METHODIK
Ubersicht

In der vorliegenden Arbet wurde die Wirkung des sdektiven a;-Agonigen Methoxamin auf
isoliet  arbeitende  Linksherzpréparate von Ratten und Meerschweinchen  beiderle
Geschlechts untersucht. Die Versuchdiere sammten aus der ingdtitutseigenen Zucht. Fir enen
Versuch (Dauer insgesamt ca 8 Sid., Perfusionsdauer 23 Std.) wurde jewells das Herz eines
Tieres prgpaiet und in die Versuchsanlage integriert, sodann wurde unter kontinuierlicher
Aufzeichnung verchiedener  Funktionsparameter  (u.a  linksventrikulaer  Druck  LVP,
Druckangtiegsgeschwindigkeit im  linken Ventrikd LVdP/dtmax, Druckabfalgeschwindigkeit
LVdP/dtmin, Koronarflul3, Herzfrequenz) Methoxamin in kumulativer Doderung in die das
Herz durchstromende Perfusionsfllissigkeit gemischt.

Die Versuche wurden entsprechend dem deutschen Tierschutzgesetz durchgefiihrt.

Aufbau der Versuchsanlage

Der Versuchsaufbau basiert auf Angaben von Langendorff (1895) und Nedey et d. (1967). Er
dient zur Untersuchung von isolieten, dh. vollgadig vom Tierkdrper getrennten,
arbeitenden Linksherzprgparaten. Der Lungenkreidauf wurde nicht untersucht, dald3 rechte
Hez waf das engestromte Koronavolumen aus. Als Blutersaiz diente eine modifizierte
Krebs- Hensdet-Losung (Beschreibung su.), welche vor Versuchsbeginn jewells Uber enen
Filter in dle dre Vorragyefdie der Anlage geflillt und mit Hilfe der Pumpen blaschenfre in
sdmitliche Letungen beférdert wurde.

Die Anlage bestent aus dre Kreidaufen (sehe Abb. 4): dem sog. Langendorffkredauf, der
wahrend der Prgpaation (Beschrelbung su.) benutzt wurde, dem  egentlichen
Vesuchskreidauf, sowie dem Sauerdtoff-Eichkreidauf, der nur wéahrend der Eichung
eingechdtet war.

De Langendorffkreidauf besteht im wesentlichen aus einem Wassarresarvoir, welches ca. 1m
Uber dem Herzen angebracht ist und durch hydrostatischen Druck wéahrend der Préparation
das Hez retrograd Uber die Aorta mit der Versuchddsung versorgt. Der ausgelibte Druck
wurde mit enem Statham - Manometer P23DB gemessen und lie? sch mit ener



zwischengeschateten  Schraubklemme gufenlos regulieren. Das abtropfende  Perfusat wurde
in einem Mef3echer aufgefangen und von dort in das Langendorffgefd3 zurlickgepumpt.

De Hauptkreidauf teilt 9ch in ein zuflhrendes und en adfihrendes Segment. Das Perfusat
gelangte aus dem Hauptreservoir Uber den zuflhrenden Schenkel in den linken Vorhof und
den linken Ventrikd. Zentrdes Element des zuflhrenden Segments i ene dufenlos
regulierbare  Quetschrollpumpe, die dem linken Ventrikd des Hezens glechméddg das
Pefusonsmedium (Beschreibung su.) aus dem Hauptreservoir  zufiihrte.  In dieses
Hauptreservoir  wurde wédhrend des Vesuches das Methoxamin  eingespritz.  Um
Druckschwankungen zu dampfen und etwaige Luftbléschen abzufangen war zwischen Pumpe
und Hez en Windkesse engebaut, ebenso wie en Filter (Zdlulose-Nitrat-Filter und
Gladfiber-Prefilter, Porengrole 3.0 nm, Satorius AG, Gemany), de klenge
Schwebteilchen zurtickhidt. Der zufihrende Tell endete mit ener Kantle im linken Vorhof
und war mit einem Druckwandler verbunden, der ene Messung des Vorhofdruckes zur

Beurteilung der Vorlast erméglichte.

