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Einleitung

Einleitung

Myokardialer Energiestoffwechsel

Das menschliche Herz ist eine unermidliche Pumpe. Es schlagt bei einer
durchschnittlichen Herzfrequenz von 70 Schlagen pro Minute etwa 100.000-mal pro Tag.
Es ist daher nicht verwunderlich, dass es eine erhebliche Menge an Energie braucht, um
diese Leistung zu erbringen. Als Energiequelle zur Aufrechterhaltung seiner Funktion
verwendet das Herz chemische Energie in Form von Adenosintriphosphat (ATP). Die
Synthese von ATP erfolgt durch oxidative Phosphorylierung von Adenosindiphosphat
(ADP) in den Mitochondrien. Aus diesem Grund existiert eine hohe Dichte an
Mitochondrien in der Herzmuskelzelle (Taegtmeyer, 1994). Circa 2/3 der in Form von
ATP zur Verfigung stehenden Energie wird fur die Kontraktionsarbeit, das heif3t fur die
Zellverkurzung durch eine Interaktion von Aktin und Myosin verwendet. Der Rest dient
dem Betrieb verschiedener lonenpumpen, insbesondere der SERCA, die durch Pumpen
von Ca?" in das sarkoplasmatische Retikulum eine diastolische Relaxation ermdglicht
(Suga, 1990).

Das gesunde menschliche Herz nutzt zur Erzeugung von ATP vorzugsweise Fettsauren,
Glukose und Laktat. Mit circa 60-90 % stellt die beta-Oxidation von freien Fettsauren den
Hauptanteil zur Energiegewinnung, gefolgt von 10-40 % aus Pyruvat, gebildet aus Laktat
und Glukose (Stanley & Chandler, 2002). Im Zentrum der Energiegewinnung steht der
Citratzyklus, der durch die Bereitstellung reduzierender Aquivalente fiir die oxidative
Phosphorylierung in den Mitochondrien zur Regeneration von ATP aus ADP und
anorganischem Phosphat beitragt. Gespeist wird der Citratzyklus durch Acetyl-CoA, das
zum Grofteil aus der Oxidation von Pyruvat und Fettsduren stammt (Stanley et al.,
1997).

Die kardiale beta-Oxidation freier Fettsauren stellt sich als ein dynamischer Prozess dar,
der sich durch Zu- und Abnahme sowohl an den kardialen Energiebedarf als auch an
vorherrschende Umgebungsbedingungen anpasst. Die im Rahmen der beta-Oxidation
verwendeten Fettsduren stammen in erster Linie aus an Albumin gebundenen
Plasmafettsauren oder aus Fettsauren, die in Triacylglycerin von Chylomikronen oder
Lipoproteinen sehr geringer Dichte enthalten sind und gelangen dementsprechend Gber
den Blutstrom zum Herzen. Im Zytosol erfolgt die Veresterung zu Acyl-CoA durch die
Acyl-CoA-Synthase. Im Anschluss erfolgt die Ubertragung der Acyl-Gruppe auf Carnitin

mittels der Carnitin-Palmitoyltransferase. Das Acyl-Carnitin wird dann in die
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Mitochondrien transportiert. Dort wird es wieder in Acyl-CoA umgewandelt und in den

beta-Oxidationszyklus eingeschleust (Lopaschuk et al., 2010).

Neben Fettsduren spielen Kohlenhydrate eine essenzielle Rolle in der kardialen
Energiegewinnung. Dazu gehoéren Glukose und Laktat als exogene Substrate sowie
Glykogen als endogenes Substrat (Taegtmeyer, 1994). Glukose wird hauptsachlich tber
den Glukosetransporter GLUT4 in die Herzmuskelzelle aufgenommen (Bell et al., 1990).
Intrazellular erfolgt die Umwandlung in Glukose-6-phosphat katalysiert durch die
Hexokinase. Glukose-6-phosphat kann im Anschluss entweder fir die
Glykogensynthese verwendet oder im Rahmen der Glykolyse zu Pyruvat abgebaut
werden (Stanley et al.,, 1997). Pyruvat wird nachfolgend oxidativ zu Acetyl-CoA
decarboxyliert. Diese Reaktion wird durch die in der Mitochondrienmembran lokalisierte

Pyruvatdehydrogenase katalysiert (Randle, 1986).
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Abbildung 1: Myokardialer Energiestoffwechsel (in Anlehnung an Stanley & Chandler, 2002)

Wenn sowohl freie Fettsauren als auch Glukose zur Verfligung stehen, werden erstere
bevorzugt zur Energiegewinnung genutzt (Neely & Morgan, 1974). Newsholme et al.
fanden heraus, dass es durch die beta-Oxidation von Fettsduren zu einer Hemmung der
Phosphofruktokinase = kommt, was wiederum in einer Blockade der
Glukosephosphorylierung resultiert (Newsholme et al., 1962). Zusatzlich erfolgt die
Hemmung der Pyruvatdehydrogenase, dem Enzym, das die Verbindung zwischen
Glykolyse und Citratzyklus herstellt (Kerbey et al., 1976).

Ischamie und Reperfusion

In der medizinischen Literatur ist eine Gewebeischamie im Allgemeinen als eine

Situation definiert, in der die Sauerstoffzufuhr zur Deckung des Stoffwechselbedarfs
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unzureichend ist. Am Herzen kdnnen unterschiedliche Pathologien in einer solchen
Ischamie resultieren. Dazu gehdren neben dem Myokardinfarkt Bedingungen, die mit
einer Hypoperfusion des Gewebes einhergehen, wie sie beispielsweise im Rahmen
eines Schocks oder eines schweren Traumas beobachtet werden kdnnen. Auch
herzchirurgische Eingriffe bergen ein Risiko fur die Entwicklung einer Ischamie. Die
rasche und zeitnahe Wiederherstellung der Durchblutung stellt die effektivste Methode
zur Rettung des ischamischen Gewebes dar, sodass sich zur Behandlung von
Gefaldverschlissen thrombolytische Therapien, Angioplastien und operative
Revaskularisationen etabliert haben (Dorweiler et al., 2007). Paradoxerweise fuhrt diese
Reperfusion des Gewebes zu einer zusatzlichen Schadigung, die Uber die allein durch
die Ischamie verursachte hinausgeht (Braunwald & Kloner, 1985). Dieser sogenannte
Ischamie-Reperfusions-Schaden geht mit Herzrhythmusstérungen, Myocardial

Stunning, Zelltod und vaskularer Dysfunktion einher (Moens et al., 2005).

Als Myocardial Stunning wird eine anhaltende postischamische myokardiale Dysfunktion
bei Fehlen irreversibler histologischer Schaden bezeichnet (Bolli, 1990; Patel et al.,
1988). Dieses Phanomen wurde erstmals 1975 von Heyndrickx et al. beschrieben, die
an Experimenten mit Hunden regionale funktionelle sowie elektrophysiologische
Veranderungen nach 5- und 15-minidtigem Koronarverschluss untersuchten. Wahrend
sich der Koronarfluss und das Elektrokardiogramm rasch erholten, blieb die
mechanische Funktion je nach Dauer der Ischamie Uber 3 beziehungsweise mehr als 6
Stunden beeintrachtigt (Heyndrickx et al., 1975).

Eine weitere Folge der Reperfusion in einem zuvor global oder regional ischamischen
Gewebe ist das Auftreten von Herzrhythmusstérungen, die in diesem Zusammenhang
als Reperfusionsarrhythmien bezeichnet werden (Manning & Hearse, 1984). Bei
intrakoronarer Thrombolyse nach akutem Myokardinfarkt zeigte sich ein beschleunigter
idioventrikularer Rhythmus als die am haufigsten auftretende Arrhythmie (Goldberg et
al., 1983). Im Laufe der Zeit wurden unterschiedliche Faktoren entdeckt, die
reperfusionsbedingte Herzrhythmusstérungen beeinflussen. Dazu gehéren zunachst
einmal die Zeit sowie die Schwere der vorangegangenen Ischamie (Crome et al., 1983).
Interessanterweise stellten Dennis et al. eine inverse Korrelation zwischen der Schwere
der Ischamie und dem Auftreten von Reperfusionsarrhythmien fest. Ursachlich kénnte
ein erhohter glykolytischer Fluss im schwer ischamischen Myokard sein (Dennis et al.,
1983), der Uber die entsprechende ATP-Produktion zu einem regelrechten elektrischen
Verhalten beitragt (McDonald et al., 1971).

Eine zusatzliche schwerwiegende Auswirkung haben mikrovaskulare Dysfunktionen, die

als Resultat einer komplexen Interaktion verschiedener Faktoren nach Ischamie und
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Reperfusion auftreten. Von entscheidender Bedeutung ist hierbei eine Kombination aus
endothelialer Dysfunktion, mikrovaskulérer Obstruktion, Odem und oxidativem Stress
(Moens et al.,, 2005). Eine mdgliche Konsequenz kapillarer Schadigungen ist eine
limitierte Perfusion nach Reperfusion, das sogenannte No-Reflow-Phanomen (Kloner et
al., 1974). Im klinischen Setting ist dieses mit einer hdheren Sterberate sowie Inzidenz

von Myokardinfarkten assoziiert (Abbo et al., 1995).

Pathophysiologisch kommt es wahrend einer Ischamie zu einer unzureichenden
Versorgung der Herzmuskelzelle mit Sauerstoff und Substraten zur Energiegewinnung,
sodass die oxidative Phosphorylierung zum Erliegen kommt. GemaR einer Studie von
Sun et al. an Langendorff-perfundierten Rattenherzen 16st eine Ischamie eine deutliche
Verlagerung von GLUT4 in die Plasmamembran der myokardialen Zellen aus, was flr
eine erhdhte Glukoseaufnahme im ischdmischen Herzmuskel sorgt (Sun et al., 1994).
Im ischamischen Gewebe erfolgt die Umstellung der aeroben auf die anaerobe
Glykolyse, wodurch vermehrt Laktat anfallt. Zusatzlich erzeugt die Hydrolyse des
verbleibenden ATPs einen Anstieg von anorganischem Phosphat. Beide Vorgange
resultieren in einem Absinken des intrazellularen pH-Wertes (Dennis et al., 1991). Der
zytosolische pH-Wert wird im Wesentlichen durch drei Faktoren beeinflusst: erstens
durch die zellinterne Produktion von S&uren und Basen, zweitens durch die
Pufferkapazitat und drittens durch den Transport von Saure- und Basenaquivalenten
Uber die Zellmembran. Um den intrazellularen pH-Wert wahrend einer Ischamieperiode
zu stabilisieren, werden Wasserstoffionen im Austausch mit Natriumionen durch den
sogenannten Na*/H*-Austauscher aus dem Intra- in den Extrazellularraum transportiert.
Die Konsequenz ist ein Anstieg der intrazellularen Natriumkonzentration (Piper et al.,
1996). Diese wiederum fiihrt Uber die Aktivierung des Na*/Ca®*-Antiporters zu einer
Kalziumuberladung der Herzmuskelzelle (Karmazyn & Moffat, 1993). Die Myofibrillen
werden durch die erhdhte Kalziumkonzentration in einen Aktivierungszustand versetzt,
der jedoch durch den Mangel an ATP nicht zu einer Kontraktion fihrt. Kommt es nun
durch Reoxygenierung des Gewebes zu einer Wiederaufnahme der oxidativen
Phosphorylierung, wird die notwendige Energie fir den kontraktilen Apparat
bereitgestellt. Dies resultiert in einer exzessiven, unkontrollierten Kontraktion, die Gber
eine Beschadigung des Zytoskeletts eine strukturelle Schadigung des Myokards ausldst
(Siegmund et al., 1993). Diese durch Reoxygenierung ausgeldste Hyperkontraktion kann
durch eine passagere Blockade des kontraktilen Apparates verhindert werden (Schltter
et al., 1991; Siegmund et al., 1991).

Neben der durch die KalziumlUberladung ausgeldsten Hyperkontraktion des Myokards

als grundlegender Mechanismus in der Entstehung der Ischamie-Reperfusionsschaden
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spielt ebenfalls das vermehrte Anfallen von Sauerstoffradikalen eine grof3e Rolle. Zweier
et al. setzten bei Experimenten an perfundierten Kaninchenherzen zur direkten Messung
der Produktion freier Radikale die paramagnetische Elektronenresonanzspektroskopie
ein. Es zeigte sich, dass die Konzentration freier Sauerstoffradikale wahrend der
Reperfusion zuvor einer Ischamie ausgesetzten Myokards auf mehr als das Siebenfache
eines Ausgangswertes ansteigt (Zweier et al., 1987). Die Hypothese, dass freie
Sauerstoffradikale wichtige Mediatoren in der Entstehung von Ischamie-
Reperfusionsschaden sind, wird durch die experimentelle Arbeit von Stewart et al.
gestutzt. Sie konnten demonstrieren, dass die Verwendung einer Kardioplegie, die
Superoxiddismutase, Mannitol und KCI enthalt, im Vergleich zur reinen Anwendung
einer Hypothermie einen besseren myokardialen Schutz bietet (Stewart et al., 1983).
Prinzipiell ist ein freies Radikal definiert als ein Atom oder Molekil mit einem
ungepaarten Elektron in der aufleren Hille (Halliwell & Gutteridge, 1984). Zu den
potenziell zytotoxischen Sauerstoffspezies gehdren das Superoxidradikal (O2),
Wasserstoffperoxid (H202) und das Hydroxyradikal (OH’), die als gewdhnliche
Nebenprodukte im aeroben Stoffwechsel entstehen. Unter physiologischen
Bedingungen erfolgt der Schutz vor diesen freien Radikalen durch intrazellulare
Antioxidantien beziehungsweise durch Enzyme, wie Katalase, Superoxiddismutase und

Glutathionperoxidase.

2H20 + GSSG

2GSH /I GPx

=P H20-

H202 \{ CAT

2H20 + O2

O+ 2H*

Abbildung 2:  Wichtige am  zelluldren  Antioxidationssystem  beteiligte =~ Enzyme;
SOD=Superoxiddismutase, CAT=Katalase, GPX=Glutathionperoxidase, ~GSH=Glutathion;
GSSG=Glutathiondisulfid (in Anlehnung an Chazelas et al., 2021)

Wahrend einer Ischamie/Reperfusion fiihrt die Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies
allerdings zu einer Zellschadigung, da die Schutzmechanismen Uberlastet werden
(Hinder & Stein, 1991). Der entscheidende Schadigungsmechanismus stellt hierbei die
Modifikation von Membranproteinen dar. Uber eine Peroxidation von
Membranphospholipiden kommt es zu einem Verlust der Membranintegritat, was

wiederum zu Nekrose und Zelltod fuhrt (Ernster, 1988).
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Durch die Umstellung der aeroben auf die anaerobe Glykolyse kommt es zu einer
Verringerung der Nettoenergieproduktion von 36 Mol ATP auf circa 2-3 Mol ATP pro Mol
verstoffwechselter Glukose. Die Folge ist eine Beeintrachtigung energieabhangiger
Transporter in der Zellmembran, die fur die Aufrechterhaltung der transzellularen
Gradienten von Natrium, Kalium, Kalzium und Magnesium sorgen. Natrium besitzt
aufgrund seiner osmotischen Eigenschaften die Funktion der Regulation des
Zellvolumens. Die Konsequenz einer Stérung des Natriumtransports ist ein Einstrom des

Elektrolyts in die Zelle, was wiederum zu einer Zellschwellung fiihrt (Buckberg, 1979).

Zusammengefasst liegen die wichtigsten Auswirkungen einer myokardialen Ischamie
somit in einer Stérung des mitochondrialen Sauerstoffverbrauchs und einer
mangelhaften aeroben ATP-Resynthese. Hieraus resultiert ein absinkender ATP-Gehalt,
eine Aktivierung der anaeroben Glykolyse, ein Anfallen von Laktat, eine Ubersduerung
des Gewebes sowie eine Stérung der lonenstréme. All diese Faktoren fiihren letztendlich

zu einer Funktionsstérung des Myokards (Stanley, 2004).

Herzchirurqie

Insbesondere im spaten 19. Jahrhundert fuhrte der Glaube, dass operative Eingriffe am
Herzen die chirurgische Praxis Uberschreiten, zu einem Ausbleiben von
Forschungsarbeiten auf diesem Gebiet. Durch diese mehrheitlich ablehnenden
Haltungen erlebte die Herz- und Gefalchirurgie erst im 20. Jahrhundert

bemerkenswerte, rasante Fortschritte (Weisse, 2011).

Die erste erfolgreiche herzchirurgische Operation wurde 1896 von Ludwig Rehn,
Professor fur Chirurgie an der Universitat Frankfurt am Main durchgefuhrt. Ihm gelang
eine direkte Herznaht am schlagenden Herzen eines 22-jahrigen Patienten, der eine
Stichverletzung im vierten Interkostalraum der linken Thoraxhélfte erlitten hatte (Ellis,
2017; Werner et al., 2012).

Ein weiterer Meilenstein wurde 1950 durch G. Bigelow erreicht. An Experimenten mit
Mischlingshunden konnte er zunachst zeigen, dass eine Senkung der Kérpertemperatur
auf bis zu 18 °C mit einer Reduktion des Sauerstoffverbrauchs einhergeht (Bigelow &
Lindsay, 1950). Nach einer Reihe weiterer Experimente legte er den potenziellen Nutzen
der Oberflachenhypothermie fir den Einsatz in der Herzchirurgie dar (Bigelow et al.,
1950). Mit der Entwicklung eines extrakorporalen Blutkreislaufs, in den wahrend einer
Herzoperation vendses Blut des Patienten gesaugt, anschlieRend oxygeniert und
schlieBlich Uber eine Arterie zurlckgefuhrt wird, schuf John Gibbons eine weitere

Voraussetzung dafiir, Herzoperationen am nicht-schlagenden Herzen durchfiihren zu

-6-
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kénnen. Am 06. Mai 1953 gelang ihm die erste erfolgreiche Operation am offenen
Herzen unter Verwendung einer Herz-Lungen-Maschine. Wahrend Gibbons den
Atriumseptumdefekt der 18-jahrigen Patientin verschloss, tbernahm die Maschine fur 26

Minuten die kardiorespiratorischen Funktionen (Gibbon, 1978).

