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| Einleitung

I.1 Herz-Lungen-Maschine

I.1.1 Entwicklung und Bedeutung der Herz-Lungen-Mas  chine

Die extrakorporale Zirkulation und der kardiopulmonale Bypass, durchgefiihrt unter
Verwendung der Herz-Lungen-Maschine, sind seit tGber 50 Jahren ein fester Bestandteil der
herzchirurgischen Praxis. Durch die von John H. Gibbon entworfene und am 06. Mai 1953
erstmals erfolgreich eingesetzte Herz-Lungen-Maschine wurden Operationen am offenen
Herzen mdglich, die zuvor nicht denkbar waren, so zum Beispiel die Korrektur der
Fallot'schen Tetralogie oder von ventrikularen und atrialen Septumdefekten (Nolan et al.,
1997; Cooley und Frazier, 2000).

Durch stetige Verbesserungen auf dem Gebiet der Diagnose und praoperativen
Vorbereitung, durch die Einfihrung einer einheitlichen Antikoagulation und einer
verbesserten postoperativen Versorgung erhielt die Herzchirurgie einen Aufschwung am
Ende der 50er und Anfang der 60er Jahre (Cohn, 2003). Zu den folgenden
Weiterentwicklungen zahlten zudem der Einsatz des Membranoxygenators anstelle des
~bubble-oxygenators” und eines Filters fir Luftblasen, was zu einer deutlichen Reduktion von
Gas-Embolien fiihrte (Edmunds, 2003). Eine Grundfillung der HLM ohne Bedarf an
Fremdblut vereinfachte die Benutzung (Cooley und Frazier, 2000) und die Entwicklung
kardioplegischer Lésungen erméglichte die Myokardprotektion wahrend des KPB.

Aufgrund all dieser Neuerungen ist die Mortalitdt des kardiopulmonalen Bypasses in den
vergangenen Jahrzehnten enorm gesunken (Nolan et al., 1997).

Dennoch wird weiterhin eine erheblich eingeschrankte Myokardfunktion nach der
extrakorporalen Zirkulation beobachtet. Schon in den 70er Jahren war man sich der
schadigenden Wirkung der Oberflachen der Herz-Lungen-Maschine mit Aktivierung des
Gerinnungssystems und einer systemischen Entzindungsreaktion bewusst, welche bis
heute Gegenstand der Forschung sind und in groRem MalRe zur Morbiditat und Mortalitéat
nach herzchirurgischen Eingriffen beitragen (Kirklin et al., 1983; Wan et al., 1997; Parparella
et al., 2002.).

Zudem beeinflusst die Aufeinanderfolge von Ischamie und Reperfusion beim
kardioplegischen Herzstillstand wé&hrend der extrakorporalen Zirkulation, welcher ein
entscheidender Faktor flr prazises chirurgisches Arbeiten ist, die kontraktile myokardiale
Funktion betrachtlich (Vinten-Johansen et al., 1993; Gross et al., 1999; Zahler et al., 1999).
Die hier zugrunde liegenden Mechanismen sind nur teilweise geklart und muissen zur
Entwicklung neuer therapeutischer Ansatze und technischer Verbesserungen weiterfihrend

am Modell untersucht werden.
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Die Verwendung der Herz-Lungen-Maschine wird trotz der Weiterentwicklung minimal-
invasiver und endovaskularer Techniken auch in den nadchsten 20-30 Jahren ein fester
Bestandteil der Herzchirurgie bleiben und somit wird auch weiterhin die Minimierung der
postoperativen Risiken durch Grundlagenforschung am Tiermodell von enormer Bedeutung

sein.

1.1.2 Aufbau und Funktion der HLM

Die Herz-Lungen-Maschine ersetzt voribergehend die Pumpfunktion des Herzens und die
Gasaustauschfunktion der Lunge. Begrifflich unterschieden werden hierbei:
die ,extrakorporale Zirkulation* (EKZ) = partieller Bypass, Kreislaufunterstiitzung durch die
HLM ohne Umgehung von Herz und Lunge und
der ,kardiopulmonale Bypass* (KPB) = totaler Bypass, alleinige Blutzirkulation durch die HLM
ohne Blutfluss Uber Herz und Lunge (Lange, 2001).
Die standardmafRig in der Herzchirurgie verwendete HLM besteht aus einer vendsen
Ableitung, einem vendsem Reservoir, einer Rollerpumpe, einem Membran-Oxygenator mit
Gasaustauschfunktion und Warmetauscher, einem arteriellen Filter und einer arteriellen
Zuleitung. Kandliert fir Zu- und Ableitung werden je nach Operationsverfahren entweder A.
und V. femoralis (bei minimal-invasiven Eingriffen, bei Aneurysmen der Aorta im
Kandlierungsbereich, bei Reoperationen oder akuter Blutungsgefahr) oder Aorta ascendens
und V. cava superior und inferior bzw. rechter Vorhof bei den Standardeingriffen (Lorenz und
Erhardt, 2002). So kann das vendse Blut Uber eine Leitung der Schwerkraft folgend ins
Reservoir flieBen. Von dort wird es mittels der Rollerpumpe zum Oxygenator transportiert,
wo es mit Sauerstoff angereichert, CO, eliminiert und die Temperatur reguliert wird. Danach
gelangt es durch den arteriellen Filter zuriick ins arterielle Gefa3system.
Zusammenfassend ubernimmt die Herz-Lungen-Maschine somit folgende Funktionen des
kardiopulmonalen Systems:

1. Zirkulation des Blutes durch die Rollerpumpe (Funktion des Herz-Kreislaufsystems)

2. Elimination von Kohlendioxid und Anreicherung des Blutes mit Sauerstoff durch den

Oxygenator (Funktion der Lunge) und

3. Warmeregulation durch den Warmeaustauscher (Lauterbach, 2002).

[.1.2.1 Schlauchsystem

Das Schlauchsystem der Herz-Lungen-Maschine besteht aus industriell gefertigten
Silikonschlauchen, welche die einzelnen Komponenten der HLM untereinander verbinden.

Standardmafig werden flr die arterielle Linie Schlauche mit einem Durchmesser von 0,95
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cm und fUr die vendsen Leitungen mit einem Durchmesser von 1,27 cm verwendet. Die
Gesamtlange der Schlauche variiert je nach Operationsfeld und -technik, sodass in
Kombination mit dem Membranoxygenator ein Gesamtfillungsvolumen von 1000-2000 ml

erreicht wird (Lauterbach und Meyer, 2002).

1.1.2.2 Venoses Reservoir

Das vendse Reservoir dient dem Ausgleich von Volumenschwankungen wahrend der EKZ.
Uber eine Leitung mit separater Rollerpumpe, Partikelfilter und Entschaumer ist zusétzlich
ein Sauger mit dem Reservoir verbunden, sodass auch das Blut aus dem Operationsbereich
Uber die Herz-Lungen-Maschine rezirkuliert werden kann. Zur Vermeidung von Luftembolien
wird der Flissigkeitspegel im ventsen Reservoir kontrolliert und bei einem Abfall unter einen

definierten Minimalspiegel Alarm gegeben (Lauterbach, 2002).

1.1.2.3 Rollerpumpe

Die Rollerpumpe besteht aus einem halbrundem Gehéuse, durch das ein Silikonschlauch
gefuhrt wird, und mehreren, an einem Kolben befestigten Rollen, die durch permanente
Rotation den Schlauch intermittierend komprimieren und somit das darin enthaltene Blut
fortbewegen.

Im Gegensatz zur Zentrifugalpumpe, bei der der Blutstrom durch die Zentrifugalkraft eines
rotierenden Kreisels bewegt wird, ist die Rollerpumpe wieder verwendbar, weniger
kostenaufwandig und wird bei Standardeingriffen daher haufiger eingesetzt. Bei
Pumpenstillstand oder Gegendruck wirkt die Rollerpumpe durch die den Schlauch
komprimierenden Rollen okklusiv, sodass kein Ruckfluss moglich ist, was bei der
Zentrifugalpumpe auftreten kann (Lange, 2001; Lauterbach, 2002).

Allerdings fordert die Rollerpumpe im Gegensatz zur Zentrifugalpumpe alle Komponenten im
Blut, so z.B. auch Lulft.

In klinischen Studien zeigte sich ein Vorteil der Zentrifugalpumpe gegentuber der
Rollerpumpe lediglich bei Eingriffen mit EKZ-Zeiten von mehr als vier Stunden hinsichtlich

Hamolyserate und Postperfusionssyndrom (Lauterbach, 2002; Schmid, 2006).

I.1.2.4 Membranoxygenator und Warmetauscher

Der Oxygenator dient in der extrakorporalen Zirkulation der Anreicherung des Blutes mit
Sauerstoff und der Elimination von Kohlendioxid. Standardmé&Rlig werden in der heutigen

herzchirurgischen Praxis Membranoxygenatoren eingesetzt, da die friiher verwendeten
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Blasenoxygenatoren durch die Bildung von Mikro-Blasen und durch den direkten Blut-Gas-
Kontakt ein erhdhtes Gefahrdungspotential fir den Patienten hinsichtlich des Auftretens
eines Apoplex und des Kontaminationsrisikos darstellen (Schmid, 2006).

Im Membranoxygenator sind Blut und Gas durch die Membran voneinander getrennt. Das
Blut wird durch ein kapillares Hohlfasersystem geleitet und der Gasaustausch erfolgt mittels
Diffusion von O, und CO, entlang eines Konzentrationsgradienten tiber die Membran (Lange,
2001; Lauterbach, 2002).

Einen weiteren Vorteil des Membranoxygenators stellt das geringere Fillvolumen dar
(Schmid, 2006).

Der Warmeaustauscher ist hdufig an der Eingangsseite in den Oxygenator integriert. Das in
der Herz-Lungen-Maschine zirkulierende Blut und entsprechend temperiertes Wasser flie3en
hier Uber ein unmittelbar nebeneinander liegendes Zweikammersystem. Der
Warmeaustausch findet Uber die Oberflachen des Systems statt und ermdglicht sowohl eine

Abkuhlung als auch Erwarmung der Kérpertemperatur (Lauterbach, 2002).

1.1.2.5 Arterieller Filter

Der arterielle Filter, welcher der Elimination von Mikropartikeln aus dem zirkulierenden Blut
dient, wird standardmaflig mit einer PorengroRe von 20-40 um verwendet. Die
Filteroberflache sollte einen Blutfluss von 6-7 I/min ermdglichen.

Mikropartikel entstehen durch Lufteintritt ins Perfusionssystem, durch Fremdeinbringung von
autologen und fremden Materialien aus dem Operationsbereich, durch Zellaggregation oder

Fibrinbildung und durch Fremdpartikel aus dem Herstellungsprozess (Bock, 2002).

1.1.2.6 Priming, Fillungsvolumen, Sollfluss

Die Grundfullung der Herz-Lungen-Maschine, auch Priming genannt, setzt sich aus
folgenden Komponenten zusammen: eine kristalloide, blutisotone Ldsung wird mit
Natriumbikarbonat zur Pufferung, mit kolloidalen Lésungen zur Prévention der Odembildung,
mit Mannit zur Férderung der Diurese und gegebenenfalls mit Heparin, v.a. bei zusatzlicher
Verwendung von Blutkonserven, versetzt (Schelkle und Goritz, 2002).

(Standard-Priming des Deutschen Herzzentrums Miunchen: 1500 ml Ringer-Lactat versetzt
mit 20%iger Mannitol-Losung, Inzolen® (kaliumhaltig), Natriumhydrogencarbonat-L&sung
8,4% und 5000 IE Heparin).

Blutkonserven sollten dem Priming zugeflgt werden, wenn der Hamatokrit wahrend der

Operation auf Werte unter 20-25 % bzw. der Hamoglobinwert auf unter 7 g/dl abféallt.
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In der Erwachsenen-Herzchirurgie wird ein Flllungsvolumen von 1000-2000 ml verwendet
(Christiansen, 2006).

Die Grundfillung der HLM wird vor Einsatz am Patienten einige Minuten in der Maschine
zirkuliert. Hierbei enthalt das Schlauchsystem einen zusatzlichen Filter zur Entfernung von
Fabrikationsrickstdnden, der vor Anschluss der HLM an das Herz-Kreislaufsystem des
Patienten entfernt wird.

Der angestrebte Sollfluss der extrakorporalen Zirkulation liegt bei 2,4 |/min/m? und wird
patientenspezifisch nach Korperoberflache berechnet. Unter Narkose sollte der arterielle
Mitteldruck 40-60 mmHg betragen (Schelkle und Goritz, 2002; Schmid, 2006).

1.1.2.7 Hypothermie

Die Hypothermie, unterteilt in:

- mild = 32-35TC,

- moderat = 26-317C,

- tief = 20-25C und
- profund =< 207,

wird in der Herzchirurgie eingesetzt um eine Verlangerung der Ischamietoleranz der Organe
zu erreichen. Die Geschwindigkeit von Stoffwechselprozessen nimmt bei Abkihlung graduell
ab, ATP wird langsamer verbraucht und damit der Sauerstoff- und Substratbedarf reduziert.
Eine Temperaturminderung um 10T erniedrigt den Sau erstoffoedarf um 50 % (Reichart,
1996; Lange, 2001; Benk et al., 2006).

Das Flussvolumen kann in Hypothermie reduziert werden und ermdglicht eine bessere
Ubersichtlichkeit des Operationsgebietes (Lange, 2001; Schelkle und Goéritz, 2002).
Standardeingriffe werden wegen des in Hypothermie erhdhten Blutungsrisikos heute in
milder Hypothermie durchgefihrt, welche durch passive Kihlung tber den Warmetauscher
der EKZ und durch die Kardioplegiegabe und Oberflachenkiihlung des Herzens erreicht wird
(Schelkle und Goritz, 2002). Ist eine Ischamiezeit von langer als einer Stunde geplant, ist
eine moderate Hypothermie, bei Aortenbogeneingriffen meist eine tiefe Hypothermie
erforderlich (Schmid, 2006).

I.1.2.8 Heparin und Protamin

Vor Beginn der extrakorporalen Zirkulation wird zur Vermeidung von Thrombenbildung eine
Vollheparinisierung des Patienten vorgenommen. Um eine ,activated clotting time* (ACT)

von 350-450 sec zu erreichen werden ca. 200-400 IE Heparin pro Kilogramm Korpergewicht
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verabreicht. Ein Teil des Heparins kann auch dem Priming der Herz-Lungen-Maschine
zugefigt werden (Schelkle und Gdaritz, 2002).

Die Antagonisierung des Heparins mit Protamin nach Beendigung der extrakorporalen
Zirkulation sollte im Verhaltnis 1 : 1 erfolgen (Schmid, 2006).

I.1.3 Pathophysiologie der extrakorporalen Zirkulat  ion

Schon seit Langem ist bekannt, dass bei herzchirurgischen Operationen mit Verwendung der
Herz-Lungen-Maschine verschiedene Entziindungsprozesse ausgeldst werden, welche
postoperativ zu einer eingeschrankten Funktion des Herzens fihren. Dazu tragen sowohl
das operative Trauma, als auch kunstliche Oberflachen der HLM, durch die mechanische
Pumpe erzeugte Scherkrafte, Temperaturveranderungen und pharmakologische
MalRnahmen wie auch die Ha&modilution bei (Edmunds, 1998; Asimakopoulos, 2001;
Ensminger et al., 2006). Die zuséatzlich auftretenden Verdnderungen durch Ischdmie und
Reperfusion, erzeugt durch den kardioplegischen Herzstillstand, werden weiter unten im Text
besprochen.

Neben der Herzfunktion sind nach Eingriffen am KPB voribergehend auch die Funktion von
Lungen, Gehirn, Nieren, Leber und Pankreas beeintrachtigt (Edmunds, 1998; Asimakopoulos
et al., 2001; Parparella et al., 2002; Levy und Tanaka, 2003). Als Maximal-Form der
systemischen Entziindungsreaktion kann es zu einer generalisierten Entziindung kommen,
welche auch als SIRS (= systemic inflammatory response syndrom) bezeichnet wird (Levy
und Tanaka, 2003; Ensminger et al., 2006).

Bislang wurden folgende Entziindungsprozesse, ausgeldst durch Operationen mit HLM,
ausfihrlicher untersucht:

- Die Aktivierung des Komplementsystems durch Heparin-Protamin-Komplexe und
Uber den Kontakt mit den kinstlichen Oberflachen, vermittelt durch das Kinin-
Kallikrein-System (Edmunds, 1998; Parparella et al., 2002).

- Die Sekretion von proinflammatorischen (IL-8, TNF-a) und antiinflammatorischen
Zytokinen (IL-10) vermittelt durch den Transkriptionsfaktor NFkB (Parparella et al.,
2002).

- Die Aktivierung von neutrophilen Granulozyten und Mastzellen, welche Mediatoren
und zytotoxische Stoffe freisetzen (Edmunds, 1998; Levy und Tanaka, 2003).

- Die Aktivierung von intrinsischer und extrinsischer Gerinnung und Fibrinolyse durch
Oberflachenkontakt (Edmunds, 1998; Ensminger et al., 2006).

- Die Produktion von vasoaktiven und zytotoxischen Substanzen und das Entstehen
von Mikroemboli, welche ebenfalls mit der Morbiditdt nach KPB assoziiert sind
(Edmunds, 1998).
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|.2 Kardioplegie

Fur viele herzchirurgische Eingriffe, wie z.B. Bypass-Operationen, Klappenrekonstruktionen
oder Korrekturen angeborener Fehlbildungen, ist eine Operation am ruhiggestellten Herzen
Standard und notwendig fur ein prazises und erfolgreiches Operieren. Zusatzlich ist fur eine
gute Ubersichtlichkeit des Operationsgebietes eine Blutleere des Herzens erforderlich. Diese
beiden Aufgaben kénnen durch die Kardioplegie erflillt werden, welche au3erdem das Herz

in der Phase des Stillstandes vor destruktiven Einflissen schitzen soll (Nicolini et al., 2003).

1.2.1 Prinzipien der Kardioplegie

Die Kardioplegie wird definiert als ,kunstlich induzierter reversibler Herzstillstand bei
Operationen am offenen Herzen* (Pschyrembel, 2002). Sie kann ischdmisch, hypotherm
oder mit einer kardioplegischen Losung durchgefuhrt werden.

Der Herzstillstand, der mittels einer alleinigen Myokardisch&dmie durch Querklemmung der
Aorta herbeigefuhrt wird, intermittierend durch das Offnen der Aortenklemme unterbrochen,
fuhrt zu einem ischamischen Kammerflimmern des Herzens. Dabei ist das Herz allerdings
nicht vor schadlichen Stoffwechselvorgangen geschitzt und ein Myokardversagen tritt haufig
als Folge auf (Cordell, 1995; Martin et al., 2006).

Die Hypothermie als Mdéglichkeit zur Verlangerung der Ischamietoleranz des Herzens wurde
bereits 1950 beschriecben (Bigelow et al., 1950). Sie fiuhrt zu einem verringertem
Sauerstoffbedarf des Myokards (Nicolini et al., 2003). Zunachst wurde die Hypothermie
durch Spllung des Perikardbeutels mit kalter Kochsalzlésung erzeugt (Shirioshi, 1999). Der
hypotherme Herzstillstand kann aber auch durch die Perfusion der Koronararterien mit kalten
kristalloiden Losungen erreicht werden, welche zusatzlich die myokardiale Enzymaktivitat
hemmen und eine gute Ubersicht des Operationsgebietes ermdglichen (Cohen et al., 1999).
Die Entwicklung unterschiedlicher kardioplegischer Lésungen begann mit der Beschreibung
des durch Kaliumcitrat herbeigefiinrten Herzstillstandes durch Melrose im Jahr 1955
(Shiroishi, 1999; Martin et al., 2006). Die kaliumhaltige kardioplegische Lésung ist auch
heute ein Standard zur Myokardprotektion (Robinson et al., 1995; Chambers, 2003). Dabei
fuhrt die Erh6hung des extrazelluldaren Kaliums zu einer Depolarisierung der Myokardzelle
und einer Inaktivierung der schnellen Natriumkanale, sodass keine Aktionspotentiale mehr
zustande kommen und das Herz innerhalb kirzester Zeit stillsteht (Chambers, 2003).
Verwendung finden kristalloide Losungen, wie z.B. die aus mehreren Komponenten
bestehende Brettschneider-Losung oder die St.-Thomas-Losung Nr. 2, und die
Blutkardioplegie, in welcher Blut in einem Verhéltnis von 1:4 mit einer kristalloiden Losung
gemischt wird (Martin et al., 2006). Durch die Blutkardioplegie, eingefiihrt von Buckberg und

Kollegen, wird die anaerobe Laktat-Produktion reduziert, eine bessere Sauerstoff-Transport-
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Kapazitat gewahrleistet und mehr ATP bereitgestellt als bei Verwendung von kristalloiden

Losungen (Cohen et al., 1999).

