haltung flr derartige
Untersuchungen bestens geeignet. Die standardisierten Zucht- und Haltungsbedingun-
gen erlauben eine Reduktion der Zahl der Versuchstiere. Trotz der Unterschiede in
einigen biologischen Parametern wie beispielsweise der Herzfrequenz oder der Korti-
koid-Produktion bestehen keine prinzipiellen Unterschiede zu anderen Saugern
(HAVENAAR et al. 1995). Unter den vorliegenden Bedingungen der Organisolierung
sind einfache und reproduzierbare Experimente maglich, um aussagekraftige Resultate

Zu erreichen.

Seit der Erstbeschreibung wurde die Langendorff-Methode bei vielen Spezies (u.a.
Hund, Katze, Kaninchen, Meerschweinchen, Ratte und Hamster) angewendet
(ALMOTREFI und BAKER 1980; JANSE und WILMS-SCHOPMAN 1982; DALY et al.
1984; HEARSE et al. 1986; ANDERSON et al. 1987; TSAO et al. 1992; MARBER et al.
1993; BELLEMIN-BAURREAU et al. 1994; TANGUAY et al. 1995). Sie gestattet, die
Tatigkeit des aus dem Korper voéllig isolierten Saugetierherzens einwandfrei zu unter-
suchen.

Die Vorteile mit kristalloiden Lésungen perfundierter, isolierter Herzpraparate sind die
geringen Kosten, die Einfachheit der Herstellung und das Fehlen von Gerinnungsprob-
lemen. Im Gegensatz zu mit Blut perfundierten Herzen entfallt die schwer durchfiihrba-
re Standardisierung der Erythrozyten-, Granulozyten- und Thrombozytenzahl (DORING
und DEHNERT 1985).

Nachteilig ist, dass das Herz von diesen notwendigen komplexen, funktionserhaltenden
Vorgangen abgeschnitten ist. Die Perfusionsldsungen enthalten meist nur Elektrolyte,
Glukose und Insulin. Somit fehlen essentielle Substrate wie Aminoséuren, Laktat, Nuk-
leotidvorstufen und Fettsauren, die eine wichtige Rolle bei den Reperfusionsschaden
spielen und an physiologischen Prozessen, wie der Regulierung des onkotischen
Drucks, des Sauerstoffpartialdrucks und der Koronardurchstromung beteiligt sind. Ne-
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ben der Verlangerung der Diffusionswege verschlechtern sich tber die Zeit in einem
solchen Modell auch die hamodynamischen Funktionen. Diese Veranderungen treten
aber sowohl bei der Kontroll- wie auch bei der Versuchsgruppe auf.

Fir die vorliegende Untersuchung wurde eine Modifikation der ursprunglich 1932 von
Krebs und Henseleit eingefihrten Bicarbonat-Puffer-Losung (KREBS und HENSELEIT
1932) verwendet. Diese LOsung, in der Gewebe fiir langere Zeit Uberleben und funkti-
onstlichtig bleiben kann, wurde durch Zugabe von Ca-EDTA verbessert. Als Komplex-
bildner mit Metallionen soll Ca-EDTA die Entstehung freier Radikale verhindern
(NEELY et al. 1967). Der Zusatz von Glukose dient einer optimierten Energiebereitstel-
lung (HEARSE und CHAIN 1972). Die Lésung wird gem&R der Erfahrungen von Ro-
binson et al. vor der Anwendung filtriert, um darin enthaltene ungeltste Verunreinigun-
gen, die die Kapillaren verstopfen kdnnten, zu entfernen (ROBINSON et al. 1983,
1984).

Nach seiner Entnahme wird das Herz durch die Art der Perfusion gewissermaf3en un-
physiologischen Bedingungen ausgesetzt: Die gesamte Versorgungslage des Herzens
ist dergestalt verdndert, dass beispielsweise mit Ausnahme von Glukose so wesentli-
che Komponenten wie Aminosauren, Nukleotidvorstufen, Fettsduren oder Laktat dem
Perfusat nicht zugefiihrt werden. Dartiber hinaus kann es bei langer Perfusionsdauer
mit kristalloiden Losungen wie z.B. der Krebs-Henseleit-Losung zur Odembildung und
folglich zu Beeinflussungen des Koronarflusses sowie der Mikrozirkulation kommen
(FUKUSE et al. 1995). Neben der Verlangerung der Diffusionswege verschlechtern
sich in einem solchen Modell Uber die Zeit auch die hamodynamischen Funktionen.
Alle diese modellabhangigen Verdnderungen des Organs mussen durch Kontrollgrup-
pen, die in Vorversuchen untersucht wurden, simuliert werden.

AuBBer der durch die Koronarien flieBenden Flissigkeit tropft vom Herzen immer eine
kleine Flussigkeitsmenge ab, die Parafluss genannt wird. Zur Entstehung des Paraflus-
ses gibt es verschiedene Mdglichkeiten.

