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1 Einleitung

Die Knappheit von Spenderorganen ist eines der zentralen Probleme der
Transplantationsmedizin. Das Ungleichgewicht zwischen der Anzahl von Spendern
und mdoglichen Empfangern steigt standig. Im Durchschnitt sterben taglich drei
Menschen weil fir sie nicht rechtzeitig ein Spenderorgan zur Verfligung steht
(Deutsches Arzteblatt 2008). In Deutschland wachst die Warteliste der Menschen,
die ein neues Herz bendtigen jahrlich um etwa 900; es stehen allerdings nur circa
400 bis 500 Spenderherzen jedes Jahr zur Verfugung. Im Jahr 2006 wurden in
Deutschland 412 Herzen transplantiert (Deutsche Stiftung Organtransplantation).
Nach Angaben von Eurotransplant, einer niederlandischen Vermittlungsstelle von
Spenderorganen, wurden im Jahr 2007 366 Herzen in Deutschland transplantiert, bei
einer Warteliste von 774 Patienten. Zur Aufrechterhaltung, bzw. zur Steigerung der
Transplantationsrate ware eine Optimierung der Organprotektion hilfreich, mit der der
Spenderpool vergréf3ert werden kénnte.

Eine gute Mdglichkeit zur Erweiterung moglicher Spender ware die Verwendung von
Organen, so genannten non-heart-beating-donors (NHBD), =zu Deutsch:
»Organspender ohne schlagende Herzen" (Fischer et al. 2003).

Dies sind stark vorgeschadigte Organe, von Spendern mit Kreislaufstillstand, deren
Herz also nicht mehr schlagt. Der Gebrauch von NHBD-Organen kénnte die Zahl
der mdglichen Spender erheblich vergréo3ern. Es gibt heute allerdings nur wenige
Lander, in denen der Gebrauch solcher Organe mdglich ist. In Deutschland dirfen
Organe von NHBD zurzeit nicht verwendet werden, im Gegensatz z.B. zu der
Schweiz, den Niederlanden, GroRbritannien, Spanien und den USA. Dort wurden
erfolgreich Nieren solcher ,herztoter* Spender transplantiert. Nach dem deutschen
Transplantationsgesetz durfen Organe erst entnommen werden, wenn der Verlust
jeglicher Hirnstammtatigkeit zweifelsfrei festgestellt und dokumentiert wurde. Eine
Organentnahme  ohne  vorherige  Hirntod-Diagnose ist gemall dem
Transplantationsgesetz nur dann zulassig, wenn der endgultige, nicht behebbare
Stillstand von Herz und Kreislauf eingetreten ist, und seit dem mehr als drei Stunden
vergangen sind. In der Praxis hat dies zur Folge, dass ,Herztote* fur die Spende
innerer Organe nicht genutzt werden kdnnen, da es technisch nicht méglich ist, die
Organe langer als drei Stunden transplantabel zu erhalten. Bei Transplantationen

hirntoter Spender wird der Herzstillstand durch die Gabe kardioplegischer Losungen
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indiziert und das Organ unmittelbar danach entnommen. Fir die Funktionsaufnahme
des Spenderorgans nach der Transplantation sind die Ladnge der normothermen

Ischamie, die Konservierungstechnik und die Konservierungslésung entscheidend.

Bei der Herztransplantation muss dem Erhalt der Koronargefal3e besondere
Aufmerksamkeit gewidmet werden. Eine mdglichst geringe Beeintrachtigung ist
essentiell fur die funktionelle Wiederherstellung der gesamten Herzmuskulatur. Die
Koronararterien kdnnen aber nur mit intaktem Endothel zuverlassig die Durchblutung
gewahrleisten. Das Endothel wurde seit seiner Entdeckung bis Anfang der 80er
Jahre als passive Barriere zwischen Blut und Gewebe betrachtet, welche als
einlagige Zellschicht die Innenflache der Blutgefal3e auskleidet und ohne besondere
Funktion ist. Heute weil3 man, dass dem Endothel eine Reihe extrem wichtiger
Funktionen obliegen, wie die Regulation des lokalen Gefal3tonus, die Hemmung der
Thrombozytenaggregation sowie der Thrombozyten- bzw. Leukozytenadhasion an
die Iluminale GefalRoberflache, die Beeinflussung akuter und chronischer
Entzindungsreaktionen, die Regulation plasmatischer Fibrinolysefaktoren sowie die
Hemmung des Wachstums glatter GefaBmuskelzellen (Busse und Fleming 1995). Es
stellt ein eigenstandiges, stark differenziertes und metabolisch hochaktives Organ
dar. Das Endothel setzt kontrolliert Autakoide frei, eine Gruppe chemisch
heterogener kurzlebiger, vasoaktiver Substanzen mit parakriner Wirkung. Besonders
wichtig ist die Balance zwischen vasodilatierenden und vasokonstriktorischen
Einflissen. Eine Verschiebung dieses Gleichgewichtes wirde die Gefal3e fir
Atherosklerose, Thrombosen, Leukozytenadh&dsion und entzindliche Prozesse
anfallig machen. Eine physiologische Endothelfunktion ist somit die Voraussetzung
einer normalen Organfunktion. Die Restitution der Endothelfunktion ist daher von
besonderer Bedeutung bei der Konservierung von Herzen, die fir eine
Transplantation vorgesehen sind.

Das Endothel moduliert den Gefaldtonus der Koronararterien also durch die
Freisetzung verschiedener endothelabhangiger Substanzen, die entweder eine
Dilatation oder aber eine Kontraktion herbeifiihren (Lischer et al. 1990). Kardiale
Ischamie schadigt vorwiegend die Myozyten, das Endothel wird aber in nahezu
gleicher Weise geschéadigt (Seccombe & Schaff 1995). Betrachtet man als wichtigste
Rolle des Endothels die Regulation des Gefal3tonus, so steigern gravierende

Schaden daran das Risiko von Gefal3spasmen, Thrombose und Atherosklerose.
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Weitere physiologische Funktionen des Endothels sind die Regulation des
Wachstums der glatten Muskelzellen in der GefaBwand und der Interaktion mit
Thrombozyten und Leukozyten. Eine Dysfunktion des koronaren Endothels tragt also
entscheidend mit zur Pathogenese kardiovaskularer Erkrankungen bei.

Das Endothel produziert verschiedene Substanzen, die bei entsprechenden Stimuli
produziert bzw. freigesetzt werden. In der Hauptsache unterscheiden sich Dilatatoren
und Konstriktoren, allerdings beruht die Regulation des Tonus auf einer
ausgeglichenen Produktion beider.

Hauptverantwortlich flr vasodilatatorische Reaktionen sind drei verschiedene
Mediatoren: Stickstoffmonoxid (NO), Prostazyklin (PGI2) und endothelium-derived-
hyperpolarization-factor (EDHF).

1.1 NO (Stickstoffmonoxid)

NO ist ein potenter, endogener Vasodilatator, der von den Endothelzellen produziert
und freigesetzt wird. 1980 von R. Furchtgott als EDRF (endothelium-derived-
relaxing-factor) entdeckt, wurde diese Substanz dann allerdings als NO identifiziert
(Palmer et al. 1987). Es gehort zu den nitrosen Gasen und wird in der Zelle aus der
Aminosaure L-Arginin gebildet. Eine NO-Synthetase (NOS) katalysiert enzymatisch
aus dem Arginin die Bildung von Citrullin unter der Abspaltung von NO. Man
unterteilt die NO-Synthetase in drei Isoenzyme:

die nNOS, die in Nervengewebe zu finden ist

die induzierbare INOS, die nur vorubergehend gebildet wird, z.B. bei

Entztindungsprozessen.

die endotheliale eNOS, die vorwiegend in den Endothelzellen vorhanden ist

Die eNOS wird durch Calcium aktiviert und reguliert somit die endotheliale NO-
Bildung.

NO ist eine sehr labile Verbindung mit einer Halbwertzeit von nur wenigen Sekunden.
Dies erschwerte zuné&chst auch seine Entdeckung. Es ist lipophil und kann sehr leicht
aus der Endothelzelle hinaus und in die Zielzelle hinein diffundieren. Seine Wirkung
in der glatten Muskelzelle wird Uber cGMP als second-messenger induziert. Die

zytosolische Form der Guanylatcyclase wird durch NO aktiviert und bildet vermehrt
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cGMP. Der dadurch ausgeléste Ca-Ausstrom lost an der glatten Muskulatur eine
Erschlaffung aus. Es kommt zur GefaRRdilatation (Ignarro et al.1999).

Ausgelost wird die Produktion von NO in den Endothelzellen durch verschiedene
Stimulatoren.

Zum einen wirken hier die Scherkrafte des Blutes; durch die mechanische
Auslenkung von Makromolekiilen kommt es zu einer Offnung von Ca-Kanalen und
somit zu einer Aktivierung der eNOS. So kann der Tonus der Gefal3e angepasst
werden.

Rezeptorvermittelte NO-Freisetzung erfolgt durch verschiedene Autakoide (LiUscher
et al. 1990), wie zum Beispiel Acetylcholin, Bradykinin oder Substanz P, und durch
Thrombozytenstoffe wie Serotonin, Thrombin, ADP und ATP. Nach Bindung dieser
Signalstoffe stimulieren diese Rezeptoren durch einen Anstieg der zytosolischen Ca-

Konzentration die Bildung von NO.

1.2 PGI2 (Prostazyklin)

Das PGI2 stellt einen Agonisten zu NO dar und wirkt synergistisch. Es wird ebenfalls
von den Endothelzellen synthetisiert und freigesetzt. Das Enzym Cyclooxygenase
bildet aus der Arachidonsaure verschiedene Prostaglandine, wie das PGI2. Neben
seiner dilatierenden Funktion wirkt es hemmend auf die Thrombozytenaggregation
und als Thromboxanantagonist.

Neben physikalischen Einflissen wie den Scherkraften des Blutes oder hypoxischen
Zustanden erfolgt eine Stimulation, ebenfalls wie bei NO, durch Stoffe wie
Acetylcholin, Bradykinin oder ATP. In der glatten Muskelzelle wirkt PGI2 Uber den
second-messenger CAMP.

Der Beitrag des Prostazyklin zur Gefaldmodulation ist im Vergleich zu NO jedoch
sehr viel geringer, es unterstitzt bzw. vergroRert dessen Wirkung (Luscher et al.
1990).



1.3 EDHF (endothelium-derived-hyperpolarization-factor)

Unabhangig von NO und PGI2 wurde noch ein weiterer Faktor fir eine
endothelabhangige Dilatation gefunden. Diese Substanz — moglicherweise sind es
auch mehrere Substanzen, deren genaue chemische Struktur noch unklar ist - fuhrt
zu einer Hyperpolarisation des Gefaliendothels und der darunter liegenden glatten
Gefalmuskulatur, und verursacht somit eine Vasodilatation. Der Beitrag der EDHF-
regulierten Wirkung nimmt mit abnehmender Gefal3grof3e zu (Busse et al. 2002).
Durch eine Zunahme der intrazellularen Ca-Konzentration werden K-Kanéle geoffnet,
die eine Hyperpolarisation der Endothelzellen auslosen. Diese Hyperpolarisation
kann sich Uber myoendotheliale Gap-Junctions zu den benachbarten glatten
Muskelzellen ausbreiten. An den Muskelzellen selbst werden K-Kanéle aktiviert und
die Na-K-ATPase.

Funktionell stellt EDHF ein ,back-up“-System bei Ausfall von NO und PGI2 dar, das

heil3t es steht auch bei endothelialer Dysfunktion zur Verfigung.

1.4 Vasokonstriktoren

Zu den wichtigsten Vasokonstriktoren zahlt das Peptid Endothelin. Im Organismus
kommt es in mindestens drei Isoformen vor, fur die kontraktile Wirkung ist jedoch das
Endothelin-1 verantwortlich. Es wird von den Endothelzellen gebildet und bei
verschiedenen Stimuli ausgeschittet. Dazu z&hlen Hypoxie, mechanische
Scherkrafte sowie z.B. Thrombin, Angiotensin Il und Noradrenalin. An der glatten
Muskelzelle bindet Endothelin-1 an spezifische Membranrezeptoren und induziert
dort den Anstieg von intrazellularem Calcium und somit eine andauernde
Kontraktion. Endothelin-1 ist ein sehr potenter Vasokonstriktor, es wirkt bis zu
100mal starker als z.B. Angiotensin Il. Bei Endothellasionen bzw. —defekten kdnnen
Agonisten wie Thrombin oder Angiotensin Il Uber den Endothelinrezeptor eine
Freisetzung von Endothelin bewirken, oder aber sofort an den Rezeptoren der
glatten Muskelzellen binden und eine Kontraktion herbeifiihren. Die Wirkung des

Endothelin-1 wird auf diese Weise unterstitzt.



1.5 Konservierung

Einen grolRen Einfluss auf den Erhalt der Koronargefal3e hat auch die Wahl der
Konservierungslosung; denn wahrend der Dauer der Aufbewahrung ist das
GefalRendothel der Konservierungslésung direkt ausgesetzt. Die HTK-Losung
(Histidin-Tryptophan-Ketoglutarat) nach Bretschneider ist die in Deutschland
Uberwiegend zur Organkonservierung eingesetzte Losung. Die  HTK-
Konservierungslosung ahnelt in ihrer ionalen Zusammensetzung den intrazellularen
Verhdltnissen und wird deshalb auch als protektive Konservierungsldsung vom
Jntrazellularen Typ* bezeichnet. Mit einem Natriumgehalt von 15 mmol/l und einem
Kaliumgehalt von 10 mmol/l hat sie den Vorteil, dass sie ein unter Hypothermie und
Ischamie entstehendes Odem vermeidet. Unter physiologischen Bedingungen sind
im Intrazellularraum eine hohe Kaliumkonzentration und eine geringe
Natriumkonzentration vorhanden. Im Extrazellularraum verhalt es sich umgekehrt.
Diese ungleiche lonenverteilung wird durch lonenpumpen aufrechterhalten. Diese
lonenpumpen sind energieabhangig, d.h. ATP wird von den Mitochondrien zur
Verfiugung gestellt und durch die ATPase nutzbar gemacht. Kommt diese
lonenpumpe nun durch einen hypothermisch und ischamisch bedingten
Energiemangel zum Erliegen, entsteht ein lonenkonzentrationsgefalle. Natrium- und
Chloridionen stromen ins Zellinnere ebenso wie Wasser, welches den osmotischen
Gesetzen folgend ebenfalls ins Zytosol stromt. Es kommt zur Odembildung. Durch
die  Ahnlichkeit der ionalen Zusammensetzung  von intrazellularen
Konservierungslosungen und dem Zytosol wird dieses Problem vermieden.

Eine Modifikation dieser als Kardioplegielésung und fir Kurzzeitkonservierung
bewahrten HTK-L6sung hat in Versuchen besonders gunstige Effekte gezeigt. Durch
die Zugabe von Hyaluronidase und Calcium konnte die zeitlich begrenzte Dauer der
Konservierung deutlich ausgedehnt werden. Fischer et al. zeigten in ihrer Studie,
dass durch diese Modifikation der Gewebewasseranteil reduziert werden konnte und
eine verbesserte Funktionsrestitution der Koronargeféal3e erreicht werden konnte. Die
hinzugegebene Hyaluronidase spaltet die intrazellulare Hyaluronsaure, welche durch
ihre hohe Wasserbindungsfahigkeit Verursacher von interstitiellen Odemen ist.

Die Erhohung des Calciumgehaltes um zusatzlich 50 mmol/l dient der Vermeidung
des ,Calciumparadox”. Durch die Perfusion mit calciumarmer L6ésung kommt es zu

einer Calciumverarmung in der Zelle, so dass das Sarkolemm zerstort wird. Wird nun
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mit einer calciumhaltigen Ldsung reperfundiert, kommt es zu einem erhdhten
Einstrom von Calciumionen und folglich zu einer Kontraktur. Die so entstandene
Schadigung wird als ,Calciumparadox® bezeichnet (Zimmermann und Huilsmann
1966).

Eine ebenfalls vielfach verwendete Konservierungslosung ist die University of
Wisconsin-Ldsung (UW). Die Komponenten ihrer Zusammensetzung unterscheiden
sich erheblich von den vorangegangenen LOosungen. Kalium ist hier in sehr hohen
Konzentrationen vorhanden. Es ist ein starker Vasokonstriktor und wirkt
depolarisierend auf die Zellmembran. Versuche mit UW-LOsung zeigten, dass die
Lagerung in dieser Konservierungslosung durchaus die endothelabhangige
Relaxation beeintrachtigt oder sogar endotheliale Dysfunktionen auslésen kann (He
& Yang 1997). Die Hyperkalidmie der UW-L6sung beeinflusst die EDHF-vermittelte
Hyperpolarisation erstens durch eine verlangerte Membranhyperpolarisation der
glatten Muskelzellen und zweitens durch eine Hemmung der Calcium-abhéngigen

Kalium-Kanale.