In der heutigen Praxis wird eine Kombination der Techniken verwendet. Zum Operieren am
blutleeren Herzen wird die Aorta mit einer Klemme verschlossen und damit eine absolute
Ischamie erzeugt. Der Herzstillstand wird mit der Perfusion der Koronararterien mit einer
kalten (4-10<C) kardioplegischen Losung eingeleitet (Lange, 2001). Die Blutkardioplegie wird
gegenuber der kristalloiden Lésungen bevorzugt verwendet (Robinson et al., 1995; Martin et
al., 2006). Eine moderate systemische Hypothermie und das Kihlen des Herzmuskels mit
Eiswasser sorgen fir einen zusétzlichen Schutz des Myokards. Insgesamt kann durch die
Reduktion der Stoffwechselvorgange und damit durch die Verminderung einer
Gewebsazidose die Ischamiezeit des Myokards von 15-20 Minuten bei alleinigem,
intermittierendem Querklemmen der Aorta auf zwei Stunden verlangert werden (Lange,
2001).

1.2.2 Ischamie und Reperfusion

Trotz der Verwendung verschiedener kardioplegischer Lésungen zum Erzielen eines
Herzstillstandes unter Myokardprotektion sind diese nur bedingt kardioprotektiv. Sowohl die
induzierte Ischamie als auch die darauf folgende Reperfusion des Herzens fiihren zu einer
Vielzahl pathologischer Vorgange im Myokard und damit einer eingeschrankten Herzfunktion
nach kardiopulmonalen Bypass. In der Literatur wurde fiir diese voriibergehende systolische
und diastolische kontraktile Dysfunktion nach Ischamie und Reperfusion der Begriff des
.,myoakrdialen Stunnings® gepragt (Vinten-Johansen und Nakashini, 1993; Gross et al.,
1999; Buckberg, 2003; Liakopoulos, 2005). Die Pathogenese des myokardialen Stunnings ist
jedoch noch nicht vollstandig geklart. Als zugrunde liegende Reaktionen werden
schwerpunktmallig ein voribergehender Kalziumiberschuss wéahrend der Reperfusion und
die Freisetzung von Sauerstoffradikalen diskutiert (Bolli und Marban, 1999), wodurch weitere
Prozesse initiiert werden, unter anderem die Aktivierung der Matrix-Metalloproteinasen
(Siwik et al., 2001).

|.3 Kleintiermodell der HLM

1.3.1 Vorteil des Kleintiermodells

Durch Modelle an verschiedenen Tieren, wie z.B. Schweinen, Schafen oder Kaninchen,
wurde die experimentelle Grundlagenforschung zu den Folgen von extrakorporaler

Zirkulation und Ischamie und Reperfusion in vivo erméglicht (Hiramatsu et al., 1997; Kim et
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al., 1999). Allerdings sind Modelle an groRen Tieren mit einem hohen Kostenaufwand,
grollem personellen Bedarf und entsprechend aufwendiger Laborausriistung und
Réaumlichkeiten verbunden (Ballaux et al., 1999; Fabre et al., 2001; Mackensen et al. 2001;
You et al., 2005; Dong et al., 2005).

Eine gute Alternative bietet daher das Kleintier-Modell der Herz-Lungen-Maschine an der
Ratte, welches bereits 1968 erstmalig verwendet wurde (Popovic et al., 1968). Auch im
Deutschen Herzzentrum Minchen wurde bereits Ende der 60er Jahre eine Herz-Lungen-
Maschine fir Ratten entwickelt, welche unserem aktuellen Modell als Grundlage diente
(Mendler et al., 1969).

1.3.2 Aktuelle Modelle und Probleme

Die HLM-Modelle an der Ratte wurden stetig weiterentwickelt und verbessert, sodass mit
diesem in-vivo-Modell Fragestellungen praxisorientierter beantwortet werden konnen als
durch Versuche am isolierten Praparat. Allerdings zeigen viele Kleintiermodelle immer noch
verschiedene Schwachpunkte, die eine Ubertragbarkeit der Ergebnisse in die klinische
Routine erschweren. So erfordern die meisten Versuchsanordnungen grofe Mengen an
Priming-Volumen und sind auf das Fremdblut einer ,Spenderratte” angewiesen (Fabre et al.,
2001; Grocott et al.,, 2001; Mackensen et al., 2001; Dong et al., 2005). Andere Modelle
ermdglichen nur einen partiellen Bypass, da der angestrebte Sollfluss der extrakorporalen
Zirkulation nicht erreicht wird (Sasaki et al., 1996; Fabre et al., 2001). In den
weiterentwickelten und Klinisch relevanteren Modellen wurde bislang noch Kkein
kardioplegischer Herzstillstand durchgefihrt (Hamamoto et al., 2004; You et al., 2005;
Jungwirth et al., 2006). Die Etablierung dieser Technik ist jedoch eine wichtige
Voraussetzung zur Untersuchung des Ischdmie- und Reperfusions-Schadens nach

kardiopulmonalem Bypass.

|.4 Matrix-Metalloproteinasen

I.4.1 Grundlagen

Neben der anatomsich-makroskopischen Untergliederung des Herzmuskels in Peri-, Epi-
und Endokard wird auch eine histologisch-mikroskopische Einteilung vorgenommen, in
welcher zellulare und extrazellulare Bestandteile unterschieden werden. Im Herzmuskel
auffindbare Zellen sind vor allem Kardiomyozyten, sowie Endothelzellen, Fibroblasten und
glatte GefalBmuskelzellen, aber auch Mastzellen und Makrophagen sind vorhanden.

Der Hauptbestandteil der extrazellularen Matrix ist das Kollagen, welches zusammen mit

anderen Strukturproteinen wie dem Elastin und Adhasionsproteinen, wie z.B. Fibronektin und
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Laminin, ein Netzwerk bildet. Neben diesen Faserproteinen finden sich Proteoglykane,
bestehend aus an Proteine gekoppelten Polysacchariden (Mann und Spinale, 1998;
McDonnell et al., 1999; Hamacher et al., 2004). Die extrazellulare Matrix erhalt die
Anordnung der Kardiomyozyten aufrecht, verbindet Zellen und GefélRe untereinander und
tragt zur Kontraktion und Relaxierung des Herzmuskels bei (Heeneman et al., 2003). Sie ist
einem standigem Auf- und Abbau unterworfen, welche physiologischerweise miteinander im
Gleichgewicht stehen.

Am Umbau der extrazellularen Matrix sind neben anderen Proteasen auch die Matrix-
Metalloproteinasen beteiligt, welche als zinkabhangige Endopeptidasen klassifiziert werden
(McDonnell et al., 1999; Hamacher et al., 2004; Chen et al., 2005). Nach Art des verwerteten
Substrates werden die Matrix-Metalloproteinasen in die Untergruppen der Kollagenasen
(MMP-1, -8, -13 und -18), Gelatinasen (MMP-2 und -9), Stromelysine (MMP-3 und -10),
Matrilysine (MMP-7 und -26) und andere MMP's eingeteilt (Woessnher, 1994; Visse und
Nagase, 2003). Bei diesen erstmalig 1962 beschriebenen Enzymen werden Uber 20 Arten
unterschieden (Woessner, 1994; Visse und Nagase, 2003; Lindsey, 2004), welche in
verschiedensten Gewebearten und damit unterschiedlichen Krankheitsprozessen eine Rolle
spielen. Sie sind physiologischerweise z.B. an der Embryogenese, Angiogenese und an
Entzindungsprozessen beteiligt (Woessner, 1994; McDonnell et al., 1999, Lindsey, 2004).
Bei Aktivitatsverlust oder -zunahme kdnnen pathologische Prozesse wie Arthritis, Tumore,
Arteriosklerose, Aneurysmen oder Fibrose entstehen (McDonnell et al., 1999; Visse und
Nagase, 2003; Nagase et al., 2006).

Synthetisiert und sezerniert werden die Matrix-Metalloproteinasen von verschiedenen Zellen
als inaktive Vorstufen (pro-MMP), welche durch proteolytische Spaltung, durch
Sauerstoffradikale oder auch durch Plasmin aktiviert werden (Mann und Spinale, 1998; Visse
und Nagase, 2003).

1.4.2 Funktion der Matrix-Metalloproteinasen im Myo  kard

Am Herzen flhrt bereits eine geringe Zunahme an Kollagen zu einer erhdhten systolischen
und diastolischen Steifheit des Myokards, wohingegen eine Abnahme von Kollagen, durch
vermehrten Abbau oder eingeschrankte Synthese, zu einer Dilatation oder auch Ruptur des
Herzmuskels fuhren kann (Cleutjens, 1996). Zu den Kollagen-verwertenden Proteasen im
Herzmuskel z&ahlen vor allem die Matrix-Metalloproteinasen-2 und -9, welche auch als
Gelatinase A und B bezeichnet werden (Woessner, 1994; McDonnell et al., 1999). Diese
werden in den endokardialen und subendokardialen Schichten und im Interstitium des
Myokards gefunden (Cheung et al., 2000) und wurden dort erstmalig 1975 von Montfort und

Pérez-Tamayo nachgewiesen.
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Der Umbau der Extrazellularmatrix durch Matrix-Metalloproteinasen ist im Rahmen von
kardialen Erkrankungen, wie z.B. der Herzinsuffizienz (Li et al., 1998), des Myokardinfarkts
(Rohde et al., 1999) oder der dilatativen Kardiomyopathie (Thomas et al., 1998) von grof3er
Bedeutung und Gegenstand vieler Forschungsprojekte. Allerdings miissen die durch die
Matrix-Metalloproteinasen  verursachten myokardialen Umbauprozesse immer im
Zusammenspiel mit deren endogenen Inhibitoren betrachtet werden (Deschamps und
Spinale, 2006).

1.4.3 Matrix-Metalloproteinasen und extrakorporale Zirkulation

In verschiedenen Studien konnte eine erhdhte MMP-2- und MMP-9-Aktivitat in Myokard und
Plasma nach extrakorporaler Zirkulation nachgewiesen werden (Mayers et al., 2001; Lin et
al., 2005). Die linksventrikulare Funktion wurde in diesen Studien jedoch nicht bestimmt und
es bleibt somit unklar ob eine Korrelation zwischen erhdhter MMP-Aktivitdt und gestorter

linksventrikularer Funktion nach extrakorporaler Zirkulation besteht.

1.5 Problemstellung

Die Herz-Lungen-Maschine spielt in der Herzchirurgie nach wie vor eine bedeutende Rolle
und wird trotz der zunehmenden Verwendung interventioneller Verfahren auch in den
nachsten Jahrzehnten ein wichtiger Bestandteil dieser Fachdisziplin bleiben. Trotz intensiver
Forschung auf dem Gebiet der pathophysiologischen Reaktion nach extrakorporaler
Zirkulation und kardioplegischem Herzstillstand gibt es weiterhin viele ungeklarte
Fragestellungen, welche durch ein Kleintiermodell adaquat beantwortet werden kénnen.
Dieses Modell sollte zur Erhebung Klinisch relevanter und Ubertragbarer Daten in allen
Anforderungen der im herzchirurgischen Alltag verwendeten Herz-Lungen-Maschine
nachempfunden sein. Allerdings wurde bislang noch kein kostengtinstiges Kleintiermodell mit
kardioplegischem Herzstillstand und intraventrikularer Druck-Volumen-Messung zur
zusatzlichen molekularbiologischen Datenerhebung beschrieben.

Ziel dieses Projektes war daher zum einem die Entwicklung einer Kleintier-Herz-Lungen-
Maschine mit Durchfihrung eines Herzstillstandes mittels kardioplegischer Losung. Zudem
sollte eine exakte Messung der linksventrikuldaren Funktionsparameter durch die
Konduktanz-Katheter-Technik an der Ratte ermdglicht werden. Ein besonderes Augenmerk
wurde auf die Minimierung des Primingvolumens gelegt, um der klinischen Situation
maoglichst genau zu entsprechen.

Durch diese Schwerpunktsetzung nimmt der Methodik-Teil einen groReren Raum in der

Arbeit ein als ublich.
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Zum anderen wurde nach der Etablierung des Modells eine Versuchsreihe angeschlossen
um am Beispiel der Matrix-Metalloproteinasen-2 und -9 den Einfluss des kardioplegischen
Herzstillstandes auf die myokardiale kontraktile Funktion weitergehend zu untersuchen. Zur
Beurteilung der generalisierten Entzindungsreaktion wurde die Konzentration
inflammatorischer Faktoren nach extrakorporaler Zirkulation in unterschiedlichen

Versuchsgruppen ausgewertet.
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Il Material und Methoden

[I.1 Chirurgische Arbeitsschritte

[1.1.1 Allgemeine Vorbereitungen

Als Versuchstiere wurden mannliche Wistar-Ratten in einem Alter von 12-14 Wochen mit
einem Gewicht von 400-500 g (Charles River, Kisslegg) verwendet.

Die Narkose wurde mit der inhalativen Gabe von Diethylether eingeleitet und durch die
intraperitoneale Applikation von Thiopental-Natrium (100 mg/kg KG) aufrechterhalten. Der
Brustkorb sowie beide Leisten wurden rasiert und die Tiere in Rlckenlage an den
Extremitaten auf einer Warmeplatte fixiert, mit deren Hilfe die Kérperkerntemperatur bei 37C
stabilisiert wurde. Unter Verwendung einer rektalen Sonde wurde die Kdrpertemperatur
kontinuierlich gemessen. Das EKG wurde Uber Extremitaten-Ableitungen wahrend des
gesamten Versuchs analog registriert und aufgezeichnet. Dazu wurden vier Stichelektroden

in die Vorder- und Hinterbeine des Tieres eingebracht und an ein Mehrkanal-Empfangsgerat

(RMP1, Siemens, Erlangen) angeschlossen.

Abb. 2.1 Narkoseeinleitung mit Ether

11.1.2 Beatmung

Zum Einfuhren eines 14G-Polyethylen-Tubus in die Trachea wurde 1 cm kranial des
Sternums ein Hautschnitt gesetzt und nach der Durchtrennung der Halsmuskulatur die
Trachea dargestellt und inzidiert. Uber den Trachealtubus konnten die Ratten mit einem

Kleintierrespirator (Modell 683, Harvard Apparatus Inc., South Natick, MA, USA) mechanisch
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beatmet werden. Das Atemzugvolumen betrug 7 ml/kg bei einer Atemfrequenz von 50-60
Atemziigen pro Minute. Die Beatmung wurde mit einem Luft-Sauerstoff-Gemisch (FiO, = 0,5)
unter Aufrechterhaltung eines Kohlendioxidpartialdrucks (pCO,) von 35-45 mmHg
durchgefihrt.

11.1.3 Kandlierung fur arterielle Blutdruckmessung, vendsen Zugang und Konduktanz-
Katheter

Lidocain 1% wurde im jeweiligen OP-Gebiet als Lokalandsthetikum zur Verringerung von
Blutungen wahrend der Praparation eingesetzt.

Zur Uberwachung des systemischen arteriellen Blutdrucks mittels eines Druckaufnehmers
(P23ID, Gould Inc., Oxnard, CA, USA) und zur Entnahme von Blut fir die Bestimmung der
arteriellen Blutgaswerte wurde die linke Arteria femoralis mit einem heparinisierten 20G-
Katheter (Cavafix(d, B. Braun Melsungen AG, Melsungen) kantiliert. In die Vena femoralis
der gleichen Seite wurde zur Flussigkeitssubstitution und zur Applikation von Medikamenten
ebenfalls ein heparinisierter 20G-Katheter (Cavafix(d, B. Braun Melsungen AG, Melsungen)
eingefuhrt. AnschlieBend wurde Uber den vendsen Katheter Pancuronium-Bromid (2 mg/kg
KG) verabreicht, um eine komplette Muskelrelaxierung zu erreichen.

Zur Beurteilung der Ventrikelfunktion wurde ein 2F-Einzelsegment-Druck-Volumen-Katheter
(SPR 838, Millar Instruments, Houston, TX, USA) mit Hilfe einer Leitsonde in die rechte
Arteria carotis eingefuhrt und unter kontinuierlicher Uberwachung der Druck- und
Volumensignale im linken Ventrikel platziert. Um eine Kalibrierung des Konduktanz-
Katheters durch die Injektion von hypertoner Kochsalzldsung durchfihren zu kénnen, wurde
die linke Vena jugularis mit einem heparinisierten 20G-Katheter (Cavafix(], B. Braun

Melsungen AG, Melsungen) kandiliert.

I1.1.4 Anschluss der Herz-Lungen-Maschine

Als arterielle Infusions-Leitung fir die Herz-Lungen-Maschine wurde in die rechte Arteria
femoralis eine 2 cm lange 22G-Polyethylen-Kanile eingefiuihrt, welche mit einem
Silikonschlauch verbunden war.

Zur venosen Drainage wurde eine an der Spitze mit vier langlichen Offnungen versehene
Stahlkanile (AuRendurchmesser 1,8 mm, Innendurchmesser ca. 1 mm) verwendet, welche
Uber die rechte Vena jugularis in den rechten Vorhof vorgeschoben wurde. In dieser Position
zeigte sich ein guter ventser Rickfluss, der Flussraten von ca. 120 ml/kg/min am
kardiopulmonalen Bypass ermdglichte.

AnschlieRend wurde der Thorax Uber eine mediane Sternotomie mit einem Elektrokauter

eroffnet. Der Thymus wurde reseziert und Aortenbogen und Truncus brachiocephalicus
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freiprapariert. Zur Verabreichung der Kardioplegie wurde ein heparinisierter 20G-Katheter

(Cavafixd, B. Braun Melsungen AG, Melsungen) Uber die linke Arteria carotis in die Aorta

ascendens vorgeschoben. Dieser Katheter ermoglichte zusétzlich eine Entlastung des linken

Ventrikels bei abgeklemmter Aorta.

Um Aortenbogen und Truncus brachiocephalicus wurden Tourniquets zum Abklemmen der

Aorta angebracht, welche aus einer mit einer Klemme und einem vorschiebbaren 2 cm

langen Plastikschlauch versehenen Ligatur bestanden.

Als letzter Arbeitsschritt wurden arterielle und vendse Kantile mit dem Schlauchset der Herz-

Lungen-Maschine verbunden.

. Tourniguets
Konduktanzkatheter ( I

f Kardioplegiekatheter

vendser Katheter
Nl 4 far

4 Kochsalzinjektionen

Vendse Drainage

o O Arterielle Messung,
/ Probenentnahme

Arterielle / \

Leitung der HLM  vendser Zugang

Abb. 2.2 Graphische Ubersicht der Kaniilierungen
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Katheter
Vendse Drainage
der HLM
Kardioplegie-
~ katheter
Arterielle Leitung Arterielle
der HLM ' Druckmessung

Vendser Zugang

Abb. 2.3 Kandlierungen an der Ratte

Vendse Leitung Arterielle Leitung
aus der zur
Vena jugularis Sog Arteria femoralis
d
P— F——
Hydrophober Skt
K7 Filter
Wasser O2/Luft Z&
Vendses A\
Reservoir
K A
L

Rollerpumpe  Warmetauscher Oxygenator J

Priming/ Volumensubstitution Rezirkulation

Abb. 2.4 Aufbau der extrakorporalen Zirkulation
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[1.2 Kleintier-Herz-Lungen-Maschine

Die Herz-Lungen-Maschine (HLM) fur Kleintiere bestand, analog zu der im klinischen Alltag
verwendeten HLM, aus einem vendsen Reservoir, einer Rollerpumpe, einem
Warmetauscher, einem Membranoxygenator und aus Silikonschlauchen fir die vendse,
arterielle und die Rezirkulations-Leitung. Am vendsen Reservoir konnte zusatzlich ein Sog
erzeugt werden, der den ventsen Riuckfluss verbesserte.