1. Verlust durch die Thebesischen Venen: Die Thebesischen Venen (MOIR et al. 1964)
sind kleine Aste aus der A. coronaria communis sinistra, die vendses Blut in das linke
Atrium und auch in den linken Ventrikel leiten. Von dort kann die Perfusionsfliissigkeit
neben dem Ballon abflie3en. Die Menge entspricht laut Moir aber nur 2% des Flusses
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in der A. coronaria communis sinistra. Sie ist nach RUBANYI| und KOVACH zwar dem
Perfusionsdruck linear, konnte also am Ende des Versuches mit sinkenden Perfusi-
onsdruck geringer werden beziehungsweise wahrend der auf Acetylcholin oder Papa-
verin entstehenden kurzdauernden Drucksteigerung erhdht sein (RUBANYI und
KOVACH 1980). Bei unserer Versuchen zeigte sich kein Unterschied zwischen Kont-
roligruppe und SOD-Gruppe. Bei erhthter Druckentwicklung durch Acetylcholin oder
Papaverin sind die Veranderungen so gering, dass die Ergebnisse durch den Thebe-
sienfluss nicht verfalscht werden.

2. Die Aortenklappe wird durch eine zu weit vorgeschobene Aortenkanile oder den
Perfusionsdruck insuffizient. Perfusat gelangt in den linken Ventrikel, wird durch den
kontrahierenden Ventrikel am Ballon vorbei in den linken Vorhof gepresst und verlasst
den Vorhof dort, wo der Ballon eingefuhrt wurde. Dieser Nebenfluss ist als belanglos
zu betrachten, da er nicht durch das Koronargefaf3 lauft und somit nicht zum Koronar-
fluss zahlt. Die ventse Probe wird somit nicht beeintrachtigt. 3. Auch Undichtigkeiten
der Ligatur um die A. pulmonalis kénnen den Parafluss steigern. Versuche, bei denen
das Koronarfluss-Parafluss-Verhaltnis zugunsten des Koronarflusses verandert ist,
wurden von der Auswertung flr die vorliegende Untersuchung ausgeschlossen.

Der Gehalt des Myokards an labilen energiereichen Verbindungen wie ATP und PKr
verandert sich schon bei geringen Versorgungsstérungen, und darauf hin verschlech-
tert sich auch der Stoffwechselstatus deutlich. Daher muss daflir Sorge getragen wer-
den, das Herz bei der Probengewinnung zu einem definierten Zeitpunkt schlagartig
einzufrieren, um alle Stoffwechselprozesse gleichzeitig zu unterbrechen. Dies gewahr-
leistet die Gefrierstoppmethode nach WOLLENBERGER, bei der das Herz mit einer
vorgekihlten Zange rasch zu einer flachen Scheibe gequetscht wird
(WOLLENBERGER et al. 1960).

Beendet werden die Versuche vermittels der Gefrierstopmethode nach
WOLLENBERGER et al. (1960). Hierdurch wird die Kontaktflache stark vergréRert und
es tritt eine schnelle Abkihlung des Herzens beim Eintauchen in flissigen Stickstoff
ein. Wirde man das 37°C warme Herz direkt in ein Gefal3 mit flussigem Stickstoff ein-
bringen, kdme es zur Bildung einer isolierten gekuhlten Schicht um das weiterhin war-
me Innere der Probe (,Leidenfrost-Phdnomen®), die die Abklihlung des gesamten Or-
gans stark verlangsamt.
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AbschlieRend muss darauf hingewiesen werden, dass tierexperimentelle Vergleiche
mit klinischen Befunden oft die pathologischen Veranderungen der Patientenherzen
aulBer Acht lassen. Darlber hinaus gilt es ferner neben pathophysiologischen auch
spezies-physiologische Aspekte zu berlcksichtigen, z. B. die extrem hohe koronare
Flussrate bei Rattenherzen. Daher ist eine kritische Betrachtungsweise dieser Modelle
nétig und eine uneingeschrankte Ubertragung der Erkenntnisse in die klinische Praxis

nicht moglich.

Bei gebotener Vorsicht ist jedoch die Untersuchung an Kleintierherzen ein bewahrtes
Objekt fur Screening-Untersuchungen von Fragestellungen zur Myokardprotektion, wie
z. B. die an Rattenherzen entwickelte St. Thomas Hospital-Lésung, die von Hearse et
al. in Versuchen am isolierten Rattenherzen entwickelt wurde (HEARSE et al. 1974)

und breiten Eingang in die Herzchirurgie gefunden hat.

5.2 Myokardiale Wirkungen von Acetylcholin und Papaverin am

praischamischen Herzen

Koronardilatatorisch wirkende Substanzen kénnen in zwei Gruppen eingeteilt werden,
die endothelabhéngigen (Acetylcholin, ADP, Serotonin) und die auf die Gefalimuskula-
tur wirkenden und endothelunabhangigen (Adenosin, NaNO,, Papaverin, Nitroglycerin)
Vasodilatatoren (FORTH et al. 2001). In der vorliegenden Untersuchung wurden Papa-
verin und Acetylcholin verwendet, um die Ursache einer beobachteten Koronarfluss-
steigerung entweder als endothel-abhangig oder —unabhangig differenzieren zu kon-
nen. Papaverin bewirkt durch die Hemmung der cAMP-spaltenden Phosphodiesterase
eine Erhoéhung des intrazellularen Gehalts an cAMP (zyklisches Adenosin-
Monophosphat). Dadurch wird die glatte Gefal3muskulatur ebenso wie bei erhfhtem
intrazellularen Gehalt an cGMP (zyklisches Guanosinmonophosphat) relaxiert und es
kommt zur GefalRdilatation. Da eine rezeptorunabhadngige direkte Relaxation der glat-
ten Muskulatur auftritt, wird es als muskulotropes Spasmolytikum auch im Bereich der
Darm-, Bronchial-, Gallenwegs-, Harnwegs- und Uterus-Muskulatur eingesetzt. Die
wichtigsten Nebenwirkungen sind Arrhythmien und Blutdruckabfall (WILSON und
WHITE 1986; ZIJLSTRA et al. 1988).
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Furchgott und Zawadzki wiesen 1980 erstmalig nach, dass die relaxierende Wirkung
von Acetylcholin an isolierten aortalen Gefafl3streifen des Kaninchens von der Anwe-
senheit eines intakten Endothels abhangt. Sie postulierten einen endothelialen relaxie-
renden Faktor (EDRF) genannt (FURCHGOTT und ZAWADZKI 1980). Nach Entfer-
nung des Endothels (mechanisch oder enzymatisch) wirkte Acetylcholin nicht mehr
relaxierend. Die Freisetzung von EDRF aus dem Endothel war kalziumabhéangig und
konnte durch die Gabe des Kalziumionophors sehr effizient stimuliert werden.