1.6 COP

Zur optimalen Wiederherstellung des Gefalendothels nach Ischdmie werden
verschiedene Konservierungsmaoglichkeiten diskutiert. Eine dieser Mdglichkeiten ist
die COP (coronary oxygen persufflation). Hierbei handelt es sich um eine
Sauerstoffpersufflation wahrend der gesamten Konservierungsdauer, die sich sofort
an die normotherme Ischdmiephase anschliet. Der Hauptgrund fur die
Beeintrachtigungen der Organe ist der Mangel an Sauerstoff im Gewebe. Eine
Sauerstoffzufihrung wahrend der bei den meisten Organtransplantationen fir den
Transport und die Empfangervorbereitung notwendigen Konservierungsphase ware
also bedeutsam. Ein Vorteil der koronaren Sauerstoffpersufflation ist, dass sie sehr
einffach und zudem auch sehr kostenginstig gegenitber der alternativen
Oxygenierungsmethode mit einer Dauerperfusion unter Verwendung oxygenierter
Ldsungen ist. Experimente, die eine Lagerung mit COP testeten, haben eine gute
funktionelle und metabolische Wiederherstellung der Organe gezeigt (Fischer et al.
2003). An Lebern und Nieren mit ischamischer Vorschadigung wurden mit gutem
Erfolg retrograde Sauerstoffpersufflationen durchgefihrt. Es konnte gezeigt werden,

dass dadurch die Zellschaden reduziert wurden (Yotsumoto et al. 2003).
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Die koronare Sauerstoffpersufflation wird orthograd durchgefihrt, so dass der
Sauerstoff alle Regionen gut erreichen kann. Eines der denkbaren Risiken dieser
Methode ist die potentielle Schadigung der Endothelzellen. Zwar wirkt sich die
Oxygenierung grundséatzlich positiv auf den Zellmetabolismus aus, es bleibt
allerdings die mogliche Gefahr der Schadigung der Zellen durch den direkten Kontakt
zum Gas.

Versuche an isolierten Schweinekoronarien und Kaninchenherzen haben allerdings
gezeigt, dass bei einer 18-stiindigen Lagerung in modifizierter HTK-L6sung bei
gleichzeitiger COP eine optimale Wiederherstellung des Endothels erreicht werden
konnte. Diese Versuche wurden mit ganzen Schweineherzen erweitert, um die
Effektivitat der COP zu testen. Nach normothermer Ischamie von 16 Minuten wurden
die besten Ergebnisse mit Herzen erreicht, die vor der orthotopen Transplantation in
mHTK mit COP konserviert wurden. An diesen Herzen wurden keine funktionellen
Schaden am Endothel festgestellt, ebenso wenig wie myokardiale Odeme (Fischer et
al. 2003).

Diese Technik wurde dann experimentell auf Herzen von NHBD ubertragen, in der
Hoffnung, dass COP den vorhandenen Ca-Uberschuss nach normothermer Ischamie
modifiziert und die Tendenz zur Kontraktur wahrend der Reoxygenierung senkt. In
der Klinik wurde die COP am Herzen noch nicht eingesetzt, jedoch testeten Rolles et
al. 1989 die retrograde Sauerstoffpersufflation der Niere in einer klinischen Studie
erfolgreich in einer grof3en Zahl von Nierentransplantationen.

Die koronare Sauerstoffpersufflation besitzt somit alle Eigenschaften einer

kostengunstigen und effektiven Konservierungsmethode bei hypothermer Lagerung.

1.7 Reperfusion

Bei jeder Organtransplantation kommt es naturlich zu einem Anschluss an den
Blutkreislauf, d.h. zu einer Reperfusion mit Blut. Auch bei experimentellen
Herzkonservierungen sollte deshalb unbedingt eine Reperfusion angeschlossen
werden. Bei Reperfusionsbeginn werden Blutzellen ins ischdmische Gewebe
transportiert und es kommt zur Wiederaufnahme der Gewebe versorgenden
Transportfunktionen wie Nahrstoff- und Sauerstofftransport, Schadstoffabtransport
und endokriner Signalvermittlung. Blut als Reperfusionsldsung hat den Vorteil, dass

es physiologisch ist, d.h. den GefalRen des Transplantats nicht fremd. Durch den
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Hamoglobingehalt ist es ein guter Sauerstofftrager und kann so fir eine
ausreichende Oxygenierung des Gewebes sorgen.

1997 setzten von Bayer et al. statt der bisher Ublichen kristalloiden Lésungen
korperwarmes Vollblut zur Perfusion ein. Dieser Einsatz von Blut reduzierte die
Odematisierung des Gewebes erheblich und es wurden somit langere
Perfusionszeiten ermoéglicht. Podesser et al. verglichen 1999 Iisolierte
Kaninchenherzen, die einer fiunfminitigen Ischdmie ausgesetzt waren und
anschlieBend 45 Minuten reperfundiert wurden. Eine Gruppe wurde mit normaler
Krebs-Henseleit-Losung reperfundiert, die andere mit Erythrozyten angereicherter
KH-L6sung. Alle hamodynamischen und biochemischen Parameter zeigten bei der
angereicherten  KH-L6sung signifikant bessere Werte und auch der
Gewebewasseranteil war deutlich geringer.

Dennoch hat die Reperfusion nicht nur positive Aspekte. Sie sollte in Hinblick auf den
Erhalt der Koronarendothelien genauer betrachtet werden. Braunwald und Kloner
bezeichneten die Reperfusion 1985 als ,zweischneidiges Schwert‘. Der Nutzen
friher Reperfusion nach akuter myokardialer Ischamie ist unbestreitbar, allerdings
wird dabei auch das Endothel geschadigt und es kann zu Funktionseinbul3en
kommen. Far derartige Schadigungen wurde die Bezeichnung
.Reperfusionsschaden” geprégt. Ischdmie und nachfolgende Reperfusion fuhrt zu
Odemen in den Endothelzellen und im Interstitium, und zu Obstruktionen der
Kapillaren mit Neutrophilen Granulozyten. Diese regionalen Defekte fihren zum so
genannten ,no reflow phenomenon“ (Seccombe & Schaff 1995). Es beschreibt die
reduzierte myokardiale Durchblutung nachdem ein kurzzeitiger Verschluss des
Gefalles wieder gelost wurde. Nach Ischamie und Reperfusion kommt es zu
Abnormitaten des Koronarflusses und das Risiko von Gefaldspasmen und
Thrombosen steigt. Reperfundierte Geféal3e behalten je nach Ischdmiedauer ihre
normale Funktion der glatten GefaBmuskulatur, sie bif3en jedoch viel ihrer Kapazitat
der endothelialen Relaxation ein. Versuche deuten darauf hin, dass Ischdmie und
Reperfusion selektiv eine Komponente im Rezeptor/G-Protein-Komplex schadigen
und somit eine Aktivierung von NO vermindert.

Andere Untersuchungen an Schweineherzen zeigten, dass durch Ischamie und
Konservierungsdauer vorgeschadigte Koronargefdlie nach Reperfusion noch
grolBere Endothelschédden aufwiesen (Seccombe & Schaff 1995). Die Reperfusion

ischamischer Gefal3e aktiviert Leukozytenadhasionsmolekile und vasokonstriktive
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Substanzen, die das Endothel zusatzlich schadigen. Neutrophile Adhasion ist ein
Hauptgrund fur die Endothelbeeintrachtigung wéahrend der Reperfusion.

Es ist mdglich, die Reperfusion zunachst mit kristalloiden Losungen durchzufihren.
Hierbei gelangen keine unkontrollierten Substanzen in das Gefal3lumen, welche die
Autoregulation beeinflussen kénnten. Dennoch bleibt in der Klinik keine Wahl, als
das transplantierte Organ zu reperfundieren und Uber kurz oder lang dem

korpereigenen Kreislauf zuganglich zu machen.

Um die Funktionsfahigkeit von Herzen nach Transplantationen zu optimieren, muss
der genaue Einfluss von normothermer Ischdmiephase, Konservierungsdauer,
Konservierungsart und Reperfusion untersucht werden.

Dabei gilt es, auch eine gute Funktions- und Stoffwechselerholung der Koronarien
bei erhaltener Endothelfunktion zu erreichen, und die Grenzen fir die IschAmiedauer

und die jeweiligen Konservierungsmaoglichkeiten zu ermitteln.

1.8 Ziel dieser Versuchsreihe

Ziel dieser Versuchsreihe war es, die Auswirkungen der Blutreperfusion auf die
endothelabhangige Relaxation von Koronarien zu untersuchen, welche einer
normothermen Ischamie ausgesetzt waren, um die Organprotektion im Rahmen der
Herzkonservierung bzw. —transplantation nach normothermer Ischamie und
Konservierung zu optimieren.

Wir entschieden uns fir die Spezies Schwein, da sowohl die HerzgréRe und
Herzfunktion als auch die Koronarversorgung dem Menschen vergleichbar sind und

somit Prognosen zur Anwendung beim Menschen zulassen.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchsmaterial

Die verwendeten KoronargefafRe wurden freundlicherweise vom Schlachthof Koln
(Fa. FYK GmbH) zur Verfigung gestellt. Sie stammen von frisch geschlachteten
Schlachtschweinen, Deutsche Landrasse-Hybride, mit einem Gewicht von
durchschnittlich 100 kg. Die Tiere waren zum Schlachtzeitpunkt im Mittel 6 Monate
alt. Die Schweineherzen wurden am Schlachtband bei der Ausweidung entnommen
und vom Geschlinge abgesetzt. An den einzelnen Herzen erfolgte von der Aorta aus
das Freipraparieren der Arteria coronaria dextra in einem Gewebebett von ca. 2 cm
Durchmesser. Fur die Ischamiezeit erfolgte die Lagerung bei 38°C. Nach Ablauf der
vorgesehenen Ischamie wurde samtliches Restgewebe, unter Vermeidung jeglicher
mechanischer Beeintrachtigung des GefalRendothels, stumpf entfernt. Von den
Arterien wurden, wie flr den Versuch bendtigt, 5 mm lange Ringe geschnitten. Der

Rest der Gefal3e wurde dann in die jeweilige Konservierungslésung verbracht.

2.2 Gruppeneinteilung

Fur den Versuch wurden verschiedene Gruppen erstellt, hinsichtlich Ischamiezeit
und Art der Konservierung. Die verschiedenen Ischamiezeiten betrugen 60, 120
oder 180 Minuten bei einer Temperatur von 38°C. Nach abgelaufener Ischamiezeit
wurde fur Versuchstag 1 von jedem Geféal3 ein Ring geschnitten und ins Organbad
verbracht

(s. Abb.2), um als erste Kontrolle die Funktion des jeweiligen Gefal3es zu testen. Die
verbleibenden Koronarien wurden dann in die jeweilige Konservierungslosung
verbracht und fur 24 Stunden bei 0-1°C gelagert. Hierzu wurde das Lagerungsgefal
in einen Behdalter mit einem Eis-Wasser Gemisch gestellt und im Kuhlschrank
aufbewabhrt.

Am zweiten Versuchstag wurden von den gleichen, jetzt konservierten Gefal3en

wieder Ringe geschnitten und in das Organbad verbracht.
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Bei den verwendeten Konservierungslésungen handelt es sich um

Histidin-Tryptophan-Ketoglutarat-L6sung (HTK)
(Custodiol® ; Dr. F. Kbhler Chemie GmbH, Alsbach-H&ahnlein, Deutschland)

University of Wisconsin-Losung (UW) (Viaspan®; Bristol-Myers Squibb GmbH,
Munchen)

modifizierte HTK-L6sung mit Hyaluronidase (MHTK)

Tabellel: Einteilung der Koronarringe

nach

Versuchstag Normotherme 24h Blutreperfusion
Ischéamiezeit in | Konservierung
Minuten bei 0-1°C

1 60,120, 180 keine keine

1 180 keine 1h

2 60, 120, 180 HTK 1h

2 60, 120, 180 Uw 1h

2 60, 120, 180 mHTK + COP 1h

12
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Tabelle 2: Zusammensetzung der Konservierungslésungen (mmol/l)

HTK MHTK uw

Na* 15 15 30
K* 10 10 125
ca™ 0,015 0,015 -
Mg™™ 4 4 5
Cr 50 50 -
SO,~ - - 5
Phosphat - - 25
Glutatarat 1 1 -
Histidin 198 198 -
Lactobionséure - - 100
Tryptophan 2 2 -
Mannit 30 30 -
Raffinose - - 30
Adenosin - - 5
Allopurinol - - 1
Glutathion - - 3
Hydroxyethylstarke - - 50 g/l
BDM 30 mmol/l

zusatzlich frisch vor

Gebrauch hinzu gegeben:

Hyaluronidase, 40 mg/l
CacCl, 50 pumol/l

Zusatzlich wurde eine Gruppe von KoronargefaRen wahrend der 24-stiindigen
Konservierung in mHTK-L6sung mit Sauerstoff (Carbogen fur medizinische Zwecke,
5 Vol.% CO; in Oy, Linde Gas Therapeutics GmbH & CoKG, Unterschlei3heim),
persuffliert (COP, coronary oxygen persufflation). Die Persufflation erfolgte

anterograd und der Gasfluss betrug im Mittel 4 ml/min. Die Lagerung der Arterien
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erfolgte hier bei einer Temperatur von 1°C (Kuhlgerat Messgeratewerk Lauda Dr. R.
Wobsea KG, Lauda-Kénigshofen/Typ RM 3 S, Lauda mgw RM3).

Die Funktion aller Koronarien wurde also zun&chst an Versuchstag 1 unmittelbar
nach der abgelaufenen Ischdmiezeit getestet. In der Gruppe der GefalRe mit
180minttiger normothermer Ischamie wurden sieben Ringe einer einstindigen
Blutreperfusion unterzogen. An Versuchstag 2 wurden die Ringe nach 24-stindiger

Konservierung und einer einstiindigen Blutreperfusion getestet.

2.3 Blutreperfusion

Die Blutreperfusion erfolgte bei allen GefaBen mit frischem, oxygeniertem
Schweineblut bei 38°C. Das Schweineblut wurde den Schlachttieren beim

Entblutungsvorgang durch das Hohlmesser enthommen und in Glasflaschen

95 % 02
+5% CO2

Warmepumpe

Perfusionspumpe

‘ 38°C

Magnetrihrer

g Blutfluss

Abbildung 1: Blutreperfusion
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aufgefangen. Zum Schutz vor Gerinnung wurde es mit Liqguemin® heparinisiert
(Liguemin® N 25.000, Roche, Hoffmannn-La Roche AG, Grenzach), (1ml/l Blut).

Die KoronargefaRe wurden mit ihrem herznahen Ende Uber eine Kunststoffkanuile
(Medtronic, INC, Minneapolis; 30005; Spitzendurchmesser 2 mm) gestulpt und mit
einem Seidenfaden daran befestigt.

Das Ende der Koronarien wurde mit einem kleinen Katheterstiick versehen, welches
als Ausflussverengung mit einem Seidenfaden im Lumen des Gefalles befestigt
wurde. Das Lumen des Katheters betrug 1 mm im Durchmesser.

Die Reperfusion erfolgte nun (ber eine Dreiwegehahnbank (Discofix® Braun,
Meisungen) durch die GefaRkantlen mit einer Perfusionspumpe (Masterflex easy-
load model 7518-60 Microprocessor pump drive Cole-Parmer Instrument Company
Chicago, lllinois 60648) unter einem Druck von 20 mmHg mit einem Flow von 7
ml/Minute. Wahrend der Reperfusion wurde das Blut in einem doppelwandigen
Glasgefal3, dessen Wand von warmem Wasser durchstromt wurde, von einer
Warmepumpe konstant auf einer Temperatur von 38 °C gehalten. Die Zufiihrung von
Sauerstoff erfolgte mit einem Katheterschlauch (Vygon GmbH & Co0.KG, Aachen)
und sorgte flr die Oxygenierung des Blutes. Damit sich keine festen Blutbestandteile
am Boden absetzen konnten wurde das Blut mit einem Magnetrihrgerat (Heidolph
Typ MR 82) permanent leicht umgerihrt (s. Abb.1).

Zur Vorbereitung fur die Blutreperfusion und die Persufflation mussten die
abgehenden GefaRe an den Koronararterien mit Nahtmaterial (Ethicon Prolene
0,4 metric, 8-0) ligiert werden, um einen Druckverlust ausschliel3en zu kénnen. Der
pH-Wert des Blutes, sowie der O, und CO,-Gehalt wurden an jedem Versuchstag
mehrfach mit einem Blutgasanalysegerat (ABL 510 / EML 105, Fa. Radiometer,
Kopenhagen) Uberpruft.

2.4 Versuchsaufbau

Fur die Messung der Koronarfunktion wurden die Gefaldringe in ein oxygeniertes
Organbad in eine spezielle Apparatur verbracht (siehe Abb. 2). Hier konnten die

Kontraktions- und Dilatationsbewegungen der Ringe, die durch Applikation
verschiedener Substanzen in das Organbad hervorgerufen wurden, genau verfolgt
und aufgezeichnet werden. Die Kontraktionen und Relaxationen wurden mit einem

balkenférmigen Wegaufnehmer (Lever Transducer B 40 Type 373; Hugo Sachs
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Elektronik, March Deutschland) tber einen Verstarker (Transducer-Amplifier Module
Type 705/1; Hugo Sachs Elektronik, March Deutschland) auf einen
Kompensationsschreiber (Kipp & Zonen, BD 9 two channel, Vertriebs GmbH,
Kronberg) Ubertragen, der den GefalRdurchmesser aufzeichnete.

Die Koronarringe wurden zwischen zwei triangelformige GefaRhalter aus Stahldraht
unter einer Dehnbelastung von 2 g in dem Organbad eingespannt. Das Organbad
enthielt 10 ml Krebs-Henseleit-L6sung, welche mit Carbogen (fir medizinischen
Zwecke, 5 Vol.% CO; in O,; Linde Gas Therapeutics GmbH+Co0.KG) begast wurde.
Eine Warmepumpe (Typ ST-26/11; Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach) hielt die
Temperatur konstant auf 38°C. Die Krebs-Henseleit-Lésung wurde bei jedem
Versuch auf einen pH-Wert von 7,4 eingestellt. Nach Kolb (1988) betragt der Ph-
Wert des Blutes bei allen Hausséugetieren 7,35 — 7,45. Der Sauerstoffgehalt wurde
auf mindestens 600 mmHg pO., eingestellt und auf die Zusammensetzung seiner
Elektrolyte (vgl. Tab.3) mit den Analysegeraten Acid-Base-Laborator und Electrolyt-
Metabolit-Laboratory (ABL 510 / EML 105, Fa. Radiometer, Kopenhagen) tberpruft.

