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1. Einfiihrung

1.1.Hintergrund und Problemstellung

Laut jiingsten WHO Berichten starben im Jahre 2002 weltweit 16,7 Millionen Menschen
an kardiovaskuldren Erkrankungen, was ungefdhr ein Drittel der Gesamtsterbeursache ausmacht
(Atlas of Heart Disease and Stroke, WHO, Sept. 2004). In Europa sind die kardiovaskulédren
Erkrankungen die hédufigste Todesursache mit ca. vier Millionen Sterbeféllen (49%) jahrlich
(British Heart Foundation. European Cardiovascular Disease Statistics, 2002 Edition.)

Von allen kardiovaskuldren Erkrankungen spielt die koronare Herzerkrankung die
wichtigste Rolle. Laut WHO Statistik starben im Jahre 2002 weltweit 7,22 Millionen Menschen
an koronarer Herzerkrankung. In Europa ist die koronare Herzerkrankung die héufigste
Todesursache (20 %) mit ca. zwei Millionen Fillen pro Jahr (British Heart Foundation. European
Cardiovascular Disease Statistics, 2002 Edition.).

Der Myokardinfarkt ist eine Folge der koronaren Herzerkrankung, mit einer Pravalenz von
3,5%, oder in Absolutzahlen ausgedriickt, 7,1 Millionen Erkrankten im Jahr 2002 in den USA. Im
selben Jahr betrug die Inzidenz des Myokardinfarktes 865.000 Fille (davon waren iiber 50%
Rezidive), mit einer Letalitit von 179.514 (AHA). Ahnliche Angaben finden sich auch in
Deutschland, wo im Jahre 2002 insgesamt 64.218 Patienten (7,6% aller Sterbefille) an einem
Myokardinfarkt starben.

Um die Behandlung des akuten Myokardinfarktes zu optimieren, und um dadurch eine
bessere Uberlebensrate und Langzeitprognose erreichen zu kénnen, wurden in den letzten
Jahrzehnten verschiedene Anstrengungen unternommen. Nach wie vor wird die koronare
Reperfusionstherapie des von Ischimie betroffenen Myokardareals, die sich in den letzten zwei
Jahrzehnten durchgesetzt hat, als wichtigste therapeutische Maflnahme betrachtet (Markins JE,
1981). Die Tatsache, dass eine Arterienokklusion zu einem irreversiblen myokardialen Schaden
fiihrt, der sich zeitabhéngig vom subendokardialen zum subepikardialen Gewebe ausbreitet, fiihrte
zur Entwicklung verschiedener Reperfusionstherapien bei myokardialem Infarkt. Die Therapie

kann medikamentds, durch perkutane transluminale Koronarangioplastie (PTCA), oder



chirurgisch durch eine Bypass-Operation durchgefiihrt werden. Die frithe Reperfusion ist eine

absolute Notwendigkeit fiir das Uberleben des ischimischen Myokards.

1.2.Der Ischamie- und Reperfusionsschaden

Die Myokardischdmie und die darauf folgende Reperfusion sind konsekutive Ereignisse,
die in der Herzchirurgie, der Herztransplantation, bei der perkutanen transluminalen
Koronarangioplastie und bei der Thrombolysetherapie hohe Bedeutung haben. Sie kdnnen aber
auch spontan auftreten in Form transitorischer Koronarspasmen oder transitorischer

Gefallverschlisse.

Obwohl die frithe Reperfusion eine Voraussetzung fiir das Uberleben des von Ischimie
betroffenen Gewebe ist, konnen parallel auftretende Schiadigungsmechanismen die betroffenen
Gewebsareale weiter schédigen. Die derzeitige wissenschaftliche Hypothese besagt, dass
zumindest ein Teil der ischdmischen Myozyten, die bei Beginn der Reperfusion noch vital sind,
durch eine Reihe von zusitzlichen Noxen und pathophysiologischen Phdnomenen letztendlich
irreversibel geschiadigt werden. Der Schidigungsmechanismus der nach Gewebsischdmie und —
reperfusion auftreten kann ist fiir viele Organe beschrieben, wie z. B. Skelettmuskulatur (Chan
RK, 2004), Niere (de Vries B, 2004), Darm (Malick IH, 2004) oder Gehirn (Pratschke J, 2004).
Im klinischen Verlauf nach Myokardinfarkt manifestiert sich der Reperfusionsschaden nach
Wiedererdffnung des verschlossenen Gefilles mit ,,myocardial stunning* (passagere kontraktile
Dysfunktion), Rhythmusstérungen, Mikrozirkulations- und Endothelstorungen, erhohter
Gefdllpermeabilitit ~ und  Expression =~ von  Leukozytenadhdsionsmolekiilen sowie
Apoptoseerscheinungen. Eine besonders wichtige Rolle in der komplexen Schiddigungskette
spielt jedoch die Aktivierung des Komplementsystems. Im Gegensatz zum Myozytenzerfall, der
durch eine iiber Stunden andauernde Ischdmie verursacht wird, kommt es mit Beginn der
Reperfusionsphase zur Induktion einer inflammatorischen Reaktion, an deren Anfang eine
Aktivierung des Komplentsystems steht. Dieser Reaktion folgt eine Rekrutierung und
Akkumulation von neutrophilen Lymphozyten. Aus diesen Griinden steht die Inhibition der
Entziindungsreaktion im Zentrum der Bemiihungen zur Vermeidung oder mindestens

Verminderung des Ischdmie/Reperfusionsschadens (Park JL, 1999).



Das erste Mal erkannte Jennings im Jahre 1960 den Schaden durch die Reperfusion nach
Ischdmie, indem er das ,,explosive swelling* beobachtete (zittiert bei Jennings RB, 1975). Dieses
Phidnomen besteht aus Zellzerstorung, Bildung von Kontraktionsbanden und
intramitochondrialen Kalziumphosphateinlagerungen. Siebzehn Jahre spiter beschrieben
Bulkley und Hutchins das Paradoxon der myokardialen Nekrose nach Revaskularisation durch
Bypassoperation, und erklirten diese Lasionen als Folge der intrazelluldren Hyperkalzdmie und

des Myozytenoedems (Hutchins GM, 1977).

1.2.1. Schadigungsmechanismen nach Ischidmie und

Reperfusion im Myokard

Einer der wichtigsten Mechanismen, der zum myokardialen Schaden nach Ischdmie und
Reperfusion fiihrt, ist die Kalziumiiberladung, im engen Zusammenhang stehend mit dem
Sauerstoffmangel und der initialen ATP-Verarmung. Die verstirkte Ansammlung des
intrazelluldren Kalziums wihrend einer transienten arteriellen Okklusion erkannten Anfang der
siebziger Jahre Shen und Jennings im Hundeherzmodell (Shen AC, 1972). Die
Kalziumiiberladung fiihrt vor allem in der Reperfusionsphase und nicht wihrend der Ischimie zur
Storung der Muskelfunktion (Herzog WR, 1997).

Freie Sauerstoffradikale werden nur wihrend des normalen Zellmetabolismus erzeugt und
danach inaktiviert. Der reichlich zugefiihrte Sauerstoff wihrend der Reperfusionsphase nach einer
Ischdmie fiihrt in den ersten Minuten zu einer Anhdufung von hochreaktiven Sauerstoffradikalen,
wie das Superoxid-Anion (O,"), das Wasserstoffperoxid (H,O) und das Hydroxylradikal (OH").
Das konnte sowohl in experimentellen Studien als auch klinisch bei Myokardinfarktpatienten
beobachtet werden, die entweder interventionell oder operativ behandelt wurden (Kloner RA,
1989). Das O, scheint keine direkte schiddliche Wirkung zu besitzen, spielt aber eine wichtige
Rolle als Vorldufer des Hydroxylradikals oder des Wasserstoffperoxids. Zwei bis vier Minuten
nach Reperfusionsbeginn erreicht die Konzentration der Sauerstoffradikale und der
Peroxidationprodukte das Maximum, um danach an Intensitit zu verlieren (Tsao PS, 1990; Bolli
R, 1988). Die Lipidmembran, die die Integritit der Zelle sichert, wird durch Peroxidation
denaturiert, was zur Zellnekrose fiihrt (Lazzarino G, 1994).



Eine Ischdmiephase gefolgt von Reperfusion fiihrt nicht nur zur direkten Schadigung des
Myokards, sondern hat auch Folgen auf vaskuldrer Ebene. Im Jahre 1982 wurde zum ersten Mal
die endotheliale Dysfunktion nach Ischdmie und Reperfusion beschrieben (Ku DD, 1982). Die
Funktionsstorung des Endothels ist schon ganz frith wéihrend der Reperfusionsperiode zu
erkennen, und wird von einer starken Ansammlung von aktivierten neutrophilen Granulozyten
gefolgt (Tsao PS, 1990). Diese aktivierten Neutrophilen geben zytotoxische und chemotaktische
Substanzen, wie Zytokine, Proteasen, Leukotriene und O,-Radikale ab, die eine
Gewebsschiddigung fordern.

Im Jahre 1974 beschrieben Kloner et al. zum ersten Mal einen typischen vaskuldren
Schaden, der sich durch Ausfall des koronaren Blutflusses nach Revaskularisation bemerkbar
macht, und als ,,no-reflow*-Phédnomen definiert wurde. Typisch fiir dieses Phdnomen ist nicht nur
die Abnahme des myokardialen Blutflusses, sondern auch der Umbau der GefdBstruktur in den
Reperfusionsarealen (Kloner RA, 1974).

Die Rolle des Renin-Angiotensin-Systems (RAS) an der Pathogenese des Ischdmie- und
Reperfusionsschadens scheint sich in den letzten Jahren immer mehr zu bestétigen (Neves LA,
1997). Das Endprodukt des RAS, das Angiotensin II, erhdht den intrazelluldren Kalzium-Spiegel,
was zu erhohter Inotropie, Verschlechterung der diastolischen Funktion und zur koronaren
Vasokonstriktion fiihrt. Dadurch kommt es bei Anreicherung von Angiotensin Il zur
Myozytennekrose.

Die lokale Thrombozytenaggregation und die darauf folgende Mikroembolisation ist
teilweise auch verantwortlich fiir den Ischdmie- und Reperfusionsschaden (IRS) durch eine
mikrovaskuldre Storung. Der IRS verstdrkt seinerseits die Thrombozytenaktivierung, die dann
wiederum den Myokardschaden fordert. Die Thrombozyten setzen Faktoren frei (Thromboxan
A2, Serotonin), die die Mikrozirkulation einschrinken, zur mikrovaskuldren Kongestion und

Thrombose fithren und den koronaren Blutfluss weiterhin vermindern (Xiao CY, 2001).

1.2.2. Das Komplement-System

Die Aktivierung des Komplementsystems spielt eine zentrale Rolle in der Pathologie des
Reperfusionsschadens.
Das Komplementsystem ist ein Komplex von Plasmaproteinen, die mit Antikdrpern

interagieren, nachdem diese ein Antigen gebunden haben. Dieser Proteinkomplex besteht



insgesamt aus iiber dreiBig verschiedenen Proteinen, die in Form ihrer Vorstufen, meistens als
Proenzym, im Blutplasma zirkulieren. Mit der Aktivierung des Komplementsystems (siche
Abbildung 1.1), kommt es zu einer kaskadenartigen Kettenreaktion, in deren Verlauf alle
Komponenten in ihre enzymatisch aktive Form tiberfiihrt werden. Damit weist dieses System eine
gewisse Ahnlichkeit zum Gerinnungs-, Fibrinolyse-, Renin-Angiotensin- und Kininsystem auf, da
alle diese Systeme eine sequentielle Aktivierung erfahren und als schnelle und verstérkte Reaktion
auf einen spezifischen Stimulus dienen.

Wie im Fall des Gerinnungssystems, besteht auch beim Komplementsystem die
Moglichkeit der Aktivierung iiber mehrere Wege, einen klassischen, einen alternativen und den
Lektin Weg der liber das MBL (Manose bindendes Lektin) zur beschriebenen kaskadenartigen
Reaktion fiihrt. Alle Wege miinden in eine gemeinsame Endstrecke, und fiihren zur Spaltung und

Aktivierung von C3.

Lektin Weg
(C1,C2,C4,MASP)

MBL=>MASP-1, MASP-2 Lokale
C3a.Cha » Entziindungsreaktion

Klassischer Aktivierungsweg 'y

v C2a,C4a
Cc® Ca2.cC4
C2b,C4b — - T1” C3C5
C3/C5-Konvertase
/ v C5b+C6,C7,C8,C9

C3b.CSb ™ Bildung des MAC

Alternativer Aktivierungsweg

(D.B.C3b.P)
C3b+B+D

A 4

C3b-Binduna an Zelloberflache

Abbildung. 1.1: Komplementaktivierung tber alle drei Wege. MAC = membranangreifender Komplex, MBL =
Manose bindendes Lektin, MASP = MBL-assoziierte Serinproteinase (rote Pfeile = Aktivierungswege)



Die molekulare Grundlage der Komplementwirkung ist die Assoziation der einzelnen
Komponenten, die durch hydrolytische Abspaltung von Peptidfragmenten oder allosterische
Effekte bewirkt wird, die ihrerseits von einer Freilegung von Rezeptorenoberflichen oder
enzymatisch aktiven Bereichen begleitet wird.

Am klassischen Aktivierungsweg des Komplementsystems sind neun Glykoproteine (C1
bis C9) beteiligt. Diese haben Molekulargewichte von 24 bis 410 kD und werden nach Bildung in
der Leber in die Blutbahn sezerniert, wo sie etwa 10% der Globulinfraktion ausmachen.

Eingeleitet wird die Reaktion im Anschluss an die Bindung von Antikérpern an
Membranoberflichen. Der Kontakt mit dem Antigen fiihrt zu einer Konformationsinderung, was
die Aktivierung der Cl-Komponente ermoglicht. Die Cl-Komponente ist ein
Multiproteinkomplex bestehend aus jeweils einem C1q Molekiil, zwei Molekiilen Clr und einem
Molekiil Cls. Das Clq Molekiil weist eine architektonische Besonderheit auf, gleichend einem
Straufl aus sechs Tulpen. Jeder dieser sechs globuliren Kopfe kann eine Fc-Doméine eines
Antikorpers binden. Die Bindung von mindestens zwei globuldren Kopfen fiihrt zu einer
Aktivierung des Clg-Molekiils. Deswegen reicht ein einziger IgM-Antikorper aus, das eine
pentamere Struktur aufweist, oder mindestens zwei IgG-Antikorper, um iiber den klassischen
Weg das Komplementsystem zu aktivieren. Die Anlagerung von Clq an ein IgM-Molekiil oder an
mindestens zwei IgG-Molekiilen flihrt zu einer Aktivierung von Clr, das die Serinprotease Cls
schneidet und aktiviert.

Weiter kommt es durch die aktive Cls-Serinprotease zu einer Spaltung des Plasmaproteins
C4 in die aktiven Formen C4a und C4b, welches an die Oberfldche der Zelle bindet und dort mit
einem C2-Molekiil reagiert, welche in C2a und C2b gespalten wird. C2b ist ebenfalls eine
Serinprotease. Der so entstandene Komplex aus C2b und C4b bildet die so genannte C3/C5-
Konvertase des klassischen Aktivierungsweges. Dieses Enzym konvertiert weiter die Molekiile
C3 und CS5 in ihre aktiven Formen (C3a, C3b und C5a und C5b). C3a setzt eine lokale
Entziindungsreaktion in Gang, wiahrend C3b fiir die Bindung an der Zelloberfliche verantwortlich
ist. C3 ist das quantitativ bedeutendste Komplementprotein im Plasma. Durch die Aktivierung des
Komplementsystems kommt es zu einer starken C3b-Ablagerung an der Oberfliche der Zelle, was
das Signal fiir die Zerstérung der Zelle durch phagozytierende Zellen darstellt. Die Rolle des C5b-
Molekiils besteht in der Initilerung der Bildung des membranangreifenden Komplexes (MAC),
wihrend C3a und C5a starke lokale Entziindungsmediatoren sind, die zusammen mit C4a zur
Kontraktion der glatten Muskulatur fiihren, die GefdBpermeabilitdt erhohen und zur Rekrutierung

polymorphkerniger Granulozyten und Monozyten an GefiBBwinden fithren, was die



Voraussetzung fiir die Einwanderung in das Entziindungsgebiet darstellt (siche Abbildungl.2).
Die Phagozytose ist aber nicht der einzige Mechanismus der zum Zelluntergang nach Aktivierung
des Komplementsystems fiihrt. Die Zellen konnen auch durch die Bildung des
membranangreifenden Komplexes oder von Poren in der Membran zerstort werden. Der MAC
bildet sich durch die Anlagerung des C6 und C7 Molekiils an das C5b Molekiil, das schon an der
Zelloberfliche gebunden ist. Dieser Komplex von drei Molekiilen macht eine
Konformationsédnderung durch, wodurch er hydrophober wird und dadurch in die
Lipiddoppelschicht der Zellmembran eindringen kann. Durch die darauf folgende Anlagerung des
C8 und C9 Molekiils und dessen Polymerisierung wird eine Pore in der Zellmembran gebildet.
Durch den so gebildeten Kanal koénnen Ionen, Wasser und Enzyme in die Zelle eindringen,
wodurch es zum Zelluntergang kommt.

Der alternative Weg der Komplementaktivierung flihrt zu enzymatischen Ereignissen
durch die der klassische Weg verstiarkt wird. Das C3b Molekiil, das an der Zelloberfliche
gebunden ist, bindet den Faktor B. Erst durch diese Verbindung kann der Faktor B von der
Plasmaprotease, Faktor D, gespalten werden, was zur Entstehung eines Komplexes fiihrt, der der
C3/C5-Konvertase des klassischen Weges entspricht (Loffler; Petrides: Biochemie und
Pathobiochemie 5. Auflage, 1997).

Der Lektin Weg, wird durch die Bindung des MBL an Polysaccharide verschiedener
Mikroben ausgelost. Das MBL fordert unter diesen Umstdnden die Aktivierung der MBL-
assoziierten Serinproteinasen 1 und 2 (MASP-1 und MASP-2), die weiterhin C4 spalten und so
zur Aktivierung des klassischen Weges fithren (Turner M W, 1996).

