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1 Einleitung

1.1 Myokardinfarkt

Herzerkrankungen, die auf einer Sauerstoffunterversorgung des Myokards beruhen, wie
z.B. der Myokardinfarkt oder die Angina pectoris, gehdren zu den Haupttodesursachen
in der industrialisierten Welt (Rosamond et al. 2007).

Das Herz ist in besonderem Mal3e abhéngig vom oxidativen Abbau von N&hrstoffen.
Das Myokard kann anders als etwa die quergestreifte Skelettmuskulatur keine “Sauer-
stoffschuld” eingehen. Aufgrund des hohen Energiebedarfs ist eine Energieversorgung
Uber anaerobe Glykolyse nicht méglich. Deshalb findet sich eine besonders hohe Anzahl
von Mitochondrien, die den Sitz der oxidativen Phosphorylierung und damit der Energie-
gewinnung darstellen, in den einzelnen Myokardzellen. Die Versorgung der Zellen mit
Sauerstoff, freien Fettsduren, Glukose und Laktat erfolgt nahezu ausschlief3lich Gber die
Koronararterien und nur zu einem auf3erst geringen Teil Gber die Diffusion von den Herz-
kammern in das Endokard. Das Myokard ist aus diesem Grund von der ausreichenden
und kontinuierlichen Versorgung tber die Koronarien hochgradig abhangig.

Beim Myokardinfarkt ist die lokale Sauerstoff- und Substratversorgung der Myokard-
zellen aufgrund eines vollstdndigen Verschlusses oder einer hochgradigen Verengung der
koronaren Strombahn nicht mehr gegeben. Die Mitochondrien kdnnen somit auf oxidati-
vem Weg keine Energie mehr produzieren. In den Myozyten stellt sich ein Energiedefizit
ein.

Die Schadigung einer Myokardzelle vollzieht sich in zwei aufeinander folgenden Pha-
sen. Als erstes wird die Zelle durch die Ischamie, zweitens durch die spater wieder einset-
zende Reperfusion, geschédigt. Dies bezeichnet man als den Ischdmieschaden und den
darauf folgenden Reperfusionsschaden. Schon Hearse et al. (1973) konnten nachweisen,
dass der ischamischen Myokardzelle am Anfang der Reperfusion durch eine abrupte
Reoxygenierung der gro3ere Schaden zugefigt wird. Weiterhin kdnnen nach der Reper-
fusion kardiale Arrhythmien auftreten, mit moglicherweise tédlichen Folgen (Rubart u.
Zipes 2005). Auch kann der Effekt desyocardial stunninguftreten, bei dem Myo-
kardzellen auch nach Reperfusion hypo- bzw. akinetisch sind. Wenn das akute Ereignis
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Uberlebt wird, richtet sich die weitere Prognose vor allermhnder Grof3e der myokar-
dialen Narbe und dem Ausmal des post-ischamischen Remodellings.

Die derzeitige klinische Therapie besteht darin, die verschlossene koronare Strombahn
wieder zu erdffnen, um das Ausmald des infarzierten Gewebes maoglichst gering zu halten.
So stehen vor allem drei klinische Verfahren zur Revaskularisation zur Verfiigung: Die
systemische Lysetherapie mit fibrinolytisch wirksamen Medikamenten zur Auflésung
des okkludierenden Thrombus, ferner die lokale Dilatation des verschlossenen Gefal3ab-
schnittes mittels eines Uber einen Katheter eingefihrten Ballons (Akut-PTCA, perkutane
transluminare Koronarangioplastie). Hierbei ist auch eine lokale Fibrinolyse mdglich. In
gleicher Sitzung kann ein Stent zur Erhaltung des erdffneten Lumens Uber diesen Kathe-
ther eingebracht werden (Stentangioplastie). Eine weitere therapeutische Option besteht
in einer aortokoronaren Bypass-Operation, in der eine autologe Vene oder Arterie (A.
mammaria interna oder A. radialis) mit einer Koronararterie distal der Stenose anasto-
mosiert und das nachfolgende koronare Stromgebiet Uber diesen Bypass versorgt wird.

Das Hauptaugenmerk der interventionellen Kardiologie liegt derzeit auf einer mog-
lichst schnellen Wiedererdffnung des verschlossenen Koronargefalies, um die Zeit des
Sauerstoff- und Substratmangels kurz zu halten. Durch die dann meist durchgefiihrte
Akut-PTCA sind herausragende Erfolge in der Behandlung des Myokardinfarktes erzielt
worden (Boden u. Gupta 2008). Nach erfolgter Intervention ist aber immer von einer
Schadigung der Myokardzellen im Zentrum der Infarktgebietes auszugehen. Eine geziel-
te Protektion dieser Zellen vor einem Reperfusionsschaden findet aktuell, trotz erster
Erfolg versprechender Studien auf diesem Gebiet, noch nicht routinemafig statt (Staat
et al. 2005; Kitakaze et al. 2007).

1.2 Myokardialer Ischamieschaden

Bei der Akutschadigung der Myokardzelle wahrend der Ischamie werden insbesondere
vier intrazellulare Effekte, die kurz nach dem Einsetzen der Ischamie beginnen, diskutiert.
Diese sind ein sich entwickelndes Energiedefizit (1.2.1), ein Abfall degshB.2), die
Akkumulation vorNa' (1.2.3) und die nachfolgen@e?"-Uberladung (1.2.4) der Zelle.

1.2.1 Energiedefizit

Die Zelle ist durch den Wegfall der Sauerstoff- und Substratversorgung nicht mehr zu
einer oxidativen Phosphorylierung der FAD-abh&ngigen Substrate fahig. Innerhalb von
8 Sekunden wird von der mitochondrialen Energieerzeugung auf die anaerobe Glykolyse
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umgeschaltet (Kloner u. Jennings 2001b), was zu einer wedegeringeren Energie-
ausbeute von 2 Mol ATP durch Glykolyse im Gegensatz zu ca. 38 Mol ATP pro Molekl
Glukose durch oxidative Phosphorylierung fuhrt. Der hohe Bedarf an ATP der Myokard-
zelle kann durch Glykolyse, Glykogenolyse und Verbrauch von Phosphokreatin allein
nicht gedeckt werden (Dennis et al. 1991).

Schon nach 30 Sekunden ist der Gehalt der Zelle an Phosphokreatin um 90% gefallen
(Kloner u. Jennings 2001a). Aufgrund dessen kommt es zu einer Verarmung der Zelle
an ATP und einem Anstieg der Laktatkonzentration in der Zelle (Jennings et al. 1991).
Dieser Anstieg der Laktatkonzentration hemmt, zusammen mit der sich entwickelnden
intrazellularen Azidose (vgl. 1.2.2), die Rephosphorylierung von ADP zu ATP (Rovetto
et al. 1975). Zwei ADP reagieren zu ATP und AMP. Das AMP wird weiter zu Adeno-
sin dephosphoryliert. Adenosin diffundiert nach extrazellular und wird dort zu Inosin
und Hypoxanthin abgebaut. Dies fihrt zu einem Abbau des Adenosin Nukleotid Pools
(Jennings u. Steenbergen 1985), womit die Substrate zur Rephosporylierung von ATP
ebenfalls nur noch eingeschrankt verfigbar sind.

Die Vermutung, dass eine kritische ATP-Konzentration zu einer irreversiblen Schadi-
gung der zytoskelettalen Strukturen fuihre, konnte durch Bonz et al. (1998) widerlegt
werden. Der ATP-Gehalt der Zelle fallt auf 100uM, geht aber nicht auf Null zurtick
(Nichols u. Lederer 1990). Dies fuhrt zu einer langsamen Kraftentwicklung in den Myo-
fibrillen, die wahrend der Dauer der Ischamie fixiert blerigdr-type contracturg Gra-
vierende Schaden werden durch diese Art von Kontraktur nicht verursacht, das Zytoske-
lett ist danach aber starker angreifbar und die Zelle insgesamt fragiler. Vielmehr ist die
beobachtete Zellschadigung eher auf@&@*-Uberladung (siehe 1.2.4) und den Reper-
fusionsschaden (siehe 1.3) zurtickzufiihren als auf die Abnahme der ATP-Konzentration.

1.2.2 Intrazellulare Azidose

Innerhalb von 10 Minuten Ischamie fallt der intrazellulare pH jjpaif 6,2 ab (Garlick

et al. 1979). Dies ist auf die Resynthese von ATP durch die Glykolyse zuriickzufiihren
(Dennis et al. 1991). Die dabei entstehenden Protonen kdnnen aufgrund der Sauerstoff-
unterversorgung nicht durch die mitochondriale Atmungskette weiter verstoffwechselt
werden. Das Endprodukt der Glykolyse, das Laktat, ist im Zustand der Ischamie eben-
falls nicht mehr weiter verstoffwechselbar und kumuliert zusammen mittdérm der

Zelle. Das Laktat hat aber keinen eigenen unabhangigen Effekt auf die Entwicklung der
Azidose in der Zelle (Bethell et al. 1998).
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Zur Aufrechterhaltung des pldind vor allem zwei Mechanismen verantwortlich. Zum
einen der Proteinpuffer und zum anderenidie- undHCO; -Transportsysteme. Da die
Pufferkapazitat der Proteine sich nicht schnell dem verandertgrangdssen kann, sind
vor allem die transmembranaren Transportkanéle der Kardiomyozten in ihrer Aktivitat
beeinflusst (Piper et al. 1999).

DerNa' /H"-Austauscher (Frelin et al. 1988) und déa*" /HCO; -Symporter pum-
penNa’ zum Ausgleich der Azidose in die Zelle (Piper et al. 1996). Dies fiihrt zu einer
Akkumulation vonNa' im Kardiomyozyten. Diese Angleichung der intra- und extrazel-
lularenNa'-Konzentrationen und des geringer werdenden ATP-Gehaltes der Zelle fiih-
ren zu einer Hemmung aller primér bzw. sekundar aktiven lonentransportprozesse. Auch
eine Hemmung weiterer Phosphatasen und Proteasen findet statt, da diese ihre Funktion
nur mit einem standardgemalen; mgtimal ausfihren kénnen.

1.2.3 Na*-Uberladung

Unter hypoxischen Bedingungen kommt es zu einer Uberladung des Kardiomyozy-
ten mitNa". Wie schon unter 1.2.2 dargestellt, kommen hierbei wahrscheinlich dem
Na' /H*-Austauscher und demNa*/HCO; -Symporter, dieNa" zum Ausgleich der
Azidose in die Zelle pumpen, eine wichtige Rolle zu (Piper et al. 1996). Der Efflux
von Na™ aus der Zelle in das sarkoplasmatische Retikulum ist hauptsachlich von der
Nat/KT-ATPase abhangig. Aufgrund der ATP-Abhangigkeit und des zellularen Ener-
giedefizits, die sich im Laufe der Ischdmie einstellen, kommt dieser auswarts gerichtete
Na'-Transport zum Stillstand. Ebenfalls aus diesem Grund wird die sarkolenhaéle
Pumpe inaktiviert (Kammermeier 1987), so diiss im Zytosol akkumuliert. Weiterhin

flhrt die Abnahme des transsarkolemmaiar -Gradienten zu einer Depolarisation der
Myokardzelle (Cordeiro et al. 1994).

1.2.4 Ca®*-Uberladung des Zytosols

Zeitlich verzogert nach demlat-Anstieg erfolgt ein Anstieg de€a?*-Konzentration

in der Zelle (Steenbergen et al. 1987). Eine Erklarung fiir dieses Phanomen kdnnte sein,
dass es durch die Verringerung der transsarkolemnid&nGradienten zu einer Um-
kehrung der Transportrichtung dbisx™ /Ca?*-Austauschers kommt. Es werden nun 3
Na' aus und IC&" in die Zelle gepumpt (Ladilov et al. 1999). Dies filhrt dazu, dass
wéhrend der Diastole das Zytosol r@ig?" bis zu 2 Zehnerpotenzen iber der normalen
Konzentration Uberladen wird (Piper et al. 2008).
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Ca’*-abhangige Zellvorgéange, wie z.B. die Aktivierung von zelluldren Lipasen und
Proteasen, ebenso wie eine Kontraktion der Zelle, kdnnten nun in der Zelle angestolR3en
werden. Aufgrund der gleichzeitig vorhandenen intrazellularen Azidose laufen diese Pro-
zesse aber nur verlangsamt ab, womit die Azidose einen endogenen Schutz der Zelle bei
Ischamie darstellt (Ladilov et al. 1995). Durch die erhdBgé*-Konzentration in der
Zelle kann es zu Schadigungen am Zytoskelett kommen. Dies wird eventuell durch De-
phosphorylierung von Troponin | verursacht (van der Velden et al. 2004; Ladilov et al.
1997; Lee u. Allen 1991; Armstrong u. Ganote 1992; Ganote u. Heide 1987).

1.3 Reperfusionsschaden

In der Reperfusionsphase, wenn die Zelle wieder mit Sauerstoff und Substraten fur die
oxidative Energiegewinnung versorgt wird, treten die grof3ten Zellschaden auf (Hearse
et al. 1973). Die Ursache fiur diese als Reperfusionsschaden bezeichnete Schadigung
liegt somit in der Reperfusion selbst. Aufgrund dieses Zusammenhangs lasst sich der Re-
perfusionsschaden grundséatzlich noch wéahrend der Reperfusion verhindern (Piper et al.
1996).

Es findet sich das Paradoxon, dass einerseits die Zellen moéglichst schnell wieder
mit Sauerstoff versorgt werden missen, um eine fortschreitende Zellschadigung durch
die Ischamie zu verhindern, diese Wiederverfiigbarkeit von Sauerstoff aber andererseits
zeitgleich pathophysiologische Veranderungen in bzw. an den Kardiomyozyten in Gang
setzt, die zur andauernden Schadigung derselben fuhrt.

Die durch die Wiederaufnahme der oxidativen Phosphorylierung erfolgte Resynthese
von ATP fuhrt dazu, dass der Zelle in sehr kurzer Zeit wieder energiereiche Phosphate
zur Verfiigung stehen. Dies hat zwei Effekte an der Myokardzelle zur Folge.

Erstens werden die energieabhéngigen lonentransporter der Zelle wieder aktiviert, um
die Kationenhomoostase wiederherzustellen. Nach der ischamischen Phase findet sich
im Zytosol, wie unter 1.2.3 und 1.2.4 dargestellt, sowohl eine Gberhdate, als auch
eine iberhdht€a?-Konzentration. Durch die wieder bereitgestellte Energie werden
die lonenpumpen, hier vor allem dida’ /K*-ATPase, als auch digéa?*-ATPase, re-
aktiviert. Besonders in der Frihphase der Reoxygenierung ist der transsarkolemmale
Nat-Gradient noch niedrig, so dass déa™ /Ca’"-Austauscher noch im umgekehrten
Modus arbeitet. Dies bedingt eine weit€@& " -Aufnahme nach intrazellulér. Di@a?+ -
ATPase pumpCa’-lonen in das sarkoplasmatische Retikulum, bis die Speicherkapa-
zitat dort Uberschritten wird. Dies fuhrt zu einer schlagartigen Freisetzung von hohen
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MengenCa?t aus dem sarkoplasmatischem Retikulum ins Zytosol. Dieser Aufnahme-
/Freisetzungsmechanismus lauft intrazellular repetitiv ab, so dass es zu einer zyklischen
Ca’*-Freisetzung mit hohen zytosolisch@a?*-Spitzenkonzentrationen kommt (Piper

et al. 2008).

Zweitens l6st die abrupte Wiederverflugbarkeit von ATP zusammen mit der zyklischen
intrazytosolischeCa? " -Uberladung eine starkgéa?t-abhéngige Kontraktion der Myo-
kardzelle aus. Man spricht hierbei von einer sich ausbildenden Hyperkontraktur (Piper
et al. 2003). Vor allem die oszillatorisch€a?* Schwankungen férdern die Entwicklung
einer Hyperkontraktur. Diese starke Kontraktion der sarkolemmalen Einheiten fihrt zu
histologisch sichtbaren Kontraktionsbandnekrosen, d.h. Nekrosen mit Zellmembranrup-
turen und Zerreif3ungen in der Struktur der Myofibrillen (Ganote 1983). Zusammen mit
einem osmotisch bedingten Zellodem, durchMa -Uberladung und Stoffwechselend-
produkte der anaeroben Glykolyse bedingt, fihrt dies zum Tod der Zelle (Inserte et al.
1997).

Durch die Ischamie/Reperfusion (I/R) kommt es zur Expression proinflammatorischer,
prokoagulatorischer und vasokonstriktiver Zytokine, wie z.B. Té&WAL-18 und IL-6,
die unter Kontrollbedingungen nicht im Herz nachweisbar sind (Nian et al. 2004). Dies
fuhrt zur Einwanderung polymorphkerniger neutrophiler Granulozyten, Lymphozyten,
Monozyten und Mastzellen in das Myokard. Eine lokale Gefal3obstruktion und die Frei-
setzung von proteolytischen Enzymen, die zur Schadigung der Myozyten fuhren, sind
die Folge (Frangogiannis et al. 2002; Nian et al. 2004).