Lever-Transducer

[ 1
95% 0> 29-
+ 5% (':’02 Gewicht
Schreiber
" -
Verstarker
Warme-

pumpe Krebs-Henseleit-

38°C | L&sung
Klemnbad

Abbildung 2: Versuchsaufbau zur Messung der Koronargefél3e (aus Steinhoff 2004)
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Tabelle 3: Zusammensetzung der Krebs-Henseleit-Losung

Substanz Krebs-Henseleit-Lésung (mmol/l)
Na® 143,10
K* 5,90
ca® 1,60
Mg** 1,20
cr 126,00
HCO3 25,00
HPO4 1,20
S04~ 1,20
Glucose 5,10

2.5 Funktionsmessunqg der Koronarien

Die Messung der Funktionalitat des koronaren Endothels basiert auf einer
chemischen Stimulation, die endothelabhangige bzw. —unabhangige Kontraktionen
oder Dilatationen hervorruft.

Nach dem Einspannen der Koronarringe in diese Apparatur musste zunachst die,
infolge der Dehnbelastung von 2 g eintretende Dilatation der Ringe abgewartet
werden, da diese durch die mechanischen Berihrungen beim Einspannen spontan
kontrahierten. Nachdem ein gleich bleibender Dilatationszustand eingetreten war,
wurde mit der Zugabe von Kaliumchlorid das maximale, endothelunabhangige
Kontraktionsvermégen der glatten Muskelzellen der Koronarien getestet. Nach
Erreichen eines stabilen Kontraktionszustandes erfolgte ein dreimaliges Auswaschen
des Organbades mit warmer, oxygenierter Krebs-Henseleit-Lésung, um das
zugegebene Pharmakon restlos zu entfernen. Das Erreichen des stabilen
Gleichgewichtszustands und das Auswaschen mussten bei jedem Durchgang, bzw.

bei jeder Zugabe der verschiedenen Pharmaka erfolgen.

17




In der Folge wurden dann verschiedene Pharmaka in unterschiedlichen
Konzentrationen getestet. Grundsatzlich wurde in jeder Testung Indomethacin (10
pmol/l, 1-7378, Sigma-Alderich Chemie GmbH, Steinheim) gegeben, um den
Cyclooxygenaseweg zu hemmen. Dann erfolgte der nachste Durchgang mit
Prostaglandin F 2apna (PGF2q, Dinolytic®, Fa. Pharmacia & Upjohn GmbH, Erlangen,
Deutschland), um einen kontrahierten Zustand zu erreichen. Mit PGF,, konnte in
den meisten Versuchen eine Kontraktion der Ringe provoziert werden. War dies nicht
maoglich, so erfolgte die Zugabe U46619-Losung (125 nmol/l, Fa. Sigma-Alderich
GmbH, Steinheim, Deutschland), einem Thromboxanmimetikum.

Nachdem die Kontraktion ihren héchsten Punkt erreicht hatte und ein gleich
bleibendes Plateau darstellte, wurde Substanz P (10 pmol/l, Fluka Chemie AG,
Buchs Schweiz) hinzugegeben, um eine endothelabhédngige Dilatation
herbeizufiihren. Substanz P induziert eine Dilatation durch NO- Produktion und durch
Hyperpolarisation (EDHF). Im folgenden Durchgang wurde nach der Kontraktion
durch PGF,, eine Verdunnungsreihe von Bradykinin (B-3259, Sigma-Alderich
Chemie GmbH, Steinheim) zugegeben, zuné&chst in vier, dann in sechs Schritten;
und im nachsten Durchgang Serotonin in vier Verdunnungsstufen. Zur
vollkommenen Hemmung der NO-Synthese wurde im nachsten Durchgang N-Nitro-I-
Arginin  (L-NNA) vor der PGF,,-Gabe hinzugegeben. Um den Versuch
abzuschlie3en, wurden SNP (Sodium-Nitroprussid) und das Zellgift Papaverin (P-
3510, Sigma-Alderich Chemie GmbH, Steinheim) verabreicht, um die maximale,

endothelunabhéangige Dilatation zu erreichen.
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Tabelle 4: Verwendete Substanzen zur Messung der Koronarfunktion

Substanz Abkulrzung Konzentration der | Zugabe in 10 ml KH- | Konzentration
Stammldsung Lésung im Organbad
Kaliumchlorid | KCI 2,4 mol/l | 250 pl 6 x10° M
Indomethacin | Indo 10 mmol/l 10 pl 1 x10° M
Prostaglandin | PGF 14,3 mmol/| 10 pl 1,43x10° M
U46619 125 pmol/l 10 pl 1,25x 10" M
Substanz P | SP 10 pmol/l 10 pl 1 x10° M
Bradykinin Brady 107%° 0,1 umol/l 10 pl 1 x10M™
Brady 10°| 1 umol/l 10 pl 1 x 10° M
Brady 10%| 10 pmol/l 10 pl 1 x 10%Mm
Brady 107 | 100 pmol/l 10 pl 1 x10'M
Brady  10° mmol/l 10 pl 1 x 10° M
Brady 5x 10° | 5 mmol/l 10 pl 5 x 10° M
Serotonin Sero 107 1 pmol/l 10 pl 1 x10°M
Sero 10® 10 pmol/l 10 pl 1 x10% M
Sero 107 100 pmol/l 10 pl 1 x107 M
Sero 10° 1 mmol/l 10 pl 1 x10° M
N-Nitro-I- L-NNA 50 mmol/l 60 pl 3 x10* M
Arginin
Sodium- SNP 1 mmol/l 10 pl 1 x10° M
Nitroprussid
Papaverin Papa 100 pmol/l 20ul 2 x107 M
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w SP w Bradykinin w Serotonin w SP SNP
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KClI | PGF | PGF | PGF I PGF Papa
L-NNA

Abbildung 3: Aufzeichnung der koronaren Kontraktionen und Dilatationen

1: Substanzgabe

KCI: Kaliumchlorid; W: dreimaliges Auswaschen; I. Indomethacin; PGF:
Prostaglandin F »4; SP: Substanz P, L-NNA: N-Nitro-l-Arginin; SNP: Sodium-

Nitroprussid; Papa: Papaverin
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2.6 Histologie

Um die Endothelien der Schweinekoronarien auch mikroskopisch untersuchen zu
konnen, wurden histologische Praparate angefertigt. Hierzu verwendeten wir
insgesamt 19 Koronargefal3e, davon wurden funf sofort nach Entnahme am
Schlachtband mit Krebs-Henseleit-Lésung durchspilt und fixiert. Zwei Gefal3e
wurden nach 180 Minuten normothermer Ischamie untersucht, zwei weitere nach
180" n.l. und jeweils 24 h Konservierung in HTK, bzw. in UW. Des Weiteren wurden
vier GefaBe nach 24 h Blutreperfusion untersucht, zwei davon ohne
Ischamieschaden und nach 180mindtiger normothermer Ischamie. Ebenfalls
untersucht wurden vier Koronargefél3e nach 180 Minuten Ischamiezeit und 24 h
Konservierung, zwei Gefalde in HTK und zwei in UW-L6sung, plus einer einstindigen
Blutreperfusion. Die Gefal3e wurden im Ganzen mit Papaverin durchspilt um eine
maximale Dilatation zu erreichen. Zur Fixierung wurde dann ein Gemisch aus 2%
Agarose in PBS gepuffertem 4%igem Formalin hergestellt, welches zunachst
aufgekocht wurde. Nach dem Abkuhlen auf 40 °C konnte die Lésung vorsichtig in die
Koronargefal3e eingespritzt werden und dort gelieren. Zur Lagerung wurden die
GefalRe in 4%igem Formalin aufbewahrt, bis das Schneiden der Querschnitte
erfolgte. Im Institut fir Pathologie der Universitat zu Koln erfolgte dann das
Anfertigen der Histologischen Praparate.

Die Halfte dieser histologischen Schnitte wurde mit einer Hamalaun-Eosinfarbung
gefarbt, die andere Halfte auf apoptotische Endothelzellen hin untersucht. Dies
erfolgte mit einem Apoptose-Test-Kit der Firma Chemicon (ApopTag Peroxidase In
Situ Oligo Ligation (ISOL) Apoptosis Detection Kit, Chemicon International). ApopTag
benutzt einen eigenen Haarnadel-Oligonukleotid-bezeichnenden Prozess um die
Apoptose zu entdecken. Die Technik dieses Test-Kits basiert auf der biochemischen
Spezifitdit des Enzyms T4 DNA-Ligase. Dieses Enzym geht eine kovalente Bindung
mit freien, komplementaren Enden der DNA-Molekile der zu untersuchenden Zelle
und denen der synthetischen Oligonukleotide des ISOL-Kits ein (blunt-end
detection). Die mikroskopische Sichtbarmachung erfolgt Uber eine Bindung der
Peroxidase. Diese verursacht eine Deposition des Substrates Diaminobenzadine
(DAB), welche fir das Mikroskop visualisiert wird. Das apoptotische Chromatin wird
nun sichtbar. Die Kerne dieser Endothelzellen unterscheiden sich im

lichtmikroskopischen Bild durch ihre starke braune Anfarbung.
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Die Endothelzellen wurden nun unter dem Lichtmikroskop untersucht und
ausgezahlt. Die Anzahl der gesamten Zellkerne des Endothels eines Schnittes wurde
ins Verhaltnis gesetzt zu den angefarbten apoptotischen Zellkernen und in Prozent
ausgedruckt.

2.7 Versuchsauswertung

Alle ermittelten Daten wurden mit dem Tabellenkalkulationsprogramm ,Framework*
bearbeitet, sowie Mittelwert und Standardabweichung berechnet.

Zur statistischen Auswertung wurde das Programm ,Primer of Biostatistics” (3.
Edition, Glantz SA, McGraw-Hill, Singapore 1992) genutzt. Aus diesem Programm
wurde der gepaarte t-Test verwendet. Eine Signifikanz wurde bei p < 0,05
angenommen.

Die Erstellung von Grafiken und Tabellen erfolgte mit dem Programm ,Excel”.
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3 Ergebnisse

3.1 Herzentnahme

Die Entnahme der Schweineherzen erfolgte am Schlachthof wahrend des
Schlachtvorgangs. Die Koronararterien wurden unmittelbar nach Absetzen des
Herzens frei prapariert und zum Labor verbracht. Der Transport vom Schlachthof
zum Institut dauerte im Mittel 20 Minuten und erfolgte fur die freigespilten
Koronarien ohne warme Ischamie in begaster Krebs-Henseleit-Losung bei 37 °C. Die
warme Isch&miezeit definierten wir als den Zeitraum zwischen der Herzentnahme am
Schlachtband und dem Freipraparieren und Freispilen von Blut und Verbringen in

die Testanlage, bzw. in die entsprechende Konservierungslésung.

3.2 Aufteilung der Koronarien

Es wurden Ringe von 155 Koronargefaf3en getestet. 87 Ringe wurden sofort an Tag
1 nach der abgelaufenen Ischamiezeit getestet, Nach 24stiindiger Konservierung,
also an Versuchstag 2, wurden 68 Koronarringe getestet.

Fur Versuchstag 2 wurden die Ringe mit den unterschiedlichen Ischamiezeiten in
den verschiedenen Konservierungslésungen gelagert.

Die genaue Anzahl der getesteten Koronarringe und die Aufteilung der Testlaufe ist

Tabelle 1 zu entnehmen.

Die Versuchsdauer betrug im Mittel 390 Minuten (n=87). Vor der Zugabe des ersten
Pharmakon verging eine Aquilibrierungszeit von 45 Minuten (n=324).
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Tabelle 5: Aufteilung und Anzahl der getesteten Koronarringe

normotherme 0 h Konservierung 24h Konservierung
Ischamie Blutreperfusion Blutreperfusion
HTK 7
60’ 24 20 | mHTK + COP
5
uw 8
HTK 7
120 24 20 | mHTK + COP
6
uw 7
HTK 8
180 39 7 28 | mHTK + COP
12
uw 8
n=87 n=7 n=68 n=68

3.3 Koronarfunktion nach 60, 120 und 180 Minuten normothermer

Ischamie

In der Kontrollgruppe von Versuchstag 1, also vor Konservierung und
Blutreperfusion, erreichte die endothelabhdngige Relaxation (EDR) der Ringe durch
Substanz P nach vorausgegangener Kontraktion mit Prostaglandin F,, bei allen
Gruppen den gleichen Wert (Abb.4). Nach 60 Minuten normothermer Ischamie
betrug dieser Wert 71% (x 7 n=43), nach 120 Minuten 71% (+ 11, n=45) und nach
180minttiger normothermer Ischamie 71% (x 9, n=64). Die angegebenen Werte
zeigen den Mittelwert sowie die Standardabweichung; n stellt die Anzahl der

getesteten Ringe dar.
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Auch bei der durch die Verdinnungsreihe mit Bradykinin ausgeldsten Dilatationen
nach Vorkontraktion mit PGF,, unterschied sich die EDR nach der hochsten
Bradykininkonzentration 5 x 10° in den einzelnen Gruppen nicht signifikant
(p= 0,579). Sie stieg nach starkster Konzentration in der Gruppe nlgy auf 73% = 13
(n=24), in Gruppe nli20 auf 74% + 15 (n=22) und in Gruppe nligy auf 76% + 14 (n=36)
(Abb.5).

In den grafischen Darstellungen wird jeweils nur die hochste Bradykininkonzentration
5 x 10® als Saule dargestellt.

Eine nur geringe Dilatation konnte nach der Zugabe von Serotonin erreicht werden
(Abb.6). Bei der Verdiinnungsstufe mit der Konzentration 10° M kam es in allen
Gruppen zu einer Kontraktion der Ringe (Abb.7).

Nach Hemmung der NO-Produktion durch L-NNA sank die Substanz P induzierte
Dilatation auf 57% = 13 (n=40) in der 60-Minutengruppe. Die NO-unabhangige
Relaxation des Endothels nach 120minutiger Ischamie lag bei 51% + 11 (n=43) und
nach 180 Minuten ebenfalls bei 52% + 12 (n=61) (Abb.8).

[%] Dilatation Substanz P
80
75 | T T
70 |
o | | |
60 | .
55 |
50 |
45 |
40 |
35 |
30
60" 120 180"

Abbildung 4: Endothelabhangige Relaxation der Koronararterien des Schweins nach
Zugabe von Substanz P in Prozent, bezogen auf die vorherige Kontraktion durch

Prostaglandin Foq, nach 60, 120 und 180 Minuten normothermer Ischamie
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Bradykinin
[%] Dilatation

90
85 A
80 A }V
75 A
70 A
65 A
60 -

55 4
50 A
45 ~
40 A
35
30

60’ 120' 180'

Abbildung 5: Endothelabhangige Relaxation der Koronararterien des Schweins nach
Zugabe der Verdiinnungsreihe von Bradykinin (10™° bis 5 x 10°) in Prozent, bezogen
auf die vorherige Kontraktion durch Prostaglandinyg, nach 60, 120 und 180 Minuten

normothermer Ischamie

Serotonin

[%)] Dilatation

60’ 120' 180

Abbildung 6: Dilatation nach Zugabe der Konzentration 10 von Serotonin in Prozent,
bezogen auf die vorherige Kontraktion durch Prostaglandinyg, nach 60, 120 und 180

Minuten normothermer Ischamie
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Serotonin

[%] Dilatation

210 4
15
-20
-25 |
-30 4
-35
-40
-45 |
.50
.55 |
-60

Abbildung 7:

60’ 120 180'
0 -
5

Negative Dilatation, d.h. Kontraktion nach Zugabe der Konzentration

10 von Serotonin in Prozent, bezogen auf die vorherige Kontraktion durch
Prostaglandin Fyq, nach 60, 120 und 180 Minuten

Substanz P nach L-NNA

[%)] Dilatation

80
75
70
65
60
55
50
45
40
35
30

60' 120 180'

Abbildung 8: Endothelabhéngige Relaxation der Koronararterien des Schweins nach

Zugabe von Substanz P in Prozent, bezogen auf die vorherige Kontraktion, die mit

Prostaglandin Fyq ausgeltdst wurde, nach Hemmung der NO-Produktion mit L-NNA.
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Tabelle 6: EDR-Werte nach verschiedenen Ischamiezeiten

60 Minuten 120 Minuten 180 Minuten
SP 71 +7 (n=43) 71 +11 (n=45) 7149 (n=64)
Bradykinin 5 x 107 73 £13 (n=24) 74 £15 (n=22) 76 £14 (n=36)
Serotonin 10’ 6 £14 (n=43) 4 +14 (n=45) 8 £10 (n=60)

Serotonin 10°

-37 +17 (n=38)

-34 +21 (n=42)

-32 +25 (n=63)

L-NNA/SP

57+13 (n=40)

51 +11 (n=43)

52 +12 (n=61)

[%] Dilatation

100

EDR nach versch. Ischamiezeiten

m 60
m 120

80 -

60 -

40 -

20 -

0

-20 -

-40

-60

0180

SP Brady 5x Sero 10-7 Sero 10-6 L-NNA/SP
10-6

Abbildung 9: Vergleichende Darstellung der endothelabhangigen Relaxation nach
den verschiedenen Ischamiezeiten
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3.4 Koronarfunktion nach 180 Minuten normothermer Ischamie und einer

Stunde Blutreperfusion ohne Konservierung

Die Ringe, die nach 180 Minuten normothermer Ischamie eine Stunde lang mit Blut
reperfundiert wurden, erreichten alle héhere Dilatationswerte als die Ringe der
Gruppe ohne Reperfusion (Abb. 10). Nach Substanz P-Gabe kam ein Dilatationswert
von 80% + 10 (n=7) zustande, nach starkster Bradykininkonzentration, das heif3t
5x10°®, 92% + 3 (n=6) und nach Zugabe der Serotoninverdiinnungsreihe 10° bis 10~
10% + 8 (n=7), die Kontraktion nach der letzten Serotoningabe 10® erreichte einen
Wert von 34% = 20 (n=7). Nach Hemmung der NO-Produktion betrug die durch
EDHF ausgeltste Relaxation 53% + 5 (n=7) (vgl.Tab.8).