Das Uber die vendse Kanile aus dem Tier in die Maschine flieBende Blut wurde mittels
Schwerkraft und aktivem Sog Uber das ventse Reservoir zur Rollerpumpe beférdert und von
dieser durch den Warmetauscher zum Membranoxygenator transportiert. Das dort
oxygenierte Blut floss Uber die arterielle Kanile in der rechten Arteria femoralis zuriick in das

Tier.
Vendse Leitung
Konduktanz-
Katheter
Rollerpumpe : .
Kardioplegie-
katheter
Venoses
Reservoir
Warme-
tauscher
Oxygenator .| Arterielle

Druckmessung

Warmeplatte

Temperatur-
sonde

Arterielle Leitung

Abb. 2.5 Kompletter Versuchsaufbau
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11.2.1 Vendses Reservoir

Das venose Reservoir bestand aus einer versiegelten, 5 ml Flussigkeit fassenden
Plastikspritze, in der Uber eine kleine Vakuumkammer und eine Verbindung zu einem

Druckluftsystem ein Sog zwischen -15 und -20 mmHg erzeugt werden konnte. Dieser aktive
Sog gewahrleistete eine hervorragende vendse Drainage und ermoglichte Flussraten von

120 ml/kg/min am kardiopulmonalen Bypass.

Filter Anschluss

fur Sog

Anschluss fur
Volumen-
substitution

Vakuum

Anschluss flr
venose
Drainage

Abb. 2.6 Venoses Reservoir

11.2.2 Rollerpumpe

In den vendsen Leitungsteil eingepasst befand sich die Rollerpumpe, welche aus einem
Plexiglas®-Gehause (Dipl. Ing. M. Humbs, Valley) bestand. In diesem waren vier Bolzen
senkrecht montiert, die ein in der Einfassung liegendes, 12 cm langes Stiick Silikonschlauch
(Innendurchmesser 4 mm, Fullungsvolumen 1,5 ml) komprimierten. Dadurch wurde das
vendse Blut vom Reservoir durch den Warmetauscher und den Membranoxygenator
gepumpt und, mit Sauerstoff angereichert, zur arteriellen Kanlle in der rechten Arteria

femoralis befordert.
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Abb. 2.7 Rollerpumpe

11.2.3 Warmetauscher

Der Warmeaustauscher bestand aus vier Edelstahlréhren (Fillungsvolumen 0,6 ml), die sich
in einem Plexiglas®-Zylinder befanden. Das vendse Blut gelangte durch die Edelstahlrohren
zum Oxygenator. Uber zwei Offnungen im Plexiglas®-Zylinder konnte temperiertes Wasser
zugefihrt und das Blut im Gegenstromprinzip gekuhlt oder erwarmt werden.

Abb. 2.8 Warmetauscher
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11.2.4 Oxygenator

Der Membranoxygenator mit einem Fullungsvolumen von 4 ml wurde von Prof. Dr. N.
Mendler (Deutsches Herzzentrum Miinchen) speziell fir diese Studie entworfen. Eingefasst
in einen Plexiglas®-Koérper (Dipl. Ing. M. Humbs, Valley), welcher versehen war mit
Offnungen fir die Zu- und Ableitung von Gas und Blut, lag ein quadratisches
Hohlfasermembransytem (40 x 40 x 15 mm), welches von einem Gasgemisch durchstromt
wurde. Die dafur verwendeten Textilfasern bildeten 40 Schichten mit Kapillaren
(Durchmesser 0,4 mm), welche Uberkreuzend angeordnet waren. Das Blut floss senkrecht
zu den Faserschichten in einer zylindrisch eingefassten Flache (Durchmesser 30 mm) durch
den Oxygenator. Die Oberflache fiur den Gasaustausch betrug 0,063 m2 Bei einem
Sauerstoffanteil von 100% war ein Gasfluss von 70-80 ml/min ausreichend um eine gute
Oxygenierung (PaO, 400-500 mmHg, gemischt-vendse Sattigung 70-80%) zu erzielen. Mit
einer Gas-Blut-Flussrate von 1:2 konnte der pCO,-Wert bei 35-45 mmHg konstant gehalten

werden.

Abb. 2.9 Schematische Darstellung des Membranoxygenators
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Vendses Blut
(vom Warmetauscher kommend)

Plexiglasgehéuse

Entluftung

Plexiglasgehause

Oxygeniertes Blut
Abb. 2.10 Membranoxygenator (zur Femoralarterie)

11.2.5 Arterielles und venoses Schlauchmaterial

Mit Ausnahme des Schlauchmaterials der Rollerpumpe wurde ein insgesamt 55 cm langer
Silikonschlauch verwendet. Der AuRendurchmesser fir die arterielle Leitung betrug 2,16 mm
und flr die vendse Leitung 2,41 mm, die Innendurchmesser entsprechend 1,02 mm fur die
arteriellen und 1,57 mm fur die vendsen Schlauche. Das Fillungsvolumen des gesamten

Schlauchmaterials betrug 2 ml.

Abb. 2.11 Arterielle Leitung mit Plastikkanule
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11.2.6 Vorbereitung des Kreislaufs, Priming

Zum Entluften von Schlauchset, Reservoir, Warmetauscher und Membranoxygenator wurde
die HLM mit einer speziell entworfenen Stammlésung (Priming) beflllt, welche
Hydroxyethylstarke 6% und Natriumhydrogencarbonat 8,4% im Verhaltnis 25 : 1 enthielt.
Diese Lésung wurde wahrend des Versuchs ebenso zur Volumensubstitution verwendet. Es
ist bei der Fullung der Schlauchsysteme und des Oxygenators darauf zu achten, dass keine
Luftblasen in den Hohlraumen zurtickbleiben. Das gesamte Fullungsvolumen des Kreislaufs
betrug 8 ml, wovon 1 mlim vendsen Reservoir verblieb.

Nach Beginn der extrakorporalen Zirkulation und durch die damit verbundene
Durchmischung von Rattenblut mit dem Priming der HLM kam es zu einem Abfall des
Hamatokrits von einem Ausgangswert von 40-45% auf 20-25%, was der klinischen Routine

entspricht. Perioperativ konnte somit auf eine Fremdblutgabe verzichtet werden.

I1.3 Konduktanz-Katheter-Technik

11.3.1 Grundlagen

Der Konduktanz-Katheter ermoglicht durch die kontinuierliche und online Uberwachbare
Messung von ventrikularem Druck und Volumen eine genaue Beurteilung der systolischen
und diastolischen Ventrikelfunktion (Baan et al., 1984). Grundlage dafir ist die Messung der
elektrischen Leitfahigkeit (Konduktanz) des Blutes. Dazu wird an den verschiedenen
Elektroden des Katheters eine Spannung angelegt und ein elektrisches Feld in der
Herzhohle aufgebaut (Steendijk et al., 2004). Leitféahigkeit und Leitfahigkeitsdnderungen
werden mittels der erzeugten Spannung kontinuierlich registriert und in Volumeneinheiten
umgerechnet.

Bei der Bewertung der Signale ist zu beachten, dass die Strukturen, welche die linke
Herzkammer umgeben, wie z.B. Ventrikelmyokard, Lunge oder Blut im rechten Ventrikel,
ebenfalls leitfahig sind und die aufgezeichneten Volumensignale beeinflussen. Um das
exakte intraventrikulare Volumen bestimmen zu kdnnen muss folglich die Leitfahigkeit des
umgebenden Gewebes (Parallel-Konduktanz) ermittelt und von der Gesamtleitfahigkeit
(Gesamt-Konduktanz) abgezogen werden. Diese Kalibrierung erfolgt tblicherweise durch die
Injektion einer kleinen Menge hypertoner Kochsalzlésung in den Kreislauf. Dadurch andert
sich die Leitfahigkeit des Blutes vortibergehend ohne die Parallel-Konduktanz zu
beeinflussen. Die Parallel-Konduktanz kann nun iber die wahrend der Passage der
Kochsalzlésung durch den linken Ventrikel aufgenommenen Konduktanzsignale abgeschéatzt

und von der Gesamt-Konduktanz abgezogen werden (Steendijk et al., 2001).
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Die Kombination der Daten aus den mit dem Konduktanz-Katheter durchgefiihrten Druck-
und Volumenmessungen ermoglicht die Darstellung aller Phasen der Herzaktion in einer
Druck-Volumen-Schleife (siehe Abb. 2.12). Dabei folgt der isovolumetrischen
Anspannungsphase (1) die Auswurfphase (2), welche in die isovolumetrische
Erschlaffungsphase (3) Ubergeht. Zuletzt kommt es in der Filllungsphase (4) zur
Vorbereitung des nachsten Herzzyklus. Die einzelnen Phasen werden durch das Offnen und

Schliel3en von Mitral- und Aortenklappe voneinander abgegrenzt (Steendijk et al., 2004).
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Abb. 2.12 Exemplarisch aufgezeigte Druck-Volumen-Schleife des linken Ventrikels

11.3.2 Durchfiihrung

Fir die intraventrikularen Messungen wurde ein speziell fur Ratten entwickelter, von Ito et al.
1996 erstmalig beschriebener, 2F-Druck-Volumen-Katheter (SPR-838, Millar Instruments,
Houston, TX, USA) verwendet, welcher mit vier paarweise angeordneten Elektroden
(Elektrodenabstand 9 mm) zur Volumenmessung und einem dazwischen liegenden
Drucksensor ausgestattet war. Der Katheter hatte eine Lange von 12,5 cm und wurde mit
Hilfe der am Monitor beobachteten Druck-Volumen-Kurven in einer stabilen Position im
linken Ventrikel platziert. Danach wurden die Signale kontinuierlich mit einer Abtastrate von
1000/sec unter Verwendung einer ARIA™ Druck-Leitfahigkeits-Messeinheit aufgezeichnet
(MPCU-200, Millar Instruments, Houston, TX, USA), welche mit einem PowerLab/4SP
Datenerfassungssystem (AD Instruments Pty Ltd., Castle Hill, Australien) und einem PC

verbunden war.
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Abb. 2.13 Konduktanz-Katheter

Die Druck- und Volumensignale wurden wéahrend der Versuche kontinuierlich Uberwacht
(Chart5 Windows, AD Instruments Pty Ltd., Castle Hill, Australien). Eine Aufzeichnung
erfolgte zu den im Versuchsprotokoll festgelegten Messzeitpunkten. Dabei wurden Druck-
und Volumen-Schleifen in Ruhe, wahrend einer Volumenentlastung und wéahrend der
Injektion von hypertoner Kochsalzlésung aufgezeichnet.

Mittels zwei aufeinander folgender Kochsalzinjektionen (10% NaCl, 50 ul) in den linken
Ventrikel Uber die Kanile in der linken Vena jugularis wurde die Parallel-Konduktanz
ermittelt.

Alle Messungen wurden zweimal unter stabilen Kreislaufbedingungen ohne inotrope oder
durch die extrakorporale Zirkulation vermittelte Unterstitzung durchgefuhrt. Die Beatmung
wurde wahrend der Datenaufzeichnung ausgesetzt um respiratorisch erzeugte

hamodynamische Fluktuationen zu vermeiden.

11.3.3 Kalibrierung des Systems

Die Leitféahigkeit des Blutes ist vom Anteil der Erythrozyten am Blutvolumen abhéangig.
Daraus ergibt sich eine Abh&angigkeit der Volumen-Messungen mit dem Konduktanz-
Katheter vom Hamatokritwert. Bei einer Erniedrigung des Hamatokritwertes steigt das
definitive Blutvolumen, ermittelt durch die Konduktanz-Katheter-Messungen, an (Heimisch et
al., 2007).

Bei Kleintieren filhren bereits kleine Volumen-Gaben zu merklichen Anderungen des
Hamatokritwertes. In unseren Versuchen anderte sich der Hamatokrit infolge der

Hamodilution durch das Priming-Volumen der HLM von einem Ausgangswert von 40-45%
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auf ca. 20-25%, wodurch wiederholte in-vitro-Volumen-Kalibrierungen des Konduktanz-
Katheters erforderlich wurden. Hierfir wurden bei 11 aufeinander folgenden Versuchen
jeweils 0,5 ml Blut in mit Heparin vorbehandelten Spritzen unmittelbar nach der Praparation
und zu verschiedenen Zeitpunkten der schrittweisen Vermischung von Blut und
Fullungsvolumen der HLM durch die Rollerpumpe entnommen. Fir die Konduktanz-
Katheter-Kalibrierung wurden Kalibrierungs-Kiivetten mit exakt bekannten Volumina von
28,3 pl, 63,3 pl und 113,1 pl (Standard-Kalibrierungs-Kuvette, Artikel-Nr. 910-1048, Millar
Instruments, Houston, TX, USA) verwendet, in denen das jeweilige Volumen Uber das
Konduktanz-Katheter-System gemessen wurde. Der Rest des entnommenen Blutes wurde in
Glaskapillaren aufgezogen um mittels Zentrifugierung (Zentrifuge 2010, Hettich, Tuttlingen)

den zugehorigen Hamatokritwert zu bestimmen.

11.3.4 Messwerte

Die Analyse der Druck-Volumen-Signale wurde offline unter Verwendung der PVAN 2.9
Software (Millar Instruments, Houston, TX, USA) durchgefihrt.

Folgende Parameter kénnen zur Ermittlung der systolischen und diastolischen Herzfunktion
errechnet werden:

1) Ventrikel-Funktionsparameter, die direkt aus den statischen Druck-Volumen-Schleifen
ermittelt werden kdénnen und daher abhéngig vom Fillungszustand des Ventrikels sind,
geben Aufschluss Uber die (Steendijk et al., 2004)

» systolische Funktion: Schlagarbeit (SW), Schlagvolumen (SV), Auswurffraktion (EF),
endsystolisches Volumen (ESV), endsystolischer Druck (ESP), maximale
Druckanstiegsgeschwindigkeit (dP/dtma), Spitzenrate der Ejektion (dV/dtyax)

o diastolische Funktion: enddiastolisches Volumen (EDV), enddiastolischer Druck
(EDP), Druckabfallsgeschwindigkeit (dP/dt..), Spitzenrate der Fillung (dV/dtyi),
diastolische Relaxationszeitkonstante tau ().

Die oben beschriebenen (siehe Abb. 2.12) einzelnen Phasen der Herzaktion kénnen durch
folgende Parameter beurteilt werden: Uber dP/dt,.x kann die Ventrikelfunktion in der
isovolumetrischen Anspannungsphase, Uber dV/dt..x kann die systolische Funktion in der
Auswurfphase ermittelt werden. Die diastolische Ventrikelfunktion in der isovolumetrischen

Erschlaffungsphase und in der Flllungsphase wird Uber dP/dt;, und dV/dt., beurteilt.
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Abb. 2.14 Statische Druck-Volumen-Schleife

2) Um Parameter der systolischen und diastolischen Ventrikelfunktion, die unabhangig vom
Fullungszustand des Herzens sind, zu berechnen, missen Druck-Volumen-Schleifen zu
unterschiedlichen Zeitpunkten einer Ventrikelentleerung erfasst werden (Steendijk et al.,
2004). Durch eine schnelle vendse Volumenentlastung und damit einer Reduktion der
Vorlast konnen somit die endsystolische Druck-Volumen-Beziehung (ESPVR), die
endsystolische Elastanz (Ees), die enddiastolische Druck-Volumen-Beziehung (EDPVR), die
enddiastolische Elastanz (E.q) und die Vorlast-abhé&ngige Schlagarbeit (,preload recruitable

stroke work"”, PRSW) bestimmt werden.
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Abb. 2.15 Druck-Volumen-Schleifen wahrend der Volumenentlastung des LV
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II.4 Kardioplegie

Nach dem Verschluss der Aorta und der rechten Arteria carotis mittels Tourniquets, wurde
die Kardioplegielésung (Inzolen®, Kohler Chemie, Alsbach) tber den in der linken Arteria
carotis liegenden Katheter in die Aortenwurzel injiziert. Die von uns verwendete kristalloide
Kardioplegieldsung enthielt hohe Konzentrationen an Kalium (280 mmol/l). Durch die Gabe
von ca. 0,5 ml Inzolen® konnte innerhalb von 10-15 Sekunden ein Herzstillstand erreicht
werden. Zuséatzliche Dosen wurden verabreicht, wenn das EKG elektrische Aktivitdt anzeigte
oder sich ein erhohter intraventrikularer Druck nachweisen lie3. Fur einen 30-minutigen
Herzstillstand bei einer rektal gemessenen Korpertemperatur von 32€C mussten insgesamt

1,0+/-0,5 ml Inzolen® verabreicht werden.

[1.5 Experimentelles Protokoll

Nach der chirurgischen Préparation und der Gabe von Heparin (500 IE/kg KG) wurden
arterielle Blutproben als Ausgangswerte gewonnen. Um eine Durchmischung des
Rattenblutes mit dem zur Fullung der Herz-Lungen-Maschine verwendeten Blutersatz zu
erreichen, wurde die Herz-Lungen-Maschine fur drei Minuten in Betrieb genommen. Nach
dieser Hamodilution wurden die hamodynamischen Parameter mittels des Konduktanz-
Katheters bestimmt und eine weitere arterielle Blutgasanalyse durchgefihrt.

Nach der Beendigung der Messungen wurde die extrakorporale Zirkulation mit einer
Flussrate von 120 ml/kg/min gestartet und die Rektaltemperatur innerhalb von 15 Minuten
auf 32C abgesenkt. Nach diesen ersten 15 Minuten e xtrakorporaler Zirkulation wurde bei
einem Teil der Versuchstiere ein kardioplegischer Herzstillstand mit abgeklemmter Aorta
herbeigefihrt. Die myokardiale Ischdmie wurde nach 30 Minuten durch Losen der
Aortenklemme aufgehoben. Die letzten 15 Minuten der extrakorporalen Zirkulation dienten
der Reperfusion des Herzens und dem Erwérmen der Tiere auf 37°C Rektaltemperatur. Bei
der Vergleichsgruppe (Gruppe 2, siehe 11.5.3) wurde die EKZ mit einer 30-minttigen
Hypothermiephase bei 32<C ohne Herzstillstand durch gefiihrt.

Nach 60 Minuten extrakorporaler Zirkulation wurden die Tiere von der Herz-Lungen-
Maschine entwohnt. Die systemische Heparinisierung wurde nicht antagonisiert. Weitere
arterielle Blutgasanalysen wurden wahrend der extrakorporalen Zirkulation und 30 und 60
Minuten nach Entwdhnung von der HLM durchgeftihrt. Die Nachbeobachtungsphase betrug
bei stabilen Herz-Kreislauf-Verhaltnissen insgesamt 60 Minuten und endete mit einer letzten

Bestimmung der linksventrikularen Funktion mittels Konduktanz-Katheter.
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11.5.1 Datenerfassung

Arterielle Blutproben (0,1 ml) zur Blutgasanalyse wurden vor Beginn der extrakorporalen
Zirkulation, nach der Hamodilution, wahrend der EKZ (nach 30 und 60 Minuten) und in der
einstindigen Nachbeobachtungsphase (nach 30 und 60 Minuten) aus der rechten Arteria
femoralis entnommen. Hamatokrit, pO, pCO,, Kalium, Baseniiberschuss und pH wurden
damit analysiert.

Bei den Ausgangswerten der Blutgasanalysen und der hamodynamischen Parameter ist zu
beachten, dass diese nicht die perioperative Situation reprasentierten, da die Blutviskositéat
und der periphere GefalRwiderstand erheblich durch die Hamodilution wahrend der
extrakorporalen Zirkulation verdndert wurden. Somit wurde die Erhebung eines zweiten
Datensatzes nach der Durchmischung des Rattenblutes mit dem Priming der HLM
notwendig.

Mittlerer arterieller Druck und Herzfrequenz wurden zur unmittelbaren Uberwachung der
Herzfunktion wahrend der Versuche aus den Analogsignalen des arteriellen Drucks
abgelesen, welche mittels eines Mehrkanal-Empfangsgeréts (Siemens, Erlangen) zusatzlich
aufgezeichnet wurden.