Im Rahmen dieser Inflammation kommt es zur Bildung freier Radikale (Bolli et al.
1988). Diese hochreaktiven Sauerstoffabkémmlinge (ROS) kénnen praktisch mit allen
Zellorganellen reagieren. Sarkolemmale Lipide werden peroxidiert, zellulare Proteine
denaturiert und Enzyme deaktiviert. Dadurch wird die Zellmembranpermeabilitat, das
Zytoskelett, die oxidative Phosphorylierung und die Funktion von Transportproteinen
gestort (Toyo-oka et al. 1989; Heide et al. 1996; Goldhaber u. Qayyum 2000). Uber eine
Beinflussung dedla™ /Ca?*-Austauschers, déMa’ /K T-ATPase und der sarkolemma-
lenCa?"-ATPase wird dieCa®"-Homdostase (iber reaktive Sauerstoffradikale ebenfalls
verandert (Smart et al. 1997; Bolli u. Marban 1999). Hiermit assoziiert ist eine Schwel-
lung der Zelle und der Mitochondrien, die elektronenmikroskopisch beobachtet werden
kann (Jennings et al. 1985). Weiterhin kommt es zu einer gesteigerten Fehlfunktion des
koronaren Endothels, wahrscheinlich ebenfalls durch freie Radikale verursacht (Zweier
u. Talukder 2006).
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Ein weiterer von der oxidativen Reoxygenierung unabhamdtdfekt ist dasmyocar-
dial stunning Hiermit bezeichnet man myokardiale Zellen, die auch nach Reperfusion
noch hypo- bzw. akinetisch sind. Definitionsgemaln ist dieser Effekt aber vollstandig re-
versibel. Derzeit ist nicht bekannt, in welchen Mafdgocardial stunningn der myokar-
dialen Dysfunktion nach prolongierter Ischamie beteiligt ist (Bolli u. Marban 1999).

Mitochondriale Permeabilitéats-Transitions-Poren (mPTP) stellen eine Schlusselstelle
im Prozess des I/R-Schadens dar (Hausenloy et al. 2002). Unter normoxen Bedingungen
sind diese in der inneren mitochondrialen Membran gelegenen Poren geschlossen. Unter
Stressbedingungen kénnen sich diese Poren 6ffnen und damit eine Verbindung zwischen
der mitochondrialen Matrix mit dem Zytosol herstellen.

Eine Ca?"-Uberladung des Zytosols, reaktive Sauerstoffradikale und ein niedriger
Energiegehalt der Zelle stellen Trigger fur die Offnung der mPTP dar. Wahrend der
Ischamie sind die mPTP aufgrund der Azidose und hoher ADP-Mugrdt -Spiegel ge-
schlossen (Griffiths u. Halestrap 1995; Lisa et al. 2007). In der Reperfusionsphase steigt
der pH der Kardiomyozyten, wahrend die oben genannten Trigger noch vorhanden sind.
Damit bestehen fiir die Offnung der mPTP ideale Bedingungen.

Im gedffneten Zustand sind mPTP fur Molekile bis zu einer Grof3e<vdrb kDa
passierbar. Dies hat den Effekt, dass die mitochondriale lonen- und Stoffwechselkompar-
timentierung zusammenbricht, die Mitochondrien anschwellen und die oxidative Phos-
phorylierung in den Mitochondrien zum Stillstand kommt. Schliel3lich zerreil3en die Mi-
tochondrien und setzen Cytochrom C (ein Protein der Atmungskette) frei, welches einen
Trigger zur Induktion der Apoptose darstellt (Lisa et al. 2007). Unter diesen Bedingun-
gen nimmt der ATP-Gehalt der Zelle schnell ab, die Mitochondrien nehmerQdegin
mehr auf, die Wiederherstellung der lonenhomostase der Zelle wird erschwert und es
kommt zu einer Aktivierung verschiedener Phospholipasen, Nucleasen und Proteasen,
was in der Gesamtheit der Effekte zur Zellnekrose fuhrt (Halestrap et al. 2004; Piper
et al. 2008).

Endpunkt der myokardialen Schadigung stellt sowohl die Nekrose als auch die Apop-
tose myokardialer Zellen dar. Die Nekrose &uf3ert sich in einer Ruptur der Zellmembran
aufgrund der oben dargestellten schwerwiegenden metabolischen und ionalen Verande-
rungen in der reperfundierten Zelle. Es gibt aber auch Anzeichen daflr, dass im reperfun-
dierten Myokard in einigen Zellen eine Signalkaskade, die zur Apoptose fiihrt, aktiviert
wird (lliodromitis et al. 2007). Unabhangig von nekrotischen Zellen soll die Apoptose zur
GroRRenausdehnung des Infarktareals beitragen. Es ist davon auszugehen, dass wahrend
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der Ischamie die Apoptose induziert wird, aber erst wahremdReéperfusion ausgefuhrt
wird (Lazou et al. 2006).

Die Infarktgrof3e ist direkt von der Ischamiezeit abhangig (Bolli u. Marban 1999). In
der klinischen Situation dagegen sind noch weitere Faktoren, wie z.B. das Alter, Ge-
schlecht, Gewebstemperatur, Kollateralgefal3e, Erndhrungs- und Hormonstatus, voraus-
gegangene myokardiale Schadigungen, Medikamente, Nebenerkrankungen (z.B. Diabe-
tes mellitus, arterieller Hypertonus, kardiale Hypertrophie u.a.), fir das Ausmal3 der myo-
kardialen Schadigung von Bedeutung. Welchen Anteil der Reperfusionsschaden hierbei
beim akuten myokardialen Infarkt hat, ist Gegenstand aktueller Forschung.

1.4 Preconditioning

1.4.1 Ischdmisch

Um den Reperfusionsschaden zu minimieren bzw. zu verhindern, sind verschiedene Stra-
tegien entwickelt worden. Murry et al. (1986) haben ein Verfahren eingefuhrt, welches
das Herz mehreren kurzen nicht letalen Hypoxieepisoden vor der Indexischamie unter-
zieht. Dieses als ischamisches Preconditioning (IPC) bezeichnete Verfahren flhrt zu ei-
ner wesentlichen Reduktion der InfarktgroRe (Murry et al. 1986), einem verringerten
Auftreten kardialer Arrhythmien (Vegh et al. 1992) und einer reduzierten Endothelfehl-
funktion (DeFily u. Chilian 1993). Weiterhin ist ein verringertes Einwandern polymorph-
kerniger neutrophiler Granulozyten und eine reduzierte Rate von Apoptosen zu beobach-
ten (Nakamura et al. 2000).

Mit einem IPC ist aber nur eine leichte Verbesserung der kontraktilen myokardia-
len Funktion zu erzielen, wobei die Grol3e der Infarktreduktion nicht mit der post-
ischamischen Funktionserholung korreliert (Asimakis et al. 1992; Cave 1995; Cohen
et al. 1999).

Man kann zwei verschiedene Effekte des Preconditionings unterscheiden: Einen fri-
hen Effekt, wenn die Indexischdmie innerhalb von Minuten nach dem Preconditioning
einsetzt, sowie einen zweiten langer anhaltenden protektiven Effekt, wenn die Indexis-
chamie erst nach 24 - 96 h erfolgt (Kloner u. Jennings 2001b). Bei der spaten Form der
Protektion manifestiert sich diese als Reduktion der Infarkgréf3e, als beschleunigte Erho-
lung der Kontraktilitéat (Heusch u. Schulz 2006) und als verringerte Anzahl von Apopto-
sen. Dies wird durch die Hochregulierung von antiapoptotischen Proteinen (Stein et al.
2007) erreicht. Die Herzprotektion durch den Friheffekt des IPC ist starker ausgepragt
als dies bei dem spaten Effekt der Fall ist.
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Lange Zeit wurde postuliert, dass Patienten, die vor eineroldsdinfarkt Angina
pectoris-Episoden erlebt haben, eine bessere Prognose hatten als Patienten, bei denen
der Infarkt plotzlich aufgetreten sei. Diese Hypothese wurde durch eine Art endogenes
ischamisches Preconditioning gerechtfertigt. Die Studie von Psychari et al. (2004) konn-
te aber keinen Unterschied in der Infarktigro3e (gemessen mittels CK-MB, Troponin |,
CRP) und dem Klinischen Verlauf zwischen diesen beiden Patientengruppen feststellen.
Ishihara et al. (2005) konnten einen protektiven Effekt von Angina pectoris auf die Lang-
zeitprognose von Myokardinfarktpatienten im Alter unter 70 Jahren feststellen, wenn
die Angina innerhalb von 24 h vor dem Infarkt auftrat. Anginaepisoden aul3erhalb dieses
Zeitfensters waren ohne Einfluss auf die Prognose.

Der Schutz der Zelle vor einem Reperfusionsschaden mit Hilfe eines IPC wird Uber
bestimmte Signalkaskaden vermittelt. Zusammenfassend nennt man diese ,Reperfusi-
on Injury Salvage Kinases* (RISK). Man kann drei Ebenen bei diesem Signalweg un-
terscheiden, ndmlich auslosende Trigger, Mediatoren und Effektoren. Bekannte Trigger
stellen Hitze, Dehnung, Ischamie, Insulin, Urokortin, Atorvastatin, Bradykinin, Opioid-
Rezeptor-Agonisten und Noradrenalin dar (Hausenloy et al. 2005b). Wenn einer dieser
Trigger wahrend der Reperfusionsphase auf die Myokardzellen einwirkt, wird die RISK-
Kaskade aktiviert und ein kardioprotektiver Effekt induziert.

Eine Vielzahl an Mediatoren wirken bei der RISK-Signalkaskade an der Signalverar-
beitung mit. Bekannt sind P13-Kinase/Akt-Komplex (PI3K/Akt) (Hausenloy et al. 2005b;
Ravingerova et al. 2007), Proteinkinase C (PKC) (Speechly-Dick et al. 1994), Protein-
kinase G (PKG) (Abdallah et al. 2005; Cuong et al. 2006), Glykogensynthase-Kifiase 3
(GSK-3B) (Juhaszova et al. 2004; Costa et al. 2008), p38-MAPK und ERK1/2 (Hausen-
loy u. Yellon 2004).

Die Effektoren sind bislang noch nicht alle endgiltig identifiziert worden. Die mPTP
werden durch den RISK-Signalweg dahingehend beeinflusst, dass die Schwelle zu ih-
rer Offnung hochgesetzt wird (Argaud et al. 2005). Hausenloy et al. (2005a) konnten
aufzeigen, dass ERK1/2 und Akt durch ein IPC zu zwei verschiedenen Zeiten aktiviert
werden, einmal wahrend des Preconditionings und ein zweites Mal wahrend der Reper-
fusion. Man kann daher einen spezifischen Schutz der Myozyten wahrend der Reperfu-
sionsphase durch Aktivierung der RISK-Kaskade durch ein IPC vermuten. Wahrend der
Reperfusion werden die mPTP durch ein IPC an ihrer Offnung gehindert (Javadov et al.
2003; Hausenloy et al. 2004) und damit eine Entkopplung der Myozyten von der oxidati-
ven Phosphorylierung und eie?t Uberladung der Kardiomyozyten verhindert. Dies
koénnte eine Erklarung fir den protektiven Effekt des IPC darstellen.
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1.4.2 Pharmakologisch

Schon frihzeitig wurde versucht, einen IPC-&hnlichen Effekt auf pharmakologischem
Weg zu erreichen. Es ist von verschiedenen Substanzen bekannt, dass sie in der friihen
ischamischen Phase vom Myokard freigesetzt werden. Es wird angenommen, dass sie
modulierend auf den ischdmischen Schaden einwirken kénnen. Fir Adenosin (Schulz
et al. 1998), Bradykinin (Schulz et al. 1998), Opioide (Schulz et al. 2001) und Prosta-
glandine (Gres et al. 2002) konnte gezeigt werden, dass eine pra-ischamische Gabe dieser
Substanzen einen kardioprotektiven Effekt hat.

Banerjee et al. (1993) zeigten, dass Noradrenalin, ein nicht selektivemd (-
Adrenozeptoragonist, pra-ischamisch im Sinne eines Preconditioning appliziert, die Kon-
traktilitat und die post-ischamische Funktionserholung positiv beeinflusst.

Asimakis et al. (1994) konnten nachweisen, dass bei g@in&drenozeptorstimulation
mit 10-8 Mol/l Isoprenalin B-AR Agonist, ISO) und einer 30 minitigen Ischamie, die
post-ischamische Funktion verbessert wird. Eine post-ischamische Funktionsverbesse-
rung durch ein Preconditioning mit Noradrenalin 4nd3-AR-Agonist) lasst sich durch
Timolol (nichtselektiver3-AR-Blocker) vollstéandig blockieren, so dass man davon aus-
gehen kann, dass eine alleinige Aktivierung w#R keinen eigenen protektiven Effekt
hat (Nasa et al. 1997). Wahrscheinlich wird die kardioprotektive Wirkung von Noradrena-
lin damit UberB3-AR vermittelt.

Der genaue Mechanismus, Uber den die Kardioprotektion mifeglrenozeptor-
stimulation erreicht wird, ist derzeit noch nicht vollstdndig entschlisgeAR sind
G-Protein gekoppelte Rezeptoren. Bei Stimulation fihren sie Gber eine Aktivierung der
Adenylatzyklase zu einem Anstieg der intrazellularen cAMP-Konzentration. Auch bei
einem pharmakologischen Preconditioning (PPC) fihrt die StimulatiofBvAR zu ei-
nem Anstieg der cCAMP Konzentration (Lochner et al. 1999). Diese Gruppe konnte eben-
falls zeigen, dass mit Forskolin, einem direkten Aktivator der Adenylatzyklase, ebenfalls
ein PPC zu erreichen ist, so dass von einer Beteiligung dieser Signalkaskade auszugehen
ist. Dies deckt sich mit den Ergebnissen von Sanada et al. (2001), wonach die Hemmung
der Phosphodiesterase Il oder die Gabe von Dibutyryl-cAMP ebenfalls kardioprotektiv
wirkt.

CcAMP aktiviert die Proteinkinase A (PKA) und diese wiederum die p38-MAPK, wel-
che Uber eventuelle weitere Mediatoren zur Phosphorylierung von CREB (cyclic AMP re-
sponse element binding proteine), einem Transkriptionsfaktor, fihrt (Marais et al. 2008).
Eine Aktivierung der Calcium-abhéngigen Protein-Kinase C (PKC) durch eine transien-
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te moderate intrazellula@a?+-Konzentrationssteigerung (Miyawaki u. Ashraf 1997a)
wird ebenfalls diskutiert.

Bei einem PPC mit Isoprenalin konnte aber gezeigt werden, dass bei hoheren ISO-
Konzentrationen und damit einer starkeren PKA-Aktivierung ein kardioprotektiver Ef-
fekt nicht mehr nachweisbar ist (Miyawaki u. Ashraf 1997b), so dass dieser Mechanis-
mus eher unwahrscheinlich ist.

IPC reduziert die cAMP-Akkumulation im Zytosol wahrend der Indexischamie (Mool-
man et al. 1996). Es ist moglich, dass Noradrenalin eine PKC-Aktivierung tber einen
»,Crosstalk® mit einer Adenylatcyclase-Aktivierung GberAR abhéngige Kostimulati-
on bewirkt (Houslay 1991). Alternativ kbnnte eine verminderte Noradrenalinfreisetzung
wahrend der Indexischamie fir den verminderten cAMP-Anstieg verantwortlich sein
(Sandhu et al. 1996), wobei der Vorschlag eines ,Crosstalks” zwischen PKC und Ade-
nylatcyclase ausgeschlossen wurde.

Im Gegensatz zu einem IPC wird bei einem PPC mit Katecholaminen beschrieben,
dass hierbei nicht nur die Infarktgré3e (Bankwala et al. 1994; Frances et al. 2003) und die
post-ischamischen Arrhythmien (Ravingerova et al. 2002) vermindert werden, sondern
auch die post-ischamische kontraktile Funktionserholung starker ausgepréagt ist (Frances
et al. 2003).

Es ist schon seit Jahrzehnten bekannt, dass eine pharmakologische Langzeittherapie
mit B-Blockern einen positiven Effekt nach myokardialen ischdmischen Schaden hat
(Reimer et al. 1976). Eine lang andauernde Therapie mit Katecholaminen hingegen hat
einen entgegengesetzten Effekt und fuhrt zu erhéhten myokardialen Schaden aufgrund
einer erhdhten kardialen Belastung (Stanton et al. 1969). Auf der Basis dieser Erkennt-
nisse und den positiven Erfahrungen mit der Blockade §ekR mit Metoprolol und
Bisoprolol in der klinischen Post-Infarkt-Therapie wird davon ausgegangen, dass eine
Stimulation von3-AR wéhrend der Ischamie bzw. Reperfusion negative Effekte fur das
Myokard bewirkt (Broadley u. Penson 2004).

Tong et al. (2005) konnten mitte[$-Knockout-Mausen zeigen, dags-AR fir ein
PPC mit Isoprenalin notwendig sind. Dem gegenuber stehen die Ergebnisse von Robi-
net et al. (2005), dass die PI-3-Kinase, PKC und PKA bei einem PPC mBiedR
Stimulation involviert sind. Welcher Rezeptor-Subtyp fir die kardioprotektive Wirkung
verantwortlich ist, ist gegenwartig noch nicht endgtiltig beantwortet.

Tong et al. (2005) zeigten, dass fur ein IPC die Aktivierung BerAdrenozeptoren
notwendig ist. Dem gegeniiber steht aber die Studie von lliodromitis et al. (2004), bei
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denen eine pra-ischamische Blockade BeAR mit Esmolol oder Atenolol keinen Ein-
fluss auf das Ergebnis eines IPC hat.

1.5 Postconditioning

Fur ein effektives ischamisches Preconditioning ist es notwendig, dieses vor der Index-
ischamie durchzuflhren. Da es unter klinischen Bedingungen schwierig ist, den exakten
Zeitpunkt des Eintritts der Ischamie zu bestimmen, hat das IPC bisher keinen Einzug in
die klinische Praxis gehalten.