Im gepaarten t-Test zeigte sich ein signifikanter Unterschied nach der SP-Messung
(p=0,014) und nach der Bradykininverdiinnungsreihe (p=0,028). Die hdheren
Dilatationswerte nach Serotonin und nach NO-Hemmung wiesen gegeniber den

nicht reperfundierten keine Signifikanz auf (p=0,808; p=0,085; p=0,730).

180'normotherme Ischamie mit und ohne Blutreperfusion

[9%] Dilatati @ keine Reperfusion
0 latation
M Blutreperfusion
100

80 -
60 -
40
20

0 -
-20 -
-40 -
-60 -

-80
SP * Brady Sero 10-7 Sero 10-6 L-NNA/SP
5x10-6 *

Abbildung 10: Vergleichende Darstellung der EDR nach 180 Minuten normothermer

Isch&mie mit und ohne Blutreperfusion
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Tabelle 7: Kontroll- und Reperfusionswerte der Dilatationen von Koronarringen aus
gleichen KoronargefaRen nach 180" normothermer Ischamie ohne Reperfusion (a)
und mit Reperfusion (b). Die Signifikanzen beziehen sich auf die Gruppe der Kontroll-

bzw. Reperfusionswerte.

Koronarien |SP Bradykinin | Serotonin Serotonin L-NNA
5x10° 107 10°°
92a/b 72185 716 -18/-21 47/57
104a/b 63/78 55/93 0/10 -23/-14 31/61
112a/b 85/96 86/96 62/18 -4/-32 64/52
116a/b 69/75 68/90 0/23 3/-15 62/49
155a/b 59/82 68/94 0/0 -20/-40 43/54
156a/b 62/63 82/90 0/5 -47/-71 49/46
157al/b 81/83 89/89 17/10 -42/-71 60/52
p 0,014 * 0,028 * 0,808 0,085 0,730
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Dosis-Wirkungskurve Bradykinin nach 180 Minuten
n. I. mit und ohne Blutreperfusion

(%) Dilatation
20 T

O ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

20 f N R ————_—
40 NN
60l INONL 0,028
L

100 —— —

-10 9 -8 -7 -6 5

Bradykinin -log M * p<0,05

—&—ohne Rep

0,186 —A— mit Rep

Abbildung 11: Dosis-Wirkungskurve von Bradykinin nach Vorkontraktion mit

Prostaglandin Foq nach 180 Minuten normothermer Ischamie mit und ohne

Blutreperfusion ohne Konservierung

Tabelle 8: EDR-Werte nach 180 Minuten normothermer Ischamie und einer Stunde

Blutreperfusion

180 Minuten + Kontrollgruppe
Blutreperfusion
SP 80 +10 (n=7) 71+ 9 (n=64)
Bradykinin 5 x 10°® 92 +3 (n=6) 76 + 14 (n=14)
Serotonin 10~ 10 +8 (n=7) 8 + 10 (n=60)
Serotonin 10°° -34 20 (n=7) -32 £ 25 (n=63)
L-NNA/SP 53 5 (n=7) 52 + 12 (n=61)
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3.5 Koronarfunktion nach normothermer Ischamie, 24 h Konservierung

und einer Stunde Blutreperfusion

Nach 24 Stunden Konservierung wurden die Koronarringe aus jeder Gruppe eine
Stunde lang mit Blut reperfundiert. Danach wurde ihre Funktion im Organbad

getestet.

3.5.1 Gruppe 60 Minuten normotherme Ischamie, 24 h Konservierung und eine

Stunde Blutreperfusion

Nach Konservierung in HTK-L6sung und nachfolgender Blutreperfusion sank die
endotheliale Relaxation der Koronarringe im Gegensatz zu den nicht konservierten
Ringen von Versuchstag 1 um durchschnittlich 7%. Die EDR der SP-Werte (Abb. 12)
war signifikant verringert (p=0,035). Ebenfalls signifikant verandert zeigten sich die
Werte der Bradykinin-Dilatation (Abb. 13) bei einer Konzentration von 5 x 10°
(p=0,001).

Nach Konservierung in mHTK+COP und nachfolgender Blutreperfusion sanken die
Dilatationswerte merklich; die Sensibilitat der Gefalle gegenuber
dilatationsauslosender Pharmaka wurde deutlich weniger, im Durchschnitt
verringerten sich die Dilatationswerte um 16,8%. Auch hier zeigte sich eine
signifikante  Verringerung der SP-Werte (p=0,040) ebenso wie bei den
Bradykininwerten bei einer Konzentration von 5 x 10 (p=0,013).

Keine signifikante Anderung zeigte sich nach 24stiindiger Konservierung in UW-
Losung und Blutreperfusion nach Dilatation mit SP (p=0,323). Die Werte nach
Bradykininkonzentration 5 x 10® verringerten sich hingegen signifikant (p= 0,047).

Hier war die endotheliale Dilatation der Ringe um 8 % verringert.
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SP nach Blutreperfusion

[%] Dilatation 60"

B120'
90 0180’
80 -
70 J.
60 -
50
40 -
30 -
20 -
10
0

ohne Kons. HTK mMHTK+COP uw
24 h Konservierung und Blutreperfusion

Abbildung 12: Vergleichende Darstellung der EDR nach 60,120 und 180 Minuten

normothermer Ischamie ohne Konservierung, sowie nach 24 h Konservierung in den

jeweiligen Konservierungslésungen und Blutreperfusion nach Zugabe von SP

Bradykinin nach Blutreperfusion

[%] Dilatation 60"
m120
90 0180

80 - ]-

70 - J_

60 - - I
50 - l
40 -

30 -
20 -

10 +

0 T T
ohne Kons. HTK mMHTK+COP uw

24 h Konservierung und Blutreperfusion

Abbildung 13: Vergleichende Darstellung der EDR nach 60,120 und 180 Minuten

normothermer Ischamie ohne Konservierung, sowie nach 24 h Konservierung in den

jeweiligen Konservierungslésungen und Blutreperfusion nach Zugabe von Bradykinin

5x10°% M
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Serotonin nach Blutreperfusion

[%] Dilatation 60"

m 120’
30 0180

ohne Kons. HTK MHTK+COP uw
24 h Konservierung und Blutreperfusion

Abbildung 14: Vergleichende Darstellung der EDR nach 60,120 und 180 Minuten

normothermer Ischdmie ohne Konservierung, sowie nach 24 h Konservierung in den

jeweiligen Konservierungslésungen und Blutreperfusion nach Zugabe von Serotonin
107 M

Serotonin nach Blutreperfusion

[%] Dilatation ae60

ohne Kons. HTK MHTK+COP uw | 120
0 180"

-10

-30
40
.50
-60
-70
-80 A 4
-90 1
-100

24 h Konservierung und Blutreperfusion

Abbildung 15: Vergleichende Darstellung der EDR nach 60,120 und 180 Minuten

normothermer Ischdmie ohne Konservierung, sowie nach 24 h Konservierung in den

jeweiligen Konservierungslésungen und Blutreperfusion nach Zugabe von Serotonin
107 M
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L-NNA/SP nach Blutreperfusion

[%] Dilatation oeo

m120
80 0180
70 A
60 -
50 -
40 -
30 -
20
10 -

0 ‘
ohne Kons. HTK mHTK+COP uw

24 h Konservieung und Blutreperfusion

Abbildung 16: Vergleichende Darstellung der EDR nach 60,120 und 180 Minuten

normothermer Ischamie ohne Konservierung, sowie nach 24 h Konservierung in den

jeweiligen Konservierungslésungen und Blutreperfusion nach Zugabe von L-NNA
und SP

60' n. I. + 24h Kons. + 1 h Blutreperfusion

OHTK
E mHTK+COP
ouw

[%] Dilatation

100
80 -
60 -
40
20 A

0 -

-20 4
-40 4
-60 -
-80 A

-100

SP Brady5x Sero 10-7 Sero10-6 L-NNA/SP
10-6

Abbildung 17: EDR nach 60 Minuten normothermer Ischamie, 24 Stunden

Konservierung in HTK-; mHTK+COP; bzw. UW-L6sung und einer Stunde
Blutreperfusion
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3.5.2 Gruppe 120 Minuten normotherme Ischdmie, 24 h Konservierung und einer

Stunde Blutreperfusion

Die EDR der Gruppe 120 Minuten normotherme Ischamie nach 24stundiger
Konservierung in HTK-LOsung und anschlieBender Blutreperfusion sank nach SP
und Bradykinin 5 x 10° um 11%, dieser Unterschied war jedoch nicht signifikant
gegenuber der Kontrollgruppe (p= 0,248). Die Dilatationen nach Serotonin und auch
nach NO-Hemmung unterschieden sich kaum, bzw. gar nicht von den Kontrollringen.
Auch nach einer Konservierung mit mHTK+COP verringerte sich die Dilatation der
Koronarringe nicht signifikant (p= 0,143) um im Mittel lediglich 4,5%, d.h. noch
geringer als nach Konservierung mit HTK.

Nach 24stindiger Konservierung in UW-Losung verringerte sich die Dilatation

ebenfalls nur geringfiigig und nicht signifikant um im Mittel 4% (p= 0,085).

120" n. I. + 24h Kons. + 1 h Blutreperfusion

OHTK
BEmHTK+COP
100 ouw

80 -

60
40 -
20 4

0
-20 -
-40 -
-60 -
-80

[%] Dilatation

SP Brady 5x Sero10-7 Sero10-6 L-NNA/SP
10-6

Abbildung 18: EDR nach 120 Minuten normothermer Ischdmie, 24 Stunden

Konservierung in HTK-; mHTK+COP; bzw. UW-L6sung und einer Stunde

Blutreperfusion
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3.5.3 Gruppe 180 Minuten normotherme Ischdmie, 24 Stunden Konservierung und

eine Stunde Blutreperfusion

In dieser Gruppe betrug die endotheliale Relaxation der Koronarringe nach
Konservierung mit HTK-LOsung und nach einstundiger Blutreperfusion 13,5%
weniger als bei der Kontrollgruppe, dieser Unterschied erwies sich im t-Test als
signifikant (p= 0,004).

In der Gruppe mit einer Konservierung in mHTK+COP sank die EDR ebenfalls
signifikant (p= 0,028) um 8%.

Am wenigsten reduzierte sich die Dilatationsfahigkeit der Ringe nach einer
Konservierung in UW-L6sung. Hier sanken die Werte um 4%, signifikante
Unterschiede zeigten sich allerdings nur nach SP und Bradykinin 5 x 10 (p= 0,020),
nach Serotonin blieben die Dilatationswerte gleich und die NO-unabhangige EDR

verringerte sich nur geringfugig.

180' n. I. + 24h Kons. + 1 h Blutreperfusion

O HTK
m MHTK+COP
o uUw

[%] Dilatation
100

80 -
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40 -
20 A
0
-20 -
-40 -
-60 -
-80 -
-100

SP Brady 5x Sero 10-7 Sero 10-6 L-NNA/SP
10-6

Abbildung 19: EDR nach 180 Minuten normothermer Ischdmie, 24 Stunden

Konservierung in HTK-; mHTK-; bzw. UW-LAsung und einer Stunde Blutreperfusion
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Die Dosis-Wirkungskurven, die im Folgenden dargestellt sind, zeigen die
Abhangigkeit der endothelialen Relaxation von der unterschiedlichen Konzentration
des Bradykinins, bzw. Serotonins bei den Gefal3en, welche eine normotherme
Ischamie von 180 Minuten durchmachten, mit unterschiedlicher Konservierung und

Blutreperfusion bzw. ohne.

Dosis-Wirkungskurve Bradykinin nach 180 Min. n.l.
mit und ohne Konservierung in

(% Dilatation HTK

22 it —a— ohne Kons
O —meo ool .

0,124 —a— mit Kons. nach
0 S\ - o 24h HTK

V1 S SR [ NV NG fhybg-gN . SRR, £ )44 =R
10 S N S

< O i, R

100 . : . : . : . : . !
-10 -9 -8 -7 -6 -5
Bradykinin -log M *p<0,05

Abbildung 20: Dosis-Wirkungskurve von Bradykinin nach Vorkontraktion mit

Prostaglandin Fpq, nach 180 Minuten normothermer Ischamie ohne Konservierung

und ohne Blutreperfusion und nach 24 h Konservierung in HTK mit Blutreperfusion
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Dosis-Wirkungskurve Bradykinin nach 180 Minuten n. I.
mit und ohne Konservierung in
MHTK+COP

—&—ohne Kons.
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—&— mit Kons.
0 i nach 24 h
+
o N mHTK+COP
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Bradykinin -log M * p<0,05

Abbildung 21: Dosis-Wirkungskurve von Bradykinin nach Vorkontraktion mit

Prostaglandin Fpq, nach 180 Minuten normothermer Ischamie ohne Konservierung
und ohne Blutreperfusion und nach 24h Konservierung in mMHTK+COP mit

Blutreperfusion
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Dosis-Wirkungskurve Bradykinin nach 180 Minuten n. I.
mit und ohne Konservierung in
uw

—— ohne Kons.
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Abbildung 22: Dosis-Wirkungskurve von Bradykinin nach Vorkontraktion mit

Prostaglandin Fpq, nach 180 Minuten normothermer Ischamie ohne Konservierung

und ohne Blutreperfusion und nach 24 h Konservierung in UW mit Blutreperfusion

Dosis-Wirkungskurve Serotonin
HTK

(%) Dilatation ——ohne Kons
80+
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Abbildung 23: Dosis-Wirkungskurve von Serotonin nach Vorkontraktion mit

Prostaglandin F,, nach 180 Minuten normothermer Ischdmie ohne Konservierung

und ohne Blutreperfusion und nach 24 h Konservierung in HTK mit Blutreperfusion
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Dosis-Wirkungskurve Serotonin

mHTK + COP
(%) Dilatation —— ohne Kons.
-60 -
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nach 24 h
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Abbildung 24: Dosis-Wirkungskurve von Serotonin nach Vorkontraktion mit

Prostaglandin Fpq, nach 180 Minuten normothermer Ischamie ohne Konservierung

und ohne Blutreperfusion und nach 24 h Konservierung in mHTK + COP mit
Blutreperfusion

Dosis-Wirkungskurve Serotonin

uw
(%) Dilatation —=&— ohne Kons.
60 ooy 0,798
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B0 oo
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Abbildung 25: Dosis-Wirkungskurve von Serotonin nach Vorkontraktion mit

Prostaglandin F,, nach 180 Minuten normothermer Ischamie ohne Konservierung

und ohne Blutreperfusion und nach 24 h Konservierung in UW mit Blutreperfusion
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Tabelle 9: EDR-Werte nach 60 Minuten normothermer Ischamie, 24 h Konservierung

und einer Stunde Blutreperfusion

HTK MHTK+COP uw

SP 48 +17 (n=7) 60 +7 (n=6) 50 +16 (n=6)
Bradykinin (5x10°°) 56 +15 (n=6) 69 £14 (n=6) 56 +16 (n=6)
Serotonin (107 3 +3 (n=5) 9 +7 (n=6) 3 +6 (n=7)
Serotonin (10°) -39 +23 (n=7) -48 +21 (n=6) -34 +12 (n=6)
L-NNA/SP 48 +13 (n=7) 47 +6 (n=6) 46 8 (n=7)
Differenz 0 (n=7) 13 (n=6) 4 (n=6)
L-NNA/SP

Tabelle 10: EDR-Werte nach 120 Minuten normothermer Ischamie, 24 Stunden

Konservierung und einer Stunde Blutreperfusion

HTK MHTK+COP uw
SP 63 +14 (n=7) 45 +17 (n=4) 60 +14 (n=8)
Bradykinin (5x10°°) 67 £15 (n=6) 51 £19 (n=5) 64 £12 (n=7)
Serotonin (107 4 +6 (n=6) 3 +4 (n=5) 6 +6 (n=8)
Serotonin (10°) -35 £16(n=7) -41 +40 (n=4) -39 +17 (n=8)
L-NNA/SP 54 +10(n=7) 44 +19 (n=5) 51 +5 (n=8)
Differenz 9 (n=7) 1 (n=4) 9 (n=8)
L-NNA/SP
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Tabelle 11: EDR-Werte nach 180 Minuten normothermer Ischamie, 24 Stunden

Konservierung und einer Stunde Blutreperfusion

HTK MHTK+COP uw
SP 43 +13 (n=8) 58 +12 (n=12) 56 +16 (n=8)
Bradykinin (5x10°) 58 +12 (n=6) 63 +17 (n=11) 71 +19 (n=8)
Serotonin (10™) 6 £11 (n=8) 5 18 (n=11) 8 £6 (n=7)
Serotonin (10°) -52 +31 (n=6) -31 £18 (n=11) -26 £17 (n=7)
L-NNA/SP 46 +10 (n=8) 49 +12 (n=12) 47 +6 (n=8)
Differenz 3 (n=8) 3 (n=12) 9 (n=8)
L-NNA/SP

Die Tabellen 9-11 zeigen die tatsachlich erreichten Werte der endothelabhangigen
Relaxation nach der erfolgten Koronarmessung. Zusétzlich angegeben ist hier die
Differenz zwischen dem NO-Weg und der EDHF-bedingten Relaxation.