Im Jahr 1955 entdeckte Melrose mit Kalium das erste kardioplegische Agens. Durch
Infusion von Kaliumcitrat Gber die Aortenwurzel in das Koronarsystem wurde innerhalb
von 5 Sekunden ein diastolischer Herzstillstand provoziert. Dieser war reversibel, sobald
durch ein Wiedereinsetzen einer regularen Durchblutung der Koronarien ein
Auswaschen von Kaliumcitrat erfolgte (Melrose et al., 1955). Aufgrund des Verdachtes,
dass der hohe Kaliumgehalt der Citratldsung wirde das Risiko der Induktion einer
fokalen Myokardnekrose bergen, wurden hyperkaliamische Lésungen zunachst nicht
mehr eingesetzt (Chambers & Fallouh, 2010). Erst circa 20 Jahre spater zeigten Tyers
et al., dass die fokale Nekrose tatsachlich eine Nebenwirkung des hohen Kaliumgehalts
ist (Tyers et al., 1975). In der Zwischenzeit fand eine von Bretschneider entwickelte
intrazellulare, kristalloide Kardioplegie, heutzutage bekannt unter der Bezeichnung
Custodiol oder HTK-L8sung vermehrt Verwendung. Durch den niedrigen Natrium- und
Kaliumgehalt bezweckt diese einen diastolischen Herzstillstand durch eine
Hyperpolarisation der Herzmuskelzellen (Comentale et al., 2018). 1975 entwickelten
David Hearse und Mark Braimbridge mithilfe von Experimenten am isoliert perfundierten
Rattenherzmodell zunachst die St. Thomas Hospital Kardioplegie Nr. 1. Sie erganzten
einen Krebs Henseleit Bikarbonat Puffer als Basislésung mit Adenosintriphosphat,
Kreatinphosphat und Procain und erhdhten die Kalium- und Magnesiumkonzentration.
Im Vergleich zur alleinigen Verwendung der Basislosung als kardioplegisches Agens
konnte die tolerierte Ischdmiedauer des Herzens so verlangert werden und trotzdem eine
vollstandige funktionelle Erholung gewahrleistet werden (Hearse et al., 1976a). In den
folgenden Jahren wurden umfangreiche Dosis-Wirkungs-Studien durchgefihrt, um
durch eine Modifikation der St. Thomas Hospital Kardioplegie Nr. 1 ihre Wirksamkeit zu
verbessern. Ziel war es, die Konzentration der einzelnen Bestandteile zu optimieren und
neue Substanzen zu entdecken, die einen zusatzlichen Myokardschutz ermdglichen
(Hearse et al., 1976b, 1978a, 1978b; Jynge et al., 1977, 1978). Hieraus resultierte die
Entwicklung der St. Thomas Hospital Kardioplegie Nr. 2. Diese sollte als Basislésung
fungieren und durch den weiteren Zusatz diverser Bestandteile, wie beispielsweise
Lidocain oder Kreatinphosphat, an die individuellen Bedurfnisse der Operateure
angepasst werden kénnen (Hearse et al., 1981; Ledingham et al., 1987; Robinson et al.,
1984).
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Bei den kristalloiden, asanguinen kardioplegischen Losungen ist die Herzfunktion
wahrend des Stillstands von der Energiemenge abhangig, die durch anaerobe
Stoffwechselprozesse bereitgestellt wird. Eine von Buckberg entwickelte Kardioplegie
auf Blutbasis brachte den Vorteil, dass das Herz wahrend des Arrests weiter mit
Sauerstoff versorgt wird. Mit ihren Experimenten Uber die Bedeutung von Blut als
kardioplegisches Vehikel setzten sie einen bedeutenden Meilenstein in der Entwicklung
der Myokardprotektion (Follette et al., 1978). In den folgenden Jahren hat sich das
Konzept der Myokardprotektion durch Modulation der Applikation (Menasché et al.,
1982) und Temperatur (Lichtenstein et al., 1991; Teoh et al., 1986) sowie durch
ischamische Pra- und Postkonditionierung (Murry et al., 1986; Zhao et al., 2003)
diversifiziert, sodass heutzutage eine Fille an Methoden zum Schutz des Herzmuskels

zur Verfigung steht.

Kardiopleqgie

Die Protektion des Myokards bei herzchirurgischen Eingriffen hat sich Gber viele Jahre
entwickelt und durch den Einsatz von Kardioplegie konnte die Sicherheit erheblich erhéht
werden (Bhakri et al., 2014). Wahrend im Laufe der Zeit durch die Entwicklung
extrakorporaler Kreislauftechniken eine Operation ohne die Gefahr eines
hamodynamischen Kollapses moglich war, erschwerte jedoch das Schlagen des
Herzens komplizierte Eingriffe. Man wusste schon damals, dass Ischamie zum
Herzstillstand fihrt, da die energiereichen Phosphatreserven aufgebraucht werden.
Allerdings geht die Ischdmie mit Nekrosen und einem hypokontraktilen Herzen nach
Reperfusion einher (Bhakri et al., 2014).

Wahrend herzchirurgischer Eingriffe kann es, wie oben bereits beschrieben, zu zwei
unterschiedlichen Formen der Schadigung kommen: zum einen durch Ischamie wahrend
des Abklemmens der Aorta, zum anderen wahrend der Reperfusion nach Entfernen der
Klemme. Aus diesem Grund ist ein Schutz des Herzmuskels notwendig (Bhakri et al.,
2014). Laut Hearse basiert ein effektiver Schutz vor einem Ischamie-
/Reperfusionsschaden auf drei Saulen: erstens dem Energieerhalt durch das
Herbeifiihren eines raschen Herzstillstands, zweitens der Verringerung des
Zellstoffwechsels durch Hypothermie und drittens der Nutzung protektiver Zusatzstoffe
(Hearse, 1983).

Unter dem Begriff Kardioplegie versteht man einen kinstlich induzierten, reversiblen
Herzstillstand bei Operationen am offenen Herzen (Bilic & Witzel, 2013). Zweck einer

Kardioplegie ist die Protektion des Myokards wahrend des operativen Eingriffs und die
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Schaffung optimaler Operationsbedingungen im Sinne eines bewegungslosen und
blutleeren Herzens (Nicolini et al., 2003). Chambers et al. definierten vier Kriterien, die

eine optimale Kardioplegie erfillen sollte (Chambers & Fallouh, 2010):

1. Reduzierung des zelluldren Verbrauchs an energiereichen Phosphatverbindungen
durch einen schnellen diastolischen Arrest.

2. Minimierung beziehungsweise Verhinderung von Schaden durch Ischamie und
Reperfusion durch einen Myokardschutz.
Simple und schnelle Reversibilitat des Herzstillstands.
Fehlen toxischer Wirkungen der kardioplegischen Wirkstoffe auf Herz oder andere

Organe.

Kardioplegieldsungen unterscheiden sich unter anderem hinsichtlich der Temperatur,
des pH-Wertes, der Osmolaritat und des Gehalts an Erythrozyten (Harlan et al., 1996).
Zusammen mit der Vielzahl potenziell nltzlicher Zusatze, einschliellich Substraten,
Antioxidantien, Puffern, Sauerstoff, hyperosmolaren Wirkstoffen und
lonenkanalinhibitoren oder -aktivatoren, resultiert daraus eine unendliche Vielfalt an
kardioplegischen Losungen. Hinsichtlich der Zusammensetzung ist eine Einteilung in
intrazellulare und extrazellulare Lésungen mdglich, wobei die Unterscheidung auf der
Konzentration von Natrium, Kalium und Kalzium beruht. Die extrazellularen Lésungen
werden heutzutage bevorzugt verwendet und kénnen zusatzlich in blutbasierte und
kristalloide Kardioplegien unterteilt werden (Chambers & Hearse, 2001). Die Effektivitat
und Uberlegenheit einer dieser beiden Lésungen wird kontrovers diskutiert. Beziiglich
der Verwendung von Blutkardioplegie beschrieben Follette et al. einige Vorteile.
Zunachst einmal erfolgt der myokardiale Arrest in einer sauerstoffreichen Umgebung,
sodass es in der Zeit kurz vor der Asystolie nicht zum Verbrauch energiereicher
Phosphatspeicher kommt. Weiterhin besteht Uber eine intermittierende Verabreichung
der Kardioplegie die Moglichkeit der zwischenzeitlichen Reoxygenierung des Myokards,
sodass auf den Zusatz von Glukose oder Insulin zur Aufrechterhaltung eines anaeroben
Stoffwechsels verzichtet werden kann. Zudem verfligt Blut iber onkotische Bestandteile,
die andernfalls in Form von Plasmaproteinen oder Mannitol zugesetzt werden mussten
(Follette et al., 1978). Wie oben bereits beschrieben kommt es im Rahmen einer
Ischamie zu einer Ubersduerung des Gewebes mit sowohl funktionellen als auch
metabolischen Konsequenzen. Aus der Azidose resultiert zum einen eine negativ
inotrope Wirkung auf das Myokard durch Beeintrachtigung der elektromechanischen
Kopplung (Orchard & Kentish, 1990), zum anderen eine Hemmung der Glykolyse als
eigentlich wichtigster Stoffwechselweg fir die Erzeugung von ATP wahrend einer

Ischamie (Rovetto et al., 1975). Durch das Vorhandensein von Hamoglobin und
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Plasmaproteinen, insbesondere durch deren Imidazolgruppen von Histidinresten, besitzt
Blut zusatzlich puffernde Eigenschaften, sodass die im Rahmen der Ischamie
entstehende Azidose ausgeglichen werden kann (Barner, 1991). Trotz der
vermeintlichen Vorteile der Blutkardioplegie zeigt eine Metaanalyse 12 randomisierter
kontrollierter Studien von Zeng et al. keinen signifikanten Unterschied zwischen der
Verwendung kalter Blutkardioplegie und kristalloider Kardioplegie beziiglich 30-Tages-
Mortalitat, Schlaganfallrisiko und erworbenem Vorhofflimmern. Lediglich hinsichtlich der
Rate perioperativer Myokardinfarkte zeigte sich die Blutkardioplegie signifikant
uberlegen (Zeng et al., 2014). Sa et al. allerdings konnten in einer Metaanalyse 36
randomisierter Studien keinen signifikanten Unterschied in Bezug auf das
Myokardinfarktrisiko detektieren und widerlegten in der Gesamtheit die mutmalliche
Uberlegenheit von Blutkardioplegie (Sé et al., 2012). Eine Metaanalyse von Guru et al.
ergab ebenfalls keinen signifikanten Unterschied beider Kardioplegieldsungen bezlglich
des Myokardinfarkt-Risikos. Aufgrund einer geringeren Inzidenz des Low-Output-
Syndroms sowie einer niedrigeren CKMB-Freisetzung nach Blutkardioplegie kamen sie
dennoch zu dem Ergebnis, dass diese einen wirksameren Myokardschutz bietet (Guru
et al., 2006). Die Ergebnisse dieser Metaanalysen geben einen Einblick in die
ambivalente Datenlage zur Uberlegenheit einer der beiden extrazelluldren
Kardioplegiearten. Um jedoch eine valide Evaluierung vornehmen zu kénnen, missen
die beiden Ldsungen so formuliert werden, dass sie sich lediglich in ihrem
Hamatokritwert unterscheiden. Ibrahim et al. flhrten hierzu eine Kklinische
Vergleichsstudie durch und kamen zu dem Ergebnis, dass der Zusatz von Blut zu der
bewahrten kristalloiden St.-Thomas-Kardioplegie Nr. 1 die Inzidenz von Arrhythmien
verringert und eine schnellere Erholung myokardialer Funktionen ermdglicht. Das
Resultat deutet darauf hin, dass Blut einen Benefit zum Schutz des Herzmuskels erbringt
(Ibrahim et al., 1999).

Die Wirkstoffe zur Erzielung eines elektiven Herzstillstands setzen an den
verschiedenen Punkten des Weges von der Erregung der Myokardzelle bis zu deren
Kontraktion an. Auf diese Weise wird zwischen einem depolarisierten Stillstand, einem
polarisierten Stillstand und einem Stillstand durch Hemmung des Kalziumeinstroms
unterschieden (Chambers & Hearse, 2001). Fur dieses Verstandnis wird im Folgenden
sowohl die Generierung des Aktionspotentials als auch die elektromechanische

Kopplung erlautert.

Die primare Funktion der Herzmuskelzelle besteht in der Kontraktion, die durch
elektrische Veranderungen in den Myozyten initiilert wird. Das Membranpotential einer

ruhenden Herzmuskelzelle betragt -90 mV und wird durch die Konzentration positiv und
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negativ geladener lonen an der Zellmembran determiniert. Die wichtigsten hierzu
gehoérenden lonen sind Kalium, Natrium und Kalzium. Die Konzentration von Kalium ist
innerhalb der Zelle hoch und auRerhalb der Zelle niedrig. Das Gegenteil ist bei Natrium
und Kalzium der Fall (Klabunde, 2012).

2K*
ATPas
intrazellular
3 Na*

K* Na* Ca?*
(150 mM) (20 mM) (0,0001 mM)

extrazellular
K* Na* Ca*
(4 mM) (145 mM) (2,5 mM)

Abbildung 3:  Elektrolytkonzentrationen innerhalb und aullerhalb des Myozyten bei
Ruhemembranpotential (in Anlehnung an Klabunde, 2012)

Die Konzentrationsunterschiede werden durch die Arbeit energieabhangiger
lonenpumpen aufrechterhalten. Eine wichtige Rolle spielt hierbei die Na*/K*-ATPase, die
drei Natriumionen aus der Zelle hinaus und im Gegenzug zwei Kaliumionen in die Zelle
hinein transportiert. Bei ATP-Mangelzustanden kommt es daher zur Akkumulation von
Natrium in der Zelle, zum Absinken der intrazellularen Kaliumkonzentration und in der

Folge zu einem starker depolarisierten Ruhemembranpotential (Klabunde, 2012).

Ein wesentlicher Unterschied der Aktionspotentiale von Nerven, Skelett- und
Herzmuskulatur besteht in ihrer Dauer. Mit 200 bis 400 ms hat der Myozyt mit Abstand

das langste Aktionspotential, das sich in folgende Phasen gliedern lasst:

Depolarisation
Initiale Repolarisation

Plateau

W N~

Repolarisation
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Abbildung 4:  Kardiales Aktionspotential (in Anlehnung an Klabunde, 2012)

Wenn das Membranpotential von -90 mV auf -70 mV ansteigt, beispielsweise durch ein
weitergeleitetes  Aktionspotential einer  benachbarten Zelle, 6ffnen  sich
spannungsgesteuerte Natriumkanale, was Uber den Einstrom von Natrium zu einer
schnellen Depolarisation flhrt. Auf diese Phase folgt eine initiale Repolarisation, bedingt
durch die Offnung spezieller Kaliumkanale sowie die Inaktivierung der Natriumkanéle.
Die anschlielende Plateauphase entsteht durch einen Kalziumeinstrom Uber L-Typ-
Kalziumkanale, die sich bei Depolarisation des Membranpotentials auf etwa -40 mV
offnen. Zur finalen Repolarisation kommt es durch den Einstrom von Kalium. Wahrend
der ersten drei Phasen und zu Beginn der vierten Phase befindet sich die Zelle in einem
Zustand der absoluten Refraktaritat. In dieser Zeit kann kein neues Aktionspotential
ausgelost werden. Dies ist darauf zurtickzufiihren, dass sich die spannungsabhangigen
Natriumkanale in einem geschlossenen, inaktiven Zustand befinden. Wenn die Kanéale
nach und nach ihren Ruhezustand wiedererlangen, setzt die relative Refraktarperiode
ein. In dieser kann ein Aktionspotential ausgeldst werden, jedoch lediglich durch einen
uberschwelligen Reiz (Klabunde, 2012).

Die Kontraktion der Muskelzelle erfolgt gemall der Gleitfilamenttheorie durch eine
Interaktion von Aktin und Myosin, die ohne Veranderung ihrer Eigenlange ineinander
gleiten und dadurch die Lange des Muskels verkirzen (Huxley & Niedergerke, 1954;
Huxley & Hanson, 1954). Der als elektromechanische Kopplung bezeichnete Prozess
der Umwandlung des Aktionspotentials in eine solche mechanische Verkirzung wird im

Folgenden erlautert.
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Der Einstrom von Kalzium Uber die L-Typ-Kalziumkanéle im Sarkolemm und den T-
Tubuli fUhrt intrazellular zu einer Kalzium-induzierten Kalziumfreisetzung aus den
terminalen Zisternen Uber sogenannte Ryanodin-Rezeptoren. Kalzium bindet
anschlieRend an Troponin C, was in einer Konformationsanderung des Troponin-
Tropomyosin-Komplexes resultiert. Hierdurch wird die Myosin-Bindungsstelle freigelegt,
sodass Myosin im 90°-Winkel an Aktin bindet. Durch ATP-Hydrolyse erfolgt dann die
Abknickung des Myosinkopfes um 45°, was zu Verklrzung der Sarkomere flihrt. Bei
Bindung eines neuen ATP-Molekuls an das Myosinkdpfchen wird dieses wieder
vorgespannt und der Querbrickenzyklus kann erneut ablaufen. Voraussetzung ist
jedoch eine weiterhin ausreichend hohe Kalziumkonzentration in der Zelle. Gegen Ende
des Aktionspotentials nimmt der Kalziumeinstrom in die Zelle ab und es erfolgt eine
Wiederaufnahme des lons in das sarkoplasmatische Retikulum Uber die SERCA, eine

ATP-abhangige Kalziumpumpe (Klabunde, 2012).

Depolarisierter Arrest

Im Jahre 1883 fand Sidney Ringer mithilfe einer Reihe von Experimenten an
Froschherzen heraus, dass Kalium einen diastolischen Herzstillstand ausldst (Ringer,
1883). Mit zunehmender extrazelluldrer Kaliumkonzentration kommt es zu einer
Depolarisation des Ruhemembranpotentials (Sperelakis et al., 2001). Durch eine
Inaktivierung spannungsabhangiger Natriumkanale bei Kaliumkonzentrationen um 10
mmol/L wird so die Ausbildung eines Aktionspotentials verhindert, was in einem
diastolischen Herzstillstand resultiert. Die therapeutische Breite erhdhter extrazellularer
Kaliumkonzentrationen ist allerdings auf Werte zwischen 10 und 30 mmol/L beschrankt,
da es bei hdoheren Werten Uber eine weitere Depolarisierung des Membranpotentials zu
einer Aktivierung von L-Typ-Kalziumkanalen mit der Folge einer intrazellularen

Kalziumiberladung kommt (Opie, 2004).
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Erhohte
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Abbildung 5:  Schematische Darstellung der Wirkweise des depolarisierten Arrestes auf
zelluldrer Ebene (in Anlehnung an Chambers & Hearse, 2001)

Polarisierter Arrest

Als Alternative zur Verwendung erhohter Kaliumkonzentrationen zur Erzielung eines
depolarisierten Arrests kann ein elektromechanischer Herzstillstand in einem
polarisierten oder hyperpolarisierten Zustand induziert werden. Dieser Zustand zeichnet
sich durch ein Membranpotential nahe dem Ruhepotential oder negativer als dieses aus.
Dies impliziert eine Reihe von Vorteilen. Zum einen bedarf es durch das erhaltene
lonengleichgewicht einer geringeren Stoffwechselaktivitat zur Generierung von ATP fiur
etwaige lonenpumpen, was den Erhalt myokardialer Energiespeicher gewahrleistet.
Zum anderen wird ein Einstrom von Natrium und Kalzium in die Zelle verhindert, da bei
diesen Membranpotentialen die entsprechenden Kanale geschlossen sind (Chambers &

Hearse, 1999). Ein polarisierter Arrest kann auf verschiedene Weise erreicht werden.

Im Jahr 1988 konnte von Bellardinelli et al. an Schrittmacherzellen von Kaninchenherzen
nachgewiesen werden, dass die Verabreichung von Adenosin zu einer dosisabhangigen
Verlangsamung des Herzschlags flhrt und eine Konzentration von 50 pmol einen
vollstandigen Herzstillstand sowie eine Hyperpolarisation von -12 mV hervorruft
(Belardinelli et al., 1988). Die Mechanismen, die zur Erzielung des schnellen
Herzstillstands fuhren sind zum einen auf eine Erhdéhung der Kalium-Permeabilitat
(Belardinelli et al., 1988), zum anderen auf eine Verminderung der Kalzium-Permeabilitat

(Schrader et al., 1975) zurickzuflhren. Schubert et al. verglichen mit Experimenten an
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perfundierten Rattenherzen eine Kardioplegie, die Adenosin enthalt mit einer
hyperkalidamischen Kardioplegie. Gemal ihrer Ergebnisse ist Adenosin aufgrund einer
kirzeren Dauer bis zum Erreichen eines Herzstillstands, verbunden mit einem héheren
Spiegel an Kreatinphosphat, einem Energielieferanten zur Regeneration von ATP sowie
einer besseren mechanischen Erholung nach Kardioplegie das Uberlegene
kardioplegische Agens (Schubert et al., 1989). Adenosin scheint jedoch nicht nur allein,
sondern auch als Zusatz zu einer hyperkaliamischen Kardioplegie mit Vorteilen
bezuglich der Arrestzeit sowie der postischamischen Erholung assoziiert zu sein. Grund
dafur ist moglicherweise die Hyperpolarisation der Membran durch Adenosin vor der
Depolarisation durch Kalium, wie elektrophysiologische Untersuchungen an

Sinusknotenzellen von Rattenherzen zeigten (Jong et al., 1990).