Das abftihrende Segment fihrte den koronarvendsen und den aortalen Auswurf Uber separate
Leitungen zurlick in das Hauptreservoir. Der aortden und der koronarvendsen Leitung wurde
von jewdls ene Quetschrollpumpen en klener Tel des Peafusas abgezwegt und an
Sauerstoff - Melidektroden vorbeigefihrt zur Bestimmung des aortalen bzw. koronarventsen
Sauergtoffpartiadruckes.

Der aortale Auswurf efolgte zundchst in enen zweten Windkessd, in dem dch en
Temperaurfihler sowie der Anschlul3 zu einem Statham - Manometer zur Bestimmung des
aortden Druckverlaufs befand. Zur Messung des Aortenflusses war  im welteren
Letungsverlauf en Howmeter eingeschdtet. Der Aortendruck bzw. die Nachlas wurde mit
Hilfe enes durch ein Queckslbermanometer komprimierbaren Schlauchstiicks (Starling -
Widerdand), das nach dem Flowmeter in den Kredauf eingeschdtet war, wéahrend des
Versuchs konstant gehdten.
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Abb. 4: Versuchsaufbau

Der Koronaflu® gedangte Uber die Vv. thebesi und den Sinus conorarius in den rechten
Ventrikd, von wo das Pefusat in die Arteria pulmondis ausgeworfen wurde. Von dort
geangte es Uber ene Tropfenzdhlkammer (Erfassung des koronarvendsen Hulvolumens)
in enen Me¥echer. Von diesam wurde das Pefusa mit

Zunéchst

Quetschrollpumpe Uber einen Filter in das Hauptreservoir zurtickgefuhrt.

Hilfe ener




1

Chemikalien

Methoxamin und Prazosin von Sigma- Aldrich- Chemie, Germary.

Perfusonsmedium

Zuné&chs wurde aus verschiedenen Stammlosungen 101 Lésung folgender Zusammensetzung
erddlt:

118.4 mmo/l Natriumchlorid NaCl
4.75 mmol/l Kaiumchlorid KCl
1.2 mmol/l Kdiumhydrogenphosphat KH,PO4
1.2 mmol/l Magnesumsulfat MgSOsa.
2.5 mmoal/l Kdziumchlorid CaCb (Gruppen 28, s.u.) bzw. 1.25 mmol/l CaCl (Gruppe
1,su)

Die Losung wurde fir ca 10 min. mit Kohlendioxid &quilibriet um die Bildung von
Kadziumkomplexen zu verhindern. Danach wurde die Loésung mittels eines Hochdruckfilters
oefiltet und <chlidich in enzdne 05 | Glasggdd¥e geflllt und verschlossen  und
lichtgeschiitzt maximal vier Wochen aufbewahrt. Vor Versuchsbeginn wurden der Losung
noch 25 mmol Natriumhydrogenphosphat NaHCO3 sowie 10 mmol/l Glukose und 2.0 mmol/l
Pyruvat als Nahrsubstrate beigemischt.

Die fetige modifizierte Krebs-Hensdet-Bikarbonat-Pufferlésung (KHL) wurde sodann in die
de  Voragefdle da Vesuchanlage  geflllt  (Langendorffgefdd, ~ Hauptgefal,
Koronarflul¥echer) wobe in jedem diessr Gefdl3e die Losung mit 95% O, und 5% CO»
aquilibriet  wurde um die Sauerdoffversorgung zu sSchen und ene Prézipitation zu

verhindern.

Die Temperatur wurde mit Hilfe ener Warmeaustauschanlage eingestellt und wahrend des
Versuches entweder be 37.0 °C oder 31.0 °C kongtant gehdten. Wahrend eines Versuches
zirkulierten 500ml Lésung im gesamten System.



Pré&paration

AlsVersuchgtiere dienten 43 Sprague- Dawley- Ratten und 6 Meerschweinchen.