Die Messungen mit dem Konduktanz-Katheter wurden nach der Hamodilution vor Beginn der

EKZ und 60 Minuten nach Entwohnen von der Herz-Lungen-Maschine durchgeftihrt.

Kardiologie
Durchmischung von
Priming und Blut EKZ
Praparation H
Zeit [min] Rektale o 15" 30" 45 60 90" 120’
Temperatur 37°C
32°c
Arterielle Blutgasanalyse # #* * *
Hamodynamische Messung * *

Abb. 2.16 Experimentelles Protokoll

11.5.2 Probengewinnung

Nach Abschluss der hamodynamischen Messungen wurde eine Blutprobe (5 ml) aus der
Arteria femoralis entnommen und der Tod der Tiere durch eine Uberdosis Kaliumchlorid

herbeigefiihrt. Das Herz wurde in situ mit Phosphat-gepufferter Salzlésung (PBS) antegrad
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perfundiert und anschlielend zur Probengewinnung durch Absetzen der grof3en GefalRe aus
dem Thorax exzidiert. Zerteilt in verschiedene Bestandteile (Endo- und Epikard des linken
Ventrikels) wurden die Proben in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die Blutprobe wurde
fur 10 Minuten bei 14000 rpm zentrifugiert (Zentrifuge 5417 R, Eppendorf, Wesseling-
Berzdorf) und das so gewonnene Plasma von den darunter liegenden zellularen
Blutbestandteilen mit einer Pipette abgenommen. Alle Proben wurden bis zur

Weiterverarbeitung bei -80C aufbewahrt.

11.5.3 Versuchsgruppen

Insgesamt wurden drei verschiedene Gruppen verglichen:
 Gruppe 1 (INZ): 60 Minuten extrakorporale Zirkulation inklusive 30-minttigem,
kardioplegischen Herzstillstand (Inzolen®)
* Gruppe 2 (EKZ): 60 Minuten extrakorporale Zirkulation ohne Kardioplegie
» Gruppe 3 (Kontrolle): Kontrolltiere ohne extrakorporale Zirkulation und chirurgische

Praparation (= Nativ-Tiere)

[1.6 Zymographie
11.6.1 Grundlagen

Die Zymographie ist eine Methode zur Darstellung der proteolytischen Aktivitdt von auf
Polyacrylamid-Gelen elektrophoretisch aufgetrennten Enzymen. Die Gele enthalten
zusatzlich SDS, welches die Proteine denaturiert, und ein Substrat (meist Gelatine) der zu
untersuchenden Proteine (Kleiner und Stetler-Stevenson, 1993).

Die zugrunde liegende Technik, die SDS-PAGE (= Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese), wurde erstmalig 1970 von Laemmli beschrieben. Hierbei werden die
hoch auflésenden Mdglichkeiten der Elektrophorese mit der Eigenschaft von SDS, Proteine
in ihre Polypeptidketten zu zerlegen, kombiniert und die Proteine anhand ihres
Molekulargewichts aufgetrennt. Die verwendeten Gele bestehen aus einem 1 cm langen,
oben gelegenem Sammelgel und einem unteren, 9 cm langen Trenngel (Laemmli, 1970).

Im Sammelgel werden die Proben vor der Auftrennung im Polyacrylamid-haltigerem
Trenngel (Verhaltnis der Polyacrylamidmenge von Sammelgel zu Trenngel = ca. 1 : 3)
konzentriert. Dadurch kdnnen auch grofRRere Proben-Volumina eingesetzt werden, deren
enthaltene Proteine dennoch als klar abgrenzbare Banden im Gel dargestellt werden. Mittels
einer angelegten elektrischen Spannung wandern die Proteine durch die Poren des in einer
Pufferldsung stehenden Polyacrylamid-Gels und trennen sich im Bereich des Trenngels

anhand der Molekilmasse auf. Durch die Verwendung von SDS zur Proteindenaturierung
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wird die Eigenladung des Proteins aufgehoben und die Wandereigenschaften im
Elektrophoresegel entsprechen damit in etwa dem Molekulargewicht. Kleine Proteine
wandern schneller durch das Gel als groRe. Anhand eines zuséatzlich eingesetzten
Langenstandards kann die Molekilmasse bestimmt werden.

Zur Renaturierung der Proteine werden die Gele in 2, 5%igem Triton X-100 gewaschen und
anschliel3end zur Entfaltung der hydrolytischen Aktivitat der Gelatinasen tber Nacht bei 37C
im Entwicklungspuffer inkubiert (Tyagi et al., 1993; Li et al., 1998).

Die Beimengung von Gelatine dient der Bestimmung der proteolytischen Aktivitat der
Proteine nach Farbung und Entfarbung mit Coomassie blue.

Bereiche des Gels mit proteolytischem Abbau von Gelatine werden als nicht geféarbte Zone
sichtbar. Der Grad des proteolytischen Abbaus durch die Gelatinasen ist direkt proportional
zur Menge des aufgetragenen Proteins (Kleiner und Stetler-Stevenson, 1993).

Somit kann die Zymographie sowohl zur quantitativen Bestimmung der Gelatinase-Aktivitat,
als auch zur qualitativen Darstellung der Gelatinase-Arten verwendet werden. Da die aktive
und die latente Form von Enzymen unterschiedliche Molekulargewichte besitzen, kdnnen
beide Formen im Zymogramm dargestellt werden.

Zum Nachweis der Aktivitat der Matrix-Metalloproteinasen -2 und -9 im Rattenmyokard und
Plasma wurden fir unsere Versuchsauswertung myokardiale und plasmatische Lysate auf
Gelatine-haltigen (1 mg/ml) 7,5%igen-Polyacrylamidgelen aufgetrennt (SDS-PAGE) und die
proteolytischen Enzymaktivitdten nach Farbung des Gels in Coomassie brilliant blue R-250
und anschlielender Entfarbung als weil3e lytische Zonen auf blauem Hintergrund dargestellt
und densitometrisch ausgewertet. Fir die Bestimmung der einzelnen MMP-Formen wurde
ein Langenstandardstandard fur Gelatinasen (CHEMICON International, Inc., USA)
verwendet.

Diese Methode wurde in leicht abgewandelter Form zuvor beschrieben von Grammer et al.,
2006 und tbernommen von Li et al., 1998.

Alle verwendeten Reagenzien stammen, soweit nicht anderweitig benannt, von der Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen.

11.6.2 Proteinisolierung

Die bei -80C gelagerten Gewebeproben wurden im noc h gefrorenen Zustand zerteilt und zu
Proben von je 30-50 mg abgewogen (Mikrowaage, Sartorius, Gottingen). Zu einer
Gewebemenge von bis zu 50 mg wurden 0,5 ml Puffer nach Li et al. pipettiert. Das Gewebe
wurde mittels eines Homogenisators (Ultra-Turrax, T25 basic, IKA® Werke GmbH & Co. KG,

Staufen) zerkleinert und danach bei 3000 rpm und 4°C 10 Minuten lang zentrifugiert
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(Zentrifuge 5417 R, Eppendorf, Wesseling-Berzdorf). Der Uberstand wurde zur weiteren
Verwendung abpipettiert.

AnschlieRend erfolgte die Konzentrationsbestimmung im Photometer (BioPhotometer,
Eppendorf, Wesseling-Berzdorf). Der zur Isolierung verwendete Puffer wurde hierbei als

Referenzgrol3e eingesetzt.

Reagenzien Menge
Puffer nach Li et al., 1998  Cacodyl-Saure, pH 5,0 10 mM
(Proteinisolierung) (138 mg/100 ml H,0)
NaCl 150 mM
(876,6 mg/100 ml H,O)
ZnCl, 1uM
(13,828 mg/100 ml H,O)
NaN; (Natriumazid) 1,5mM
(9,75 mg/100 ml H,0)
Triton X-100 0,01%
(10 pl/200 ml H,0)
CaCl, 20 mM

(294 mg/100 ml H,0)

Tab. 2.1 Puffer zur Proteinisolierung

11.6.3 Herstellung der Zymogrammgele

Alle zur Gelherstellung und Elektrophorese verwendeten Materialien stammen von Bio-Rad,
Minchen. Die Gele enthielten Gelatine in einer Konzentration von 1 mg/ml und 7,5% SDS-
Polyalcrylamid.

Als erster Arbeitsschritt musste die Gelkassette fUr das zu gielRende Gel (GroRRe ca. 7 x 9
cm, Dicke 0,75 mm), bestehend aus einer Spacerplatte (8,3 x 10,1 cm; Vertiefung 0,75 mm)
und einer dinnere Deckplatte (7,3 x 10,1 cm), zusammengesetzt und in den Giel3stand
eingepasst werden. Als nachstes wurden die Komponenten des Trenngels gemischt. APS
(Ammoniumpersulfat) und TEMED (Tetramethylethylendiamin) durfen erst unmittelbar vor
dem Beflillen der Gelkassette zugegeben werden, da diese Bestandteile die Polymerisierung
auslosen (Laemmli, 1970). Die Trenngel-Lésung (4 ml) wurde mit einer Pipette in die
vorbereitete Gelkassette bis ca. 3 cm unter den oberen Rand eingefillt. Um eine glatte und
gerade Oberflache zu erhalten wurde das Trenngel-Gemisch sofort mit t-Amylalkohol (2-
Methyl-2-Butanol) dberschichtet. Nach 45-60 Minuten ist das Trenngel-Gemisch
polymerisiert. Der Alkohol wurde abgegossen und die Geloberflache mit destilliertem Wasser
gespult und getrocknet.

AnschlieRend wurden die Komponenten fir das Sammelgel gemischt. APS und TEMED
wurden ebenfalls als letzte Bestandteile zugegeben. Die Sammelgel-Loésung wurde mit einer

Pipette bis zum oberen Rand der Gelkassette eingefillt und ein Kamm (10 Well; Dicke 0,75
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mm) zwischen die Glasplatten in die Sammelgel-Lésung eingesetzt. Nach ca. 5-10 Minuten
ist das Sammelgel polymerisiert. Nach der Entfernung des Kammes und dem Ausspulen der

Wells mit Laufpuffer ist das Gel verwendungsfertig.

Reagenzien Menge
Trenngel (10%) Wasser (deionisiert) 0,525 ml
30%Acrylamid/Bis-Losung 1,65 ml
Trenngelpuffer 1,25 ml
Sucroselésung 1,075 mi
Gelatine 0,5 ml
10%APS 17,5 ul
TEMED 1,875 ul
Trenngelpuffer Tris Base 27,23 ¢
(1,5 M Tris-HCI, pH 8,8) Wasser (deionisiert) ~ 130 ml

6N (32%) HCI

zum Einstellen des pH's

Sammelgel (4%) Wasser (deionisiert) 1,84 ml
30%Acrylamid/Bis-Losung 0,66 ml
Sammelgelpuffer 1,25 ml
Sucroselésung 1,25 ml
10%APS 60 pl
TEMED 13 ul

Sammelgelpuffer Tris Base 69

(0,5 M Tris HCI, pH 6,8) Wasser (deionisiert) ~90 ml

6N (32%) HCI zum Einstellen des pH's

Tab. 2.2 Komponenten von Trenngel und Sammelgel

11.6.4 Elektrophorese

Zunachst wurde die Elektrophoresekammer mit zwei Gelkassetten bestiickt und mit dem
zuvor 1 : 10 verdinnten Zymogramm-Laufpuffer (siehe Tab. 2.3) beflllt. Die bendétigte
Proteinmenge wurde fir die gewilinschte Proteinkonzentration (20 bzw. 40 ug) berechnet und
abpipettiert. Die Proteinproben wurden jeweils mit der doppelten Menge Zymogramm-
Sample-Puffer, welcher zusatzlich Bromophenol blau zur Darstellung der Proben wahrend
der Elektrophorese enthalt, verdinnt und auf das Gel aufgetragen. Die elektrophoretische
Auftrennung der Proben wurde mit 100 V bei Raumtemperatur und einer Laufzeit von 100
Minuten durchgefiihrt. Zur Renaturierung der Proteine wurden die Elektrophorese-Gele bei
Raumtemperatur fir 30 Minuten in je 100 ml Zymogramm-Renaturierungspuffer (2,5% Triton
X-100) geschwenkt. Der Zymogramm-Renaturierungspuffer sollte nach 15 Minuten durch
frischen Puffer ersetzt werden.

AnschlieRend wurden die Gele zur Aktivierung der Matrix-Metalloproteinasen Uber Nacht bei
37T in je 100 ml Zymogramm-Entwicklungspuffer inku biert.
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Reagenzien Menge
Zymogramm -Laufpuffer Tris Base 15,00 g
Glycin 72,009
SDS (Invitrogen, Karlsruhe) | 5,00 g
Wasser (deionisiert) 500 ml
Zymogramm -Sample - Wasser (deionisiert) 2,15 ml
Puffer 0,5 M Tris-HClI, pH 6,8 1,25 mi
Glycerol 2,50 ml
10% SDS 4,00 ml
1% Bromphenolblau 0,20 ml
Zymogramm - Triton X-100 259
Renaturierungspuffer Wasser (deionisiert) 900 ml
Zymogramm - Tris Base 6,06 g
Entwicklungspuffer NacCl 11,70 g
CaCl, 0,56 ¢
30% Brij-35 670 ul
Wasser (deionisiert) 900 ml

Die Reagenzien des Zymogramm-Renaturierungs- und Entwicklungspuffers wurden
zunéchst in 900 ml deionisiertem Wasser gelost. AnschlieBend wurde die Ldsung mit
deionisiertem Wasser zu einem Gesamtvolumen von 1 | aufgefullt.

Tab. 2.3 Puffer fur Gelelektrophorese und Entwicklung

11.6.5 Farben und Entfarben

Die tUber Nacht inkubierten Gele wurden in je 100 ml Zymogramm-Farbeldsung (Coomassie
brillant blue R-250, Bio-Rad, Munchen) fir drei Stunden bei Raumtemperatur geschwenkt.
Die Entfarbung wurde mit je 100 ml Zymogramm-Entfarbeldsung fir ca. 30-60 Minuten
ebenfalls unter Schwenken durchgefihrt. Dabei sollte die Losung jeweils nach 15 Minuten
bis zur gewiinschten Darstellung der nachzuweisenden weillen Banden auf blauem

Hintergrund gewechselt werden.

Reagenzien Menge
Zymogramm -Farbelésung Methanol 400 ml
Essigsaure 100 ml
Coomassie brilliant blue R-250 |59
Wasser (deionisiert) 500 ml
Zymogramm - Methanol 400 ml
Entfarbeldsung Essigsaure 100 ml
Wasser (deionisiert) 500 ml

Tab. 2.4 Komponenten fur Farben und Entfarben
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Die entfarbten Gele wurden auf einer Leuchtplatte liegend mit einer digitalen Kamera
aufgenommen und densitometrisch am PC ausgewertet (ImageMaster® VDS System und

ImageMaster 1D Elite v3.00 Software, Amersham Biosiences, Freiburg).

1.7 PCR

11.7.1 RNA-Isolierung und Aufbereitung

Die RNA-Isolierung wurde mit der Einschritt-Flissigphasen-Separation von peqGOLD
RNAPure™ (peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen) durchgefiihrt, wobei die gesamte RNA
durch die modifizierte Guanidin-Isothiozyanat-Methode extrahiert wird.

Dazu wurden zunachst 100 mg Myokardprobe im tiefgefrorenen Zustand abgewogen und mit
2 ml peqGOLD RNAPure™ homogenisiert (Ultra-Turrax, T25 basic, IKA® Werke GmbH & Co.
KG, Staufen). Ein zusatzlicher Reinigungsschritt mittels Zentrifugierung fur 10 Minuten bei
4C und 14000 rpm ergab einen gereinigten Uberstand, der zur Weiterverwendung
abpipettiert wurde. Zur gewinschten Phasentrennung in eine untere Phenol-Chloroform-
Phase, eine mittlere Interphase und eine aufliegende wassrige Phase wurden je
eingesetztem Milliliter peqgGOLD RNAPure™ 0,2 ml Chloroform zugegeben, mittels Vortexer
(Vortex 3, IKA® Werke GmbH & Co. KG, Staufen ) gemischt und anschlieRend fiir 5 Minuten
bei 4C und 14000 rpm zentrifugiert. In der unteren und mittleren Phase befanden sich nun
DNA und Protein und ausschlieZlich in der oberen wassrigen Phase RNA. Diese wurde in
ein frisches Rohrchen Uberfuhrt, zur RNA-Prazipitation mit 0,5 ml Isopropanol pro
eingesetztem Milliliter peqGOLD RNAPure™ vermischt und fir 10 Minuten bei 4C und
14000 rpm zentrifugiert. Danach wurde der Isopropanol-Uberstand mit der Pipette
abgenommen und das entstandene Pellet zweimal mit 1 ml 75%igem Ethanol gewaschen.
Das so gewonnene RNA-Pellet wurde nach dem Trocknen bei Raumluft in RNAse-freiem
Wasser zur Weiterverwendung geldst. Mittels des DNA-free™-Kit (Ambion Inc., Woodward
Austin, TX, USA) wurden sédmtliche Reste an genomischer DNA aus der RNA-Prazipitation
entfernt. Die Konzentration der Proben wurde im Photometer (BioPhotometer, Eppendorf,
Wesseling-Berzdorf) mit Wasser als Referenzgrof3e bestimmt. Der RNA-Gehalt war in allen
Versuchsgruppen gleich. Zur Uberprifung der isolierten RNA auf Reinheit kann zuvor
denaturierte  RNA auf ein Checkgel (Formaldehyd 5,55% - Agarose 1,5% - Gel)
aufgetragen, eine Elektrophorese bei 100 V fir 30 Minuten durchgefuhrt und anschlie3end
die aufgetrennten Banden mittels Markierung durch Ethidiumbromid unter dem UV-Licht
beurteilt werden.

Die RNA-Konzentration und Reinheit wurden bei allen Proben durch die Spektrophotometrie

Uberpruft.
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11.7.2 Durchfihrung der RT-PCR

Der Nachweis und die semiquantitative Bestimmung von MMP-2- und MMP-9-mRNA wurde
mittels Duplex-RT-PCR und einem "Housekeeping" Gen (Hypoxanthin-
Phosphoribosyltransferase, HPRT) als interner Kontrolle durchgefiihrt. Durch die
Verwendung von Primer-Paaren, die sich sowohl an die mRNA als auch an die entstehende
cDNA anlagern, und einem Enzym-Mix mit reverser Transkriptase und DNA-Polymerase ist
es moglich die reverse Transkription der mRNA in cDNA und die Polymerase-Ketten-
Reaktion in einem Schritt durchzufuhren. Mit dieser Methode konnen auch sehr kleine
Mengen an RNA aul3erst sensitiv nachgewiesen werden (Freeman et al., 1999).

Folgende spezifischen MMP-Primer-Paare wurden eingesetzt:

Ratten-MMP-2: sense: ACTCCTGGCACATGCCTTTGCC
antisense: TAATCCTCGGTGGTGCCACACC
Ratten-MMP-9: sense: AGTTTGGTGTCGCGGAGCAC

antisense: TACATGAGCGCTTCCGGCAC

Das DNA-Fragment der Ratten-HPRT enthielt 110 Basenpaare (Bp), das Fragment der
MMP-2 474 Bp und der MMP-9 376 Bp.
In Tabelle 2.5 sind die zur Durchfihrung der RT-PCR bendtigten Komponenten aufgelistet,

welche als ,Master Mix" vorbereitet wurden.

Menge | Komponente

100 ng | zu untersuchende RNA

2 ul Primer (1 ul reverse Primer + 1 pl forward Primer), Konzentration: 0,2 uM

1l dNTP-Mix (Desoxynucleoside Triphosphate Set, PCR Grade; Roche, Penzberg),
Konzentration: 200 uM

1l Enzym-Mix

0,34 pul | RNase Inhibitor (RNAguard™, Amersham Biosciences, Freiburg)

2,5 ul DTT-L6sung

10 pl RT-PCR-Puffer

Dem Master Mix wurde deionisiertes Wasser zugefiigt, um ein Gesamtvolumen von 50 ul zu
erhalten.