Auf eine ahnliche Weise wie Adenosin bringt auch Acetylcholin das Herz zum Stillstand,
indem es die Erregungsbildung im Sinusknoten sowie die sinoatriale
Erregungsweiterleitung blockiert (Woods et al., 1981). Allerdings fand Acetylcholin als
kardioplegisches Agens in der Herzchirurgie nur kurz Beachtung, da Studien zeigten,
dass die Verwendung mit einer Verschlechterung der Myokardfunktion einhergeht
(Greenberg et al., 1960; Waldhausen et al., 1960).

Eine weitere Moglichkeit, einen polarisierten Arrest zu erreichen, besteht in der
Verabreichung von Natriumkanalblockern, beispielsweise Lidocain oder Procain. Durch
die Blockade der spannungsabhdngigen Natriumkanale bleibt die schnelle
Depolarisation im Rahmen des Aktionspotentials aus (Drasner, 2012). Ein Nachteil des
Einsatzes von Lokalanasthetika ist allerdings ihre dosisabhangige Wirkung, die bei
hohen Konzentrationen mit schadigenden Eigenschaften assoziiert ist. Der Zusatz von
Procain oder Lidocain zur St.-Thomas-Kardioplegie konnte bei Konzentrationen
zwischen 0,001 und 0,1 mmol/L den Myokardschutz verbessern, fiihrte jedoch bei
Konzentrationen >1 mmol/L zu einer Verringerung der schitzenden Eigenschaften der
kardioplegischen Lésung (Hearse et al., 1981). Fiore et al. konnten zeigen, dass Lidocain
als Zusatz zu einer hyperkaliamischen Blutkardioplegie die Inzidenz postoperativen
Vorhofflimmerns senkt, allerdings keine signifikanten Vorteile beztglich der Freisetzung
kardialer Enzyme, der Hamodynamik oder des klinischen Outcomes aufweist. Sie
verwiesen zusatzlich auf die Limitation des Einsatzes der Lokalanasthetika bei Personen

mit Lebererkrankungen aufgrund der hepatischen Metabolisierung (Fiore et al., 1990).

Auch durch die Aktivierung ATP-abhangiger Kaliumkanale kann ein polarisierter
Herzstillstand erzielt werden, der durch Reperfusion reversibel ist. Die Kanale werden
durch intrazellulares ATP inhibiert und diese Hemmung wird durch ADP wieder

aufgehoben (Nichols & Lederer, 1991). Wahrend einer Ischamie flhrt ein Anstieg der
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intrazellularen ADP-Konzentration daher zu einem Ausstrom von Kalium aus der Zelle,
mit dem Resultat einer Verkurzung des Aktionspotentials und eines Verlustes der
Erregbarkeit (Haverkamp et al., 1995). Zur Gruppe der Kaliumkanal-Offner gehdren
unter anderem Substanzen wie Nicorandil, Pinacidil und Cromakalim (Robertson &
Steinberg, 1990). Da ihre Wirkung auf die Kaliumleitfahigkeit mafgeblich von der ATP-
Konzentration beeinflusst wird, wobei die Effekte bei niedrigen Konzentrationen starker
ausgepragt sind als bei hohen, lasst sich ableiten, dass Kaliumkanal6ffner wahrend einer
Ischamie in besonderem Male wirksam sind (Nakayama et al., 1991). Am isolierten
Rattenherzmodell fanden Cohen et al. heraus, dass die Verwendung eines
Kaliumkanal6ffners  verglichen mit der Verwendung einer hyperkalidmischen
Kardioplegie mit einer signifikant besseren postischamischen Erholung der
myokardialen Funktionen einhergeht (Cohen et al., 1993). Es hat sich gezeigt, dass
diese kardioprotektiven Eigenschaften zumindest teilweise auf den Erhalt energiereicher
Phosphatspeicher (Grover et al., 1991) sowie auf eine Optimierung der
Sauerstoffnutzung zurlickzufiihren sind (Grover et al., 1990). Auch als Zusatz zu einer
hyperkalidmischen Kardioplegie haben sich Kaliumkanal6ffner als férderlich fur die
Wiederherstellung der kardialen Kontraktilitdt herausgestellt (Hosoda et al., 1994; Qiu et
al., 1995), was vermutlich durch eine Verringerung des kaliuminduzierten
Kalziumeinstroms bedingt ist (Lépez et al., 1996). Lawton et al. kamen zu dem Ergebnis,
dass die Verwendung von Pinacidil oder Aprikalim als kardioplegische Agenzien einen
vergleichbaren Myokardschutz wie die St.-Thomas-Kardioplegie bietet. Allerdings trat
bei Einsatz der Kaliumkanal6ffner haufiger Kammerflimmern in der Reperfusionsphase
auf (Lawton et al, 1996). Einige weitere Studien verweisen ebenfalls auf
proarrhythmische Effekte der Kaliumkanal&ffner (Chi et al., 1990; Grover et al., 1990),
andere wiederum belegen eine antiarrhythmische Wirkung (Fish et al., 1990; Kerr et al.,
1985). Diese ambivalenten Ergebnisse sind mdglicherweise zurtckzufuhren auf
unterschiedliche Rahmenbedingungen, unter denen die Arrhythmien auftreten,
Stoffwechselbedingungen, zusatzlich verwendete Substanzen oder

Speziesunterschiede.
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Abbildung 6:  Schematische Darstellung der Wirkweise des polarisierten Arrestes auf zelluldrer
Ebene (in Anlehnung an Chambers & Hearse, 2001)

Arrest durch Hemmung des Kalziumeinstroms

Wie oben bereits beschrieben, spielt Kalzium eine essenzielle Rolle in der Generierung
des Aktionspotentials und der Kontraktion der Muskelzelle. Die Hemmung des
Kalziumeinstroms zur Erzielung eines Herzstillstands kann dabei auf unterschiedliche

Art und Weise erfolgen.

Die Abwesenheit von Kalzium im Extrazellularraum verhindert den Einstrom dieses lons
in die Zelle wahrend der dritten Phase des Aktionspotentials. Dadurch wird sowohl die
kalziuminduzierte Kalziumfreisetzung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum als auch
die elektromechanische Kopplung verhindert, sodass es zum Herzstillstand kommt (Rich
et al., 1988). Allerdings birgt die Reperfusion des Herzens mit einer kalziumhaltigen
Lésung nach Verwendung einer kalziumfreien Flissigkeit die Gefahr der Entstehung von
Kontrakturen und erheblichen ultrastrukturellen Schaden durch einen intrazellularen
Kalziumiberschuss, was als Kalziumparadoxon bezeichnet wird (Chapman & Tunstall,
1987; Zimmerman & Hulsmann, 1966). Wahrend des Kalziummangels kommt es zu
einem Anstieg intrazellularen Natriums (Chapman et al., 1984). Erfolgt nun die
Reperfusion mit einer kalziumhaltigen Lésung, stromt gemal Experimenten von Dhalla
et al. Kalzium Uber den Na*/Ca®"-Austauscher der Myozytenmembran in die Zelle. Sie
kamen zu dieser Annahme, da eine Senkung der Natriumkonzentration im kalziumfreien

Medium zu einer Reduktion der durch die Reperfusion induzierten myokardialen
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Schadigung fihrt (Dhalla et al., 1983). Doch nicht nur eine niedrige Natriumkonzentration
in der Perfusionsldsung zeigt einen protektiven Effekt, auch Magnesium und Procain

scheinen vorteilhaft zur Pravention des Kalziumparadoxons (Jynge, 1980).

Der Kalziumeinstrom im Rahmen des Aktionspotentials kann jedoch auch durch
Blockade der L-Typ-Kalziumkanadle gehemmt werden, was zum einen durch erhdhte
extrazellulare Magnesiumkonzentrationen, zum anderen medikamentds durch

Kalziumkanalblocker erzielt werden kann.

Die genaue Wirkung von Magnesium ist am ehesten auf zwei Mechanismen
zurlickzufiihren. Zum einen dient es als Kofaktor bei jeglichen energieverbrauchenden
Prozessen als Teil des aktiven ATP-Molekuls. Dementsprechend fuhrt ein Mangel an
Magnesium Uber eine verminderte Aktivitdt der Na*/K*-ATPase zu einer intrazellularen
Anhaufung von Natrium (Chang et al., 1985). Dies wiederum resultiert in einer
verstarkten Aktivitat des Na*/Ca?*-Austauschers mit der Folge einer Kalziumiiberladung
des Myozyten (Burt, 1982). Zum anderen fungiert es Uber die Regulation der
neuromuskularen Funktion des Kalziums als physiologischer Kalziumblocker (Iseri &
French, 1984). Eine Erhéhung der extrazellularen Magnesiumkonzentration bewirkt eine
Abnahme der Kontraktilitat bis hin zur Induktion eines Herzstillstands (Shattock et al.,
1987). Experimente von Shine et al. zeigten, dass Magnesium zu einer Verringerung der
Spannung der interventrikularen Scheidewand von Rattenherzen fuhrt, wobei dieser
Effekt durch kalziumhaltige Infusionen antagonisiert werden konnte. Sie schlussfolgerten
daraus, dass die negativ inotrope Wirkung von Magnesium durch eine Interaktion mit
Kalzium bedingt ist (Shine & Douglas, 1974). Aus tierexperimentellen Ergebnissen geht
hervor, dass eine Konzentration von 15 mmol/L Magnesium als Zusatz zu einer
hyperkalidmischen Kardioplegie die postischamische ventrikuldre Leistung verbessert
(Brown et al., 1991; Hearse et al., 1978b), hthere Magnesium-Konzentrationen jedoch

zu einer Verschlechterung der myokardialen Erholung fliihren (Hearse et al., 1978b).

Die medikamentose Blockade der L-Typ-Kalziumkanale erfolgt durch sogenannte
Kalziumantagonisten. Unter adaquat hohen Konzentrationen ist diese Substanzklasse
als kardioplegisches Agens wirksam, da sie durch Hemmung des Kalziumeinstroms zu
einer Inhibition der elektromechanischen Kopplung flhrt (Fleckenstein & Fleckenstein-
Grun, 1988; Vouhé et al., 1980). Kalziumantagonisten vereinen dementsprechend durch
die Hemmung des Kalziumeinstroms zwei Vorteile beztglich der Kardioprotektion: zum
einen stellen sie die Kardioplegie sicher, zum anderen hemmen sie den durch die
Ischamie entstehenden KalziumlUberschuss und die daraus resultierende
Myokardkontraktur in der Reperfusionsphase. Diese Vorteile werden jedoch

Uberschattet von ihrer Dosis- und Temperaturabhangigkeit. Unter hypothermen
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Bedingungen konnten sowohl Diltiazem (Yamamoto et al., 1983a) als auch Verapamil
(Yamamoto et al., 1983b) und Nifedipin (Yamamoto et al., 1983c) keinen adaquaten

Myokardschutz gewahrleisten.

Abwesenheit von Kalzium
Hohe Magnesiumkonzentrationen
Kalzium-Antagonisten

©

Kalium-Kanal Natrium-Kanal Kalzium-Kanal

v

©

v
K* Na* Sarkoplasmatisches Ca2*
Retikulum
1 ,,
Ca%* >
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Abbildung 7:  Schematische Darstellung der Wirkweise des Arrestes durch Hemmung des
Kalziumeinstroms auf zelluldrer Ebene (in Anlehnung an Chambers & Hearse, 2001)

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der Schutz des Myokards wahrend
herzchirurgischer Eingriffe seit vielen Jahren durch die Verwendung hyperkalidmischer,
entweder kristalloider oder blutbasierter Lésungen erfolgt. Die Gefahr ionischer
Ungleichgewichte als Folge der Depolarisation flhrte jedoch mit der Zeit zur Erforschung
alternativer Wirkmechanismen, die durch Aufrechterhaltung des Membranpotentials
diese schadlichen Auswirkungen verringern. Mittlerweile gibt es zahlreiche Wirkstoffe,
die einen polarisierten Herzstillstand ausldésen kdonnen, jedoch scheint die optimale
Kardioplegie noch immer nicht gefunden, sodass es weiterer innovativer

Forschungsstudien zu diesem Thema bedarf.

Calafiore Kardioplegie

Im Zuge dieser Arbeit erfolgte ein Vergleich zwischen der Del Nido- und der Calafiore

Kardioplegie, wobei beide zu den Blutkardioplegien gehoren.

In einer Publikation von 1994 verglichen Calafiore et al. eine warme, hyperkalidmische

Blutkardioplegie mit einer kalten, kristalloiden Kardioplegie. Beide Losungen wurden
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intermittierend und antegrad verabreicht. Es zeigte sich bei Verwendung der
Blutkardioplegie eine signifikant niedrigere Mortalitdt, am ehesten zurickzufihren auf
eine niedrigere Morbiditdt, gemessen unter anderem an der Notwendigkeit
kreislaufunterstiitzender MalRnahmen (Calafiore et al., 1994). In ihrer urspringlichen
Formulierung enthielt die Calafiore Kardioplegie als einziges Additiv Kalium, welches
Uber eine partielle Depolarisation der Zellmembran einen diastolischen Herzstillstand
bewirkt. Als Nebenwirkung kommt es allerdings zu einer Kalziumuberladung durch
Einstrom Uber L-Typ-Kalziumkanale und damit verbunden =zu irreversiblen
Myokardschaden (Ataka et al., 1993; Tani, 1990). Durch Zugabe von Magnesium als
Blocker der L-Typ-Kalziumkanale erfolgte durch Caputo et al. eine Modifikation der
Calafiore Kardioplegie mit dem Vorteil eines optimierten Substrathaushaltes in der

frihen Reperfusionsphase (Caputo et al., 1998).

Calafiore Kardioplegie kann nicht nur warm, sondern auch kalt verabreicht werden.
Sowohl tierexperimentell (Boning et al., 2014) als auch klinisch (Baig et al., 2015;
Calafiore et al, 1995) konnten allerdings Vorteile zugunsten der warmen
Verabreichungsart  festgestellt werden. Diese Uberlegenheit &uRerte sich
tierexperimentell insbesondere durch eine bessere kardiale Erholung in der
Reperfusionsphase sowie ein geringeres Myokardédem (Boning et al., 2014). Weiterhin
ist die warme Verabreichungsart im Vergleich zur kalten mit einer Reduktion oxidativen
Stresses (Mezzetti et al., 1995), einer geringeren Inzidenz ventrikularer Arrhythmien

sowie niedrigeren Ischdmiemarkern assoziiert (Franke et al., 2003).

Del Nido Kardioplegie

Die Del Nido Kardioplegie wurde in den 1990er Jahren von Pedro del Nido und seinem
Team an der Universitat Pittsburgh entwickelt. Sie setzt sich zusammen aus Plasmalyte
A, Mannitol, Magnesiumsulfat, Bikarbonat, Kaliumchlorid und Lidocain. Die einzelnen
Bestandteile tragen mit ihren verschiedenen Eigenschaften und Wirkungen in ihrer
Gesamtheit zur Protektion des Herzmuskels wahrend der Ischdmiezeit bei. Das
Verhaltnis von kristalloider Lé6sung zu Blut des Patienten betragt 4:1 (Matte & del Nido,
2012).

Als Basislosung der Del Nido Kardioplegie dient Plasmalyte A. Diese besitzt einen pH-
Wert von 7,4 und enthalt 140 mmol/l Natrium, 5 mmol/l Kalium, 5 mmol/l Magnesium, 98
mmol/l  Chlorid, 27 mmol/l Acetat und 23 mmol/l Gluconat. Die
Elektrolytzusammensetzung ahnelt somit der extrazelluldren Fllssigkeit, wobei kein

Kalzium enthalten ist. Durch die Blutkomponente sind jedoch in der final zu
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verabreichenden Lésung Kalziumspuren nachweisbar (Matte & del Nido, 2012; Sanetra
et al., 2018).

Wahrend eines Herzstillstands und im Rahmen der Reperfusion entstehen freie
Sauerstoffradikale, die eine wichtige Rolle in der Entstehung postischamischer
Gewebeschaden spielen (McCord, 1985). Dazu zahlen Superoxidanionen,
Wasserstoffperoxid und Hydroxylradikale. Im gesunden Herzmuskelgewebe fangen
diverse intrazellulare Enzyme diese freien Sauerstoffradikale ab. Die Superoxidanionen
werden durch die Superoxid-Dismutase in Wasserstoffperoxid und Sauerstoff zerlegt.
Eine Katalase und die Gluthation-Peroxidase katalysieren im Anschluss den Abbau von
Wasserstoffperoxid in Wasser und Sauerstoff (Werns et al., 1986). Mannitol dient als
Radikalfanger und reduziert aufgrund seiner osmotischen Wirkkomponente das Ausmalf}
einer ischamischen Zellschwellung und méglichen Myokardnekrose erheblich (Powell et
al., 1976). Willerson et al. untersuchten den Effekt von Mannitol in ischamischem
Herzmuskelgewebe an Hunden. Sie fanden heraus, dass Mannitol die Myokardfunktion
verbessert, eine ST-Segment-Erhéhung im EKG reduziert und den koronaren
Gesamtblutfluss sowie den kollateralen koronaren Blutfluss erhéht (Willerson et al.,
1972).

Wahrend des Herzstillstands ist die Energiegewinnung durch aerobe
Stoffwechselprozesse eingeschrankt, sodass auf die anaerobe Glykolyse
zurlickgegriffen wird. Die Anhaufung insbesondere von Wasserstoffionen und Laktat als
Endprodukte der anaeroben Glykolyse wahrend der Ischamie fihrt jedoch zu einer
Hemmung des Glukosestoffwechsels (Rovetto et al., 1975). Natriumbikarbonat dient als
Puffer und tragt so zum einen zu einer verbesserten ATP-Versorgung des Myokards,
zum anderen zu einer Stabilisierung des intrazellularen pH-Wertes bei (del Nido et al.,
1985).

Die Herzmuskelfunktion wird entscheidend beeinflusst von der intrazellularen
Kalziumkonzentration. Die intrazellulare Kalziumhomdostase spielt dabei insbesondere
in der Entstehung von Reperfusionsschaden eine wichtige Rolle (Allen & Orchard, 1987).
Shen et al. konnten zeigen, dass es nach 40-minutiger Ischamie, gefolgt von 20-
minutiger Reperfusion zu einem deutlichen Anstieg intrazelluldaren Kalziums kommt
(Shen & Jennings, 1972). Ist die Kalziumkonzentration erhdoht, kommt es zu einer
Stérung der Myokardrelaxation (Matte & del Nido, 2012). Unter ischamischen
Bedingungen kommt es in der Herzmuskelzelle zu einer Erhohung der Natrium- und
Kalziumkonzentration. Wird die Zelle wieder mit Sauerstoff und Stoffwechselprodukten
versorgt, wird die Arbeit verschiedener lonenpumpen reaktiviert. Durch die

Kalziumpumpe des Sarkoplasmatischen Retikulums kommt es voriibergehend zu einer
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Aufnahme Uberschissigen Kalziums in dieser Organelle. Wird die Speicherkapazitat des
sarkoplasmatischen Retikulums allerdings Uberschritten, resultiert ein kontinuierlicher
Prozess der Freisetzung und Wiederaufnahme von Kalzium durch diese Zellorganelle
(Siegmund et al., 1992). Die Erholung von diesem intrazellularen Kalziumlberschuss
setzt die Verfuigbarkeit von extrazelluldrem Natrium sowie einen intakten Na*/Ca?-
Austauscher voraus, sodass Kalzium im Austausch mit Natrium aus der Zelle heraus
transportiert werden kann (Siegmund et al., 1994). Werden diese lonenpumpen wahrend
der Ischamieperiode allerdings gravierend beschadigt, ist eine Normalisierung der
Kalziumkonzentration nicht moglich, mit der Folge einer Kalziumuberladung (Piper &
Garcia-Dorado, 1999).