Acetylcholin ist ein endothelabhéngiger Vasodilatator. In den Endothelzellen entsteht
der zundchst EDRF genannte Faktor, welcher spater als NO identifiziert worden ist
(IGNARRO et al. 1987; PALMER et al. 1987). Das in den Zellen normalerweise vor-
handene Guanosintriphosphat (GTP) wird durch die NO-abhangige Guanylatzyklase
zum muskelrelaxierenden zyklischen Guanosin-Monophosphat (cGMP) umgewandelt
(BEAVO und BRUTON 2002; PILZ und CASTEEL 2003).

Es existieren mehrere Theorien daruber, wie das cGMP seine gefalRerweiternde Wir-
kung austibt. Entweder besteht eine Verminderung des intrazellularen Ca**-Einstroms
in die Zelle oder ein vermehrter Verlust aus der Zelle. Ein vermehrter Verlust kénnte
durch die Aktivierung einer Proteinkinase bewerkstelligt werden, die den Ca™-
Ausstrom Uber Ca™-ATPase stimuliert. Eine weitere mogliche Wirkungsweise ist die
Aktivierung einer Proteinkinase, die die Phosphorylierung und Dephosporylierung von
Myosinketten beeinflusst (IGNARRO et al. 1987).

Acetylcholin zeigt an menschlichen Koronararterien mindestens drei Wirkkomponen-
ten. Es kann zu einer ausgepragten direkten Vasokonstriktion der glatten Muskulatur,
daneben aber auch zu einer (geringen) Freisetzung von EDRF und Prostazyklin flh-
ren. Der zu beobachtende Summeneffekt ist meist eine Vasokonstriktion, seltener sieht
man eine geringe Dilatation durch Uberwiegen der relaxierenden Mechanismen (KELM
et al. 1991). In vivo werden die Versuchsbedingungen noch dadurch kompliziert, dass
intrakoronar appliziertes Acetylcholin bei Anwesenheit eines normalen Endothels im-
mer zu einer Dilatation der koronaren Widerstandsgefal3e fuhrt und so den Koronar-
fluss erhoht. Dies fuhrt zu einer zusétzlichen flussabhangigen, endothelvermittelten
Dilatation an den epikardialen KoronargefdRen. Bei Patienten mit angiographisch
unauffalligen HerzkranzgefalRen bewirkt die intrakoronare Applikation von Acetylcholin
dann eine Vasodilatation der epikardialen GeféalRe, dagegen wird bei Patienten mit ei-
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ner koronaren Herzkrankheit haufig eine (paradoxe) Vasokonstriktion beobachtet, was
auf eine Abschwachung des fluss- und rezeptorvermittelten endothelialen Relaxati-
onsmechanismus  bei  bestehender  Endotheldysfunktion  schlieBen  lasst
(FORSTERMANN 1991).

In der vorliegenden Untersuchung zeigten alle isoliert perfundierten Rattenherzen so-
wohl auf Acetylcholin- als auch auf Papaverin-Applikation eine reversible Steigerung
des Koronarflusses. Dies deutet darauf hin, dass die Erhaltung der myokardialen Funk-
tion durch die vorgenommenen operativen Prozeduren einschlie3lich der Exkorporation
gewahrleistet war. Bereits in zahlreichen Studien hat sich die hier angewendete Me-
thode der Anwendung der Langendorff-Apparatur zur Imitierung physiologischer Vor-
gange bei exkorpiertem Herzen unter Ausschaltung des lbrigen Organismus bewahrt
(ALMOTREFI und BAKER 1980; JANSE und WILMS-SCHOPMAN 1982; DALY et al.
1984; HEARSE et al. 1986; ANDERSON et al. 1987; TSAO et al. 1992; MARBER et al.
1993; BELLEMIN-BAURREAU et al. 1994; TANGUAY et al. 1995). .