Komponente Wirkung

C4a Schwaches Anaphylatoxin; 16st Histaminfreisetzung aus basophilen Granulozyten
und Mastzellen aus

C3a Anaphylatoxin; 16st Histaminfreisetzung aus basophilen Granulozyten und
Mastzellen aus

CSa Anaphlatoxin, starker chemoataktischer Faktor fiir Monozyten und neutrophile

Granulozyten; Induziert Synthese und Freisetzung von Cytokinen, IL-1; IL-6; TNFa

C3b, C3bi Verstirkung der Phagozytose-Aktivitdit von NG; Aktivierung des alternativen
Komplementsweges
C5-9 Membran-Angreifender Komplex (MAC); bildet transmembrandse Kanéle die zur

Zerstorung der Zelle fiihren

Abbildung 1.2: Biologische Wirkungen wichtigster Komplement-Komponenten



Die Rolle des Komplementsystems wéhrend den Entziindungsvorgingen nach
Reperfusionsbeginn, durch die Anreicherung von C3-Fragmenten in infarzierten Rattenherzen,
wurde zum ersten Mal 1969 beschrieben (Hill JH, 1969). Elf Jahre danach konnte in einer Studie
mit Pavianherzen bewiesen werden, dass bei Tieren mit einer C3-Defizienz die C3 Anreicherung
in infarzierten Herzen nicht vorhanden war. Im Gegensatz dazu konnte durch Immunfluoreszenz
in der Gruppe genetisch gesunder Affen C3 im nekrotischen Myokard vermehrt nachgewiesen
werden (Pinckard R.N., 1980). Des Weiteren zeigten Versuche mit C6-defizienten Kaninchen
eine signifikante Verminderung des Infarktareales nach Ischdmie und Reperfusion im Vergleich
zu C6-kompetenten Tieren. Im selben Experiment waren das ,,no reflow™ Phinomen und die
reperfusionsassoziierten Arrhythmien signifikant kleiner in der Gruppe der Cé6-defizienten
Kaninchen (Ito W., 1996).

In einer weiteren Versuchsreihe konnte die drastische Auswirkung der Reperfusion nach
Ischdmie auf die Aktivierung des Komplementsystems zuriickgefiihrt werden. Auffillig war eine
frithe Anreicherung des MAC (C5b-9) nach Reperfusion in infarzierten Kaninchenherzen. In einer
parallelen Tiergruppe, in der keine Reperfusion der Ischdmieperiode folgte, war die MAC-
Anreicherung nur eine spite Folge des nekrotischen Zellzerfalls (Mathey D., 1994).

Als Ursache fiir eine Aktivierung des Komplementsystems wihrend der Myokardischdmie
wurde das, durch Mitochondrienzerfall freigestellte Cardiolipin, verantwortlich gemacht

(Kagiyama A., Circulation Research 1989; Rossen R.D., 1994).

1.2.3. Korpereigene Schutzmechanismen

Das aktivierte Komplementsystem kann unter Fremd- und Eigenzellen nicht
unterscheiden, was zu einer Schiadigung des eigenen Organismus fithren kann. Dieses Phanomen
ist aber nur im Falle genetischer Defekte moglich, da im Normalfall der Wirtsorganismus ein
vielfdltiges Kontrollsystem besitzt, das ihn vor potentiell schidigenden Wirkungen des
Komplementsystems schiitzt. DAF (Decay-accelerating-factor), CD59 und CR1 (complement
receptor 1) sind Membranproteine, die eine Gewebsschddigung infolge einer zufélligen Bindung
von aktivierten Komplementkomponenten an den Wirtszellen verhindern, sowie die spontane
Aktivierung von plasmatischen Komplementfaktoren hemmen koénnen. In einer Studie Anfang der

neunziger Jahre am Rattenmodell konnte nachgewiesen werden, dass die Gabe des genetisch



manipulierten Proteins sCR1 (soluble complement receptor 1), ein Komplementinhibitor, die
Aktivierung der Polymorphonuklearen Leukozyten (PMN) hemmt, was sekundér die Freisetzung
freier O2-Radikale vermindert (Shandelya S.M.L., 1993).

Des Weiteren wird die Aktivierung des Cl-Multiproteinkomplexes durch ein
Plasmaprotein, den Cl-Inhibitor, eng kontrolliert. Dieses Protein bindet an den aktiven Enzymteil
von Cl, das heifit an den Molekiilen Cls und Clr, was zu deren Abtrennung von dem Clq
Molekiil fiihrt. Dadurch wird eine Aktivierung des Komplementsystems iiber den klassischen
Weg gehemmt.

Zwei weitere autoprotektive Mechanismen des Organismus bei Myokardischidmie sind die
Prikonditionierung und die Bildung unter bestimmten Bedingungen der sog. ,heat shock
proteins® (HSP). An Hundeherzen erkannte man, dass der Schaden des Myokardinfarkts nach
wiederholten Ischdmie- und Reperfusionsepisoden signifikant geringer ist. Das ist wahrscheinlich
auf den verminderten ATP-Verbrauch und der verminderten Kataboliten-Akkumulation wéhrend
der anhaltenden Koronarokklusion zuriickzufiihren (Murry C.E., 1986).

Die Produktion der HSP ist eine intrazellulire Antwort auf verschiedene Stressfaktoren.
Der exakte Wirkungsmechanismus dieser Proteine ist nicht bekannt, man vermutet aber
verschiedene schiitzende Funktionen, wie die Stabilisierung der lIonenkanéle, die Interaktion mit
dem Stickoxid, die Hemmung der entziindungsfordernden Zytokine oder die Unterdriickung der
Apoptosemechanismen. Es konnten Nachweise erbracht werden, dass Kardiomyozyten, die einer
Hyperthermiephase oder anderen Stressfaktoren, wie z.B. einer Ischidmie, ausgesetzt wurden, mit
einer gesteigerten Bildung an HSP reagierten. Diese Anreicherung an HSP garantiert eine
Schonung der Kardiomyozyten bei weiteren, stirkeren Stressepisoden (Latchman D.S., 2001;

Delogu G., 2002).
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1.3. Cl-Esterase Inhibitor (C1-INH) und sein

therapeutischer Einsatz

Der Cl-Esterase Inhibitor (C1-INH) ist ein Glykopeptid, das vom Organismus hergestellt
wird und eine fithrende Rolle beim Verlauf verschiedener Erkrankungen spielt, die durch die
Freisetzung und Aktivierung endogener Entziindungsmediatoren hervorgerufen werden. Zwei
dieser Mediatoren sind das Kontakt- und Komplementsystem, die bei Aktivierung vasoaktive
Peptide wie Bradykinin und Anaphylatoxin freisetzen, was auch ihre Rolle als
entziindungsfordernde Systeme erkldrt. Das C1-INH Protein kann die Aktivierung dieser zwei
plasmatischen Systeme hemmen und wird dadurch seiner entziindungshemmenden Rolle gerecht.
Die Rolle dieses Glykopeptids ist am besten durch Abwesenheit oder vermindertes Vorkommen
im Organismus beim genetisch verursachten Cl-Inhibitormangel zu beweisen. Die stindig
stattfindende spontane Komplementaktivierung fiihrt in diesem Fall zur Produktion grofer
Mengen verschiedener Komplementfragmente. Diese verursachen im betroffenen Organismus
starke Schwellungen, die vor allem im Bereich der Luftréhre zur lebensbedrohlichen Erstickung
filhren konnen. Diese klinische Manifestation des C1-INH Mangels ist unter dem Namen
angioneurotisches Odem bekannt und wurde zum ersten Mal von Quinke 1882 beschrieben. In
den fiinfziger Jahren konnte zum ersten Mal das Vorhandensein eines Proteins nachgewiesen
werden, das die esterolytische Aktivitdt der ersten Komponente der Komplementkaskade hemmt
und damit den klassischen Aktivierungsweg blockiert. Dieses Protein erhielt den Namen Cl-
Esterase Inhibitor (Lepow I.H., 1956). Die Verbindung zwischen dem angioneurotischen Odem
und einem reduzierten C1-INH Serumspiegel konnte sieben Jahre spéter bewiesen werden

(Landermann N.S., 1962).

1.3.1. Biochemie, Synthese und Inaktivierung des CI-

Esterase Inhibitors

Der Cl1-Esterase Inhibitor ist ein Polypeptid bestehend aus 478 Aminosduren, mit einem

Molekulargewicht von ca. 105 kDa. Die Plasmakonzentration ist ca. 240mg/l. C1-INH gehort zur
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Familie der Serin-Proteinase Inhibitoren, kurz auch Serpine genannt, zusammen mit ol-
antitrypsin, Antithrombin, und dem Plasminogen-Aktivator Inhibitor Typ I (Schapira M, 1985).

Dieses Polypeptid wird von Hepatozyten, Fibroblasten, Monozyten, Makrophagen,
Endothelzellen, Amnionephitelzellen und in der Mikroglia gebildet, vor allem unter Stimulation
des IFN-y, aber auch in geringerem Mal} unter Stimulation anderer Zytokine wie TNF-a, IFN-a,
Interleukin-6 und Monozyten Kolonie-stimulierender Faktor (Lotz M., 1987; KatzY., 1995; Heda
G.D., 1990; Zuraw B.L., 1990; Schmidt B., 1991; Lappin D.F., 1992).

CI-INH ist ein Akut-Phase Protein, dessen Plasmaspiegel als Folge vermehrter
Zytokinausschiittung schon im Falle einer unkomplizierten Infektion auf das Doppelte des
Normalwertes ansteigt und Werte von mehr als das 2,5-fache des Normalwertes im Falle einer
rheumatoiden Arthritis erreicht.

Die Interaktion des CI-INH mit der Zielproteinase fiihrt zu einem Inhibitor-Proteinase
Komplex, der eine Halbwertszeit im Kreislauf von 20 bis 47 Minuten besitzt. Der Serpin-Enzym-
Komplex bindet an Rezeptoren, die sich auf der Zelloberfliche von neutrophilen Granulozyten
und Monozyten befinden, die zum Abbau dieser Komplexe fithren (Perlmutter D.H., 1990).

Die Inaktivierung des C1-INH wird durch die von aktivierten neutrophilen Granulozyten
freigesetzte Elastase initiiert, die durch eine limitierte proteolytische Spaltung zur Bildung
verschiedener Derivate, den ,,modified C1-INH* fiihrt (Brower M.S., 1982). Des Weiteren konnen
auch bakterielle Elastasen und Proteinasen oder Plasmin zur Spaltung und Inaktivierung des C1-

INH fiihren.

1.3.2. Funktion des C1-INH

Die Funktion des CI1-INH beschrinkt sich nicht auf die Hemmung der
Komplementsystemaktivierung tiber den klassischen Aktivierungsweg, sondern er spielt auch eine
besonders wichtige Rolle bei der Inaktivierung der Gerinnungskaskade, durch Hemmung der
aktivierten Faktoren XII und XI. Dadurch ist C1-INH ein wichtiges Steuerungselement der

entziindlichen Reaktion und des intrinsischen Gerinnungssystems (Caliezi C., 2000).
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Lektin Weg
(C1,C2,C4,MASP)

\ 4

MAC
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Alternativer Aktivierungsweg
(D,B,C3b,P)
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< 'y C3b-Binduna an Zelloberflache
GL1INH

Abbildung 1.3: Hemmung des Komplementsystems durch C1-INH. Einzelheiten siehe Text (rote Pfeile =
Aktivierungswege; gestrichelte Pfeile = Hemmungsmadglichkeit durch C1-INH)

Der CI1-INH kann die Aktivierung des Komplementsystems stoppen, und damit die

Hemmung einer entziindlichen und zellzerstorenden Reaktion bewirken (siche Abbildung 1.3).

Erstens hemmt es als einziger bekannter Faktor die aktivierten Serin-proteinasen Cls und Clr des

klassischen Weges (Sim R.B., 1980). Zweitens kann es mit C3b interagieren und so die Reaktion

mit dem Faktor B hemmen, was zu einer Inhibition des alternativen Weges fiihrt. Drittens kann es

MASP-1 und MASP-2 hemmen, was eine Aktivierung tiber den Lektin Weg unmoglich macht
(Jiang H., 2001; Caliezi C., 2000).




13

1.3.3. Therapeutische Ansidtze mit C1-INH und Wirkung

bei1 Myokardischdmie und Reperfusion

Die Therapie des akuten angeborenen angioneurotischen Odems mit C1-INH ist eine

mittlerweile etablierte Methode. In unterschiedlichen Tiermodellen wurden aber auch weitere

Therapieansitze untersucht, die in der Abbildung 1.4. aufgefiihrt werden.

Kondition
Sepsis
Sepsis
Sepsis

Pulmonale Dysfunktion
Hamorrhagische Pankreatitis

Odematdse himorrhagische

Pankreatitis

Akute Pankreatitis
Akute Pankreatitis
Akuter Myokardinfarkt
Akuter Myokardinfarkt
Akuter Myokardinfarkt
Lungentransplantation
Trauma

Thermischer Schaden

Spezies
Pavian
Kaninchen

Mause mit C3/C4
Mangel

Hunde
Ratten

Miuse/Ratten

Ratten
Schweine
Katzen
Schweine
Ratten
Hunde
Ratten

Schweine

C1-INH Dosierung
500IE/kg Bolus+200IE/kg/9h
4001E/kg Bolus+4001E/kg/4h
200 pg

500 IE Bolus
3X:2501E/kg +Antithrombin
100IE/kg

400IE/kg

501E/kg Bolus 2 Mal
15mg/kg

201E/kg

100IE/kg
500IE/Spender,Empfanger
151E/kg/10 Min posttrauma
100IE/kg Bolus

Autor, Jahr
Jansen et al, 1998
Scherer et al, 1997

Fischer et al, 1997

Guerrero et al, 1993
Yamaguchi et al,1997

Niederau et al, 1995

Veseotini et al, 1993
Ruud et al, 1986
Buerke et al 1995
Horstick et al, 1997
Murohara et al 1995
Salvatierra et al, 1997
Kochilas et al, 1997

Henze et al, 1997

Abbildung 1.4.: C1-INH Therapieansatze in unterschiedlichen Tiermodellen (1mg = 2IE)

In allen bisher publizierten Myokardinfarktmodellen konnte in der CI-INH Gruppe im

Vergleich zur Kontrollgruppe eine reduzierte Infarktausdehnung und eine Verbesserung der

Myokardfunktion nach Ischdmie und Reperfusion festgestellt werden. Im Rattenmodell wurden
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nach einer Ischdmiephase von zwanzig Minuten und noch vor der vierundzwanzigstiindigen
Reperfusionperiode 100IE/kg CI-INH i.v. injiziert. Die Autoren beschreiben nach dieser
Dosierung eine Reduktion des Infarktareales um 60-70%, wobei gleichzeitig eine geringere
Neutrophilenanreicherung im betroffenen Gewebe erkennbar war (Murohara T, 1995). Im
Schweinemodell wurde der C1-INH intrakoronar appliziert und es wurden geringere Dosierungen
von nur 20IE/kg gewihlt. Trotzdem konnten auch in dieser Versuchsreihe um ca. 33% kleinere

Infarktareale in der C1-INH-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe ausgemessen werden

(Horstick G, 1997).
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2. Ziel

Das Ziel dieser experimentellen Studie am Tiermodell war, die Wirkung der systemischen
Gabe des Cl-Esterase-Inhibitors nach Ischdmie mit darauf folgender Reperfusion im
Schweinemodell zu untersuchen.

Die Komplementinhibition durch Gabe des C1-INH hat in fritheren tierexperimentellen
Studien eine positive Auswirkung auf die Myokardfunktion gezeigt (Buerke M, 1995; Horstick G,
2001). Als mogliche Ursache dafiir kann die nachgewiesene Verminderung des
Reperfusionsschadens angenommen werden. Die klinische Relevanz dieser tierexperimentellen
Studien ist aber nach unserem Ermessen nicht eindeutig, da die Inhibitorgabe frith nach
Koronarokklusion stattfand und die Tiere nicht von der EKZ entwohnt wurden. Im vorgelegten
Versuchsprotokoll sollte eine klinische Situation nachgestellt und die Therapie mit C1-INH 90
Minuten nach Koronarverschluss, zu Beginn der extrakorporalen Zirkulation, systemisch
durchgefiihrt ~werden.  Weiterhin  wurde in unserem Modell die myokardiale
Funktionseinschrankung bzw. Funktionserholung durch die Conductance-Katheter-Methode
quantifiziert, was die Subjektivitit der Transosophagialen Echokardiographie (TEE) durch den
Untersucher eliminierte. AuBlerdem wurde die regionale Gewebsperfusion mit Hilfe der

Mikrosphérentechnik untersucht.
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3. Material und Methodik

3.1.Tierpraparation und apparativer Aufbau

3.1.1. Versuchstiere

Die Untersuchungen wurden im Zeitraum von September 2001 bis August 2003 an

juvenilen Hausschweinen beiderlei

Geschlechts

am Deutschen Herzzentrums

Miinchen

durchgefiihrt. Das Versuchsvorhaben war von der zustindigen Genehmigungsbehdrde der

Regierung von Oberbayern unter der Antragsnummer 209.1/211-2531-98/01 genehmigt worden.

Die Tiere wurden von dem staatlichen Versuchsgut Thalhausen bezogen. Alle Tiere wurden ohne

bekannte Erkrankungen am Morgen des Versuchstages in unserer experimentellen Abteilung

geliefert, nachdem sie im Klinikum Rechts der Isar vor dem Transport pramediziert wurden. Das

mittlere Gewicht der Tiere zum Zeitpunkt der Operation betrug 30+4 kg.

3.1.2. Protokoll des Versuchs

Im folgenden Diagramm ist der Ablauf des Versuches dargestellt.

HLM Start HLM Stopp
LAD zu LAD auf
) _ u Ao auf Nachkontrolle  Gewebeentnahme

Préaparation | ; | ; }
60 60 30 60 120

] ] ]

C1-INH/NaCl

Hamodynamik Hamodynamik Hidmodynamik Hadmodynamik

Conductance Conductance Conductance  Conductance

Mikrosphéren Mikrosphéren Mikrosphédren Mikrosphdren  Mikrosphdren  Evans Blue TTC

Abbildung 3.1: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs
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Nach Einleiten der Narkose und nach Intubation erfolgte die Préparation der Gefidl3e (siche
auch Kapitel 3.2.) zur Platzierung der Katheter fiir Messungen und Medikamenteninjektion.
Danach wurde das Tier in rechtslaterale Position umgelagert, um eine linkslaterale Thorakotomie
zu ermoglichen. Nach der Thorakotomie und Perikardiotomie wurden weitere Katheter fiir
Datenaufzeichnung und Messungen angebracht. In stabiler Kreislaufsituation wurden dann die
Kontrollmessungen (Baseline) durchgefiihrt und die ersten Mikrosphdren zur regionalen
Perfusionsmessung injiziert. Nach einer kurzen Okklusionsprobe zur Risikoeinschétzung, wurde
die LAD nach Abgang des ersten Diagonalastes verschlossen. Es folgten 60 Minuten nach
Okklusion eine erneute Messung und die zweite Mikrosphéreninjektion. Kurz vor Abklemmen der
Aorta erfolgte eine randomisierte systemische Gabe von 251E/kg KG CI1-INH oder eine
entsprechende Menge von 0,9% NaCl bei den Tieren der Kontrollgruppe. Nach weiteren 30
Minuten, kurz nach der dritten Mikrosphdreninjektion, wurden die Tiere von der EKZ entwohnt.
Sechzig und hundertzwanzig Minuten nach Ende des EKZ fiihrten wir zwei weitere
himodynamische Messungen und Mikrosphéreninjektionen durch. Nach den hundertzwanzig
Minuten Nachbeobachtungszeit wurden die Tiere, wihrend sie sich in tiefer Analgosedierung
befanden, mit einer KCl Uberdosis eingeschlifert. Das Herz wurde dann freipripariert und
entnommen um InfarktgréBe und ,,area at risk* bestimmen zu kénnen.