Enzym-Mix, DTT-L6sung und RT-PCR-Puffer sind im Titan One Tube RT-PCR System von
Roche, Penzberg enthalten. Der Enzym-Mix besteht aus einer AMV (Avian Myeloblastosis
Virus) Reverse Transkriptase, einer Tag-DNA-Polymerase und einer Tgo-DNA-Polymerase
mit Korrekturleseaktivitat.

Tab. 2.5 Komponenten des Master Mix
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Der Master Mix wurde in PCR-GefalRe (Eppendorf, Wesseling-Berzdorf) pipettiert und diese
in einen Thermocycler (Mastercycler® personal, Eppendorf, Wesseling-Berzdorf) gegeben.
Die RT-PCR wurde mit folgenden Schritten durchgefthrt:
* Reverse Transkription (50C, 30 min)
» Denaturierung (94, 2 min) zum Trennen der doppel strdngigen cDNA
* 10x Denaturierung (94<C, 10 sec), Hybridisierung d er Primer (45-65C, 30 sec) und
Elongation (= DNA-Synthese; 68T, 45 sec)
e 25x Denaturierung (94<C, 10 sec), Hybridisierung d er Primer (45-65<C, 30 sec) und
Elongation (68<C; 45 sec, zu welchen mit jedem Zykl us 5 sec addiert werden)

» verlangerte Elongation (68<C, bis zu 7 min)

11.7.3 Elektrophorese

Die amplifizierten DNA-Abschnitte wurden mittels Elektrophorese auf einem 2% Agarose-Gel
aufgetrennt und anschlieRend densitometrisch ausgewertet.

Zur Herstellung des Gels wurden 1 g NuSieve® 3 : 1 Agarose (Cambrex Bio Science, USA)
und 50 ml Tris-Borat-EDTA-Gellaufpuffer (TBE-Puffer, siehe Tab. 2.6) in einer Mikrowelle
erhitzt. Nach der Zugabe von 10 pl Ethidiumbromid wurde das fliissige Gel zum Ausharten in
eine Gelkassette gegossen. AnschlieRend wurde die Elektrophoresekammer mit TBE-Puffer
beflllt und das hergestellte Gel hineingegeben. Je 15 pl Probe wurden mit 1,5 pl DNA-
Sample-Puffer vermischt und davon 15 pl in die Gel-Slots pipettiert. Ein DNA-
Langenstandard wurde ebenfalls auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese wurde bei
120 V fir 45 Minuten durchgefihrt.

Reagenzien (von Sigma-Aldrich Menge
Chemie GmbH, Taufkirchen)

TBE-Puffer Borséaure 27,82¢g
Trizma Base 54,59
EDTA, Dinatriumsalz-Dihydrat 4,65¢g
DEPC-H,0O 370ml

Die Reagenzien wurden mit einem Magnetriihrer vermengt. Nach vollstéandiger Lésung
wurde der pH-Wert gemessen und mittels 1 N HCL auf 8,3 eingestellt. Danach wurde die
Losung mit DEPC-H,O auf 500 ml aufgeflllt. Zur Herstellung des Gels und fir die
Elektrophorese muss eine 1 : 10-Verdinnung des Puffers mit destilliertem Wasser erfolgen.

Tab. 2.6 Puffer fur die Elektrophorese der PCR-Produkte

Die Auswertung erfolgte densitometrisch am PC mit dem ImageMaster® VDS System und

der ImageMaster 1D Elite v3.00 Software (Amersham Biosiences, Freiburg).
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[1.8 Nachweis von Zytokinen in Myokard und Plasma

11.8.1 Real-time RT-PCR der Myokardproben

Um die akute Entziindungsreaktion, welche durch die extrakorporale Zirkulation in
Kombination mit der Inzolen®-Kardioplegie hervorgerufen wird, zu analysieren, wurde die
myokardiale mRNA-Expression von Tumor-Nekrose-Faktor a (TNF-a) und Interleukin 6 (IL-6)
untersucht. Als Standard wurde die Expression der Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) verglichen. Zur Erfassung der mRNA-Spiegel wurde die real-time
RT-PCR eingesetzt, mit welcher zusatzlich zur Vervielfaltigung der mRNA die entstehenden
Gen-Produkte in Echtzeit durch eine Fluoreszenz-Messung quantifiziert werden. Diese
Technik bietet neben einer hohen Sensitivitdt auch eine gute Reproduzierbarkeit und
ermoglicht die Detektion selbst kleinster mRNA-Konzentrationen und Anderungen dieser
(Pfaffl et al., 2002).

Spezifische Primer-Paare wurden von Dr. J. B. Grammer (Deutsches Herzzentrum Minchen)
fur jedes Gen unter Verwendung der Primer3 Software (http://www.frodo.wi.mit.edu/)
designend und deren Spezifitdt mittels des Standard Nukleotid basic local alignment search
tool (BLASTnN) nachgeprift, welches durch das National Center of Biotechnology Information
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) zur Verfigung gestellt wird. Die verwendeten Primer-Paare
(sense/antisense) waren folgende:

- TNF-a (Genbank-Zugangsnummer NM_012675):
5-GGGGGCCTCCAGA ATCCA-3'/5-TGGGCTACGGGCTTGTCA-3';

- IL-6 (Zugangsnummer NM_012589):
5-CCGTTTCTACCTGGAGTTTG-3'/5'-GAAGTTGGGGTAGGAAGGAC-3'/
5'-GAAGTTGGGGTAGGAAGGAC-3;

- GAPDH (Zugangsnummer NM_017009):
5-TGGCCTTCCGTGT TCCTACCC-3/5-CCGCCTGCTTCACCACCTTCT-3..

Die Primer wurden auf ihre Fahigkeit einzelne Produkte von korrekter Gréf3e zu erzeugen
durch eine Schmelzkurvenanalyse und einer Auftrennung auf einem Agarose-Gel getestet.
Das Thermo-Cycling wurde in einem LightCycler 1.5 (Roche Molecular Biochemicals,
Mannheim) unter Verwendung des QuantiTect® SYBR® Green one-step RT-PCR-Kits
(Qiagen, Hilden) durchgeftihrt. Dabei wurde folgendes experimentelles Protokoll verwendet:

1) Reverse Transkription (20 min bei 50C)

2) Denaturierung (15 min bei 95C)

3) Amplifikation und Quantifizierung, 45x wiederholt (15 sec bei 95T, 30 sec bei 56T
fur alle drei Gene, 20 sec bei 72T, 5 sec bei 73C mit einer Einzel-Fluoreszenz-
Messung)

4) Schmelzkurve (65-92€C mit einer Erwarmung um 0,1 C pro Sekunde und einer

kontinuierlichen Fluoreszenz-Messung)
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5) Kuihlung auf 40<C.
Durch die Fluoreszenz-Messung bei 73C am Ende jede s Amplifikations-Schrittes wurde
eine akkuratere Quantifizierung der IL-6-, TNF-a- und GAPDH-Produkte gewéhrleistet, da
unspezifische PCR-Produkte, wie z.B. Primer-Dimere, unterhalb der gewéhlten Temperatur
geschmolzen wurden. Die Auswertung wurde von Dr. J. B. Grammer (Deutsches
Herzzentrum Minchen) unter Verwendung der LightCycler Software 3.5 (Roche Moleculars
Biochemicals, Mannheim) durchgefiihrt. Details des Procedere sind in Pfaffl et al. (2002)

skizziert.

11.8.2 Bestimmung der Zytokin-Plasmakonzentrationen

IL-6 und TNF-a wurden zum Nachweis der Zytokine im Plasma aus den am Ende der
Versuche gewonnenen Plasmaproben standardmafRig mittels ELISA, durchgefiihrt geman
der Herstellerangaben (Biosource Deutschland GmbH, Solingen), bestimmt. Jede Probe
wurde zweifach gemessen und die enthaltenen TNF-a- und IL-6-Konzentrationen anhand
von Standardkurven berechnet. Die aufgrund der Hamodilution in den Versuchsgruppen zu
niedrig bestimmten Zytokin-Werte wurden anhand der Gesamt-Proteinkonzentration im

Plasma korrigiert.

[1.9 Statistische Methoden

Die statistische Analyse der Daten wurde durch Prof. Dr. H. Schad und Dr. J. B. Grammer
(Deutsches Herzzentrum Muinchen) unter Verwendung von SPSS 13.0 fur Windows
durchgefuhrt. Die Daten werden angegeben als Mittelwert +/- SD (n). Lineare Regressionen
wurden fur die Korrelationen von Hamatokrit und Volumen durch die Konduktanz berechnet.
Die Daten der Blutgasanalysen wurden dem einseitigen ANOVA-Test mit Bonferroni-
Korrektur und dem Mann-Whitney-U-Test unterzogen. Fur die hAmodynamischen Parameter
wurden der Wilcoxon-Test fir zwei verbundene Stichproben und der einseitige ANOVA-Test
mit Bonferroni-Korrektur verwendet. Die Daten der Zymographie und der PCR wurden
ebenfalls mit dem einseitigen ANOVA-Test mit Bonferroni-Korrektur verglichen.

Eine Signifikanz der Unterschiede wurde fir p < 0,05 akzeptiert.
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[l Ergebnisse

[11.1 Verbesserungen des Versuchsaufbaus im Laufe d  er Experimente

[11.1.1 Etablierung der Praparationstechnik

Die Préaparationstechnik, welche fur die arterielle Blutdruckmessung, die venodse
Volumensubstitution und den Anschluss der Herz-Lungen-Maschine an die Ratte notwendig
war, wurde an 30 Tieren etabliert.

Zunachst wurde fir den arteriellen Zufluss der HLM die Schwanzarterie der Ratte kandliert.
Aufgrund des geringen Geféal3lumens kam es bei der Katheterplatzierung immer wieder zu
Schwierigkeiten, sodass in den folgenden Versuchen die Arteria femoralis (rechts) verwendet
wurde. Der Katheter fir die invasive Blutdruckmessung wurde in die linke Arteria femoralis
eingefiihrt. Da zusatzlich Bedarf an einem vendsen Zugang fur Volumen- und
Medikamentensubstitutionen bestand, wurde auch die linke Vena femoralis kandliert.
Hieriber konnte z.B. Pancuronium zur kompletten Muskelrelaxierung verabreicht werden.
Um eine Gefalruptur zu vermeiden und die Kanulierung zu erleichtern, erwies sich eine
Vordilatierung der Gefal3e als sinnvoll. Fiur einen sicheren Halt der Katheter im GefaRlumen
ist die Verwendung von Tourniquets ratsam.

Fur die ventse Leitung der HLM wurde zunachst die Vena anonyma, spater die Vena
jugularis rechts kanuliert. Die vendse Kantle wurde durch eine Verlangerung der Stahlkantle
um 5 mm fir eine leichtere und sichere Positionierung im rechten Vorhof und durch einen um
2 mm erweiterten Durchmesser (insgesamt 2,2 mm) fir einen suffizienteren Rlckfluss
optimiert. Unter der zusétzlichen Verwendung von Sog (15-20 mmHg) am vendsen Reservoir
konnten die Flussraten der HLM weiter gesteigert werden. Haufig auftretende Probleme bei
der vendsen Kandlierung waren Perforationen der Vena jugularis, des rechten Ventrikels und
des Vorhofseptums. Daher ist hierbei auf eine besonders sorgfaltige und exakte
Vorgehensweise zu achten. Eine Dilatierung des Gefal3es vor der Kandlierung ist ebenfalls
hilfreich.

Fur die Thorakotomie hat sich der Elektrokauter als geeignetes Werkzeug im Vergleich zu
Schere oder Skalpell herausgestellt, da damit eine geringere Verletzungs- und
Blutungsgefahr besteht. Nach der Platzierung der vendsen Kantile im rechten Vorhof sollte
der Elektrokauter nicht mehr verwendet werden, da dies zu blutigen Imbibitionen des
Vorhofes fuhrt.
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[11.1.2 Etablierung der Konduktanz-Katheter-Technik und Kardioplegie

Die Etablierung der Konduktanz-Katheter-Technik wurde an 20 Tieren durchgeftihrt.
Zunachst wurde sowohl fur die Messungen mit dem Konduktanz-Katheter als auch fur die
Gabe der kardioplegischen Lésung das gleiche Gefal3 (Arteria carotis rechts) verwendet. Da
der Katheterwechsel zu erheblichen Komplikationen wie Blutungen oder Blutdruckabfall
fuhrte, wurde der Kardioplegie-Katheter in die linke Arteria carotis eingefuihrt und der
Konduktanz-Katheter in der rechten Arteria carotis belassen. Zur Installation der Kardioplegie
mussten zusatzlich Truncus brachiocephalicus und Aortenbogen freiprdpariert und mit
Tourniquets, welche dem Abklemmen der Gefal3e dienten, angeschlungen werden.

Bei der Platzierung des Konduktanz-Katheters im linken Ventrikel traten folgende Probleme
auf: Perforationen von Ventrikelspitze, Ventrikelwand, Aortenklappensegel und Aortenwurzel,
Rhythmusstérungen des linken Ventrikels, arterielle Blutungen und Hamatome in
Ventrikelseptum und Herzspitze. Dies erforderte eine aullerst prazise und sorgfaltige
Vorgehensweise beim Einfihren und Platzieren des Katheters. Durch einen zuvor in der
rechten Arteria carotis platzierten Silikonkatheter konnte der Konduktanz-Katheter
schonender vorgeschoben werden. Zudem wurden stabilere Messungen ermdglicht und
Rhythmusstérungen vermieden. Das Zurlckziehen des Katheters auf Klappenniveau
wahrend des kardiopulmonalen Bypasses fiihrte ebenfalls zu einer geringeren Schadigung
des Herzens.

Zur Messung der Parallel-Konduktanz wurde zusatzlich die linke Vena jugularis kandliert und

somit die Méglichkeit geschaffen kleine Mengen einer Kochsalzlbésung zu injizieren.

[1l.2 Daten der Blutgasanalysen

Die arteriellen Blutgasanalysen dienten der Uberwachung von Hamatokritwert,
Oxygenierung, Saure-Basen-Haushalt und Kaliumwerten wéahrend des gesamten Versuchs.
Die gewonnenen Daten sind in Tabelle 3.1 aufgelistet. Die Werte der Kontrolltiere
entsprechen den Ausgangswerten (vor der Hamodilution) beider untersuchter Gruppen und
wurden daher nicht gesondert aufgelistet.

Die Hamatokritwerte wurden durch die Hamodilution in beiden Versuchsgruppen signifikant
verringert (p < 0,05), blieben aber wéahrend der extrakorproalen Zirkulation und 60 Minuten
nach der Entwdéhnung vom Bypass stabil. Die Oxygenierung stieg wahrend der
extrakorporalen Zirkulation signifikant an (p < 0,05), was eine hervorragende Leistung des
Membranoxygenators aufzeigt. Der hohere Anstieg des Sauerstoffpartialdrucks und die
verringerten Kohlendioxidpartialdricke wahrend und nach der extrakorporalen Zirkulation in
der Gruppe ohne Kardioplegie sind auf die zusatzliche Lungenventilation zuriickzufiihren,

welche lediglich wahrend des kardioplegischen Herzstillstandes ausgesetzt wurde.
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Basenuberschuss und pH-Wert blieben in beiden Versuchsgruppen wahrend des gesamten
Experiments stabil. Allerdings ist anzumerken, dass bei Bedarf Natriumbikarbonat in kleinen
Mengen substituiert wurde, um eine metabolische Azidose auszugleichen.

Eine signifikante Erhdhung des Kaliums wurde 60 Minuten nach der extrakorporalen
Zirkulation in beiden Gruppen beobachtet. Wahrend der extrakorporalen Zirkulation
verringerten sich die Kaliumwerte signifikant (2p < 0,05) in der Gruppe ohne Kardioplegie
gegenuber der Gruppe mit Kardioplegie, was auf die kaliumhaltige kardioplegische Losung
zurickzufuhren ist.

vor HLM wahrend HLM nach HLM

(vor der
Hamodilution)

(nach der 30min 60min
Hamodilution)

Hkt [%6] EKZ 420+%51* 22,3+3,1 22,3+3,9 21,0+£6,1
INZ 438+3,1* 24,0+ 3,6 22,1+2,0 25,6 +4,2
pO, EKZ 11925 109 £ 15 568 +25* # 211 +£91*
[mmHg] INZ 118 + 37 124 + 40 527 £40* 158 + 83
pCO, EKZ 449+3/4 47,3+ 45 36,9+52* 37,1+8,6*
[mMmHQ] INZ 425+ 4,6 41,8+7,4 38,0+7,8 39,4+7,4
pH EKZ 7,35+0,05 7,38 £ 0,04 7,49 £0,07 * 7,42 £ 0,05
INZ 7,35+0,04 7,40 £ 0,06 7,46 £ 0,08 7,41 £ 0,07
BE EKZ -2,1+22* +1,1+1,8 +2,9+1,7 -1,8+4,5
[mmol/1] INZ -29+24 +0,2+2,7 +1,1+£2,8 -0,6+3,1
K* EKZ 4505 40+0,4 35+02# 55+0,9*
[mmol/l] INZ 42+0,3 3,7+0,3 45+0,8 6,5+1,3*

Hamatokrit und Blutgasanalysen bei Ratten vor, wahrend und nach kardiopulmonalem Bypass
ohne Kardioplegie (EKZ, n = 10) und mit Inzolen®-Kardioplegie (INZ, n = 9). MW = SD, * p <
0,05 vs. ,nach der Hamodilution“, # 2p < 0,05 EKZ vs. INZ

Tab. 3.1 Daten der Blutgasanalysen

[11.3 Daten der Konduktanz-Katheter-Messungen

111.3.1 Kalibrierung des Systems

Da die Konduktanz des Blutes vom Hamatokritwert abhangig ist und niedrige
Hamatokritwerte zu einer Uberschatzung der relativen Volumina, welche vom Konduktanz-

Katheter-System erfasst werden, fiihren, ist eine Korrektur der Daten notwendig.
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Diese fuhrten wir wegen der unterschiedlichen Hamatokritwerte vor der extrakorporalen
Zirkulation und nach der Entwéhnung vom Bypass mittels einer Kalibrierung des
Konduktanz-Katheters fir jede Volumen-Messung durch.

Insgesamt wurden 107 Kalibrierungs-Messungen mit speziellen Kalibrierungs-Kivetten
(Fassungsvermdgen 28,3 pl, 63,6 pl und 113,1 pl Blut) fur Hamatokritwerte zwischen 7% und
50% vorgenommen. Durch einfache und multipel lineare Regressionsanalysen wurde der
Zusammenhang zwischen den Proben-Volumina und den Hamatokritwerten bewertet. Die
aus den Daten resultierenden Regressionsgleichungen wurden als Nomogramm fir eine
Zwei-Punkt-Kalibrierung der Druck-Volumen-Analyse-Software in den nachfolgenden
Experimenten genutzt.

Wie in Abbildung 3.1 aufgezeigt wird, hangen die durch den Konduktanz-Katheter
aufgezeichneten unterschiedlichen relativen Volumen-Einheiten (RVU) von bestimmten
Hamatokritwerten ab. Es stellte sich hierbei ein streng linearer Zusammenhang (r 2 0,96, p <
0,0001) dar. Auch eine mehrfach Ilineare Regressionsanalyse ergab einen
Korrelationskoeffizienten r = 0,94 und p < 0 ,0001 fur das wahre Volumen (ul) = (1,47 x

Hamatokrit) + (2,58 x RVU) - 42,7 , was somit als Regressionsgleichung verwendet werden

kann.
60
A,
A
50 FY=69.15-092X 4
r=-0.97; p <0.0001
40 |
Calibration
Cuvette
-2 30FY=4224-057X Volume
= r=-0.96; p < 0.0001
113.1 pl
20 |
63.6 l
10 LY =1877-025X
=-0.97; p < 0.0001
r P 28.3 pl
0 | | | | |
0 10 20 30 40 50
Hct (%)

Abb. 3.1 Abhangigkeit der RvU vom Hamatokritwert
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[11.3.2 Hamodynamische Daten

Alle in diesem Abschnitt beschriebenen Daten sind in Tabelle 3.2 aufgefuhrt.

Die Daten der Kontrolltiere entsprachen wiederum den Ausgangswerten und wurden daher
nicht gesondert in die Tabelle aufgenommen.