53 Auswirkungen von Acetylcholin und Papaverin wahrend der Reperfusion

bei Herzen mit und ohne Superoxiddismutase-Behandlung

In der vorliegenden Untersuchung reagierten die Rattenherzen im Anschluss an eine
20mindtige Ischamie in der beginnenden Reperfusion mit Krebs-Henseleit-Losung in
Abhangigkeit von einer zusétzlichen Superoxiddismutase-Applikation nicht mehr
gleichférmig auf die Gabe von Acetylcholin und Papaverin. Die mit Superoxiddismutase
behandelten Herzen (SOD-Gruppe) zeigten — wie vor der Ischamie — eine statistisch
signifikante Steigerung des Koronarflusses, die bei der Kontrollgruppe, die kein SOD
erhalten hatte, ausblieb. In beiden Gruppen verlief die postischamische Reaktion auf
Papaverin gleichartig zu der praischamischen. Diese Ergebnisse belegen einerseits,
dass im Rahmen der Ischdmie eine Schadigung des Endothels stattgefunden hat, da
der endothelabhangige Vasodilatator Acetylcholin in der Kontrollgruppe keine Wirk-
samkeit entfalten konnte, wie das Ausbleiben der Koronarflusssteigerung zeigt. Die
nach wie vor vorhandene Reagibilitat auf Papaverin deutet darauf hin, dass es nicht
um eine unspezifische Empfindlichkeitsverminderung handelt.
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In Untersuchungen an Hunden mit Hilfe des ,,Open-Heart“-Modells stellten Mehta und
Mitarbeiter fest, dass nach einstiindiger Ischdmie und Reperfusion die Reaktion auf
Acetylcholin — gemessen am Koronarfluss — herabgesetzt ist. Als Ursache hierflr se-
hen sie eine Neutrophilen-Akkumulierung an, die den Koronarfluss behindert, zumal
dieser auch durch Kalziumblockade nicht geférdert werden konnte (MEHTA et al.
1989a; MEHTA et al. 1989b).

Die zellularen Reaktionen auf eine myokardiale Ischamie und Reperfusion beinhalten
umfangreiche Veranderungen, die folgendermafRen zusammengefasst werden kénnen
(HEARSE et al. 1978; TAEGTMEYER 1994; LOFFLER und PETRIDIS 2003): Erho-
hung der Calciumkonzentration im Zytosol, Entkopplung und Hemmung des Elektro-
nentransports, Verringerung der mitochondrialen ATPase-Aktivitat, Verlust der antioxi-
dativen Abwehr, Verlust von mitochondrialen und zytosolischen Enzymen, Verlust von
Glykogen und essentiellen Stoffwechselmetaboliten des Zitronensaurezyklus, intrazel-
lulare Anhaufung freier Fettsauren. Die Folgen dieser zellularen Veranderungen fir die
Myokardfunktion wurden in zahlreichen experimentellen Studien nachgewiesen: ver-
minderte Pumpfunktion (HAIDER 1975; LIEDTKE et al. 1978), Arrhythmien (KURIEN et
al. 1971), AV-Block (OPIE 1972), Kammerflimmern (OLIVER 1972), verminderte Herz-
leistung (HENDERSON et al. 1980), verminderter Koronarfluss (SEVEREID et al.
1969; ROGERS et al. 1977; MANTLE et al. 1981) bis hin zum Herzstillstand (HOAK et
al. 1964).

Es mehren sich die Anzeichen dafir, dass die oben beschriebene Kaskade der Endo-
thelschadigung mit ihren Folgen durch ein UbermaR an freien Radikalen ausgelost
wird. Marczin und Mitarbeiter vertreten die Auffassung, dass Ischamie und Reperfusion
durch einen signifikanten oxidativen Stress und typische Veranderungen der oxidativen
Schutzfunktionen charakterisiert sind (MARCZIN et al. 2003).

Wahrend zunéachst die Myokardzelle selbst als Entstehungsort freier Radikale angese-
hen wurde (BURTON et al. 1984; ROSEN und FREEMAN 1984; RUBANYI 1988), geht
man heute eher vom Kapillarendothel als Ursprungsort aus (ARROYO et al. 1990;
BABBS et al. 1992; ZWEIER et al. 1994). Im Herzen wird durch ischdmische Zustande
eine Adenosintriphosphat-(ATP)-Dephosphorylierung verursacht, wobei Adenosindi-
phosphat (ADP), Adenosinmonophosphat (AMP) und Adenosin entstehen. Das Adeno-
sin diffundiert aus der Zelle, im Interstitium entsteht aus ihm Hypoxanthin und Xanthin.
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Im Endothel der Kapillaren ist das Enzym Xanthin-Dehydrogenase vorhanden
(INAUEN et al. 1989; WARD 1991; KUROSE und GRANGER 1994). Unter ischami-
schen Umstédnden ist der Kalzium-Influx erhdht. Dadurch wird ein proteolytisches En-
zym aktiviert und die Xanthin-Dehydrogenase einer proteolytischen Spaltung unterwor-
fen. Es entsteht die Xanthin-Oxidase. Xanthin-Oxidase katalysiert die irreversible Um-
wandlung von Xanthin zu Harnsaure. Der Elektronen-Akzeptor flr diese Reaktion ist
Sauerstoff, wobei das Radikal Superoxid gebildet wird. Die Umwandlung des Enzyms
Xanthin-Dehydrogenase in Xanthin-Oxidase kann auch an isolierten Organen als Pro-
duktionsquelle von freien Sauerstoff-Radikalen dienen (SCHULZ et al. 2004).

Verschiedene Studien deuten darauf hin, dass Superoxide die Hauptverursacher in der
Folge Ischamie-/Reperfusion-bedingter Schaden sind (BECKMAN et al. 1990;
FREEMAN et al. 1995; YOSHIDA et al. 2000). Daher gilt der Superoxiddismutase als
antioxidativem Enzym mit hohen Reaktionsraten bei der Superoxideliminierung beson-
deres wissenschatftliches Interesse.