Das Vesuchdier wurde zunéchst mit Urethan (Urethan 99% (N), Aldrich — Chemig,
Germany) in 25%iger Losung intraperitonedl  (bel Ratten 0.43 ml / 100g Korpergewicht, bel
Meerschweinchen 0.77ml / 100g Korpergewicht) narkotisert, wenige besonders lebhafte
Tiere wurden vor der Injektion mit Ather betdubt. Nach ca 15 min war meg eine
augeichende Nakosetiefe erreicht, wobe das Tier auf Schmerzreize nicht mehr reegierte.
Andernfdls wurde Urethan nachgespritzt. Das Tier wurde auf einem klenem OP-Tisch
befedtigt und die Haare Uber Brustkorb und Hals abrasiert. Nach nochmaliger Kontrolle wurde
be auseichender Narkosetiefe zundchst mit enem Skapel die Haut und Muskulatur am Has
durchtrennt, die Trachea aufgesucht, aufgeschnitten und mit enem Kaheter an en
Beatmungsgerdt angeschlossen, so das wadhrend der Operation ene  ausreichende
Sauerstoffversorgung des Tieres gewdhrle stet war.

Nun wurde die A.carotis dextra aufgesucht und mit einem Zugang versehen, dieser diente
dazu wdwrend der Opeaion Blutverluse auszugleichen (mit  KHL-Ldsung,
Zusammensetzung s.0.). Dann wurde der Brustkorb entlang des Brustbeines aufgeschnitten
und mit einer aretierbaren Zange aufgespreizt. Das Herz wurde vom Perikard befreit. Sodann
wurde die untere Hohlvene aufgesucht und mit einem Markierungsfaden versehen, ebenso die
obere Hohlvene und die Aorta Das Herz war nun bereit zur Entnahme. Zuvor wurde Uber den
Karotiszugang 25 |IE Heparin gespritzz um ene Thromboserung der  Koronargefdde
auszuschliellen. Daraufhin - wurden die obere Hohlvene mit den beretliegenden Faden
zugebunden und dann das Herz mitsamt Lunge und Mediastinum herausgeschnitten  und
sofort in en vorher bereitgestdltes Gefdld mit Eiswasser getaucht, wodurch en sofortiger
Herzdtillstand ausgel 6st wurde.

Im Eisbad wurden vorschtig die Lungen vom Herz abgetrennt und dann das Herz mit der
durch den Makierungsfaden leicht auffindbaren Aorta an  der  Aortenkanile der
Vesuchsanlage befedtigt. Dabe betrug die Zet von der Explantation bis zur Befestigung an

der Versuchanlage hochstens drei Minuten.

Das an der Anlage befedtigte Herz wurde nun zunéchst retrograd Uber die Aorta aus dem
Langendorffgefdld perfundiert und begann mit Perfusonsbeginn wieder sch zu kontrahieren.
Als né&chgtes wurde das Herz von Oesophagus und Trachea sowie restlichen Gewebe befreit.

Dann wurde die A. pulmondis mit dem Pulmonaiskatheter verbunden. Nun wurde in den
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linken Vorhof der Katheter des zuflhrenden Schenkels des Hauptkredaufs eingefiihrt und
befedigt und dann die Pefuson vom Langendorff- auf den egentlichen Versuchskreidauf
umgedtellt. Das Pefusat flol3 nun aus dem Hauptreservoir Uber den linken Vorhof in den
linken Ventrikd und von dort zurick in das Hauptreservoir. Das die Koronarien
durchstromende Perfusat gelangte in den rechten Ventrikd und wurde von dort in die A.
pulmondis ausgeworfen und ebenfals in das Hauptreservoir zuriickgefthrt.

Zum Schlu’ wurde eine Stahlkanile in den linken Ventrikd engestochen. Die Stahlkaniile
war mit enem Pagikdom verbunden, in dem dch der Me¥uhler eines Katheter-Tip-
Manometers (Millar 5 F) zur Messung des intraventrikuldren Druckes befand. Dieses
Katheter-Tip-Manometer war 0 aufgehangt, dal3 es federnd dlen Pumpbewegungen des

Herzens annéhernd widerstanddos folgte.