Der maximale linksventrikulare Druck (LVPnay) fiel im Vergleich zu den Werten vor dem KPB
60 Minuten nach der Entwdhnung vom Bypass in beiden Versuchsgruppen signifikant ab
(p < 0,05; s. Abb. 3.2), wohingegen die Herzfrequenz in der Gruppe ohne Kardioplegie
wahrend des gesamten Experiments stabil blieb. Sie verringerte sich aber signifikant (p <
0,05) um ca. 70 Schlage/min in der Kardioplegie-Gruppe nach dem KPB im Vergleich zu den
Werten davor.

Eine Reduktion der systolischen Funktion 60 Minuten nach dem kardiopulmonalen Bypass
zeigte sich in der Versuchsgruppe mit Kardioplegie anhand der signifikant (p < 0,05)
erniedrigten  Parameter wie Schlagarbeit, Schlagvolumen, Herzminutenvolumen,
Ejektionsfraktion, dP/dt;.x und dV/dt, .. Die diastolische Herzfunktion war in der Gruppe mit
Kardioplegie nach dem KPB ebenfalls beeintrachtigt (dP/dtyi,, dV/dtyi, Signifikant verringert),
was auch der flllungsunabhéngige Parameter der enddiastolischen Elastanz durch eine

signifikante Erh6hung anzeigte.

150 i
!l
| before CPB

’
/
/
7

60 min after CPB

100

LVP (mmHg)

100 150

Abb. 3.2 Exemplarische Druck-Volumen-Schleifen wahrend der vendsen Volumenentlastung
nach Hamaodilution vor und 60 min nach der extrakorporalen Zirkulation
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vor HLM 60 min nach HLM

HF [/min] EKZ 429+24 413 £ 39

INZ 409 £ 42 339+55*#
LVP max [MmHQ] EKZ 132+16 114+20*

INZ 137 +21 102 £25*
LVedP [mmHg] EKZ 42+20 3,4+1,0

INZ 29+17 3,7+15
LVedV [ul/kg] EKZ 222 +32 216 +41

INZ 209 + 64 232 + 27
SV [ul/kg] EKZ 7829 84 £ 25

INZ 72 +23 49 £23* #
tau T [msec] EKZ 6,310 6,4+0,8

INZ 6,4+0,9 7514
HMV [ml/min-kg] EKZ 34+14 35+£12

INZ 30+£12 17+10*#
EF [%] EKZ 35+10 39+8

INZ 36 +11 22+10*#
SW [mmHg-ml/kg] EKZ 8,40+4,53 7,39 + 3,09

INZ 7,39 +2,43 3,09+1,62*#
Ees [mmHg-kg/pul] EKZ 1,63+150 1,86 +1,69

INZ 2,06 + 1,37 2,52 +2,54
Eed [mmHg-kg/pl] EKZ 43,3+25,1 35,2+ 20,2

INZ 43,5 £ 25,7 80,3+359*#
dP/dt nax [MMHg/sec] EKZ 13039 + 3480 10498 + 3541

INZ 13384 £ 4297 6805 + 3859 *
dv/dt i, [ml/sec-kg] EKZ 3,80+1,68 4,05+1,68

INZ 3,98 +£1,96 2,26 +1,40*
dP/dt i, [nmHg/sec] EKZ 9588 + 2058 6310 + 2182 *

INZ 9744 + 2861 5702 £ 2723 *
dV/dt nax [Ml/sec-kg] EKZ 4,01+292 3,99+219

INZ 2,80+ 0,87 1,74+0,73 *

Ergebnisse der Messungen mit dem Konduktanz-Katheter bei Ratten vor und nach HLM
ohne Kardioplegie (EKZ, n = 10) und mit Inzolen®-Kardioplegie (INZ, n = 9). Angaben als
MW + SD, * p < 0,05 nach vs. vor HLM, # p < 0,05 vs. EKZ

Tab. 3.2 Hamodynamische Daten
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[11.3.3 Kardioplegischer Herzstillstand

Die exemplarisch, auf einer Zeitachse linear dargestellten Druck- und Volumenkurven (siehe
Abb. 3.3) zu Beginn des kardioplegischen Herzstillstandes zeigen, dass es mit dem
Abklemmen der Aorta und Infusion der kardioplegischen Losung zu einem Druckanstieg im
linken Ventrikel kam, welcher aber rasch wieder abfiel. Die Zeit bis zum Einsetzen des
kompletten Herzstillstandes war mit 10 Sekunden sehr kurz und ist auf eine effektive
Kardioplegie zurtickzufiihren.

275
Ao X-clamp
11|! || .*F‘h v lllli ﬁﬂ'mr
Lvv IH\« ‘ll
(W) 175 i i

h\fﬂr‘\f"ﬁ’ﬁ wrrrtu-hrrﬂ‘ 1

75

AR 111/1119

LVP | A -
{mmHg) 100 ‘

H |‘|
I_!.‘
J 'a.J hlh

05s 10s

—

| X
||'i
Il | W

TR u-”u'--' WM

Abb. 3.3 Linear dargestellte Druck- und Volumenkurven wahrend der Induktion des
Herzstillstandes

Etwa 45 Sekunden nach dem Losen der Aortenklemme und der Wiederherstellung der
Koronarperfusion setzte die Pumpfunktion des linken Ventrikels ein und es konnten sofort
stabile Druck- und Volumen-Signale aufgezeichnet werden (siehe Abb. 3.4). Dadurch wird
ersichtlich, dass das Herz wahrend Praparation und KPB keinen gravierenden strukturellen
Schaden genommen hat.
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275
Reperfusion
Lvv l
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Abb. 3.4 Linear dargestellte Druck- und Volumenkurven zu Beginn der Reperfusionsphase

[11.4 Molekularbiologische Daten

I11.4.1 Matrix-Metalloproteinasen in der Zymographi e

Die in den blau gefarbten Zymogrammgelen vorhandenen weif3en Banden, entstanden durch
den Abbau von Gelatine durch die Matrix-Metalloproteinasen (MMP), wurden sowohl
hinsichtlich ihrer Laufhohe im Gel im Vergleich zum eingesetzten Langenstandard als auch
hinsichtlich der Intensitat der Bande ausgewertet.

Die Banden fir MMP-2 und MMP-9 sind bei 72 kDa und 92 kDa zu erwarten (Corcoran et al.,
1996, Nishikawa et al., 2003). Es wurde aber ersichtlich, dass verschiedene Formen von
MMP-2 und -9 vorlagen. Die latenten, proteolytisch inaktiven pro-Formen (pro-MMP-2, pro-
MMP-9) sind ca. 10 kDa grofer als die aktiven MMP"s und werden durch die Renaturierung
nach der Gel-Elektrophorese aktiviert und dadurch ebenfalls im Gel detektierbar (Leber et
al., 1997). Das pro-Enzym fur MMP-2 findet sich bei 72 kDa, die aktive Form bei 62 kDa
(Kleiner et al., 1993), wohingegen sich pro-MMP-9 bei 92 kDa und das aktive Enzym bei
84 kDa darstellt (Cheung et al., 2000).

Zudem wurde glykolysiertes pro-MMP-2 nachgewiesen, welches eine Bande bei 75 kDa
bildet und spezifisch fur Kleintiere ist (Lalu et al., 2002; Gao et al., 2003).

Um die notwendige Menge an Ventrikel-Myokard zu bestimmen, welche auf das Gel
aufgetragen werden muss, um eine genaue Beurteilung der verschiedenen Aktivitatslevel der

MMP's durchfuhren zu konnen, wurden verschiedene Mengen Protein in aufsteigender
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Konzentration auf einem Gel nebeneinander aufgetragen. Dabei wurde eine Konzentration
gesucht, die unterhalb der stationdren Phase in der Mitte des linear ansteigenden Teils der
gewonnenen Kurve liegt, da in diesem Bereich die unterschiedlichen Aktivitditen am besten
differenziert werden kdénnen.

Es zeigte sich, dass zur Auswertung der Proben des Ventrikel-Myokards eine Proteinmenge
von 40 pg, wie auch haufig in der Literatur beschrieben (Lalu et al., 2002; Nishikawa et al.,
2003), am besten geeignet ist.

pro-MMP-9

gly-pro-MMP-2
pro-MMP-2
MMP-2

Gelatinase 10 20 30 40 50 60 75 100 Mg protein

Standard
(Chemicon)

b)

180 - pro-MMP-9
160 - gly-pro-MMP-2
140 i +prO-MMP-2

120 - —>%—MMP-2

100 -

40 ~

Optische Dichte der Lysezonen

20 ~

10 20 30 40 50 60 75 100

Proteinmenge [ug]

Abb. 3.5 a) Zymographie mit aufsteigender Proteinmenge b) Graphische Darstellung der
nachweisbaren MMP-Aktivitat in Abhangigkeit der Proteinmenge

Die densitometrische Auswertung der Myokard-Proben erbrachte folgende Ergebnisse:
Aktives MMP-9 war in keiner der Gruppen nachweisbar, pro-MMP-9 wurde bei den
Kontrolltieren nicht gefunden. In der Kontrollgruppe herrschte generell eine signifikant

geringere MMP-Aktivitat als in den Versuchsgruppen mit extrakorporaler Zirkulation ohne
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und mit Kardioplegie (p < 0,001 fur pro-MMP-9, gly-pro-MMP-2, pro-MMP-2 und MMP
gesamt; p < 0,01 fir MMP-2).
Zwischen den beiden Versuchsgruppen war bezlglich der MMP-Aktivitat in  den

Myokardproben kein signifikanter Unterschied nachzuweisen.
a)

gly-pro-MMP-2
pro-MMP- 2: ; %

MMP-2

pro-MMP-9 ——=
gly-pro-MMP-2

u_
m&MMPZ

MMP-2 .c-c-c-c-Cc-Cc-Cc-C-C -C-C-C - -

b)

OKontrolle * p<0,001
BEKZ " p<ool

BINZ

900 ~

800 -

700 ~
600 -
500 -
400 -
300 -
200 ~
100 -

MMP-Aktivitat [arbitrary units]

pro-MMP-9 gly-pro- pro-MMP-2 MMP-2 MMP gesamt
MMP-2

Untersuchte MMP-Faktionen

Abb. 3.6 a) Zymogramme der Myokardproben (nativ = Kontrollgruppe, - = EKZ-Gruppe, C =
INZ-Gruppe) b) Graphische Darstellung der MMP-Aktivitat im linken Ventrikel

Zusatzlich zu den gewebestandigen MMP's wurde auch die Aktivitat der Matrix-
Metalloproteinasen im Plasma untersucht, um die Freisetzung dieser Enzyme aus dem
Herzmuskel und damit den Untergang von Ventrikelmyokard zu beurteilen.

Aktives MMP-2 konnte in keiner der drei Gruppen nachgewiesen werden. Zusatzlich zum

latenten pro-MMP-2 lag wiederum das fir Kleintiere spezifische glykolysierte pro-MMP-2 vor.
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Pro-MMP-9 konnte, wie auch in den Myokardproben, bei den Kontrolltieren nicht
nachgewiesen werden. Generell fand sich im Plasma der Kontrolltiere eine signifikant
geringere MMP-Aktivitat als bei den Versuchsgruppen (p < 0,05 fur gly- und pro-MMP-2,
bzw. p < 0,001 fur pro-MMP-9 und MMP gesamt im Vergleich mit der EKZ-Gruppe; p < 0,01
fur MMP gesamt im Vergleich mit der INZ-Gruppe).

In der Versuchsgruppe mit Inzolen®-Kardioplegie lag eine signifikant niedrigere pro-MMP-2-
Aktivitat vor als in der Versuchsgruppe ohne Kardioplegie (p < 0,05), was sich ebenso fir die
Gesamt-MMP-Aktivitat (p < 0,05) zeigte.

a)

pro-MMP-9—=
gly-pro-MMP-2
pro-MMP-2

pro-MMP-9—=
gly-pro-MMP-2
pro-MMP-2

b)

* p<0,05 *
OKontrolle ** p<0,001 —

BEKZ *** p<0,01 fallaal

* %
450 1 BINZ
400

* —

350 A

300 4
250 ~

200 *

150 +
100 +

50 1 %%

MMP-Aktivitét [arbitrary units]

pro-MMP-9 gly-pro- MMP-2 pro-MMP-2 MMP-2 MMP gesamt
Untersuchte MMP-Fraktionen

Abb. 3.7 a) Zymogramme der Plasmaproben (nativ = Kontrollgruppe, - = EKZ-Gruppe, C =
INZ-Gruppe) b) Graphische Darstellung der MMP-Aktivitat im Plasma

Um den Effekt von Zink, einem wichtigen Bestandteil der kardioplegischen Lésung, auf die
Aktivierung der Matrix-Metalloproteinasen darzustellen, wurden zusatzlich Gele mit je 20 pg
Protein der gleichen Probe bestiickt und tber Nacht in Entwicklungspuffern mit Zusatz von

Zink (ZnSQ,) in aufsteigender Menge (0,001 mM, 0,01 mM, 0,025 mM, 0,05 mM, 0,1 mM,
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0,5 mM, 1 mM und 5 mM) inkubiert. In der densitometrischen Auswertung der Zymogramm-
Gele zeigte sich hierbei generell eine Abnahme der Aktivitdt bei Zinkkonzentrationen ab
0,025 mM. Bei einer Konzentration von 0,09 mM war die Gesamt-Aktivitat der detektierbaren
MMP-2- und -9-Formen auf die Halfte reduziert.

200 I l
i

’ - —— pro-MMPpP-8
160 . —— prO-MMP'z
@
= 140 - —A— total MMP
5 120
£ 100 .
O T e
L 80 .
o
O 60 .
40 .
20 |
0 v . .
0.001 0.01 /v 0.1 1 10

50%-ige Hemmkonzentration =90 pM ZnSO,

Abb. 3.8 Einfluss unterschiedlicher Zinkkonzentrationen auf Matrix-Metalloproteinasen

[11.4.2 Matrix-Metalloproteinasen in der RT-PCR

Die RT-PCR wurde zusétzlich zur Zymographie durchgefiihrt um neben der Anderung der
MMP-Aktivitat auch eine Anderung der Transkription des Genproduktes erfassen zu kénnen.
Verglichen wurden dabei Proben des Myokards unterschieden in Innenschicht (Endokard)
und AuRenschicht (Epikard) sowohl fur MMP-2 als auch fur MMP-9 in beiden
Versuchsgruppen und bei den Kontrolltieren. Als internes Kontroll-Gen fiir die PCR diente
HPRT, welches haufig verwendet wird (Grammer et al., 2005).

Die notwendige Zyklenzahl fur eine optimale Darstellung und Auswertung der Banden wurde
mit Hilfe zweier Eichkurven sowohl fir die Epikard- als auch fir die Endokardproben
ermittelt. Gesucht wurde dabei eine Zyklenzahl im ansteigenden, exponentiellen Bereich der

Kurve unterhalb der Plateau-Phase, in welcher die PCR durch allmahlich zur Neige gehende
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Komponenten weniger vorhersehbar wird (Freeman et al., 1999). Fir beide Proben waren 27

Zyklen die optimale Anzahl.

a)
Gl Bl Rl 11 TMMP-2
300 '
T L L 1 1 I IHPRT
Lycles 29 2f 29 31 33 1

b)

—— MMP-2
HPRT

45 -
40 -
35 |

25 4

15 -

Optische Dichte
S

25 27 29 31 33 35

Zyklenzahl

Abb. 3.9 a) RT-PCR der Endokardproben mit unterschiedlicher Zyklenzahl b) Graphische
Darstellung der nachweisbaren mRNA-Konzentration der Endokardproben in Abhangigkeit
von der Anzahl der PCR-Zyklen
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Abb. 3.10 a) RT-PCR der Epikardproben mit unterschiedlicher Zyklenzahl b) Graphische
Darstellung der nachweisbaren mRNA-Konzentration der Epikardproben in Abh&angigkeit von
der Anzahl der PCR-Zyklen

Ein Vergleich der Versuchsgruppen mit und ohne Kardioplegie erbrachte keine signifikanten
Unterschiede hinsichtlich der Genexpression von MMP-2 und -9 in Endo- und Epikard.

In der Kontrollgruppe war mit der RT-PCR weder MMP-2 noch MMP-9 nachzuweisen,
sodass sich hier ein statistisch signifikanter Unterschied beim Vergleich mit den

Versuchsgruppen zeigte.
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Abb. 3.11 a) RT-PCR fur MMP-2 in Endokard und Epikard (- = EKZ-Gruppe, C = INZ-
Gruppe) b) Graphische Darstellung der mRNA-Konzentration von MMP-2 in Endo- und

Epikard
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a)

b)

OKontrolle
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Abb. 3.12 a) RT-PCR fir MMP-9 in Endokard und Epikard (- = EKZ-Gruppe, C = INZ-
Gruppe) b) Graphische Darstellung der mRNA-Konzentration von MMP-9 in Endo- und
Epikard

111.4.3 Entziindungsparameter

111.4.3.1 Real-time RT-PCR der myokardialen TNF-a- und IL-6-mRNA

Die Schmelzkurvenanalyse nach dem LightCycler-Lauf und die nachfolgende Agarose-Gel-
Elektrophorese der real-time RT-PCR-Produkte bestatigte das Vorhandensein von einzelnen
Amplifikations-Produkten fur alle drei zu untersuchenden Gene (siehe Abb. 3.13 und 3.14).
Die erwarteten cDNA-Fragment-Langen waren 105 bp fur GAPDH, 150 bp fir IL-6 und 218
bp fur TNF-a.
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Abb. 3.13 Schmelzkurvenanalyse der real-time RT-PCR-Produkte
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Abb. 3.14 Gel-Elektrophorese der real-time RT-PCR-Produkte

Wahrend die TNF-a-mRNA-Spiegel nur leicht erhéht waren (1,28fach; p = 0,71), war eine
herausragende Hochregulation von IL-6-mRNA in der Gruppe mit Kardioplegie zu
beobachten (90,3fach; p = 0,001; siehe Abb. 3.15).
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p=0.001
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Abb. 3.15 TNF-a- und IL-6-mRNA-Spiegel im Myokard
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111.4.3.2 TNF-a- und IL-6-Plasma-Konzentrationen

Im Gegensatz zur mRNA-Expression waren die Plasmaspiegel in der Gruppe mit
kardioplegischen Herzstillstand sowohl fur TNF-a als auch IL-6 signifikant erhdht. TNF-a
erreichte 4,6fach hthere Werte (p < 0,05). Die IL-6-Spiegel waren 426,8fach erhoht (p <
0,001; siehe Abb. 3.16).
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Abb. 3.16 TNF-a- und IL-6-Konzentrationen im Plasma
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IV Diskussion

Im vorliegenden Projekt wurden zwei Schwerpunkte ge  setzt:

1) Entwicklung einer Kleintier-Herz-Lungen-Maschine an der Ratte mit kardioplegischem
Herzstillstand und gleichzeitiger Messung der Hamodynamik mittels Konduktanz-
Katheter

2) Untersuchung der Auswirkungen der extrakorporalen Zirkulation und des
kardioplegischen Herzstillstandes auf die linksventrikuldre Funktion, Inflammation und

die Expression der Matrix-Metalloproteinasen-2 und -9

IV.1 Entwicklung der Ratten-Herz-Lungen-Maschine

IV.1.1 Das Kleintiermodell

Zur Untersuchung der Pathophysiologie der extrakorporalen Zirkulation wurden in der
Vergangenheit verschiedene Versuchsmodelle entwickelt. Die meisten Studien wurden an
grol3en Tieren durchgefiihrt, was jedoch mit hohen Kosten fir Labor, Ausristung und
Personal verbunden ist (Mackensen et al. 2001; Gourlay et al., 2002; You et al., 2005;
Modine et al., 2006).

Das Kleintiermodell bietet im Gegensatz dazu eine kostengiinstige und weithin verfiigbare
Methode fir Forschungsprojekte am Modell in vivo. Die Durchfiihrung von Studien mit groRer
Fallzahl ist mit wesentlich geringerem Aufwand realisierbar (Fabre et al., 2001) und es
kénnen dadurch aussagekraftigere Daten gewonnen werden.

Zudem besteht ein weiterer Vorteil darin, dass sich Anatomie und Physiologie der Ratte nicht
wesentlich vom menschlichen Herz-Kreislauf-System unterscheiden (Dong et al., 2005). Der
grofite physiologische Unterschied zwischen Mensch und Ratte besteht in der hdheren
Herzfrequenz der Ratten (Ballaux et al., 1999).