Magnesium, ein zweiwertiges Kation, ist fur jegliche ATPase-Aktivitaten notwendig und
spielt daher eine essenzielle Rolle beim Kalziumeinstrom in die Zelle sowie der
Freisetzung von Kalzium aus intrazellularen Speichern. Magnesium fungiert als
natirlicher Kalziumkanalblocker und verbessert dadurch die ventrikulare Erholung (lIseri
& French, 1984). Lidocain ist ein Natriumkanalblocker, gehért zur Klasse Ib der
Antiarrhythmika und reduziert Uber die Hemmung der schnellen Depolarisation die
ventrikulare Erregbarkeit (Butterworth, 2013). Daraus resultiert, wie oben bereits
beschrieben, ein polarisierter Herzstillstand, bei welchem die Aktivitat jeglicher
lonenpumpen vermindert ist, wodurch es zur Einsparung von Energiereserven kommt
(Dobson & Jones, 2004). Zusatzlich hat sich die Blockierung der Natriumkanale als
effektive Methode zur Verhinderung der Natrium- und Kaliumlberladung wahrend
Ischamie und Reperfusion erwiesen (Hove et al., 2007). Kalium als Bestandteil der Del
Nido Kardioplegie dient der Erzielung eines Herzstillstands durch Verschiebung des
Ruhemembranpotentials (Sperelakis et al., 2001). Die Del Nido Kardioplegie kann daher
in ihrer Gesamtheit als modifiziertes depolarisierendes Agens angesehen werden, was

in erster Linie auf die Eigenschaften von Magnesium und Lidocain zurtickzufuhren ist.

Zielsetzung dieser Arbeit ist es, die urspringlich fir die neonatale und padiatrische
Herzchirurgie entwickelte Del Nido Kardioplegie hinsichtlich ihrer kardioprotektiven
Eigenschaften an adulten Rattenherzen zu evaluieren sowie mit der Calafiore

Kardioplegie zu vergleichen.
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Material und Methoden

Laborgerate

73-3757 Fiberoxygenator D150

Hugo Sachs Elektronik - Harvard
apparatus GmbH
D-79232 March-Hugstetten

Absaugpumpe egnell compact 25

Ameda
B-1800 Vilvoorde Belgien

Advia Centauer XP

Siemens Healthcare GmbH
D-91052 Erlangen

Aortenkanule aus Edelstahl ID: 1,5 mm
AD: 2,0 mm

Hugo Sachs Elektronik - Harvard
apparatus GmbH
D-79232 March-Hugstetten

BGA Gerat Rapidlab 348

Siemens Healthineers AG
D-65760 Eschborn

Bluttransfusionsfilter

Haemonetrics,
D-80469 Miinchen

Hugo Sachs Elektronik - Harvard

Briickenverstarker apparatus GmbH
D-79232 March-Hugstetten
Greiner Bio-One GmbH
Cryo.s

D-72636 Frickenhausen

Druckaufnehmer Braun Combitrans

B. Braun, Melsungen AG
D-34209 Melsungen

Effluent Funnel

Hugo Sachs Elektronik - Harvard
apparatus GmbH
D-79232 March-Hugstetten

Exsikkator (6L)

Carl Roth GmbH + Co. KG,
D-76185 Karlsruhe

Filter/-halter Swinnex

EMD Millipore Headquarters
Billerica, MA 01821

Isolated Heart ICH-SR Appartus Type:
844/1

Hugo Sachs Elektronik - Harvard
apparatus GmbH
D-79232 March-Hugstetten
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Lactat Photometer plus DP110

Diaglobal GmbH
D-12555 Berlin

Latexballon GroRRe 5/6

Hugo Sachs Elektronik - Harvard
apparatus GmbH
D-79232 March-Hugstetten

Magnetic Stirrer HI 190M

Hanna instruments Deutschland GmbH
D-77694 Kehl am Rhein

Magnetruhrer yellow line yellow MAG HS

7

IKA-Werke GmbH & Co. KG
D-79219 Staufen

Multiply®-Pro cup 0.5 ml, PP

Sarstedt AG & Co
D-51588 Niimbrecht

Pall Bluttransfusionsfilter SQ40SE

Pall GmbH
D-63303 Dreieich

Perfusatbehalter, doppelwandig, 1,0 |

Hugo Sachs Elektronik - Harvard
apparatus GmbH
D-79232 March-Hugstetten

Perfusor 11 plus

Hugo Sachs Elektronik - Harvard
apparatus GmbH
D-79232 March-Hugstetten

_ Eppendorf AG
Pipetten Eppendorf Research 10 .
D-22339 Hamburg Hummelsbdttel
_ Eppendorf AG
Pipetten Eppendorf Research 100 .
D-22339 Hamburg Hummelsbdttel
Eppendorf AG

Pipetten Eppendorf Research 1000

D-22339 Hamburg Hummelsbuttel

Prazisionswaage Kern EW

Kern & Sohn GmbH
D-72336 Balingen

Reagiergefalt 0,5 mi

Sarstedt AG & Co
D-51588 Niimbrecht

Reagiergefal® 1,5 mi

Sarstedt AG & Co
D-51588 Niimbrecht

Schlauchpumpe Ismatec Reglo digital
ISM 834/230

Ismatec-ldex Health & Science GmbH
D-97877 Wertheim

Software HSE Isoheart W

Hugo Sachs Elektronik - Harvard
apparatus GmbH
D-79232 March-Hugstetten
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Transmissionselektronenmikroskop Zeiss

LEO 906

Carl Zeiss AG
D-73447 Oberkochen

Tygon Pumpenschlauche (ID: 3,18 mm)

Ismatec-ldex Health & Science GmbH
D-97877 Wertheim

Veterinary Fluosorber

Harvard apparatus GmbH
D-79232 March-Hugstetten

Waage EMB 2200-0

Kern & Sohn GmbH
D-72336 Balingen

Warmepumpe Ecoline Lauda E100

Lauda Dr. R Wobser GmbH & Co. KG
D-97922 Kdnigshofen

Zentrifuge 4-16-K

Sigma
D-37520 Osterode am Harz

Chemikalien

Bicarbonate Buffer

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
D-89555 Steinheim

BSA (Bovine Serum Albumin) Fraction V
pH 7,0

GE Healthcare Bio-Sciences Austria
GmbH
A-4061 Pasching

Calciumchlorid

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
D-89555 Steinheim

Carbogen 5% CO- 95% O

Praxair Deutschland GmbH
D-40476

EDTA- Dinatriumsalz Dihydrat
(Titerkomplex III)

Carl Roth GmbH + Co. KG
D-76185 Karlsruhe

Epon

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
D-89555 Steinheim

Ethanol

Carl Roth GmbH + Co. KG
D-76185 Karlsruhe

Gentamicin-ratiopharm 160 mg/2 ml SF

Ratiopharm GmbH
D-89079 Ulm

Glukose

Carl Roth GmbH + Co. KG
D-76185 Karlsruhe
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Glutardialdehyd 25%

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
D-89555 Steinheim

Heparin-Natrium-25000-ratiopharm

Ratiopharm GmbH
D-89079 Ulm

HEPES buffer solution, 1 M in H20

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
D-89555 Steinheim

Insuman Rapid 40 |.E./ml

Sanofi-Aventis Deutschland GmbH
D-65926 Frankfurt

Isofluran Baxter

Baxter Deutschland GmbH
D-85716 Unterschleifheim

Kaliumchlorid

Carl Roth GmbH + Co. KG
D-76185 Karlsruhe

KCL 14,9%

B. Braun SE
D-34212 Melsungen

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO.)

Carl Roth GmbH + Co. KG
D-76185 Karlsruhe

Lidocain 2%

B. Braun SE
3D-4212 Melsungen

Magnesiumsulfat

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
D-89555 Steinheim

Mannitol 15%

Caesar & Loretz GmbH,
D-40721 Hilden

MgSOs4 50%

Inresa Arzneimittel GmbH
D-79114 Freiburg

NaHCOs; 8,4%

SERAG-WIESSNER GmbH & Co. KG
D-95119 Naila

Natriumchlorid

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
D-89555 Steinheim

Natriumhydrogencarbonat

Carl Roth GmbH + Co. KG
D-76185 Karlsruhe

Osmiumtetroxid

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
D-89555 Steinheim

Paraformaldehyd

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
D-89555 Steinheim

Plasma Lyte A

Baxter S.A.
7860 Lessines
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Sigma-Aldrich Chemie GmbH
D-89555 Steinheim

Carl Roth GmbH + Co. KG
D-76185 Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Propylenoxid

RBS 35 Konzentrat (Reiniger)

Salzsaure
D-89555 Steinheim
Merck KGaA
Uranylacetat
D-64293 Darmstadt
Versuchstiere

Bei den Versuchstieren handelt es sich um circa drei Monate alte, mannliche,
unkastrierte Wistar-Ratten der Farbe ,Albino“ (weilRes Fell, rétliche Augen). Diese
werden von der Firma Janvier Labs, CS 4105 Le Genest-Saint-Isle, F-53941 Saint-
Berthevin Cedex, bezogen. Die Ratten wachsen dort in geschitzter Umgebung mit
einem Tag-/Nachtzyklus von 12 h/12 h auf. Um hygienische Standards zu gewahrleisten,
werden alle Materialien oder Gegenstande, die in Kontakt mit den Tieren kommen,
sterilisiert beziehungsweise autoklaviert. Die Einstreu besteht aus ausgewahlten
Naturfasern aus Weichholz. Bis zu einem Alter von circa 12 Wochen erhalten die Ratten
Futter mit einem Anteil von 18% Rohprotein, danach mit einem Anteil von 15%
Rohprotein. Das Trinkwasser wird aus dem offentlichen Versorgungsnetz bezogen und
intern auf einen pH-Wert von 5 angesauert sowie auf 7ppm Chlor chloriert. Die Kafige
sind auflerdem mit artgerechtem Zubehor ausgestattet, das es den Tieren ermdoglicht,

ihre naturlichen Verhaltensweisen auszuleben.

Wenn die Tiere in Gielen eintreffen, werden sie Ubergangsweise im Versuchstierstall
des Physiologischen Instituts, Aulweg 129, untergebracht. Dort herrscht eine
Temperatur zwischen 20 und 24 °C, die Luftfeuchtigkeit betragt 45-65 %. Der Hell-
Dunkel-Rhythmus ist 14 h/10 h, wobei die Hellphase von 5 bis 19 Uhr MEZ (Winterzeit),
beziehungsweise von 6 bis 20 Uhr MESZ (Sommerzeit) geht. Die Ratten werden dort in
offenen Kafigen Typ IV gruppenweise auf Holzspanestreu gehalten. Sie erhalten
pelletiertes Futter der Firma Altromin, Artikel 1324 TPF (Total Pathogen Free), sowie
gefiltertes Trinkwasser ad libitum. Gemal den Empfehlungen der FELASA findet

vierteljahrlich eine Hygieneuberwachung statt.
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Totung und Organentnahme

Am Versuchstag werden die Ratten aus dem Versuchstierstall zum Laborraum gebracht,
wo sie zunachst aus ihrem Ké&fig in einen Exsikkator gesetzt werden. Dieser wird
anschliefdend mithilfe eines Tuches abgedunkelt, um die Tiere mdglichst wenig Stress
auszusetzen. Nach circa 30 Minuten folgt dann die Inhalationsnarkotisierung mit 1,6 mL
Isofluran, welches mithilfe eines Tupfers in den Exsikkator eingebracht wird. Kurze Zeit
spater tritt eine vollstandige Bewusstlosigkeit des Tieres ein, welche durch Uberpriifung
des Kornealreflexes verifiziert wird. Anschlieend erfolgt die Tétung der Ratten durch
einen Genickbruch. Nach sofortiger Umlagerung auf den Ricken erfolgt die Eréffnung
des Thorax mit anschlielender Darstellung des Herzens. Dieses wird von den
umliegenden Strukturen, wie Thymus, Lunge und Diaphragma, freiprapariert und dann
exstirpiert. Es folgt eine Feinpraparation in circa 8 °C kalter NaCl-Losung, bevor das

Herz durch Kanilierung der Aorta in die Langendorff-Apparatur eingesetzt wird.

Blutperfusat

Zur Herstellung des Blutperfusats wird Rinderblut benétigt. Dieses wird durch Auffangen
in heparinisierten Gefallen (1,5 mL Heparin-Natrium-25000 pro 1 L Blut) im Zuge der
Schlachtung von Rindern gewonnen. AnschlieBend erfolgt eine flunfminutige
Zentrifugierung mit 1500 G ohne Bremse. Der dadurch entstehende Uberstand wird
abgesaugt und verworfen und der ubrige Teil dreimal mit 0,9 % NaCl gewaschen.
AnschlieRend erfolgt eine Mischung des Erythrozyten-Konzentrats mit 0,9 % NaCl im
Verhaltnis 1:1. Zum Zweck einer besseren Haltbarkeit wird dem Gemisch pro 500 mL 15
mg Gentamicin hinzugefugt. Zuletzt wird das Konzentrat durch einen Transfusionsfilter
gefiltert, in Glasflaschen abgefullt und im Kihlschrank gelagert, wo es circa 1,5 Wochen
haltbar ist.

Nun wird der sogenannte Langendorff-Puffer hergestellt. Dafur werden 2,5 L Aqua dest
mit 10,12 g NaCl und 8,1 g Glukose gemischt und dann mit Carbogen begast. Im
Anschluss daran werden 505 mL Aqua dest und 6,8 g NaHCOs;angesetzt und dem zuvor
beschriebenen Gemisch beigemengt. Nun werden CaClz (21,96 g/L), KCI (17,25 g/L),
MgSOs4 (19,1 g/L), KH2PO4 (10,7 g/L) und NaEDTA (12,21 g/L) mit einem Volumen von
jeweils 50 mL hinzugefiigt. Auch dieses Gemisch wird durch einen Filter in Flaschen

abgefullt und anschlieend im Kuhlschrank gelagert.

Das endgultige Blutperfusat wird dann wie folgt angefertigt: Zunachst wird das

Erythrozyten-NaCl-Gemisch fir 5 Minuten bei 1500 G ohne Bremse zentrifugiert, der
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Uberstand abgesaugt und mit dem Langendorff-Puffer dreimal gewaschen. Nun werden
250 mL Langendorff-Puffer mit 5 g bovinem Serumalbumin (BSA) und 1 Tropfen Insulin
(entspricht circa 1 I.E.) mit einem Magnetrihrer vermischt. Nun erfolgt eine Mischung
des Erythrozyten-Konzentrats mit dem Langendorff/BSA-Puffer im Verhaltnis 1:1. Zur
pH-Korrektur wird eine Bikarbonat-Losung bestehend aus 1,3 g NaHCO3 und 100 mL
Langendorff-Puffer hergestellt. Von dieser werden dem Blutperfusat 10-15 mL
hinzugeflgt. Vor Versuchsbeginn wird das Perfusat dann mit Carbogen begast, um

einen pH-Wert von 7,33 zu erreichen.

Langendorff-Apparatur

Verwendet wird eine Langendorff-Apparatur IH-SR Typ 844 der Firma Hugo Sachs
Elektronik, D-79232 March-Hugstetten.

Diese enthalt verschiedene wesentliche Komponenten, die Uber Schlauchsysteme
miteinander verbunden sind. Dazu gehdéren eine Organkammer bestehend aus
doppelwandigem Plexiglas, ein Aortenblock, ein Perfusatbehalter, eine Rollerpumpe, ein
Fiberoxygenator und ein Transfusionsfilter. Ausgehend vom Perfusatbehalter werden
zwei Kreislaufe mit dem frisch  zubereiteten, heparinisierten  Rinder-

Erythrozytenkonzentrat, verdinnt in Langendorff-Puffer versorgt.

Der erste Kreislauf dient der Filterung und Begasung des Blutperfusats. Ausgehend vom
Perfusatbehalter gelangt das Perfusat Uber die Rollerpumpe zunachst durch einen
Bluttransfusionsfilter mit einer Porengrofie von 40 um. Dies dient der Elimination
moglicher Mikroaggregate und Verunreinigungen. Dann erfolgt eine Carbogenbegasung

bestehend aus 95 % Oz und 5 % CO:2 mithilfe eines Fiberoxygenators.

Der zweite Kreislauf dient der Perfusion des Herzens. Dieses ist in der Organkammer
Uber die Aorta an einer Kanule mithilfe einer Fadenligatur aufgehangt. Bevor das
Blutperfusat das praparierte Herz erreicht, fliet es zunachst durch den Aortenblock.
Dieser enthalt wichtige Komponenten, die verschiedenste Funktionen erfillen. Ein
verstellbarer Widerstand, bestehend aus einer Teflonmembran, einem Manometer und
einer Druckspritze, ermdglicht das Einstellen eines konstanten Perfusionsdrucks von 70
mmHg. Eine Blasenfalle entfernt Luftblasen aus dem Perfusat. Uber einen Absperrhahn
kann der Perfusionsfluss reguliert werden. Ist dieser zugedreht, existiert ein Ruckfuhr-
Bypass im Aortenblock. Zusatzlich gibt es Zugange zur Applikation von Substanzen,
beziehungsweise zur Entnahme prékardialer, also arterieller Perfusatproben. Nach dem
Aortenblock wird schlieBlich das Rattenherz perfundiert. Uber die Koronararterien

gelangt das Blut in den Sinus coronarius und von dort in den rechten Vorhof. Durch bei
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der Praparation des Herzens entstandenen Offnungen kann das Blutperfusat aus dem
rechten Vorhof in die Organkammer tropfen und gelangt dann Uber ein Schlauchsytem
zurtick zum Perfusatbehalter. Der Organkammer ist zudem ein Zugang nachgeschaltet,

Uber den postkardiale, also vendse, Perfusatproben entnommen werden kénnen.

Um physiologische Bedingungen zu schaffen, wird das Herz in der Organkammer
konstant auf circa 36 °C erwarmt. Um dies zu erreichen, wird die doppelwandige
Organkammer kontinuierlich mit 38 °C warmem Wasser perfundiert. Uber denselben

Mechanismus erfolgt auch eine Erwarmung des Perfusats im Perfusatbehalter.
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Abbildung 8:  Schematische Darstellung der Langendorff-Apparatur (Veitinger et al., 2021)

Datenerfassung

Datenerfassung physiologischer Parameter

Mithilfe der Software Isoheart digital von Hugo Sachs Elektronik ist eine kontinuierliche,
parallele Aufzeichnung verschiedener physiologischer Parameter mdglich. Dazu wird ein
Latexballon Uber den linken Vorhof sowie die Mitralklappe vorgeschoben und im linken
Ventrikel platziert. Hierdurch ist die Messung der Herzfrequenz, des systolischen sowie
diastolischen linksventrikularen Drucks, der maximalen Kontraktionsgeschwindigkeit
und der maximalen Relaxationsgeschwindigkeit moglich. Um eine exakte Bestimmung
der Parameter zu gewabhrleisten, ist es wichtig, dass der Ballon passgenau positioniert
wird, das heil3t, an der Ventrikelwand anliegt. Nur so ist auch die Detektion minimaler
Bewegungen und Kontraktionen des Herzens sichergestellt. In Anbetracht der GroRe

der Rattenherzen wurde die BallongrofRe 5/6 gewahlt. Zu Versuchsbeginn erfolgt eine
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luftblasenfreie Fullung des Ballons mit destilliertem Wasser, sodass der enddiastolische
Druck 10-12 mmHg betragt.