3.6 Histologie

Bei der lichtmikroskopischen Untersuchung zeigte sich bei allen Gefal3en ein nahezu
intaktes Endothel mit unbeschadigten Zellkernen. Nur wenige Zellen waren durch die
Praparation von der Endothelschicht abgelost. Dieser Zustand war bei allen
Praparaten zu finden, unabhangig von der vorangegangenen Ischamiedauer oder
der Konservierungsart bzw. —dauer. Sowohl nach sofortiger Pr&paration nach
Entnahme am Schlachtband, als auch nach 180 Minuten normothermer Ischamie
und 1 bzw. 24 Stunden Blutreperfusion war eine intakte Endothelschicht zu

erkennen.
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Abbildung 26: Histologische Darstellung des GefalRendothels eines nach dem

Schlachtvorgang entnommenen Koronargefaf3 des Schweins ohne

Ischamieschaden, HE-Farbung

Abbildung 27: Histologische Darstellung des GefaRRendothels eines Koronargefafd

des Schweins nach 180 Minuten normothermer Ischamie, HE-Farbung
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Abbildung 28: Histologische Darstellung des Gefallendothels eines Koronargefafd

des Schweins nach 180 Minuten normothermer Ischdmie und 24stiundiger

Konservierung in HTK-LOsung, HE-Féarbung

Abbildung 29: Histologische Darstellung des GefaRRendothels eines Koronargefafd

des Schweins nach 180 Minuten normothermer Ischamie, 24stiindiger Konservierung

in HTK-LAsung und einer Stunde Blutreperfusion, HE-Farbung
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Abbildung 30: Histologische Darstellung des GefaRRendothels eines Koronargefafd

des Schweins ohne Ischamie nach 24 Stunden Blutreperfusion, HE-Farbung

Mit dem Apoptose-Test-Kit konnten nur wenige angefarbte, d.h. apoptotische
Zellkerne entdeckt werden. Dieser Zustand zeigte sich unabhangig von der
Schadigung durch die normotherme Ischamie. Nach Auszahlen der einzelnen
Schnitte konnten nie mehr als 3,5 % apoptotische Zellen gefunden werden.
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Tabelle12: Anzahl der Gesamtzellkerne sowie der apoptotischen Kerne

Gefald Gesamtzahl der Anzahl der Anteil der
Zellkerne in einem apoptotischen apoptotischen
Gefal3schnitt Zellkerne Zellkerne in %

180°n.l. 157 3 19

180°n.l. + 24h 203 7 3,4

HTK + 1h Blut

180°n.l. + 24h 193 4 2,0

UW + 1h Blut

180°n.l. + 24h 226 8 3,5

Blut

180°n.l. + 24h 168 5 2,9

HTK

keine Ischamie 212 6 2.8

+ 24 h Blut

Abbildung 31: Apoptotischer Zellkern im Endothel nach 180 Minuten normothermer

Ischamie und 24 Stunden Konservierung in HTK
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Abbildung 32: Apoptotischer Zellkern im Endothel nach 180 Minuten normothermer

Ischamie, 24 Stunden Konservierung in UW und einer Stunde Blutreperfusion
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4 Diskussion

4.1 Versuchstier Schwein

Um den Einfluss der Blutreperfusion auf die endothelabhdngige Relaxation des
Koronarsystems zu untersuchen, war eine genaue Betrachtung der epikardialen
Koronargefal3e des Herzens von No6ten. Dazu entschieden wir uns fur die Nutzung
von  Schweineherzen vom Schlachthof. Das Herz des Schweins und das
menschliche Herz weisen in Aufbau und Physiologie viele vergleichbare Merkmale
auf (Crick et al., 1998). Beim Menschen betragt die Ruhefrequenz des Herzens
durchschnittlich 75 Schlage pro Minute, beim Schwein sind es 80 Schlage pro Minute
(Engelhard und Breves 2000). Der mittlere arterielle Blutdruck liegt beim Schwein bei
70 bis 90 mm Hg (Scheunert und Trautmann 1987), beim Mensch zwischen 75 und
95 mm Hg. Auch die GroRRenverhaltnisse des Herzens und der KoronargefalRe bei
Mensch und Schwein ahneln sich sehr, ebenso wie die Koronaranatomie und die
geringgradige Ausbildung von myokardialen Kollateralen (O Konski et al. 1987).
Kollateralen am Herzen sind sowohl beim Mensch, als auch beim Schwein bereits
zum Zeitpunkt der Geburt angelegt, aber noch nicht ausgebildet. Bei langer
andauernder Ischamie entstehen sie aus den bereits existierenden Gefal3en (Meyer
2000).

White et al. ermittelten eine maximale Koronarkapazitat beim Schwein, welche der
eines erwachsenen Mannes entspricht. Messungen an isolierten Koronargefalien
des Schweins sind unter Laborbedingungen gut durchfiuhrbar.

Die ahnlichen Verhéltnisse ermoglichen eine Ubertragung der angewandten
Methoden und somit der gewonnenen Erkenntnisse auf das menschliche Herz.

Da fur die Versuche eine in-situ-Situation, vergleichbar der einer normothermen
Ischamie simuliert wurde, eigneten sich von Schlachtschweinen frisch entnommene

Herzen fir diese Messreihe.
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4.2 Diskussion der Methodik

Fur die Simulation der normothermen Ischamie wurden die Koronargefal3e noch am
Schlachthof in einem ausreichend dicken Myokardstreifen von circa einem
Zentimeter belassen. Durch den Transport vom Schlachthof zum Labor entstand
keine nachteilige Beeinflussung der Gefalie. Eine T6tung von Tieren nur flr dieses
Projekt war nicht von No6ten, da ausschlie3lich Herzen von frisch geschlachteten
Schweinen verwendet wurden.

Die angewandte Technik der Funktionstestung der Koronarringe wurde wie in
vorherigen Studien durchgeftihrt (Fischer et al.1998, Steinhoff et al. 2004). Das
Modell der isolierten GefaRringe wurde von vielen Autoren bei der Uberpriifung der
Endothelfunktion isolierter Koronarien genutzt (Stevens et al. 2006, Fischer et al.
2004, Kuhn-Régnier et al. 2004, Yotsumoto et al. 2003, Kuhn-Régnier et al. 2000,
Fischer et al. 1996, Fischer et al 1998, Fischer et al. 1994).

Durch eine herbeigefiihrte Kontraktion mit Kaliumchlorid zu Beginn der Testreihe
wird das maximale endothelunabhéangige Kontraktionsvermdgen der glatten
Muskelzellen der Koronarien Uberprift und somit sichergestellt, dass die glatte
Gefallwandmuskulatur unbeschadigt ist, unabhangig vom Zustand des Endothels.
Mit Hilfe einer Aktivierung verschiedener Mechanismen und Signal-
Transduktionswege, welche den Kontraktionszustand in funktionsfahigen
Koronargefal3en regulieren, kbnnen Schaden an den Koronararterien diagnostiziert
werden. Diese Technik ermoglicht eine Aussage Uber den Zustand, bzw. die
Funktionsfahigkeit des jeweiligen KoronargefaRes, sowie des Endothels.
Beeintrachtigungen an der endothelabhangigen Relaxation der Muskulatur der
Koronarsegmente konnen durch die Aktivierung verschiedener Mechanismen,
welche die Kontraktion bzw. Dilatation der Gefal3e regulieren, gemessen und
beurteilt werden. Das Ausmald solcher moglicher Endothelbeeintrachtigungen kann
durch den Vergleich endothelunabhangiger und endothelabhangiger Substanzen und
daraus resultierender verdnderter Dilatationsfahigkeit genau beurteilt werden. In
dieser Studie wurde die Funktionsprifung der Koronararterien insbesondere in
Hinblick auf eine eventuelle Schadigung des Endothels durch Ischamie,
Konservierung und Blutreperfusion durchgefihrt.
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4.3 Verwendete LOsungen

4.3.1 Krebs-Henseleit-L6sung

Bei der Krebs-Henseleit-Losung handelt es sich um eine zellfreie, isotonische
Elektrolytldsung, die in der extrazellularen Flissigkeit vorhandene Elektrolyte und
Puffersubstanzen enthélt. In Versuchen mit Organbadern wird sie allgemein
verwendet (D6ring und Dehnert 1985).

Wahrend des Versuches wurde die Losung auf physiologische 37°C erwéarmt und
oxygeniert. Die Oxygenierung dieser salinen Elektrolytldsung ist notig, da spezielle
Sauerstofftrager wie die Erythrozyten im Blut fehlen. Der Sauerstoff ist physikalisch
geldst und ist somit nur in geringer Menge vorhanden. Um den gewinschten pH-
Wert und einen ausreichenden Sauerstoffgehalt zu erreichen, verwendeten wir eine
Begasung mit Carbogen, welches 95% O, und 5% CO, enthalt. Der
Sauerstoffpartialdruck ist hier mit > 600 mmHg unphysiologisch hoch gewahlt, da der
Krebs-Henseleit-Losung Hamoglobin zum Sauerstofftransport fehlt (Poizat et al.
1994).

Aufgrund der fehlenden Erythrozyten kann der Sauerstoff nicht in chemischer
Bindung transportiert werden. Um dennoch eine ausreichende Versorgung des
Gewebes mit Sauerstoff zu gewahrleisten, musste der Sauerstoff physikalisch gelost
und mit ausreichend hohem Partialdruck angeboten werden, um so das Gewebe

ausreichend zu oxygenieren.

4.3.2 Konservierungslosungen

4.3.2.1 Histidin-Tryptophan-Ketoglutarat-Lésung (HTK) nach Bretschneider
(Custodiol®)

HTK-LOsung nach Bretschneider als Konservierunglosung bei Herztransplantationen
ist in Deutschland die Uberwiegend verwendete Konservierungslésung
(Reichenspurner et al. 1993). 1964 entwickelte Hans Jirgen Bretschneider diese
kardioplegische Losung und setzte sie nach dreijahriger Erprobungszeit im Labor
erstmalig Kklinisch ein. Sie wird als gebrauchsfertige Losung angeboten und neben

der Kardioplegie zur Langzeitkonservierung von Herzen eingesetzt. Aul3er zur
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Herzkonservierung dient sie auch als protektive Lésung fur andere Transplantate,
wie z.B. Leber, Niere und Pankreas.

Nach Burgmann et al. (1990) wird sie aufgrund der ionalen Zusammensetzung auch
als intrazellulare Kardioplegielésung bezeichnet. Der geringe Anteil von Natrium und
Calcium (vgl. Seite 13 Tab.2) in dieser Lésung entspricht den Verhaltnissen
innerhalb der Zelle. Der Vorteil solcher intrazellularen Lésungen besteht unter
anderem darin, ein intrazellulares Odem wéhrend eines hypothermen Zustands des
Gewebes zu vermeiden. Der protektive Effekt der Bretschneider-HTK-Losung basiert
nach Troisi et al. (2000) auf der Erniedrigung des Energiebedarfs des Gewebes
durch eine Reduktion des Natriumgehaltes und einer Erhéhung des Kalium- und
Magnesiumgehaltes im Vergleich zum Blutserum. Unter physiologischen
Bedingungen ist im Extrazellularraum eine hohe Natrium- und geringe
Kaliumkonzentration vorhanden, wohingegen im intrazellularen Raum umgekehrte
Verhéltnisse vorliegen. Diese Bedingungen werden von der Natrium-Kalium-Pumpe
aufrechterhalten. Diese lonenpumpe ist allerdings energieabhangig. Bei
hypothermen und anaeroben Verhéltnissen fehlt ihr die Energiebereitstellung in Form
von ATP. Natrium- und Chloridionen kénnen entlang des Konzentrationsgradienten
in die Zelle einstrétmen. Durch den nun folgenden Wassereinstrom ins Zellinnere
kommt es zur Odembildung. Die HTK-Konservierungslosung ahnelt in ihrer ionalen
Zusammensetzung den intrazellularen Verhéaltnissen und beugt so dem
beschriebenen Problem vor (Jahania et al. 1999). Die Kaliumkonzentration von 9
mmol/l und die Natriumkonzentration von 15 mmol/l lassen das Membranpotential
zusammenbrechen, so dass die elektrophysiologischen Prozesse des Herzens
unterbrochen werden. Das Magnesium dient der Stabilisierung der Zellmembran und
als Calciumantagonist, indem es die Calciumkanale hemmt (Bretschneider 1992). So
wird der Calciumeinstrom ins Sarkoplasma und somit die mechanische Kopplung
unterbunden.

Der hohe Gehalt an Histidin- und Histidinchlorid dient als hochwirksamer pH-Puffer
und optimiert die Bedingungen fur die anaerobe Energiegewinnung. So soll die durch
die Ischamie entstehende Azidose abgeschwacht und Gewebeschaden vermieden
werden. Das gleiche gilt fur Tryptophan, welches ebenfalls eine Pufferung der
Ldsung bewirkt und das Histidin kompetitiv an der Diffusion nach intrazellular hindert.

Das enthaltene Ketoglutarat dient als Substrat fir den Energiestoffwechsel in der
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Anaerobiose. Magnesium hemmt kompetitiv die Calciumwirkung, wahrend Mannitol

den Wassereinstrom in die Zellen und somit mégliche Odeme reduzieren soll.

4.3.2.2 modifizierte HTK-L6sung und COP (coronary oxygen persufflation)

Die kommerziell erhaltliche HTK-Losung nach Bretschneider (Custodiol®) wurde fir
diese Versuchsreihe als zweite Konservierungslosung modifiziert und zusammen mit
einer Sauerstoffpersufflation als Konservierungsmethode eingesetzt.

Da die HTK-LOsung den Nachteil hat, bei hypothermer Konservierung von Herzen
die Funktionsfahigkeit des Herzens nach Transplantation nur drei bis vier Stunden zu
erhalten, hat sich eine Modifizierung dieser Konservierungslésung in vorherigen
Studien als sinnvoll erwiesen. Vorangegangene Studien im Institut fir Experimentelle
Medizin der Universitdt zu Koln zeigten, dass durch die Zugabe von 40 mg/l
Hyaluronidase zu herkdmmlicher HTK-L6sung bei der Konservierung von ganzen
Herzen und auch bei isolierten Koronargefallen der Gewebewasseranteil
herabgesetzt war. Es konnte ebenfalls eine verbesserte Funktionsrestitution erreicht
werden (Fischer et al. 1994, Fischer und Jeschkeit 1996, Kuhn-Régnier et al. 2000).
Der Entstehung von Odemen nach langerer Konservierung in HTK-Losung kann
durch die Zugabe von Hyaluronidase entgegengewirkt werden (Fischer und
Jeschkeit 1998). Hyaluronidase ist ein lysosomales Enzym, welches glykosidische
Bindungen katalysiert, es kann also Hyaluronsdure spalten, welche im kardialen
Interstitium enthalten ist. Die interstitielle Hyaluronsaure hat eine sehr hohe
Wasserbindungsfahigkeit und ist somit Verursacher interstitieller Odeme (Loscher
und Ungemach 2002). Als Inhalt der Konservierungslosung reduziert die
Hyaluronidase den Gehalt an Hyaluronsaure im Gewebe und somit das wahrend der
Reperfusion entstehende interstitielle Odem. So verringert der Zusatz von
Hyaluronidase Gewebsddeme und Zellschwellungen, so dass eine verbessere
Reperfusion daraus resultiert. Die Permeabilitat des Gewebes wird hingegen nicht
beeinflusst.

Hyaluronidase besitzt also einen protektiven Einfluss bei ischdmischen Zustéanden
des Gewebes, wo es durch Sauerstoffmangel zu Zellodemen kommt; der gleiche
schitzende Effekt zeigt sich bei transplantierten Herzen, welche im Begriff sind, vom

Korper abgestol3en zu werden (Johnsson et al. 2000).
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Auch die Erhaltung des Myokards steht in engem Zusammenhang mit der koronaren
Perfusion, weshalb der Calciumgehalt der HTK-LAsung in dieser Studie um 50 umol/Il
auf insgesamt 65 pmol/l erhéht wurde, um das so genannte Calciumparadox zu
vermeiden, welches bei einem Calciumgehalt unter 50 pmol/l ausgelost werden
kann. Bei einer Perfusion mit calciumfreier Losung werden Calciumionen aus dem
Gewebe herausgewaschen. Dadurch werden die zwischengeschalteten disc
junctions zwischen den glatten Muskelzellen geschwacht und das Sarkolemm wird
zerstort (Altschuld et al. 1991). Es kommt zu einer Calciumverarmung, die den Zerfall
ultrazellularer Strukturen mit sich bringt. Bei einer nun erfolgenden Reperfusion mit
calciumhaltiger Losung kommt es zu einem erhdhten Einstrom von Calciumionen
und infolge dessen zu einer Kontraktur. Zimmermann und Huilsmann berichteten
1966 erstmals von der Entstehung einer solchen Schadigung und nannten sie das
Calciumparadox. Eine optimale Konservierungslosung besteht demzufolge aus einer
Zusammensetzung, welche die Calciumkonzentration soweit absenken kann, dass
keine energieverbrauchenden Prozesse stattfinden kodnnen, jedoch auch kein
Zelluntergang provoziert wird (Reybeka et al. 1990). Durch das Absenken der
Temperatur wahrend der Konservierung auf 0 bis 1°C kann die Entstehung des
Calciumparadoxes verhindert werden, allerdings besteht dann die Gefahr, das bei
Wiedererwarmung des Gewebes das Calciumparadox doch auftritt. Deswegen sind
Konservierungslosungen mit einem Gehalt von weniger als 50 pumol/l als kritisch zu
betrachten.