Zhao et al. (2003) haben ein Verfahren entwickelt, das erst nach der Ischamiephase
einsetzt und ebenfalls zu einem Schutz des Herzens vor dem Reperfusionsschaden fuhrt.
Dieses als ischamisches Postconditioning (IPoC) bezeichnete Verfahren ist dadurch cha-
rakterisiert, dass kurz nach der Ischamie die Perfusion des Herzens intermittierend ange-
halten und wieder fortgesetzt wird. Im Gegensatz zum Preconditioning, das vor der Kriti-
schen Ischamie appliziert werden muss, findet hier die therapeutische Intervention nach
der Wiedereroffnung der koronaren Strombahn statt. Dieses Verfahren hat aus diesem
Grund verstarktes Interesse ausgeldst und ist ein einzelnen kleinen klinischen Studien
auch am Menschen erfolgreich angewandt worden (Staat et al. 2005; Yang et al. 2007).

Der Erfolg dieses Verfahrens wird in den meisten Studien als Verkleinerung des In-
farktareals gemessen (Zhao et al. 2003; Yang et al. 2007).

Yang et al. (2007) konnten, trotz Reduktion des infarzierten Areals, keinen signifikan-
ten Effekt auf die post-ischamische kardiale Ejektionsfraktion beobachten. Lediglich ein
Trend in Richtung einer verbesserten Kontraktilitat war zu sehen.

Hausenloy et al. (2005b) gehen davon aus, dass die durch ein IPC oder ein IPoC ak-
tivierten kardioprotektiven Effekte beide auf eine Aktivierung der RISK-Signalkaskade
zurUckzufihren sind. In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass die kardioprotektiven
Effekte eines IPC durch Inhibition der bekannten Mediatoren PI3K und Akt wahrend
der friihen Reperfusionsphase blockiert werden kénnen. In den Studien von Philipp et al.
(2006) und Kuno et al. (2007) sind &ahnliche Ergebnisse flr die PKC gezeigt worden.

Weiterhin wird diese Hypothese durch die Beobachtung gestiitzt, dass durch ein IPoC
analog zum IPC die Offnungswahrscheinlichkeit der mPTP herabgesetzt wird (Argaud
et al. 2005).

Nach IPoC ist initial eine signifikante Verkleinerung des Infarktareals zu festzustellen.
In der Studie von Watanabe et al. (2006) konnte aber gezeigt werden, dass dieser Effekt
nicht konstant bleibt. Im zeitlichen Verlauf ist eine Vergré3erung des Infarktareals zu se-
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hen, so dass eher von einer Verzégerung als von einer signéik&eduktion der Infar-
zierung auszugehen ist. Diese Verzdgerung kdnnte aber ein Zeitfenster darstellen, in dem
Therapien zur langfristigen Reduktion des kardialen Funktionsverlustes einsetzen kénn-
ten. In Ermangelung solcher Therapien ist es notwendig, mehr tGber die Rezeptorfunktion
im post-ischamischen Myokard zu erfahren, um solche Therapieregime zu entwickeln.

Im Rahmen dieser Arbeit soll untersucht werden, ob es einen Unterschied in der
Aktivierbarkeit von3-Adrenozeptoren pré-, intra- und post-ischamisch gibt. Weiterhin
soll untersucht werden, welchen Effekt ein IPoC auf die Aktivierbarkeitfefdreno-
zeptoren hat.

Nach Tong et al. (2004) ist fur ein IPC eine PI3K vermittelte Rezeptorinternalisierung
notwendig. Es liegt der Schluss nahe, dass es im Rahmen dieser Internalisierung zu einer
Desensitivierung vop-Adrenozeptoren kommt. Schreckenberg et al. (2009) konnten fir
den kardialen PTHrP-Rezeptor ein solches Verhalten nachweisen.

1.6 Fragestellung

Es ist in vielen Studien gezeigt worden, dass ein pharmakologisches Preconditioning
Uber B-Adrenozeptoren kardioprotektive Effekte hat. Es ist hingegen weit weniger er-
forscht, ob dies primar ein rezeptorvermittelter Effekt ist oder erst sekundar Uber eine
~Stressreaktion” des Herzens eintritt. Aufgrund der grof3en klinischen Bedeutung, die
der Ischamie/Reperfusionsschaden hat, ist eine moglichst prazise Kenntnis der zellula-
ren Vorgange, die zur Protektion vor diesem Schaden fihren kdnnen, notwendig.

Im einzelnen sollen in der vorliegenden Dissertation folgende Fragestellungen unter-
sucht werden:

* Ist beim pharmakologischen Preconditioning mit Isoprenalin eine pra-ischamische
hamodynamische oder energetische Stressreaktion zur Kardioprotektion notwen-
dig?

 Sind die kardioprotektiven Effekte eines pharmakologisches Preconditionings mit
Isoprenalin konzentrationsabhéangig?

» Durch welche Stimuli werdefi-Adrenozeptoren desensibilisiert?

» Welchen Einfluss hat ein@-Adrenozeptor-Blockade auf den kardialen Reperfusi-
onsschaden?

» Welchen Einfluss hat ein isch&misches Postconditioninggadfirenozeptoren?
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2.1 Versuchstiere

Die verwendeten weiblichen Wistar-Ratten (Zuchtung Hannover) entstammten der Zich-
tung des Physiologischen Instituts der Justus-Liebig-Universitat Giel3en und hatten freien
Zugang zu Wasser und Nahrung (Standarddiat: AltrSthiSie hatten ein Alter zwischen

drei und vier Monaten, sowie ein Gewicht von 160-250 g.

2.2 Modell des isoliert perfundierten Herzens

Das angewandte Modell ist von Oskar Langendorff 1895 (Ddring u. Dehnert 1985) entwi-
ckelt worden. Prinzipiell wird hierbei das Herz eines Versuchstieres retrograd, entgegen
der physiologischen Flussrichtung des Blutes, tber die Aorta perfundiert. Die Perfusi-
onslésung passiert zuerst die Aorta und wird durch die verschlossenen Aortenklappen in
die Koronarien geleitet. Ab hier erfolgt die Perfusion orthograd. Nach den Koronarien
flieRt das Perfusat durch den Sinus venosus in das rechte Atrium und schlief3lich in den
rechten Ventrikel mit anschlieRendem Auswurf in die Arteria pulmonalis.

Es ist prinzipiell méglich, dieses Model mit konstantem Druck oder mit konstanter
Volumenstromstarke (Fluss) zu betreiben. In den vorliegenden Versuchsreihen wurde die
Variante mit konstantem Fluss benutzt, da hiermit Anderungen des Perfusionsdruckes
gemessen werden kdnnen.

Aufgrund des Ohm’schen Gesetzes

Ap
R=—-CX 2.1
o (2.1)
l&sst sich bei konstant gehaltem Fld@ssler Perfusionsdruckp berechnen.
Da der Stromungswiderstaftvom Hagen-Poiseuilleschen Gesetz
1 Ixn=«8
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von dem Radius, der GefaRRlangé, der Viskositatn abhangig ist und diese Grolien
in diesem Versuchsaufbau als konstant anzusehen sind, lasst sich die aus den beiden
Gleichungen 2.1 und 2.2 folgende Proportionalgleichung erstellen:

Ap ~ %4 (2.3)

Aus 2.3 ist zu folgern, dass registrierte Druckanderungen Riickschlisse auf den koro-
naren Stromungswiderstand des perfundierten Herzens zulassen.

Der Versuchsaufbau ist aus Abb. 2.1 ersichtlich. Mittels eines Uber den linken Vor-
hof in die linke Herzkammer eingefuihrten Latexballons, der an einen Druckaufnehmer
angeschlossen war, wurde sowohl der diastolische als auch der systolische Druck konti-
nuierlich registriert.

Der diastolische Druck wurde zu Beginn des Versuchs mit 10 — 12 mmHg durch das
Fullen des Ballonkatheters mit saliner L6sung vorgegeben. Das Volumen wurde danach
konstant gehalten.

Der Perfusionsfluss wurde mittels einer Rollerpumpe so kalibriert, dass der Perfusions-
druck bei 46-48 mmHg lag. Dieser Druck wurde bis zum Ende der Stabilisierungsphase
konstant gehalten. Der nun eingestellte Fluss wurde bis zum Ende des Experimentes kon-
stant gehalten, so dass Druckdnderungen wahrend der Experimentalphase erfasst werden
konnten. Auch der Perfusionsdruck wurde mit einem Druckaufnehmer registriert.

Die Temperatur des Wassers und die Temperatur innerhalb der Langendorffapparatur
wurden mittels Temperaturmessfuhlern im Wasser bzw. frei in der Kammer liegend ge-
messen. Die Temperatur im Innenraum der Kammer der Langendorff-Apparatur wurde
konstant auf 30°C gehalten. Das Perfusat wurde durch eine im Wasserbad liegende
Spirale geleitet, um im Herz eine Perfusattemperatur vo@°&7zu gewahrleisten.

2.3 Vorbereitung der Langendorffanlage

Zu Beginn des Versuches wurden die jeweils verwendeten Lésungen (Pharmakon ge-
I6st in Standardpuffer (vgl. Tab. 2.2)) vorbereitet und an die Langendorff-Apparatur an-
geschlossen. Die Losungen wurden mindestens 20 Minuten mit 95Un®5% CQ
begast und damit auf einen pH-Wert vod gingestellt.

Die zufuihrenden Schenkel der Anlage wurden mit dem jeweiligen Perfusat beftllt und
der Ballon auf seine Dichtigkeit kontrolliert. Eventuell vorhandene Luftblasen wurden
aus der Anlage entfernt. Anschlie3end wurden die Messinstrumente kalibriert.
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Abbildung 2.1: Schema der verwendeten Langendorff-Apparatur.
DWH DreiwegehahnPB Druckaufnehmer BallondrucleP Druckaufnehmer Perfu-
sionsdruckl Temperaturmessung;

2.4 Praparation

Das Tier wurde mit Diethylether narkotisiert, gewogen und ihm anschlie3end das Genick
gebrochen. Sofort darauf wurde das Abdomen des Tieres in der Mittellinie,5canD
unterhalb des Processus ciphoideus, eroffnet.

Nach Durchtrennung des Diaphragmas wurde die Aorta, durch leichten Zug am Herz-
Lungen-Paket (das Herz mit den Lungen, dem Thymus und anhangigem Bindegewebe)
nach kaudal, dargestellt. Die Gefal3e oberhalb des Herzens und die Aorta abdominalis
oberhalb der Leber wurden durchtrennt, um das Herz-Lungen-Paket mobilisieren zu kén-
nen.

Anschlie3end wurde das Herz zusammen mit den Lungen entnommen und in eine
Petrischale mit 4C kalter Q9% NaCl-Losung uberfiihrt. Nachdem die Lungenlappen,
der Thymus, sowie weiteres anhangiges Bindegewebe entfernt worden waren, wurde die
Aorta eingekurzt. Der Schnitt erfolgte zwischen der A. carotis communis sinistra und
der A. subclavia sinistra. Daraufhin wurde das Herz in die bereits laufende Langendorff-
Apparatur tberfihrt.
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Nach freischwebender Aufhdngung an einer Kanile wurde ditaAmittels einer
Krokodilklemme befestigt und das Herz retrograd Uber die Aorta ascendens perfundiert.
Der Perfusionsdruck wurde nun stufenweise innerhalb von ca. 3 min auf ca. 48 mmHg
hochreguliert.

Wahrenddessen wurde eine Ligatur um die Aorta ascendens, zwischen dem Abgang
der Koronararterien und vor dem Abgang des Truncus brachiocephalicus, gelegt. Da-
nach wurde die Krokodilklemme entfernt. Hiernach wurde der linken Vorhof mit einem
Schnitt eréffnet und ein Latexballon in die linke Herzkammer eingefuhrt, um die dort
entstehenden Driicke registrieren zu kénnen (2.4). Uber diesen Ballon wurde ein diasto-
lischer Druck von 10 - 12 mmHg vorgegeben. Weiterhin wurde der zum Ballon fihrende
Schlauch mit einem Klebestreifen an der Perfusionskanile befestigt, damit der Ballon
wahrend des Versuchs nicht aus der Herzkammer herausgedriickt werden konnte.

Die gesamte Praparationszeit flr zwei Herzen nach Einschnitt des Abdomens bis zur
Perfusion in der Langendorff-Apparatur betrug nicht mehr als 10 Minuten.

Nach einer 25 - 30 minltigen Stabilisierungsphase wurde das Herz nach den in Kapi-
tel 2.6 dargestellten Versuchsprotokollen verwendet.

Abschlie3end wurde das Herzgewicht bestimmt.

AP

Y

AO—

RA

AN

Abbildung 2.2: Schema des intraventrikular liegenden Katheters zur Druckregistrierung.
AP Arteria pulmonalisAO Aorta mit intraaortaler Kanule;A Linkes Atrium;
LB Latexballon im linken VentrikelRA Rechtes AtriumRV Rechter Ventrikel
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2 Material und Methodik

2.5 Versuchsmonitoring

Uber den im linken Ventrikel liegenden Ballon wurde der systoliség)(und der dia-
stolische DruckRyias) mittels eines Druckaufnehmers gemessen. In gleicher Weise wur-
de der Aortendruck (PP in Abb. 2.1) gemessen. Die Werte wurden an ein Computerpro-
gramm (,,Phylab“) kontinuierlich weitergeleitet und auf einem Bildschirm graphisch und
numerisch dargestellt.

Die Herzfrequenz (HF) wurde aus den Druckanderungen wéahrend der Herzaktion
durch ,Phylab“ berechnet.

Die in der Langendorff-Apparatur und im Wasserbad herrschenden Temperaturen wur-
den ebenfalls aufgezeichnet.

Am Ende der Stabilisierungsphase wurde der Fluss mit einem Messréhrchen gemes-
sen und in den Versuchsunterlagen aufgezeichnet. Hiernach wurde der Fluss nicht mehr
verandert.

An vorher definierten Zeitpunkten wurden Hisys Pgias, PP, Temperatur in der Kam-
mer sowie im Wasser 15 Sekunden mit ,,Phylab“ aufgezeichnet.

Das Programm berechnete und speicherte den maximalen linksventrikularen Druckan-
stieg +dP/dhax und die Relaxationsgeschwindigkeit -dR{gtan diesen Zeitpunkten.

Diese Werte wurden nach Abschluss der Versuches der Auswertefunktion von ,Phy-
lab“ in eine Excel-Tabelle Gbertragen.

Der entwickelte linksventrikulare Druckanstieg (LVDP)

LVDP = F)sys— Pdias

sowie das Doppelprodukt

LVDP x HF

LVDP x HR =
X 1000

wurden als weiter differenzierte Kontraktilitatsparameter berechnet.

Bei Auftreten von Kammerflattern oder -flimmern wurde das Herz mit eiskalter NaCl-
Losung bespruht. Wenn danach wieder ein regelmaRiger Herzrhythmus eintrat, wurde
das Ereignis in der Versuchsaufzeichnung dokumentiert und der Versuch wurde fortge-
setzt. Anderenfalls wurde der Versuch abgebrochen und die Ergebnisse bis zu diesem
Zeitpunkt in die Auswertung mit tbernommen.
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2 Material und Methodik

2.6 Versuchsprotokolle

Die Herzen durchliefen eine ca. 25 minttige Stabilisierungsphase. Dies wurde durch 2
Messpunkte im Abstand von 10 Minuten dokumentiert.

2.6.1 Isoprenalin repetitiv

Isoprenalin wurde in verschiedenen Konzentrationen, 2 bzw. 5 min eingewaschen und
anschlieend 10 min wieder ausgewaschen. Dies wurde 3 mal wiederholt (vgl. Abb. 2.3).
Gemessen wurde 1,5 min nach dem Beginn des Einwaschen des Isoprenalins und 10 min
nach erneuter Perfusion mit Standardpuffer (kurz vor der erneuten Isoprenalingabe).

;t:rtl);:: Iso. Perfusion Iso. Perfusion Iso. Perfusion
25 min 5 min 10 min 5 min 10 min 5 min 10 min
Stabili- I Perfusion | Perfusion | Perfusion | Perfusion
sierung SO. erfusio SO. erfusio SO. erfusio SO. erfusio
25 min ‘% 10 min ‘% 10 min % 10 min % 10 min

min min min min

Abbildung 2.3: Versuchsprotokoll: Repetitive Isoprenalingabe fiir jeweils 2 8100~/
mol/l), bzw. 5 Minuten (108 mol/l). AnschlieRendes Auswaschen fiir 10 Minuten.

2.6.2 Kontrollversuche ohne Ischamie

Um die Stabilitat der Herzen in der Langendorffapparatur unter den vorgegebenen Bedin-
gungen zu zeigen, wurden die Herzen nach der Stabilisierungsphase einer 45 minitigen
Perfusion mit Standardpuffer bzw. Isoprenalin unterzogen (vgl. Abb. 2.4).

Stabili-

sierung Perfusion Iso. Reperfusion
: Z
25 min 75 min 10 min 50 min
Stabili- Isoprenalin Perfusion Iso. Reperfusion
Nx-Iso
25min | 30 min 10 min 50 min

Abbildung 2.4: Versuchsprotokoll: Nx: 75 min Perfusion mit Standardpuffer; Nx-Iso:
Perfusion mit 108 mol/l Isoprenalin fiir 45 min
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2 Material und Methodik

2.6.3 Versuche mit globaler Null-Fluss-Ischamie

Nach der Stabilisierungsphase und einem eventuellen Einwaschen eines Pharmakons
wurden die Herzen, durch eine Unterbrechung der Perfusatzufuhr, in eine Phase der glo-
balen Ischamie versetzt. Dies wurde durch Messpunkte nach 15, 30 und 45 Minuten
dokumentiert.

Nach 45 Minuten globaler Ischamie wurde das Herz wieder mit dem Standardpuffer
perfundiert. Wahrend der Reperfusionsphase wurde an den Zeitpunkten 1, 2, 3, 4, 5, 10
und 15 Minuten nach Ischamieende Messpunkte gesetzt.