Mithilfe der gewonnenen Parameter lassen sich weitere Funktionsparameter ermitteln.
Hierzu zahlt der sogenannte left ventricular developed pressure (LVDP), der sich aus
der Differenz zwischen systolischem und diastolischem linksventrikuldarem Druck ergibt.
Aus der ersten Ableitung des LVDP pro Zeiteinheit kann zum einen die maximale
Kontraktionsgeschwindigkeit ~ (dLVP/dtmax), ~zum  anderen  die  maximale

Relaxationsgeschwindigkeit (dLVP/dtmin) berechnet werden.

Insgesamt werden mithilfe der Software folgende Parameter kontinuierlich wahrend des
gesamten Versuchsablaufs graphisch dargestellt: die Herzfrequenz, der systolische und
diastolische linksventrikulare Druck, die maximale Kontraktionsgeschwindigkeit, die

maximale Relaxationsgeschwindigkeit, die AP und die Temperatur in °C.

Neben diesen Funktionsparametern erfolgte weiterhin die Bestimmung des
Koronarflusses (CF) zu definierten Zeitpunkten des Versuchs, namlich vor der
Ischamiephase sowie 10, 30, 60 und 90 Minuten nach Reperfusion. Dazu wurde vor der
Ischamiephase kurz die Organkammer gedffnet und die aus dem Herzen austretenden
Perfusatstropfen fur einen Zeitraum von 30 Sekunden gezahlt und mit einem
Messzylinder aufgefangen. Durch Ablesen des Volumens konnte der Koronarfluss pro
Minute berechnet werden. Zu den anderen Zeitpunkten mussten dann lediglich die
Tropfen Uber denselben Zeitraum von 30 Sekunden gezahlt werden, da die Berechnung
des Koronarflusses per Dreisatz aus den Angaben vor Ischadmiebeginn erfolgte. Dafur
wurde ein konstantes Tropfenvolumen angenommen. Die Organkammer konnte so
wahrend des eigentlichen Versuchs geschlossen gehalten werden, um die

Umgebungstemperatur des Herzens konstant zu halten.

Datenerfassung biochemischer Parameter

Zur Erfassung einiger biochemischer Parameter wurden bei jedem Versuch vor
Ischamiebeginn, 10 und 90 Minuten nach Reperfusion sowohl arterielle als auch vendse
Blutproben entnommen. Mithilfe eines Blutgasanalysegerates der Firma Siemens
Healthcare, 65760 Eschborn, erfolgte dann die Bestimmung des pH-Wertes, des
Sauerstoffpartialdrucks, der Sauerstoffsattigung, der Hamoglobinkonzentration sowie
verschiedener Elektrolytwerte. Zusatzlich wurde durch die Verwendung eines

Laktatphotometers der Firma Diaglobal, 12555 Berlin, der Laktatwert ermittelt.

Jeweils 5 ml der arteriellen und vendsen Proben jedes Zeitpunkts wurden bei 4 °C und
3000 G fiir 20 Minuten zentrifugiert. Von dem entstehenden Uberstand wurden 900 pl

bei -80 °C tiefgefroren und so fiir eine spatere Bestimmung von Troponin | aufbewahrt.
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Diese wurde durch die Firma Biocontrol, Bioscientia Healthcare GmbH in 55128

Ingelheim, mithilfe der CLIA-Methode (Chemilumineszenz-Immunoassay) durchgefihrt.

| |
| : : |
v ¥ v v v

-30 0 30 60 90 120 150 180 Zeit (min)
\ A
[ | |
Stabilisierungsphase Ischamie Reperfusion

= = = Bestimmung des Koronarflusses und Entnahme hamatologischer Proben
"""" > Bestimmung des Koronarflusses

Abbildung 9:  Versuchsablauf

Sauerstoffverbrauch und Laktatproduktion

Durch die Bestimmung der Hamoglobinkonzentration, Sauerstoffsattigung und des

Sauerstoffpartialdrucks mithilfe des BGA-Gerates in den arteriellen und vendsen

Perfusatproben war es mdglich, den myokardialen Sauerstoffverbrauch (MVO.) zu

bestimmen. Dafur wurde zunachst der arterielle sowie der vendse Sauerstoffgehalt

mittels folgender Formel ermittelt:

M] = P,0,[mmHg] x 0,0031 [ﬂ]
dl dl xm

C,0
xz[ mHg

% ml O
+5,0, [Woo] x 1,34[ p 2] x cHb [%]

CxO2= vendser bzw. arterieller Sauerstoffgehalt; PxO2= venbser bzw. arterieller
Sauerstoffpartialdruck, SxO2= vendse bzw. arterielle Sauerstoffséttigung, cHb= vendse bzw.
arterielle Hdmoglobinkonzentration

Aufgrund eines fur weitere Berechnungen sinnvolleren Nutzens erfolgte noch eine
Einheitenkorrektur des Sauerstoffgehalts:
ml O
c.0 [ml 02] B CxOZ[ dl 2]
2l m I~ 100

Der Sauerstoffgehalt im Blut setzt sich aus zwei Komponenten zusammen: zum einen
aus dem an Hamoglobin gebundenen Sauerstoff, welcher den grofieren Anteil
ausmacht, zum anderen aus dem physikalisch im Blut gel6sten Sauerstoff. In der Formel

zur Berechnung des Sauerstoffgehalts kommen zwei Konstanten zum Einsatz. Die
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sogenannte Hifner-Zahl ist definiert als die maximale Sauerstoffbindungskapazitat von
Hamoglobin, das heil}t, in vivo bindet 1 g Hamoglobin 1,34 ml Sauerstoff. Der Wert
0,0031 beschreibt die Loslichkeit von Sauerstoff im Blut (Gutierrez & Theodorou, 2021).

Mithilfe der gewonnenen Werte Iasst sich dann der myokardiale Sauerstoffverbrauch

berechnen:

MVO mlOz]_ co mlOz] co mlOz] o CF ml]
2| min _(azml UZml) min

Ca02= arterieller Sauerstoffgehalt; C,O2= venbser Sauerstoffgehalt; CF= Koronarfluss
Es existieren verschiedene Faktoren, die den Sauerstoffverbrauch des Myokards
beeinflussen. Dazu zahlen die Herzfrequenz, die Nachlast sowie die Vorlast und die

Inotropie des Herzens (Klabunde, 2012).

Neben dem Sauerstoffverbrauch erfolgte zusatzlich eine Bestimmung der
Laktatproduktion (MVLac). Dazu wurden zunachst die arteriellen und vendsen Proben
mithilfe des Laktatphotometers auf ihre Laktatkonzentration untersucht. Die
entsprechende Formel lautet:

wmol wmol wmol ml
MVLac[ ] = (cLacv [ ] —cLac, [ ]) X CF —]

min ml ml min

cLacv= venése Laktatkonzentration; cLaca= arterielle Laktatkonzentration; CF= Koronarfluss

Die gewonnenen Daten uber Sauerstoffverbrauch und Laktatproduktion erlauben
Ruckschlisse auf den myokardialen Metabolismus. Diesbezuglich liefern die Werte der
Laktatproduktion Hinweise auf eine anaerobe Stoffwechsellage der Myozyten,
beziehungsweise eine  ungenugende  Sauerstoffversorgung, wahrend der
Sauerstoffverbrauch ein Anhaltspunkt fur einen aeroben Metabolismus ist (Gutierrez &
Theodorou, 2021).

Stabilisierungsphase

Nach Tétung der Tiere, Organentnahme, Praparation und Aufhdngung des Herzens Uber
eine Kandulierung der Aorta in der Langendorff-Apparatur erfolgte zunachst eine
Stabilisierungsphase. Diese endete, sobald der left ventricular developed pressure
(LVDP) konstante Werte zeigte, das heil’t ein ,steady state” eintrat. Grundsatzlich diente
diese Phase der Anpassung des Herzens an die veranderten Umweltbedingungen,
insbesondere die veranderten Druckverhaltnisse sowie den Umstieg von Rattenblut auf

das Blutperfusat, bestehend aus Rindererythrozyten und Langendorff-Puffer. Weiterhin
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sollte sich das Herz von der Stressexposition durch die Exstirpation des Herzens

erholen.

Vor dem eigentlichen Versuchsbeginn wurden im Zustand des ,steady state” die ersten
arteriellen und vendsen Perfusatproben entnommen. Die Entnahme der arteriellen
Proben erfolgte prakardial aus dem Aortenblock, die der vendsen Proben postkardial.
Weiterhin erfolgte in dieser Zeit eine Errechnung des Koronarflusses (CF) durch 30-
sekiundiges Abzahlen der austretenden Perfusatstropfen mit anschlieRender
Volumenbestimmung. Danach wurde die Organkammer zum Schutz des Herzens nicht

mehr gedffnet.

Versuchsqgruppen

Die Versuche teilten sich in zwei Gruppen auf, eine Del Nido-Gruppe und eine Calafiore-
Gruppe. In beiden Gruppen erfolgte die Durchflihrung der Versuche in der Langendorff-

Apparatur an 10 Herzen, sodass insgesamt 20 Herzen verwendet wurden.

In der Del Nido-Gruppe (n=10) erfolgte nach einmaliger Kardioplegie-Gabe eine 90-

minutige Ischamiephase, gefolgt von 90 Minuten Reperfusion.

In der Calafiore-Gruppe (n=10) wurde die Kardioplegie in der 90-minttigen
Ischamiephase alle 20 Minuten verabreicht, danach folgte ebenfalls eine 90-minttige

Reperfusion.

Del Nido-Gruppe

Von 20 Versuchsherzen wurden 10 einer Kardioplegie mit der Del Nido-Ldsung
unterzogen. Diese enthalt als Basislosung 100 ml Plasmalyte A. Zusatzliche
Bestandteile sind 2 ml Mannitol 15 %, 0,4 ml MgSQO4 50 %, 1,3 ml NaHCOs 8,4 %, 1,3
ml KCI 14,9 % und 0,65 ml Lidocain 2 %.

Die angefertigte Del Nido Kardioplegie wurde nach der Stabilisierungsphase mit einer

Dosis von 20 ml’kg Kérpergewicht und einer Temperatur von 4 °C als Bolus verabreicht.
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Abbildung 10: Versuchsablauf Del Nido-Gruppe

Calafiore-Gruppe

Als Vergleichsgruppe dienten Versuche an 10 Herzen, die, wahrend der 90-minUtigen

Ischamiephase alle 20 Minuten Blutkardioplegie nach Calafiore verabreicht bekamen.

Die Kardioplegie wird wie folgt angesetzt: 10 ml KCI (14,9 %) werden mit 2 ml MgSQO; -
7H>0 vermischt und auf 37 °C erwarmt. Auf Grundlage dieser Ausgangslésung werden
nun zwei Calafiore-Lésungen erstellt, die im Laufe der Ischamiephase appliziert werden.
Far die erste wurden 20 ml des Blutperfusats mit 150 pl der angesetzten Kardioplegie

vermischt. Die zweite setzt sich aus 42 ml Perfusat und 225 ul Kardioplegie zusammen.

Nach der Stabilisierungsphase erfolgt dann initial eine Bolusgabe von 150 pl reiner
Kardioplegielosung Uber einen Dreiwegehahn. Zusatzlich zu diesem Bolus wurde Uber
einen Perfusor die erste Calafiore-LOsung in den Langendorff-Apparat auf Héhe des
Aortenblocks verabreicht. Dies geschah Uber einen Zeitraum von 2 Minuten bei 1,3-
facher Perfusionsgeschwindigkeit, bezogen auf den errechneten Koronarfluss vor
Versuchsbeginn. Die folgenden Applikationen der Kardioplegie erfolgten im Abstand von
20 Minuten mit der zweiten angesetzten Lésung ebenfalls Gber zwei Minuten, allerdings

mit dem im ,steady state“ gemessenen Koronarfluss als Perfusionsgeschwindigkeit.
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Abbildung 11: Versuchsablauf Calafiore-Gruppe

Stereologie und Elektronenmikroskopie

Nach den Versuchen in der Langendorff-Apparatur wurde jedes Herz einer
Perfusionsfixation zur Vorbereitung auf die Elektronenmikroskopie unterzogen. Daflr
erfolgte zunachst die Herstellung von 25 %igem Paraformaldehyd. Hierflir werden 15 g
Paraformaldehyd mit 40 mL Aqua dest unter Rihren auf 65 °C erwarmt und
anschlielend so viele Tropfen 1n NaOH hinzugegeben, bis die Lésung klar ist. Das
Gemisch wird mit Aqua dest auf 60 mL aufgefillt, um auf Raumtemperatur abzukuhlen.
Fir das bendtigte Fixierungsgemisch werden 500 mL eines 0,3 molaren Hepes-Puffers
mit 60 mL 25%igem Glutardialdehyd sowie 60 mL des zuvor angefertigten 25 %igem
Paraformaldehyd vermischt. Anschlie3end wird die Flissigkeit mit Aqua dest auf 900 mL
aufgeflllt. Die Herzen wurden in der Langendorff-Apparatur mit 20 mL des
Fixierungsgemischs und einem Fluss von circa 5mL/Minute gespdlt und bis zur weiteren

Verarbeitung bei 8 °C in einem Gefal} bedeckt mit Fixierungsgemisch gelagert.

Fur die Elektronenmikroskopie erfolgte dann unter dem Abzug eine Isolierung des linken
Ventrikels. Dieser wurde im Anschluss zunachst in diinne Scheiben und anschlie3end
in circa 2x2x2 mm Stiicke geschnitten. Von diesen wurden dann drei Stiicke ausgewahlt

und in Mikroreaktionsgefalien, gefiillt mit 0,15 molaren Hepes-Puffer, gelagert.

Die Auswahl der Stilcke erfolgte entsprechend des sogenannten randomisierten
Samplings. Mithilfe dieses Verfahrens ist es moglich, per Zufallsprinzip Stichproben zu
generieren, die reprasentativ den gesamten linken Ventrikel abbilden. Dies bedeutet im

Umkehrschluss, dass jeder Teil des linken Ventrikels dieselbe Chance hat,
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stellvertretend fur die interessierende Struktur in die Analyse einzugehen (Muhlfeld et
al., 2010).

Die Einbettung der Herzen erfolgte im Anatomischen Institut der Justus-Liebig-
Universitat GieRen, Abteilung Elektronenmikroskopie. Die Proben wurden zunachst
dreimal fur eine Zeit von zehn Minuten in 0,15 molarem Hepes-Puffer gewaschen und
anschlielend zum Zweck einer Nachfixation sowie Kontrastierung fur zwei Stunden mit
1 % Osmiumsaure behandelt. Im Anschluss erfolgte eine Waschung mit Aqua dest,
dreimal fir zehn Minuten. Uber Nacht wurden die Proben dann zur weiteren
Kontrastierung in 1 % Uranyl-Acetat-Losung lichtgeschitzt gelagert. Am nachsten Tag
erfolgte eine erneute dreimalige Waschung mit Aqua dest fir jeweils zehn Minuten.
AnschlieRend wurde die Entwasserung der Proben vorgenommen. Hierfir wurden die
Proben hintereinander fir jeweils zehn bis fiinfzehn Minuten 30 %, 50 %, 70 %, 90 %
und 100 % Ethanol ausgesetzt. Darauffolgend wurden die Proben in einem Gemisch aus
100 % Ethanol und Propylen-Oxid als Intermedium im Verhaltnis 1:1 fiir circa 15 Minuten
inkubiert, Propylenoxid pur fiir 10 Minuten, sowie in einem Gemisch aus Propylen-Oxid
und Epon ebenfalls im Verhaltnis 1:1 fir 60 Minuten. Nachdem die Proben dann Uber
Nacht in Epon gelagert wurden, erfolgte am folgenden Tag eine Entgasung im
Exsikkator. Schlie3lich wurde erneut Epon aufgetragen und die Proben zur endglltigen
Trocknung fur 48 Stunden im Trockenschrank bei circa 60 °C gelagert. Das Schneiden

der Blocke erfolge dann am Ultracut S von Leica auf eine Dicke von circa 80 nm.

Es fand anschlieRend die elektronenmikroskopische Begutachtung der angefertigten
Schnitte unter Verwendung eines Transmissionselektronenmikroskops Zeiss LEO 906
statt. Hierbei wurden pro Herz 105 Bilder mit einer Bildgréfte von 2048x2093 als JPEG-
Datei abgespeichert und anschlieBend mithilfe der PC-Programms STEPanizer
analysiert. Dieses ermdglicht eine stereologische Auswertung digitaler Bilder durch
Uberlagerung dieser mit einem Testsystem bestehend aus 16 Punkten und acht Linien.
Anhand dieses Testsystems erfolgte sowohl die Zahlung der Punkte, die auf Myofibrillen,
Mitochondrien, Sarkoplasma oder Nuklei fallen, als auch die Zahlung der Schnittpunkte

der Linien mit der auReren Mitochondrienmembran.

Prinzipiell bedeutet Stereologie die raumliche Strukturanalyse von Gewebeschnitten.
Das Ziel stereologischer Methoden ist es, anhand von zweidimensionalen Schnitten
Informationen Uber dreidimensionale Quantitaten, beispielsweise lber Volumen oder
Oberflache von Strukturen innerhalb eines festgelegten Referenzraumes, zu erlangen.
Durch die Zahlung der Punkte, die auf eine zu interessierende Struktur fallen, Iasst sich

deren Volumen ermitteln, wahrend das Zahlen der Anzahl der Linienschnittpunkte mit

-37-



Material und Methoden

einer zu interessierenden Struktur Rickschlisse auf deren Oberflache erlaubt (Muhlfeld
et al., 2010).

Mithilfe der Verwendung des Testsystems erfolgte dann die Berechnung zweier
Parameter, zum einen des CEIl (zelluldarer Odemindex), zum anderen der VSratio

(Verhaltnis von Volumen der Mitochondrien zu deren Oberflache).

Zunachst fand hierfir die Berechnung der Volumen-Dichte (Vv) der einzelnen Strukturen

statt. Die Formel lautet am Beispiel der Mitochondrien (Muhlfeld et al., 2010):

(miw) B P(mito)
~ P(mf) + P(mito) + P(sp) + P(nuc)
P(mito)= Anzahl der Punkte, die auf Mitochondrien fallen;, P(mf)= Anzahl der Punkte, die auf

Myofibrillen fallen; P(sp)= Anzahl der Punkte, die auf Sarkoplasma fallen; P(nuc)= Anzahl der
Punkte, die auf Nuclei fallen

mz

Mithilfe der gewonnen Paramater I4sst sich nun der zellulare Odemindex berechnen
(Mdhlfeld et al., 2010):

vy () + Vv (i)
Vv (m_f)

mz

CEI =

Vv(":;o)= Volumendichte der Mitochondrien; Vv(%)= Volumendichte des Sarkoplasma;

VV(T;—];)= Volumendichte der Myofibrillen
Der CEI erlaubt Ruckschlisse Uber die Schwellung der Myozyten (DiBona & Powell,

1980).

Um die VSratio berechnen zu kdonnen, musste zunachst die Oberflachendiche der

Mitochondrien ermittelt werden. Die Formel lautet (Munhlfeld et al., 2010):

mito 2 X1
Sv ( ) ek
mz Lt

I= Anzahl der Schnittpunkte mit Mitochondrien; Lt= Lé&nge einer Testlinie; Sv("ZtZo)=
Oberflachendichte der Mitochondrien

Wie oben bereits beschrieben, wird jedes Bild mit einem Testsystem Uberlagert, bei dem

es acht Linien und 16 Punkte gibt. Eine am Ende des Zahlvorgangs durch die Software
STEPanizer erstellte Ergebnistabelle zeigte unter anderem den Wert I(p) an. Dieser
bezeichnet die Lange einer halben Testlinie. Multipliziert mit der Anzahl der Testpunkte
erhalt man die Gesamttestlinienlange (Tschanz et al., 2011). Bei jedem Bild erfolgte
allerdings nur die Zahlung der Linienschnittpunkte mit Mitochondrien bei einer Linie.