Bei allen Tieren dieser Versuchsreihe wurde auf eine Unterstiitzung der Herzfunktion
durch Volumengabe oder durch Kathecholamine zur Verbesserung der hdmodynamischen

Parameter verzichtet.

3.1.3. Versuchsgruppen

Die Tiere wurden randomisiert. In beiden Gruppen, Kontrollgruppe und C1-INH-Gruppe
befanden sich zehn Tiere. Die Substitution erfolgte fiir die Operateure nicht geblindet.

Beim CI1-INH handelt es sich um ein Priparat der Firma Aventis-Behring, Marburg
Deutschland (Berinert®), das mit Ringerlosung verdiinnt iiber einem Zeitraum von fiinf Minuten

kontinuierlich appliziert wurde.
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3.2.0perationsablauf

Die Operationen wurden von PD Dr. med. Christian Schreiber (DHM) und Catalin
Constantin Badiu (DHM) durchgefiihrt. Die Anidsthesie und die hdmodynamischen Messungen
wurden von Dipl.-Ing. Dr. rer. biol. hum. Werner Heimisch (DHM) und Prof. Dr. med. Hubert
Schad (DHM) tibernommen. Die Mikrosphéreninjektion und die Entnahme der Gewebeproben
erfolgte durch Prof. Dr. med. Hubert Schad (DHM) und Catalin Constantin Badiu (DHM).

3.2.1. Anasthesie und Beatmung

Die Tiere wurden prdmediziert in unsere Klinik geliefert. Gleich nach Ankunft wurden 5
mg Ketamin (Ketanest®, Parke Davis, Deutschland) und 25pug/kg KG Atropin (Braun,
Meslungen, Deutschland) i.m. appliziert. Danach erfolgten die Kaniilierung einer Ohrvene mit
einer Venenverweilkaniile (Vasofix®, Brauniile®, B.Braun Melsungen AG, Deutschland) und die
Einleitung der Andsthesie mit 12,5 mg/kg KG Thiopental (Trapanal®, Byk-Gulden,
Deutschland), 30ug/kg KG Sufentanil (Sufenta®, Janssen-Cilag, Deutschland) und zur
Muskelrelaxation 0,1mg/kgKG Pancuronium Bromid (Pancuronium Curamed®, Curamed,
Deutschland). Dann wurden die Tiere in Riickenlage orotracheal intubiert und mit einem 1:1
Gemisch von Sauerstoff und Lachgas (N,O) beatmet. Die Beatmung erfolgte {iber einen
Luftbefeuchter mit dem Beatmungsgerit Drager Servo Ventilator 900 (System Siemens Elema,
Dragerwerk AG, Liibeck).

Um ein EKG Monitoring zu ermdglichen, wurden entsprechende EKG Elektroden

angebracht.

Nach Priparation der rechten Vena jugularis externa, wurde ein Multi-Lumen-Katheter
(Arrows®, Reading, U.S.A) eingefiihrt. Uber diesen Katheter erfolgte die kontinuierliche Zufuhr
eines Gemisches aus 0,Img/kgKG/h Midazolam (Midazolam-ratiopharm®, Ratiopharm,
Deutschland) und 1,25pg/kgKG/h Sufentanil (Sufenta®, Janssen-Cilag, Deutschland). Die

kontinuierliche Muskelrelaxation wurde iiber die ganze Versuchsperiode durch 4pug/kgKG/min
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Pancuronium-Bromid gewihrleistet. Die kontinuierliche Medikamentengabe erfolgte durch
Perfusoren (Pilot Anédsthesie, Vial Medical).

Um einer Elektrolytverschiebung aufBlerhalb des Normbereiches entgegenwirken zu
konnen, wurde kontinuierlich Inzolen (Dr. Franz Kohler Chemie GmbH, Alsbach-Héhnlein)
zugefiihrt. Die Elektrolytbestimmung sowie die Bestimmung der Blutgasparameter wurde mit
Hilfe des Blutgasanalysators (GEM® Premier, Mallinckrodt Sensorsystem) durchgefiihrt. Die
dazu bendtigten arteriellen Blutmengen wurden aus einem in der linken Arteria femoralis
eingefiihrten Katheter (Cavafix ® Certo ® 358, 16G, B.Braun Melsungen AG, Melsungen) alle 30
Minuten entnommen.

Eine Auskiihlung des Tieres wihrend des Versuchs konnte durch eine auf dem
Operationstisch gelegene Wirmematte (Hico-Thermomat 420, Hirtz&Co) vermieden werden. Die
Korpertemperatur wurde mit einer rektal eingefiihrten Sonde (9230-20, Ellab, DK) kontinuierlich
beobachtet und zwischen 36,5° und 38°C gehalten.

Nach Ablauf des Experimentes wurde die Narkose mit Thiopental vertieft und die Tiere

mit KCL eingeschléfert.

3.2.2. Praparation, Monitoring und Organentnahme

Nach Intubation und Narkoseeinleitung wurden die rechten Vv. Jugulare interna und
externa dargestellt. Uber die Vena Jugularis externa wurde ein Multi-Lumen-Katheter eingefiihrt,
fixiert und an den Perfusoren angeschlossen. In die rechte Vena Jugularis interna wurde ein
Ballon-Okklusionskatheter (Fogarty-Okklusionskatheter 62080814F mit 10 cm® Fiillvolumen von
Edwards Lifesciences Corporation) eingefiihrt, der zur kurzzeitigen Drosselung des vendsen
Riickstroms benétigt wurde. Als nichster Schritt wurden die Aa. femorales bds. pripariert. Uber
die linke Arteria femoralis wurde ein einlumiger Katheter platziert, der sowohl zur Abnahme der
arteriellen Blutprobe zur Blutgasbestimmung, als auch zur Abnahme des arteriellen Blutes fiir die
Eichung der Mikrosphirenmessungen diente. Uber die rechte A. femoralis wurde ein Katheter
Spitzenmanometer (SPR 350, Mikro-Tip One Pressure Sensor, Millar Instruments Inc., U.S.A.) in
die Aorta vorgeschoben zur kontinuierlichen Messung des intraaortalen Blutdrucks (AoP).

Nach der Katheterplatzierung wurde das Schwein in rechtslaterale Lage gedreht um die
linkslaterale Thorakotomie zu ermdoglichen. Wir erdffneten den Thorax nach Exzision der

Pectoralismuskulatur und legten das Herz nach Perikardiotomie und Hochnaht des Perikards frei.
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Im néchsten Schritt wurden sowohl die grofen herznahen Gefdlle als auch die Koronarien
inspiziert. Dabei wurde die Stelle der zukiinftigen LAD-Okklusion gewihlt, freiprapariert und mit
einem Faden umschlungen, an dem ein Tourniquet festgemacht wurde. An einer weiteren Stelle,
proximal der LAD-Okklusion wurde die Koronarie zur Anbringung eines Ultraschall
Flussmesskopfes (2SB, Transonic Systems Inc., USA) freigelegt. Weitere Flussmesskopfe
wurden an den proximalen Ramus circumflexus der linken Koronararterie (LCX) (2,5SB,
Transonic Systems Inc., USA) und den Truncus Pulmonalis angelegt (Probe 16A, Transonic
Systems Inc., USA). Letzterer diente der Messung des Herzzeitvolumens (siche Abbildung 3.2
und Anhang Bild 1).

Fiir unsere hdmodynamischen Messungen fiihrten wir zwei Conductance-Katheter mit
jeweils 12-Elektroden (6Fr, Elektroden-Abstand 0,5 cm, Linge 110cm, GW 0,035""; NuMed,
Inc.U.S.A.) ein. In den linken Ventrikel wurde der Katheter iiber die Aorta eingefiihrt und
dementsprechend in den rechten Ventrikel iiber den Truncus Pulmonalis. Zwei Druckkatheter
(SPR 524, Disposable Intraoperative Monitoring Transducer, Millar Instruments Inc., U.S.A.)
wurden iiber den Vorhof zur Messung des LVP und RVP eingefiihrt.

Zur Messung des Sauerstoffpartialdrucks im Myokardgewebe wurden im Perfusionsgebiet
der LAD und der LCX Miniatur pO2-Katheter 0,5mm@ (LICOX® CCI1, GMS, Deutschland)
fixiert.

Zur Bestimmung der Parallel Conductance (siche 3.3.2) wurde 1ml/10kgKG hypertone
(10%) Kochsalzlosung iiber den Truncus Pulmonalis injiziert. Zur PAP-Messung platzierten wir
einen Polyurethan-Katheter (Cavafix®, B.Braun Melsungen AG, Melsungen) in den Truncus
pulmonalis (siehe Anhang Bild 1).

Nach Beendigung der Priparation wurde die LAD probeweise okkludiert. Wir fiihrten
diese Probeokklusion durch, um eine starke hdmodynamische Instabilitit zu vermeiden. Dabei
orientierten wir uns an dem gemessenen Fluss iiber die LAD. Die Werte nach Verschluss sollten
nicht weniger als die Hélfte des Kontrollwertes betragen. Nach himodynamischer Stabilisierung
erfolgten die Kontroll-Messungen und die erste Mikrosphéreninjektion iiber den linken Vorhof.
Anschlielend folgte die Okklusion der LAD mit Hilfe des Tourniquets.

Nach Stabilisierung der himodynamischen Parameter fiihrten wir die Kanulation fiir die
Herz-Lungen-Maschine durch. Die arterielle Kaniile wurde an der Aorta descendens
angeschlossen, die vendse Kaniile am rechten Vorhof und die Ventkaniile iiber den linken Vorhof

am linken Ventrikel.
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Vor der EKZ und eine Stunde nach Okkludieren der LAD fiihrten wir die zweite Messung
durch, gefolgt von der zweiten Mikrosphédreninjektion.

Danach wurde die extrakorporale Zirkulation gestartet, die Aorta abgeklemmt und durch
Infusion der kardioplegischen Losung (1000 ml, Custodiol®. Kohler Chemie, Deutschland) und
Kiihlung bis auf 30°C die Herzaktivitit gestoppt. Weitere 60 Minuten danach wurde die LAD-
Okklusion entfernt. Nach 30 Minuten Reperfusion und wurde die dritte Mikrosphéreninjektion
durchgefiihrt, gefolgt von der Eroffnung der Aorta und Wiedererwdrmung auf normale
Korpertemperatur. In den darauf folgenden Minuten wurde das Tier von der EKZ entwo6hnt. Es
folgte die Nachbeobachtungsperiode von zwei Stunden in der nach 60 und 120 Minuten erneut
Messungen und Mikrosphéreninjektionen erfolgten (siche Abbildung 3.1).

Nach der flinften Messung haben wir die LAD erneut ligiert und bei flimmerndem Herzen
und abgeklemmter Aorta iiber die Aortenwurzel den Farbstoff Evans Blue (Evans Blue Standard
Fluka, Sigma-Aldrich-Chemie GmbH, Buchs SG) injiziert, der nur die perfundierten
Myokardanteile anfarbte.

Anschliefend wurde das Tier in tiefer Analgosedierung mit einer hohen KCI Dosis
eingeschlifert und das Herz, das Duodenum und die linke Niere wurden entnommen. Das Herz
wurde gewaschen, abgetrocknet und vor und nach Entfernen der Vorhofe auf AV-Klappenebene
gewogen. Dann wurde es in acht Scheiben parallel zur AV-Klappenebene geschnitten. Die
Myokardschnitte wurden einzeln gewogen und von apikal und basal mit einer digitalen
Spiegelreflexkamera (Nikon D 1) fotografiert. Um das nekrotische Gewebe von der ,,Area at
Risk® unterscheiden zu konnen wurden die Scheiben in TTC-Losung (TTC, Merck KGaA,
Darmstadt) fiir ca. 15 Minuten eingelegt. AnschlieBend wurden sie erneut von apikal und basal

fotografiert.
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LVP; LVV
RVP; RVV
QLAD — AoP
LAD
Ligatur 3 ——L _—~ QLCX

tpO5,-in der AaR

Okklusion der Vena
tpO,-Kontrolle

cava

Abbildung 3.2.:
In dieser Abbildung wird schematisch unser Operationssitus mit den angewendeten Kathetern dargestellt.

tpO2-Kontrolle steht fur tpO2 im perfundierten Gewebsareal

3.2.3. Herz-Lungen-Maschine (HLM)

Die HLM (Stockert, Deutschland) entspricht dem Aufbau der beim Menschen
verwendeten Apparatur und umfasst neben dem Membranoxigenator einen Wérmeaustauscher,
der kontrollierte Temperaturen ermdglicht, ein Kardiotomie-Reservoir mit Filter (Cobe
Cardiovascular®, Sorin Biomedica U.K. Ltd, Gloucester), sowie ein entsprechendes
Druckmonitoring. Der extrakorporale Kreislauf wurde mit Ringerlactat (2000ml), Mannitol 20%
(3ml/kg), Bicarbonat 8,4% (50 ml), Inzolen (10ml) und Heparin (1ml) gefiillt.
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3.3. Leitfahigkeits-Messung (Conductance)

3.3.1. Conductance-Technik

Fiir die Beschreibung und genauen Messung der Herzfunktion bedient man sich einer Reihe
von Parameter, die die Kontraktilitdt, die Relaxation und die Pumpfunktion widerspiegeln. Die
Kontraktilitdt kann man aus der Geschwindigkeit der Druckentwicklung (dP/dt) oder aus der
endsystolischen Elastance (Ees) ableiten. Im Gegensatz dazu beschreibt sich die Relaxation durch
die Geschwindigkeit der Druckabnahme wihrend einer Herzaktion. Weiterhin ldsst sich die
Pumpfunktion aus dem HSV, HMV, der EF oder der Schlagarbeit (SW) bestimmen.

Voraussetzung fiir die Bestimmung der oben genannten Parameter sind fortlaufende Druck-
und Volumenmessungen, die am genauesten mit der Conductance-Technik durchgefiihrt werden.
Das Prinzip dieser Technik beruht auf der Messung der elektrischen Leitfahigkeit
(,,Conductance®, G) im linken oder rechten Ventrikel, die sich synchron zum intraventrikuldren
Blutvolumen im Verlauf eines Herzzyklus dndert. Um die Messungen moglich zu machen wird
ein Katheter in den linken oder rechten Ventrikel eingefiihrt. Fiir eine genaue Positionierung des
Katheters wurden ventrikuldre Volumenmessungen durchgefiihrt. Das Volumen wird {iiber
Impedanzmessungen des Blutes aus 12 Platin-Ring-Elektroden gemessen, die sich am
Conductance-Katheter befinden. Bei der Platzierung muss man darauf achten, dass nur die beiden
proximalen Elektroden in der Aortenwurzel liegen (siche Abbildung 3.3.A.). Uber diese
Elektroden und iiber das distale Elektrodenpaar wird ein Strom von 30 pA und 20 kHz angelegt.
Dadurch wird ein homogenes elektrisches Feld im Ventrikel erzeugt. Zwischen den restlichen
Elektroden die sich in einem Abstand von 0,5 cm voneinander befinden wird fortlaufend die
Feldstirke gemessen, die sich proportional zum Widerstand dndert (U=R*I), der seinerseits vom
intrakavitdren Blutvolumen abhédngig ist. Dabei werden jeweils zwei benachbarte Elektroden so
zusammengeschaltet, dass das Cavum des Ventrikels durch 5 einzelne Volumensegmente
reprasentiert wird (sieche Abbildung 3.3.B.). Zwei benachbarte Elektroden registrieren den
Feldstirke innerhalb eines virtuellen Segments.

Aus dem Kehrwert des Widerstandes R wird Leitfihigkeit G bestimmt (G=1/R).
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Abbildung 3.3.:
A. In dieser Abbildung wird die Platzierung des Conductance Katheter im linken Ventrikel dargestellt

B. Die Signalregistrierung der einzelnen Elektroden auf dem Monitor

3.3.2. Berechnung des ventrikularen Blutvolumens

Das durch die Leitfahigkeitmethode bestimmte intrakavitire Blut-Volumensignal wird
durch die Leitfahigkeit des umgebenden Gewebes (kardiales und perikardial) beeinflusst (Baan, J
et al, 1989). Das geschieht, weil sich das elektrische Feld des Conductance-Katheters iiber das
Cavum des Ventrikels hinaus ausdehnt. Zum umgebenden Gewebe gehoren sowohl das Myokard
des linken und/oder rechten Ventrikels und das Blutvolumen des benachbarten Ventrikels, als
auch bei in vivo Modellen, die perikardialen Strukturen im Mediastinum und im gesamten
Thorax. Als Folge entsprach das ,,cardiac output“ gemessen durch diese Methode nicht den
Werten die durch andere Techniken, z.B. Thermodilutionsmethode, eruiert wurden. Von dieser so

genannten Parallelen Leitfdhigkeit (parallel — Conductance, VP) nimmt man an, dass sie wéhrend
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des gesamten Herzzyklus konstant bleibt, weswegen sie, zur Berechnung des absoluten

intrakavitdren Blutvolumens vom gemessenen Volumen subtrahiert werden muss (Gleichung 1).

(1) Vv ()= a[Vi (1) = VI ()]

Vi steht in der Gleichung (1) fiir den mit Hilfe der Leitfahigkeitmethode bestimmten
Gesamtvolumen, aus dem die Parallel-Conductance subtrahiert werden muss. Der Faktor o
reprisentiert dabei einen dimensionslosen, empirischen Korrekturfaktor (Steendijk P, 1993).

Zur Berechnung der Volumes aus der gemessenen Leitfahigkeit G in einem der fiinf (i=1-
5) virtuellen Volumensegmente zum gegebenen Zeitpunkt (t) im Laufe eines Herzzyklus befolgt

man Gleichung (2) (Baan J, 1984).