Auch wurde an der Ratte schon auf den unterschiedlichsten medizinischen Gebieten
geforscht und es kann auf eine Vielzanl an Daten zu physiologischen und
pathophysiologsichen Prozessen zuriickgegriffen werden (Ballaux et al., 1999, Grocott et al.,
2001).

Bislang wurde am Kleintier allerdings kein in-vivo-Modell einer Herz-Lungen-Maschine mit
kardioplegischem Herzstillstandes entwickelt. Ischamie-Reperfusions-Versuche wurden
entweder am isolierten Praparat durchgefuhrt (Cheung et al., 2000; Khadour et al., 2002;

Wang et al., 2002; Sawicki et al., 2005) oder durch die Verwendung unterschiedlicher
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Sauerstoffkonzentrationen am partiellen Bypass simuliert, was allerdings zu einer Hypoxie
aller Organe fuhrt (Sasaki et al., 1996).

Der klinischen Praxis entsprechend wurde unser Modell mit der Maoglichkeit far
hamodynamischen  Messungen mittels linksventrikularem  Druck-Volumen-Katheter,
Blutgasanalysen, Herbeifiihrung eines Herzstillstandes durch Querklemmen der Aorta und
Kardioplegiegabe und nachfolgender Entwéhnung vom Bypass angelegt (Giinzinger et al.,
2007). Somit konnten wir erstmalig einen reversiblen kardioplegischen Herzstillstand am
Kleintier durchfihren und in vivo reproduzierbare Daten zur myokardialen Leistung und
systemischen Entziindungsreaktion nach kardiopulmonalen Bypass erheben (Glnzinger et
al., 2007).

Unser Forschungsmodell bietet gerade im Hinblick auf die immer noch signifikant
vorhandene Morbiditdt nach kardiopulmonalem Bypass viele Mdglichkeiten fir Kklinisch
relevante Grundlagenforschungen auf dem Gebiet der myokardialen Dysfunktion und
systemischen Entziindungsreaktion nach Ischdmie und Reperfusion bei extrakorporaler

Zirkulation.

IV.1.1.1 Anforderungen an ein Kleintiermodell

Ein Kleintiermodell der Herz-Lungen-Maschine muss fir die Untersuchung klinisch relevanter
Fragestellungen verschiedene Grundbedingungen erfillen, damit verwertbare und
aussagekraftige Daten erhoben werden koénnen. Ballaux et al. (1999) erweiterten die von

Proctor (1978) aufgestellten Anforderungen an eine ,Mini-Herz-Lungen-Maschine":

1) Dem Priming (= Fullvolumen der Herz-Lungen-Maschine) soll kein Fremdblut
zugesetzt werden, um Hamolyse und systemische Entziindungsreaktion
uneingeschrankt untersuchen zu kénnen. Ein Priming-Volumen von weniger als 15 ml
wird gefordert.

2) Die Oxygenierung soll durch einen Membranoxygenator vorgenommen werden,
welcher bei durchschnittlicher Herzauswurfleistung eine mehr als ausreichende
Sauerstoffversorgung sicherstellen kann.

3) Der Fluss der extrakorporalen Zirkulation sollte dem physiologischen Herz-Minuten-
Volumen der Ratte entsprechen. Dies kann durch die zentrale Kanilierung des
rechten Vorhofes und durch einen arteriellen Zufluss direkt in die Aorta erreicht
werden.

4) Ein Filter und/oder eine Blasenfalle kdnnen hilfreich sein.

5) Durch unmittelbare Blutgasanalysen kann die Effektivitdt des Bypasses optimal

Uberwacht und gegebenenfalls korrigiert werden.
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6)

7

Der Warmeaustauscher sollte eine suffiziente Kihlung und Erwéarmung der
Kdrperkerntemperatur der Ratte ermdglichen.

Eine groRBe Oberfliche des Schlauchsystems verursacht eine wesentlich
ausgepragtere systemische Entziindungsreaktion durch Oberflaichenaktivierung,
sodass auch im Tiermodell das Verhéltnis von Oberflache zu Rattengewicht der

klinischen Verwendung entsprechen sollte (You et al., 2005).

In unserem Modell wurden alle oben genannten Anford  erungen erflillt:

zul)

Zu 2)

zu 3)

Das Priming-Volumen unseres Modells der Herz-Lungen-Maschine inklusive
Schlauchsystem von 8 ml lag weit unter der geforderten Grenze. Dies konnte vor
allem durch einen speziell entworfenen Membranoxygenator mit geringem
Fullungsvolumen (4 ml) trotz groRer Oberflache (0,063 m?) erreicht werden
(Gunzinger et al., 2007). Bei einem Gesamt-Blutvolumen der Ratte von ca. 25 ml war
die nach Mischung von Fullvolumen und Blut auftretende Hamodilution in etwa
proportional der klinischen Praxis und der dadurch bedingte Hamatokritabfall auf
Werte von 20-25 % bewegte sich in klinisch akzeptierten Grenzen.

An der Ratte wurden bereits viele Versuchsanordnungen der extrakorporalen
Zirkulation etabliert, allerdings sind die meisten davon durch einen gro3en Bedarf an
Priming und damit Fremdblut limitiert (Sasaki et al. 1996; Fabre et al., 2001; Grocott
et al., 2001; Mackensen et al.,, 2001; Homi et al., 2004; Dong et al., 2005). Auf
Fremdblut konnte in unserem Modell komplett verzichtet werden, sodass die
anschlieRenden molekularbiologischen Untersuchungen zu Inflammation und Enzym-
Aktivierung und -Expression nicht durch externe Komponenten verfalscht wurden.

Nur in wenigen Studien wurde bisher ein Modell des kompletten kardiopulmonalen
Bypasses an der Ratte mit geringem Fillungsvolumen und ohne Fremdblutbedarf
beschrieben (Gourlay et al., 2002; You et al., 2005; Jungwirth et al., 2006; Modine et
al., 2006). Allerdings wurde in keiner der bisherigen Versuchsreihen ein hypothermer,
kardioplegischer Herzstillstand durchgefuhrt, welcher zur Untersuchung des
Ischamie-Reperfusions-Schadens nach kardiopulmonalem Bypass ein essentieller
Bestandsteil fr herzchirurgisch relevante Forschungsmodelle ist.

Durch unseren speziell entwickelten Membranoxygenator konnte wunter der
Verabreichung von reinem Sauerstoff bei einer Flussrate des KPB von 120 ml/kg/min
ein Sauerstoffpartialdruck von mehr als 400 mmHg erreicht werden (Glnzinger et al.,
2007). (S.a. Kapitel 1V.1.3)

Durch die Kantlierung der V. jugularis und Vorschieben der venésen Drainage in den

rechten Vorhof lieR sich ein suffizienter Ruckfluss erzielen und Flussraten von
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zu 4)
zu 5)

Zu 6)

zZu7)

120 ml/kg/min am kompletten Bypass erreichen, was der klinischen Praxis entspricht
(Schelkle und Géritz, 2002). Durch das Einbringen der arteriellen Kanule in die A.
femoralis, welche sich problemlos mit einer 22G-Kanile punktieren liel3, blieb die
Moglichkeit bestehen, die supraaortalen Aste fiir das Platzieren des Konduktanz-
Katheters und des Kardioplegiekatheters zu verwenden.

Ein Filter mit Luftfalle wurde am vendsen Reservoir angebracht.

Blutgasanalysen wurden im Versuchsprotokoll zu definierten Zeitpunkten
durchgefihrt und ausgewertet. Somit war eine stédndige Optimierung der
Oxygenierung oder Korrektur der Elektrolytwerte méglich.

Durch die Kombination von Warmeplatte und Warmetauscher konnte eine
problemlose Kihlung der Versuchstiere auf bis zu 28T und ein rasches
Wiedererwarmen erreicht werden.

Die Durchmesser und die Lange des Schlausystems unseres Modells waren in der
GroRRenproportion der Ratte angepasst, was sich durch das geringe Fullungsvolumen

von 2 ml bestatigen lasst.

IV.1.1.2 Wichtige Aspekte in der Umsetzung des Kleintiermodells

Eine partielle, kontinuierliche Ventilation sollte wahrend der extrakorporalen
Zirkulation am schlagenden Herzen in der Phase des Absenkens der
Kdrpertemperatur und des Wiedererwarmens des Tieres aufrechterhalten werden.
Hierdurch wird verhindert, dass nicht oxygeniertes Blut in die Koronararterien gelangt.
Eine erfolgreiche Entwdhnung des Tieres von der extrakorporalen Zirkulation ist somit
gewabhrleistet.

Eine ausreichende Heparinisierung (500 IE/kg KG), welche Grundvoraussetzung fur
die Durchfihrung der extrakorporalen Zirkulation ist (Schelkle und Gdritz, 2002),
sollte so spat als moglich vorgenommen werden. Wir heparinisierten die Tiere nach
Abschluss der chirurgischen Préparation unmittelbar vor Beginn der EKZ. Dadurch
konnte der Blutverlust insgesamt reduziert und stabile Hamatokritwerte erzielt
werden.

Im vendsen Reservoir der Herz-Lungen-Maschine sollten stdndig mindestens 1-2 ml
Blut verbleiben, um Luftembolien durch in die vendse Kanlle gesaugte Luft zu
vermeiden.

Fur eine suffiziente vendse Drainage wird eine groR- und mehrlumige Kanile am
besten im rechten Vorhof platziert. Ein zusatzlich an der vendsen Drainage

angelegter aktiver Sog erlaubt hohere Flussraten am Bypass.
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IV.1.2 Konduktanz-Katheter-Technik

Auch bei der Anwendung der Konduktanz-Katheter-Technik missen einige entscheidende
Aspekte beachtet werden:

* Im Falle von Volumenmessungen mittels Konduktanz ist eine Korrektur der Volumen-
Kalibrierung anhand des aktuellen Hamatokritwertes notwendig, da die Konduktanz
des Blutes stark von der Anzahl der Erythrozyten abhangt (Fricke, 1925; Jaspard et
al., 2003).

* Messwerte des intraventrikularen Volumens, welche durch das Konduktanz-Katheter-
System erfasst werden, werden auf3erdem durch die Menge und Eigenschaften des
umliegenden Gewebes beeinflusst (,parallele Konduktanz“). Dadurch wird das
Volumensignal wahrend akuter Veranderungen der Ventrikel-Umgebung, wie z.B. bei
Gabe der kardioplegischen Lésung in die Wand des linken Ventrikels, unzuverlassig

und muss im Anschluss erneut kalibriert werden.

IV.1.3 Der Membranoxygenator

Neben der Rollerpumpe, welche die Pumpfunktion des Herzens ersetzt, ist der Oxygenator
als Lungenersatz der wichtigste Bestandteil einer Herz-Lungen-Maschine. In den meisten
Kleintiermodellen wurde daher besonderer Wert auf die Konzeption des Oxygenators gelegt
(Sasaki et al., 1996; Ballaux et al., 1999; Fabre et al., 2001; Dong et al., 2003). Hierbei sind
folgende Aspekte zu beachten:
1) FiUr einen ausreichenden Gasaustausch muss eine entsprechend groRRe
Oberflache vorhanden sein. In unserem Modell betrug diese 0,063 m2
(Gunzinger et al., 2007).
2) Trotzdem sollte das Fullungsvolumen fur die Vergleichbarkeit des Modells
maoglichst gering gehalten werde.
3) Analog der aktuellen herzchirurgischen Praxis sollte flr eine optimale
Sauerstoffanreicherung des Blutes ein Membranoxygenator verwendet
werden (Schmid, 2006).
Der speziell fur dieses Kleintiermodell von Prof. Dr. N. Mendler (Deutsches Herzzentrum
Minchen) entwickelte Membranoxygenator bot verschiedene Vorteile. Zum einen war er so
konzipiert, dass das Gesamt-Fullungsvolumen trotz grol3er Oberflache mit 4 ml sehr gering
war. In keinem anderen Modell der Ratten-Herz-Lungen-Maschine mit niedrigem Priming
und komplettem kardiopulmonalen Bypass wurde dieses geringe Volumen bei entsprechend
grol3er Oberflache erreicht (Gourlay et al., 2002; You et al., 2005; Jungwirth et al., 2006).

Zum anderen gewahrleistete der Oxygenator einen Sauerstoffpartialdruck von mehr als
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400 mmHg bei einer Flussrate des KPB von 120 ml/kg/min unter der Gabe von reinem
Sauerstoff (Gunzinger et al., 2007). Der in der Blutgasanalyse nachweisbare signifikante
Anstieg des PaO, bei Verwendung des Oxygenators bestéatigte die hervorragende Funktion
und ermoglicht die Untersuchung der Effekte und Pathophysiologie der hyperoxamischen
Reperfusion des Herzens nach KPB.

Auch der ventilatorische Ausgleich des Saure-Basen-Haushalts war wahrend der
extrakorporalen Zirkulation problemlos mdglich. Bei einer Gas/Blut-Flussrate von 2 : 1 konnte
der Kohlendioxidpartialdruck bei 35-45 mmHg konstant gehalten. Der PaO, wurde wahrend

des KPB durch die Beimischung von Raumluft an physiologische Level angeglichen.

IV.1.4 Kardioplegischer Herzstillstand

Durch das Querklemmen der Aorta und die direkte Infusion der kardioplegischen Ldsung in
die Aortenwurzel konnte ein effektiver Herzstillstand erreicht werden, welcher bereits nach
10 Sekunden eintrat. Mittels EKG und intraventrikularem Druck-Aufnehmer wurde die
elektrische Aktivitat des Herzens tberwacht und bei Abweichungen von der isoelektrischen
Null-Linie Kardioplegielésung nachgegeben. Nach dem Ldsen der Aortenklemmung setzte
innerhalb von 45 Sekunden die Pumpfunktion wieder ein, was ebenfalls dem Zeitrahmen in
der Klinischen Praxis entsprach.

Ein wichtiger Aspekt bei der Verwendung kardioplegischer Lésungen ist zudem die
Aufrechterhaltung stabiler Kaliumspiegel. In der vorliegenden Versuchsreihe wurde ein
signifikanter Anstieg der Kaliumwerte 60 Minuten nach Beendigung des kardiopulmonalem
Bypasses beobachtet. Dies war entweder durch die kardioplegische Lésung selbst bedingt,
welche hohe Kaliumkonzentrationen enthielt, oder durch eine leichte Hamolyse, nachweisbar

im Urin und in den Plasmaproben, was mit der klinischen Routine vergleichbar ist.

IV.1.5 Blutgasanalysen

Mit Hilfe der arteriellen Blutgasanalysen wurden Hamatokrit, Oxygenierung, Saure-Basen-
Haushalt und Kaliumwerte zu verschiedenen Zeitpunkten des Versuchsablaufes tiberwacht.
Die Hamodilution bewirkte einen signifikanten Abfall der Hamatokritwerte von ca. 40-45% auf
ca. 20-25%. Uber die Dauer des Versuches blieb dieser Wert stabil. Dies zeigt, dass trotz
Heparinisierung keine grof3eren Blutverluste zu verzeichnen waren.

Im Falle einer metabolischen Azidose wurde Natriumhydrogencarbonat 8,4% appliziert, um
wahrend des gesamten Versuchs einen ausgeglichenen Sé&ure-Basen-Haushalt zu

gewabhrleisten.
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Die erhobenen Daten zeigen, dass die gemessenen Blutparameter denjenigen in der
klinischen Situation entsprechen und somit diesbezuglich ein praxisorientiertes und

vergleichbares Versuchsmodell entworfen wurde (N6tzold, 2006).

IVV.2 Auswirkungen der extrakorporalen Zirkulation u nd des
kardioplegischen Herzstillstandes

IV.2.1 Linksventrikulare Funktion

Die mittels der Konduktanz-Katheter-Technik durch intraventrikulare Messungen erhobenen
hamodynamischen Daten zeigten in beiden Versuchsgruppen einen signifikanten
linksventrikularen Druckabfall (LVPma) 60 Minuten nach Beendigung der extrakorporalen
Zirkulation.

In der Gruppe mit Ischdmie und Reperfusion durch kardioplegischen Herzstillstand waren im
Vergleich zur Versuchsgruppe ohne Kardioplegie dartber hinaus die Herzfrequenz und die
systolische linksventrikulare Funktion vermindert. Dies zeigte sich in einer Abnahme von
Schlagvolumen (SV), Schlagarbeit (SW), Ejektionsfraktion (EF), Herzminutenvolumen (HMV)
und der maximalen Druckanstiegsgeschwindigkeit (dP/dt..). Die diastolische
linksventrikulare Funktion war in der Gruppe mit Inzolen®-Kardioplegie ebenfalls reduziert,
was sich in einer Zunahme der enddiastolischen Elastanz (E.q), einer Abnahme der
Druckabfallsgeschwindigkeit (dP/dty,,) und der Spitzenrate der Fillung (dV/dty,) &ul3erte.
Die Veranderung dieser Parameter spricht flr eine erhdhte Ventrikelsteifigkeit, welche zur
beobachteten Funktionseinschrankung fuhrt.

Die signifikante Reduktion der kontraktilen Parameter nach Ischamie und Reperfusion wurde
bereits in vorangehenden Studien nachgewiesen (Prasan et al., 2002; Liakopoulos et al.,
2004; Guerra et al., 2006). AulRerdem konnte eine eingeschrankte linksventrikulare Funktion
nach voribergehendem Herzstillstand, herbeigefihrt durch kristalloide Kardioplegie-
Losungen, aufgezeigt werden (Kopf et al., 1987; Vinten-Johansen und Nakanishi, 1993;
Steensrud et al., 2004), was mit unseren hdmodynamischen Daten Ubereinstimmt.

Mogliche Ursachen fur diese Ergebnisse sind Reaktionen durch bei Ischdmie vermehrt
freigesetzte Sauerstoffradikale und die Aktivierung von Leukozyten, welche zum
myokardialen Stunning nach kardiopulmonalem Bypass beitragen (Bolli und Marban, 1999;
Jordan et al., 1999; Paparella et al., 2002).

Eine weitere Erklarung fur den Abfall der myokardialen Leistung kann ebenso der Mangel an
Pufferldsungen in der verwendeten Inzolen®-Kardioplegie sein. In klinischen Studien zeigte
sich ein eindeutiger Vorteil von bluthaltigen Kardioplegielosungen im Vergleich mit
kristalloiden Lésungen bezlglich der Myokardprotektion (Ibrahim et al., 1999; Nicolini et al.,
2003; Jacob et al., 2008).
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In den Kleintiermodellen der Herz-Lungen-Maschine wurde bislang lediglich der mittlere
arterielle Druck als hamodynamischer Messwert bestimmt (Fabre et al., 2001; Grocott et al.
2001; Mackensen et al., 2001; Homi et al., 2004). Eine ausfihrliche Untersuchung von
Parameter der kontraktilen Funktion mittels Konduktanz-Katheter-Technik wurde am Kleintier
noch nicht durchgefiihrt. Somit bietet unser Modell einen weiteren wichtigen Vorteil fur
klinisch relevante Untersuchungen von Ischdmie und Reperfusion nach kardioplegischem

Herzstillstand.

IV.2.2 Systemische Entziindungsreaktion

Der Kontakt von Blutbestandteilen mit den kinstlichen Oberflachen der Herz-Lungen-
Maschine, Ischamie und Reperfusion beim kardioplegischen Herzstillstand und das durch die
chirurgischen Arbeitsschritte bedingte operative Trauma fihren zu einer systemischen
Entzindungsreaktion im Rahmen herzchirurgischer Operationen mit extrakorporaler
Zirkulation. Vermittelt wird diese Entzindungsreaktion zum einen durch die Aktivierung des
Komplementsystems an Fremdmaterial und durch Gewebeverletzungen (Kirklin et al., 1983;
Bruins et al, 1997; Gu et al, 1999). Zum anderen zeigt sich ein Anstieg
proinflammatorischer Zytokine (z.B. TNF-a, IL-6) vor allem bedingt durch die Ischamie-
Reperfusions-Reaktion (Schulz et al., 2004; Liakopoulos et al., 2005, Podgoreanu et al.,
2005).