AnschlieRend wurde das Herz mit einer Isoprenalinkonzentration voh mhol/l 10
Minuten lang stimuliert. Dies wurde durch 3 Messzeitpunkte dokumentiert. Der erste
vor dem Einwaschen des Isoprenalins (75 Minuten nach der Stabilisierungsphase, 30
Minuten nach Beginn der Reperfusion), einer nach 5 Minuten, und schlief3lich einer 10
Minuten nach Beginn des Einwaschens.

Danach folgte eine weitere 50 mindtige Perfusionsphase mit dem Standardpuffer. In
dieser Phase lagen 2 Messzeitpunkte, einer nach 20 Minuten und der andere am Ende der
Perfusionsphase nach 50 Minuten. Insgesamt wurde das Herz nach einer 45 minutigen
Ischamiephase 90 Minuten reperfundiert (vgl. Abb. 2.5).

Stabili- .
sierung Ischamie Reperfusion Iso. Reperfusion

25 min ‘ 45 min ‘ 30 min ‘10 mir‘Tr 50 min

Abbildung 2.5: Versuchsprotokoll: 20 Minuten Stabilisierungsphase, 45 Minuten Isché-
mie, 90 Minuten Reperfusion, Isoprenalin¥mol/l nach 30 Minuten Reperfusion

2.6.3.1 Isoprenalin bzw. Atenolol pra- und intra-isch&misch

Bei den Herzen in diesem Versuchsprotokoll wurde vor der Index-Ischamie Isoprenalin
bzw. Atenol in unterschiedlich hohen Konzentrationen eingewaschen (vgl. Tab. 2.1 und
Abb. 2.6). Das Pharmakon verblieb wahrend der gesamten Dauer der Ischamie intrakar-
dial. Nach 45 Minuten Ischamie wurde mit dem Standardpuffer reperfundiert und das
Pharmakon ausgewaschen.
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Protokoll Konzentration [mol/l] n
Isoprenalin 2 min, 45 min Ischamie 0 5
Isoprenalin 2 min, 45 min Ischamie 10 6
Isoprenalin 2 min, 45 min Ischamie 19 4
Isoprenalin 2 min, 45 min Ischamie 19 8
Isoprenalin 2 min, 45 min Ischamie 18 8
Isoprenalin 2 min, 45 min Ischamie 18 6
Isoprenalin 2 min, 45 min Ischamie 1% 7
Atenolol 2 min, 45 min Ischamie 10°° 6
Atenolol 2 min, 45 min Ischamie 10~/ 8
Atenolol 2 min, 45 min Ischamie 1079 8

Tabelle 2.1:Versuchsprotokolle: Pharmakongabe vor der Ischamie, Pharmakon wéhrend
der Ischamie intrakardial, Auswaschen wéhrend der Reperfusion

Stabili-
sierung Pharm. Ischéamie Reperfusion Iso. Reperfusion

A
'}
A
A
Y

A

25 min

45 min \ 30 min “J10 min| 50 min

4

2

min

Abbildung 2.6: Versuchsprotokolle: Pharmakon (Isoprenalin, Atenolol) pra-ischamisch,
Ischamie mit Pharmakon intrakardial, Auswaschen wahrend der Reperfusion

2.6.3.2 Isoprenalin und Atenolol pra- und intra-ischamisch

In zwei Versuchsreihen wurden Isoprenalin {§®zw. 102 mol/l) und Atenolol (10°

mol/l) gemeinsam 2 Minuten eingewaschen. Darauf folgte die Ischamiephase. Die Phar-
maka verblieben wahrend der Ischamie intrakardial. Post-ischamisch wurde wieder mit
dem Standardpuffer perfundiert (vgl. Abb. 2.6).

2.6.3.3 Pharmakologisches Preconditioning mit Isoprenalin

In dieser Versuchsgruppe wurde Isoprenalin 2 Minuten eingewaschen und anschlie3end
das Herz 5 Minuten mit dem Standardpuffer perfundiert, um das Isoprenalin vollstandig
aus dem Herz auszuwaschen. Dieses Versuchsprotokoll stellt eine klassisches pharmako-
logisches Preconditioning dar. Der weitere Versuchsablauf erfolgte wie in 2.6.3 beschrie-
ben und ist aus Abb. 2.7 ersichtlich.
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Stabili-
sierung Iso. Perf. Ischamie Reperfusion Iso. Reperfusion
Lt = = ‘-‘ ) -

25 min 5 min ‘ 45 min ‘ 30 min 10 min 50 min

2 min

Abbildung 2.7: Versuchsprotokoll: Isoprenalin 1® mol/l pra-ischamisch, 5 min Perfu-
sion mit Standardpuffer, Ischdmie ohiseprenalin intrakardial

2.6.4 Isoprenalin und ischamisches Postconditioning

In dieser Versuchsreihe wurden die Herzen nach der Index-Ischamie einem ischamischen
Postconditioning unterzogen. Post-ischamisch wurden 3 Zyklen von jeweils 30 sek. Per-
fusion und 30 sek. Ischamie appliziert (vgl. Abb. 2.8). Der weitere Versuchsablauf er-
folgte analog wie in 2.6.3 beschrieben.

Stabili-
sierung Iso. Ischamie Reperfusion Iso. Reperfusion
‘—_‘ 18 ‘%‘ 2 o
25 min 45 min ‘ 27 min ‘10 min‘ 50 min
3x30 sek

2min Ischamie

Abbildung 2.8: Versuchsprotokolle: Isoprenalin pra- und intra-ischamisch, 45 Minuten
Ischamie, Postconditioning mit 3 x 30 sek. Perfusion und 30 sek. Ischamie, 27 Minuten
Reperfusion
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2.7 Verwendete Chemikalien und Losungen

Die Herzen wurden mit einer modifizierten Tyrode-Ldsung perfundiert (vgl. Grohé et al.
(2004); Maier et al. (2009)). Die Perfusionslésung wurde mit einem Gasgemisch von
95% O und 5% CQ 20 Minuten vor dem Versuchsbeginn begast, damit sich der pH
der Perfusionslésung auf4einstellte. Die Perfusionslésung wurde durch eine in einem
Wasserbad liegende Spirale geleitet und au®37 erwarmt.

Substanz Konzentration Firma
NaCl 140 mM Carl-Roth GmbH&Co0.KG
KCL 2,7 mM Carl-Roth GmbH&Co0.KG
NaH,PO; x H,O 0,4 mM Carl-Roth GmbH&Co0.KG
MgCl, x 6H,0 1.0 mM Carl-Roth GmbH&Co0.KG
Glucose 50mM Merck
CaCb 1,8 mM Merck
NaHCG; 24 mM Carl-Roth GmbH&Co0.KG

Tabelle 2.2:Verwendete Chemikalien und Perfusionslésung

2.8 Pharmaka

* Isoprenalin: Sewa Feinbiochemie

» Atenolol: Sigma Chemical Co.

2.9 Verwendete Geréate

Schlauchpumpe Ismatec Reglo Dig NS-4/8V1.13
Umwalzpumpe  MGW Lauda Typ DP8/17
Relaisbox Universal Relaisbox R2 Electronic MGW Lauda
Druckaufnehmer Combitrans 1-fach Set Mod. Il Universitat Giel3en, Braun
Thermokammer Eigenbau Universitat Gielden
Phylab Eigenprogrammierung Physiol. Institut Universitat

Giel3en mittels LabVIEW von National Instruments
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2.10 Datenauswertung

Windows 2000, Microsoft Corporation

Office 2000, Microsoft Corporation
» OpenOffice.org, Version 3.0.1
o IATEX

* Grace, Version 5.1.22

2.11 Statistik

Die Messwerte wurden als Mittelwert¢ der Standardabweichung der Mittelwerte
(SEM) ausn unabhangigen Experimenten angegeben. Statistische Differenzen innerhalb
einer Gruppe wurden mittels einer einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) berechnet.
Unterschiede zwischen zwei Gruppen wurden mittels Student-Neumann-Keuls-Test er-
mittelt. Differenzen wurden ab einem Niveau vpr< 0,05 als statistisch signifikant
angesehen.
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3 Ergebnisse

3.1 Einfluss von Isoprenalin unter normoxen Bedingungen

3.1.1 Konzentrations-Wirkungs-Kurve von Isoprenalin

Um die Frage zu untersuchen, ab welcher Konzentration Isoprenalin am normox isoliert
salin perfundierten Rattenherzen einen hamodynamisch wirksamen Effekt auslosen kann,
wurde eine Konzentrations-Wirkungs-Kurve von Isoprenalin ermittelt.

Die Varianzanalyse (ANOVA) der hamodynamischen Parameter nach Abschlul? der
Stabilisierungsphase hat ergeben, dass, bei einem Signifikanznivepauv0)05, keine
Unterschiede zwischen den Gruppen in den untersuchten Parametern bestanden. Es kann
also von einer gleichen Grundgesamtheit ausgegangen werden, so dass eine Betrachtung
der relativen Veranderungen durch Gruppenvergleich mdglich ist. Der Perfusionsdruck
lag bei 50 mmHg.

Isoprenalinkonzentrationen von 1% bis 1010 mol/l erhéhten zwar in der Tendenz
die Herzfrequenz, dieser Effekt war allerdings nicht statistisch signifikant. Bei hoheren
ISO-Konzentrationen (16 bis 10°/ mol/l) war die HR-Erhéhung signifikant stérker
ausgepragt, wobei der Herzfrequenzanstieg konzentrationsabhangig war (Abb. 3.1).

Der LVDP reagierte gleichartig konzentrationsabhéngig. In Konzentrationen vda 10
bis 10~° mol/l war keine Anderung des LVDP zu beobachten und erst ab einer Konzen-
tration von 108 mol/l erfolgte ein Anstieg des LVDP von 82+ 13,1 auf 1123+21.9
mmHg bzw. von 11B+ 11,1 auf 17314 32,1 mmHg bei 107 mol/l (Abb. 3.2). Ein
analoges Verhalten zeigte sich in +dR{gtund -dP/dt,in (Abb. 3.4 und Abb. 3.5).

Beim Perfusionsdruck war bei 18 bis 10-° mol/l ISO kein Effekt zu beobachten.

Ab 10-8 mol/l ISO fiel der Perfusionsdruck von BB+ 1,6 auf 378 +4,4 mmHg ab. Bei
10~7 mol/l ISO war der Perfusionsdruckabfall wiederum nicht so stark ausgepragt, aber
immer noch signifikant (54 + 2,5 auf 443+ 3,5 mmHg, Abb. 3.3).

In der Zusammenschau der Ergebnisse kann man erkennen, dass eine Stimulation der
B-Adrenozeptoren mit Isoprenalinkonzentrationen unterhalb vor? h@ol/l keine hé-
modynamisch relevanten Effekte am Herz ausléste.

Der anhand des LVDP berechnetedg®etrug 99+ 0,5 10~° mol/l.
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3 Ergebnisse
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Abbildung 3.1: Der Effekt von Isoprenalin auf die Herzfrequenz unter Normoxie. Auf
der Abszisse sind die verwendeten Isoprenalinkonzentration in mol/l aufgetragen. Pra-
interventionell bestand kein Unterschied zwischen den Versuchsgruppen. Die Werte
sind dargestellt als MW= SEM. x p < 0,05 vs. Kontrollen =6
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LVDP [% von unstimuliert]
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Iso - log [mol/l]

Abbildung 3.2: Der Effekt von Isoprenalin auf den LVDP unter Normoxie. Auf der
Abszisse sind die verwendeten Isoprenalinkonzentration in mol/l aufgetragen. Pra-
interventionell bestand kein Unterschied zwischen den Versuchsgruppen. Die Werte
sind dargestellt als MW= SEM. x p < 0,05 vs. Kontrollen=6
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Abbildung 3.3: Der Effekt von Isoprenalin auf den PP unter Normoxie. Auf der Abszisse
sind die verwendeten Isoprenalinkonzentration in mol/l aufgetragen. Die Werte sind
dargestellt als MWt SEM. x p < 0,05 vs. Kontrollen =6
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Abbildung 3.4: Der Effekt von Isoprenalin auf +dPfgiyx unter Normoxie. Auf der Ab-
szisse sind die verwendeten Isoprenalinkonzentration in mol/l aufgetragen. Die Werte
sind dargestellt als MW= SEM. x p < 0,05 vs. Kontrollen =6
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Abbildung 3.5: Der Effekt von Isoprenalin auf -dPjgt, unter Normoxie. Auf der Ab-
szisse sind die verwendeten Isoprenalinkonzentration in mol/l aufgetragen. Die Werte
sind dargestellt als MW= SEM. x p < 0,05 vs. Kontrollen =6

3.1.2 Einfluss wiederholter Isoprenalingaben

Es sollte die Fragestellung untersucht werdenpebdrenozeptoren durch wiederholte
Stimulation mit Isoprenalin, in Abhangigkeit von der Konzentration und der Applikati-
onsdauer, desensibilisiert werden kénnen.

Aufgrund der oben dargestellten Ergebnisse wurde hierzu eine hdmodynamisch wirk-
same ISO-Konzentration von 1®bzw. 107 mol/l verwendet.

3.1.2.1 Isoprenalin 10 nmol/I fur 2 Minuten

10-8 mol/l ISO fiihrte initial zu einer Zunahme des LVDP um66 17,8 % auf 1345+
20,0 mmHg. Die nachfolgenden Isoprenalingaben fihrten ebenfalls zu Steigerungen des
LVDP, wobei eine Abschwéchung des Druckanstieges nach wiederholter Stimulation
nicht festgestellt werden konnte (siehe Abb. 3.6).

Die Ubrigen hamodynamischen Parameter zeigten bei wiederfBeR&-Aktivierung
eine im Vergleich zur ersten ISO-Gabe unveréanderte Reaktion (vgl. Tab. 3.1).
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Abbildung 3.6: Der Effekt von wiederholter Isoprenalingabe auf den LVDP unter norm-
oxen Bedingungen. Die Herzen wurden jeweils mit einer Isoprenalinkonzentration von
108 mol/l 2 Minuten stimuliert. Die Prozentwerte sind auf den jeweiligen vorherigen
nichtstimulierten Zustand bezogen. Eine Abschwachung der Aktivierbarkest A&
war nicht zu beobachten. Die Werte sind dargestellt als MWEM.n=7

Zeit LvDP HR LVDPxHR PP —dP/dtmin  +dP/dtmax
[min] [mMmHg] [min 1] [mmHg/min] [mmHg] [mmHg/s] [mmHg/s]

0 885+152 253+36 20812+3349 493+11 2057+£299 2743+355
10 1345+20,0 249+63 39973:1661 432+23 3342+632 4443914
20 1158+187 2924+74 36573-3877 417+15 3214+745 4114+937
30 1112+ 158 306+38 35618:2005 410+12 3129+519 4185+-727
40 1116+20,1 304+34 34793-1127 423+24 2971+£522 4071787
50 1045+ 190 307+24 32393-3307 426+25 2943+£600 4200+640

Tabelle 3.1: Hamodynamische Daten bei repetitiver normoxer 1ISO Stimulation§10
mol/l, 2 min intrakardial, anschlieRend 10 min auswaschen, nach Stabilisierungsphase

Messpunkt O ohne Isoprenalin). Die Werte sind MWGEM.n = 6
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3 Ergebnisse

3.1.2.2 Isoprenalin 10 nmol/l fur 5 Minuten

Die Verlangerung der Zeit, in der Isoprenalin im Herz verblieb, fuhrte zu keiner Veran-
derung der Aktivierbarkeit deB-AR. Wie aus Abb. 3.7 zu ersehen ist, folgte auf jede
ISO-Gabe eine Zunahme des LVDP, ohne dass es zu einer signifikanten Abschwéchung
der ISO-Antwort gekommen ware. In den Ubrigen gemessenen Parametern war ein ver-
gleichbares Verhalten zu beobachten (vgl. Tab. 3.2).

140—
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Abbildung 3.7: Der Effekt von wiederholten Isoprenalingaben auf den LVDP unter
normoxen Bedingungen. Die Herzen wurden jeweils mit einer Isoprenalinkonzentrati-
on von 108 mol/l 5 Minuten stimuliert. Darstellung als Prozent von unstimuliert. Die
Werte sind dargestellt als MW SEM.n= 6

Zeit LVDP HR LVDPxHR PP —dP/dtmin  +dP/dtmax
[min] [mmHg] [min Y [mmHg/min]  [mmHg] [mmHg/s] [mmHg/s]

0 1028+ 11,6 216+61 228942484 486+0,7 2167468 32674635
10 1298+142 256+45 30135-2028 438+29  29504+:-532 466AH572
20 1158+166 273+41 313545641 457+55 2917+504 4433t668
30 1139+£16,1 273+54 3099147857 498+8,1 2800£576 4333£635
40 1148+109 269+45 30106+-5324 502+137 2900+415 4533£596

Tabelle 3.2: Hamodynamische Daten bei repetitiver normoxer ISO Stimulation§10
mol/l, 5 min intrakardial, anschlieRend 10 min auswaschen, nach Stabilisierungsphase
Messpunkt O ohne Isoprenalin). Die Werte sind MMSEM.n =6
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3 Ergebnisse

3.1.2.3 Isoprenalin 100 nmol/l fur 2 Minuten

Um zu Uberprifen, ob bei einer hdheren Isoprenalinkonzentration bei gleicher Stimu-
lationsdauer eine Desensibilisierung @eAdrenozeptoren nachweisbar ist, wurde mit

einer Isoprenalinkonzentration von10mol/l fir 2 Minuten stimuliert.