Antioxidative Substanzen ko&nnen in zwei Kategorien eingeteilt werden: nicht-
enzymatische Radikalfanger (,Scavenger”) und antioxidative Enzyme. Wahrend es sich
bei den nicht-enzymatischen Radikalfangern, wie beispielsweise Vitamin E, um kleine
Molekule handelt, die rasch von den freien Radikalen verbraucht werden, werden die
Enzyme nicht konsumiert und besitzen eine hohe Affinitdt und Reaktionsrate mit ROS
(MUZYKANTOV 2001).

Das Enzym Superoxiddismutase kommt bei Saugetieren und beim Menschen in drei
Isoformen vor (FRIDOVICH 1995): Die Cu-Zn-Superoxiddismutase wird konstitutiv ex-
primiert und kommt im Zytosol vor, die Mn-Superoxiddismutase herrscht in Mitochond-
rien vor und die extrazellulare Superoxiddismutase ist auf der Oberflache der Plasma-
membran lokalisiert (KARLSSON und MARKLUND 1988). Alle drei Formen konvertie-
ren das Superoxid-Anion in H,O,, welches seinerseits durch das Enzym Katalase zu
Wasser und Sauerstoff abgebaut wird (FRIDOVICH 1978, 1995).

Versuche mit SOD-defizienten Mausen zeigten, dass diese Tiere gegenlber einer
Ischamie/Reperfusion besonders empfindlich sind (YOSHIDA et al. 2000; ASIMAKIS et
al. 2002).
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In der vorliegenden Untersuchung blieb in der Reperfusionsphase in der Gruppe von
Herzen, denen Superoxiddismutase appliziert wurde, die vasodilatatorische Wirkung
von Acetylcholin erhalten, die in der Kontrollgruppe ohne SOD ausblieb. Dies zeigt,
dass unter den hier gewdhlten Versuchsbedingungen die Superoxiddismutase-
Applikation wirksam vor ischdmie-/reperfusionsbedingten Endothelschaden schitzen

konnte.

Im Hinblick auf die Fahigkeit der Superoxiddismutase, effektiv freie Radikale zu binden
und hierdurch einen Ischamie-/Reperfusionsschaden zu mindern, wurden zahlreiche
tierexperimentelle in vivo-Studien durchgefuhrt. Auch in vivo reduziert eine Superoxid-
dismutase-Applikation wirksam die negativen Auswirkungen von Infarkten: beim Hund
(JOLLY et al. 1984; WERNS et al. 1985; AMBROSIO et al. 1986), beim Schwein (DAS
et al. 1986; OTANI et al. 1986), beim Kaninchen (GRILL et al. 1992) und bei der Ratte
(PETTY et al. 1994). Weitere Forschungen verliefen allerdings widersprichlich. OMAR
et al. fanden heraus, dass bei hohen Superoxiddismutase-Dosen die Wirksamkeit der
Kardioprotektion abnimmt (OMAR et al. 1990). Die Arbeitsgruppe KLONER stellte kei-
ne Wirksamkeit bei der Behandlung von Reperfusionsschaden im in vivo-Hundemodell
fest (KLONER 1993). Gleiches gilt fur ein in vivo-Pavianmodell, bei dem Superoxid-
dismutase nach dem Beginn der Ischame und vor dem Einsetzen der Reperfusion ver-
abreicht wurde (WATANABE et al. 1993). In einer multizentrischen, randomisierten,
placebokontrollierten Studie wurde geprift, ob ein Reperfusionsschaden verhindert
werden kann, wenn Patienten vor einer perkutanen transluminalen Koronarangioplastik
intravends Superoxiddismutase verabreicht wird. Hier fand sich bei Patienten die mit
humaner rekombinanter Superoxiddismutase behandelt wurden, keine Verbesserung
der linksventrikularen Funktionen im Vergleich zu nicht behandelten Patienten
(FLAHERTY et al. 1994).

Widersprichliche Ergebnisse experimenteller Studien beziiglich einer Schutzfunktion
von antioxidativen Substanzen zur Behandlung der myocardialen Ischamie und Reper-
fusion kdnnen verschiedene Ursachen haben, die meist in unterschiedlichen Ver-
suchsbedingungen zu sehen sind: Versuchstierspezies, Ausmald des kollateralen Blut-
flusses, Dauer der Ischamie, Zeitpunkt der Substanzverabreichung, Methode der Subs-
tanzfreisetzung und verschiedene Endpunkte der Kardioprotektion. Aul3erdem ist es
schwierig, sicherzustellen, dass die verabreichten Préaparate nur ein bestimmtes anti-
oxidatives System beeinflussen, zumal es sehr wahrscheinlich ist, dass antioxidative
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Regulierungen zeitlich gestaffelt ablaufen (HARAMAKI et al. 1998; KANG 1999;
MARCZIN et al. 2003).

Basierend auf der unbestreitbaren Tatsache, dass Superoxiddismutase im Versuchs-
tiermodell vielfach — wie auch in der vorliegenden Untersuchung — ihre Eignung zur
Behandlung von Reperfusionsschaden gezeigt hat, erscheinen weitergehende Studien
erforderlich und sinnvoll. Diese sollten unter konsistenten Versuchsbedingungen
durchgefiihrt werden, die sich eng an der klinischen Situation des beabsichtigten Be-
handlungsziel orientieren.