Diese Ergebnisse konnten durch unsere Untersuchungen bestétigt werden, da sowohl die
MRNA-Expression im Myokard als auch die Plasma-Konzentrationen von TNF-a und IL-6 in
der Versuchsgruppe mit Kkardioplegischem Herzstillstand erhéht waren. Es st
bemerkenswert, dass der Anstieg von IL-6 sowohl im Plasma als auch im Myokard
wesentlich ausgepréagter ist als die Reaktion von TNF-a. Diese Resultate stimmen mit
vorausgegangenen Untersuchungen Uberein, welche die friihe Hochregulation der mRNA im
Rattenmyokard nach Ischamie betrachten (Guerra et al., 2006).

Von besonderer Bedeutung sind oben genannte Beobachtungen, da TNF-a und Interleukine,
wie z.B. IL-1 und IL-6, ihrerseits zu einer Hochregulation der Proteinlevel und vermehrten
Aktivierung der Matrix-Metalloproteinasen-2 und -9 fihren (Yao et al., 1997; Mann und
Spinale, 1998; Mayers et al., 2001; Deschamps und Spinale, 2006).

Insgesamt trédgt die systemische Entzindungsreaktion zu vielfaltigen postoperativen
Komplikationen wie z.B. Kkardialer Dysfunktion, respiratorischer Insuffizienz und
Nierenversagen bei (Breisblatt et al., 1990; Paparella et al., 2002; Levy und Tanaka, 2003;
Podgoreanu et al., 2005).
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IV.2.3 Matrix-Metalloproteinasen

Bei unterschiedlichen kardialen Erkrankungen spielen die Matrix-Metalloproteinasen durch
ihre Beteiligung an vaskuldren Umbauprozessen, arteriosklerotischer Plagueinstabilitdt und
Umbauvorgangen im linken Ventrikel eine Rolle (Visse und Nagase, 2003; Lindsey 2004).

So konnte z.B. nachgewiesen werden, dass die MMP-Level nach Myokardinfarkt im Plasma
ansteigen (Lindsey, 2004) und MMP-2 und -9 eine Schlisselrolle bei der kardialen Ruptur
nach Herzinfarkt spielen (Nagase et al., 2006). Zudem tragt die MMP-Aktivierung zu
Veranderungen der Ventrikelgeometrie bei, welche unter anderem beim Fortschreiten der
dilatativen Kardiomyopathie auftreten (Mann und Spinale, 1998).

Auch in der Herzchirurgie sind diese Enzyme durch ihr ubiquitdres Vorkommen im Myokard
von Bedeutung. In vielen experimentellen und Kklinischen Studien zur systemischen
Entzindungsreaktion nach kardiopulmonalem Bypass wurden die Matrix-Metalloproteinasen-
2 und -9 untersucht, welche einen Einfluss auf die beobachtete myokardialen Dysfunktion
nach EKZ haben (Chen et al., 2005; Lalu et al., 2005).

Um diesen Einfluss genauer zu beurteilen entwickelten wir das Kleintiermodell der Herz-
Lungen-Maschine mit kardioplegischem Herzstillstand und intraventrikularer Druck-Volumen-

Messung.

IV.2.3.1 Aktivierung der Matrix-Metalloproteinasen durch den kardiopulmonalen Bypass

Nach Ischamie und Reperfusion sind die Aktivititen von MMP-2 (Wang et al., 2002) und
MMP-9 (Lu et al.,, 2000) im Herzen gesteigert. Zudem ist die Freisetzung der Matrix-
Metalloproteinasen (pro-MMP-2, MMP-2, MMP-9) in den Koronarsinus erhdht und steigt mit
der Dauer der Ischamie an (Cheung et al., 2000; Lalu et al., 2005).

Verschiedene Faktoren wurden als Ursachen der MMP-Aktivierung nachgewiesen, so z.B.
proinflammatorische Zytokine (z.B. TNF-q, IL-1), freigesetzt wahrend des KPB, welche MMP-
2 und -9 induzieren (Li et al., 2000). Zudem zeigte sich in einigen Studien, dass reaktiver
Sauerstoff und  Stickstoffarten  (z.B. Superoxide, Hydroxylradikale, Peroxynitrit,
Wasserstoffperoxid), welche einen oxidativen Schaden nach Ischdmie und Reperfusion
induzieren, Matrix-Metalloproteinasen direkt aktivieren oder deren Transkription verdndern
(Egi et al., 2004; Deschamps und Spinale, 2006). Die Aktivierung von Leukozyten, welche
Matrix-Metalloproteinasen intrazellular speichern, ist vermutlich ein zusatzlicher Weg der
MMP-Freisetzung und -Aktivierung (Lalu et al., 2005).

Matrix-Metalloproteinasen  selbst sind  wiederum an der Freisetzung von

Entzindungsmediatoren, wie z.B. TNFa, beteiligt (Gearing et al., 1994).
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IV.2.3.2 Ergebnisse im Vergleich

Mit den oben beschriebenen Methoden untersuchten wir die im Herzmuskel
nachgewiesenen aktiven Formen der Matrix-Metalloproteinasen (MMP-2 und -9) und deren
inaktive Vorstufen (pro-MMP’s) in Plasma und Myokard in Versuchsgruppen mit und ohne
kardioplegischen Herzstillstand und in einer Kontrollgruppe. Wie bereits in anderen
experimentellen Studien zur extrakorporalen Zirkulation und deren Einfluss auf Inflammation
und damit Aktivierung der Matrix-Metalloproteinasen beschrieben (Matata et al., 2000;
Asimakopoulos, 2001; Schneider et al., 2003), zeigte sich auch in unserer Versuchsreihe
eine vermehrte MMP-Aktivitat in Myokard und Plasma bei Verwendung der Herz-Lungen-
Maschine im Vergleich zur Kontrollgruppe. In klinischen Studien konnte ebenfalls eine
signifikant erhohte Aktivitdt von MMP-2 und -9 in Myokard und Plasma nach Ischamie und
Reperfusion nachgewiesen werden (Joffs et al., 2001; Lalu et al., 2004; Lin et al., 2005).
Zudem zeigte sich, dass die Aktivierung von MMP-9 im Plasma friher beginnt als die
Aktivierung von MMP-2 (Joffs et al., 2001; Chen et al., 2005) und eine positive Korrelation
zwischen MMP-2-Aktivitat und Ischamiedauer besteht (Lalu et al., 2004). Somit kénnen die
geringen bzw. fehlenden MMP-2 und -9-Anteile in unseren Versuchsgruppen bei signifikanter
Erhéhung der Aktivitat latenter MMP-Formen durch eine unzureichend lange Dauer der
Ischamie erklart werden.

Bemerkenswert ist, dass in unserer Versuchsreihe die MMP-Aktivitdten in der Gruppe mit
Ischamie und Reperfusion durch kardioplegischen Herzstillstand im Plasma signifikant
niedriger waren als in der Gruppe mit alleiniger extrakorporaler Zirkulation. Dies flhrten wir
auf die in der kardioplegischen Ldsung enthaltenen Schwermetalle, wie Kupfer, Zink oder
Mangan, zurick. Durch die Zugabe von Zink zu den mit den Matrix-Metalloproteinasen zu
inkubierenden Gelen zeigte sich mit ansteigender Zinkkonzentration eine signifikante
Abnahme der MMP-Aktivitat. Auch in zwei weiteren Arbeiten konnte dieser Effekt aufgezeigt
werden (de Souza et al., 2000; Santos et al., 2004). Allerdings ist der zugrunde liegende
Mechanismus im Detail bislang nicht geklart.

Bekanntermal3en besitzen Matrix-Metalloproteinasen ein katalytisches Zentrum mit einem
Zink-Atom, welches bei den pro-MMP's durch eine Zink-Cystein-Bindung blockiert wird.
Durch die Losung dieser Bindung kann sich ein fir die Katalyse wichtiges Wassermolekll an
das Zink-lon anlagern und die Matrix-Metalloproteinasen werden aktiviert (Visse und
Nagase, 2003; Nagase et al., 2006). Gehemmt werden kdénnen Matrix-Metalloproteinasen
daher durch Zink-Chelatoren, welche an das katalytische Zentrum binden (Corcoran et al.,
1996; Woessner, 1999).

Hinsichtlich der Genexpression der Matrix-Metalloproteinasen-2 und -9 zeigte sich, dass in
der Kontrollgruppe keine mRNA-Expression stattfand, welche in beiden Versuchsgruppen
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jedoch nachweisbar war. Allerdings lag beim Vergleich der Versuchsgruppen (EKZ und INZ)
untereinander in den untersuchten Proben aus Endo- und Epikard kein signifikanter
Unterschied vor. Dies ist ebenfalls auf die kurze Ischamiezeit zuriickzufiihren, was mit der
Studie von Prasan et al., 2002 Ubereinstimmt, in welcher nach einer kurzen Ischamiedauer
von 15 Minuten keine Erhéhung der Transkription von pro-MMP-2 nachzuweisen war. Ein
signifikanter MMP-2-Anstieg wurde erst in der Reperfusionsphase nach 60 Minuten Ischamie
beobachtet. Cheung et al., 2000 konnten zeigen, dass der Anstieg von pro-MMP-2 im

Myokard mit der Dauer der Ischamie zusammenhangt.

IV.2.3.3 Einfluss der Matrix-Metalloproteinasen auf die kontraktile Funktion

Unsere hamodynamischen Messungen mittels intraventrikularem Konduktanz-Katheters
ergaben eine signifikante Reduktion der systolischen und diastolischen linksventrikuléaren
Funktion nach kardioplegischen Herzstillstand mit kristalloider Kardioplegie im Vergleich zur
alleinigen extrakorporalen Zirkulation. Die Aktivitdt der Matrix-Metalloproteinasen in dieser
Versuchsgruppe war allerdings nicht signifikant erhdht, sodass in unserem Modell mit kurzer
Ischamiezeit und zinkhaltiger kardioplegischer Losung die Matrix-Metalloproteinasen keinen
Einfluss auf die kontraktile Funktion nahmen. Die Einschrankungen der myokardialen
Leistung nach kardiopulmonalem Bypass sind somit durch andere Faktoren bedingt, wie z.B.
durch eine signifikante Erhéhung proinflammatorischer Zytokine (s. a. IV.2.2). Zudem sind
unter anderem die Aktivierung von Leukozyten, des Komplementsystems und der
Gerinnungskaskade nach kardiopulmonalem Bypass an der auftretenden systemischen
Entzindungsreaktion mit nachfolgender Einschrankung der Herzfunktion und anderer
Organsysteme beteiligt (Edmunds, 1998; Parparella et al., 2002; Levy und Tanaka, 2003).
Vermehrte Aktivierung und Expression von Matrix-Metalloproteinasen spielen vor allem bei
langerer Ischdmiedauer eine Rolle (Cheung et al., 2000; Prasan et al.,, 2002; Lalu et al.,
2004). Der schadigende Einfluss dieser Enzyme auf die kardiale Funktion und myokardiale
Struktur in chronischen Umbauprozessen nach Myokardinfarkt konnte durch Studien mit
Inhibition von MMP-2 und -9 und MMP-2- und -9-knock-out-Modellen eindeutig bewiesen
werden (Cheung et al., 2000; Ducharme et al., 2000; Hayashidani et al., 2003; Egi et al.,
2004; Matsumura et al., 2005).

V.3 Ausblick

IV.3.1 Inhibitoren der Matrix-Metalloproteinasen

Um der Komplexitdt der Umbauvorgdnge durch Matrix-Metalloproteinasen gerecht zu

werden, muissen zusatzlich deren endogene Inhibitoren betrachtet werden. Matrix-
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Metalloproteinasen Uben ihre Funktion im gesunden Gewebe im Gleichgewicht mit
spezifischen Inhibitoren (TIMP = tissue inhibitor of metalloproteinases) aus (Mann und
Spinale, 1998; Visse und Nagase, 2003; Lindsey, 2004). Wird dieses Gleichgewicht durch
Uberexpression einer der Partner gestort, kommt es zu unterschiedlichen Krankheitsbildern
basierend auf fibrotischen Umbauprozessen oder Gewebedestruktion (Woessner, 1994;
Nagase et al., 2006). Durch Ischamie und Reperfusion wird die Expression von TIMP's im
Myokard reduziert, die MMP-Aktivitat hingegen nimmt zu, was zum myokardialen Stunning
nach kardiopulmonalem Bypass beitragt (Mayers et al., 2001; Schulze et al., 2003; Lin et al.,
2005).

Somit sollte bei weiterfuhrenden Untersuchungen mit dem Modell der Ratten-Herz-Lungen-
Maschine zum Einfluss kardioplegischer Lésungen auf Matrix-Metalloproteinasen auch ein

Augenmerk auf deren Inhibitoren gerichtet werden.

IV.3.2 Mdglichkeiten des Kleintiermodells

Das von uns entwickelte und in ersten Versuchsreihen validierte Modell der Herz-Lungen-
Maschine fur die Ratte mit kardioplegischem Herzstillstand und intraventrikulérer
Konduktanz-Messung bietet erstmalig die Moglichkeit mit der klinischen Praxis vergleichbare
Studien am Kleintier durchzufihren. Vor allem der Vergleich kardioplegischer Lésungen
(kristalloide Kardioplegie, Blutkardioplegie) hinsichtlich der Myokardprotektion lasst sich
durch unser Modell optimal verwirklichen.

Desweiteren konnen ohne grofen Mehraufwand Studien zur MMP-Inhibition etabliert
werden, um die Entwicklung eines im klinischen Alltag einsetzbaren MMP-Inhibitors zur
myokardialen Funktionsverbesserung nach Ischamie voranzutreiben.

Zu bedenken ist, dass normale Versuchstiere kein arteriosklerotisches Risikoprofil
entsprechend dem herzchirurgischen Patienten aufweisen (Mackensen et al., 2001). Somit
ware eine Versuchsreihe an knock-out-Tieren mit Arteriosklerose auf3erst aufschlussreich.
Zudem wurde in neueren Studien gezeigt, dass Matrix-Metalloproteinasen unabhéangig vom
Umbau der extrazellularen Matrix zusatzlich am Abbau von Troponin I, an Veranderungen
der Plattchenaggregation und des Gefal3tonus beteiligt sind (Wang et al., 2002; Chen et al.,
2005). Der Abbau intrazellularer Substrate, wie z.B. Troponin | oder Myosin-Leichtketten,
durch Matrix-Metalloproteinasen scheint zur kontraktilen Dysfunktion nach Ischéamie und
Reperfusion beizutragen (Wang et al., 2002; Sawicki et al., 2005; Chow et al., 2007; Schulz,
2007).

Weitere Grundlagenforschung am Tiermodell ist notwendig um diese komplexen Vorgange

zu erfassen und die erworbenen Informationen fur die klinische Medizin nutzbar zu machen.
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V Zusammenfassung

Die Verwendung der Herz-Lungen-Maschine mit kardioplegischem Herzstillstand fihrt im
herzchirurgischen Alltag trotz unzahliger Verbesserungen in den letzten Jahrzehnten immer
noch zu erheblicher Morbiditat und Mortalitdt nach operativen Eingriffen am Herzen. Bedingt
wird die Einschrankung der myokradialen kontraktilen Funktion nach extrakorporaler
Zirkulation vor allem durch pathologische Reaktionen im Rahmen von Isch&mie und
Reperfusion nach kinstlich erzeugtem Herzstillstand. Hieran beteiligt ist unter anderem eine
generalisierte Entziindungsreaktion mit einem Anstieg proinflammatorischer Zytokine,
welcher wiederum zur Aktivierung unterschiedlicher Enzyme fihrt. Ein besonderes
Augenmerk wurde in den letzten Jahren auf die Matrix-Metalloproteinasen gelegt, welche als
zinkabhéngige Endopeptidasen an physiologischen und auch pathologischen
Umbauvorgangen im Herzmuskel beteiligt sind und unter anderem durch die
Myokardischamie aktiviert werden.

Um  molekularbiologische  Untersuchungen zu den komplexen pathologischen
Veranderungen nach Ischamie und Reperfusion durchfiihren zu kénnen und daraus klinisch
nutzbare Daten fur Verbesserungsmoglichkeiten der kontraktilen Funktion nach
extrakorporaler Zirkulation gewinnen zu kénnen, ist ein vielseitiges, allseits verwendbares
und kostengiinstiges Tiermodell nétig. Am Kleintiermodell war allerdings bislang ein
kardioplegischer Herzstillstand durch Aortenquerklemmung und Installation einer
kardioplegischen Losung mit exakten hamodynamischen Messungen nicht mdglich. Somit
war es Ziel dieser Arbeit ein entsprechendes in-vivo-Modell der Herz-Lungen-Maschine mit
hypothermen Herzstillstand unter Verwendung einer Kardioplegie an der Ratte zu etablieren
und zu validieren. AnschlieRende molekularbiologische Auswertungen sollten die

Anwendungsmadoglichkeiten des Modells testen und erste klinisch relevante Daten erbringen.

Unsere Herz-Lungen-Maschine bestand analog des im klinischen Alltag verwendeten
Modells aus einem vendsen Reservoir, einem eigens entwickeltem Membranoxygenator,
einem Warmeaustauscher und einer Rollerpumpe. Wichtig hierbei ist, dass es uns mdglich
war das Fillungsvolumen auf ein Minimum zu reduzieren, sodass kein Fremdblut gegeben
werden musste. Die linksventrikulare Funktion des Herzens wurde mit Hilfe eines
Konduktanz-Katheters ausgewertet. Durch kontinuierliche Druck-Volumen-Aufzeichnungen
konnten die Funktionsreserven des Herzens ohne pharmakologische Intervention und ohne
Beeinflussung der myokardialen Kontraktilitdét bestimmt werden. Parallel dazu wurden
Herzmuskelgewebe und Plasmaproben molekularbiologisch aufgearbeitet, um einen direkten
Zusammenhang zwischen systemischer Entziindungsreaktion, welche exemplarisch anhand

der proinflammatorischen Zytokine TNF-a und IL-6 untersucht wurde, vermehrter Expression
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der Matrix-Metalloproteinasen-2 und -9 und eingeschrankter linksventrikularer Funktion
nachweisen zu kdnnen.

Unsere Daten zeigten eine signifikante Erhoéhung der Zytokine wund Matrix-
Metalloproteinasen-Aktivitat nach extrakorporaler Zirkulation mit oder ohne kardioplegischem
Herzstillstand. Die linksventrikulare Funktion war nach der Gabe von kristalloider
Kardioplegie deutlich eingeschrankt. Bemerkenswert ist hierbei, dass die in dieser
Versuchsreihe verwendete kardioplegische Losung aufgrund des Zinkgehaltes die Aktivitat

der untersuchten Enzyme im Vergleich zur Versuchsgruppe ohne Herzstillstand verminderte.

Somit haben wir erfolgreich ein in-vivo-Modell der Ratten-Herz-Lungen-Maschine mit
kardioplegischem Herzstillstand und milder Hypothermie entwickelt. Dieses Kleintiermodell
ist geeignet um klinisch relevante Fragestellungen hinsichtlich extrakorporaler Zirkulation und

myokardialer Protektion zu beantworten.
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EDTA Ethylendiamintetraacetat

EDV enddiastolisches Volumen
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EKZ Extrakorporale Zirkulation

ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay
ESP endsystolischer Druck

ESPVR endsystolische Druck-Volumen-Beziehung
ESV endsystolisches Volumen

F French

FiO, Sauerstoff-Fraktion

G Gauge (Mal3einheit fur den AuRendurchmesser)
GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
HAES Hydroxyethylstarke

HF Herzfrequenz

Hkt Hamatokrit

HLM Herz-Lungen-Maschine

HPRT Hypoxanthin-Phosphoribosyltransferase

IE Internationale Einheiten
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PCR
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SDS-PAGE
SIRS
SV
SW

T (tau)
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TIMP
TNF
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kardiopulmonaler Bypass
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linksventrikularer Druck
linksventrikul&res Volumen
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Matrix-Metalloproteinase
messenger ribonucleic acid
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arterieller Kohlendioxidpartialdruck
arterieller Sauerstoffpartialdruck
Phosphat-gepufferter Salzlésung
Kohlendioxidpartialdruck
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systemic inflammatory response syndrome
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tissue inhibitor of metalloproteinases
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