Initial fuhrte dies zu einer Zunahme des LVDP von 1108329 auf 1678+ 39,3 mm-
Hg. Wie aus Abb. 3.8 ersichtlich ist, fuhrte auch die wiederholte Gabe dieser héheren
Konzentration nicht zu einer Abschwachung der Reaktion des Herzens auf ISO. Der pro-
zentuale Anstieg des LVDP nahm bei zunehmender Anzahl ISO-Stimulationen geringfu-
gig zu. Eine Desensibilisierung dBfAR liel3 sich nicht erreichen. Die anderen kardialen
Parameter zeigten ebenfalls keine Anzeichen einer Desensibilisierung (vgl. Tab 3.3).
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Abbildung 3.8: Der Effekt von wiederholten Isoprenalingaben auf den LVDP unter
normoxen Bedingungen. Die Herzen wurden jeweils mit“2@ol/l Isoprenalin 2 Mi-
nuten stimuliert. Darstellung als Prozent von unstimuliert, MVBEM.n =6

Zeit LvDP HR LVDPxHR PP —dP/dtmin ~ +dP/dtmax
[min] [mMmHg] [min 11 [mmHg/min]  [mmHg] [mmHg/s] [mmHg/s]
0 1031+30,0 204+54 156971272 483+00 2050+629 3117479
10 1678+358 269+26 45226+-2190 413+1,9 4166+876  7233:1525
20 1366+313 277+24 35559-3749 430+0,4 3800+1035 59671462
30 1232+262 286+22 34276-5915 4349+23 351741014 5533+1326

Tabelle 3.3: Hamodynamische Daten bei repetitiver normoxer 1ISO Stimulation’(10
mol/l, 2 min intrakardial, 10 min auswaschen, nach Stabilisierungsphase Messpunkt O
ohne Isoprenalin). Die Werte sind MW SEM.n =6
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3 Ergebnisse

3.1.3 Isoprenalin 10 nmol/l fir 45 Minuten

Bei einer prolongierten Stimulation mit 1® mol/l Isoprenalin von 45 Minuten zeig-
te sich initial ein transienter LVDP-Anstieg von 96+ 137 auf 1610+ 155 mmHg

(p < 0,05 vs. Nx). Nach 15 Minuten war der LVDP im Vergleich mit den normoxen
Kontrollen nicht mehr signifikant erhdéht. Nach 45 Minuten war er bis auf3683,7
mmHg abgesunken.

Mit Beginn der Perfusion mit dem Standardpuffer fiel der LVDP auf ein signifikant
niedrigeres Niveaug < 0,05 vs. Nx) mit dem Minimum von 59+ 9,1 mmHg nach 3
Minuten. Hiernach setzte eine langsame Funktionserholung ein. Nach 30 Minuten war
der LVDP wieder auf dem Niveau der normoxen Kontrollen und zeigte auch im weiteren
Verlauf keine Auffalligkeiten (vgl. Abb. 3.9).

Die Herzfrequenz hielt nach einem signifikanten Anstieg von283 auf 326+ 20
min! dieses Niveau wahrend der gesamten Isoprenalinstimulationsdauer (vgl. Tab. 3.4).

Aus dem Perfusionsdruck war ersichtlich, dass die Herzen wie erwartet auf Isoprenalin
mit einer Koronardilatation reagierten. Wahrend der gesamten Perfusion mit Isoprenalin
war dieser Effekt messbar.

Die Relaxations- und Kontraktionsgeschwindigkeit reagierten gleichsinnig mit einer
initialen Zunahme von 2018 340 auf 3729609 mmHg/s bzw. 3429 853 auf 6286
1896 mmHg/sp < 0,05 vs. Nx).
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Abbildung 3.9: Der Effekt von Isoprenalin auf den LVDP unter normoxen Bedingungen.
Die Herzen wurden mit einer Isoprenalinkonzentration vorfi@iol/l 45 Minuten sti-
muliert und danach 90 Minuten mit dem Standardpuffer perfundiert. Die Prozentwerte
sind auf den initialen nichtstimulierten Zustand bezogen. Die Werte sind dargestellt als
MW + SEM.n= 6, x: p < 0,05 vs. Nx

Zeit LVvDP HR LVDPxHR PP —dP/dtmin +dP/dtmax

[min] [mmHg] [min 1] [mmHg/min] [mmHQ] [mmHg/s] [mmHg/s]
0 908+151 271+38 246485936 502+5,8  1814+280 2957741
10 964+137  287+23 2760A4160 489+25 20144340 3429853
12 1610+155+« 326+20« 50183+8771« 463+34 37294609 6286+ 1896«
25 1295+198  326+50  4014G:8450 405+35 32144538 4971968
40 1156+241  362+23  40343t10610 421+6,2 2914+620 4729+1467
55 1085+137 359+19 376736635 425+57  2857+320 4714+1189
56 702+154+« 358+20« 25629+5403« 408+5,6« 1971+555  307H575
57 544+106  342+14 192243327 403+5,8 15144559 2314564
58 520+9,1 325+12  17318t2801 421+6,5 1357+410 2054342
59 535+110 315+18 167123140 441+74 1343297  207H-225
60 535+256+« 304+24« 17056+7284 484+91  1400+283  2186:617
65 753+146+« 297+19% 21970+4583 647+120 1729+243 2986t 856
70 823+104x 288+27« 23467+-3498 768+162 1786+113 325H674
85 933+122  281+17+« 25717+3012 9174161 1929+231  357H 757
115 694+134  2894+19% 18284+2001  1115+99  1557+118 2629373
145 792+131  289+18« 20843+3314 1232+6,9 1743+:199 3014584

Tabelle 3.4:Hamodynamische Daten bei prolongierter normoxer ISO Stimulatiorf(10
mol/l, nach Zeitpunkt 10 45 min intrakardial). Die Werte sind MWSEM. n = 6,

* 1 p < 0,05vs. Nx
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3 Ergebnisse

3.2 Einfluss [-adrenerger Stimulation auf die post-ischamische

Funktionserholung

3.2.1 Normoxe und ischamische Kontrolle

Bei einer Versuchszeit von 160 Minuten verhielt sich das normox salin perfundierte
Langendorff-Praparat stabil (Abb. 3.10). Wie aus Tab. 3.5 zu ersehen, traten wahrend
der Versuchsdauer im LVDP, HR, LVDPxHR nur geringe Schwankungen auf. Der Perfu-
sionsdruck stieg gegen Ende der Versuchsdauer bis au® 186 mmHg an, was auf
eine Erh6hung des koronaren Wiederstandes hindeutet.

Bei der ischamischen Kontrolle fiel der LVDP wahrend der Null-Fluss-Ischamie auf
0% ab. In der Reperfusion stieg der LVDP innerhalb von 2 Minuten ai¥ 43.0,6%
von pra-ischamisch an. Danach fiel der LVDP im Sinne eines Reperfusionsschadens auf
214+ 4.6% ab. 5 Minuten nach Beginn der Reperfusion erfolgte ein Wiederanstieg des
LVDP mit einem Maximum von 70+ 132% 30 Minuten nach Reperfusion. Bis zum
Ende der Versuchsdauer entwickelten die I/R-Herzen, wie erwartet, einen signifikant
niedrigeren LVDP als die normox perfundierten Herzen4539,4% vs. 857 +19,5%).

Die Absolutwerte sind aus Tab. 3.6 ersichtlich.

Zeit LVvDP HR LVDPxHR PP —dP/dtyin  +dP/dtmax
[min] [mmHg] [min 1] [mmHg/min] [mmH(g] [mmHg/s] [mmHg/s]

0 943+215 188+75 18470:6582 481+19 1713+533 2575:654
10 964+124 222+40 1984AH 5480 485+22  1975+453 2913t669
25 1099+16,1 216+37 18742£5061 497+33 2138+370 2913+620
40 1006+114 216+30 193885702 496+54  2038+213 2913+702
55 999+113 180+59 17280+4977 554+70 1925+417 2925+918
60 1016+7,9 160+49 165434965 567+95 1988+770 2763-977
65 1011+108 160+49 1665745064 629+90 2013+-650 2888+925
70 1003+84 167+66 159735912 654+96  1850+-450 2888+919
85 972+94 179+71 167545877 820+157 1800+487 2813+851
115 729+43 202+71 14270+5389 1087+65 1563+463 2150716
145 815+7,7 189+62 15742£5602 1183+7,6 1600+431 2313t775

Tabelle 3.5:Hamodynamische Daten der Herzen bei normoxer Perfusion von insgesamt
165 Minuten Dauer. Die Herzen waren wahrend der gesamten Versuchsdauer stabil.

Die Werte sind MW4 SEM.n=8
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Abbildung 3.10: LVDP im Zeitverlauf wahrend 160 Minuten Perfusion mit dem Stan-
dardpuffer (Nx) bzw. 20 Minuten Stabilisierung, 45 Minuten Null-Fluss-lschamie und
90 Minuten Reperfusion (I/R). Nach initialem LVDP-Anstieg, zeigte sich der erwarte-
te Reperfusionsschaden in der I/R-Gruppe nach ca. 2 Minuten. Die Daten sind darge-
stellt als Prozent von pra-ischamisch. Dargestellt sind die MBEM. Nx: Normoxe

Kontrollen = 6, I/R: Ischamie und Reperfusion= 7, x p < 0,05 vs. Nx.

Zeit LvVvDP HR LVDPxHR PP —dP/dtmin ~ +dP/dtmax
[min] [mmHg] [min 1] [mmHg/min] [mmHQ] [mMmHQ] [mmHg]

0 1031+17,8 221451 226576354 494+33  2150+453  3033t616
10 948+16,3 230+54 21812£6268 499+22  1933+266  2788t431
56 259+124« 154+54  2453t1290« 602+3.8 9114557 1233+978«
57 4324111  193+81 11053t4681 657+6,5 1167408  1433t667
58 278+129  204+24 5849+3622 649+6,0 1011+515 1256+683
59 226+6,3 174+73  4387+2909 617439 922+442  1022+585
60 2124+6,2«  140+57  3526£1950« 599+29 856+409« 1033+525«
65 439+10,8« 198+80 102113020« 57,7429  1133+320« 1389+484«
70 558+16,0« 203+66 123013673 562+29  1356+356« 1722+641«
85 652+134+« 231+48 16833:2150 595+28 1700+485 2011423«
115 516+9,5« 235+£66 12615+4168 697+3,0+« 1344+356 166/ 383
145 519+74x  243+66 12168+2468 879+7,8+« 1322+365 166#411

Tabelle 3.6:Ha&modynamische Daten der I/R-Herzen. Nach einer initialen 10 minutigen
Stabilisierungsphase ist 10 Minuten normox perfundiert worden. Hiernach erfolgte die
45 minutige Ischamie (Messwerte nicht dargestellt), mit nachfolgenden 90 Minuten
Reperfusion. Die Werte sind MW SEM.n =9, x: p < 0,05 vs. Nx
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3 Ergebnisse

3.2.2 Isoprenalin pra- und intra-ischamisch

Es ist bekannt, dass ein pharmakologisches Preconditioning (PPC) mit Isoprenalin kar-
dioprotektiv wirkt. In dieser Versuchsreihe wurde untersucht, ob es bei einem PPC ana-
log zum isch&mischen Preconditioning (IPC) notwendig ist, dass ein hdmodynamischer
oder energetischer Stress vor der Indexischamie auf das Herz einwirkt und die Kardio-
protektion triggert. Weiterhin wurde untersucht, ob ein pra-ischamisches Auswaschen
des Isoprenalins notwendig fur die Induktion der Kardioprotektion ist. Hierzu verblieb
Isoprenalin wéhrend der 45 minutigen Ischamie intrakardial und wurde erst zum Beginn
der Reperfusion wieder aus dem Herz ausgewaschen. Die Reperfusionsphase dauerte 90
Minuten.

Linksventrikularer Druck

Nach 90 Minuten Reperfusion war in den Versuchsgruppen mit Isoprenalinkonzentratio-
nen von 1012 bis 10719 mol/l ein, im Vergleich zur I/R-Kontrolle, signifikant héherer
LVDP zu messen (Abb. 3.11). Dieser Einfluss war konzentrationsabhéngig. Bei einer
Konzentration von 10'° mol/l Isoprenalin war die Funktionserholung mit,82 3,0%
vom Initialwert vs. 534+ 9,4% am starksten ausgepréagt. Eine weitere Herabsetzung der
Isoprenalinkonzentration auf 18" und 1012 mol/l fiihrte zu keiner weiteren Verbesse-
rung der linksventrikularen Funktion (At 5,1 % bzw. 688+ 5,0 % von initial). Im
Vergleich mit den kontinuierlich normox perfundierten Kontrollen zeigte sich kein signi-
fikanter Unterschied im LVDP.

Bei hoheren Isoprenalinkonzentrationen (10~8,10~7 mol/l) fand sich zwar ei-
ne geringflgige Funktionsverbesserung, die aber deutlich schwéacher ausgepragt war als
bei den niedrigeren Konzentrationen. Das Signifikanzniveau im Vergleich mit den I/R-
Kontrollen wurde nicht erreicht (7004 5,89 und 6629+ 8,65 % von initial,p < 0,05).
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Abbildung 3.11: LVDP nach 45 Minuten Ischdmie und 90 Minuten Reperfusion. Iso-
prenalin in den angegebenen Konzentrationen 2 Minuten pré-ischamisch appliziert
und intra-ischamisch intrakardial. Auswaschen zu Beginn der Reperfusion. Daten als
Prozent von pra-ischamisch. LVDP-Absolut-Werte bei 100% waren h&4920,4
mmHg. Dargestellt sind die MW SEM. I/R: Ischdmie und Reperfusion ohne Phar-
makongabes: p < 0,05 vs. I/R.
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Herzfrequenz

Die Herzfrequenz bei einer Konzentration von—1® mol/l Isoprenalin lag tiber der
ischamischen Kontrolle (126+ 8,2 vs. 970+ 15,1 % von initial). Bei hoheren Iso-
prenalinkonzentrationen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zu den Kontrollen
(Abb. 3.12).
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Abbildung 3.12: Herzfrequenz nach 45 Minuten Ischamie und 90 Minuten Reperfusion.
Isoprenalin pré- und intra-ischamisch intrakardial. Auswaschen zu Beginn der Reper-
fusion. Daten als Prozent von pra-ischamisch. HR-Absolut-Werte bei 100% waren bei
2305+ 55,8 mint. Dargestellt sind die MWE SEM. I/R: Ischamie und Reperfusion
ohne Pharmakongabe. p < 0,05 vs. I/R.
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LVDPxHR

Der LVDPxHR lag bei den mit 10*2 bis 1019 mol/l Isoprenalin behandelten Herzen

bei 80— 90 % von pra-ischamisch. Aufgrund einer hohen Standardabweichung wurde bei
einer Konzentration von 13° mol/l nicht das Signifikanzniveau erreicht, obwohl auch

bei dieser Konzentration in diesem Parameter vom Trend eine Funktionsverbesserung zu
sehen war (Abb. 3.13).
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Abbildung 3.13: LVDPxHR 90 Minuten nach Reperfusion, nach einer 45 minutigen Is-
chamie. Isoprenalin in den angegebenen Konzentrationen 2 Minuten pré-ischamisch
appliziert und intra-ischamisch intrakardial. Auswaschen zu Beginn der Reperfusion.
Daten als Prozent von pra-ischamisch. LVDPxHR-Absolut-Werte bei 100% waren bei
22055345400 mmHg. Dargestellt sind die MW SEM. I/R: Ischamie und Reperfu-
sion ohne Pharmakongabe.p < 0,05 vs. I/R.

39



3 Ergebnisse

Perfusionsdruck

Der Perfusionsdruck war in allen Versuchsgruppen zum Ende der Reperfusionsphase an-
gestiegen. Wie aus Abb. 3.14 zu entnehmen, hat eine pra-ischarpisstieenozeptor-
stimulation keine signifikanten Auswirkungen auf den Perfusionsdruck. Konzentrations-
unabhangig schwankt der Perfusionsdruck der mit Isoprenalin behandelten Herzen um
den Perfusionsdruck der I/R-Kontrollen.
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Abbildung 3.14: Perfusionsdruck 90 Minuten nach Reperfusion, nach einer 45 mi-
natigen Ischamie. Isoprenalin in den angegebenen Konzentrationen 2 Minuten préa-
ischamisch appliziert und intra-ischamisch intrakardial. Auswaschen zu Beginn der
Reperfusion. Daten als Prozent von pra-ischdmisch. PP-Absolut-Werte bei 100% wa-
ren bei 489+ 2,5 mmHg. Dargestellt sind die MW SEM. I/R: Ischamie und Reper-
fusion ohne Pharmakongabe.p < 0,05 vs. I/R.
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Kontraktionsgeschwindigkeit

+dP/dtnax zeigte bei ISO-Konzentrationen von 16§ — 10719 mol/l eine post-ischam-
ische Kontraktionsverbesserung im Vergleich mit den I/R-Kontrollen. Dieser Effekt war
bei 10719 mol/l mit 2233+ 512 vs. 1666- 411 mmHg/s signifikant verbessert. Bei £0

mol/l 1ISO fand sich eine im Vergleich mit den anderen 1SO-Konzentration auffallig
verminderte post-ischdmische Kontraktionsgeschwindigkeit. Eine weitere Erhéhung der
ISO-Konzentration resultierte in einer erneuten post-ischAmischen Funktionserholung,
auch wenn dieser Effekt nicht das Signifikanzniveau erreichte (Abb. 3.15).
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Abbildung 3.15: +dP/dtax 90 Minuten nach Reperfusion, nach einer 45 minutigen Is-
chamie. Dargestellt sind die MW SEM. I/R: Ischdmie und Reperfusion ohne Phar-
makongabes: p < 0,05 vs. I/R.
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Relaxationsgeschwindigkeit

Die Relaxationsgeschwindigkeit -dP{gl zeigte ein ahnliches konzentrationsabh&ngi-
ges Verhalten wie die Kontraktionsgeschwindigkeit. Die Protektion des Myokards war
bei 10-1° mol/l am ausgepragtesten und hatte ein Minimum bei®1fol/l ISO. Bei
hoheren 1SO-Konzentrationen kam es wieder zu einem post-ischamischen Anstieg des
Relaxationsgeschwindigkeit (Abb. 3.16).
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Abbildung 3.16: -dP/dtyin, 90 Minuten nach Reperfusion, nach einer 45 mindtigen Is-
chamie. Dargestellt sind die MW SEM. I/R: Ischdmie und Reperfusion ohne Phar-
makongabes: p < 0,05 vs. I/R.