(2) Vi) = (1/ ) *(LY/p) *[Gi(©) - V"]

L ist der Abstand zwischen zwei benachbarten Elektroden (in unserem Fall 0,5 cm). Der Faktor p
Q' * em™) ist der spezifische Leitfihigkeit des Blutes, der vor jeder Messung in einer speziellen
Kiivette (4ml) bestimmt wird, die im Datenaufzeichnungsgerit integriert ist. Der Faktor a ist wie
schon oben beschrieben, ein dimensionsloser Korrekturfaktor, der fiir jede Messung aus der

Gleichung (3) aktuell bestimmt wurde.

3) a=HZV , /HZV .

HZV a ist das Herzzeitvolumen, das durch die Ultraschallaufzeitmethode bestimmt wurde,
wihrend HZV c¢ das Herzzeitvolumen reprisentiert, das durch die Leitfdhigkeitsmethode
gemessen wurde.

Das gesamte Blutvolumen stellt sich dann aus der Summe der fiinf Volumensegmente

zusammen.

5

4) V() =2 Vi)

i=1
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Wie schon oben erwdhnt entspricht das gemessene intracavitire ventrikuldre
Blutvolumen, eruiert durch die Leitfdhigkeitstechnik, nicht dem reellen Wert, da die Leitfahigkeit
des umgebenden Gewebes in der Messung nicht einkalkuliert wird. Um diese Parallele-
Leitfahigkeit getrennt messen zu konnen, behilft man sich der ,,Hypertonen Kochsalz-Methode*
(Steendijk P, 2001 und 2000). Dabei injiziert man ca. 1 ml/10kgKG hypertoner (10%)
Kochsalzlosung in den Truncus Pulmonalis, was die spezifische Leitfdhigkeit des Blutes fiir
einige Herzzyklen verbessert. Dadurch nimmt laut Gleichung (2) das scheinbar intraventrikuldre
Volumen gemessen mit dem Conductance-Katheter zu, obwohl es in Wirklichkeit keine
Verdnderung gibt. Wahrend dieser Einwaschphase des Kochsalzbolus werden die endsystolischen
und enddiastolischen Volumina einzelner Herzzyklen registriert und gegeneinander aufgetragen

(siche Abbildung 3.4.).

150
£
g
=)
= 100
g
5
% 50
a0
50 100 150
Enddiastolischs Volumen [ml]
Abbildung 3.4.:

Bestimmung der Parallel-Conductance V° durch Extrapolation der linearen Regression zwischen endsystolischen

und enddiastolischen Volumen zum Zeitpunkt an dem gilt: Veg = Ves = V°

An der Schnittstelle der Regressionsgeraden durch die endsystolisch-enddiastolischen
Volumenpunkte mit der 45°-Geraden (line of identity) ist das endsystolische Volumen dem
enddiastolischen gleich, was zur Schlussfolgerung fiihrt, dass das intrakavitdre Volumen gleich
null ist. Demzufolge entspricht laut Gleichung Nr.1 das gemessene Volumen der Parallel-
Conductance (V;*'(t)=V; P(t)). Das gemessene Signal ist ausschlieBlich auf die Leitfihigkeit der

Strukturen auBlerhalb des Ventrikels zuriickzufiihren. Dementsprechend errechnet sich das reelle
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intrakavitdre Volumen indem man aus dem totalen gemessenen Volumen den subtrahiert, der fiir

die Parallel-Conductance zusténdig ist (Gleichung 1).

3.3.3. Datenaufnahmen und Analyse

Die Katheter zur Leitfahigkeitsmessung wurden nach der Freilegung des Herzens iiber die

Aorta ascendes und dem Truncus pulmonalis im linken bzw. im rechten Ventrikel positioniert.

Durch Anschluss an den Signal-Prozessor (Leycom CFL 512, CD Leycom, Zoetermeer

Niederlande), der einerseits den Strom fiir die Erzeugung des intrakavitiren elektrischen Feldes

iiber die Stimulationselektroden lieferte, konnte andererseits die Leitfdhigkeit in den fiinf

virtuellen Volumensegmenten des Ventrikels kontinuierlich registriert werden.

Die Vorteile des Signalprozessors sind:

durch Zu- und Abschalten von Elektroden konnte der Katheter an die
unterschiedlichen Ventrikelgroen angepasst werden

es besteht die Moglichkeit der Ableitung eines intrakavitdren EKG-Signals

die spezifische Leitfahigkeit des Blutes, die flir die Volumenbestimmung
unabdingbar ist, konnte mit einer integrierten Messkiivette bestimmt werden
sowohl das Volumen der fiinf Einzelsegmente, als auch das totale
intraventrikuldre Volumen konnte berechnet werden

tiber den Monitor konnten die Signale der einzelnen Segmente dargestellt und
verfolgt werden. Wenn sich alle fiinf Einzelsegmente in Phase bewegten, konnte
man davon ausgehen, dass der Katheter korrekt liegt (sieche Abbildung 3.3.)

zur Weiterverarbeitung konnten die Daten vom Signal-Prozessor zur

dazugehorigen Computereinheit libertragen werden

AuBlerdem konnen mit CFL-512 folgende allgemeine hdmodynamischen Parameter

bestimmt werden:

Herzzeitvolumen (HZV)
Schlagvolumen (SV)
Ejektionsfraktion (EF%)
Schlagarbeit (SW)
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enddiastolisches und endsystolisches Volumen (EDV, ESV)
enddiastolischer uns endsystolischer Druck (EDD, ESD)
dP/dt max, dP/dt min, Tau

Die gemessenen Leitfahigkeits- und Drucksignale wurden weiterhin mit Hilfe des

interaktiven Software-Programs (Conduct 2000 Acquisition / Conduct 2000 Analysis)

ausgewertet. Dementsprechend wurden dadurch folgende Daten eruiert und dargestellt:

Druck- und Volumendaten

Parallel-Conductance

reales intraventrikuldres Volumen, nach der Subtraktion der Parallel-
Conductance vom gemessenen Volumen

Darstellung der digitalisierten Druck- und Volumenkurven

Darstellung der Druck-Volumenschleifen

Berechnung der endsystolischen Druck-Volumenbeziehung ESPVR und ihrer
Steigung, der endsystolischen Elastance (Ees)

Berechnung der enddiastolischen Druck-Volumenbeziehung EDPVR und ihrer
Steigung

Berechnung des Preload Recruitable Stroke Work (PRSW)

Berechnung der Druck-Volumen-Flache (PVA) ,,Pressure Volume Area“

3.3.4. Parameter zur Bestimmung der globalen und

regionalen Kontraktilitit des Ventrikels

3.34.1.

Endsystolische Elastance, Ees

3.3.4.1.1. Die ventrikulidre Druck-Volumen-Schleife

Um die endsystolische Elastance beschreiben zu konnen, muss zuerst auf den einzelnen

Herzzyklus eingegangen werden. Wéhrend eines Herzzyklus variiert, abhingig von den

unterschiedlichen Zeitpunkten, sowohl das intrakavitire Blutvolumen als auch der intrakavitire

Druck. Da diese Variationen simultan stattfinden, kann man Volumen und Druck in einem
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Diagramm gegeneinander auftragen. Dabei wird der intrakavitire Druck, der mit dem Tip-
Manometer gemessen wird, auf die Ordinate aufgetragen, wihrend das Volumen, gemessen
durch die Leitfidhigkeitsmethode, auf die Abszisse aufgetragen wird. Die dadurch entstandene

Druck-Volumen-Schleife ist die Basis fiir die Analyse der Herzfunktion (siche Abbildung 3.5.).

LVP

LVV

Abbildung 3.5.:
In dieser Abbildung wird die Druck-Volumen-Schleife fir den linken Ventrikel dargestellt. Die Buchstaben
A-D kennzeichnen die verschiedenen Zeitpunkte eines Herzzyklus, wahrend die Strecken dazwischen die

verschiedenen Phasen eines Zyklus darstellen. Erlauterung siehe Text.

Die Druck-Volumen-Schleife ist durch vier Zeitpunkte kennzeichnet, zwischen denen sich
die Druck-Volumen-Beziehung kontinuierlich verdndert. Diese vier Zeitpunkte repriasentieren die
End-Diastole (A), den Beginn der Auswurfphase nach Offnen der Aortenklappe (B), die End-
Systole (C), und den Beginn der Fiillungsphase nach Offnen der Mitralklappe (D).

Zwischen diesen vier Zeitpunkten eines Herzzyklus werden vier verschiedene Phasen
beschrieben:
- von Punkt A bis B wird die isovolumetrische Kontraktion beschrieben. In dieser

Phase, in der die Mitralklappe schon geschlossen und die Aortenklappe noch
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nicht gedffnet ist, dndert sich das intrakavitire Volumen nicht, wéhrend der
intrakavitire Druck kontinuierlich ansteigt.

- von Punkt B bis C wird die Auswurfphase beschrieben. Punkt B ist der Moment
an dem der intraventrikulidre Druck den Aortendruck iibersteigt, was zur Offnung
der Aortenklappe fiihrt. Als Folge der Klappenoffnung entleert sich der Ventrikel
(Linkswanderung der Schleife) bis der intraaorale Druck den intrakavitdren
ibersteigt, was zum erneuten Schluss der Klappe fiihrt. In diesem Moment ist das
Ende der Systole erreicht.

- von Punkt C bis D wird die isovolumetrische Relaxation beschrieben. In dieser
Phase entspannt sich bei konstantem Volumen der Ventrikel und der
intrakavitiare Druck nimmt ab. In dem Moment aber, in dem der intraventrikulére
Druck unter den intraatrialen Druck fallt, 6ffnet sich wieder die A-V-Klappe und
die Fiillungsphase beginnt.

- von Punkt D bis A wird die diastolische Fiillungsphase beschrieben, in der sich
der Ventrikel so lange fiillt, bis es durch Anstieg des Drucks erneut zum A-V-

Klappenschluss kommt.

3.3.4.1.2. Die endsystolische Druck-Volumen-Beziehung, ESPVR

Die endsystolische Druck-Volumen-Beziehung (ESPVR), ist ein wichtiger Parameter zur
Bestimmung der myokardialen Kontraktilitit. Zur Eruierung der ESPVR muss man mehrere
aufeinander  folgende  Druck-Volumen-Schleifen, die durch  Vorlastsenkung oder
Nachlasterhohung entstehen, im selben Diagramm auftragen (sieche Abbildung Nr. 3.7.). Die
Vorlastsenkung fiihrt zur Abnahme des intrakavitdren Drucks und Volumen, im Gegensatz zur
Nachlasterhohung, das zur Erhohung der zwei Werte fiihrt (siehe Abbildung 3.6.). Da die ESPVR
durch beide Methoden gleich gut ausgerechnet werden kann, haben wir die Vorlastreduktion
gewdhlt, die durch Aufblidhen eines Okklusionskatheters in der V. Cava erreicht wurde (Fogarty-

Okklusionskatheter 62080814F mit 10 cm® Fiillvolumen von Edwards Lifesciences Corporation).
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Okklusion der V. Cava Ende der Okklusion

A /

Zeit
Okklusion der V. Cava Ende der Okklusion
A /
P
Zeit
Abbildung 3.6.:

In dieser Abbildung wird schematisch die intrakavitire Druck- und Volumenveréanderung bei

Vorlastreduktion nach Okklusion durch den V. Cava - Katheter dargestellt.

Wenn man wihrend der Vorlastreduktion mehrere aufeinander folgende Druck-Volumen-
Schleifen in einem Diagramm auftrigt, und durch die daraus resultierende endsystolischen Punkte
(C1, C2,..., Cn) eine Regressionsgerade legt, so entspricht diese Gerade der endsystolischen
Druck-Volumen-Beziehung (ESPVR) (siehe Abbildung Nr.3.7.) (Kass DA, 1988; Sagawa K,
1984). Die Steigung dieser Gerade représentiert die endsystolische Elastance (Ees), die von
SUGA und SUGAWA Anfang der siebziger Jahre als lastunabhingiges Mal} fiir die kardiale
Kontraktilitit eingefiihrt wurde (Suga H., 1976; Burkhoff D, 1987).



32

A
P(mmHg) <«— ESPVR
Cl
C2
) S
Cn ™
40— :
VO :
0_ g‘ _____ T T T T T T TS TS TS T T T s e T o
[ | [ [ |
20 40 60 go V(mb
Abbildung 3.7.:

Schematische Darstellung mehrerer nebeneinander liegenden Druck-Volumen-Schleifen, die durch
Reduktion der Vorlast zustande kommen. C1, C2,..., Cn markieren die jeweiligen endsystolischen Punkte
und entsprechen der maximalen Elastance(Emax). Die Regressionsgerade durch die jeweiligen Emax-
Punkte ergibt die ESPVR.. Der Schnittpunkt mit der gestrichelten Gerade (P=0) entspricht dem

,.unstressed Volumen* des Ventrikels(VO0).

Die ESPVR ist eine lineare Beziehung und wird nach der Gleichung 5 berechnet. Dabei

sind Pes und Ves endsystolischer Druck und endsystolisches Volumen.

Pes

5 Ees=——
) Ves-VO0

Die Verwendung eines linearen mathematischen Modells zur Beschreibung der ESPVR
hat den Vorteil, dass Verdnderungen der Kontraktilitdt durch Zu- oder Abnahme der Steigung der

ESPVR und Verdnderung der relativen Position der ESPVR erfasst werden konnen.

3.3.4.1.3. Krontraktilititverdanderung und ESPVR-Verinderung

Die ESPVR und dementsprechend die endsystolische Elastance, Ees, wird durch die

Verianderung der Kontraktilitdit des Myokards beeinflusst. Diese Relation wurde in zahlreichen
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tierexperimentellen und klinischen Untersuchungen gezeigt (Sagawa K, 1978; Mehmel HC, 1981;
Sagawa K, 1981; Sodums MT, 1984).

In der Abbildung Nr. 3.8. haben ich versucht die Beziehung zwischen ESPVR und/oder
Ees und myokardiale Kontraktilitdt schematisch zu verdeutlichen. Dementsprechend fiihrt eine
Zunahme der Steigung der Regressionsgerade (Ees) und/oder eine Linksverschiebung der ESPVR
eine Zunahme der Kontraktilitdt. Das bedeutet, dass das Herz ausgehend von derselben Vorlast
einen hoheren intrakavitdren Druck erzeugen kann oder anders formuliert, dass es eine geringere
Vorlast benotigt um den gleichen Druck zu erzeugen (Crottogini AJ, 1987). Analog bedeutet eine
flachere Regressionsgerade (Ees) und/oder eine nach rechts verschobene ESPVR eine Abnahme

der Kontraktilitat.

EesT,Vo und V80 l

KontraktilitétT
ESPVR

\ /

A
P(mmHg) \ Eesl,Vo und VSOT
Kontraktilitat l
t<1 0 2 A A/ S
40—
O_ ............... -
Vo | Veo ! L vm
Abbildung 3.8.:

Eine Zunahme der Steigung der ESPVR und/oder eine Linksverschiebung der ESPVR einer Zunahme der
myokardialen Kontraktilitat entsprechen. Analog bedeutet eine Rechtsverschiebung und/oder Reduktion
der Steigung eine Abnahme der Kontraktilitat. Vo und Vg sind Parameter, die eine Links- oder

Rechtsverschiebung erfassen. Erlauterung siehe Text.
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V ist der Schnitt der ESPVR mit der Volumenachse und beschreibt das Volumen, das der
Ventrikel noch enthalten wiirde, wenn er sich am Ende der Systole lastfrei bis zu einem
intrakavitdrem Druck von 0 mmHg verkiirzen konnte (unstressed volume) (Carabello BA, 1984).
Da sich bei einer Zunahme der Kontraktilitit der Ventrikel stirker kontrahiert und so mehr
Blutvolumen auswerfen kann, kommt es in diesem Fall zur Reduktion von V.

Vgo ist das Volumen, das sich intrakavitir befindet, wenn der Druck im Ventrikel einen
Wert von 80 mmHg erreicht. Nach Auflosen der Gleichung Nr. 5 nach Ve kann das jeweilige
endsystolische Volumen abhingig von der Elastance bestimmt werden, und ist umgekehrt

proportional zu dieser.

(6) Vso=( 80/ Ees) + Vo

Man kann an den drei griin eingezeichneten Druck-Volumen-Schleifen der Abbildung Nr.
3.8. erkennen, dass ganz links, bei einem niedrigerem Volumen aber erhohter Elastance der
gleiche intrakavitdre Druck erreicht werden kann wie in den anderen zwei Schleifen, bei denen

das intrakavitire Blutvolumen hoher war.

3.3.4.2. Preload Recruitable Stroke Work, PRSW

Ein weiterer Inotropie-Index, (Mw) die Steigung der Gerade, die die Beziehung zwischen
ventrikuldrer Schlagarbeit (SW) und enddiastolischem Volumen (EDV) angibt, wurde zum ersten
Mal 1985 in einer Studie am Hundemodell von Donald. D. Glower beschrieben. Dieser Index ist
unabhéngig sowohl von der Fiillung und der Geometrie des Ventrikels als auch vom Herzindex
(Glower, DD, 1985).

Um die PRSW berechnen zu konnen, werden mehrere Druck-Volumen-Schleifen z.B.
wiahrend der Okklusion der V. Cava und der daraus resultierenden Vorlastreduktion, auf
demselben Diagramm aufgezeichnet (sieche Abbildung 3.9.A.). Die SW jedes Herzzyklus wird als
Integral der von der Druck-Volumen-Schleife umschlossenen Fliche berechnet. In einem zweiten

Diagramm (siehe Abbildung Nr. 3.9.B.) wird auf der Abszisse die ausgerechnete Schlagarbeit
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gegen dem dazugehorigen enddiastolischen Volumen auf der Ordinate aufgetragen. Durch diese
SW-EDV Punkte wird mittels linearer Regression eine Gerade gelegt, die die PRSW beschreibt.
Die lineare Beziehung zwischen Schlagarbeit und enddiastolischem Volumen wird durch die

Gleichung Nr. 7 beschrieben (Feneley PM, 1992).

(7) SW:MW * (EDV-Vw)

Dabei sind:
- SW = die ventrikuldre Schlagarbeit wahrend des Herzzyklus
- My = die Steigung der Beziehung zwischen SW und EDV
- EDV = das enddiastolische Volumen

- Vyw = der Schnittpunkt mit der Volumenachse

Das EDV wurde mit dem Conductance-Katheter gemessen.

LVP(mmHg) SW(mmHg)
A A
100~ 2500—
80— 2000—
SW
60— \ 1500—
40 — 1000—
Al
An
0 > 0 >
| | | | Lvv(mi) ! ! ! | Epv(mi)
0 20 40 60 80 0 15 30 45 60
A B
Abbildung 3.9.:

A: Die Okklusion des Katheters in der V. Cava inferior fuhrt zur Vorlastreduktion, die auf dem Monitor
durch Druck-Volumen-Schleifen abnehmender Grélie dargestellt wird. Die Schlagarbeit jedes Herzzyklus,
SW, wurde als Integral der von Druck-Volumen Schleife umschlossenen Flache berechnet. A stellt den
Zeitpunkt am Ende der diastolischen Fullungsphase dar.