Insgesamt wurde die Formel daher folgendermalfien angepasst:
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mito 2XIX8
Sv( )

mz ) P(mz) x l(p)

mz

P(mz)= Anzahl der Punkte, die auf Myofibrillen, Mitochondrien, Sarkoplasma oder Nuclei fallen;
I(p)= Lange einer halben Testlinie

Sv(mim)= Oberfldchendichte der Mitochondrien; I= Anzahl der Schnittpunkte mit Mitochondrien;

Durch die Berechnung der Oberflachendichte der Mitochondrien ist es nun auch moglich

die VSratio zu bestimmen:

vo ()
50 ()

VSratio =

VSratio= Verhéltnis von Volumen der Mitochondrien zu deren Oberflache; Vv("::;)=
Volumendichte der Mitochondrien; Sv(mit0)= Oberflachendichte der Mitochondrien

mz

Statistik

Die vorliegenden Daten wurden mithilfe des Programms SAS University Edition, SAS

Institute GmbH, D-Heidelberg, statistisch ausgewertet.

Zunachst wurden daflr die entsprechenden Daten mittels des Shapiro-Wilk-Tests auf
Normalverteilung untersucht. Von Normalverteilung wurde ausgegangen, wenn der Test
Werte >0,05 generierte. Zur Uberpriifung der statistischen Unterschiede zwischen den
zwei Gruppen wurde anschlieend in Abhangigkeit von vorhandener Normalverteilung
entweder der Zweistichproben-t-Test oder der Mann-Whitney-U-Test angewendet. Als

signifikant wurde hierbei ein Wert von p < 0,05 gewertet.

Die Graphen zeigen die Daten als Mittelwerte (MW).
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Ergebnisse

Zu insgesamt jeweils drei Versuchszeitpunkten erfolgte ein Vergleich der oben

genannten  biochemischen und  physiologischen = Parameter sowie des

Sauerstoffverbrauchs und der Laktatproduktion.

Die ersten, sogenannten ,Baseline-Werte® (BL) wurden nach erfolgter
Stabilisierungsphase zu Versuchsbeginn bestimmt. Um trotz individueller Unterschiede
eine Vergleichbarkeit der Herzen zu ermdglichen, wurden die nachfolgend bestimmten
Parameter in Prozent zur Baseline normiert. Zu den Folgeparametern zahlen zum einen
die Werte des Reperfusionsstartes (RS), die nach 10 Minuten Reperfusion gemessen

wurden, zum anderen die Werte des Reperfusionsendes (RE) nach 90-mindtiger

Reperfusion.

Baseline-Werte

. Del Nido-Gruppe Calafiore-Gruppe .
Baseline-Werte (n=10) (n=10) p-Wert
Herzfrequenz

255 + 47 261 + 42 07705
[opm]
Koronarfluss
R 4,36+ 0,61 3.68 + 0,70 0,0326
S 702 +212 68.4 +193 0,8440
[mmHg]
S 748 + 19 77,6 +20.2 0,7484
[mmHg]
LVPdia
T 46+4.2 9221 0,0073
ALVP/ At
T 2024 + 6475 19992 + 475 4 0,9232
dLVP/dtmin 12588 +4797 | -1342.,8 +556.1 07216
[mmHg/min]
e 0,52 + 0,43 0,34 + 0,36 0,3371
[umol/ml]
MVO,
- 0,081+ 0,018 0,064 + 0,007 0,0165
Troponin
T 114+97 71+36 0,9698

Tabelle 1: Absolute Baseline-Werte (Mittelwert + Standardabweichung)

Die Baseline-Werte zeigen beim Koronarfluss, diastolischen linksventrikularen Druck
und Sauerstoffverbrauch bereits signifikante Unterschiede. Da diese Werte vor

Verabreichung von Del Nido- beziehungsweise Calafiore Kardioplegie bestimmt wurden,
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kann die Ursache nicht in der kardioplegischen Ldsung liegen. Viel eher muss hier von
individuellen Unterschieden zwischen den Herzen und nicht standardisierbarerer
Rahmenbedingungen als Grund ausgegangen werden. Wie oben bereits beschrieben

werden zum Ausgleich der Unterschiede die Folgeparameter in Prozent zur Baseline
normiert angegeben.

Physiologische Parameter

Herzfrequenz
o Del Nido-Gruppe Calafiore-Gruppe .
Herzfrequenz [%] (n=10) (n=10) p-Wert
Reperfusionsstart 25,7 + 24,6 86,8 + 25,1 0,001
Reperfusionsende 51,7 £ 33,3 79,6 £42,3 0,0695

Tabelle 2: Herzfrequenz [%] am RS und RE (Mittelwert + Standardabweichung)

120
100
80

60

Herzfrequenz [%]

40

20

Baseline

Reperfuionsstart

Reperfusionsende

M Del Nido-Gruppe (n=10) & Calafiore-Gruppe (n=10)

Abbildung 12: Herzfrequenz [%] am RS und RE; Mittelwerte und Standardfehler; Mann-
Whitney-U-Test; *p<0,05, **p<0,001, ***p=<0,0001

Die Herzfrequenz in der Del Nido-Gruppe fiel in der Friihphase der Reperfusion auf circa
25% des Baseline-Wertes ab, erholte sich jedoch im Verlauf der Reperfusion. Unter
Verwendung von Calafiore kam es in der Reperfusionsphase zu einem konstanten

Absinken der Herzfrequenz auf circa 80% des Baseline-Wertes am Reperfusionsende.
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der Reperfusion (p=0,001).

60

Koronarfluss
Del Nido-Gruppe Calafiore-Gruppe
0, =
Koronarfluss [%] (n=10) (n=10) p-Wert
Reperfusionsstart 115+ 544 751223 0,0524
Reperfusionsende 243+11,5 48 + 26,6 0,0235
Tabelle 3: Koronarfluss [%] am RS und RE (Mittelwerte + Standardabweichung)
140
120
100
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9 80
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40

20

Baseline

Abbildung 13: CF [%] am RS und RE; Mittelwert und Standardfehler; Zweistichproben-T-Test;

m Del Nido-Gruppe (n=10)

*0<0,05, *p<0,001, **p<0,0001

Bei Verwendung der Calafiore Kardioplegie zeigte sich in der Reperfusionsphase ein
konstantes Absinken des Koronarflusses. Im Gegensatz dazu stieg die Koronarperfusion
in der Del Nido-Gruppe zunachst an und fiel erst im Verlauf deutlich ab. Trotz der initialen
Hyperamie in der Del Nido-Gruppe gab es am Reperfusionsstart keine signifikanten
Unterschiede zwischen den beiden Gruppen. Am Reperfusionsende zeigte sich die

Reperfusionsstart

& Calafiore-Gruppe (n=10)

Calafiore-Gruppe signifikant tberlegen (p=0,0235).
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LVDP
Del Nido-Gruppe Calafiore-Gruppe
o =
LVDP [%] (n=10) (n=10) p-Wert
Reperfusionsstart 27,6 £ 34,1 103,5+6,2 0,0002
Reperfusionsende 37,8+ 151 42,1 +20,3 0,5983

Tabelle 4: LVDP [%] am RS und RE (Mittelwerte + Standardabweichung)

120

100

80

60

LVDP [%]
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Baseline Reperfusionsstart Reperfusionsende

m Del Nido (n=10) [ Calafiore (n=10)

Abbildung 14: LVDP [%] am RS und RE; Mittelwert und Standardfehler; RS: Mann-Whitney-U-
Test; RE: Zweistichproben-T-Test; *p<0,05, **p<0,001, ***p<0,0001

Bei Verwendung der Calafiore Kardioplegie stieg der LVDP am Reperfusionsstart im
Vergleich zum Baseline-Wert minimal an, wahrend er bei der Del Nido Kardioplegie auf
nahezu " des Baseline-Wertes absank. Dieser signifikante Unterschied (p=0,0002) ist
moglicherweise ein Grund fur die bessere Erholung der Herztatigkeit unter Calafiore.

Am Reperfusionsende konnte kein signifikanter Unterschied des LVDP zwischen den
beiden Versuchsgruppen nachgewiesen werden, da die LVDP-Werte der Calafiore-
Gruppe im Verlauf der Reperfusion abfielen und die der Del Nido-Gruppe anstiegen.
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dLVP/dtmax
o Del Nido-Gruppe Calafiore-Gruppe .
dLVP/dtmax [%] (n=10) (n=10) p-Wert
Reperfusionsstart 18,8 + 15 111,3+ 295 0,0002
Reperfusionsende 329+ 131 63,2 £ 39,7 0,0426

Tabelle 5: dLVP/dtmax [%] am RS und RE (Mittelwerte + Standardabweichung)
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o

dLVP/dtmax [%]
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m Del Nido-Gruppe (n=10) [ Calafiore-Gruppe (n=10)

Abbildung 15: dLVP/dtmax [%] am RS und RE; Mittelwert und Standardfehler; RS: Mann-
Whitney-U-Test; RE: Zweistichproben-T-Test; *p<0,05, **p<0,001, ***p<0,0001

Die  dLVP/dtnax ist ein  MaR  fir die  maximale linksventrikulare
Kontraktionsgeschwindigkeit. Wahrend der Reperfusionsphase wies die Calafiore-
Gruppe zu beiden Messzeitpunkten signifikant hdhere Kontraktionsgeschwindigkeiten
auf als die Del Nido-Gruppe. Die Signifikanz war jedoch am Reperfusionsstart hdher
(p=0,0002) als am Reperfusionsende (p=0,426).
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dLVP/dtmin
Del Nido-Gruppe Calafiore-Gruppe
. [O, -
dLVP/dtmin [A)] (n=10) (n=1 0) P Wert
Reperfusionsstart 34,2 £ 30,9 103,2+ 23,5 0,001
Reperfusionsende 38,7+£21,8 45,2 +19,6 0,4918

Tabelle 6: dLVP/dtmin [%] am RS und RE (Mittelwerte + Standardabweichung)
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Abbildung 16: dLVP/dtmin [%] am RS und RE; Mittelwert und Standardfehler; RS: Mann-

Baseline

m Del Nido-Gruppe (n=10)

* %

Reperfusionsstart

[ Calafiore-Gruppe (n=10)

Reperfusionsende

Whitney-U-Test; RE: Zweistichproben-T-Test; *p<0,05, **p<0,001, ***p<0,0001

Vergleicht man die Abbildungen der dLVP/dtmax und dLVP/dtmi, fallt die Ahnlichkeit des
Diagramms auf. Wie bereits die dLVP/dtmax fallt auch die dLVP/dtmin als MaR fur die
maximale Relaxationsgeschwindigkeit am Reperfusionsstart in der Del Nido-Gruppe ab,
wahrend sie in der Calafiore-Gruppe ansteigt. Am Reperfusionsende nahern sich die
Werte fur die maximale Relaxationsgeschwindigkeit an, wobei die der Del Nido-Gruppe
denen der Calafiore-Gruppe unterlegen bleiben. Ein signifikanter Unterschied bezlglich
der Lusitropie besteht zwischen den Gruppen lediglich zu Beginn der Reperfusion

(p=0,001).
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Biochemische Parameter

Sauerstoffverbrauch
o Del Nido-Gruppe Calafiore-Gruppe .
MVO0: [%] (n=10) (n=10) p-Wert
Reperfusionsstart 126,2 £ 48,1 93 + 391 0,1071
Reperfusionsende 244 +14,3 61,6 £ 32,6 0,0113

Tabelle 7: MVO2 [%] am RS und RE (Mittelwerte + Standardabweichung)
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Abbildung 17: MVO2 [%] am RS und RE; Mittelwert und Standardfehler; RS: Zweistichproben-

Baseline

m Del Nido-Gruppe (n=10)

Reperfusionsstart

[ Calafiore-Gruppe (n=10)

T-Test; RE: Mann-Whitney-U-Test; *p<0,05, **p<0,001, ***p<0,0001

Der Sauerstoffverbrauch stieg in der Del Nido-Gruppe zu Beginn der Reperfusion
zunachst an, fiel aber im Verlauf deutlich ab. Im Gegensatz dazu sank der
Sauerstoffverbrauch unter Verwendung von Calafiore Kardioplegie kontinuierlich ab. Am
Reperfusionsbeginn war die Del Nido-Gruppe der Calafiore-Gruppe zwar bezlglich der
aeroben Stoffwechselleistung Uberlegen, der Unterschied ist jedoch nicht signifikant.
Eine statistische Signifikanz konnte allerdings am Ende der Reperfusion detektiert

werden. Hier war die Calafiore-Gruppe fuhrend (p=0,0113).
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Laktatproduktion
. Del Nido-Gruppe Calafiore-Gruppe
MVLac [umol/min] (n=10) (n=10) p-Wert
Reperfusionsstart 1,24 + 0,88 0,33+0,68 0,0257
Reperfusionsende 0,77 £ 0,45 0,82 + 0,68 1

Tabelle 8: MVLac [umol/min] am RS und RE (Mittelwert + Standardabweichung)
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m Del Nido-Gruppe (n=10) & Calafiore-Gruppe (n=10)

Abbildung 18: MVLac [umol/min] am RS und RE; Mittelwerte und Standardabweichung; Mann-
Whitney-U-Test; *p<0,05, **p<0,001, ***p=<0,0001

Zu Beginn der Reperfusion konnte eine signifikant hohere Laktatproduktion in der Del
Nido-Gruppe verglichen mit der Calafiore-Gruppe detektiert werden. Dies lasst auf eine
Nutzung anaerober Stoffwechselprozesse in der Del Nido-Gruppe schliefen. In der
Spatphase der Reperfusion naherte sich die Laktatproduktion der beiden Gruppen
einander an, sodass zu dem Zeitpunkt keine Uber- oder Unterlegenheit einer der beiden

Gruppen bezlglich des Laktatmetabolismus festgestellt werden konnte.
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Del Nido-Gruppe

Calafiore-Gruppe

Troponin [%] (n=10) (n=10) p-Wert
Reperfusionsstart 701,6 £ 385,7 1478,4 + 1388,1 0,1405
Reperfusionsende 3660,7 £ 2942,8 1382,2 £ 1390,8 0,0211

Tabelle 9: Troponin-Werte [%] am RS und RE (Mittelwert + Standardabweichung)

5000

4500

4000

3500

3000

2500

Troponin [%]

2000

1500

1000

500

0 |

Abbildung 19: Troponin [%] am RS und RE; Mittelwerte und Standardfehler; Mann-Whitney-U-

Baseline

m Del Nido-Gruppe (n=10)

Test; *p=<0,05, **p=<0,001, ***p<0,0001

Unter Verwendung von Del Nido Kardioplegie stiegen die Troponin-Werte im Laufe der
Reperfusionsphase exponentiell an.
Reperfusionsstart hdhere Troponin-Werte bestimmen als in der Del Nido-Gruppe, wobei
der Unterschied nicht statistisch signifikant ist. Zum Ende der Reperfusion fielen die

Troponin-Werte bei Verwendung von Calafiore wieder leicht ab, woraus sich eine

Reperfusionsstart

[ Calafiore-Gruppe (n=10)

In der Calafiore-Gruppe

*

Reperfusionsende

lieRen sich am

signifikante Uberlegenheit im Vergleich zur Del Nido-Gruppe ergibt (p=0,0211).
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Elektronenmikroskopie

Zellularer Odemindex
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Del Nido-Gruppe (n=10) Calafiore-Gruppe (n=5)

Abbildung 20: CEI nach erfolgtem Langendorff-Versuch; Mittelwerte und Standardabweichung;
Mann-Whitney-U-Test; *p<0,05, **p<0,001, ***p<0,0001

Nach Verwendung von Del Nido Kardioplegie zeigte sich eine starkere Odem-bedingte
Myozytenschwellung im Vergleich zur Verwendung von Calafiore Kardioplegie. Die
Calafiore-Gruppe lieferte demnach einen signifikanten Vorteil beztiglich der
ultrastrukturellen Unversehrtheit gegenliber der Del Nido-Gruppe (p=0,0059).
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VSratio
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Abbildung 21: VSratio nach erfolgtem Langendorff-Versuch; Mittelwerte und
Standardabweichung; Zweistichproben-T-Test;, *p<0,05, **p<0,001, ***p<0,0001

In der Del Nido-Gruppe trat ein minimal groReres Mafl? mitochondrialer Veranderungen
auf als in der Calafiore-Gruppe. Eine signifikante Uberlegenheit einer der beiden

Gruppen konnte jedoch nicht detektiert werden (p=0,6691).
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Ultrastrukturelle Auswertung

Abbildung 22: Ubersicht représentativer elektronenmikroskopischer Aufnahmen der Ventrikel:
Del Nido (A+B), Calafiore (C+D), Vergré3erung: 12930x

Die qualitative Auswertung der elektronenmikroskopischen Bilder zeigt einen besseren
Strukturerhalt der Myozyten bei Verwendung der Calafiore Kardioplegie. Zusatzlich fallt
im Vergleich eine Schwellung sowie unscharfe Begrenzung der Mitochondrien nach
Verwendung der Del Nido Kardioplegie auf, welche sich in der Calafiore-Gruppe nicht
beobachten lasst. Die Ergebnisse decken sich demnach mit denen des zelluldren
Odemindexes.
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Myokardkontraktionen
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Abbildung 23: Software-Aufzeichnung zweier Versuche bei der Verwendung von Del Nido
Kardioplegie

Die Abbildung 23 zeigt stellvertretend die Software-Aufzeichnung zweier Langendorff-
Versuche bei Verwendung der Del Nido Kardioplegie. Oben ist jeweils die Herzfrequenz

[bpm] und unten der LVDP [mmHg] dargestellt.

