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Abklrzungsverzeichnis

NZW = ,New Zealand White“ - Kaninchen

WHHL = Watanabe Heritable Hyperlipidemic - Kaninchen
ET = Endothelin

big ET = big Endothelin

ETas = Endothelin - A/B - Rezeptor

ECE = ,endothelin - converting - enzyme*

ACE = ,angiotensin - converting - enzyme*

PEEP = positiver endexspiratorischer Druck

LVP = linksventrikularer Druck

RVP = rechtsventrikularer Druck

dp/dtnaemin = Druckanstiegs-bzw. abfallgeschwindigkeit
NO = Stickstoffmonoxid

NTG = Nitroglycerin

NPN = Nitroprussid - Natrium

Ach = Acetylcholin

SP = Substanz P

MW = Mittelwert

STABW = Standardabweichung

VES = ventrikulare Extrasystolen

VT = ventrikulare Tachykardie

EKG = Elektrokardiogramm



1 Einleitung

Herzrhythmusstérungen kénnen bradykard oder tachykard in Erscheinung treten. Sie
sind atrialen oder ventrikularen Ursprungs und werden durch kardiale und extrakardiale
Ursachen ausgeldst. Kardiale Ursachen sind unter anderem die Koronare Herzkrank-
heit, der Myokardinfarkt, Kardiomyopathien sowie angeborene oder erworbene Herz-
klappenfehler und das Cor pulmonale.

Extrakardiale Ursachen kénnen unter anderem Elektrolytstérungen, Medikamente (z.B.
Betasymphatomimetika, Theophyllin), eine Hypoxie oder ein Volumenmangel sein.

Bei den ventrikularen Rhythmusstérungen liegt eine heterotope bzw. ektope Reizbil-
dung aufgrund einer gesteigerten fokalen Autonomie oder ein Reentry - Mechanismus
vor. Pathophysiologisch ist sowohl ein erhéhter Einstrom von Natrium- und Calcium-
ionen als auch ein verminderter Ausstrom von Kalium- und Chloridionen sowie eine
Mem-branstérung der Zellen verantwortlich. Die Folge ist eine vorzeitige Kontraktion
von Teilen des Myokards.

Extrasystolen erscheinen in langen Intervallen einzeln, gehauft oder in Salven, in re-
gelmaBiger oder unregelmaBiger Folge und sind manchmal Vorlaufer einer paroxysma-
len ventrikuldren Tachykardie oder eines Kammerflimmerns. Beim Kammerflimmern
handelt es sich um unregelméaBige und unkoordinierte Erregungen bis etwa 400 Schla-
gen pro Minute. Das Herz bringt keine nennenswerte Blutférderung mehr zustande und
dies hat einen sofortigen Blutdruckabfall mit nachfolgendem Kreislaufstillstand zur Fol-
ge.

Im anatomischen Kreislauf ist dem linken Herzen und damit dem Koronarsystem die
Lunge in Serie vorgeschaltet. Durch den Gasaustausch in der Lunge wird ein direkter
Einfluss auf die Herzfunktion ausgetibt. Daneben erfillt die Lunge eine Reihe von me-
tabolischen Aufgaben wie den Abbau, die Synthese und die Freisetzung verschiedener
Mediatoren.

Durch das Pulmonalendothel ist sie in der Lage Mediatoren wie zum Beispiel Arachi-
donsduremetaboliten’, den endothelabhangigen relaxierenden Faktor?, Zytokine®®, das
atriale natriuretische Peptid® und Endothelin’® freizusetzen.

Uber eine spezifische pulmonale, mediatorvermittelte Beeinflussung der Tonisierung
der Koronararterien, der kardialen Pumpfunktion sowie der Rhythmisierung des Her-

zens war in der Literatur wenig bekannt.



Alle Untersuchungen zu diesen Themen waren limitiert, da es nicht gelang die még-
lichen kardialen Effekte pulmonaler Mediatoren von Anderungen der systemischen
Hamodynamik, des Gasaustausches und der neuroregulatorischen Aktivierung zu
isolieren''"3,

Aus diesem Grund wurde ein Modell zur seriellen Perfusion eines isolierten Herzens
durch eine isolierte Lunge entwickelt. Dieses Modell ermdglicht es erstmalig, hdmo-
dynamische, respiratorische und neuroregulatorische EinflussgréBen auszuschalten
und somit gezielt mediatorvermittelte Interaktionen zwischen Lunge und Herz zu unter-
suchen. An diesem Modell der seriellen Lungen - Herz - Perfusion konnte demonstriert
werden, dass die basale pulmonale Freisetzung von big ET eine ETa-Rezeptor vermit-
telte Erh6hung des Koronartonus bewirkte und dass dieser Effekt bei endothelialer
Dysfunktion durch angeborene Hypercholesterinamie verstarkt war.

Ziel dieser Arbeit war es zu zeigen inwieweit pulmonales big ET Uber eigene proar-
rhythmische Eigenschaften verfligt. SchlieBlich sollte ein Vergleich der Befunde an
gesunden Tieren, den ,New Zealand White* — Kaninchen und den ,Watanabe heredi-
table hyperlipidemic rabbits”, die auf Grund eines erblichen LDL - Rezeptordefektes

eine friihzeitige Atherosklerose entwickeln'*'®

, ein méglicher Einfluss der friihen endo-
thelialen Dysfunktion auf die Inzidenz und Starke der Rhythmusstérungen herausgear-

beitet werden.