B: Wird dann das SW jedes Herzzyklus gegen das enddiastolische Fillungsvolumen des jeweiligen
Herzschlages aufgetragen, wird die durch diese Punkte durchgezogene Regressionsgerade dem
Kontraktilitdtsparameter ,,Preload Recruitable Stroke Work*, PRSW entsprechen.
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Dem Diagramm kann man entnehmen, dass sowohl eine Zunahme der Steigung My der
Regressionsgerade als auch eine Linksverschiebung des Vw ein Anstieg der myokardialen
Kontraktilitdit bedeutet. Analog dazu fiihrt eine schwichere ventrikuldre Funktion zu einer

Abnahme der Steigung und/oder zu einer Rechtsverschiebung.

3.3.4.3. Parameter der isovolumischen  Kontraktionsphase

(dP/dt..y) und der isovolumischen Relaxation (dP/dt.;,)

Zur Kontraktilititsbestimmung des Myokards wurde ein weiterer, lastabhdngiger
Parameter gemessen, der vor allem die systolische Funktion der Ventrikel wihrend der
isovolumischen Kontraktionsphase widerspiegelt, weshalb er auch als
Priaejektionsphasenparameter  bezeichnet wird. Es handelt sich um die maximale
Druckanstiegsgeschwindigkeit (dP/dtyax).

Analog dazu wird die Relaxationseigenschaft durch dP/dt,;, reprdsentiert. Beide Parameter

werden durch Differenzierung des LV-Drucksignals nach der Zeit bestimmt.

3.3.4.4. Kontraktilititsparameter der Auswurfphase

Die Ejektionsfraktion (EF) beschreibt vor allem das Kontraktionsvermogen des Ventrikels
wihrend der Auswurfphase eines Herzzyklus (Kass DA, 1987). Dieser Ejektionsphasenparameter
wurde unter Verwendung der enddiastolischen und endsystolischen Volumen aus der Gleichung

Nr. 8 berechnet. Diese Volumina konnten mit Hilfe des Conductance Katheter bestimmt werden.

_ EDV -ESV

8 EF
® EDV

*100(%)

Dabei sind:
- EDYV = enddiastolisches Volumen

- ESV = endsystolisches Volumen
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3.3.5. Determinanten der diastolischen Erschlaffung und

Fiillung

Ein haufig bestimmter Faktor, der die Fiillung der Ventrikel beeinflusst, ist die Elastizitit
[Compliance, dV/dP (ml/mmHg)]. Die Elastizitdt der Ventrikel wird durch Fiillungszustand und
Druck des benachbarten Ventrikels und durch Spannung des beide Ventrikel gemeinsam
umfassenden Muskelfaserzugs bestimmt. Des Weiteren ist die Elastizitit auch von der
Zellstrukturveranderung abhéngig, die wihrend der pathologischen Prozesse eines
Myokardinfarkts vorkommt (Mann T, 1979). Moglicherweise ist der ATP-Mangel fiir die
Compliance-Einschrinkung verantwortlich, da das ATP fiir die Disoziation des Aktin-Myosin-
Komplexes bendtigt wird. Physiologischerweise spielt das Perikard eine wichtige Rolle fiir die
Compliancebestimmung. In unserem Versuch wurde das Perikard aber eroftnet.

Die Compliance wurde nach folgender Gleichung 9 ausgerechnet:
9) LvedP = e'-VedV

Des Weiteren untersuchten wir in unseren Experimenten auch die Verdnderung der

Relaxationszeit T (ms) und des diastolischen Relaxationsparameter dP/dty,, (siehe 3.3.4.3.).

3.4. Hamodynamische Messparameter

Zum Kreislaufmonitoring wurden weiter der Zentralvendse Druck (ZVD), der arterielle
Druck (AP) und die Herzfrequenz (HF) liberwacht.

Die ZV-Druckmessung wurde an dem im rechten Atrium platzierten Multi-Lumen-
Katheter (Arrows®, Reading, U.S.A.) angeschlossen und iiber einem Verstiarker (GOULD 4600
Series, Gould Inc., Valley View-OH, U.S.A.) auf einem 8-Kanal-Registrierer (GOULD TA 5000)
kontinuierlich aufgezeichnet.

Der arterielle Druck wurde iiber den in die rechte arteria femoralis platzierten Katheter
(SPR 350, Mikro-Tip One Pressure Sensor, Millar Instruments Inc., U.S.A.) bestimmt. Die Daten

wurden dann in gleicher Weise wie der ZVD registriert.
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Die Herzfrequenz wurde durch die Eindhoven Standardableitungsmethode bestimmt. Die
EKG Ableitungen wurden wihrend der gesamten Operation an einem Oszilloskop (Oscilloscope
System Siemens) verfolgt. Die Herzfrequenz wurde fortlaufend registriert (Gould TA 5000).

Zum Monitoring der links- und rechtsventrikuldren Driicke (LVP, RVP) wurden retrograd
iiber den linken bzw. rechten Vorhof jeweils ein Druckkatheter (SPR 524, Mikro-Tip Disposable
Intraoperative Monitoring Transducer, Millar Instruments Inc., U.S.A.)eingefiihrt, der an den
Mehrkanalschreiber (GOULD TA 5000) angeschlossen wurde.

Das Herzzeitvolumen (HZV) wurde durch die Platzierung eines Ultraschall-Flusskopfes (Probe
16A, Transonic Systems Inc., USA) an den Truncus Pulmonalis kontinuierlich gemessen und
registriert. Die Platzierung des Messkopfes erfolgte gleich nach Praparation der Gefél3e.

Des Weiteren wurden die Fliisse iiber die Koronararterien (LAD und LCX) iiber Ultraschall-
Flusskopfe (2SB und 2,5SB, Transonic Systems Inc., USA) gemessen und kontinuierlich
registriert(GOULD TA 5000). Nach Freilegung des Herzens und Préiparation der zwei
Koronargefdalle wurden die zwei Ultraschall-Flussmesskopfe um die Koronarien fixiert. Mit Hilfe
des Flussmesskopfes {iiber die LAD konnten wir schon bei der Probeokklusion des
Gefillesabschnittes den Fluss bestimmen. Dementsprechend konnten wir die Okklusion so
wiahlen, dass der Gesamtfluss nur um ca. 50% durch den GefaB3verschluss sinkt. Dieser Wert
wurde empirisch festgelegt, um die Kammerflimmerwahrscheinlichkeit nach der Okklusion zu
minimieren.

Die Flussmessung an unerdffneten GefdBen lauft nach dem Ultraschallaufzeitverfahren,
das erstmals von Franklin et al (Franklin DL, 1965) beschrieben wurde. Das Prinzip dieses
Verfahrens besteht darin, dass vom relativ groflachigen Ultraschallsender eine breite Schallfront
abgestrahlt wird, welches das gesamte Messfenster der Sonde, in der das Blutgefdll liegt,
tiberstreicht. Der Schallpuls gelangt an einem Reflektor wo er umgelenkt wird, das Gefal3 erneut
passiert und von einem Empfinger aufgenommen wird (sieche Abbildung 3.10.). Je nach
Flussrichtung wird die Durchlaufzeit der Schallwelle fiir die Strecke Sender-Reflektor-Empfanger
vom stromenden Medium verldngert oder verkiirzt. Durch eine stehende Blutsidule ist die
Schallausbreitungsgeschwindigkeit ¢ = 1550 m/s. Im darauf folgenden Messzyklus werden Sender
und Empfianger in ihrer Funktion vertauscht, so dass die Schallwelle das Meflumen in
umgekehrter Richtung durchlduft, wobei die jetzt gemessene Schallaufzeit von der vorherigen
subtrahiert wird. Aus diesen konsekutiv errechneten Differenzen wird unabhéngig von den

Gefaflabmessungen der intraluminale Volumenfluss fortlaufend bestimmt (Heimisch W, 1996).
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(i T
| Sender/EmeeinQF 1 Empfanger/, genﬁ

—— e —————— ] —— ]

Abbildung 3.10.:
Schematische Darstellung der Ultraschallaufzeitmethode

3.5.Messungen des O,- Partialdruckes im

Myokard

Die Messungen des myokardialen O,-Partialdruckes im perfundierten Areal und im
Ischamiegebiet wurden unter Verwendung von Licox PO2-Kathetern (Revoxode PO, Sonde Typ
CC1 0,5mm@, Licox CMP) durchgefiihrt. Am Anfang des Versuchs wurden die zwei Katheter in
den LCX- und LAD-Arealen eingefiihrt. Nach Okklusion des LAD-Abschnittes wurden, abhédngig
von dem pO,-Abfall, die notwendigen Justierungen durchgefiihrt. Die zwei Katheter wurden an
den Licox PO, Computer angeschlossen und der O,-Partialdruck im Gewebe kontinuierlich
gemessen (Anhang Bild Nr.1).

Der Partialdruck des in der interstitiellen Fliissigkeit physikalisch geldsten O,, der ,,P;0,-
Wert®, entspricht der Verfiigbarkeit von O, auf zelluldrer Ebene, und spiegelt die Balance
zwischen O,-Angebot und Bedarf des oxidativen Energiestoffwechsels direkt am Zielpunkt des
komplexen Sauerstofftransportes wider. Die P3O, -Messung erfasst nicht nur Durchblutung und
Mikrozirkulation, sondern auch die kapillare O,-Abgabe aus Himoglobin, die O,-Diffusion durch
die Kapillarwand und Parenchym, sowie die funktionelle Kapillardichte. Deshalb ist die PO, —
Messung auch in einem Infarktareal, in einer Ischdmie- oder Reperfusionszone aussagekriftig und

ein wichtiger diagnostischer Parameter.



40

3.6. Bestimmung der Infarktgrof3e und der ,,area

at risk“ (AaR)

Zur Bestimmung des durch die LAD-Okklusion entstandenen Infarkts wurde die
Triphenyltetrazoliumchlorid— Evans Blue Technik verwendet. Am Ende jedes Experiments wurde
die LAD-Arterie erneut okkludiert, das Herz zum Flimmern gebracht und die Aorta abgeklemmt.
Danach wurden 100 ml dreiprozentiges Evans Blue in die Aortenwurzel zur Perfusion der
Koronararterien injiziert. Das durchstromte Myokard farbte sich blau, wihrend der nicht
perfundierte Herzmuskel, die so genannte area at risk (AaR), ungefarbt blieb. Nach suffizienter
Anfiarbung wurde das Herz in toto entfernt und gespiilt. Danach wurden die Vorhofe auf
atrioventrikuldrer Ebene abgetrennt und die Ventrikel gewogen. Diese wurden in 7 bis 8 Scheiben
von apikal nach basal parallel zur Herzbasis geschnitten. Die ca. 1 cm dicken Scheiben wurden
dann mit einer digitalen Spiegelreflexkamera (Nikon D 1) und mit Millimeterpapier als
Hintergrund fotografiert (Anhang Bild Nr.2).

Im nédchsten Schritt wurden die Ventrikelscheiben fiir ca. 15 Minuten in warmer einprozentiger
TTC-Losung, die mit Phosphatpuffer neutralisiert war, eingelegt. Herzmuskelgewebe, das zum
Zeitpunkt der Herzentnahme noch vital war, enthdlt aktive Dehyrogenase, die mit TTC einen
roten Farbkomplex bildet. Aus abgestorbenen Zellen ist die Dehydrogenase ausgewaschen. Das
Gewebe wird unter der Einwirkung von TTC weil}. Die Scheiben wurden erneut gespiilt und vor
Millimeterpapier fotografiert (Anhang Bild Nr.2).

Folgende Areale der Herzscheiben wurden auf den Fotos durch computerisierte Planimetrie
(AutoCAD 2000 Software) ausgemessen: Gesamtfliche, area at risk (nicht blau gefarbt vor TTC)
und infarziertes Gebiet (weill nach TTC). Das Infarktareal wurde als Prozent der AaR angegeben
und die AaR als Prozent des Gesamtgewebes. Da beim Einlegen der Scheiben in der TTC-Ldsung
das Gewebe schrumpfte, wurden die nach TTC-Farbung bestimmten Flichen mit einem
entsprechenden Faktor (Schrumpfungsfaktor) korrigiert. Der Schrumpfungsfaktor wurde wie folgt

ausgerechnet:

_ Gesamtflache _nach _TTC
Gesamtflache vor TTC

(10)
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3.7.Regionale Gewebsperfusionmessung (RGP)

Um die Perfusion in den unterschiedlichen Myokardarealen und in anderen Organen zu
messen, wurde die Mikrosphédrentechnik gewéhlt. Dafiir wurden fluoreszenz-markierte
Mikrosphdren (FluoSpheres®, Molecular Probes, MoBiTec, Gottingen) mit einem Durchmesser
von 15um verwendet, die in den Kreislauf eingebracht wurden und im Kapillarbett der
verschiedenen Organe stecken blieben. Um die Verdnderung des Blutflusses wihrend des
Versuches im Myokard, Duodenum und Niere beobachten zu konnen, wurden fiinf
Injektionszeitpunkte gewidhlt. Zu den verschiedenen Zeitpunkten wurden jeweils Mikrosphdren
mit einer anderen Farbe injiziert, d.h. die an die Kunststoftkiigelchen gekoppelten
Fluoreszenzfarbstoffe hatten unterschiedliche Anregungs- und Emissionsmaxima (siche

Abbildung 3.11.).

Injektion Farbe Anregungs-/Em-maximum Zeitpunkt
1 red 580/605 vor LAD Okklusion
2 Yellow- 505/515 vor EKZ Start
green
3 crimson 625/645 vor EKZ Stop
4 Blue-green 430/465 60 Minuten nach EKZ Stop
5 orange 540/560 120 Minuten nach EKZ Stop

Abbildung 3.11.: Mikrosphareninjektionszeitpunkt

Die Injektion Nummer drei wurde zwar ausgewertet aber bei der Darstellung der Daten nicht

verwendet (siche auch 5.4).

3.7.1. Theorie zur regionalen Gewebsperfusionmessung

(RGP) mit fluoreszenz-markierten Mikrospharen (FMS)

Durch die Injektion der FMS in den systemischen Kreislauf kommt es zu einer

Anreicherung dieser im Gewebe, die proportional zu der spezifischen Perfusion der einzelnen
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Organe zu dem Injektionszeitpunkt ist. Um eine genaue Verteilung der FMS gewéhrleisten zu
konnen muss es zu einer homogenen Durchmischung mit dem Blut kommen. Nach Fixierung im
Kapillarbett kann durch Messung der Mikrosphirenkonzentration im Gewebe die momentane
regionale Perfusion quantifiziert werden. Um aus dem Fluoreszenzsignal eine Durchblutung
errechnen zu konnen, bedarf es einer Referenzprobe, die in Form einer Blutprobe abgenommen
wird. Die Abnahme erfolgte zum Zeitpunkt der Injektion und wurde durch eine Pumpe mit einer
Geschwindigkeit von 6,2 ml/min standardisiert durchgefiihrt. Somit ist die Emission der
Blutprobe proportional zur Abnahmegeschwindigkeit. Der Katheter (Cavafix ® Certo ® 358,
16G, B.Braun Melsungen AG, Melsungen), durch den die Blutprobe abgenommen wurde, ist am
Anfang des Experimentes iiber die A. Femoralis in die Aorta descendens platziert worden.

Demzufolge lisst sich die regionale Gewebsperfusion aus folgender Gleichung errechnen:

EG*FB

(11) RGP =

B

- Eg = Emission der Gewebeprobe
- Fs = Abnahmegeschwindigkeit der Pumpe

- Eg = Emission der Blutprobe

3.7.2. Durchfiihrung der Injektion und der

Emissionsmessung
3.7.2.1. Injektionslosung

Die Konzentration der gelieferten Mikrosphérenldsung betrdgt 1.000.000 FMS /ml. Geldst
sind die Mikrosphédren in einer Suspension aus 10ml 0,15 M NaCl mit 0,05% Tween 20 und
0,02% Thimerosal. Vor der Abnahme der gewiinschten Menge aus der Ampulle mussten die
Mikrosphédren in der Losung gleichmiBig verteilt werden. Das wurde durch dreiminiitiges
Durchmischen der Ampullen auf dem Vortexgerit, gefolgt von fiinfminiitiger Inkubation in einem
Ultraschallbad und erneutes dreiminiitiges Durchmischen gewéhrleistet. Die gewéhlte Menge fiir

die Injektion betrug 100.000 FMS/kgKG des Versuchstieres.
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3.7.2.2. Injektionsablauf

Die aus der Ampulle entnommene Ldsung wurde unverdiinnt als Bolus iiber einen im
linken Vorhof platzierten Katheter (Cavafix ® Certo ® 344, 14G, B.Braun Melsungen AG,
Melsungen) iiber einen Dreiwegehahn injiziert. Danach wurde die Injektionsspritze zwei Mal
hintereinander mit 0,9% NaCl Ldsung iiber den Dreiwegehahn gespiilt, wobei die jeweilige
Spiilmenge in den Katheter eingespritzt wurde. Bei der dritten Injektion, die wihrend der EKZ
stattfand, fihrten wir die Mikrosphédrenldsung iiber die arterielle Kaniile zu. Die erwiinschte
Durchmischung der FMS mit dem Blut wurde bei der Injektion aufgrund der Turbulenzen am
Kaniilenausgang gewihrleistet. Diese dritte Injektion konnte aber nicht ausgewertet werden (siehe
Kapitel 5.4). Die Injektion des Bolus und der 2x5ml Spiilung wurde iiber einen Zeitraum von 15
Sekunden durchgefiihrt. 15 Sekunden vor Beginn der Injektion wurde die Pumpe zur Abnahme

der Blutprobe gestartet und 1,5 Minuten nach Injektion wurde sie gestoppt.