54 Herzmechanik

Es ist ein Anliegen einer Vielzahl von Studien Uber myokardiale Ischamie und post-
ischamische Erholung, die myokardiale Herzfunktion und Uberlebensfahigkeit nach
einer ischamischen Belastung zu verbessern (KRAUSE et al. 1986; FLAMENG 1995;
MENASCHE 1997; MCFALLS et al. 2003; CARREIRA et al. 2005). Im Rahmen derar-
tiger Untersuchungen reicht es nicht aus, ausschliellich biochemische Parameter, als
Ausdruck des metabolischen Zustandes des Myokards, zur Beurteilung der Qualitat
der Myokardprotektion und des AusmalRies der Erholung heranzuziehen. Insbesondere
mit Blick auf die Kklinische Praxis ist es notwendig, herzmechanische Parameter mit
einzubeziehen, um die Effektivitdt der Myokardprotektion und therapeutischer Mal3-
nahmen zu Uberprifen. Die Bertcksichtigung dieser herzmechanischen Parameter ist
auch insofern von Bedeutung, als nach Ansicht vieler Autoren der metabolische Status
der Zelle beziehungsweise des Organs nicht unbedingt Aussagen Uber die Funktions-
fahigkeit zulasst (KLEIN et al. 1986; ROSENKRANZ et al. 1986; ISSELHARD 1988;
SCHULTHEISS 1992).

Eine Mdoglichkeit zur Beurteilung der Herzfunktion im Langendorff-Modell stellt die iso-
volumetrische Messung des maximalen linksventrikuldren systolischen Druckes (LVD)
sowie der linksventrikularen Parameter Druckanstieg- und Druckabfallgeschwindigkeit
(+dp/dtmax, -dp/dtmax) dar (JACOB und WEIGAND 1966). Der Vorteil der Bestim-
mung dieser Parameter in einem ex vivo-Modell liegt darin, dass verschiedene extra-
kardiale Faktoren, die die Beurteilung des kontraktilen Zustands des Myokards in vivo
beeinflussen, nicht vorhanden sind. So kann die Herzfunktion Gber die erste Ableitung
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der Zeit (+dp/dt und -dp/dt) durch Festsetzung der Herzfrequenz und den ,pre- und
afterload" bestimmt werden (RUTISHAUSER und KRAYENBUHL 1968; WEISFELDT
et al. 1974).

Die Anwendbarkeit von LVD sowie der Druckanstiegs- und Druckabfallgeschwindigkei-
ten zur Beurteilung von Veranderungen der Kontraktilitat ist nach Aussage einiger Au-
toren an bestimmten Bedingungen geknipft (REEVES und HEFNER 1962; MASON
1969; MORGENSTERN et al. 1970; MORGENSTERN et al. 1972; STRAUER 1973;
BORCHARD et al. 1980; DORING und DEHNERT 1985):

- Das Maximum von dp/dt muss vor der Offnung der Aortenklappe erreicht
sein, um den Einfluss der Nachbelastung (,after-load") konstant zu halten.

- Die Herzfrequenz muss konstant sein.

- Der enddiastolische Druck und der koronare Perfusionsdruck missen kons-
tant sein, damit dp/dtmax auf eine definierte Ausgangslage bezogen werden
kann.

In der vorliegenden Untersuchung deutet die Tatsache, dass der maximale linksventri-
kulare Druck und die maximale linksventrikulare Druckanstiegs- und Druckabfallge-
schwindigkeit nach der Ischamie (abgesehen von einer allmahlichen Verlangsamung)
erhalten bleiben, die Koronarflusserhéhung auf Acetylcholin aber ausbleibt, darauf hin,
dass das Endothel empfindlicher reagiert als das Myokard. Dies bedeutet, dass die
Untersuchung des Koronarflusses einen aussagekraftigeren Parameter im Hinblick auf
die Feststellung von Endothelschaden darstellt als die Ermittlung der linksventrikularen
Herzmechanikparameter.
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55 Stoffwechselparameter

Im Rahmen der hier durchgefiihrten Untersuchungen am isoliert perfundierten Ratten-
herzen zeigten sich keine Unterschiede zwischen den beiden Versuchsgruppen SOD
und Kontrolle bezuglich zahlreicher erhobener Stoffwechselparameter. Diese Faktoren
wurden aufgrund der Annahme bestimmt, dass sich ein ischdmiebedingtes Energiede-
fizit durch Anderungen der Laborparameter belegen lasst.

Bezogen auf den Metabolismus des Herzmuskels aufert sich das ischamische Ener-
giedefizit nach einem kurzen Intervall ungestérter Funktion zuerst im Abbau des Phos-
phokreatins mit Funktionseinbuf3en bei zun&chst unveréndertem Adeninnukleotidge-
halt. Bei Fortbestehen der ischamischen Bedingungen wird das ATP-Reservoir verklei-
nert, wobei in Abhéngigkeit von den Bedingungen die Gewebegehalte an ADP und
AMP ansteigen konnen und der Gesamtadeninnukleotidgehalt (SAN) unverandert
bleibt. Spater sinkt der SAN durch den Abbau von Nukleotiden zu Nukleosiden
(ISSELHARD 1960; ISSELHARD et al. 1964; ISSELHARD 1965). Daher kdénnen die
Metabolite des Adenylsaure-Kreatinphosphat-Systems als Marker fiir den Energiesta-
tus des Herzens verwendet werden (ISSELHARD und MERGUET 1962; ISSELHARD
et al. 1964; ISSELHARD 1965; BRETSCHNEIDER et al. 1975). Einen weiteren Para-
meter zur Beurteilung des myokardialen Energiestatus soll das ,energy charge potenti-
al (ECP)" darstellen (ATKINSON 1968), in welches auf3er dem SAN die aktuellen ATP-
und ATP-Konzentrationen einflielBen. Denn laut NAGEL sind die alleinigen Gewebs-
konzentrationen des ATP und des Phosphokreatin nur von eingeschrankter Aussage-
kraft (NAGEL 1970). Es sei wichtig, den Umsatz und den Transport von den Mito-
chondrien zu den energieverbrauchenden Strukturen, wie beispielsweise den Myofibril-
len, zu bericksichtigen. Trotzdem nehmen einige Autoren Alterationen der Gewebs-
spiegel energiereicher Phosphate als Mafstab fur die Erholungsfahigkeit des Myo-
kards nach Wiedereinsetzen der Energieversorgung (KUBLER und SPIECKERMANN
1970; HEARSE und CHAIN 1972; HEARSE et al. 1978).