Auffallig ist, dass bei allen 10 Versuchen, bei denen die Del Nido Kardioplegie zum

Einsatz kam nach circa 30 Minuten Ischamie-Zeit myokardiale Kontraktionen auftraten.
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Abbildung 24: Software-Aufzeichnung zweier Versuche bei Verwendung von Calafiore
Kardioplegie

Diese myokardialen Kontraktionen konnten bei Verwendung der Calafiore Kardioplegie
nicht nachgewiesen werden. Es kann also davon ausgegangen werden, dass die unter
Del Nido Kardioplegie wahrend der Ischamie-Zeit auftretenden Kontraktionen negativen

Einfluss auf die myokardiale Erholung in der Reperfusionszeit haben.
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Im Laufe der Zeit hat sich die Kardioprotektion von der reinen Gabe einer kaliumreichen
Losung zu einem komplexen Forschungsbereich entwickelt, in dem verschiedenste
Strategien erforscht wurden: von der Zusammensetzung (blutbasiert vs. kristalloid), der
Art der Verabreichung (antegrad vs. retrograd), der Temperatur (kalt vs. warm) bis hin
zur Verabreichungsart (einmalig vs. intermittierend) (Habertheuer et al., 2014). Trotz
umfangreicher Literatur zu diesem Thema scheint eine optimale, universell einsetzbare
Kardioplegielésung noch lange nicht gefunden. Eine weltweite Umfrage zwischen Juni
2015 und Mai 2016 ergab jedoch, dass die Blutkardioplegie die am haufigsten
verwendete Arrestmethode war (Ali et al., 2018). Zu diesen gehort unter anderem die
Del Nido Kardioplegie, die in den 1990er Jahren an der Universitat Pittsburgh speziell
fir den Einsatz in der Sauglings- und Kinderchirurgie entwickelt wurde, nachdem
Forscher die Notwendigkeit einer Kardioplegieldsung sahen, die den Besonderheiten
und Bedurfnissen eines padiatrischen Herzens gerecht wird (Matte & del Nido, 2012).
Im Umkehrschluss ist es daher fraglich, ob die Del Nido Kardioplegie auch zum Schutz
des Myokards Erwachsener geeignet ist, da sich das gesunde Myokard padiatrischer
und neonataler Herzen von dem alteren und kréankeren Myokard erwachsener Herzen in
einigen Punkten unterscheidet. Wahrend das adulte Myokard im Zustand geringer
Belastung circa 95% seiner Energie aus der Fettsaureoxidation zieht (Goodwin et al.,
1998), verwendet das neonatale Myokard als Hauptsubstrat zur ATP-Produktion
Glukose (Lopaschuk et al., 1991). Zusatzlich verfugt es Uber héhere Glykogenspeicher,
die insbesondere die Energiebereitstellung wahrend hypoxischer Perioden unter der
Geburt sichern sollen (Johnson, 2017). Andererseits besteht beim padiatrischen
Myokard eine starkere Anfalligkeit fir Kalziumschaden, die in der unreifen
Myofibrillenstruktur und unzureichend entwickelter T-Tubuli begriindet liegt (Pouard &
Bojan, 2013). Das adulte Myokard hingegen reagiert empfindlicher auf
Ischamieperioden, was durch eine geringere Fahigkeit zur Nutzung anaerober
Stoffwechselprozesse wahrend der Ischamie erklart werden kann (Valooran et al.,
2016). Die altersbedingten Unterschiede bezuglich der Ischdmietoleranz sowie der
postischamischen Erholung der myokardialen Funktion werden in verschiedenen
Studien allerdings kontrovers diskutiert. Auf der einen Seite wird berichtet, das
padiatrische Herz regeneriere nach einer Ischamieperiode besser als das adulte Herz
(Grice et al., 1987; Magovern et al., 1989). Bove et al. untersuchten in diesem
Zusammenhang die Regeneration der linksventrikuldren Funktion von Kaninchenherzen
verschiedener Altersklassen nach hypothermer globaler Ischamie. Sie kamen zu dem

Ergebnis, dass das Herz neugeborener Kaninchen wahrend einer 90-minltigen
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Ischamieperiode durch Hypothermie allein ausreichend geschitzt ist, wahrend das
Myokard erwachsener Herzen unter gleichen Bedingungen erheblichen Schaden
davontragt. Dies deutet darauf hin, dass bei in Hypothermie durchgefiihrten
Herzoperationen bei Erwachsenen die Verwendung etwaiger Kardioplegieldsungen von
gréRerer Bedeutung ist (Bove & Stammers, 1986). Auf der anderen Seite legen Arbeiten
von Chiu et al. und Wittnich et al. eine hdéhere Anfalligkeit unreifer Herzen gegenuber
ischamischer Schaden als reifer Herzen dar (Chiu & Bindon, 1987; Wittnich et al., 1987).
Die Forschungsgruppen nutzen als Kriterium fiir den Vergleich der durch die Ischamie
verursachten Schaden die Zeit bis zum Auftreten ischadmischer Kontrakturen. Die
Wiederherstellung der Herzfunktion nach Reperfusion wurde allerdings nicht beurteilt,
sodass die Relevanz des Modells fur die Anfalligkeit fur Ischamieschaden fragwirdig

erscheint.

Mit der rasanten Entwicklung herzchirurgischer Verfahren, insbesondere bezuglich
Invasivitat und Komplexitat, wurde die Del Nido Kardioplegie dennoch nach und nach
auch in der Erwachsenenchirurgie eingesetzt (Marzouk et al., 2020; O'Donnell et al.,
2019). Durch Verwendung von Hypothermie und den spezifischen Zusatze bewirkt die
Del Nido Kardioplegie gemaR® O’Blenes et al. eine Reduktion der durch die Kalzium-
Uberladung ausgeldsten Myokardkontraktur auch bei reifen Herzen und scheint daher
auch bei Alteren eine geeignete Option zur Myokardprotektion zu sein (O'Blenes et al.,
2011).

Anhand unserer tierexperimentellen Ergebnisse isolierter adulter Rattenherzen lassen

sich folgende Aussagen treffen:

1. Die Verwendung der Del Nido Kardioplegie fuhrte zu einer schlechteren
hamodynamischen Erholung in der Reperfusionsphase verglichen mit der
Verwendung von Calafiore Kardioplegie.

2. In der Del Nido-Gruppe kam es zu einer hoheren Laktatproduktion, einem
niedrigeren Sauerstoffverbrauch und héheren Troponin-Werten.

3. Das zellulare Odem nach dem erfolgten Langendorff-Versuch war nach Verwendung

von Del Nido Kardioplegie starker ausgepragt.

Bei ausnahmslos allen Del Nido-Versuchen konnte in der Zeit der Ischamie nach circa
30 Minuten ein Anstieg des LVDP detektiert werden (vgl. Abbildung 23). Humphrey et
al. definierten einen solchen Anstieg der Ruhespannung des linken Ventrikels bei
konstantem Volumen als ischamische Kontraktur und verwiesen auf einen
Zusammenhang zwischen der generierten Kraft wahrend der ischamischen

Kontrakturen und hierdurch entstehenden Reperfusionsdefekten (Humphrey et al.,
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1980). Henderson et al. konnten zeigen, dass die ischamischen Kontrakturen durch ein
Energiedefizit bedingt sind und das Ausmal dieser zum einen von der Schwere und
Dauer der Hypoxie, zum anderen von der Spezies abhangt (Henderson et al., 1971). Die
genauen Mechanismen, die zu einer ischamischen Kontraktur fihren, werden kontrovers
diskutiert und scheinen komplex. Auf der einen Seite wird als Ursache der Kontrakturen
eine ischamiebedingte Stérung der Kalziumhomd&ostase angenommen, da es wahrend
einer Ischamie zu einem Anstieg intrazellularen Kalziums kommt (Humphrey et al., 1980;
Kurkji et al., 1973). Laut Steenbergen et al. ist dieser ein bedeutender Faktor in der
Entstehung ischamiebedingter Myokardschaden (Steenbergen et al., 1990). Auf der
anderen Seite wird davon ausgegangen, dass die Verringerung myokardialen ATPs
durch die anaerobe Erschépfung der myokardialen Energiespeicher, die wiederum eine
starre Bindung zwischen Aktin- und Myosinfilamenten erzeugt, eine wesentliche Rolle in
der Entstehung ischamischer Kontrakturen spielt (Katz & Tada, 1972). Hearse et al.
unterstitzten diese Hypothese und zeigten, dass die Kontraktion des Myokards bei
einem Absinken der mittleren zellularen ATP-Konzentration auf 12 umol/g
Trockengewicht beginnt. Sie verwiesen jedoch gleichzeitig darauf, dass dies durch eine
Kompartimentierung des ATP moglicherweise nicht die kritische Konzentration im
Bereich des Myofilaments darstellt (Hearse et al., 1977). Katz et al. schlussfolgerten,
dass die Pravention und Therapie demnach auf eine Regulierung von Energieangebot
und -nachfrage abzielen misse, beispielsweise durch die Gabe von negativ inotrop
wirkenden Agenzien (Katz & Tada, 1972). Der Fakt, dass in der Calafiore-
Versuchsgruppe keine ischamischen Kontrakturen beobachtet wurden, deutet auf einen
wirksamen Schutz des Myokards hin. Im Gegensatz dazu scheint die Del Nido
Kardioplegie keine ausreichende Kardioprotektion zu gewahrleisten, wobei die genauen
Mechanismen durch fehlende Messungen der ATP- oder Kalziumkonzentrationen
wahrend der Ischamie unklar bleiben. Histopathologisch kommt es im Rahmen einer
ischamischen Kontraktur zu degenerativen Veranderungen der Myofibrillen (Baroldi et
al., 1974). Das Auftreten ischamischer Kontrakturen in der Del Nido-Gruppe ist somit
eine mogliche Ursache fir die schlechtere Erholung des Myokards in der

Reperfusionsphase.

Die signifikant hdheren Werte von LVDP, dLVP/dtnax, dLVP/dtmin und Herzfrequenz bei
Verwendung der Calafiore Kardioplegie sind die Grundlage fiir die bessere kardiale
Erholung der Herzen in der Reperfusionsphase (vgl. Abbildungen 12, 14, 15 und 16).
Der LVDP-Wert errechnet sich aus der Differenz zwischen dem linksventrikularen
endsystolischen und enddiastolischen Druck und ist als Mal fir die Herzkraft zu

interpretieren (Dhein et al., 2005). Hohere Werte gehen demnach mit einer besseren
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systolischen und diastolischen Funktion einher. Diesbezuglich scheint die Calafiore
Kardioplegie der Del Nido Kardioplegie insbesondere am Reperfusionsbeginn tiberlegen
(vgl. Abbildung 14). Ob die schlechtere kardiale Regeneration unter Verwendung von
Del Nido Kardioplegie eher auf eine systolische oder diastolische Funktionsstérung

zurtickgefuhrt werden kann, wird im Folgenden erdrtert.

Die maximale Kontraktionsgeschwindigkeit kann als Mal} fur die Inotropie herangezogen
werden, wobei niedrige dLVP/dtmax-Werte eine negative Inotropie bedeuten. Sowohl zu
Beginn als auch zum Ende der Reperfusion konnten in der Del Nido-Versuchsgruppe
verglichen mit der Calafiore-Versuchsgruppe signifikant niedrigere dLVP/dtnax-Werte
detektiert werden. Um den Einfluss der Ischamie auf die Inotropie des Herzens zu
verstehen, ist es notwendig, sich mit der elektromechanischen Kopplung der Herzaktion
zu befassen. Die Myokardzelle wird zunachst durch eine Depolarisation der
Zellmembran erregt. Dies bedingt einen Kalziumeinstrom aus dem Extrazellularraum ins
Zytosol durch L-Typ-Kalziumkanale, was wiederum zu einer Offnung der Ryanodin-
Rezeptoren des sarkoplasmatischen Retikulums filhrt. Diese Kalzium-induzierte
Kalziumfreisetzung fiihrt zu einer deutlichen Erhéhung von Kalzium im Zytosol. Dieses
bindet dort an Troponin C, verursacht eine Konformationsanderung der kontraktilen
Proteine, wodurch es zur Interaktion von Aktin und Myosin kommt (Crampin & Smith,
2006). Die im Rahmen einer Ischamie entstehende Azidose beeinflusst den Erregungs-
Kontraktions-Signalweg durch Hemmung der Kalzium-Bereitstellung an die
Myofilamente (Orchard & Kentish, 1990) und fiihrt so zu einer Beeintrachtigung der
Auswurfleistung des Herzens. Im Rahmen einer ungeniigenden Kardioprotektion
wahrend einer ischamischen Periode kommt es somit zu funktionellen Einbuf3en im

Sinne einer Beeintrachtigung der Inotropie des Herzens.

Die maximale Relaxationsgeschwindigkeit kann als MaR fir die Lusitropie herangezogen
werden und ermdglicht eine Beurteilung der diastolischen Funktion des Myokards
(Klabunde, 2012). Auch hier zeigt sich die Del Nido Kardioplegie der Calafiore
Kardioplegie unterlegen (vgl. Abbildung 16). Eine verringerte Lusitropie fihrt zu einer
geringeren diastolischen ventrikularen Fullung und in der Folge zu einer Reduktion des

Schlagvolumens (Klabunde, 2012).

Summa summarum ist die schlechtere kardiale Erholung unter Verwendung der Del Nido
Kardioplegie sowohl durch eine systolische als auch durch eine diastolische Dysfunktion

bedingt.

Signifikante Unterschiede zwischen den beiden Versuchsgruppen zeigen sich allerdings

nicht nur bei den physiologischen bzw. Leistungsparametern, sondern auch bei den
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biochemischen Parametern. Das gesunde erwachsene Herz verwendet als
Energiequelle zur Aufrechterhaltung der Herzfunktion hauptsachlich Glukose und
Fettsauren (Bing et al., 1954; Depre et al., 1999). Acetyl-CoA wird in den Krebs-Zyklus
eingeschleust und stammt unter reguldren Umstadnden zu 60-90 % aus der beta-
Oxidation von Fettsauren und zu 10-40 % aus der Oxidation von Pyruvat. Letzteres
entsteht im Zytosol aus Glukose. Unter aeroben Bedingungen wird Pyruvat durch die
Pyruvat-Dehydrogenase zu Acetyl-CoA umgewandelt, entsprechend fungiert diese
Reaktion als Bindeglied zwischen der Glykolyse und dem Krebs-Zyklus. In Abwesenheit
von Sauerstoff allerdings wird Pyruvat durch die Laktat-Dehydrogenase zu Laktat
reduziert (Stanley & Chandler, 2002). In diesem Zusammenhang sei insbesondere die
signifikant hohere Laktatproduktion in der Del Nido-Gruppe zu Beginn der Reperfusion
zu nennen (vgl. Abbildung 18). Diese deutet auf eine verzoégerte Erholung des aeroben
Energiemetabolismus hin und ist somit mit einer insuffizienten Myokardprotektion
assoziiert (Rao et al., 2001). Dass die Laktatproduktion im Laufe der Reperfusionsphase
abnimmt und am Ende sogar deskriptiv niedriger ist als in der Calafiore-Gruppe ist
insbesondere in Zusammenschau mit den anderen Metabolismusparametern, wie
Sauerstoffverbrauch und Troponinfreisetzung am ehesten mit einer irreversiblen
Zellschadigung in Verbindung zu bringen und keinesfalls Ausdruck einer Regenerierung

des Metabolismus im Laufe der Reperfusion.

Kardiales Troponin | ist hochspezifisch fir eine Myokardschadigung (Adams et al., 1993;
Bertinchant et al., 1996). Seine Freisetzung ist bedingt durch einen Zerfall von
Myofilamenten im Rahmen einer Zellschadigung (Bertinchant et al., 1999). Die
Troponinfreisetzung in der Del Nido-Gruppe steigt im Rahmen der Reperfusion
exponentiell an und ist am Reperfusionsende signifikant hdher als in der Calafiore-
Gruppe. Chocron et al. konnten einen linearen Zusammenhang zwischen der Dauer der
Ischamie und der Troponinfreisetzung nachweisen (Chocron et al., 1996). Algarni et al.
verglichen das klinische Outcome bei Verwendung kalter Blutkardioplegie und Del Nido
Kardioplegie bei einem breiten Spektrum herzchirurgischer Eingriffe mit dem Ergebnis
signifikant niedriger Troponin-Level bei Einsatz der Del Nido Kardioplegie (Algarni,
2020). Diverse andere Forschungsgruppen heben in ihren Studien ebenfalls eine
Uberlegenheit der Del Nido Kardioplegie beziiglich der Troponinausschiittung hervor
(Kuserli et al., 2020). Eine mogliche Erklarung liegt in der Zusammensetzung der Del
Nido Kardioplegie. Lidocain als Natriumkanalblocker und Magnesium als Kalzium-
Konkurrent fihren zu einer Senkung des intrazellularen Kalziumspiegels und bewirken
dartber eine Reduktion der kardialen Erregbarkeit sowie des zellularen Stoffwechsels
(Ataka et al., 1993; Dobson & Jones, 2004; Matte & del Nido, 2012). Zu einem anderen
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Ergebnis kamen Gorjipour et al. bei dem Vergleich der Del Nido Kardioplegie mit einer
Mehrfach-Dosis-St.-Thomas-Kardioplegie bei operativen Korrekturen einer Fallot'schen
Tetralogie. Zwar konnten sie beziglich der postoperativen Troponin |-Werte keine
signifikanten Unterschiede feststellen, dennoch zeigten sich die Werte bei Verwendung

der Del Nido Kardioplegie héher (Gorjipour et al., 2017).

Die Ergebnisse der physiologischen und biochemischen Parameter stehen ebenfalls in
Einklang mit den ultrastrukturellen Beobachtungen des Myokards nach erfolgtem
Langendorff-Versuch. Zwar konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden
Versuchsgruppen bezlglich mitochondrialer Veranderungen beobachtet werden (vgl.
Abbildung 21), jedoch zeigt sich die Calafiore-Gruppe im Hinblick auf den zellularen
Odemindex der Del Nido-Gruppe (iberlegen (vgl. Abbildung 20). Der Mechanismus der
Entstehung postischamischer Odeme wird im Folgenden erlautert. Im ischamischen
Gewebe kommt es zu einem schnellen Verbrauch von Energiereserven. Jennings et al.
konnten zeigen, dass sich der ATP-Gehalt im ischamischen Gewebe nach 15 Minuten
um 65 % reduziert und nach 40 Minuten nur noch weniger als 10 % vorhanden ist
(Jennings et al., 1978). Bedingt durch dieses Energiedefizit ist die Arbeit verschiedener
lonenpumpen, insbesondere der Na’/K*-ATPase beeintrachtigt, sodass es zu
intrazellularen Elektrolytverschiebungen kommt. Eine wesentliche Rolle spielt dabei ein
Anstieg der Konzentration von Natrium und Chlorid in der Zelle (Jennings et al., 1964).
Zuséatzlich steigt im ischamischen Myokard die Gewebeosmolaritat durch den Abbau von
Glykogen zu Laktat und die Hydrolyse energiereicher Phosphate an. An Experimenten
mit Schweineherzen konnten Tranum-Jensen et al. einen Anstieg der Osmolaritat um 40
mOsm/kg nach 50-mindtiger Ischdmie verzeichnen. Parallel dazu stieg der
Wassergehalt um durchschnittlich 16,5 % (Tranum-densen et al., 1981). Mit der
Reperfusion aggraviert sich die Zellschwellung durch das rasche Auswaschen
osmotisch wirksamer Molekile (Garcia-Dorado et al., 2012). Folge dieses
Myokardddems ist, wie auch in unserer Studie beobachtet, eine verminderte systolische
und diastolische Herzleistung (Laine & Allen, 1991) und linksventrikulare Compliance
(Desai et al., 2008).
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Abbildung 25: Schlisselfaktoren der reperfusionsbedingten Schwellung der Myozyten (in
Anlehnung an Garcia-Dorado et al., 2012)