Die koronare Sauerstoffpersufflation hat sich in vorangegangenen Studien als
geeignete Methode mit positiver Beeinflussung auf das konservierte Gewebe
herausgestellt (Dahnken et al. 2007, Fischer et al. 2004, Bosse, Dahnken und
Fischer 2002, Fischer 1998). So zeigten Fischer und Jeschkeit 1998 an
Schweineherzen eine funktionelle und metabolische Wiederherstellung nach 14
Stunden hypothermer Lagerung in mHTK-LAsung und COP. Auch bei Versuchen an
warmischamischen Schweineherzen zeigte diese Art der Konservierung Erfolg. Hier
wurden die Herzen einer 16mindtigen normothermen Ischéamie ausgesetzt und
danach 3,3 Stunden hypotherm in mHTK und COP gelagert. Die EDR dieser
Koronarien war unverandert gegentber physiologischer EDR-Werte (Fischer 2003).
Viele Versuche mit ischamischen Transplantationsorganen haben gezeigt, dass die
sofortige Sauerstoffzufuhr nach der ischamischen Phase von immenser Wichtigkeit

ist; insbesondere in Hinblick darauf, dass das Herz eines der sensibelsten
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Transplantationsorgane darstellt. In der Vergangenheit wurden einige Mdglichkeiten
einer erfolgreichen Sauerstoffzufihrung untersucht und getestet. So kann diese
Oxygenierung z.B. aus einer Dauerperfusion in Form einer Herz-Lungen-Maschine
bestehen, welche das Transplantat mit normothermem Blut reperfundiert. Eine
weitere Moglichkeit der Sauerstoffzufihrung ist die hypotherme hyperbare
Oxygenierung. Hier wird ischamisches Gewebe einem Sauerstoffdruck von 2-2,5 ata
ausgesetzt, was zu einer Oxygenierung des hypyoxischen Gewebes fihrt.

Man versuchte auf3erdem Herzen durch eine hypotherme Dauerperfusion
ausreichend mit Sauerstoff zu versorgen. Dazu wurde wahrend der hypothermen
Lagerung eine oxygenierte Konservierungslésung durch die Gefal3e geleitet. Nach
anfanglichen Erfolgen (Wicomb et al. 1986, Cooper et al. 1983) zeigte eine
Untersuchung von Ferrera et al. 1994 eine unbefriedigende myokardiale Restitution
nach 24 Stunden hypothermer Dauerperfusion mit St.Thomas-Hospital-Losung.
Beide Methoden sind zudem sehr kostenintensiv und technisch zu komplex, so dass
sie klinisch nur schwer eingesetzt werden kénnen.

Eine ebenso kostenglnstige wie einfache Variante der Sauerstoffzufuhr ist die von
Fischer et al. 1998 vorgestellte koronare Sauerstoffpersufflation. An Hundenieren
(1978) und Rattenlebern (1980) wurde eine ahnliche Methode mit gutem Erfolg
durchgefuhrt. Allerdings erfolgte die Persufflation hier retrograd, d.h. dem
physiologischen Blutfluss entgegen gesetzt, im Gegensatz zur COP, welche eine
anterograde Persufflationstechnik darstellt, d.h. entsprechend dem physiologischen
Blutfluss. Die Koronargefal3e werden wahrend der Konservierung kontinuierlich
persuffliert. Das oxygenierte Gas kommt also nur mit dem Gefaf3lumen und dort mit
dem Endothel in Kontakt. Die Sauerstoffpersufflation sorgt mit einem guten O.-
Partialdruck in der Zelle fir eine Energieproduktion auf hohem Niveau. So kann tber
den Zitratzyklus und die Atmungskette der Vorrat an energiereichen Phosphaten
aufrechterhalten und Zellschaden vermieden werden. Daraus resultiert eine
verbesserte Restitution der Organe.

Eine mogliche Schadigung des persufflierten Gewebes kann allerdings nicht ganz
ausgeschlossen werden. Durch den direkten Kontakt des Gases mit dem Endothel
konnten theoretisch dort Zellschadigungen entstehen, die zu Funktionsausféllen des
GefalRendothels und Vasospasmen fuhren kénnen.

Allerdings zeigten Fischer et al. 2002, dass eine kombinierte Konservierung in

mHTK-Losung (vgl. S.11 Tab.2) und gleichzeitiger COP bei isolierten
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Schweinekoronarien  unverandert gute Endothelfunktion ermdglicht.  Sie
transplantierten Schweineherzen nach 14-stindiger Lagerung in mHTK-L&sung mit
COP; diese Herzen wurden nach sieben Tagen Genesung auf die Endothelfunktion
ihrer Koronargefal3e hin untersucht und ihre Endothelfunktion erwies sich als voll
funktionstichtig.

Yotsumoto et al. transplantierten 2003 Schweineherzen, welche zuvor einer
16minttigen normothermen Ischamie ausgesetzt waren. Die Koronargefal3e dieser
Herzen wurden wahrend der Konservierung fur drei Stunden persuffliert und dann
erfolgreich orthotop transplantiert. Auch hier zeigten die Gefal3e nach der

Persufflation keine Abweichung ihrer normalen physiologischen Endothelfunktion.

4.3.2.3 University of Wisconsin-L6sung (UW, Viaspan®)

Die UW-L6sung wurde in den 70er Jahren von Folkert O. Belzer als
Konservierungslosung entwickelt. Erstmals getestet wurde sie an Lebern von
Hunden. Heute wird sie weltweit zur Leber-, Nieren- und Pankreaskonservierung
eingesetzt. lhre Komponenten dienen der Odemvermeidung und der reversiblen
Inaktivierung der Zellaktivitaten. lhre Zusammensetzung unterscheidet sich sehr
stark von der HTK-L&Asung.

Raffinose, Lactobionat und Hydroxyethylstarke reduzieren die endotheliale
Zellschwellung und interstitielle Odeme. Raffinose und Lactobionat kénnen aufgrund
ihrer Molekulgréf3e nur langsam in die Zelle diffundieren, Hydroxyethylstarke
Uberhaupt nicht.

Glutathion ist ein Antioxidans und dient zum Abfangen freier Radikale. Allopurinol
hemmt kompetitiv die Xanthinoxidase (He und Yang 1998), diese bildet wahrend der
Oxidation von Xanthin zu Harnsaure Sauerstoffradikale. Nach einer Ischamie ist dies
bedeutend, da das Endothel daraufhin eine deutlich verstarkte Xanthinoxidase-
Aktivitat zeigt (Bertsch et al. 1998). Adenosin dient dem Wiederaufbau energiereicher
Phosphate zur Energiebereitstellung.

He wund Yang untersuchten 1998 den Einfluss der UW-LOosung auf die
endothelabhéngige Relaxation der Koronararterien sowohl nach normothermer
Konservierung, als auch nach hypothermer Ischamie. Ihre Versuche zeigten, dass
die hohe Kaliumkonzentration von 125 mmol/l in der Konservierungslosung nach

Gabe von Indomethacin keinen negativen Einfluss auf die NO- und PGI2-abhéngige
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Relaxation des Endothels ergab. Nach Hemmung dieser beiden Komponenten war
die EDHF-bedingte Relaxation allerdings erheblich verringert. He und Yang machten
fur dieses Phanomen den hohen Kaliumgehalt in dieser Losung verantwortlich. Sie
erklaren die reduzierte EDHF-vermittelte Relaxation mit einer Inhibition von
calciumabhangigen Kaliumkanélen. Sind diese Kaliumkanéle blockiert, wird der
Calciumeinstrom erhéht und es kommt zur Konstriktion der glatten
GefalBwandmuskulatur. Hinsichtlich der Erhaltung des Endothels wahrend der
Konservierung ist eine Lagerung in UW-L6sung also mit gewisser Skepsis zu

betrachten.

4.4 Mechanismen der Endothelabhangigen Relaxation

Ein gut erhaltenes, voll funktionsfahiges Koronarendothel ist die Vorraussetzung fur
ein leistungsfahiges Herz. Die Restitution der Endothelfunktion ist somit von
besonderer Bedeutung bei der Konservierung von Herzen, die fir eine
Transplantation vorgesehen sind.

Die Endothelabhéngige Relaxation (EDR) ist von drei Faktoren abhangig:
Stickstoffmonoxid, Prostazyklin und dem endothelabh&ngigen Hyperpolarisierendem
Faktor (LUscher et al. 1989).

4.4.1 Stickstoffmonoxid

Als Schliusselmolekil fur die Aufrechterhaltung der Endothelfunktion gilt
Stickstoffmonoxid (NO). Es ist der potenteste Vasodilatator. NO ist ein zu den
nitrosen Gasen gehorendes farbloses Gas, mit einer kurzen Halbwertszeit von 3-5
Sekunden. Es reagiert schnell mit anderen Radikalen wie Sauerstoff und
Superoxidanionen oder mit Wasserstoffperoxid (Tschudi und Luscher, 1996). NO ist
ein kleines, lipophiles, gut diffusibles Molekdl.

R. Furchtgott beschrieb 1980 erstmals einen endothelialen vasodilatierenden Faktor
(endothelium-derived-relaxing-factor, EDRF). 1987 wurde dieser Faktor als NO
identifiziert (Palmer et al.). Man wusste nun, dass Endothelzellen NO produzieren
und gezielt freisetzen kdnnen. Durch die geringe MolektlgroRe und den lipophilen
Charakter ist eine schnelle Diffusion durch die Membranen und so das Erreichen der
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an die Endothelzelle angrenzenden glatten Muskelzelle mdéglich, (Ignarro et al.
1999). Als Substrat fur die zellulare Produktion des NO dient die Aminosaure L-
Arginin. Die NO-Synthase (NOS) konvertiert die terminale Guanidingruppe von L-
Arginin. Diese Reaktion bendtigt NADPH (Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat)
und nutzt molekularen Sauerstoff zur Oxygenierung. So entsteht enzymatisch aus
dem Arginin Citrullin unter der Abspaltung von NO. Dieses wird sehr schnell zu Nitrit
und Nitrat oxidiert (Tschudi und Luscher 1996).

Die NO-Synthase wird in drei Isoenzyme unterteilt, die konstitutiv exprimierte
neuronale NO-Synthase (NNOS oder NOS 1), die endotheliale NO-Synthase (eNOS
oder NOS 3) und die induzierbare NO-Synthase (iINOS oder NOS 2), die im Rahmen
von inflammatorischen Prozessen in einer Vielzahl von Zellen induziert werden kann.
Im neuronalen Gewebe wird also vorwiegend die konstitutive NOS 1 exprimiert, im
vaskularen Endothel befindet sich die NOS 3. Beide bewirken eine kontinuierliche
Synthese geringer Mengen von NO. lhre Aktivitat wird von Calcium/Calmodulin als
Cofaktor gesteuert. Die dritte NO-Synthase ist eine calciumunabhéangige,
induzierbare Synthase. Sie wurde zunéchst in Makrophagen identifiziert. Bei
Entzindungsprozessen wird sie nur voribergehend gebildet und ist durch bakterielle
Lipopolysaccharide, Tumor-Nekrose-Faktor und Interleukin-1 induzierbar.

Die Regulation der endothelialen NO-Bildung verlauft tGber eine Steuerung der
Aktivitat der eNOS durch Calciumionen, die mit Calmodulin einen
enzymaktivierenden Komplex bilden. Mehrere Stimuli fihren zu einer endothelialen
Freisetzung von NO. Einer dieser Stimuli erfolgt hamodynamisch Uber die
blutstromungsabhangige Aktivierung, die so genannten Scherkrafte. Durch die
mechanische Auslenkung von Makromolekllen an der Endotheloberflache kommt es
zu einer Offnung von Calciumkanalen und so zur Aktivierung der NO-Synthase. So
kann der Gefal3tonus in Form einer Autoregulation angepasst werden. Ebensolche
physikalischen Reize zur NO-Produktion sind neben den Scherkraften
Dehnungskréafte und Hypoxie (Pohl und Busse 1989).

Andere Stimuli sind zirkulierende oder rezeptorvermittelte Mediatoren wie Substanz
P, Bradykinin, Serotonin und Acetylcholin, die Uber eine Aktivierung der
Phospholipase A zu einer Erhdhung der freien Calciumkonzentration in der Zelle
fuhren. Infolge des erhdhten Calciumspiegels kommt es zur Aktivierung der NO-

Synthase.
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Nach Erreichen der Zielzelle, also der glatten Muskelzelle, verursacht NO dort die
Relaxation. Dies geschieht Uber die Aktivierung der l6slichen Guanylatzyklase, die
die Bildung von zyklischem Guanosin-Monophosphat (cGMP) aus Guanosin-
Triphosphat (GTP) bewirkt. cGMP ist dann wiederum in der Lage, lonenkanale,
Proteinkinasen und Phosphodiesterasen zu regulieren (Tschudi und Lischer, 1996).
Es kommt zu einer Dephosphorylierung der leichten Myosinketten, was die
Myosin/Aktin-Interaktion verhindert und zur Vasodilatation fuihrt (Dendorfer 1996).
Eine Hemmung der NO-Aktivitat kann durch verschiedene Substanzen erreicht
werden, welche entweder Menge, Aktivitat oder Substrat der NO-Synthase
beeinflussen. Alle Formen der Stickoxidsynthase kdnnen kompetitiv mit L-Arginin-
Analoga gehemmt werden. Als intrazellulare kompetitive Substrate gelten zum
Beispiel L-NMMA (L-Nitroarginin-Methylester) oder das im Rahmen dieser
Versuchsreihe eingesetzte L-NNA (N-Nitro-I-Arginin).

4.4.2 Prostazyklin (PGI,)

Prostazyklin ist der zweite wichtige Faktor der endothelialen Relaxation. Es ist ein
bizyklisches Prostaglandin, welches nach Umwandlung von Arachidonsaure durch
Cyclooxygenase und Prostazyklinsynthetase aus Endoperoxiden entsteht (Léscher
und Ungemach 2002). Die Halbwertzeit betragt etwa 3-5 Minuten. Im
Koronarendothel ist Prostazyklin der dominierende Arachidonsauremetabolit. Es wird
dort produziert und freigesetzt.

Fur die Produktion und Ausschittung von Prostazyklin gelten vergleichbare
Freisetzungsmechanismen wie fur Stickstoffmonoxid. Neben den physikalischen
Einfluissen wie den Scherkraften oder Hypoxie erfolgt eine Stimulation ebenfalls
durch verschiedene Autakoide wie zum Beispiel Bradykinin. Fir die Freisetzung aus
dem Endothel ist ein erhohter intrazellularer Calciumgehalt notwendig. In der glatten
Muskelzelle wird die Relaxation Uber eine rezeptorvermittelte Aktivierung der
Adenylatcyclase, welche zu einer cAMP-Zunahme fuhrt, ausgeldst (Tschudi und
Lischer 1996).

Neben seiner vasodilatierenden Funktion ist Prostazyklin ein funktioneller Antagonist
der Thromboxane und ein endogener Thrombozytenaggregationshemmer.

59



4.4.3 Endothelialer Hyperpolarisierender Faktor (endothelium-derived-

hypopolarizing-factor, EDHF)

EDHF ist ein dilatationsauslosender Faktor, der unabhangig von NO und Prostazyklin
endothelvermittelte Relaxationen auslést. 1999 beschrieben Feletou und Vanhoutte,
dass die vom Endothel abhangige Gefalirelaxation nicht vollstandig durch die
Freisetzung von NO und Prostazyklin erklart werden kann. Trotz einer Hemmung der
durch NO und PGl induzierten Relaxation mit spezifischen Inhibitoren wie L-NNA und
Indomethacin blieb eine Vasodilatation bestehen, die immer mit einer
Hyperpolarisation einherging. So wurde ein zusatzlicher Faktor vermutet, welcher
Uber die Hyperpolarisation der glatten Muskulatur wirkt (Chen et al.1998). Da diese
dilatierenden hyperpolarisierende Effekte nur bei vorhandenem und intaktem
Endothel auftraten, nannte man diesen Faktor Endothelium-Derived-
Hyperpolarisation-Faktor (EDHF) (Busse et al. 2000).

Durch die Freisetzung von EDHF werden in den glatten Muskelzellen
kalziumabhangige Kaliumkanale aktiviert; Gber einen Kaliumausstrom wird dann die
Hyperpolarisation hervorgerufen. Dies fuhrt zur Inaktivierung spannungsabhangiger
Ca2+-Kanale, das intrazellulare Calcium sinkt und die Gefalimuskulatur relaxiert
(Walsh et al. 1995). Die Hyperpolarisation breitet sich Uber die myokardialen gap-
junctions zu den benachbarten glatten Muskelzellen aus.

Der Beitrag von EDHF als Mechanismus zur endothelabhéngigen Relaxation steigt
mit abnehmender Gefal3grofRe (Busse et al. 2002).

Die genaue chemische Struktur des EDHF wird bis heute noch kontrovers diskutiert.
Man nimmt aber an, dass die nach rezeptorabhangiger Aktivierung aus dem
Endothel freigesetzten Kaliumionen sowie Epoxyeicosatriensauren (EETs; ein
Cytochrom P40 Metabolit des Arachidonsaurestoffwechsels) bei diesem
Mechanismus eine Rolle spielen (Wu et al. 2005).
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4.4.4 Substanz P

Substanz P ist ein Neuropeptid, welches aus 11 Aminoséuren besteht. Sein Name
entstand in Ermangelung geeigneter Alternativen aus dem englischen Begriff far
.powder”, zunachst lag Substanz P namlich nur in Pulverform vor.