3.7.2.3. Probenverarbeitung

3.7.2.3.1. Blutprobe

Die abgenommene Blutprobe wurde in eine Filtereinheit der so genannten Sample
Processing Unit (SPU) (Raab S, 1999) gegeben, die sich am Sog einer Wasserstrahlpumpe befand.
Durch den erzeugten Unterdruck wurde das Blut aus dem Filter abgesaugt. Da aber die
Filtermaschen einen Durchmesser von nur 7um haben, blieben die FMS (@ 15um) auf der
Filtermembran und konnten weiter verarbeitet werden. Um Blutriickstdnde zu entfernen, wurde
die Filtereinheit anschlieBend mit einem Phosphatpuffer dreimal gespiilt. Der Phosphatpuffer, der
auch bei der Verarbeitung der Gewebeproben verwendet wurde, hatte folgende
Zusammensetzung: 29,9g Dikaliumhydrogenphosphat trihydrat 99% (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim) gelost in 800 ml Aqua ad injectabilia (Delta Select GmbH, Pfullingen),
vermischt mit einer Losung aus 5,88 g Kaliumhydrogenphosphat 99% (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim) und 200 ml Aqua ad injectabila (Delta Select GmbH, Pfullingen). Da die
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Blutproben genau wie die Organproben und zum gleichen Zeitpunkt verarbeitet wurden, mussten

sie bis zu fiinf Tage in lichtgeschiitzten Gefden bei einer Temperatur von 10° gelagert werden.

3.7.2.3.2. Organproben

Am Ende des Versuches und nach Einschlidfern des Versuchstieres wurden die Organe
Herz, linke Niere und Duodenum entnommen. Die Nierenkapsel wurde entfernt und die Niere
wurde halbiert, der 10 cm lange Duodenumanteil wurde abgeschnitten und gereinigt und das Herz
wurde in Scheiben aufgeteilt und fotografiert. Die entnommenen Gewebeteile wurden fiir fiinf
Tage in einer 4,5% Formaldehyd-Losung (Otto Fischer GmbH & Co. KG, Saarbriicken) eingelegt.
Durch die Einwirkung der Formaldehyd-Losung konnten die Organproben exakter pripariert
werden.

Nach der Entnahme aus der Formaldehyd-Losung wurden die Organe wie folgt prépariert.
Von der linken Niererinde wurden drei Proben entnommen, aus dem oberen und dem unteren
Nierenpol und aus dem Anteil gegeniiber dem Nierenhilus. Am Duodenum wurden die Rénder
verworfen und die Probe wurde aus dem mittlerem Teil entnommen. Die Herzscheiben wurden
nach der Entnahme aus der Formaldehyd-Losung unter einem Operationsmikroskop (Leika
M650/MS-D, Bensheim, Deutschland) weiter pripariert. Die entnommenen Myokardproben
stammten aus dem Infarktareal, aus der AaR und aus dem perfundiertem Areal, das weiterhin in
Epikard und Endokard getrennt wurde.

Nach Wiegen der einzelnen Organproben, um spéter eine Perfusion pro Gramm Gewebe
angeben zu konnen, wurde das entnommene Gewebe in den Filter (@ 7um) der SPU zur weiteren
Verarbeitung eingefiihrt. Um die Mikrosphédren aus dem Gewebe auf dem Filter einfangen zu
konnen, wurde die Organprobe mit Hilfe einer Digestionsfliissigkeit aufgeldost. Die
Digestionslosung, die verwendet wurde, hatte folgende Zusammensetzung: 222,44 ¢
Kaliumhydroxid Plitzchen (Merck KGaA, Darmstadt) aufgelost in 1000 ml Aqua ad injectabilia
(Delta Select GmbH, Pfullingen), 10 ml 2%igem Tween 80 (Schuhardt, Hohenbrunn) und 90 ml
100% igem Isopropanol (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim).

Die Filtereinheiten der SPU mit den Organproben wurden in ein Edelstahlgefdl3 eingefiihrt
und mit 15 ml Digestionslosung aufgefiillt. Da die FMS, die sich aus dem Gewebe l6sen, nach
oben in der Digestionslosung wandern, wurde mit Hilfe von 1,5 ml Isopropanol eine Deckschicht
auf die Digestionslosung pipettiert. Die FMS bleiben so zwischen der KOH-Ldsung und dem
Isopropanol-Film gefangen. Ein Heften der FMS an der Filtereinheit wird durch das Tween 80
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verhindert. Das Edelstahlgefdl wird schlieBlich fiir sechs Stunden in einen Heizblock (60°C)
gestellt und, um ein Verdampfen des Isopropanols zu verhindern, mit einem Deckel verschlossen

(siche Abbildung 3.12.)

Deckel

. Q Isopropanol
Edelstahlgefal3 4—4’/ prop

: SR et M S — | Mikrosphiren

S KOH-Lésung

Filter (@ 7um) S i,___\ Gewebeprobe

Abbildung 3.12.: Schematische Darstellung Auflésung der Gewebeprobe im Heizblock.

Mikrosnharen losen sich und wandern nach obhen

Nach Auflosen der Gewebeproben und vollstindige Freisetzung aller Mikrosphéiren wurde
die Filtereinheit an der Wasserstrahlpumpe fixiert und die KOH-Lésung zusammen mit dem
verfliissigtem Gewebe und dem Isopropanol bei leichtem Unterdruck entfernt, wihrend die
Mikrosphédren auf dem Filter hingen blieben. AnschlieBend wurde der Filter dreimal mit dem
Phosphatpuffer gespiilt und bei 2800 U/min fiir zwei Minuten zentrifugiert (Megafuge 2.0R,
Heraeus Instruments). Im ndchsten Schritt wurde der Filterhalter mit dem Messrohrchen
konnektiert und die Filtereinheit eingefiihrt (sieche Abbildung 3.13.). Um die Mikrosphéren
auflosen und dadurch die Farbe freisetzten zu konnen, wurden auf den Filter 2 ml Cellusolve
(Essigsdure-2-ethoxyethylester 99%, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) pipettiert. Nach
zweiminiitigem Durchmischen der SPU auf dem Vortexgeriat wurde sie verschlossen und fiir zwei
Minuten bei 2800 U/min zentrifugiert, wodurch der ganze Farbstoff aus den gelosten

Mikrosphéren in die Messrohrchen gelangte. Diese wurden mit Vorsicht entnommen und nach
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Organprobe nummeriert in der vollautomatischen Messeinheit fixiert. Die Messeinheit bestand
aus einem Probentisch, einem Spektrophotometer (LS 55B, PerkinElmer LAS GmbH, Rodgau-
Jiingesheim), einem Diluter, einem Controler und einem Rechner (Betriebssystem Windows 98).
Die Software, die zur Messung verwendet wurde (WINFAC), misst die ,,peak emission der

Proben. Nach Messung und Speichern der Daten wurden die Proben entsorgt.

<— Filterhalter

Filter

<4— Messrohrchen

Abbildung 3.13.: die ,,sample-processing unit** (SPU) und ihre Einzelteile

3.8.Statistische Auswertung

Die statistische Datenanalyse wurde mit der Software SPSS 12.0 durchgefiihrt. Fiir die
Werte der AaR, der Infarktgro8e und der RGP werden N, Minimum und Maximum angegeben
und die statistischen Kennzahlen, Median, erstes Quartil (Xo2s) und drittes Quartil (Xg7s),
errechnet. Die Daten sind graphisch als ,,Boxplots dargestellt. Der Boxplot besteht aus einer Box,
die vom ersten und dritten Quartil begrenzt wird und als innere Linie den Median aufweist. Die
Whisker, die maximal 1.5 Quartile lang sind, zeigen die Extremwerte an. Sollten Ausreifler
auBerhalb dieser Distanz liegen, dann werden sie mit einem Kreis (Wert, der um mehr als
anderthalb Kastenldngen auBerhalb liegt) oder mit einem Stern (Wert, der um mehr als drei

Kastenldngen auflerhalb liegt) gekennzeichnet.
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Die Werte der Himodynamik und Herzfunktion werden in den Graphiken als Mittelwert +
SEM dargestellt und in den Tabellen als Mittelwert = SD aufgefiihrt.

Fiir die Analyse der unverbundenen Stichproben, das heif3t fiir den Vergleich der zwei
Gruppen (C1 und CO0), wurde der nichtparametrische Mann-Whitney-U-Test angewandt. Eine
Signifikanz wurde ab einem p Wert < 0,05 angenommen.

In den zwei Gruppen wurden dieselben Parameter zu verschiedenen Zeitpunkten wéhrend
des Versuchs gemessen. Fiir den Vergleich der Mediane iiber alle vier Zeitpunkte, wurde der
nichtparametrische Friedman-Test flir abhdngige Stichproben angewandt. Fiir den Vergleich der
Mediane zweier Zeitpunkte wurde der Wilcoxon-Test fiir verbundene Stichproben angewandt.

Eine Signifikanz wurde ab einem p Wert < 0,05 angenommen.
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4. Ergebnisse

4.1. Volumetrie, Biventrikulare Druck-Volumen

Relation

Alle hamodynamischen Daten, die in den folgenden Graphen dargestellt sind, wurden zu
den vier beschriebenen Messzeitpunkten aufgezeichnet und postoperativ ausgewertet. Wir haben
die graphische Darstellung so gewéhlt, dass ein Vergleich zwischen den zwei Gruppen (Kontrolle
und C1-INH) gewidhrleistet ist. Ein signifikanter Unterschied zwischen den zwei Gruppen konnte
nicht ausgerechnet werden. Signifikante Unterschiede bestehen bei den verschiedenen
Messparametern iiber den Versuchsverlauf. Berechnet wurden zur Graphikdarstellung der
Mittelwert und der Standardfehler des Mittelwertes.

Die dargestellten himodynamischen Parameter sind Herzfrequenz, Cardiac Output (CO),
linksventrikuldres Volumen (LVVolumen), rechtsventrikulires Volumen (RVVolumen),
enddiastolischer Druck im rechten und linken Ventrikel (edP), endsystolischer Druck im rechten
und linken Ventrikel (esP), dP/dt min und dP/dt max fiir den rechten und den linken Ventrikel,
Schlagarbeit fiir den rechten und den linken Ventrikel und ,,Preload Recruitable Stroke Work*
(PRSW) fiir den rechten und den linken Ventrikel.
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Abbildung 4.1:
A Herzfrequenz. Kein signifikanter Unterschied zwischen den zwei Gruppen
B. Schlagvolumen. Kein signifikanter Unterschied zwischen den zwei Gruppen.

Die Herzfrequenz steigt in den post-EKZ Messungen bei den Tieren beider Gruppen

signifikant an, verglichen mit der Kontrollmessung. Nachdem in beiden Gruppen 2 Stunden nach

EKZ der CO bei 4 Tieren einen Anstieg gegeniiber der Kontrolle zeigte, erreichte der mittlere

Abfall keine Signifikanz.
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Abbildung 4.2:
A. LVVolumen am Ende der Diastole und am Ende der Systole in der Kontrollgruppe

B. LVVolumen am Ende der Diastole und am Ende der Systole in der C1-INH Gruppe

In beiden Gruppen zeigt sich im Schlagvolumen, der Differenz aus
enddiastolischem und endsystolischem Volumen, trotz Verringerung der Absolutvolumina

kein Unterschied tiber den Versuchsverlauf.
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Abbildung 4.3:

A. RVVolumen am Ende der Diastole und am Ende der Systole in der Kontrollgruppe
B. RVVolumen am Ende der Diastole und am Ende der Systole in der C1-INH Gruppe

Ahnlich wie bei den linksventrikuliren Volumina ist auch beim rechten Ventrikel eine
Verkleinerung bei weitgehend stabilem Schlagvolumen zu erkennen. Ein signifikanter

Unterschied ist nach  Abreichung des CI1-INH aber nicht zu erkennnen.
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Abbildung 4.4:

A. Enddiastolischer Druck im linken und im rechten Ventrikel in der Kontrollgruppe

B. Enddiastolischer Druck im linken und im rechten Ventrikel in der C1-INH Gruppe

Die LAD-Okklusion resultiert in einem deutlichen Anstieg vor allem des LVedP. Ein
dhnlicher Verlauf des enddiastolischen Druckes in den zwei Gruppen, ohne signifikante

Unterschiede nach Abreichung des Inhibitors ist aus den Graphen zu erkennen.
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Abbildung 4.5:

A. Endsystolischer Druck im linken und im rechten Ventrikel in der Kontrollgruppe

B. Endsystolischer Druck im linken und im rechten Ventrikel in der C1-INH Gruppe.

Die endsystolischen Driicke unterscheiden sich nicht in den zwei Gruppen. Bei beiden

Gruppen ist aber der post-EKZ endsystolischer Druck im LV signifikant geringer als in der

Kontrollmessung.

Kontrolle LAD-Okklusion nach EKZ 1h  nach EKZ 2h
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Abbildung 4.6:
A. dP/dt nax und dP/dt i, im linken und im rechten Ventrikel in der Kontrollgruppe

B. dP/dt na und dP/dt i, im linken und im rechten Ventrikel in der C1-INH Gruppe

dP/dtyin und dP/dt,.x haben einen dhnlichen Verlauf in beiden Gruppen. Ein signifikanter

Unterschied ist nur zwischen den verschiedenen Messmomenten zu erkennen, nicht aber im

Vergleich der beiden Tiergruppen.
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Abbildung 4.7:
A. Schlagarbeit im linken und im rechten Ventrikel in der Kontrollgruppe

B. Schlagarbeit im linken und im rechten Ventrikel in der C1-INH Gruppe

Die Schlagarbeit beider Ventrikel nimmt im Versuchsverlauf in beiden Tiergruppen
signifikant ab. Ein signifikanter Unterschied zwischen den mit C1-INH therapierten Tiere und den

Kontrolltieren ist aber nicht zu erkennen.
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Abbildung 4.8:

A. PRSW im linken und im rechten Ventrikel in der Kontrollgruppe
B. PRSW im linken und im rechten Ventrikel in der C1-INH Gruppe

Bei der Berechnung des PRSW war in beiden Gruppen eine starke Streuung der Daten zu

erkennen. Einen statistisch signifikanten Unterschied zwischen den zwei Gruppen konnten wir

aber auch in diesem Fall nicht feststellen.
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4.2. Koronarfluss- und Gewebs-pO2 —Messung

Sowohl die Messungen Blutfluss iiber die Koronararterien (LAD, LCX) als auch die
Messungen der myokardialen O, Partialdriicke wurden kontinuierlich durchgefiihrt. Ausgewertet
wurden aber nur die Daten, die zu den vier Messzeitpunkten gehdren. Es konnte kein signifikanter
Gruppenunterschied fiir den Blutfluss in beiden Koronargefiafen eruiert werden. Auch fiir den O,-
Partialdruck ist kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen erkennbar. Signifikante
Unterschiede bestehen jedoch zwischen den vier Messzeitpunkten und sind anhand der Graphen

beschrieben.
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Abbildung 4.9:
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Abbildung 4.10:
02-Partialdruckdiagramme des Myokards im LAD- und LCX-Versorgungsgebiet in den zwei
Gruppen. 8§ = signifikanter Unterschied zur Kontrolle; # = signifikanter Unterschied zwischen LCX

und LAD O,-Partialdruck
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4.3. Relation zwischen Infarktflache und AaR

Das Infarktareal wurde als Prozent der AaR angegeben und die AaR als Prozent der
Gesamtfliche der Herzscheiben. Es ergaben sich aus unseren Messungen keine signifikanten
Unterschiede zwischen den zwei Gruppen, sowohl bei der AaR als auch bei der Infarktfldche.

Eine Signifikanz konnte im Vergleich der AaR zum Infarktareal in beiden Gruppen nachgewiesen

werden (2p<0,05).
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Abbildung 4.11:
C0 = Kontrollgruppe; C1 = Berinertgruppe
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4.4 Regionale Gewebsperfusionmessung

4.4.1. Infarktareal

Die Perfusionsbestimmung im Infarktareal ergab keinen signifikanten Unterschied
zwischen den zwei Gruppen. Ein signifikanter Unterschied (2p<0,05) ist in beiden Gruppen
zwischen den ersten zwei Messzeitpunkten gegeben, Kontrolle vs. Messung nach Okklusion der

LAD.
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Abbildung 4.12:

CO0 = Kontrollgruppe; C1 = Berinertgruppe

Die vier Zeitpunkte der Messung sind Kontrolle, nach LAD Okklusion, eine Stunde nach EKZ und zwei
Stunden nach EKZ. * sind Ausreiler.
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4.4.2. Area at risk (AaR)

Die Perfusionsbestimmung in der Area at Risk ergab keinen signifikanten Unterschied
zwischen den zwei Gruppen. Ein signifikanter Unterschied (2p<0,05) ist in beiden Gruppen
zwischen den ersten zwei Messzeitpunkten gegeben, Kontrolle vs. Messung nach Okklusion der
LAD und in der Berinertgruppe zwischen dem dritten Messzeitpunkt (eine Stunde nach EKZ) und

der Kontrollmessung.
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Abbildung 4.13:

CO = Kontrollgruppe; C1 = Berinertgruppe

Die vier Zeitpunkte der Messung sind Kontrolle, nach LAD Okklusion, eine Stunde nach EKZ und zwei
Stunden nach EKZ. O sind Ausreif3er.
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4.4.3. Normal perfundiertes Myokard

Die Perfusionsbestimmung im perfundiertem Myokardareal ergab keinen signifikanten

Unterschied zwischen den zwei Gruppen, oder zwischen den vier Messzeitpunkten.
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Abbildung 4.14:

CO0 = Kontrollgruppe; C1 = Berinertgruppe

Die vier Zeitpunkte der Messung sind Kontrolle, nach LAD Okklusion, eine Stunde nach EKZ und zwei
Stunden nach EKZ
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4.4.4. Endo-/Epikardiale Perfusion

Im normal perfundiertem Myokard fand sich in beiden Gruppen kein signifikanter

Unterschied zwischen endo- und epikardialer Durchblutung zu allen vier Messzeitpunkten.
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Abbildung 4.15:

CO0 = Kontrollgruppe; C1 = Berinertgruppe

Die vier Zeitpunkte der Messung sind Kontrolle, nach LAD Okklusion, eine Stunde nach EKZ und zwei
Stunden nach EKZ
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4.4.5. Nierenrinde

Die Perfusionsbestimmung in der Nierenrinde ergab einen signifikanten Unterschied
zwischen den zwei Gruppen, und zwar war die Durchblutung eine Stunde nach EKZ in der C1-
INH Gruppe signifikant (p<0,05) besser als in der Kontrollgruppe. Aullerdem ist ein signifikanter
Unterschied (2p<0,05) in beiden Gruppen zwischen den letzten zwei Messzeitpunkten (eine und

zwei Stunden nach EKZ) und der Kontrollmessung gegeben.
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Abbildung 4.16:

CO0 = Kontrollgruppe; C1 = Berinertgruppe

Die vier Zeitpunkte der Messung sind Kontrolle, nach LAD Okklusion, eine Stunde nach EKZ und zwei
Stunden nach EKZ
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4.4.6. Diinndarm

Die Perfusionsbestimmung im Diinndarmgewebe ergab keinen signifikanten Unterschied

zwischen den zwei Gruppen oder den vier Messzeitpunkten.
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Abbildung 4.17:
CO0 = Kontrollgruppe; C1 = Berinertgruppe
Die vier Zeitpunkte der Messung sind Kontrolle, nach LAD Okklusion, eine Stunde nach EKZ und zwei

Stunden nach EKZ
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5. Diskussion

Sowohl bei systemischer als auch bei lokaler, intrakoronarer Applikation des CI1-INH
(Berinert) konnten wir in unserem experimentellen Tiermodell einer passageren Okklusion einer
Koronararterie keine Verbesserung der Myokardfunktion und keine Verminderung des
Infarktareales nachweisen. Unsere Ergebnisse stehen nicht im Einklang mit denen aus anderen
experimentellen oder klinischen Vorarbeiten.