3.2.3 Pharmakologisches Preconditioning mit Isoprenalin

Als nachstes wurde untersucht, ob die Stimulation fefxdrenozeptoren vor der Index-
Isch&mie ausreichend ist um eine post-ischdmische Funktionserholung zu erreichen, oder
ob dieser protektive Effekt von der intra-ischamischen Anwesenheit von Isoprenalin ab-
hangt.
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Hierzu wurde ein klassisches pharmakologisches Precondtig (PPC) mit dem Ver-
suchsprotokoll mit intra-ischamischer Anwesenheit von Isoprenalin verglichen. Hier-
zu wurde die 3.2.2 ermittelte maximal kardioprotektive Isoprenalin-Konzentration von
1019 mol/l gewahlt. Beim PPC wurde Isoprenalin 5 Minuten vor der Index-lschamie
wieder ausgewaschen.

Im Vergleich zu den I/R-Kontrollen zeigte sich in den ersten 60 Minuten eine signi-
fikante Verbesserung der post-ischamischen Funktion bei beiden Versuchsprotokollen
(vgl. Abb. 3.17,93L4+7,8 %, 711+8,2 % vs 517+9,3 % von initial,p < 0,05 vs. I/R).

Dieser protektive Effekt war beim klassischen PPC 90 Minuten nach Reperfusion nicht
mehr nachweisbar. Im Vergleich hiermit zeigten die Herzen, in denen Isoprenalin erst
wahrend der Reperfusion ausgewaschen wurde, nach 90 Minuten Reperfusion eine signi-
fikant hohere linksventrikulare Funktion ($4+ 12,2 vs. 640+ 8,5, p < 0,05 vs. I/R).
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Abbildung 3.17: Effekt einer pra-ischamischghrAdrenozeptorstimulation auf die post-
ischamische Funktionserholung im Zeitverlauf. LVDP im Zeitverlauf, 45 Minuten Is-
chamie, 90 Minuten Reperfusion. Dargestellt sind die MVBEM. I/R: Ischamie und
Reperfusion ohne Pharmakon, I/R + Iso: Ischamie und Reperfusion mit Isoprenalin
1019 mol/l, Isoprenalin intra-ischamisch, PPC + Iso: Pharmakologisches Preconditio-
ning mit Isoprenalin 1019 mol/l, x: p < 0,05 vs. I/R.
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3.2.4 Isoprenalin pra-, intra-ischamisch und ischamisches Postconditioning

Weiterhin wurde untersucht, ob die Kombination einer pra-ischamis@éareno-
zeptor-Aktivierung mit einem ischamischen Postconditioning zu einer weiteren Verstar-
kung der kardioprotektiven Effekte flhrt.

Es wurde Isoprenalin in einer Konzentration vorr §@nol/l pra-ischamisch eingewa-
schen und verblieb wahrend der Ischamie intrakardial. Zu Beginn der Reperfusionsphase
wurde ein IPoC von 3 x 30 sek appliziert.

Wahrend der gesamten Reperfusionsphase fand sich eine Funktionsverschlechterung
der mit Isoprenalin und einem IPoC behandelten Herzen im Vergleich mit den I/R-
Kontrollen (3966+ 10,2 % vs. 565+ 7,2, p > 0,05). Exemplarisch ist hier der LVDP
im Zeitverlauf dargestellt (vgl. Abb. 3.18).
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Abbildung 3.18: LVDP im Zeitverlauf, 45 Minuten Ischéamie, 90 Minuten Reperfusion.
Dargestellt sind die MWt SEM. I/R: Ischamie und Reperfusion ohne Pharmakon,
I/R + Iso: Ischamie und Reperfusion mit Isoprenalin 3mol/l, Isoprenalin intra-
ischamisch, PPC + Iso: Pharmakologisches Preconditioning mit Isoprenali 10
mol/l, 1ISO + I/R + IPoC: Isoprenalin intra-ischamisch~fomol/l und ischdmisches
Postconditioningn = 6, : p < 0,05 vs. I/R.

44



3 Ergebnisse

3.3 Einfluss von [-Blockern auf die post-ischamische

Funktionserholung

3.3.1 Alleinige Gabe von Atenolol

Dieser Versuchsreihe wurde durchgefuhrt um zu differenzieren, ob eine Aktivierung
von B-Adrenozeptoren notwendig ist oder ob eine reine Bindung eines Liganden an
den Rezeptor ausreicht um kardioprotektive Effekt zu induzieren. Hierzu wurd@-der
Adrenozeptor-Antagonist Atenolol pra-ischamisch appliziert und erst wéahrend der Re-
perfusion wieder ausgewaschen.

In den eingesetzten Konzentrationen vorr3,0L0~ 7 und 10> mol/l hatte die allei-
nige Gabe von Atenolol im Vergleich mit den I/R-Kontrollen keinen Einfluss auf die
post-isch&mische Funktionserholung in den untersuchten hamodynamischen Parametern
(vgl. Tab. 3.7). Exemplarisch ist der LVDP nach 90 Minuten Reperfusion in Abb. 3.19
dargestellt.

HR LVeDP LVsysDP LVDP LVDPxHR
[min!] [mmH(g] [mmH(g] [mmH(g] [mmHg/min]
NXx 189+2 145453 940+285 833+8,0 15742+ 5602
I/IR 243+ 63 417436« 936+117 519+74x 12168+ 2468
Ate 10-° mol/l 263+ 74 352+30« 826+126 447+7,0+« 11428+ 3022
Ate 10~ mol/l 212+70 426+49« 933+85 4594101« 9630+ 3580
Ate 107> mol/l 315+ 29 471+30« 1068+21 526487« 16450+ 2557
PP —dP/dtmin ~ +dP/dtmax
[mmH(g] [mmHg/s] [mmHg/s]
NXx 1183+ 7,6 1600+431  2313t775
I/IR 879+78« 1767+342 1667411
Ate 10 °mol/l 833+102« 1259+288 1683343
Ate 10" mol/l 885+89« 1275+324 1537374
Ate 10°mol/l  91,7+106+« 1517+637 2066+480

Tabelle 3.7: Himodynamische Funktionsparameter nach pra-ischamig:Aeireno-
zeptor-Blockade mit Atenolol nach 45 Minuten Ischamie und 90 Minuten Reperfusion.
Nx: Normoxe Kontrolle, I/R: Ischamie und Reperfusion, Ate: Atenolol pra-ischamisch.
Die Werte sind MW SEM. x: p < 0,05 vs. Nx,x: p< 0,05vs. I/IR,n=28
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Abbildung 3.19: Der Einfluss von pré-ischdmisch eingewaschenem Atenolol auf den
nach 90 Minuten Reperfusion entwickelten LVDP. Daten als Prozent von pra-ischam-
isch. LVDP-Absolut-Werte bei 100% sind $4+ 154 mmHg. Die Werte sind darge-
stellt als MW+ SEM. Nx: Normoxe Kontrolle, I/R: Ischamie und Reperfusios; 8
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3.3.2 Simultane Gabe von Atenolol und Isoprenalin

Um zu untersuchen, ob Atenolol ein spezifischer Antagonist von Isoprenalin ist und an
den selben Rezeptor bindet, wurden Atenolol und Isoprenalin gemeinsam vor der Ischa-
mie eingewaschen und verblieben wahrend der Null-Fluss-Ischdmie im Herzen. Isoprena-
lin wurde in der maximal kardioprotektiven Konzentration vorr &dmol/l (vgl. 3.2.2)

und in der héheren Konzentration von—f0omol/l verwendet. Atenolol wurde in einer
Konzentration von 16° mol/l verwendet.

Die Gabe von Atenolol fiihrte zu einer vollstandigen Hemmung der kardioprotektiven
Effekte von Isoprenalin (vgl. Abb. 3.11). Es fand sich kein durch die Isoprenalinkonzen-
tration bedingter Unterschied in den Versuchsgruppen (Daten nicht dargestellt). In den
anderen hdmodynamischen Parametern zeigte sich ebenfalls kein Unterschied zu den
I/R-Kontrollen (Daten nicht dargestellt).
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Abbildung 3.20: LVDP in % von pra-ischdmisch nach 45 Minuten Isch&mie und 90 Mi-
nuten Reperfusion. Dargestellt ist der Einfluss einer gleichzeifiy&arenozeptor-
Stimulation Isoprenalin un@-Adrenozeptor-Blockade mit Atenolol. Daten als Pro-
zent von pra-ischamisch. LVDP-Absolut-Werte bei 100% sind@ 4.8 7 mmHg. Die
Werte sind dargestellt als M\ SEM.

Nx: Normoxe Kontrolle mit 135 Minuten Perfusion, I/R: 45 Minuten Ischamie und 90
Minuten Reperfusion, Isoprenalin 18 mol/l, Atenolol 10~/ mol/l, Isoprenalin und
Atenolol wurden pra-ischamisch eingewaschen und wéhrend der Reperfusion ausge-
wascheny: p<0,05vs. I/IR,n=28
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3.4 Einfluss der [-Adrenozeptoren auf post-ischamische
Arrhythmien

Kardiale Arrhythmien traten haufig wahrend der ersten 5 Minuten Reperfusion nach Is-
cha&mie auf. Bei den normox perfundierten Herzen traten wahrend der gesamten Ver-
suchsdauer keine Arrhythmien auf. In den Versuchsgruppen, in denen die Herzen pra-
ischamisch mit Isoprenalin behandelt worden sind, traten weniger Arrhythmien auf. Die-
ser Effekt war bei 10! und 10-1° mol/l am ausgepragtesten. Bei héheren Isoprenalin-
konzentrationen war dieser protektive Effekt nicht mehr nachweisbar (vgl. Tab. 3.8).

Ein klassisches pharmakologisches Preconditioning mit Isoprenalin und 5 Minuten
Auswaschen vor der Index-Ischamie zeigte keinen Einfluss auf die Inzidenz der Arrhyth-
mien im Vergleich mit den I/R-Kontrollen.

Die pra-ischamische Gabe von Atenolol konnte die durch Isoprenalin erreichte Protek-
tion nicht imitieren. Die Inzidenz der Arrhythmien war in diesen Gruppen héher als in
den I/R-Kontrollen.

Die kombinierte Gabe von Isoprenalin und Atenolol zeigte ebenfalls keine Reduktion
der post-ischamischen Arrhythmien.

Ein ischamisches Postconditioning nachfolgend auf die pré-ischdmische Gabe von Iso-
prenalin erhdhte die Auftretenswahrscheinlichkeit von Arrhythmien.

Versuchsprotokoll AR \ Versuchsprotokoll AR
NX 0,0% =«

IIR 18,8%

ISO 1012 mol/I 16,7% ATE 10> mol/l 33,3%
ISO 10 1 mol/l 0,0% =« | ATE 10" mol/l 37,5%
ISO 1019 mol/I 0,0% =« | ATE 102 mol/l 37,5%
ISO 102 mol/l 8,3% 1ISO 10°1° mol/l + ATE 10 °> mol/l 16,7%
1SO 108 molll 14.8% 1ISO 108 mol/l + ATE 10> mol/l  50,0%
ISO 10" molll 11,1%

PPC (ISO 108 mol/l) 16,7% | 1ISO 10°8 mol/l + IPoC 37,5%

Tabelle 3.8:1nzidenz von Arrhythmien (AR) wahrend der ersten 5 Minuten Reperfusion
nach 45 Minuten Ischdmie. Nx: Normoxe Kontrolle, I/R: Ischamie und Reperfusion,
ISO: Isoprenalin pra- und intra-ischamisch, ATE: Atenolol pra- und intra-ischamisch,
IPoC: Ischdmisches Postconditioning, PPC: Pharmakologisches Preconditioning mit
5 Minuten Auswascher,; p < 0,05vs. I/R
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3 Ergebnisse

3.5 Einfluss von Isoprenalin auf die post-ischdmische

Aktivierbarkeit von [3-Adrenozeptoren

Es wurde untersucht, ob der Ischamie-/Reperfusionsschaden zu einer Veranderung der
Aktivierbarkeit von3-Adrenozeptoren fihrt. Zugleich wurde die Beeinflussbarkeit der
post-ischamischefi-Adrenozeptoraktivierbarkeit durch pra-ischamische Isoprenalinsti-
mulation und ischamisches Postconditioning untersucht.

Hierzu wurden die Herzen nach 45 Minuten Null-Fluss-Ischamie und 30 Minuten Re-
perfusion mit einer Isoprenalin-Konzentration vorr1@nol/l fiir 10 Minuten stimuliert.

3.5.1 Normoxe und ischamische Kontrolle

Auch nach einer prolongierten Perfusionsdauer reagierten die normox perfundierten Her-
zen miteinem LVDP-Anstieg von 98+ 10,8 auf 12554+ 16,1 mmHg. Die Herzfrequenz

stieg von 240t 49 auf 304+ 50 mirt!. Ein vergleichbares Verhalten zeigtemP/dinin

(1800+ 456 auf 2988t 845 mmHg/s) und-dP/dtnax (2813+ 796 auf 440Q: 1255 mm-

Hg/s). Der Perfusionsdruck fiel von @bt 228 auf 490+ 16,9 mmHg (vgl. Abb. 3.21).

Die Ischamie/Reperfusions-Kontrollen zeigten ebenfalls einen Anstieg des LVDP von
69,2+ 16,0 auf 969+ 12 0 mmHg. Die Herzfrequenz stieg von 25560 auf 334+ 55
min'l. Die RelaxationsgeschwindigkeitdP/dtyi, Stieg von 204@ 318 auf 318Gt 337
mmHg/s. Die KontraktiongeschwindigkeidP/dtnax zeigte einen Anstieg von 2220
319 auf 414G: 493 mmHg/s auf Isoprenalinstimulation.

Es fand sich in den Parametern LVDP, HR, HRXLVD®|P/dtyin und+dP/dt,hax kein
statistischer Unterschied zwischen den normoxen und den ischamischen Versuchsgrup-
pen.

Der Perfusionsdruck unter Isoprenalinstimulation fiel im Gegensatz zu den normoxen
Kontrollen nur auf 917 +2,2% ab (Nx: 589+ 5,1%, p < 0,05).

In beiden Versuchsgruppen zeigte der Messpunkt nach 10 Minuten Isoprenalinstimu-
lation keine weiteren signifikanten Verdnderungen in der Reaktion der Herzen. Insbeson-
dere war keine Adaptation auf die prolongierte Isoprenalinstimulation zu verzeichnen.
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Abbildung 3.21: 10 Minuten Isoprenalin 10" mol/l nach 45 Minuten Ischamie und 30
Minuten Reperfusion. 100%-Werte vor Stimulation. Dargestellt sind die MBEM.
Nx: Normoxe Kontrolle (100% LVDP: 99 + 10,8 mmHg, HR: 240t 49 mir!, HRx-
LVDP: 23374+ 5086 mmHg/min, PP: 86+ 228 mmHg, —dP/dtyin: 1800+ 456
mmHg/s,+dP/dtnax 2813+ 796 mmHg/s),

I/R: Ischamie und Reperfusion (100% LVDP:,8%-16,0 mmHg, HR: 252t 60 miri?,
HRxLVDP: 15198+ 3404 mmHg/min, PP: 6@+ 4,3 mmHg,—dP/dtyin: 2040+ 314
mmHg/s,+dP/dtnax 2220+ 319 mmHg/s)x: p < 0,05 vs. Nx,n = 8.
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3.5.2 Prolongierte Isoprenalinstimulation

Zur Untersuchung der Fragestellung, ob eine prolongierte Isoprenalinstimulatifn die
Adrenozeptoren desensibilisiert, wurden die Herzen 45 Minuten mft a®l/l Isoprena-
lin normox stimuliert. Nachfolgend wurde 30 Minuten mit dem Standardpuffer perfun-
diert und hiernach mit 20’ mol/l Isoprenalin fiir 10 Minuten stimuliert.

Es zeigte sich im LVDP auf die erneute Isoprenalinstimulation ein Druckanstieg. Der
LVDP stieg nach 5 Minuten Isoprenalin von,83-122 auf 1399+ 285 mmHg. Nach
10 Minuten auf 14® + 34,5 mmHg. Dieser Druckanstieg war im Vergleich mit den
normoxen Kontrollen nach 10 Minuten signifikant starker ausgeppagt@,05).

Die Herzfrequenz reagierte auf eine erneute Isoprenalinstimulation mit einem gerin-
gen Anstieg von 28@ 16 auf 315+ 80 mirl.

Der Perfusionsdruck zeigte wie in den normoxen Kontrollen einen Abfall des Koro-
narwiderstandes.

Die Relaxations- und Kontraktionsgeschwindigkeit zeigten ebenfalls keinen Hinweis
auf einef-Adrenozeptordesensibilisierung.