Zusammen mit Bradykinin spielt es eine wichtige Rolle als humoraler Mediator der
endothelialen Vasodilatation, indem es sowohl die NO- und PGI-Freisetzung
stimuliert, als auch den EDHF-Mechanismus (Frieden et al. 1999). Die Stimulation
des Endothels fuhrt im Zusammenhang mit einem Anstieg der intrazellularen
Calciumionen zur Aktivierung endothelialer lonenkanéle. Substanz P besetzt die
vorherrschenden G-Protein gekoppelten Rezeptoren, es kommt zu einer
inositoltriphosphatvermittelten  Kalziumfreisetzung aus den Speichern des
endoplasmatischen Reticulums (Nilius et al. 1997). Die Vasodilatation geht also
einher mit einem intrazellularen cGMP-Anstieg. Diese koronare Relaxation ist
allerdings an ein intaktes GefaRendothel gebunden (Accili et al. 1994). Cocks zeigte
1983 in seinen Versuchen, dass bei fehlendem Endothel keine Dilatation durch
Substanz P ausgeldst werden konnte, obwohl die Gefalimuskulatur durch Papaverin
relaxiert werden konnte. Dies zeigte, dass die durch Substanz P hervorgerufene
Dilatation endothelabhangig sein musste.

Substanz P bewirkt am GefalRendothel also eine rezeptorvermittelte
Stickstoffmonoxid- und PGI-Freisetzung, es wirkt aber auch Uber den EDHF-Weg
(Mechiche et al. 2001, Moncada et al. 1999).

In dieser Versuchsreihe konnte also Substanz P verwendet werden, um die
endotheliale Relaxation auszuldsen bzw. um eventuelle Schaden am koronaren
Endothel zu ermitteln und zu bewerten. In unseren Versuchen erreichten die
unbeschadigten Gefaliringe nach Vorkontraktion mit Prostaglandin Fyq, SP-induzierte
Dilatationen von 71 % (Mittelwert bei einer SP-Gabe von 10 umol/l).

Durch die Gabe eines Stickoxidsynthase-Inhibitors kann die Substanz-P-bedingte
Dilatation deutlich reduziert werden. In unserer Versuchsreihe benutzten wir dazu L-
NNA (N-Nitro-I-Arginin), welches in einer Konzentration von mindestens 300 pumol/l
gegeben werden muss, um eine ausreichende NO-Synthase-Hemmung zu erreichen
(Ge et al.2000). Es handelt sich hierbei um eine kompetitive Hemmung, die deshalb
auch gut reversibel ist.

61



Wird nun die NO-Freisetzung blockiert, verbleibt eine Dilatation bedingt durch PGI
und EDHF. Beny und Schaad (2000) zeigten eine Beteiligung des EDHF an der
Substanz-P-vermittelten Dilatation. Durch den Einsatz des Cyclooxygenasehemmers
Indomethacin wird jegliche Beteiligung von PGI ausgeschlossen und es kommt zu
einer EDHF-vermittelten Dilatation. Das Indolessigsaurederivat Indomethacin hat
keinen Einfluss auf das Endothel der Koronararterien (Kurowai et al. 1995). Dieses
konnte in unseren Versuchen dahingehend bestatigt werden, als dass nach der
Zugabe des Indomethacins keinerlei Kontraktionen oder Dilatationen eintraten. Der
Zustand der Koronarringe blieb also unverandert und ohne Reaktion (vgl. Abb.3
M&M).

Frieden et al. untersuchten die SP-induzierte Vasorelaxation von
Schweinekoronarien auf den EDHF-Mechanismus. Die Hyperpolarisation an den
Koronargefal3en resultiert ihrer Auffassung nach aus der Aktivierung verschiedener

calciumabhangiger Kaliumkanéle.

4.45 Bradykinin

Roche e Silva entdeckten 1949 eine Substanz, welche einerseits zu einem
systemischen Blutdruckabfall fihrte und andererseits eine langsame Kontraktion des
Darms hervorrief. Dieser Substanz wurde daher der Name Bradykinin gegeben
(griech. bradys fir langsam, kinein fir bewegen). 1960 identifizierte Elliot das
Gewebehormon als Nonapeptid mit einer sehr kurzen Halbwertzeit. Bradykinin spielt
als potenter Vasodilatator eine wichtige Rolle im kardialen und peripheren
Gefallsystem. Ist das Herz ischamischem Stress ausgesetzt, kann Bradykinin auch
vom Herz spontan ausgeschittet werden (Sato et al. 1999). Bradykinin bewirkt tber
eine Signalkaskade die Freisetzung von NO, Prostacyclin und EDHF. Diese
Signalkaskade beginnt mit der Aktivierung eines spezifischen Bradykinin-Rezeptors,
des B,-Rezeptors. Dieser Rezeptor ist G-Protein gekoppelt und bis auf wenige
Ausnahmen konstitutiv auf der endothelialen Zelloberflache positioniert (Prado et al.
2002, Feng et al. 2000). Uber die Anbindung an die G-Untereinheit des B,-Rezeptors
kommt es zu einer Phospholipase-C-abhéangigen Freisetzung von Inositolphosphat
(IP) und einem Anstieg von intrazellularem Kalzium durch die Freisetzung von

Kalzium aus intrazellularen Speichern und Einstrom durch die Plasmamembran
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(Prado et al. 2002). Durch die aktivierte Phospholipase wird Arachidonsaure
freigesetzt, welche als Substrat fur die Prostazyklinbildung dient. Es werden
allerdings auch die Epoxyeicosatriensauren als Substanzen diskutiert, die die
chemische Form der EDHF darstellen kdonnten (Busse et al. 2000). Durch die
Erh6éhung des intrazellularen Kalziums werden zudem die kalziumabhéngigen NO-
Synthetasen aktiviert und es kommt zur NO-Freisetzung (Bae et al. 2003).

Ebenfalls an der vasodilatativen Wirkung von Bradykinin beteiligt ist EDHF (Frieden
et al 1999). Die Hyperpolarisation wird hier durch eine Aktivierung der Kalziumkanale

herbeigefuhrt.

4.4.6 Serotonin (5-Hydroxytryptamin)

Serotonin ist ein Monoamin, welches im Organismus natlrlich als Gewebehormon
bzw. als Neurotransmitter vorkommt. Es zahlt zu den biogenen Aminen. Seine
Bildung erfolgt durch Decarboxylierung des 5-Hydroxytryptophans. Vittorio
Ersparmer isolierte 1930 einen Stoff, der die glatte Muskulatur kontrahierte, er
nannte ihn Enteramin. 1952 stellte man fest, dass Enteramin identisch war mit
Serotonin, dessen endogenes Vorkommen Irving Page 1948 erstmalig beschrieb.
Serotonin wird hauptsachlich in den Zellen des Gastrointestinaltraktes gebildet und
von dort in das Blut freigesetzt.

Das Hauptvorkommen von Serotonin ist im Gehirn, in den enterochromaffinen Zellen
und in den Thrombozyten. 95% des Serotoningehalts im Blut sind in den
Thrombozyten enthalten, die es binden und in sich lagern.

Das Serotonin hat verschiedene kardiophysiologische Effekte, es dilatiert und
kontrahiert Blutgefal3e abhangig von der GefalRgrofle und dem Zustand der
Gefallwand.

Die vasoaktive Wirkung des Serotonins ist rezeptorvermittelt, es existieren 14
Serotoninrezeptor-Subtypen, die in sieben Unterfamilien eingeteilt werden (Frishman
et al. 1995). Kardiovaskular relevant sind dabei insbesondere 5-HTig, 5-HT2a, 5-
HT,sund 5-HT-. In den GefdlBmuskelzellen sorgen 5-HTig, 5-HToa und 5-HTog flr
eine Kontraktion dieser. Eine Stimulation des 5-HT; -Rezeptors bewirkt indes eine
Vasodilatation. Im Endothel hingegen bewirkt der 5-HT,s —Rezeptor eine NO-
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Freisetzung und damit eine Vasodilatation (Pertz et al. 2004). Serotonin ist allerdings
auch in der Lage vasokonstriktorische Substanzen zu stimulieren. Dazu gehéren
Histamin, Angiotensin Il, Prostaglandin F2a und Noradrenalin (Frishman und Grewall
2000). Bei einem intakten Endothel bewirkt Serotonin die Bildung vasodilatatorischer
Mediatoren und kann die konstriktorische Wirkung der anderen Substanzen
antagonisieren. Es Uberwiegt also die gefal3erweiternde Wirkung des Serotonins. Bei
einer Schadigung der Endothelzellen kommt es folglich zu einer Vasokonstriktion
(Frishman und Grewall 2000). Dass die vasodilatierende Wirkung des Serotonins
beim Schwein hauptsachlich Gber NO-Bildung vermittelt wird, zeigten Park et al., da
sie die Vasorelaxation zu einem hohen Prozentsatz mit N-Nitro-L-Arginin

verringerten.

4.4.7 Natriumnitroprussid (SNP)

Bei dieser Substanz handelt es sich um ein vasodilatatorisches Pharmakon aus der
Gruppe der Cyanide. Es ist die feste Form des Nitroprussids, d.h. es liegt in
Kristallform vor. Es ist wasserloslich, lichtempfindlich und sehr instabil mit einer
Halbwertszeit von nur wenigen Minuten im Plasma. Bei einem alkalischen pH-Wert
zerféallt es (Loscher, Ungemach 2002). Seine vasodilatierende Wirkung flhrt zum
Absinken des peripheren GefaRwiderstandes durch eine Tonusabnahme der glatten
Muskelzellen der arteriolaren Widerstandgefal3e. Sowohl in der Human- als auch in
der Veterinarmedizin wird dieser Vasodilatator bei akuter Herzinsuffizienz und bei
hypertensiver Krise eingesetzt, sowie zur kontrollierten Blutdrucksenkung bei
chirurgischen Eingriffen (Hunter et al. 2003). Aufgrund der geringen Halbwertszeit ist
eine Verabreichung als Dauertropfinfusion erforderlich.

Natriumnitroprussid, auch als ,Nitrovasodilatator bezeichnet, bewirkt eine
endothelunabhangige GefalRerweiterung. Es fuhrt zu einer Erhdhung der
Konzentration von NO in den glatten Muskelzellen, was uber eine vermehrte Bildung
von cGMP und den dadurch ausgelésten Ca®'-Ausstrom die Dilatation der
GefalBmuskulatur bewirkt. SNP ist eine sehr labile Verbindung und kann NO spontan
freisetzen, aus einem SNP-Molekll werden drei NO-Molekile frei (Tschudi et al.
1996). Die NO-Molekile erreichen dann per Diffusion die glatten Muskelzellen der
Gefalle und wirken hier dilatierend. In Gefallen ohne Endothel wirkt SNP starker
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vasodilitatorisch als bei Gefallen mit intaktem Endothel (Tschudi et al. 1996). Dies
liegt an der geringeren Diffusionsstrecke, welche das SNP zu bewaltigen hat.
In unserer Versuchsreihe wurde Natriumnitroprussid in einer Konzentration von

1x10®° M in das Organbad gegeben.

4.4.8 Papaverin

Das Papaverin zahlt zu den Alkaloiden des Opiums und ist zu circa 1% im Rohopium
enthalten. Da es direkt an der glatten Muskulatur angreift, gilt es als unspezifisches,
aber sehr potentes muskulotropes Spasmolytikum (Kukovetz und Pdch 1970). Im
Koronarsystem wirkt es stark vasodilatatorisch unabhéangig vom Endothel. Es wirkt in
der Zelle der Hydrolyse von cAMP und cGMP entgegen indem es zyklische
Nukleotid-Phosphodiesterasen unspezifisch hemmt (Merrill et al. 1956). Diese
Eigenschaft konnte von Pdch und Kukovetz an verschiedenen Saugetiergeweben
nachgewiesen werden.

Papaverin reduziert den Kaliumausstrom, verschiebt das Ruhepotential in Richtung
positiverer Werte und verlangert so das Aktionspotential (Nawrath 1980). Bei der
durch Papaverin  vermittelten  Gefal3relaxation  existiert neben  einer
endothelunabhangigen auch eine endothelabhangige Komponente, deren Ausmal}
durch freigesetztes NO bestimmt wird (Martin et al.1986).

In der Koronarchirurgie wird Papaverin zur pharmakologischen Vasodilatation
eingesetzt, um zum Beispiel an arteriellen Spendertransplantaten die Entstehung von
Gefallspasmen zu verhindern (Scheld et al.1995).

Auch nutzt man die vasodilatatorischen Eigenschaften des Papaverins wie in unserer
Studie zur Erzeugung einer maximalen GefalRerweiterung zur Bestimmung des

basalen Dilatationsgrades der Koronarringe.
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4.5 Diskussion der Ergebnisse

4.5.1 Blut als Reperfusat

Grundsatzlich ist es mdglich die Gefal3e mit salinen Lésungen zu reperfundieren.
Hier besteht der Vorteil darin, dass keine unkontrollierten endogen Substanzen
vorhanden sind, welche die Vasoregulation beeinflussen. Meist wird jedoch Blut als
Reperfusat bevorzugt, da es physiologisch ist, und aul3erdem geeigneter fir die
Erfassung von Ischamie-Reperfusionsschaden scheint. Podesser et al. verglichen
1999 in ihren Versuchen die Reperfusion von Kaninchenherzen mit Erythrozyten-
angereicherter Krebs-Henseleit-Losung gegentber normaler Krebs-Henseleit-
Losung. Die im Versuch verwendeten Herzen wurden einer funfminutigen globalen
Ischamie ausgesetzt und danach 45 Minuten lang reperfundiert. Die Autoren stellten
fest, dass die mit Erythrozyten angereicherte KH-L6sung deutlich bessere
Ergebnisse nach der Reperfusion hinsichtlich hamodynamischer und metabolischer
Prozesse ergab. Das Herzminutenvolumen zeigte ebenso hohere Werte, wie die
Aortendurchflussrate und der ATP-Gehalt gegentber den mit nicht angereicherter
Krebs-Henseleit-Losung reperfundierten Herzen.
In einer Studie von Walters et al. wurden blutreperfundierte Rattenherzen verglichen
mit Rattenherzen, welche mit KH-Losung reperfundiert wurden. Auch hier zeigten die
blutreperfundierten Herzen ein deutlich besseres Herzminutenvolumen sowie eine
hohere Aortendurchflul3rate.
Blut ist durch seinen Hadmoglobingehalt ein guter O2-Tréger, der auch bei niedrigem
Flow fur eine ausreichende Oxygenierung des Gewebes sorgt. Auch seine gute
Pufferkapazitat kommt den reperfundierten Gefal3en zugute.
Kritisch zu betrachten ist der Gehalt von Thrombozyten im Reperfusat. Unter
physiologischen Bedingungen interagieren Endothel und Thrombozyten nicht
miteinander (May et al. 1999) damit es nicht unerwinscht zu
Thrombozytenaggregation bzw. —adhasion und so zur Thrombenbildung kommt.
Ein intaktes Endothel wirkt antithrombozytér, weil es luminal eine hohe negative
Membranladung besitzt, die das Adhérieren der Thrombozyten an das Endothel
erschwert (Gimbrone, Jr., 1999). Die Thrombozyten besitzen ebenfalls eine negative
Ladung, und werden so von den Endothelzellen auf Distanz gehalten. Auch das von
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der Endothelzelle sezernierte PGIl, und NO inaktivieren die Thrombozyten indem sie
die cAMP- bzw. die cGMP-Konzentration in den Thrombozyten erhéhen, und so das
intrazellulare Calcium reduzieren.

Es besteht also ein Gleichgewicht zwischen den Endothelzellen und den
Thrombozyten. Ist dieses Gleichgewicht nun durch Verletzungen oder Stimulation
des Endothels gestort, kommt es zur Freisetzung von koagulatorischen Faktoren, die
zu einer erhohten Adhasivitat des Endothels fuhren und so zur
Thrombozytenaktivierung. Geschieht dies, kommt es weiter zur Anheftung von
Thrombozyten an die GefalRwand und zur Thrombozytenaggregation. Die aktivierten
Thrombozyten setzen nun ihrerseits diverse Substanzen frei, wie das ThromboxanA,,
welches uber die Bildung von Arachidonsaure entsteht (Brody 1996). ThromboxanA,
ist ein starker Vasokonstriktor und fordert so die Thrombenbildung.

Auch Neutrophile Granulozyten sind nach Reperfusion fir Endothelschaden
verantwortlich (Weissmann 1989). Nach der Reperfusion steigt die Affinitdt der
Neutrophilen zur Endothelzelloberflache. Die aktivierten Neutrophilen geben
zytotoxische Enzyme und Sauerstoffradikale ab, die dann die Endothelzellen
schadigen (Seccombe und Schaff 1995). Martorana et al. untersuchten 1998
Hundeherzen, die 60 Minuten Ischamie und 180 Minuten Reperfusion ausgesetzt
waren. Das Endothel dieser Gefalie zeigte eine stark vermehrte Leukozytenadhasion
und eine verminderte Dilatationsfahigkeit.

In unseren Versuchen zeigten die Koronargefal3e, welche nach 180minutiger
Ischamie eine Stunde lang mit Blut reperfundiert wurden, signifikant bessere EDR-
Werte als solche Gefalie ohne Reperfusion. Braunwald und Kloner beschreiben die
Blutreperfusion als ,zweischneidiges Schwert®, wobei sie den Nutzen der
Reperfusion nach Ischdmie hervorheben. Dennoch reagieren reperfundierte Herzen
sensibler auf metabolische Regulation. Sowohl im Modell des Hundeherzens, als
auch beim isolierten Kaninchenherz zeigte sich nach Reperfusion eine verminderte
Relaxationskapazitat des Endothels, bei gleichbleibender Muskelzellfunktion der
GefalRe. Seccombe und Schaff erklaren dies mit einer verminderten NO-Freisetzung;
ausgelost durch Ischamie und Reperfusion wird eine Komponente im Rezeptor/G-
Protein-Komplex selektiv geschadigt und somit fehlt der Stimulus fur die Auslésung
der NO-Synthese.