Obwohl bekannt ist, dass die frithe Reperfusion in einem ischdmischen Areal die
wichtigste Voraussetzung fiir das Uberleben des Gewebes ist, wurde in mehreren experimentellen
Studien bewiesen, dass parallel auftretende Mechanismen zumindest einen Teil der ischdmischen
Myozyten, die bei Beginn der Reperfusion noch vital sind, weiter schidigen konnen. Zu diesen
zusitzlichen Noxen und pathophysiologischen Phinomenen gehdren unter anderem die Ca®™
Uberladung (Herzog WR, 1997), die hochreaktiven Sauerstoffradikale (Asano G, 2003) und die
Ansammlung von neutrophilen Granulozyten (Tsao PS, 1990). Eine besonders wichtige Rolle in
der komplexen Schiddigungskette aber spielt die Aktivierung des Komplementsystems (Hill JH,
1969). Aus diesem Grund konzentrierten sich mehrere Arbeitsgruppen auf eine Hemmung der
Komplementkaskade.

Die Vorteile einer Inhibition der Komplementaktivierung durch das Glykopeptid Cl1-
Esterase Inhibitor (CI1-INH) bestehen in einer gleichzeitigen Hemmung aller drei mdglichen
Aktivierungswege, des klassischen, des alternativen und des Lektin Weges (siehe 1.3.2.).

Die Komplementinhibition wurde sowohl in in vitro (Shandelaya SM, 1993), als auch in
mehreren in vivo (Weisman HF, 1990; Gillinov AM, 1993; Buerke M, 1995; Horstick G, 1997)
Modellen von Myokardischdmie und Reperfusion untersucht. Die Ergebnisse dieser Studien
konnten eine Verbesserung der hidmodynamischen Parameter und eine Verminderung des
Infarktareales nach Hemmung der Komplementkaskade aufweisen. Des Weiteren konnte auch
nach klinischen Erfahrungen eine Effektivitit der Komplementinhibition nachgewiesen werden

(Bauernschmitt R, 1998).
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5.1. Volumetrie und biventrikulare Druck-

Volumen Relation

Der Grund weshalb wir zur Beurteilung der Herzfunktion als Zusatz zu den
konventionellen Methoden die Conductance-Technik wéhlten, besteht in der Objektivitit und
Genauigkeit der Erfassung der Funktionsverdnderungen durch diese Methode. Die erhobenen
Parameter beschreiben nicht nur die Kontraktilitdt, sondern auch die Relaxation und die globale
Pumpfunktion des Myokards.

Um die Funktion beider Ventrikel beurteilen zu konnen, verwendeten wir in unserem
Versuch zwei Katheter, die dementsprechend im linken und rechten Ventrikel platziert wurden.
Wir fiihrten, wie in Kapitel 3 beschrieben, vier Messungen durch. Dabei versuchten wir jedes Mal
die Datenerhebung im Sinusrhythmus durchzufiihren um so stérende Artefakte zu vermeiden.

Wir konnten eine Verschlechterung der linksventrikuldren Herzfunktion nach Ischidmie
und Reperfusion in beiden Gruppen erkennen. Sowohl die Schlagarbeit als auch die
Geschwindigkeit der Druckentwicklung (dP/dtn.x) nehmen im Versuchsverlauf signifikant ab
(sieche Abbildung 4.6. und 4.7.). Des Weiteren erkannten wir eine signifikante Abnahme des
endsystolischen Druckes im linken Ventrikel nach Ischiamie (sieche Abbildung 4.5.).

Durch die Erhebung der himodynamischen Daten des rechten Ventrikels bestétigte sich
der intraoperative Befund der gleichzeitigen Verhédrtung und Complianceverminderung dieser
Herzkammer nach Ischdmie. Die Relaxationsgeschwindigkeit (dP/dtyi,) des rechten Ventrikels
nahm nach 120 Minuten Reperfusion signifikant ab (sieche Abbildung 4.6.).

Trotz dieser Daten konnten signifikante Unterschiede zwischen den zwei

Therapiegruppen nicht erkannt werden.



69

5.2. Koronarfluss- und Gewebs-pO,-Messungen

Eine interessante Beobachtung, die wir bei der Auswertung machten, ist das Verhéltnis
Fluss/ P3O, im LAD-Versorgungsbereich (Ischdmieareal) in den zwei Gruppen. Dabei erkennt
man, dass in der Kontrollgruppe der Fluss liber die LAD eine Stunde nach Reperfusionsbeginn
nicht signifikant erhoht war gegeniiber der Kontrollmessung, wihrend der P3O, zum selben
Messzeitpunkt signifikant erhoht war im Vergleich zur Kontrollmessung. In der C1-INH-Gruppe
ist es genau umgekehrt. Die Messung eine Stunde nach Reperfusionsbeginn zeigt einen
signifikant erhohten LAD-Fluss im Vergleich zur Kontrolle, wahrend der P;O, Wert keinen
signifikanten Unterschied zur Kontrollmessung aufweist. Daraus konnen wir schlieBen, dass das
geschidigte Myokard in der C1-INH Gruppe das Sauerstoffangebot erheblich besser verwerten

konnte und dementsprechend einen groBeren Anteil an noch vitalen Myozyten enthielt.

5.3. Relation zwischen Infarktflache und AaR

Die durch Planimetrie bestimmten Infarkt- und AaR-Areale zeigten keinen signifikanten
Unterschied zwischen den Tiergruppen. Die Richtigkeit der Messungen wird, wie erwartet, durch
einen signifikanten Unterschied (p < 0,05) zwischen AaR- und Infarktareal in beiden Gruppen
bestétigt.

Dadurch dass, die Auswertung der digitalen Fotos nicht automatisch erfolgte, sondern die
gesuchten Fldachen von einem Untersucher ausgemessen wurden, besteht bei dieser Methode eine
gewisse Abhidngigkeit vom Untersucher. Um diesen Storfaktor so weit wie moglich zu
minimieren, erfolgte die Ausmessung der Fliachen nach einem zuvor festgelegten Schema und
wurde von einer einzigen Person durchgefiihrt. Wir wihlten nur rotes Gewebe als nicht
perfundiert und nur weiles Gewebe als infarziertes Myokard. Desweiteren wurden
Papillarmuskelflachen mit eingerechnet, wihrend epikardiales Fettgewebe nicht beriicksichtigt
wurde.

Wichtig zu erwéhnen ist, dass wir nach Einlegen des Gewebes in die TTC-Losung, eine

Strukturverdnderung, im Sinne einer Schrumpfung bemerkten. Um diese Verdnderung beim



70

Flachenvergleich in Betracht ziehen zu konnen, wurde bei unseren Rechnungen ein
Schrumpfungsfaktor (S) bestimmt.
Nach Auswerten der Ergebnisse konnten wir keinen Anhalt fiir methodische Fehler

erkennen.

5.4. Ergebnisse der RGP-Messung

Die Mikrosphiarenmessung ist eine etablierte Methode zur Bestimmung des regionalen
Bultflusses. Die Untersuchung erlaubt genaue Aussagen {iiber die Durchblutung auf
mikrovaskuldrer Ebene, die in der Pathophysiologie des Ischimie- und Reperfusionsschadens eine
wichtige Rolle spielt. Wir untersuchten aber nicht nur das Myokard mit dieser Methode, sondern
auch Diinndarm und Nierenrinde. Es ist zu erwarten, dass die Perfusion dieser Organe durch eine
Verdnderung der hidmodynamischen Parameter nach Myokardinfarkt und Reperfusion
eingeschrinkt wird.

In einigen Versuchen machten wir eine interessante Beobachtung bei der Auswertung der
Daten die wihrend der dritten Mikrosphireninjektion erhoben wurden. Dabei ergaben die
Messungen der Gewebsperfusion eine minimale Durchblutung die in starkem Gegensatz zu den
externen Flussmessungen stand. Nach {iberpriifen der zu diesem Zeitpunkt erhobenen
hiamodynamischen Werte erkannten wir, dass sich nach Eroffnen der Aorta und bis zur Injektion
der mit der Farbe crimson markierten Mikrosphéren die Pumpfunktion der Herzen unterschiedlich
erholt hatte. Das hatte als Folge eine steigernde linksventrikuldre Ejektionsfraktion bei manchen
Tieren. Dadurch konnten die in der Aortenkaniile injizierten Mikrosphidren nicht retrograd in
Richtung Koronarostien flieBen. Demzufolge wurde diese Messung als ungenau erkannt und die
erhobenen Daten wurden nicht in den Ergebnissen dargestellt.

Unsere Ergebnisse konnten aber auch durch diese Methode die Schlussfolgerungen
anderer Studiengruppen nicht unterstiitzten. Wir konnten auch im Falle der regionalen RGP-
Messung keine signifikanten Unterschiede zwischen den zwei Tiergruppen erkennen. Lediglich
bei der Messung der Fluoreszenz der Nierenrinde eine Stunde nach EKZ konnte ein signifikant

besserer Blutfluss in der C1-INH Gruppe bestimmt werden (siche 4.5.5.).
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5.5. Bisherige experimentelle Modelle und

Unterschiede zu unserem Tiermodell

Fritheren Studien, die eine Inhibition der Komplementaktivierung bei Myokardischdmie
gefolgt von Reperfusion als Ziel hatten, fehlte der klinische Zusammenhang, der bei unserem

Model eine Voraussetzung fiir den Experimentverlauf darstellte.

In einer in vitro Studie an Rattenherzen konnten 1993 Shandelya et al. nachweisen, dass
die Komplementinhibition durch die Gabe des genetisch manipulierten Proteins, ,,soluble
complement receptor 1 (sCR1), die postischdmische Kontraktilitdt des LV signifikant verbessert.
Dabei wurden isolierte Rattenherzen nach der Methode von Langendorff perfundiert, einer
zwanzigminiitigen globalen Ischdmiephase ausgesetzt, und postischdmisch fiir 45 Minuten mit
polymorphonuklearen Leukozyten (PMNs) und Plasma reperfundiert. Die Autoren beobachteten,
dass sCR1 als Komplementinhibitor die Aktivierung der PMNs hemmte, was sekundir die
Freisetzung freier O,-Radikale einschrinkte und dadurch den Reperfusionsschaden verminderte
(Shandelya SML, 1993). Da es sich in diesem Fall aber um ein in vitro Modell handelt mit einer
Ischdmiezeit von nur zwanzig Minuten, ist aus unserer Sicht die klinische Relevanz dieser Studie
eingeschrinkt.

Weismann et al. beobachtete in einem in vivo Rattenmodell mit dhnlichem Studiendesign,
dass nach Ischdmie und Reperfusion das Infarktareal in der Gruppe der sCR1-Ratten um 44%
geringer war als in der Kontrollgruppe (Weisman HF, 1990). An einem weiteren Rattenmodell
mit zwanzigminiitiger Koronarokklusion und vierundzwanzigstiindiger Reperfusion untersuchten
Murohara et al. die Wirkung des C1-INH (1001E/kgKG) und des sCR1 auf die Myokardnekrose.
Dabei wurde der Inhibitor immer eine Minute vor Reperfusionsbeginn zugefiihrt. Die Autoren
beschrieben eine signifikante Verminderung der CK-Aktivitit in den Gruppen der zwei
Komplementinhibitoren im Vergleich zur Kontrollgruppe (Murohara T., 1995). Die klinische
Relevanz dieser Studie ist aber nur aus interventioneller Sicht gegeben, da die Autoren auf eine
Kardioplegie mit EKZ verzichteten.

In weiteren Studien am Schweinemodell konnte gezeigt werden, dass die Inhibition der
Komplementkaskade und der dadurch ausgeldsten Entziindungsreaktion eine positive Auswirkung

auf die Funktion des reperfundierten, postischdmischen Myokard hat.
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Lazar et al. wahlte 1998 ein Schweinemodell, bei dem der zweite und dritte Diagonalast
der LAD okkludiert wurden. Nach einer neunzigminiitigen Ischdmie folgte eine
fiinfundvierzigminiitige Kardioplegie mit EKZ, gefolgt von 180 Minuten Reperfusion. Bei 10 von
20 Tieren wurden 30 Minuten vor Okklusion der Koronarien 10 mg/kgKG sCR1 infundiert,
wiéhrend der Rest zur Placebogruppe gehorte. Dabei konnte beobachtet werden, dass es in der
sCR1-Gruppe nach 180 Minuten Reperfusion zu einer geringeren Komplementaktivierung kam
(1,1 +/-0,09% versus 7,8 +/-0,04%). Des Weiteren war die InfarktgroBe signifikant geringer in der
sCR1-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe (24,6 +/- 2,0% versus 41 +/- 1,3%) (Lazar HL,
1998). Ahnliche Ergebnisse erzielte diese Forschungsgruppe ein Jahr spiter in einem #hnlichen
Modell. Vierzig Schweine wurden in vier Therapiegruppen unterteilt. Die erste Gruppe erhielt
finf Minuten nach der Koronarokklusion sCRI1, die zweite Gruppe bekam keinen
Komplementinhibitor sondern nur eine EKZ mit Heparinisierung ohne Kardioplegie, die dritte
Gruppe bekam sowohl den Inhibitor als auch die unter Heparinisierung durchgefiihrte EKZ,
wihrend die letzten 10 Schweine keine Therapie erhielten. Die Okklusionszeit der Koronarien
war auch dieses Mal 90 Minuten, gefolgt von 45 Minuten EKZ und 180 Minuten Reperfusion.
Dabei beschrieben die Autoren eine signifikant verminderte Myokardnekrose in der
sCR1+HepEKZ-Gruppe im Vergleich zu den anderen Gruppen. Des Weiteren waren die
Ergebnisse auch in den anderen zwei Therapiegruppen signifikant besser als in der
Kontrollgruppe (Lazar HL, 1999).

In den Modellen von Lazar et al. wurde die Injektion des Komplementinhibitors entweder
30 Minuten vor der Koronarokklusion (Lazar H.L., 1998), oder fiinf Minuten danach (Lazar HL,
1999) durchgefiihrt, was im klinischen Alltag tiberhaupt nicht nachzuvollziehen ist. Im Gegensatz
dazu wurde in unserem Versuch C1-INH erst eine Stunde nach Verschluss der LAD und eine
Stunde vor Revaskularisation appliziert.

Buerke et al untersuchten die Wirkung der Komplementinhibition auf den Ischédmie- und
Reperfusionsschaden an Katzen. Die Ischdmiezeit betrug 90 Minuten gefolgt von einer
Reperfusionsperiode von 270 Minuten. Im Gegensatz zur Kontrollgruppe wurden den therapierten
Tieren 15 mg/kgKG CI1-INH zehn Minuten vor der Reperfusion appliziert. Die Autoren
beschrieben ein signifikant geringeres Infarktareal (Prozent der AaR) in der C1-INH Gruppe (10
+/- 2% versus 29 +/- 2%). Des Weiteren war nach der Therapie mit dem Inhibitor die PMN
Akkumulation in dem ischdmischen Areal signifikant geringer (Buerke M., 1995). In einer
zweiten Studie der selben Forschungsgruppe wurde die Wirkung von CI1-INH in einem

Rattenmodell nach Ischdmie und Reperfusion beobachtet. Die Ischdmiezeit betrug 20 Minuten,
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gefolgt von einer Reperfusionsperiode iiber 24 und 48 Stunden. Die Medikamentendosis von 10,
50, 100 U/kgKG wurde zwei Minuten vor der Reperfusionszeit injiziert. Auch in dieser
Untersuchungsreihe beschreiben die Autoren die positive Auswirkung des Inhibitors auf den
Myokardschaden und auf die Ansammlung der PMN im betroffenen Myokard (Buerke M., 1998).

Horstick et al. untersuchten 1997 die Wirkung des C1-INH in einem Schweinemodell, bei
dem einer sechzigminiitigen Koronarokklusionszeit 120 Minuten Reperfusion folgten. Die CI1-
INH Gabe erfolgte in den ersten fiinf Minuten nach Erdffnen des okkludierten Koronargefdl3es in
einer Dosis von 20 IE/kgKG des Tieres. In der Gruppe der CI-INH Tieren konnte eine
signifikante Verminderung des nekrotischen Areals in Vergleich zu den Kontrolltieren
nachgewiesen werden (48,8 +/- 7,8% versus 73,4 +/- 4,0%). Des Weiteren konnte eine Reduktion
der Plasmakonzentration verschiedener Komplementfaktoren (C3a und C5a) nachgewiesen
werden. Obwohl eine Verbesserung der himodynamischen Parameter nicht zu erkennen war,
verbesserte sich in der Inhibitorgruppe die lokale Kontraktilitdit des ischdmischen Myokards
begleitet von einer verminderten plasmatischen Enzymaktivitdt (CK und Troponin-T) (Horstick
G, 1997). In einem weiteren Schweinemodell ohne EKZ, wurde die Okklusionszeit der
Koronarien auf 60 Minuten angesetzt, gefolgt von einer Reperfusion iiber zwei Stunden. Fiinf bis
zehn Minuten vor Reperfusion der Koronarien wurden den Tieren entweder nur NaCl oder 40,
100 und 200 IE/kgKG C1-INH iv appliziert. Uberraschenderweise zeigte nur die erste C1-INH-
Gruppe (40 IE/kgKG) eine signifikant verminderte InfarktgréBee im Vergleich zur
Kontrollgruppe (44,1 +/- 13,8% versus 76,7 +/-4,6%9). In der 100 IE/kgKG-Gruppe konnten
keine therapeutischen Vorteile erkannt werden. In der Gruppe mit der hochsten Dosis
(200IE/kgKG) wurden sogar starke Nebenwirkungen der Therapie erkennbar. Die Autoren
schlieBen daraus, dass die Dosierung eine wichtige Rolle zum Erreichen der therapeutischen Ziele
spielt (Horstick G, 2001).