M eRwerte

Aortendruck: Der Aortendruck wurde durch einen Starlingwiderstand reguliert, der sich mit
Hilfe eines Queckslbermanometers nach Gauer steuern lief3. Der Mef3punkt lag am Boden des
Windkessels direkt hinter der Aortenkanile. Gemessen wurde mit enem  Statham-
Druckwandler P23DB, dessen Signde von einem BMT-Gleichsgpannungsverstérker  verstérkt
wurden.

Druck im linken Vorhof: Unmittelbar vor der VVorhofkantle lag der Mef3punkt fir den Druck
im linken Atrium, ebenfdls regigtriert durch einen Statham Druckwandler P23DB.

Linksventrikuldrer Druck: Diesr wurde Uber en Katheter-Tip-Manometer Millar 5F
gemesen, dessen Mekopf dch in ener kleinen Plexiglasskuppd befand. Diese wurde mit
Hilfe ener Stahinadd in den Ventriked gestochen. Die Signde wurden Uber enen BMT-
Linearverstarker zum Schreiber gdetet, wo aus der Origindregistrierung der enddiastolische
Druck EDP abgelesen wurde.

Druckanderungsgeschwindigkeit im linken Ventrikel (LVdP/dtmax und LVdP/dtmin): Mit einem
BMT-Differenzierungsverstérker wurde aus dem  vom  TIP-Katheter-Manometer
aufgenommenen Signd der eade Differentidquotient Uber der Zat gebildet ba  ener
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Aufzeichnungsgrenzfrequenz von 80 Hz und ener Verzigerung von 2ms. Die maximaen
Druckénderungsgeschwindigkeiten wurden aus der Origindregistrierung abgelesen.

Aortenfluld: Diesr wurde durch en dem Herzen nachgeschdtetes dektromagnetisches
Flowmeter (Statham SP 2202) gemessen und aufgezeichnet. Die Grenzfrequenz der
Regidrierung lag bei 100 Hz.

Koronarflu3: Das Volumen des Koronaflusses wurde mit enem Tropfenzéhler nach
KUHNBERG bestimmt. Das Pefusa tropfte dabei fré aus einem Filter durch eine
Lichtschranke, die die Tropfenzahl pro Zeitenheit ermittdte Diese wurden in andoge
Fulwerte ( ml / min’) umgerechnet und fortlaufend registriert.

HerZrequenz. Getriggert mit dem phasschen Ventrikddruck wurde die Herzfrequenz durch
én in der inditutssigenen Elektronikwerkgtatt entwickedtes und gebautes Herzratenmeter

gemessen.

Temperatur: Mit Hilfe eines Thermostaten wurde die Temperatur des Perfusats eingestellt und
kongant gehdten. Mitteds eines Me¥ihlers am Boden des Windkessels oberhab der
Aortenkanile mit einer Empfindlichkeit von 0.1 °C efolgte eine kontinuierliche Kontrolle.

Zeitkonstante tau (t): tau wurde durch Lésen der Forme fir den isovolumetrischen
Druckabfal mittels dreier Parameter (p(t), po,ps) berechnet:

t
p(t) = py + ( Po- p¥)(- a); t=Zeit / p=Druck

Folgende Grof3en wurden aus den Mef3werten berechnet:
-Mittlerer arteridler Druck:

_ PD+(PS- PD)
3

PM

PM=mittlerer arterieller Druck
PD=diastolischer Druck (hPa)
PS=systolischer Druck (hPa)
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-Herzzeitvolumen (HZV) = Aortenflul3+K oronarflufd
- Schlagvolumen (SV) = Herzzeitvolumen/Herzfrequenz

-Sauergtoffverbrauch

_a*Fcor® (pOzart - PO2ven)
LD

VO:2

VO, = Sauerdoffverbrauch (ml/min)

a=Bunsenscher Lodichkeitskoeffizient = 0.024ml Gas (O2) / ml Losungamittel bei 37°C
cor = Koronarfluf3 (ml/min)

PO.ai=arteridler Oo-Partiadruck

PO.yen=ventser O,-Partiaddruck

LD=aktudler Luftdruck

abgegebeneEnergie
aufgenommeneEnergie

-Wirkungsgrad:  gg = *100%

abgegebene Energie = aul¥ere Herzarbelt
aufgenommene Energie = Sauerdoffverbrauch*  kaorisches Warmedguivdent (wobel  gilt:
ka. Warmedgquivaent= 21.1 kJI O, fr reine Kohlenhydratverbrennung).