Nach unterschiedlichen Ischamiezeiten, jedoch ohne Konservierung, ergaben sich in

dieser Studie zwischen keiner der Gruppen signifikante Unterschiede (Abb. 9). Die

67



Koronargefal3e erreichten durchweg physiologische Dilatationswerte. Das Endothel
der GefaRe kann als intakt angesehen werden, wenn die EDR dber 70 % liegt
(Fischer et al. 2002). Diese Gruppe der Koronarringe mit Ischamiezeiten von 60, 120
und 180 Minuten konnte also als Vergleichsgruppe zu den konservierten und
reperfundierten Ringen herangezogen werden.

Die Koronarien, welche eine normotherme Ischamie von 180 Minuten durchmachten
und danach mit Blut reperfundiert wurden, konnten nochmals verbesserte Werte
aufweisen. Nach Substanz P und nach Bradykiningabe erreichten diese Ringe
signifikant hohere Dilatationswerte als die nicht reperfundierten Ringe (Abb.10).
Dieser Umstand lasst darauf schliel3en, dass das GefalRendothel dieser Koronarringe
intakt sein musste, so dass die positiven Einflisse der Blutreperfusion hier
Uberwogen. Dennoch wiesen Laude et al. 2000 in ihrer Studie an Rattenherzen auch
auf negative Einflisse der Blutreperfusion mit verminderten Dilatationswerten hin.
Sie zeigten allerdings, dass diese abgeschwachte Endothelreaktion in
Zusammenhang mit Mikrotraumata der Endothelzellen einherging. Die
Unversehrtheit des Endothels ist also von aul3erster Wichtigkeit fir die Aussagekraft
dieser in-vivo-Versuche.

Bei den konservierten reperfundierten Ringen sank die EDR signifikant gegentber
den nicht konservierten und reperfundierten Ringen. Hinsichtlich der Ischamiezeiten
konnten allerdings keine nennenswerten Differenzen erkannt werden.

Die normotherme Ischamie wurde von allen Gruppen gleich gut verkraftet (vgl. Abb.
9). Auch nach Konservierung und Reperfusion konnte keine Abhangigkeit der
Endothelfunktion von der Ischdmiezeit ausgemacht werden (vgl. Abb. 12-16).
Allerdings machten sich Unterschiede hinsichtlich der Art der Konservierung
bemerkbar. Obwohl die Ischamiezeiten bei den nicht konservierten Ringen der
Kontrollgruppe keine negativen Einflisse auf die Funktion des Endothels hatten, ist
doch von einer geringen Endothelschadigung auszugehen, die nach der
Konservierung nicht mehr zu kompensieren ist und sich erst dann in vollem Umfang
zeigt.

Eine kontinuierliche Verschlechterung der EDR in Abhangigkeit von der
IschAmiedauer stellte sich nur bei der HTK-Konservierung dar (vgl. Abb. 12). Die
Ringe nach 60 Minuten normothermer Ischédmie tolerierten die Konservierung und

nachfolgende Blutreperfusion am besten, die Ringe mit der langsten Ischdmie am
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schlechtesten. Nach Konservierung mit HTK-L6sung bewirkte die Blutreperfusion bei
einer Ischamiedauer von 60 Minuten mit 63% sehr gute Ergebnisse.

Die Koronarringe, welche eine Konservierung in mHTK + COP durchgemacht hatten,
zeigten nach 60mindtiger Ischamie die schlechtesten Werte, aber bei 120 Minuten
Ischamie die besten, wenn auch vermindert gegeniber den nicht konservierten
Ringen (vgl. Abb. 12-16). Hier scheint die Abhangigkeit von der Ischamiedauer voéllig
aufgehoben zu sein. Dies kénnte dadurch erklarbar sein, dass durch die COP eine
sehr gute Oxygenierung direkt im Anschluss an die normotherme Ischamie und tber
die gesamte Konservierungsdauer gewabhrleistet war. Yotsumoto et al. testeten 2003
Schweinekoronarien die eine 16minutige normotherme Ischamie durchmachten und
danach 3,3 Stunden in mHTK und COP gelagert wurden. Sie erreichten sehr gute
Ergebnisse mit dieser Technik, obwohl die Persufflation belastend fir das Endothel
ist.

In UW-Loésung gelagerte Ringe zeigten nach der Konservierung allgemein
schlechtere Werte lediglich bei 120 Minuten normothermer Ischamie. Wir kénnen
somit nicht die Studien von He und Yang bestatigen, welche die hohe
Kaliumkonzentration der UW-L6sung fir Endothelschaden verantwortlich machen.
Bei ihren Versuchen reduzierte eine Konservierung in UW-L6sung die EDR der
Koronargefal3e signifikant. Erhard et al. verglichen 1993 Lebertransplantate die nach
15 Stunden hypothermer Ischdmie sowohl in UW-L6sung, als auch in HTK-L6sung
konserviert wurden. In ihren Ergebnissen zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede nach der Transplantation, jedoch gab es in der UW-Gruppe einen leicht
hoheren Anteil von spateren Komplikationen an den biliaren Anastomosen. Nach
einer 60minutigen Ischamiezeit fuhrt die Konservierung in UW-L6sung zu
gunstigeren bzw. gleich guten Werten wie die beiden anderen Lésungen. Nach 180
Minuten normothermer Ischamie konnte sie sich eventuell besser eignen als HTK-
Losung, da diese bei langerer Ischamiezeit deutlich schlechtere Ergebnisse aufweist.
Es muss allerdings darauf hingewiesen werden, dass die genannten Unterschiede
nicht signifikant sind.

In einer parallel laufenden Studie zur Konservierung von Koronargefal3en wurden
GefalRringe auf ihre Dilatationsfahigkeit hin untersucht (Naglo-Dinner; in
Vorbereitung). Diese Koronargefdie waren einer normothermen Ischamie

ausgesetzt und wurden wie in unserer Studie in verschiedenen Losungen 24
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Stunden konserviert. Die Ischamiezeiten betrugen hier ebenfalls 60, 120 und 180

Minuten. Nach der Konservierung wurde hier die EDR dieser Gefal3e getestet.
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Abbildung 33: Vergleichende Darstellung der EDR mit und ohne Blutreperfusion nach

Konservierung in HTK-LOsung nach verschiedenen Ischamiezeiten
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Abbildung 34: Vergleichende Darstellung der EDR mit und ohne Blutreperfusion nach

Konservierung in mHTK-L6sung + COP nach verschiedenen Ischamiezeiten
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Abbildung 35: Vergleichende Darstellung der EDR mit und ohne Blutreperfusion nach

Konservierung in UW-LOsung nach verschiedenen Ischamiezeiten.
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Diese nicht reperfundierten, aber 24 Stunden konservierten Koronarringe erlangten
nur teilweise bessere Dilatationswerte als unsere blutreperfundierten Ringe nach
Ischamie und Konservierung. Diese Unterschiede waren jedoch alle nicht signifikant.
Der NO-Weg scheint bei allen Gruppen deutlicher belastet zu sein, als die EDHF-
Freisetzung (vgl. Abb. 33-35). Die Ischamiedauer fihrt nicht zu signifikanten
Unterschieden der EDR.

Die Blutreperfusion ist also eine geeignete Malinahme zur Restitution von
KoronargefalRen nach normothermer Ischamie. Nach einer Stunde Blutreperfusion
fand sich eine Tendenz zur Verbesserungen der EDR. Nach Konservierung und
Blutreperfusion ist keine vollige Restitution moéglich, jedoch finden sich auch keine
Anzeichen fur zusatzliche Schaden an den Koronarien.

In der histologischen Untersuchung zeigte sich das Endothel weitgehend intakt. Es
waren keine Nekrosen erkennbar. Nur wenige Zellen hatten einen apoptotischen
Zellkern. Die verminderte Dilatationsfahigkeit kann also nicht auf einen Zelluntergang
im Endothel zurtckgefuhrt werden. Vielmehr scheinen andere
Funktionsbeeintrachtigungen die Ursache hierfir zu sein. Méglicherweise kommt es
nur vorribergehend zu einer verminderter Freisetzung von Substraten, da schon
nach einer Stunde Blutreperfusion Verbesserungen sichtbar sind.

Aussagen zur Qualitat der verschiedenen Konservierungen sind nur begrenzt
maoglich, wenn auch nach langerer Ischamiezeit das Endothel bei mHTK + COP oder
UW-L6sung am besten in seiner Funktion erhalten bleibt. Eine gute Erhaltung der
endothelialen Koronarfunktion ist aber eine wichtige Voraussetzung fir eine optimale
Erholung der Myokardfunktion. Aus unseren Untersuchungen geht weiterhin hervor,
dass an den mit mHTK + COP persufflierten Gefafl3en keine zusatzlichen Schaden
entstehen, das Verfahren im Hinblick auf die gute Funktionserhaltung der
Gefallendothelien gerade nach langeren Ischamiezeiten und der in friheren
Untersuchungen gezeigten guten Myokarderholung also besonders fir die

Konservierung des Herzens geeignet ist.
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5 Zusammenfassung

Dorothee Dahmen
Auswirkung der Blutreperfusion nach normothermer Ischamie und
hypothermer Konservierung auf die endothelabhéngige Relaxation der

epikardialen Koronararterien des Schweins

Bei Herztransplantationen spielt der Erhalt der Koronargefal3e eine entscheidende
Rolle. Besonderes Augenmerk muss hier auf das koronare Endothel und dessen
besonderen Schutz gerichtet werden. Das koronare Endothel moduliert den
Gefaldtonus der grol3en und kleinen Koronararterien durch die Freisetzung
verschiedener endothelabhangiger Substanzen, die entweder Dilatationen oder aber
Kontraktionen herbeifiihren. Nur bei gut erhaltener Funktion des Endothels kann das
Spenderorgan auch nach der Verpflanzung seine physiologischen Aufgaben erfillen.
Die mogliche Lagerzeit der Spenderorgane zu verlangern und trotzdem eine optimale
funktionelle Wiederherstellung zu erreichen, wére ein grol3er Fortschritt.
In dieser Studie wird der Einfluss einer Blutreperfusion nach normothermer Ischamie
und verschiedenen Konservierungsmethoden und -zeiten auf das Endothel der
grolR3en Koronargefél3e des Schweins getestet.
Dazu wurde die rechte Koronararterie von frisch geschlachteten Schweinen am
Schlachthof entnommen und mit umgebendem Myokard bei 38°C fur 60, 120 und
180 Minuten gelagert, um eine normotherme lIschamie zu simulieren. Wéahrend
dieser Zeit wurden die Arterien ins Labor transportiert, anschlieend von Myokard
und Bindegewebe befreit und in verschiedenen Konservierungslosungen fir 24
Stunden bei 1°C gelagert. Die unterschiedlichen Konservierungsarten waren die
Lagerung in HTK-L6sung (Histidin-Tryptophan-Ketoglutarat-Losung), in mHTK-
Losung (modifizierte HTK-Lsg) bei gleichzeitiger COP (coronary oxygen
persufflation) sowie die Lagerung in UW-LAsung (University of Wisconsin solution). In
einigen Versuchen schloss sich nach der 24-stiindigen Konservierung noch eine
Reperfusion mit warmem, oxygeniertem und heparinisiertem Schweineblut an.
Fur die anschlieBende Untersuchung der Funktionalitat der GefalRendothelien
wurden isolierte Ringpréaparate der Koronararterien in Organbader mit oxygenierter
normothermer Krebs-Henseleit-Lésung verbracht und dort zwischen zwei
GefalRhaltern unter der Belastung von 2 g eingespannt. Mit KCI wurde die maximale
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Kontraktion ermittelt. Nach einer Vorkontraktion mit PGF,4 konnte mit Substanz P die
endothelabhangige Dilatation ausgeldst werden. Ein vergleichbares Verfahren wurde
mit einer Verdunnungsreihe von Bradykinin oder Serotonin durchgefiihrt. In einer
weiteren Messreihe wurde L-NNA hinzu gegeben, um die Entstehung von NO zu
unterdriicken. Bei allen Messungen war Indomethacin anwesend, um einen
eventuellen Einfluss von Prostaglandinen auf die GefaRweite auszuschalten. Zur
Bestimmung der maximalen, endothelunabhangigen Dilatation, wurden SNP (sodium
nitroprussid) und danach das Zellgift Papaverin hinzu gegeben.

Die endothelabhangige Vasorelaxation errechneten wir aus dem prozentualen Anteil
der Dilatation nach SP, Bradykinin oder Serotonin an der PGF-Kontraktion.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Endothelfunktion in allen Gruppen voll erhalten war.
Die Blutreperfusion wirkte sich nach 180minutiger normothermer Ischamie positiv auf
die Endothelfunktion aus. Hier wurden signifikant bessere Ergebnisse erreicht als bei
den nicht reperfundierten GefalRen.

Bei den nicht konservierten Gefal3en konnten hinsichtlich der unterschiedlichen
Ischamiezeiten keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden. Alle
Koronarringe erreichten hier physiologische Dilatationswerte.

Die konservierten und reperfundierten Ringe zeigten signifikant schlechtere Werte
als die nicht konservierten Koronarringe.

Allerdings konnten Unterschiede bei den verwendeten Konservierungsarten
festgestellt werden. So zeigten sich bei der Konservierung in HTK-LOsung eine
kontinuierliche Verschlechterung in Abhangigkeit zur Ischamiedauer und ein
ahnlicher Effekt nach den langeren Konservierungszeiten bei Konservierung in UW-
LOsung.

Bei der Konservierung in mHTK + COP konnte eine solche Abhangigkeit von der
Ischamiedauer nicht registriert werden.

Die Studie zeigt, dass die Blutreperfusion nach normothermer Ischamie und
hypothermer  Konservierung  keine  negativen  Auswirkungen auf die
endothelabhangige Relaxation der epikardialen Koronararterien des Schweins hat.
Darlber hinaus konnte gezeigt werden, dass die Blutreperfusion sogar nach 180
Minuten normothermer Ischdmie und nachfolgender 24-stiindiger hypothermer
Konservierung noch zu sehr guten Ergebnissen hinsichtlich der funktionellen
Restitution des Endothels fihrt, insbesondere bei Verwendung eines oxygenierten

Konservierungsverfahrens.
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Summary

Dorothee Dahmen
Effects of blood reperfusion after normothermic ischemia and hypothermic
preservation on the endothelium-derived relaxation of the epicardial coronary

arteries of the pig

In heart transplantation the preservation of the coronary vessels plays a crucial role.
Particular attention should be paid here to the coronary endothelium and its special
protection is addressed. The coronary endothelium modulates the vascular tone of
large and small coronary arteries through the release of various endothelium-derived
substances that cause either dilations or contractions. Only with well-preserved
function of the endothelium, the graft will be able to work physiologically after
transplantation.

To prolong the possible storage time of grafts and nevertheless reach a good
functional restitution would be a great progress.

In this study the influence of blood reperfusion after normothermic ischemia and
various preservation methods and times on the endothelium of large coronary
vessels of the pig is tested.

Therefore the right coronary artery from freshly slaughtered pigs at the
slaughterhouse was taken and stored with the surrounding myocardium for 60, 120
and 180 minutes at 38°C to simulate a normothermic ischemia. During this time the
vessels were transported to the laboratory and the myocardium and connective
tissue were removed and the arteries were stored in different preservation solutions
for 24 hours at 1°C. The different types of preservation were the storage in HTK-
solution (histidine-tryptophan-ketoglutarate), in mHTK-solution (modified HTK)
combined with COP (coronary oxygen persufflation) and UW-solution (University of
Wisconsin solution). A reperfusion with warm, oxygenated and heparinized full pig
blood followed in some experiments.

Measurements of coronary function were carried out by means of a lever transducer
system; the isolated rings were fixed between two triangular steel-wire holders under
a load of 2g and placed in an oxygenated organ bath of Krebs-Henseleit-solution.
First KCL was applied to trigger a maximum contraction. After a precontraction with

PGF,, substance P was added to stimulate endothelium dependent dilation.
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A comparable procedure was followed by a dilution line of Bradykinin or Serotonin.
Another run was performed by blocking all NO production by using L-NNA.
Indomethacin was administered at the begin of each run to rule out any possible
endothelial prostacyclin effect. To determine the maximum endothelium-independent
dilation SNP (sodium nitroprussid) and after that the cell poison papaverine were
added.

The endothelium-dependent dilation was calculated from the percentage of SP-
Bradykinin- or Serotonin-dilation to PGF-contraction.

The results show that the endothelial function in all groups was fully maintained.
The blood reperfusion after 180min of normothermic ischemia had positive effects on
the endothelial function. There were significantly better results than in the non-
reperfused vessels.

The non preserved vessels did not differ significantly with regard to the different
times of ischemia. All rings reached physiological dilation values.

The preserved and reperfused rings showed significantly lower values than the not
preserved vessels.

Indeed differences in the types of preservation were found. The preservation with
HTK-solution showed a steady deterioration in dependence to duration of ischemia
and a similar effect after longer storage times during preservation with UW-solution.
The preservation in mMHTK + COP did not show such dependence.

The study shows that the blood reperfusion after normothermic ischemia and
hypothermic preservation has no negative impact on the endothelium-derived
relaxation of the epicardial coronary arteries of the pig.

In addition it was shown that blood reperfusion even after 180 minutes normothermic
ischemia followed by 24 hours of hypothermic preservation still leads to excellent
results with regard to functional restitution of the coronary endothelium, particularly if

an oxygenated preservation is used.
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