Leider spiegelten die in der vorliegenden Untersuchung erhobenen Befunde die erwar-
teten Anderungen insbesondere im Stoffwechsel der energiereichen Phosphate nicht
wider. Dieses Ergebnis deckt sich mit der Ansicht vieler Autoren, dass der metaboli-
sche Status der Zelle, beziehungsweise des Organs, nicht unbedingt Aussagen Uber
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die Funktionsfahigkeit zulasst (KLEIN et al. 1986; ROSENKRANZ et al. 1986;
ISSELHARD 1988; SCHULTHEISS 1992). Im Umkehrschluss bedeutet dies, dass
auch bei anderweitig nachgewiesenen ischamischen Schaden nicht zwingend Abwei-
chungen der Stoffwechselparameter nachweisbar sein miissen.
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5.6

Schlussfolgerungen

Anhand der Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung koénnen folgende Schlisse

gezogen werden:

1.

Die endotheliale Auskleidung des Herzens zeigt nach einer zwanzigminitigen
Ischamie einen deutlichen Funktionsabfall.

Das Endothel reagiert im Vergleich zum Myokard sensibler auf eine Ischamie.
Acetylcholin wirkt als Vasodilatator an Langendorff-Herzen.
Papaverin wirkt als Vasodilatator auf die Muskulatur der Herzgefal3e.

Unter der Behandlung mit Superoxiddismutase kann der Funktionsabfall des
Endothels stark eingeschrankt werden.

In beiden Versuchsgruppen wurde kein messbarer Unterschied bezlglich der

Stoffwechselparameter nachgewiesen.

Es besteht kein zwingender Zusammenhang zwischen dem Stoffwechselstatus
des Myokards und der herzmechanischen Funktion.

Fir die klinische Praxis der Herzchirurgie ergibt sich daraus keine Notwendig-
keit, zur Beurteilung von myokardprotektiven Malinahmen oder dem Ausmalf}
der postischamischen Erholung, sowohl quantitative Bestimmungen von Meta-
boliten, als auch herzmechanische Parameter, wie zum Beispiel den linksvent-
rikularen Druck, heranzuziehen.

Unter der Einschrankung, dass die vorliegenden Resultate am tierexperimentel-
len Modell gewonnen wurden, ergibt sich die Empfehlung, dass in der Herzchi-
rurgie nach induziertem Herzstillstand eine kontinuierliche Behandlung mit Su-
peroxiddismutase sinnvoll sein kann, um eine bessere und schnellere metaboli-
sche und funktionelle Erholung zu erreichen.
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6 Zusammenfassung

In Versuchen an isolierten Rattenherzen wurde den Fragen nachgegangen, ob nach
einer kurzzeitigen Ischamie Endothelschaden nachweisbar sind und ob diese durch die
Gabe von Superoxiddismutase verringert werden konnen.

Die Herzen von 20 méannlichen Wistarratten (250-280 g Korpergewicht) wurden in Nar-
kose exkorporiert und in eine madifizierte Langendorff-Apparatur tUberfiihrt. Die Herzen
wurden zunéchst 35 min bei 37°C mit Krebs-Henseleit-Losung perfundiert, anschlie-
Bend fur 20 min bei 37°C einer kompletten globalen Ischamie ausgesetzt und schlief3-
lich fur 25 min bei 37°C reperfundiert. Die Perfusions- und Reperfusiondriicke betrugen
jeweils 75 mmHg. Zur Prufung der Endothelfunktion wurden der endothelunspezifische
Vasodilatator Papaverin (PAP) und der endothelspezifische Vasodilatator Acetylcholin
(ACh) eingesetzt.

Die Halfte der Herzen erhielt ab Beginn der Reperfusion insgesamt 2 ml bovine Supe-
roxiddismutase (SOD-Gruppe), die tbrigen zehn Herzen blieben unbehandelt (Kontroll-
Gruppe). Neben dem Koronarfluss und Messgrofien der Herzmechanik (maximaler
linksventrikularer Druck LVDmax, maximale Druckanstiegs- und Druckabfallgeschwin-
digkeit +dp/dtmax und —dp/dtmax) wurden Parameter des ventrikularen Stoffwechsels
und hieraus errechnete GroRRen bestimmt (ATP, ADP, AMP, Phosphokreatin, freies
Kreatin, Glycogen, Laktat, Summe der Adeninnukleotide, Gesamtkreatin, Quotient
Phosphokreatin/Gesamtkreatin, Energy Charge Potential).