Xue et al. verglichen die Del Nido Kardioplegie mit HTK-Kardioplegie sowie einer
Kombination aus Blutkardioplegie und HTK-Kardioplegie an isolierten Rattenherzen. Sie
kamen zu dem Ergebnis, dass die Verwendung von Del Nido Kardioplegie eine bessere
Erholung des Myokards wahrend der Reperfusionszeit ermdglicht, was sich in einem
héheren LVDP sowie einer besseren maximalen Kontraktions- und
Relaxationsgeschwindigkeit widergespiegelt hat. Jedoch gelang unter HTK und HTK
plus Blutkardioplegie ein Uberlegener Schutz der koronaren Endothelfunktion, belegt
durch eine maximale Erhaltung der endothelabhangigen Relaxation. Interessanterweise
beschrieben Xue et al. keine myokardialen Kontraktionen wahrend der Ischamiezeit, die
typischerweise wahrend der Experimente dieser Arbeit gesehen wurden (Xue et al.,
2022). Zwar wurde die Endothelfunktion in dieser Arbeit nicht gemessen, es kann jedoch
indirekt Uber die Parameter des Koronarflusses und des Sauerstoffverbrauchs auf sie
geschlossen werden. Katz et al. befassten sich bereits in den 50er Jahren mit der
Beziehung dieser beider Parameter. Sie legten dar, dass die Korrelation zwischen
Sauerstoffangebot und Sauerstoffverbrauch des Herzens durch eine Anpassung des
koronaren Blutflusses konstant gehalten werden kann (Katz & Feinberg, 1958). In der
Del Nido-Gruppe kam es zu Beginn der Reperfusion sowohl zu einem Anstieg des
Koronarflusses als auch zu einem Anstieg des Sauerstoffverbrauchs (vgl. Abbildung 13
und 17). Der koronare Blutfluss kann angelehnt an das Ohm’sche Gesetz wie folgt

definiert werden:
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CF_AP
"R

Die Formel zeigt einen Zusammenhang zwischen der Koronarperfusion CF, dem
bestehenden Blutdruck AP und dem GefaRwiderstand R. Da in unserem experimentellen
Setting ein konstanter Druck von 70 mmHg herrschte, wird der koronare Blutfluss
mafgeblich von dem vaskularen Widerstand beeinflusst. Die Regulation des koronaren
Gefallwiderstandes ist das Ergebnis eines Zusammenwirkens einer Vielzahl
vasodilatierender und -konstringierender Effekte, die es dem Herzmuskel ermdglichen,
die koronare Durchblutung an den Sauerstoff- und Nahrstoffbedarf anzupassen. Zu den
vasomotorischen Einfllissen zahlen beispielsweise neurohumerale Faktoren durch das
sympathische und parasympathische Nervensystem, vom Endothel stammende
Faktoren (NO, Endothelin) oder metabolische Botenstoffe der Herzmuskelzellen
(Duncker & Bache, 2008). Der Anstieg des Koronarflusses nach erfolgter Ischamie zu
Beginn der Reperfusion wird als reaktive Hyperamie bezeichnet. Die Grinde fir eine
reaktive Hyperamie sind dabei vielfaltig und komplex und scheinen in ihrer Gesamtheit
noch nicht endgliltig erforscht. Sie reichen von der Freisetzung von Histamin (Anrep et
al., 1944) und anderer vasodilatatorischer Metabolite aus dem ischamischen Gewebe
(Anrep & Saalfeld, 1935), Uber einen Abfall des pH-Wertes (Kester et al., 1952) bis hin
zu einem CO-Uberschuss und O-Mangel (Katz & Feinberg, 1958). Crawford et al.
zeigten tierexperimentell einen nahezu proportionalen Zusammenhang zwischen dem
Grad der Hypoxie und dem Blutfluss und kamen so zu dem Ergebnis, dass
moglicherweise die Hypoxie des Gewebes der Ausléser fir die Freisetzung
vasodilatierender Substanzen ist (Crawford et al., 1959). Der zu Beginn der Reperfusion
detektierte Anstieg des Koronarflusses sowie des Sauerstoffverbrauchs in der Del Nido-
Gruppe deutet dementsprechend auf eine ischamiebedingte Akkumulation
vasodilatatorischer Substanzen hin. Im Verlauf der Reperfusion sanken beide Parameter
bei Verwendung der Del Nido Kardioplegie ab, sodass am Reperfusionsende ein
signifikanter Unterschied zur Calafiore-Gruppe bestand. Entsprechend der zuvor
dargelegten Zusammenhange ist der verminderte Koronarfluss Ausdruck eines erhdhten
Gefallwiderstandes. Rubboli et al. konnten mittels Experimenten am isolierten
Rattenherzen darlegen, dass ein erhdhter GefalRwiderstand Ausdruck eines
myokardialen Odems ist (Rubboli et al., 1994). Dieses filhrt Uber die Reduktion des
Koronarflusses zu einer verminderten Blutversorgung und somit zu einem Fortbestehen
ischdmischer Verhaltnisse. Durch elektronenmikroskopische Begutachtung des
Myokards nach erfolgtem Langendorff-Versuch mit anschlieRender Bestimmung des
CEl konnte gezeigt werden, dass es nach Verwendung der Del Nido Kardioplegie zu

einer signifikant starkeren Myozytenschwellung kommt als nach Calafiore Kardioplegie
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(vgl. Abbildung 20). Das myokardiale Odem wirkt sich jedoch nicht nur auf den
Koronarfluss aus, sondern flihrt ebenfalls zu einer Beeintrachtigung der systolischen und
diastolischen Herzfunktion (Laine & Allen, 1991). Studien konnten zeigen, dass ein
Myokardédem die Steifigkeit des Papillarmuskels erhéht und hierliber zu einer
verminderten Compliance des linken Ventrikels flhrt (Detwiler et al., 1994; Pogatsa et
al., 1976).

Neben einem verminderten vaskularen Widerstand als Ursache des zu Beginn der
Reperfusion erhohten koronaren Blutflusses sei zusatzlich ein Absinken des LVDP zu
nennen. Hierdurch kommt es zu einer verminderten Kompression der Koronargefalle

wahrend der Systole, die wiederrum in einer ungehinderten Koronarperfusion resultiert.

Eine Erklarung fir die Uberlegenheit der Calafiore Kardioplegie kénnte in der
Mehrfachverabreichung im Abstand von 20 Minuten wahrend der Ischdmiephase liegen,
da die Gabe mehrerer Dosen mit einem intermittierenden Ausschwemmen von wahrend
der Ischamie akkumulierten Stoffwechselendprodukten einhergeht (Lucas et al., 1980).
Allerdings hat die Einmalgabe klinisch den entscheidenden Vorteil, wiederholte
Unterbrechungen der chirurgischen Eingriffe zu umgehen, einen reibungslosen
operativen Ablauf zu gewahrleisten und die Dauer des kardiopulmonalen Bypasses
sowie der Abklemmzeit der Aorta zu reduzieren, sodass das Risiko postoperativer
Komplikationen und die Mortalitat sinkt (Doenst et al., 2008; Salis et al., 2008). Der
Frage, ob die mehrfache Verabreichung der Del Nido Kardioplegie Vorteile gegentiber
der Einmalgabe bietet, stellten sich Govindapillai et al.. Sie zeigten allerdings, dass die
Einmalgabe auch bei reifen Rattenherzen mit einer besseren funktionellen Erholung des
Myokards nach 60-mindtiger Ischamie einhergeht (Govindapillai et al., 2016). Da in
unserem experimentellen Setting allerdings eine 90-minutige Ischamie durchgefuhrt
wurde, sind weitere Studien nétig, um eine mégliche Uberlegenheit einer Mehrfachgabe
zu evaluieren. Bisherige klinische Studien zu der Anwendung der Del Nido Kardioplegie
in der Erwachsenenchirurgie legen 60-90 Minuten als optimalen Zeitpunkt fir eine
erneute Dosierung nahe (Mishra et al., 2016; Ota et al., 2016; Timek et al., 2016;
Yerebakan et al., 2014).

Govindapillai et al. verglichen die Del Nido Kardioplegie mit einer ,Standard“-4:1-
Blutkardioplegie an isolierten Rattenherzen. Sie fanden heraus, dass die Verwendung
der Del Nido Kardioplegie zu einer besseren Herzmuskelerholung und signifikant
verringerter Troponinfreisetzung fuhrt. Weiterhin beschrieben sie eine Verhinderung
spontaner Kontraktionen wahrend der Ischamiezeit. Die Resultate widersprechen den
Ergebnissen dieser Arbeit, wobei eine konkrete Vergleichbarkeit durch unterschiedliche

Versuchsbedingungen erschwert ist. Insbesondere zu nennen ist in diesem
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Zusammenhang, dass Govindapillai et al. zum Vergleich eine 4:1-verdinnte
Blutkardioplegie verwendeten, lediglich eine 60-mindtige Ischamiezeit bei
Raumtemperatur (22-23 °C) durchfihrten und die Kardioplegien gekuhit (1,9 °C + 0,4
°C) verabreichten. Bei ihrem Vergleich stellten sie weiterhin fest, dass die Verwendung
von Del Nido Kardioplegie in der friihen Reperfusionsphase mit einer voribergehenden
kardialen Inaktivitat assoziiert ist. Wahrend der Herzschlag in der ,Standard®-
Blutkardioplegie-Gruppe nach durchschnittlich 32 s wiedereinsetzte, war diese Zeit in
der Del Nido-Gruppe doppelt so lang (Govindapillai et al., 2013). Die verzdgerte
Erholung der ventrikularen Funktion ist Ausdruck niedriger postischamischer ATP-
Konzentrationen (Bolling et al.,, 1991), was wiederum eine mangelhafte
Myokardprotektion durch die Del Nido Kardioplegie bedeuten wirde. Den Erhalt
beziehungsweise die Wiederherstellung der ATP-Speicher ist zum einen abhangig von
mitochondrialen Mechanismen zur Phosphorylierung von ATP, zum anderen vom
Substratangebot (Pasque & Wechsler, 1984). Da in beiden Versuchsgruppen die gleiche
Reperfusionslésung verwendet wurde, kann geschlussfolgert werden, dass
moglicherweise eine starkere ischamiebedingte Schadigung der Mitochondrien in der
Del Nido-Gruppe zu der verzégerten myokardialen Erholung fiihrt. Diesbezliglich zeigten
Cunningham et al. einen Zusammenhang zwischen der Abnahme der ATP-
Konzentration und schweren ultrastrukturellen mitochondrialen Schaden auf
(Cunningham et al., 1979). Elektronenmikroskopisch konnten wir eine Uberlegenheit der
Calafiore Kardioplegie gegenliber der Del Nido Kardioplegie bezuglich der
mitochondrialen Unversehrtheit feststellen. Zusatzlich besitzt PlasmalLyte A als
Basislosung der Del Nido Kardioplegie lediglich einen niedrigen Kaloriengehalt von 21
kcal/L (Baxter Healthcare Corporation, Deerfield, IL), der durch den Zusatz von Blut zwar
erhéht wird, jedoch trotzdem mit nachteiligen Wirkungen auf die Regeneration des

Myokards assoziiert sein konnte.

Neben zahlreichen tierexperimentellen Arbeiten zu den kardioprotektiven Eigenschaften
der Del Nido Kardioplegie existieren mittlerweile auch einige klinische Studien zu der
Anwendbarkeit in der Erwachsenenchirurgie. Eine Meta-Analyse von Misra et al. aus
dem Jahr 2020 konnte zeigen, dass die Del Nido Kardioplegie in der adulten
Herzchirurgie eine brauchbare und sichere Alternative zu Blutkardioplegie darstellt. Auch
wenn sich kein signifikanter Unterschied in der Mortalitat feststellen liefl3, so gelang der
Nachweis von intra- und postoperativen Vorteilen, beispielsweise bezilglich der
Troponinausschuttung, Transfusionsbedurftigkeit und der Glukosehomdostase (Misra et
al., 2021). Lenoir et al. verglichen retrospektiv ebenfalls die Del Nido Kardioplegie mit

einer Blutkardioplegie bei komplexen Aortenwurzeloperationen. Sie kamen zu dem
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Ergebnis, dass beide Kardioplegien vergleichbare klinische Outcomes erzielen,
verwiesen jedoch auf den effizienteren chirurgischen Work-Flow bei Verwendung von
Del Nido Kardioplegie begruindet durch die einmalige Verabreichung (Lenoir et al., 2021).
Diese ermdglicht jedoch lediglich einen adaquaten Myokardschutz fir bis zu 120 Minuten
(Guim et al., 2020), sodass von langeren Ischamiezeiten abgesehen werden sollte
(Lenoir et al., 2021). Die klinische Anwendung der Del Nido Kardioplegie beschrankt sich
jedoch groRtenteils auf die Durchfiihrung von Standardoperationen, beispielsweise
Koronararterienbypass- (Guajardo Salinas et al., 2017; Timek et al., 2016) oder
Aortenklappenersatzoperationen (Ota et al., 2016; Ucak & Uncu, 2019). Die Ubertragung
dieser Ergebnisse auf komplexere Operationen bei multimorbiden Patienten erfordert

dementsprechend weitere klinische Studien.

Den klinischen Vergleich der Del Nido Kardioplegie mit der Calafiore Kardioplegie stellen
dem Wissen der Autorin nach lediglich Ucak et al. an. Sie verglichen die Verwendung
der beiden Losungen wahrend elektiver Bypass-Operationen, konnten dabei jedoch
keinen klinisch signifikanten Unterschied eruieren. Auch die postoperative Bestimmung
der kardialen Enzyme CK-MB und Troponin | lieferten vergleichbare Ergebnisse, sodass
sie die Del Nido Kardioplegie fur eine geeignete Methode zur Kardioprotektion in der
Erwachsenenchirurgie halten. Die Cross-Clamp-Zeit betrug jedoch durchschnittlich
lediglich 43,7 Minuten (Ucak & Uncu, 2019). Es sind dementsprechend weitere
tierexperimentelle Studien mit kiirzerer Ischamiezeit nétig, um eine Vergleichbarkeit zu
gewahrleisten und den zeitlichen Rahmen einer optimalen Kardioprotektion unter

Verwendung der Del Nido Kardioplegie zu eruieren.

In Hinblick auf die Relevanz der Resultate dieser Studie fur den klinischen Kontext sei
darauf hingewiesen, dass eine Ubertragung von Daten aus Tierversuchen auf den
Menschen nur begrenzt moéglich ist. Nichts desto trotz hat sich das Langendorff-Modell
als unentbehrliches Instrument fiur die Erforschung kontraktiler, elektrischer und
metabolischer Eigenschaften sowie der Untersuchung kardioprotektiver Malinahmen
gegen Ischamie-Reperfusionsschaden bewahrt (Bell et al., 2011). Dabei ist diese
Methode nicht nur kostengunstig, sondern liefert in hohem Male reproduzierbare
Ergebnisse. Die Isolierung des Herzens ermdglicht zusatzlich den Ausschluss peripherer
Einflisse auf die Herzfunktion, beispielsweise des autonomen und zentralen
Nervensystems, anderer Organe oder des systemischen Kreislaufs (Skrzypiec-Spring et
al., 2007). Die Kombination aus Rinder-Erythrozytenkonzentrat und Krebs-Henseleit-
Puffer als Perfusionsmedium ermoglicht darGiber hinaus die Imitation physiologischer
Perfusionsbedingungen (Sutherland & Hearse, 2000). In Anbetracht dieser Tatsachen

eroffnet dieses Versuchsmodell richtungsweisende Perspektiven fiir weiterfihrende
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Forschungsarbeiten und ebnet den Weg fiir eine besseren Transfer der Ergebnisse in
den klinischen Kontext. Die Wahl ausschlieRlich mannlicher Ratten als Versuchstiere
limitiert allerdings die Ubertragbarkeit, da es nachgewiesen geschlechtsspezifische
Unterschiede in der kardialen Toleranz gegeniber Ischamie gibt (Booth & Lucchesi,
2008; Ostadal et al., 2009). In einer Studie von Lagranha et al. konnte nachgewiesen
werden, dass Ostrogene einen wesentlichen Einfluss auf die héhere Toleranz des
weiblichen Herzens austben. Dabei wurde festgestellt, dass eine Ovarektomie bei
Frauen zu einer erheblichen VergroRerung des Infarkts fihrt, wahrend die
Verabreichung von Ostrogenen bei Mannern eine deutliche Reduktion der InfarktgréRe
bewirkt (Lagranha et al., 2010).

Summa summarum lassen die bisherigen Untersuchungen keine eindeutigen
Ruckschliusse auf den Sicherheitsrahmen der Del Nido Kardioplegie fir den Einsatz in
der Erwachsenenchirurgie zu. Die Durchfiihrung weiterer Studien mit verschiedenen
Patientengruppen und Anwendungsmodifikationen koénnte die Grundlage fir die
Entwicklung eines evidenzbasierten Protokolls fiir die zuverlassige und sichere Nutzung
dieser kostengunstigen Technik des Myokardschutzes sein. Insbesondere beziiglich
optimaler Dosierungsintervalle und der Anwendung der Del Nido Kardioplegie bei

komplexen Operationen multimorbider Patienten bedarf es weiterer Forschung.
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Zusammenfassung

Die Del Nido Kardioplegie wurde in den 90er Jahren speziell fur den Einsatz in der
Kinderherzchirurgie entwickelt. Als modifizierte depolarisierende Lésung erlangte sie
insbesondere durch ihre single-shot Verabreichung grof’e Beachtung und wurde im
Laufe der Zeit zunehmend und mit vielversprechenden Ergebnissen auch in der

Erwachsenenchirurgie eingesetzt.

In dieser Arbeit erfolgte der experimentelle Vergleich der kardioprotektiven
Eigenschaften der Del Nido Kardioplegie und der warmen Calafiore Blutkardioplegie
wahrend einer 90-mindtigen Ischamie an 20 adulten Rattenherzen mittels isolierter
Organperfusion im Langendorff-Modell. Nach einer Stabilisierungsphase wurde der
Herzstillstand durch die Verabreichung von Calafiore- oder Del Nido Kardioplegie
ausgeldst. Die Calafiore-Lésung wurde dabei warm und intermittierend verabreicht,
wahrend die Gabe von Del Nido als single shot erfolgte. Im Zuge der 90-minltigen
Reperfusion wurden die Herzfunktion und der kardiale Metabolismus bewertet sowie
biochemische Parameter gemessen. Im Anschluss an die Durchfihrung des
Experiments erfolgte die Vorbereitung der Herzen fir die nachfolgende

elektronenmikroskopische Untersuchung.

Die mit Calafiore Kardioplegie behandelten Herzen zeigten wahrend der Reperfusion
eine schnellere Erholung und einen hoheren LVDP als die mit Del Nido behandelten
Herzen. Ischamische Kontrakturen traten in der Del Nido-Gruppe bereits nach 30
Minuten Ischamie auf, wahrend in der Calafiore-Gruppe kein Anstieg des diastolischen
Drucks beobachtet wurde. Infolgedessen wurde eine hdhere Laktatproduktion zu Beginn
der Reperfusion nach Del Nido im Vergleich zu Calafiore beobachtet. Die Troponin-I-
Werte am Ende der Reperfusion wiesen nach der Del-Nido-Behandlung héhere Werte
auf. Die Ergebnisse der Elektronenmikroskopie zeigten, dass der zellulare Odemindex
in erwachsenen Del Nido-Herzen hoéher war als in erwachsenen Calafiore-Herzen,

wahrend die VS-Ratio ahnlich war.

Zusammenfassend lasst sich aus den Ergebnissen dieser Arbeit schlieRen, dass die
Calafiore Kardioplegie einen besseren Schutz des Myokards vor ischamie-
/reperfusionsbedingten Schaden in isoliert perfundierten Herzen erwachsener Ratten

bietet als die Del Nido Kardioplegie.
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Summary

Del Nido cardioplegia was developed in the 1990s specifically for use in paediatric

cardiac surgery. As a modified depolarising solution, it attracted a great deal of attention,
particularly due to its single-shot administration, and was also increasingly used in adult

surgery over time with promising results.

We compared the cardioprotective capacity of Del Nido cardioplegia and warm Calafiore
blood cardioplegia in an experimental setting during 90 min of ischaemia.
20 adult rat hearts were isolated and mounted on a blood-perfused, pressure-controlled
Langendorff apparatus. After a stabilization period, cardiac arrest (90 min) was induced
by the administration of either Calafiore or Del Nido solution. While Cala was given warm
and intermittently, DNS was given as a cold single shot. During 90 min of reperfusion,
cardiac function and metabolism were evaluated and biomarker levels were measured.
After the end of the experiment, hearts were prepared for electronmicroscopic

investigation.

Hearts exposed to Calafiore recovered faster during reperfusion compared with hearts
administered Del Nido group and positive derived left ventricular pressure over time was
better in Calafiore group than in the Del Nido group. Ischaemic contractures were seen
in the Del Nido group starting after 30 min of ischaemia, whereas no rise in diastolic
pressure was observed for the Calafiore group. Accordingly, lactate production was
higher after Del Nido than after Calafiore at the beginning of reperfusion. Troponin |
levels at the end of reperfusion were higher after Del Nido treatment. Electron
microscopy showed that the cellular oedema index was higher in adult DNS hearts than

in adult Cala hearts, whereas the VS ratio was similar.

In conclusion, Calafiore cardioplegia offers better myocardial protection from
ischaemia/reperfusion-related damage in isolated perfused adult rat hearts than Del Nido

cardioplegia.
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