Die Ergebnisse zeigen, dg8sAdrenozeptoren auch nach einer prolongierten Perfusi-
on mit Isoprenalin von 45 Minuten Dauer nach 30 Minuten Perfusion mit dem Standard-
puffer nicht desensibilisiert worden sind.
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Abbildung 3.22: LVDP nach 45 Minuten Isoprenalin 18 mol/l und 30 Minuten Per-
fusion wéhrend Isoprenalinstimulation (10mol/l). Messung nach 5 Minuten und 10
Minuten Isoprenalin intrakardial als Anstieg von unstimuliert (100% bei 30 Minuten
Reperfusion). Dargestellt sind die M SEM. Nx: Normoxe Kontrollex: p < 0,05
vs. I/R,n=8.

52
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3.5.3 Isoprenalin pra- und intra-ischamisch

Isoprenalin wurde in Konzentrationen von 38— 10-" mol/l vor der Ischamie 2 Minu-
ten eingewaschen und am Anfang der Reperfusion wieder ausgewaschen.

Linksventrikularer Durck

Bei allen untersuchten Isoprenalinkonzentrationen reagierten die Herzen wie die normox-
en und I/R-Kontrollen mit einem Anstieg des LVDP. Bei £8— 10~° mol/l Isoprenalin
gab es keinen signifikanten Unterschied im Vergleich mit den Ischamie/Reperfusions-
kontrollen. Im Mittel stieg der LVDP auf 135+ 7,7% von unstimuliert nach 5 Minuten
Isoprenalin. Nach 10 Minuten wurde noch ein LVDP 126 10,0% entwickelt.

Bei einer pra-ischamischen Konzentration vor3.and 10-7 mol/l zeigte sich ein
signifikant geringerer Anstieg des LVDP unter Isoprenalin (36911,8% und 1067 +
5,8% vs. I/IR 1446+ 15,1%, p < 0,05, vgl. Abb. 3.23).
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Abbildung 3.23: LVDP nach 45 Minuten Ischdmie und 35 Minuten Reperfusion wah-
rend Isoprenalinstimulation (3 mol/l). Messung nach 5 Minuten Isoprenalin intra-
kardial und als Anstieg von unstimuliert (100% bei 30 Minuten Reperfusion) darge-
stellt. Dargestellt sind die MWE SEM. Nx: Normoxe Kontrolle 100%: 99+ 10,8
mmHg, I/R: Ischamie und Reperfusion 100%:5% 16,0 mmHg, Isoprenalinkon-
zentrationen pra-ischamisch mit Auswaschen wahrend der Reperfusion 10Q%: 88
142,803+17,2,8114+140,772+9,1,958+17,5,859+16,0 mmHg,*: p< 0,05
vs. I/R,n=8.
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Herzfrequenz

Auch die Herzfrequenz reagierte bei allen Isoprenalinkonzentrationen mit einem An-
stieg. Bei einer pra-ischamisch applizierten Isoprenalinkonzentration voi? s

10~° mol/l zeigte sich kein Unterschied zu den normoxen und I/R-Kontrollen. Bei ei-
ner pra-ischamischen Isoprenalinkonzentration vonatnd 107 mol/l entwickelten

die Herzen einen signifikant geringeren Anstieg der Herzfrequenz(Q1053% und
1110+3,8% vs. 1389+9,1% vs. I/R,p < 0,05, vgl. Abb. 3.24).
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Abbildung 3.24: Effekt von Isoprenalin (10’ mol/l) auf die Herzfrequenz nach 45 Mi-
nuten Ischamie und 35 Minuten Reperfusion. Die Veranderungen der HR wurden nach
5 Minuten Stimulation mit Isoprenalin gemessen und als Anstieg in Prozent von un-
stimuliert (100% bei 30 Minuten Reperfusion) dargestellt. Dargestellt sind dieMW
SEM. Nx: Normoxe Kontrolle, I/R: Ischamie und Reperfusion ohne Pharmakongabe,
Isoprenalinkonzentrationen pra-ischamisch mit Auswaschen wahrend der Reperfusion.
x: p<0,05vs. I/R,n=8.
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Perfusionsdruck

Der Perfusionsdruck reagierte auf Isoprenalinstimulation mit einem Abfall. Es zeigte
sich kein signifikanter Unterschied in Abh&ngigkeit von der Isoprenalinkonzentration
zu den I/R-Kontrollen. Im Vergleich zu der normoxen Kontrolle war bei allen post-
ischamischen Versuchsreihen der Abfall des Perfusionsdrucks signifikant weniger stark
ausgepragt (Nx 59+5,1vs. I/R 917+ 2,2 % von unstimuliert, vgl. Abb. 3.25).
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Abbildung 3.25: Perfusionsdruck nach 45 Minuten Ischamie und 35 Minuten Reperfusi-
on wéhrend Isoprenalinstimulation (10mol/l). Messung nach 5 Minuten Isoprenalin
intrakardial und als Druck von unstimuliert (100% bei 30 Minuten Reperfusion) dar-
gestellt. Dargestellt sind die M\ SEM. Nx: Normoxe Kontrolle, I/R: Ischdmie und
Reperfusion ohne Pharmakongakep < 0,05 vs. I/R,n= 8.
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3.5.4 Pharmakologisches Preconditioning mit Isoprenalin

Um zu unterscheiden, ob die Abnahme der Aktivierbarkeit Ble&kdrenozeptoren bei
pré-ischamisch appliziertem Isoprenalin durch die lange Inkubationszeit wahrend der
Ischamie verursacht wurde oder ob dies einen primaren Effekt der préa-ischamischen Ak-
tivierung der3-Adrenozeptoren darstellt, wurde zum Vergleich ein klassisches pharma-
kologisches Preconditioning (PPC) durchgefuhrt. Hierzu wurde eine Konzentration von
10-8 mol/l Isoprenalin verwendet und 5 Minuten pra-ischamisch ausgewaschen.

Auch nach einem PPC zeigten die Herzen auf Stimulation mi€ I8ol/l Isoprena-
lin nur einen geringen Anstieg des LVDP von 184 195 auf 1281+ 220 mm-
Hg. Der Druckanstieg war signifikant geringer ausgepréagt als in den I/R-Kontrollen
(vgl. Abb. 3.26). Der Herzfrequenzanstieg unterschied sich mé 320,5% vs. I/R
39,9+ 9,1% nicht.
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Abbildung 3.26: LVDP 35 Minuten nach Reperfusion, nach einer 45 minitigen Ischa-
mie. Bei einem PPC mit & mol/l Isoprenalin entwickelten die Herzen einen si-
gnifikant niedrigeren LVDP als in den normoxen und I/R-Kontrollen. Im Vergleich
mit einer intra-ischamischen Stimulation mit gleicher Isoprenalin-Konzentration zeig-
te sich kein Unterschied. Dargestellt sind die MMWSEM. Nx: Normoxe Kontrolle,

I/R: Ischamie und Reperfusion ohne Pharmakongabe, Isoprenatfhr6l/l intra-
ischamisch, PPC mit & mol/l Isoprenalinx: p < 0,05 vs. I/R,n = 6.
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3.5.5 Isoprenalin und ischamisches Postconditioning

Um zu untersuchen, ob eine durch Isoprenalin hervorgerufene ischamische Desensibili-
sierung der3-Adrenozeptoren antagonisierbar ist, wurden Herzen, die mi¢ hol/|
Isoprenalin wahrend der Ischamie inkubiert wurden, nach der Ischamie einem ischam-
ischen Postconditioning unterzogen.

Durch ischéamisches Postconditioning liel sich die Nicht-AktivierbarkeiBe&dren-
ozeptoren vollstandig antagonisieren. Aktivierung mit Isoprenalin flihrte wieder zu ei-
ner ausgepragten Inotropiesteigerung (B6215,8% mit Postconditioning vs. 109+
11,8% ohne Postconditioning vor der Stimulation, Abb. 3.27). Das Niveau der Kontrakti-
litatszunahme war mit der ischdmischen Kontrolle vergleichbar,6:445,1 % von vor
der Stimulation). Die Veranderung Herzfrequenz durch Isoprenalinstimulation vollzog
sich analog zum LVDP.
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Abbildung 3.27: LVDP wahrend Stimulation mit 10 mol/l Isoprenalin. 35 Minuten
nach Reperfusion, nach einer 45 minttigen Ischamie. Dargestellt sind dig-I8BM.
Nx: Normoxe Kontrolle, I/R: Isch&dmie und Reperfusion Kontrolle, Iso + I/R: Ischdmie
und Reperfusion mit 2 mol/l Isoprenalin wahrend der Ischamie, Iso + I/R + IPoC:
Ischamie mit 108 mol/l Isoprenalin und Ischamischen Postconditioniag.< 0,05
gegenuber NXx.
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4 Diskussion

4.1 Hauptbefunde

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass ein pharmakologisches Precon-
ditioning mittels3-Adrenozeptorstimulation eine hoch spezifische Form des Precondi-
tionings darstellt. Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dass eine prolongierte intra-
ischamischg3-Adrenozeptorstimulation konzentrationsabhangig protektiv auf die post-
ischdmische Funktion wirkt.

Die Ergebnisse zeigen, dass ein klassisches pharmakologisches Preconditioning mit-
tels B-Adrenozeptorstimulation einer niedriger dosierten, dafir aber langeren intra-
ischamischen Stimulation, in Bezug auf die post-ischamische Funktionserholung unter-
legen ist.

Es konnte nachgewiesen werden, dassdrenozeptoren durch wiederholte Isoprena-
linstimulationen, oder einer Stimulationsdauer von 45 Minuten nicht desensibilisieren.
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass eine Isch&dmie ebenfalls nicht zur Desensibilisie-
rung derf3-Adrenozeptoren fuhrt.

Die Kombination aus Ischamie und Isoprenalinstimulation resultiert in einer signi-
fikanten Desensibilisierung dgr-Adrenozeptoren. Ein ischdmisches Postconditioning
kann die Rezeptorkopplung wiederherstellen.

4.2 Post-ischamische kontraktile Dysfunktion

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass fur eine Funktionswiederherstel-
lung des post-ischamischen Myokards weder ein kurzzeitiger metabolischer Stress noch
eine Calcium-Uberladung vor der Index-Ischamie notwendig ist. Schon eine nicht ha-
modynamisch wirksame Konzentration Isoprenalin, gemessen am LVDP, hat einen kar-
dioprotektiven Effekt. Hdmodynamisch wirksame Konzentrationen Isoprenalin hingegen
bewirken einen gegenteiligen Effekt. Diese durch Isoprenalin ausgeltsten Effekte lieRen
sich durch Atenolol, einef3-Blocker, vollstandig verhindern. Dies lasst den Schluss zu,
dass ein pharmakologisches Preconditioning {e&drenozeptorstimulation einen spe-
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zifischen Effekt dei3-Adrenozeptorstimulation darstellt und weniger einen Effekt des
Preconditionings im klassischen Sinne.

Schon frihere Studien haben einen kardioprotektiven Effekt gin&drenozeptor-
stimulation zeigen kdnnen (Miyawaki u. Ashraf 1997b). In diesen Studien ist aber die
funktionelle Erholung des Myokards wahrend einer druckkonstanten Perfusion ermittelt
worden. Bei einer Veranderung des intrakoronaren Widerstandes wurde der Fluss veran-
dert (Miyawaki u. Ashraf 1997b). Dies fuhrt zu einer verdnderten Sauerstoffversorgung
zwischen protektioniertem und unprotektioniertem Myokard. Aus diesem Grund war es
bisher nicht moéglich zu differenzieren, ob die post-ischamische Funktionserholung auf
dem Preconditioning oder auf der veranderten Sauerstoffversorgung beruhte. In unse-
rem Modell ist die Sauerstoffversorgung aufgrund des unveranderten koronaren Flusses
wahrend der gesamten Versuchsdauer konstant. Auch unter diesen Bedingungen fanden
wir eine deutliche Verbesserung der post-ischamischen kontraktilen Funktion. Hierbeli
ist wiederum auffallig, dass diese Protektion nur bei niedrigen Konzentrationen auftritt
und bei héheren Konzentrationen nicht nachweisbar ist. Dies steht in Einklang mit den
Ergebnissen von Miyawaki u. Ashraf (1997b).

Es wurde von Miyawaki u. Ashraf (1997b) die Hypothese aufgestellte, dass es bei ho-
heren Isoprenalinkonzentrationen zu einem héh&aAt-Einstrom in die Zelle kdme
und damit der Grenzwert fiir die optimale intrazellul@& " -Konzentration iberschrit-
ten sei. Eine ebenfalls von Miyawaki u. Ashraf (1997b) vorgeschlagene Erklarung fir
die Unwirksamkeit héherer Isoprenalinkonzentrationen macht ein nicht vollstandiges
Auswaschen des Isoprenalins vor der Indexischamie verantwortlich. Wir konnten im
Rahmen dieser Arbeit die letztere Hypothese widerlegen. Es gab keinen Unterschied
zwischen den Versuchsreihen, in denen Isoprenalin im Sinne eines klassischen Precondi-
tionings ausgewaschen wurde und in denen Isoprenalin wahrend der Indexischamie im
Herz verblieben ist. Wir konnten ebenfalls zeigen, dass es zu keiner Desensibilisierung
der3-Adrenozeptoren durch repetitive Isoprenalinstimulation kommt.

Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass die préa-ischamische Stimulati@n der
Adrenozeptoren, unabhangig von einer hAmodynamisch messbaren Wirkung, eine Ak-
tivierung der kardioprotektiven Signalkaskade bewirkt. Am Herzen sind zwei Tyhen,
und Bz-Adrenozeptoren zu finden. Robinet et al. (2005) und Mallet et al. (2006) fanden
Hinweise auf eine Abhangigkeit vgby-Adrenozeptoren. Tong et al. (2005) und Fran-
ces et al. (2003) hingegen zeigten, dass eine StimulationByokdrenozeptoren zur
Kardioprotektion notwendig ist. In dieser Arbeit stand jedoch nicht die Spezifizierung
des Rezeptor-Subtyps im Vordergrund. Isoprenalin ist flr keinen der beiden Rezeptor-
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Subtypen ein spezifischer Agonist. Es zeigte sich aber, dassBiockade vonS;-
Adrenozeptoren mittels Atenolol zur Aufhebung der Kardioprotektion fuhrt. Unsere Er-
gebnisse stehen damit im Einklang mit der Arbeit von Robinet et al. (2005) und Mallet
et al. (2006).

Der bisher meist untersuchte Zusammenhang zwischen kardialer Adrenozeptorstimu-
lation und Kardioprotektion im Kontext eines IPC oder PPC betrifftadiadrenozepto-
ren, die damit einhergehende Aktivierung der P$Bwie nachfolgend der Proteinkinase
C (PKC) (Parratt 1994). Es konnte gezeigt werden, dass mit der Inhibition der PKC mit-
tels Polymyxin B der Effekt des PPC mit Isoprenalin reduziert wird (Yabe et al. 1998). In
dieser Studie wird die Hypothese aufgestellt, dass die Myozyten, aufgrund der starken ha-
modynamischen Effekte von Isoprenalin auf das Myokard ein relatives Sauerstoffdefizit
wahrend der Stimulation erleiden. Durch diese relative Hypoxie wird ein Effekt &hnlich
dem IPC ausgeldst, der wiederum durch die PKC vermittelt wird. Diese Hypothese wird
durch unsere Ergebnisse nicht unterstutzt. Auch ohne eine hdmodynamisch wirksame
Aktivierung des Herzens liel3 sich eine Kardioprotektion erreichen.

Es ist bekannt, dass Stimulation vrAdrenozeptoren zu einem stimulierenden G-
Protein (G) koppelt und zu dessen Aktivierung fihrt. Diesesgx@ihrt zur intrazellu-
laren Akkumulation von cAMP mit der Aktivierung der Adenylatcyclase (Fleming et al.
1992; Lochner et al. 1999). cAMP aktiviert die Proteinkinase A (PKA), die spannungsab-
héngigeCa®"-Kanale phosphoryliert und zu einem erhéh@ad " -Influx fuhrt (Kamp u.

Hell 2000). Eine geringfiigige Erhéhung dee’"-Konzentration ist mit einer Stimula-
tion der PKC Uber die Zwischenstation der Phospholipase C verbunden (Miyawaki et al.
1996).

Wir haben in Maier et al. (2009) dargestellt, dass eine Inhibition der PKA mit H89 zu
einer Aufhebung der Kardioprotektion fiihrt. Dies lasst den Schluf? zu, dass der von ei-
nem pharmakologischen Preconditioning mit Isoprenalin ausgeldste kardioprotektive Ef-
fekt auf einei3-Adrenozeptorstimulation mit einer nachfolgenden Erh6hung des intrazel-
lularen cAMP-Spiegels und darauf folgender Aktivierung der PKA beruht. Die zentrale
Rolle der PKA zeigte auch Robinet et al. (2005), wobei dies im Gegensatz zu den Ergeb-
nissen von Tong et al. (2005) steht, die@nknock-out Mausen dig;-Rezeptoren fir
die Kardioprotektion verantwortlich zeigten. Eine Erklarung fiir diese gegensatzlichen
Ergebnisse konnten Differenzen zwischen den unterschiedlichen Spezies sein.

Durch Blockade der Phosphodiesterase lll, die unabhangig von einer Rezeptoraktivie-
rung zu einer Steigerung des intrazellularen cAMP-Spiegels fuhrt (Sanada et al. 2001),
l&sst sich ebenfalls eine Protektion erreichen. In der Studie von Sandhu et al. (1996) zeig-
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4 Diskussion

te sich, dass ein cAMP-Konzentrationsanstieg vor der Irstdséimie zur Kardioprotek-
tion notwendig ist. Ein cAMP-Anstieg wahrend der prolongierten Ischamie bleibt aber
ohne Auswirkung auf die kardiale Funktion.