Registrierung

Der phasische Aortendruck, der phasische Ventrikeldruck, die
Druckanderungsgeschwindigkeit im linken Ventrike, der Aortenflu, der Koronarflul3, die
Herzfrequenz und der koronarvendse Sauerstoffpartidruck wurden fortlaufend auf enem
Acht-Kand-Kammschrelber (Uniscript UD 210, Firma Schwarzer) regidriert. Pardld dazu
wurden der phassche Aortendruck, der phasische Ventrikeldruck, der enddiastolische
Ventrikddruck, die maximde und minimde Druckdnderungsgeschwindigkeit im  linken
Ventrikel, der Aortenflu?, der Koronaflul3, die Herzfrequenz sowie die Temperaur von
einem 486er MS-DOS PC aufgenommen und mit Hilfe der in der Arbeitsgruppe Schmidt von
Dr. med. Langer entwickelten Software (EDVHerz) ausgewertet. Der Computer diente dabel
vor dlem zur Berechnung der t- Werte.
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Die Ubrigen Mel3werte wurden unter steady-state Bedingungen von den  entsprechenden
Mel3geréten abgelesen und dokumentiert.
Abb. V zeigt eine Origindregidrierung.
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Abb. 5: Schema einer Originalregistrierung des 8-Kanalschreibers

Kalibration

Vor jedem Versuch wurden dle Mef3 und Regidrierungsgpparaiuren geeicht und die Eichung
auf dem Achtkandschreiber protokolliet. Die verschiedenen Druckabnehmer sowie das
Katheter-TIP-Manometer wurden mit enem Quecks|bermanometer nach Gauer geaicht. Die
Eichung da Hise efolgte mit Mezylinder und Stoppuhr. Die Clarkeektroden fur die
Sauergtoffpartiddricke wurden mit drei verschiedene EichlGsungen (0%, 21% und 95% Oo-

Konzentration) geeicht.
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Versuchsdur chfiihrung

Vor Versuchsbeginn wurde jedes Herz auf seinen kontraktilen Status Uberprift. Dazu wurden
die Herzen bel konganter Nachlast einer steigenden Vorlast ausgesetzt durch Erhdhung der
Pumpendrenzahl der Hauptpumpe. So wurde getestet, inwieweit das Herz die steigende
Volumenbedagung im Sinne des Frank-Starlingg Mechanismus mit einer Steigerung  der
Kontraktionskraft beantwortet. War die Bedastungsgrenze erreicht, dh. ene wetere
Vorlagerhbhung durch Erhdhung der Pumpendrehzahl fihrte zu  keinem Andieg der
Druckangtiegsgeschwindigkeit mehr, wurde der Belastungstest beendet.
Die Versuche snd in 8 Gruppen enzutellen, wobe bis auf Gruppe 7 dle Versuche an
Rattenherzen durchgeftihrt wurden:

*Gruppe 1; 6 Versuche bei 1,25 mmol/l Ca®*

*Gruppe 2: 6 Versuche bei 2,5 mmol/l Ca2*

*Gruppe 3: 6 Versuche bei 8,75 mmall Ca’*

*Gruppe 4: 6 Versuche bei 10 mmol/l Ca?*

*Gruppe 5: 6 Versuche bei 2,5 mmol/l Ca2* bei 31°C

*Gruppe 6: 3 Versuche nach Prazosin

*Gruppe 7: 4 Versuche mit Meerschweinchenherzen

*Gruppe 8: Versuch mit hoher Einzeldosis

Bel jedem Versuch der Gruppe 1-7 wurde Methoxamin in 14 Schritten in kumulativer Doss
verabreicht (von 2,0+108 mol /| = 1. Dosis bis 1,710 mol / | = 14. Dosis).