Beide Versuchsgruppen reagierten praischamisch auf die Gabe der Vasodilatatoren
Acetylcholin und Papaverin mit einem statistisch signifikanten Anstieg des Koronarflus-
ses. Postischamisch reagierten nur die mit Superoxiddismutase behandelten Herzen
wahrend der Reperfusion auf Acetylcholin mit einer Steigerung des Koronarflusses,
wahrend die Kontrollgruppe (ohne SOD) keine Reaktion auf eine erneute Acetylcholin-
gabe zeigte. Auf Papaverin reagierten beide Gruppen ahnlich wie vor der Ischamie. Die
Befunde deuten auch darauf hin, dass die mechanische Tatigkeit des Endothels durch

eine Ischamie von 20minutiger Dauer deutlich negativ beeinflusst wird.

Bezlglich der Herzmechanik zeigten sich in beiden Versuchsgruppen sowohl post- als
auch praischdmisch statistisch signifikante Anstiege der Parameter LVDmax und +/-
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dp/dtmax als Reaktion auf die Gabe von Acetylcholin und Papaverin, die durch die

SOD-Applikation nicht unterbunden werden konnten.

Die Tatsache, dass der maximale linksventrikulare Druck und die maximale linksventri-
kulare Druckanstiegs- und Druckabfallgeschwindigkeit nach der Ischamie erhalten
bleiben, die Koronarflusserhéhung auf Acetylcholin aber fehlt, deutet darauf hin, dass

das Endothel empfindlicher reagiert als das Myokard.

In beiden Versuchsgruppen zeigten sich keine Unterschiede beztiglich der erhobenen
Stoffwechselparameter.
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7 Summary

Kellerwessel, Elisabeth (2008): Endothelial and Myocardial Function in Isolated
Rat Hearts after Short-time Ischemia, Influenced by Superoxide Dismutase.

By means of trials with isolated rat hearts we examined if an endothelium damage is
detectable after short-time ischemia and if it can be reduced by an superoxide dismu-
tase application.

The hearts of 20 male Wistar rats (body weight: 250-280 g) were excorpated under
anesthesia and transferred into a modified Langendorff apparatus. At first, the hearts
were perfused with Krebs-Henseleit solution for 35 min at 37°C, then exposed to a
complete global ischemia for 25 min at 37°C and finally reperfused for 20 min at 37°.
The perfusion/reperfusion pressure was 75 mm Hg. For examining the endothelial
function we chose the endothelium-unspecific vasodilatator papaverine (PAP) and the
endothelium-specific vasodilatator acetylcholine (ACh).

At the beginning of reperfusion half of the hearts got a total of 2 ml bovine superoxide
dismutase (SOD group), the remaining ten hearts remained untreated (control group).
Beside coronary flow and indicators of heart mechanics (maximal left ventricular pres-
sure LVDmax, maximal positive/negative pressure development +/-dp/dtmax) we
measured parameters of ventricular metabolism and resulting factors (ATP, ADP, AMP,
phosphocreatine, free creatine, glycogen, lactate, sum of adenonucleotids, total crea-
tine, phosphocreatine/total creatine ratio, energy charge potential).

Before ischemia both groups responded to the application of the vasodilatators acetyl-
choline and papaverine by a statistically significant increase of coronary flow. After
ischemia, during reperfusion, the hearts treated with superoxide dismutase, but not the
control group, reacted to acetylcholine by an increasing coronary flow. To papaverine
both groups responded similar as before ischemia. This results show that the mechani-
cal endothelial function is strongly affected adversely by an ischemia lasting for 20 min.
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Concerning heart mechanics, both groups showed a statistically significant increase of
LVDmax and +/-dp/dtmax as response to acetylcholine and papaverine which could not
be inhibited by superoxide dismutase application.

The fact that LVDmax and +/-dp/dtmax remain stable after ischemia while there is no
increase in coronary flow, implies that the endothelium reacts more sensitive than the
myocardium.

The measured metabolic parameters did not differ in both groups.
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9 Verzeichnis der Abklrzungen

ACh Acetylcholin

ADP Adenosindiphosphat

AMP Adenosinmonophophat

ATP Adenosintriphophat

CaCyp, Calcium-Chlorid

Ca-EDTA Calcium-Ethylendiaminotetraazetat
CcAMP cyclisches Adenosin-Monophosphat
CGMP Cyclisches Guanosin-Monophospat
+dp/dtmax Druckanstiegs-Geschwindigkeit
-dp/dtmax Druckabfall-Geschwindigkeit
ECP energy charge potential

EDRF Endothel Derived Relaxing Factor
EDTA Ethylendiaminotetraazetat

FG Feuchtgewicht

FKr Freies Kreatin

GKr Gesamtkreatin

H,O, Hydrogenperoxyd

KCI Kalium-Chlorid

KH Krebs-Henseleit

KH,PO, Kaliumhydrogenphosphat

LVD linksventrikuléare Druck

MgCl, Magnesium-Chlorid

MgSO, Magnesiun-Sulfat

NacCl Natrium-Chlorid

NaHCO; Natriumhydrogencarbonat

NO Stickstoffmonoxid

OH Hydroxyl-Radikal

'0, Singulett-Sauerstoff

PAF Platelet Activating Factor

PAP Papaverin

PDGF Platelet Derived Growth Factor
PGl, Prostacyclin
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PKr Phosphokreatin

S Standardabweichung, standard deviation

SAN Summe der Adeninnukleotide

SEM Mittlere Fehler des Mittelwertes, standard error of means
SOD Superoxid—-Dismutase

TG Trockengewicht

VG Ventrikelgewicht

X Mittelwert
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