Die Versuchmodelle von Horstick und Buerke waren ndher an einem klinisch reellen
Verlauf als die von Lazar, da die Injektion des Inhibitors fiinf Minuten vor und fiinf Minuten nach
Reperfusionsbeginn, bzw. zehn und zwei Minuten vor Reperfusionsbeginn durchgefiihrt wurde.
Die klinische Relevanz ist aber auch in diesen Fillen auf eine interventionelle Revaskularisation
eingeschrinkt, da die Autoren auf eine Kardioplegie mit EKZ verzichteten (Horstick G, 1997 und
2001; Buerke M, 1995 und1998). Im Gegensatz dazu versuchten wir einen klinisch relevanten
Verlauf darzustellen. Wir entwarfen das Versuchsprotokoll nach dem Ereignis eines akuten
Myokardinfarkts mit nachfolgender chirurgischer Revaskularisation mit Kardioplegie und EKZ.

Im Gegensatz zu anderen Versuchsgruppen entwohnten wir nach 90 Minuten unsere Tiere von der
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EKZ. Nach Entwohnen vom kardiopulmonalem Bypass beobachteten wir die Versuchstiere noch
weitere zwel Stunden. Auflerdem wére noch wichtig zu erwéhnen, dass die Okklusionszeit der
Koronararterie in unserer Versuchsreihe 120 Minuten dauerte, in Vergleich zu 20, 45 oder 60

Minuten in den diskutierten Vorversuchen.

5.6. Limitierungen und Vorteile des

Studiendesigns

Im Gegensatz zu anderen Studien wurde in unserer Versuchsreihe zwar die Therapie mit
dem Komplementinhibitor durchgefiihrt, auf eine Kontrolle der Aktivitit der Komplementkaskade
durch laborchemische Untersuchungen wurde aber verzichtet. Im Vergleich dazu, fiihrten andere
Gruppen Messungen unterschiedlicher Parameter der Komplementkaskade durch. Demzufolge
bestimmten sie die C3a, C5a und die Clq Aktivitit (Buerke M., 1995/1998; Horstick G.,
1997/2001; Lazar H.L. 1999). Durch den Verzicht auf diese Messungen konnten wir nicht
beobachten ob und wann eine Komplementaktivierung stattfand und ob es nach Inhibition der
Komplementkaskade doch noch zur Verminderung des Reperfusionsschadens kam.

In den Dbeschriebenen Studien wurde aulerdem der Infarktverlauf durch
Enzymbestimmungen (Creatinkinase und Troponin-T) beobachtet (Horstick G., 1997/2001). Wir
dagegen, haben den Zellzerfall nicht laborchemisch dokumentiert. Wir verzichteten in unserem
Studiendesign auch auf die Messungen der PMN-Aktivitit (Buerke M., 1995/1998), was ein
weiterer Parameter fiir die Bestimmung des Myokardschadens nach Ischimie und Reperfusion
darstellt.

In unserer ersten Versuchsreihe (Schreiber C, 2006) wurde der C1-INH kurz vor dem
Perfusionsbeginn, d.h. 120 Minuten nach LAD-Verschluss in die Aortenwurzel injiziert. Da die
Ergebnisse keine Verbesserung der Myokardfunktion und keine Verminderung des Infarktareals
erbrachten, gingen wir davon aus, dass die HemmungsmaBnahmen zu spédt nach der
Komplementaktivierung zum Einsatz kamen. Demzufolge versuchten wir in unserer zweiten
Versuchsreihe den CI1-INH 30 Minuten frither zu injizieren. Des Weiteren erfolgte die
Inhibitorgabe nicht lokal, wie in der ersten Versuchsreihe, sondern systemisch und in einer

hoéheren Dosis (25 1E/kgKG).
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Im Gegensatz zu anderen Studien, bei denen nur die konventionellen himodynamischen
Parameter bestimmt wurden, fiihrten wir in unserer Versuchsreihe ein genaues
Funktionsmonitoring beider Ventrikel durch die Conductance Methode durch. Dabei konnten wir
nach Ischdmie und Reperfusion eine Einschrinkung, vor allem der linksventrikuldren, aber im
gewissen Mall auch der rechtsventrikuliren Funktion objektiv.  messen. Diese
Funktionseinschrinkung  wurde éhnlich in beiden Tiergruppen beobachtet. Die
Triphenyltetrazoliumchlorid-EvansBlue-Methode ~ bestétigte  die  Conductance  Katheter
Messungen. Um die Mikrozirkulationstorungen nach Ischimie und Reperfusion besser beurteilen
zu konnen, und um eine genaue Perfusionsmessung in den betroffenen Myokardarealen
durchfiihren zu kénnen, beschlossen wir in der zweiten Versuchsreihe, die Fluoreszenzmessung
anzuwenden. Die Methode bestitigte die Ergebnisse der anderen Messungen.

Unser Studiendesign wies einerseits die grofite klinische Relevanz auf, fiihrte aber
andererseits zu einem komplexeren pathophysiologischen Verlauf. Die EKZ wird mit dem
»systemic inflammatory response syndrome* (SIRS) in Zusammenhang gebracht, weswegen die
EKZ auch als Trigger fiir die Komplementaktivierung steht (Kirklin J.K., 1983). Demzufolge
wurde von Chai et al bewiesen, dass eine Inhibition der Komplementkaskade zur Einschrinkung
des post-EKZ-Syndroms fiihrt (Chai PJ, 2000). Diese Ergebnisse konnten aber von unseren Daten
nicht bestdtigt werden. In unserem Fall wurde aber die Komplementaktivierung durch zwei
Faktoren ausgelost: erstens durch die Myokardischdmie gefolgt von der Reperfusion und zweitens
durch die EKZ. Daraus entsteht die Uberlegung die Inhibitorgabe frither und/oder in einer héheren
Dosierung durchzufiihren. Eine Injektion nach der Koronarokklusion, aber noch vor dem EKZ-
Beginn, konnte zu einer besseren  Blockierung der Immunreaktion fiihren und dadurch zu

einem vermindertem Zellschaden.
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6. Schlussfolgerung

In einem Tiermodell (Schweine), das eine chirurgische Revaskularisation nach
Myokardinfarkt durch Einsatz der EKZ mit Kardioplegie simulierte, fiihrte die Gabe des
Komplementinhibitors C1-INH nicht zu einer Verkleinerung des Infarktareals und auch nicht zu
einer Verbesserung der postoperativen Myokardfunktion. Des Weiteren konnten keine
signifikanten Unterschiede in der Mikrozirkulation beider Tiergruppen beobachtet werden.
Moglich ist, dass die Inhibitorinjektion zu einem zu spiten Zeitpunkt oder in einer zu geringen
Dosierung gegeben wurde, was eine Hemmung der schon aktivierten Komplementkaskade nicht
mehr ermoglichte. Deswegen bleibt weiterhin offen, ob ein anderes Studiendesign mit einer
fritheren Inhibitorgabe zu einer Verminderung des Myokardschadens nach Ischdmie und
Reperfusion fithren konnte. Desweiteren konnte man durch die Bestimmung mehrerer
Komplementkaskadenparameter im Serum beobachten ob die gewéhlte Inhibitordosis iiberhaupt

zu einer Hemmung der Komplementkaskade fiihrt.
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7. Zusammenfassung

Wir untersuchten in unserer Studie am Schweinemodell die Wirkung des C1-Esterase
Inhibitors Berinert auf den Ischdmie- und Reperfusionsschaden am Myokard. Dabei versuchten
wir ein moglich reelles und kliniknahes Studiendesign zu erstellen. In friitheren Studien wurden
durch Gabe des Inhibitors und der daraus resultierenden Komplementinhibition eine verbesserte
Myokardfunktion und eine verminderte Infarktgroe nachgewiesen. Durch den Versuchsablauf

aber hatten diese Studien keine klinische Relevanz.

Wir untersuchten die Wirkung des C1-INH an 20 juvenile Hausschweine, bei denen ein
Myokardinfarkt durch LAD-Okklusion induziert wurde. Nach einer Stunde Okklusion wurde die
EKZ eingeleitet und die Aorta abgeklemmt. Weitere 60 Minuten spater wurde die Okklusion der
LAD entfernt und es folgte eine Reperfusionszeit von 150 Minuten. Dabei wurden die Tiere von
der EKZ entwdhnt, um den klinischen Ablauf so genau wie moglich zu befolgen. Kurz vor
Einleiten der EKZ erfolgte eine randomisierte systemische itraaortale Injektion von 251E/kgKG
CI1-INH.

Wir verglichen die C1-INH Gruppe (n=10) mit einer Kontrollgruppe (n=10). Dabei wurde
die Funktion des linken und rechten Ventrikels durch die Conductance-Katheter Messung
untersucht. Das Infarktareal und die ,,AaR*“ wurden mit Hilfe der TTC-Evans Blue Methode durch
Planimetrie bestimmt. Des Weiteren wurde die regionale Gewebsperfusion mit Hilfe der FMS

bestimmt.

Unsere Ergebnisse zeigten keine eindeutige Verbesserung der Myokardfunktion durch
Injektion des CI1-INH. Des Weiteren konnten wir auch keine Verbesserung der regionalen
Gewebsperfusion oder eine signifikante Verminderung der InfarktgroBe bei diesen Tieren
erkennen. FEine positive Wirkung der Komplementinhibition ist aber trotzdem nicht
auszuschlieBen und sollte in weiteren Versuchen mit einem verdnderten Studiendesign untersucht

werden.
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9. Anhang
9.1.Tabellen

8= Signifikanz gegeniiber Kontrolle

Regionale Ventrikelperfusion

Parameter

QLAD

QLCX

pO,LAD

pOzLCX

QLAD,QLCX sind die Flusse (iber die Koronarien LAD und LCX.

Einheit

ml/min/kg

ml/min/kg

mmHg

mmHg

Messzeitpunkt

Kontrolle

1h Okklusion
1h Reperf.

2h Reperf.

Kontrolle

1h Okklusion
1h Reperf.
2h Reperf.

Kontrolle

1h Okklusion
1h Reperf.
2h Reperf.

Kontrolle

1h Okklusion
1h Reperf.
2h Reperf.

Kontrollgruppe

X +S.D.

1,11 0,54
0,65+ 0,30
1,36 0,71
1,32 + 0,63

0,7+ 0,28

0,86 + 0,42
0,83 + 0,44
0,85+ 0,42

48,2 + 20
3,8+1,9
67 +42,5
96,4+ 36,4

50,6 18,2
69,5 £ 28,3
68,0 25,1
68,5 +20,9

2p<0,05

n.s.

n.s.

n.s.

n

10
10
10
10

10
10
10

10
10
10

10
10
10
10

C1-INH Gruppe

X +S.D.

0,77 + 0,25
0,52 + 0,14
1,19+0.4

1,05+0,33

0,6 +£0,2

0,75+ 0,24
0,91 £0,37
0,79 £ 0,35

454 £ 15,9
3,3+2,6
65,7+ 46,9
75415

50,3 + 26,7
69,6 £ 25,6
65,4 +24,8
66 + 23,6

2p<0,05

n.s.

n.s.

n.s.

n.s.

n

11
10
10
11

10
10
11

10

10

11
10
10
11



Globale Ventrikelfunktionsparameter

Parameter

AoPm

PAPm

CVPm

Cpulm

HR

CO

Einheit

mmHg

mmHg

mmHg

Units

1/min

ml/min/kg

Messzeitpunkt
Kontrolle

1h Okklusion
1h Reperf.

2h Reperf.

Kontrolle

1h Okklusion
1h Reperf.
2h Reperf.

Kontrolle

1h Okklusion
1h Reperf.
2h Reperf.

Kontrolle

1h Okklusion
1h Reperf.
2h Reperf.

Kontrolle

1h Okklusion
1h Reperf.
2h Reperf.

Kontrolle

1h Okklusion
1h Reperf.
2h Reperf.

Kontrollgruppe
97,4 £ 26,7
93+19,9

71,6 £ 16,6

74 £ 15,9

19,4 +39
22,1+4,9
252 +£53
26 £ 6,1

52+2
6,4+1,9
11,5+4,1
10+£3,6

27,1 +5,2
28,4+ 3,8
26+5,8

24,7 +4,7

84 +£16
95+ 31
117 £ 18
107 £18

124 £33
100 + 16
117+ 18
81 +24

X +£S.D. 2p<0,05

n.s.
n.s.

n.s.

n.s.
n.s.

n.s.

n.s.

n.s.

n.s.

n.s.

n.s.

n.s.

n.s.

n
10
10
10
10

10
10
10
10

10
10

10
10
10
10

10
10

10

10
10

10

C1-INH Gruppe

X £sD.  2p<005 n

84,4 £ 16,8 11
81+ 11 n.s. 10
70,6 £ 17,6 n.s. 10
72 + 18,52 n.s. 11
17,9+3,2 11
19,8 + 3,1 n.s 10
23,7+3.,8 n.s 10
244 + 4,1 n.s 11
43+1,5 11
54+1,4 n.s 10
10,2 £ 3,2 n.s 10
9,7+3 n.s 11
26+4,7 11
27.8+4.4 n.s 10
252 +4,7 n.s 10
229+4,5 n.s 11
83 +£17 11
88 £21 n.s. 11
108 + 20 § 11
110+ 18 § 11
115+ 18 11
102 +£24 n.s 11
112+22 n.s 11
82+ 14 n.s 11
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Linksventrikuldre Funktionsparameter

Parameter

edP

esP

dP/dtmax

dP/dtmin

edV

Einheit

mmHg

mmHg

mmHg/s

mmHg/s

ml/kg

Messzeitpkt

Kontrolle

1h Okklusion
1h Reperf.
2h Reperf.

Kontrolle

1h Okklusion
1h Reperf.
2h Reperf.

Kontrolle

1h Okklusion
1h Reperf.
2h Reperf.

Kontrolle

1h Okklusion
1h Reperf.
2h Reperf.

Kontrolle

1h Okklusion
1h Reperf.
2h Reperf.

Kontrollgruppe

X £SD.

14,6 + 4
21,7+5,5
18,1+ 6,9
17,6 £ 5,4

104 + 32
96 + 27
74 £ 16
83 +22

2038 £ 532
1632 + 348
1651 £571
1532 £432

1361 £ 735
1227 + 570
906 + 336

1055 + 372

2,75+ 0,56
2,52+ 0,63
1,48 £0,41
1,91 £ 0,92

2p<0,05 n
10
§ 10
n.s 8
n.s 10
10
n.s 10
§ 8
§ 10
10
§ 10
§ 8
§ 10
10
n.s 10
n.s 8
n.s 10
10
n.s 10
§ 8
n.s 10

C1-INH Gruppe

X +SD.

12,6 +£2,9
18,9 +4,7
15,8 £ 6,4
149+54

91 £20
87+19
74 £13
76 £ 18

1731 £296
1450 £ 295
1411 £337
1375 £312

1184 £576
1107 + 554
1088 + 480
942 + 290

2,80 £ 0,54
2,70 £ 0,55
1,50+ 0,32
1,60 + 0,45

2p<0,05

n.s.

n.s.

n.s.

n.s.

n.s.
n.s.

n.s.

n

11
11
11
11

11
11
11
11

11
11
11
11

11
11
11
11

11
11
11
11
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Kontrolle 1,41 £0,29 10 1,53 +0,58
-——--l---
1h Reperf. 0,75+0,28 0,75+0,28

1h Okklusion 74 +22 10 67+16
-——--I---
2h Reperf. 42 £17 10 37+18
-——--l---
esPVR mmHg/ml Kontrolle 1,29 + 0,71 10 1,17+0,61
-——--l---
1h Reperf. 1,19 £ 0,60 n.s. 1,58 £ 0,82 n.s.

1h Okklusion 62,0 + 35,8 n.s. 47,4+174 n.s.

2h Reperf. 64,1+ 70,1 ns. 10 38,1+13,7 n.s.



Rechtsventrikuldre Funktionsparameter

Parameter Einheit
edP mmHg
esP mmHg
dP/dtmax mmHg/s
dP/dtmin  mmHg/s
edV ml/kg

Messzeitpkt

Kontrolle

1h Okklusion
1h Reperf.
2h Reperf.

Kontrolle

1h Okklusion
1h Reperf.
2h Reperf.

Kontrolle

1h Okklusion
1h Reperf.
2h Reperf.

Kontrolle

1h Okklusion
1h Reperf.
2h Reperf.

Kontrolle

1h Okklusion
1h Reperf.
2h Reperf.

Kontrollgruppe

X +S.D.

11,1 £3,0
13,2428
14,3 £4,2
13,6 £3,5

30+ 5
318
40 + 18
3444

527 £112
474 £ 131
570 + 325
536 + 168

278 £ 106
304 £ 154
371+ 167
339 +£98

2,96 = 0,66
2,55+ 0,78
1,99 = 1,0

2,14+0,78

2p<0,05 n
10
§ 10
§ 8
n.s. 10
10
n.s 10
n.s. 8
§ 10
10
n.s. 10
n.s. 8
n.s. 10
10
n.s 10
n.s. 8
§ 10
9
n.s. 9
§ 7
n.s. 9

C1-INH Gruppe

X £S.D.

11,5+3,3
13,5+3,8
143+£5,5
13,5+4,7

316
30+ 6
29+ 7
30+38

482 £ 71
415+ 69
387 + 106
494 £ 128

261 + 135
263 £ 116
297 £ 126
354 £ 138

2,97 £ 0,83
2,50+ 0,50
1,66 + 0,48
2,00 + 0,94

2p<0,05

n.s.

n.s.

n.s.

n.s.

n.s.

n.s.

n.s.

n.s.

n

11
10

10

11
10

10

10
10

10
10
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Kontrolle 1,93 £ 0,63 10 2,05+0,96
-——--l---
1h Reperf. 1,51 £0,88 n.s. 1,11 +£0,43

1h Okklusion 24 +10 10 23«6
-——--I---
2h Reperf. 16+3 16+3
-——--l---
esPVR mmHg/ml Kontrolle 0,36 0,11 10 0,44 +0,16
-——--l---
1h Reperf. 0,66 £ 0,21 0,85+0,36 n.s.

1h Okklusion 15,2+94 n.s 14,8 £ 6,9 n.s.
-——--l---
2h Reperf. 14,9 + 4,1 n.s 18,0 + 8,6 n.s.
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9.2. Bilder

Bild 1. Operationssitus

PO,-Messonden

Micro-Tip Katheter

Conductance Katheter

Flussmesskonfe LCX.LAD

Flussmesskonf HZV

Aortenkaniile

Okklusionsstelle der LAD
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Bild 2. Herzschnitt nach Evans Blue und nach TTC

Nach Evans Blue Injektion férbt sich das perfundierte Areal blau, wéhrend das nicht durchblutete Myokard

rot bleibt (Area at risk).

Area at risk

Linker Ventrikel Rechter Ventrikel
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Bild 2. Herzschnitt nach Evans Blue und nach TTC

Nach dem TTC Bad wird das nekrotische Areal (Infarkt) weil3.

Linker Ventrikel

Rechter Ventrikel

Infarktareal
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