In den Versuchsgruppen 1 - 4 wurde die Wirkung steigender Methoxamin-konzentrationen
bel unterschiedlichen Kaziumkonzentrationen im Perfusat.

Um jewels die gewinschte Kaziumkonzentration im Pefusst zu eziden, wurde in
Versuchsgruppe 1 nach Ermittlung der Starlingkurve von 25 auf 1,25 mmol/l kaziumhatige
KHL-L6sung umgeschdtet. Um bel den Versuchsgruppen 3 u. 4 mit 8,75 bzw. 10 mmoal/l
Ca’* ein Ausédlen des Kaziums zu verhindern, wurde nach der Starlingreihe auf 12,5 mmol /
| NaHCOs-hdtige KHL-LOsung umgeschdtet. Danach wurde die Kaziumkonzentration des
Perfusats um jeweils 1,25 mmol/l C&?* schrittweise erhoht, bis die gewiinschte Konzentration
erreicht war.

Waéhrend in den Versuchsgruppen 1 - 4 sowie 6 + 7 die Temperatur im Perfusat bel 37 °C +/-
0.1 °C gehdten wurde, betrug sein Versuchsgruppe 5 31 °C +/- 0.1 °C.
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Das Abkihlen dauerte ca. 30 min und geschah durch Herrunterregeln der Temperatur des
Warmeaustauschsystems.

In Versuchsgruppe 6 wurden drei Versuche unternommen, wobel vor der Methoxamingabe

insgesamt 2,4 mg Prazosin in steigender Konzentration verabreicht wurden.

Versuchsgruppe 7 umfald vier Versuche an Meerschweinchenherzen bet 37°C und 25 mmoal/l
Ca’*. Der Aortendruck bei den Meerschweinchenherzen wurde konstant bei 80 hPa gehalten.

Aulerdem wurde en Vesuch durchgeftihrt mit einer hohen Einzddoss Methoxamin
(Versuchsgruppe 8). Diese Doss wurde aus den zuvor erdelten Doss-Wirkungskurven
ermittelt und betrug 2.1*10° mol/l, einer Dosis, bei der Methoxamin bei Erstellung der Dosis-
Wirkungs-Kurven eine submaximae Wirkung zeigte. Nach ener Auswaschphase wurde die
gleiche Dosis nochmd appliziert, welche erneut ausgewaschen wurde bevor das 3. md ene
Bolusgabe efolgte. Vor der 2. Dods wurde die Kaziumkonzentration von 2,5 mmol/l auf
1,25 mmol/l Ca£* erniedrigt.

Statistische Auswertung

Die datigische Auswertung efolgte rechnergestiitzt mit den Programmen LOTUS 1-2-3 und
SIMSTAT 35b (Provis Reseach, Montred). Dabel kamen folgende Formeln zur

Anwendung:
— 1 I
Arithmetisches Mittel: X=—alX
n i=1
n=Versuchsanzahl
xi=Einzdwerte

S| =

n N
— [}
Standardabweichung des arithmetischen Mittels S = a X- X
i=1

n=V ersuchsanzahl
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Be dea graphischen Daddlung der Versuchsergebnisse diente der Mittdwert  der
Standardabweichung (Standard error of the mean = SEM) ds Fehleradbweichung. Der SEM
wurde nach folgender Formel berechnet:

s
EM =—
Jn

n=Anzahl der Werte
s=Standardabweichung

Zur Beurtelung ob sich die Melwerte sgnifikant vom Kontrollwert unterscheiden wurde der
Student-t-Test fur verbundene Stichproben angewandt, wobel dgnifikante Unterschiede be
ene Irrtumswahrschenlichkeit p<0.05 angenommen wurden, be  p<0.01 gdten die
Unterschiede ds hochsgnifikant. Der Test wurde zweisatig ausgefiihrt, da sch die Werte in
beide Richtungen (Anstieg-Abfall) &hdern konnten.