Von Schliter et al. (1998) konnte eine spezifische Aktivierung der Phosphoinositid-
3-Kinase (PI-3-K) durch Isoprenalin in isolierten Kardiomyozyten nachgewiesen wer-
den. Dass auch die im Signalweg nachgelagerte PI-3-K von Bedeutung fur die Kardio-
protektion ist, konnten wir in Maier et al. (2009) mit Wortmannin, einem spezifischen
Inhibitor der PI-3-K, zeigen. Bei Hemmung der PI-3-K hatte eine Aktivierungfier
Adrenozeptoren keinen kardioprotektiven Effekt mehr.

Wahrend der friihen Phase der Reperfusion kommt es haufig zu kardialen Arrhythmien
(de Diego et al. 2008). In der vorliegenden Arbeit haben wir nachweisen kdnnen, dass bei
niedrigen pra-ischamischen Isoprenalinkonzentrationen das Auftreten von deletéaren kar-
dialen Arrhythmien signifikant erniedrigt ist. Dies steht in Einklang mit den Ergebnissen
von Vegh et al. (1992) und Ravingerova et al. (2002), die zeigen konnten, dass ein IPC
oder exogen pra-ischamisch applizierte Katecholamie zur Reduktion kardialer Arrhyth-
mien fihren. Okruhlicova et al. (2000) konnten eine Beteiligung des cAMP-Systems bei
einem ischamischen Preconditioning zeigen, so dass ein gemeinsamer Signaltransdukti-
onsweg beim IPC und PPC dur@hAdrenozeptorstimulation vorliegen kann. Dies steht
scheinbar im Widerspruch zu Végh u. Parratt (2002), in deren Studie ein negativer Ef-
fekt von pra-ischamisch applizierten Isoprenalin auf die Schwere kardialer Arrhythmien
in der Reperfusionsphase bei Hunden aufgetreten war. Eine mogliche Erklarung kénnte
hier die pré-ischamisch applizierte héhere Dosis sein. Diese lag maitntkg? min,
bei einem mittleren Gewicht von 27 kg, wesentlich hdher als die hier gewahlten Kon-
zentrationen. Wie wir ebenfalls zeigen konnten, ist dieser antiarrhythmische Effekt bei
hamodynamisch wirksamen Konzentrationen nicht mehr vorhanden, wahrend eine nur
geringe Stimulation vof-Adrenozeptoren eine ausgepragte antiarrhythmische Wirkung
hat.

Zusammenfassend kann daher von einem diregté&drenozeptor abhéngigen kar-
dioprotektiven Effekt ausgegangen werden, der konzentrationsabhangig schon bei hdmo-
dynamisch nicht wirksamen Konzentrationen eintritt.
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4 Diskussion

4.3 [-Adrenozeptor-Desensibilisierung

Wir konnten in dieser Arbeit nachweisen, dg&#\drenozeptoren unter normoxen Be-
dingungen nicht durch Isoprenalin desensibilisiert werden. Konzentrationserhéhungen
bis 10" mol/l Isoprenalin fiihrten nach repetitiver Stimulation in den hdmodynami-
schen Parametern (LVDP, HR, LVDPxHR, PP, -dR{gt+dP/dkax) nicht zu einer Ab-
schwéchung der myokardialen Reaktion auf Isoprenalin. Eine Verlangerung der Stimu-
lationsdauer bis auf 45 Minuten zeigte kei@eAdrenozeptordesensibilisierung. Auch
nach prolongierter normoxer Perfusion von 70 Minuten liel3 sich kein Anhalt flirZine
Adrenozeptordesensibilisierung finden. Dies steht in Einklang mit den Ergebnissen von
Herepath u. Broadley (1990), wonach eByddrenozeptordesensiblisierung erst nach ei-
ner Inkubationsdauer von 1 Stunde auftrat. Weiterhin ispdfdrenozeptordesensibili-
sierung nach Herepath u. Broadley (1990) und Broadley (1999) konzentrationsabhangig,
wobei eine signifikante Desensibilisierung erst ab einer Konzentration voh e/l
Isoprenalin auftrat.

Die kardioprotektiven Effekte von IPC und IPoC sind rezeptorvermittelt (Lochner et al.
1999; Mallet et al. 2006). Wie bereits in der Einleitung diskutiert, kommt hierbei den
B-Adrenozeptoren ein wichtige Rolle zu. Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht,
welchen Einfluss Ischamie afifAdrenozeptoren und deren Aktivierbarkeit hat.

Die aktuelle Datenlage ist hierzu uneinheitlich (van den Ende et al. 1991; Strasser et al.
1988). So haben Sandhu et al. (1996) keinen Einfluss eines IPC auf den durch Isoprena-
lin ausgelosten cAMP-Spiegel feststellen kbnnen. Dem gegenuber stehen die Ergebnisse
von Lochner et al. (1999), die einen konzentrationsabhéngigen Effekt von Ischamie auf
die cAMP-Entstehung nach Isoprenalinstimulation nachweisen konnten. Dieser war aber
erst ab einer Konzentration von 10mol/l signifikant. In beiden Studien wurde schon
nach wenigen Minuten post-ischamisch der cCAMP-Spiegel des Moykards bestimmt. Aus-
sagen, wie lange dieser Effekt anhélt, liegen derzeit nicht vor.

Funktionelle Daten wurden von van den Ende et al. (1991) verdéffentlich. Hier konnte
bei mannlichen Ratten eine Abnahme des LVDP bei post-ischdmischer Isoprenalinsti-
mulation gezeigt werden. Diese Ergebnisse liel3en sich in der vorliegenden Arbeit nicht
bestatigen. Wahrend van den Ende et al. (1991) nach 30 Minuten globaler Isch&mie und
30 Minuten Reperfusion mit Isoprenalin stimulierten, lief3 sich in unseren Versuchsrei-
hen mit weiblichen Ratten auch nach einer langer Ischdmiezeit von 45 Minuten keine
signifikante Desensibilisierung d@rAdrenozeptoren nachweisen.
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Mogliche Erklarungen fir diese Diskrepanz kdnnten der Gesbkerunterschied oder
der unterschiedliche Perfusionsdruck sein. In der Arbeit von van den Ende et al. (1991)
wurden die Herzen druckkonstant mit 80 cra@perfundiert. Wie schon in 4.2 dis-
kutiert, ist aufgrund des erhdhten kardialen Widerstands, ersichtlich aus dem erhéhten
Perfusionsdruck, eine lokale Minderversorgung des Myokards mih@glich. So liegt
in der Studie von van den Ende et al. (1991) am Ende der Reperfusion ein erniedriger ko-
ronarer Fluss vor, was eine verminderte Versorgung des Myokards mit Substraten nach
sich ziehen kann. Dies konnte eine Ursache fir die post-ischamische Desensibilisierung
der3-Adrenozeptoren in dieser Studie sein.

Wahrend der Isoprenalinstimulation kam es auch bei den post-ischdmischen Kontrol-
len zu einem Abfall des Perfusionsdruck und einem Anstieg des LVDP, so dass von
keiner Desensibilisierung d@-Adrenozeptoren auszugehen ist. Die post-ischamischen
radioaktiv markierten Ligandenbindungsergebnisseffakdrenozeptoren von van den
Ende etal. (1991) haben keinen Unterschied zu den pré-ischamischen Bindungen gezeigt.
In Zusammenschau mit unseren hdmodynamischen Ergebnissen lasst sich kein Hinweis
auf eine durch Ischamie ausgelogt&drenozeptordesensibilisierung nachweisen.

Eine prolongierte intra-ischamisclfieAdrenozeptorstimulation mit Isoprenalin hatte
bei niedrigen Konzentrationen keinen Einfluss auf die post-ischamisétdrenozeptor-
Aktivierbarkeit. Bei hdheren Konzentrationen ab$anol/l Isoprenalin zeigte sich ei-
ne signifikante Desensibilisierung d@rAdrenozeptoren. Dieser Effekt lield sich eben-
falls bei einem klassichen PPC mit Isoprenalin nachweisen. Dabei war dieser bei einer
prolongierten Isoprenalinstimulation wahrend der Ischamie bei gleicher Isoprenalinkon-
zentration schwacher ausgepragt. Eine Erklarung hierflr kdnnte in einer zeitabhangi-
gen B-Adrenozeptorenaktivierung liegen. Die kurze pra-ischamiggiferenozeptor-
stimulation scheint eine weniger starke protektive Wirkung als die prolongierte Isoprena-
linstimulation zu haben.

Die hier dargestellten Ergebnisse deuten darauf hin, dasgBefkdrenozeptordesen-
sibilisierung durch ein IPoC antagonisierbar ist. Nachdenmpdfdrenozeptoren durch
eine prolongierte intra-isch&mische Isoprenalinstimulation desensibilisiert worden sind,
wurde durch ein nachfolgendens IPoC Ai&drenozeptorfunktion nach 30 Minuten Re-
perfusion wiederhergestellt. Wie schon in Schreckenberg et al. (2009) anhand des PTHrP-
Rezeptors gezeigt, resensibilisiert ein IPoC desensibilisierte G-Protein-gekoppelte Re-
zeptoren. Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass ein IPoC desensilfsligidreno-
zeptoren wieder sensibilisieren kann.
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4 Diskussion

4.4 Einfluss einer [-Adrenozeptorblockade auf den

Reperfusionsschaden

Um zu klaren, ob die durch Isoprenalin vermittelte Protektion auf einer Stimulati-
on der B-Rezeptoren beruht, wurde Isoprenalin zusammen mit Atenolol, eifiem
Adrenozeptorblocker, pra-ischamisch eingewaschen. Es zeigte sich, dass durch Atenolol
die durch Isoprenalin induzierte Kardioprotektion vollstandig aufgehoben wurde.

Dies steht im Einklang mit den Ergebnissen von Miyawaki u. Ashraf (1997a), wonach
eine B-Adrenozeptorblockade ebenfalls die protektiven Effekte von Isoprenalin verhin-
derte. Frances et al. (2003) konnten zeigen, dass Atenolol, aber nicht IG511&in
selektiverf,-Blocker, eine Isoprenalin-induzierte Kardioprotektion verhindern konnte.
Wahrend bei Frances et al. (2003) zwischen Isoprenalinstimulation und Indexischamie
15 Minuten lagen, haben wir in unserer Arbeit vor der Indexischamie keine zeitliche Ver-
z6gerung durchgefuhrt. Wie bereits in Kapitel 4.2 diskutiert, ist diese Zeitdifferenz nicht
zur Induktion der Kardioprotektion notig. Es lie3 sich keine Abhangigkeit von der zeit-
lichen Applikation dei3-Adrenozeptorblockade in der Hemmung der Kardioprotektion
im Vergleich unserer Daten mit den Daten von Miyawaki u. Ashraf (1997a) und Frances
et al. (2003) finden.

Lochner et al. (1999) haben nachweisen kdnnen, dass auch ein IPC durclf3einen
Adrenozeptorblocker verhindert werden kann. In den letzten Jahren haben sich Hinweise
ergeben, dass die beiden vorherrschenglekdrenozeptor-Subtypefi; und 3, gegen-
satzliche Effekte bewirken (Xiao et al. 2004). Vittone et al. (2006) konnten zeigen, dass
eine Hemmung deB;-Adrenozeptoren die Protektion durch ein IPC aufhebt. In unserer
Arbeit konnten wir diese Funktion d¢&-Subtyps auch bei einem pharmakologischen
Preconditioning bestatigen.

Weiterhin wurde untersucht, ob eine alleinige Bindung eines LigandgAdreno-
zeptoren zur Protektion ausreichend ist. Hierzu wurde Atenolol in verschiedenen Kon-
zentrationen pra-ischamisch eingewaschen und erst wahrend der Reperfusion ausgewa-
schen. Hier zeigte sich wie erwartet keine Veranderung der post-ischamischen kardialen
Funktion im Vergleich mit den Kontrollen. In Bezug auf die post-ischamische Arrhyth-
mieneigung liel3 sich eine etwas hohere Inzidenz durch @iAelrenozeptorblockade
nachweisen. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit der Studie von Tolg et al. (1997),
die ebenfalls keine Reduktion post-ischdmischer Arrhythmien durch InhibitiorBvon
Adrenozeptoren durch Atenolol und Timolol nachweisen konnten. Wie bereits in 3.2.2
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4 Diskussion

dargestellt, resultiert eine niedrig dosieBtéddrenozeptoraktivierung in einer Reduktion
fataler post-ischdmischer Arrhythmien.

Zusammenfassend ist fur die Induktion kardioprotektiver Effekte eine Aktivierung von
B-Adrenozeptoren notwendig. Eine alleinige Bindung eines Liganden an den Rezeptor
bewirkt hingegen keine post-ischdmischen funktionellen Veranderungen.

4.5 Schlussfolgerung

Die hier vorgelegten Ergebnisse zeigen, dass eine pra-ischamsétueenozeptor-
Aktivierung durch Isoprenalin schon in geringen Konzentrationen das Myokard effektiv
vor dem Reperfusionsschaden schitzt, ohne dass ein energetischer oder hamodynami-
scher Stress auf die Kardiomyozyten einwirken muss. Weiterhin ist es nicht notwendig,
dass sich das Myokard von dBrAdrenozeptoraktivierung ,erholt®, damit die kardio-
protektiven Effekte auftreten kénnen. Ein ischAmisches Postconditioning beeinflusst die
B-Adrenozeptorkopplung.

65



5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss v@rAdrenozeptorstimulation auf den
myokardialen Reperfusionsschaden am Modell des isoliert salin perfundierten Rattenher-
zens untersucht.

Isoprenalin, ein nicht selektivg®-Adrenozeptoragonist, wurde pra-ischamisch dem
Perfusat hinzugegeben. Nach 45 Minuten globaler Ischamie wurde wahrend 90 Minuten
Reperfusion die myokardiale Funktion anhand kardiodynamischer Parameter (Herzfre-
guenz, linksventrikular entwickelter Druck, Doppelprodukt, linksventrikularer enddias-
tolischer Druck, Perfusionsdruck,dP/dt) ermittelt.

Es ist bekannt, dass durch pra-ischamisch appliziertes Isoprenalin ein protektiver Ef-
fekt auf die post-ischdmische Funktionserholung erreicht werden kann. Es konnte ge-
zeigt werden, dass dieser Effekt schon bei hAmodynamisch nicht relevanten Konzentratio-
nen auftritt. Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dass eine nigdAgieenozeptor-
aktivierung pra- und intra-ischamisch mit einer héheren post-ischdmischen Funktionser-
holung einhergeht, als dies bei einem klassisgh&drenozeptor getriggerten Precondi-
tioning der Fall ist. Um Kardioprotektion durgBrAdrenozeptorstimulation zu induzie-
ren, ist kein préa-ischamisches Auswaschen des Isoprenalins nétig.

Das Ausmal} der funktionellen Kardioprotektion war konzentrationsabhangig. Hamo-
dynamisch wirksame Isoprenalinkonzentrationen fiihrten zu keiner weiteren Verbesse-
rung der myokardialen Funktion. Die durch Isoprenalin erreichte Kardioprotektion konn-
te durch Atenolol, einenB-Adrenozeptorblocker, unterdrickt werden.

Kurze Isoprenalinstimulationen fuihrten zu keiner Desensibilisierung3e&dreno-
zeptoren. Auch konnte gezeigt werden, dass eine Ischamie von 45 Minuten Dauer zu
keiner Desensibilisierung d@-Adrenozeptoren fihrte.

Durch hohe Isoprenalinkonzentrationen wahrend der Ischamie kam es zu einer Desen-
sibilisierung vonB-Adrenozeptoren. Durch ein ischamisches Postconditioning liel3 sich
diese Desensibilisierung wieder aufheben.

Diese Arbeit zeigt, dass eine pra-ischamisghédrenozeptorstimulation, als eine
Form des pharmakologischen Preconditioning, keine Abwandlung des klassischen is-
chamischen Preconditioning darstellt, indem es durch hdmodynamischen oder energe-
tischen Stress dieses imitiert, sondern eine eigenstandige Form des Preconditioning ist.
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6 Summary

In the present study the influence@fadrenoceptor stimulation on myocardial reperfu-
sion injury was explored. Experiments were performend ex vivo in saline perfused rat
hearts.

Hearts were preischemic exposed to isoprenaline, a non-sel@ectideenoceptor ag-
onist. After 45 minutes of global ischemia and during 90 minutes of reperfusion the
myocardial function was examined with hemodynamical parameters. Left ventricular de-
veloped pressure (LVDP), heart rate, rate pressure product, left ventricular enddiastolic
pressure, perfusion pressure andP/dt were analyzed.

It is well known, that isoprenaline given prior to ischemia exerts a protective effect
on postischemic function. The present study shows that this effect takes place in hemo-
dynamical non-relevant concentrations. Furthermore, a low pre- and intraiscfBemic
adrenergic activation attenuated the postischemic ventricular dysfunction on a higher
level in comparision with a classicBladrenergic preconditioning. To induce cardiopro-
tection with 3-adrenoceptor stimulation, no preischemic wash-out of isoprenaline was
needed.

The dimension of functional cardioprotection depends on concentration. Concentra-
tions high enough to improve LVDP in normoxic hearts did not improve postischemic
recovery. The effect on functional recovery was attenuated by atenolol, a sefgctive
adrenergic blocker.

Neither short stimulations with isoprenaline nor 45 minutes of ischemia desensitized
the B-adrenoceptors.

High concentrations of isoprenaline during ischemia induced desensitizatifn of
adrenoceptors. Ischemic postconditioning rest@raeslrenoceptor coupling.

This study shows that preischenficadrenoceptor stimulation as a pharmacological
preconditioning protocol does not simply mimic classical ischemic preconditioning by
induction of hemodynamic or energetic stress prior to a prolonged ischemic period. Itisa
highly specific form of preconditioning linked to a direct stimulatiorBeddrenoceptors.
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