2 Endothelin (ET)

Endothelin wurde 1987 erstmals von Yanagisawa und Mitarbeitern'® aus dem Uber-
stand kultivierter Endothelzellen der Schweineaorta isoliert. Es handelt sich um ein aus
21 Aminoséauren bestehendes Peptid mit zwei Disulfidbriicken und bildet in seiner Ter-
tidrstruktur eine Helix. Es gibt zur Zeit mindestens drei bekannte Varianten des Endo-
thelins, die alle dieselbe Anzahl an Aminosauren besitzen, sich jedoch in der Primar-
struktur in zwei (ET-2) bzw. in sechs Aminosauren (ET-3) vom ET-1 unterscheiden.
Diese drei Unterformen werden jeweils von eigenstandigen, auf unterschiedlichen
Chromosomen lokalisierten Genen kodiert'®"’.

Unterschiede zwischen den Isoformen bestehen in der Anzahl der Aminosaurereste
der primaren Syntheseprodukte. Aus dem Vorlauferhormon pra-pro-ET entsteht durch
Proteolyse das big ET, bestehend aus 39 Aminosauren. Durch erneute proteolytische
Spaltung mittels eines ,endothelin - converting - enzyms* (ECE) wird im letzten Schritt
big ET in das fertige vasoaktive ET umgewandelt'®.

Zur Synthese und Freisetzung von ET sind nicht nur Endothelzellen in der Lage. Alle
drei Isoformen werden von unterschiedlichsten Geweben in verschiedenen Vertei-
lungsmustern exprimiert. ET-1 wurde als einziger Vertreter in Endothelzellen nachge-
wiesen'®. Es kommt aber auch in anderen, nichtvaskularen Geweben vor'®. ET-2 und
ET-3 wurden nicht in Endothelzellen, dafur in verschiedenen anderen Geweben wie
den Nieren, der Leber und des Gehirns gefunden'®. Sowohl glatte Muskelzellen als
auch Mesangialzellen der Nierenglomeruli kénnen ET produzieren®*?2. Auch die Stimu-
lation durch Ischamien, Hypoxien oder ,shear stress® kann die Synthese und Freiset-
zung von ET-1 durch Transkription von ,messenger RNA* induzieren.

Die Halbwertzeit von mRNA betréagt 15-20 min®?, die von ET-1 betrégt 4 bis 7 min. Bei
der Erstpassage durch die Lunge werden ca. 50 bis 90% des Plasma - ET-1 abge-
baut'®?®. Die Konzentration von ET im menschlichen Plasma liegt unter physiolo-
gischen Bedingungen bei etwa 2 pg / ml**.

ET ist nach dem Urotensin-Il die starkste bisher bekannte endogene vasokonstrikto-

rische Substanz'®2*

und maBgeblich als einer der ,endothelium derived contracting
factors” (EDCF) im Zusammenspiel mit den ,endothelium derived relaxing factors” an
der Regulation des Vasotonus beteiligt. Die durch ET-1 ausgel6ste Kontraktion der

glatten GefaBmuskulatur ist konzentrationsabhangig.



Durch eine friihe ET - assoziierte Freisetzung von Stickstoffmonoxid aus Endothelzel-
len, welches vasorelaxierend wirkt, kommt es zu einer initialen Hypo’[onie25 mit nachfol-
gendem langanhaltendem Blutdruckanstieg®.

Die zellularen Wirkungen von ET werden durch spezifische Rezeptoren vermittelt. Da-
bei gibt es gewebespezifische Unterschiede in Affinitdt und Rezeptordichte.

Endothelin bindet nahezu irreversibel an seinen Rezeptor?’. Man unterscheidet heute
zwei Gruppen von ET - Rezeptoren. Zum einen den ET, - Rezeptor, der speziell ET-1
bindet, zum anderen den ETg - Rezeptor, der ET-1, -2 und -3 mit gleicher Affinitat bin-
det. ETa - Rezeptoren findet man in Herz, Lunge, Gehirn und GefaBsystem, wahrend
ETs - Rezeptoren vorwiegend in Niere, Gehirn und Lunge nachgewiesen wurden®.

ETa - Rezeptoren sind vor allem auf Herzmuskelzellen und vaskularen Muskelzellen
verbreitet. ETg - Rezeptoren befinden sich vornehmlich auf Endothelzellen und weniger
auf vaskularen Muskelzellen. Beide Rezeptoren vermitteln ihre Effekte tber die Stimu-
lation der Phospholipase C. Dies flhrt zu einer Erhéhung der intrazellularen Kalzium-
konzentration, was eine Vasokonstriktion zur Folge hat®®. Der ETg - Rezeptor kann
dagegen auch an inhibitorischen G- Proteinen binden®*®'.

ET kommt ubiquitar in nahezu allen Geweben vor®. Es spielt in einer Vielzahl von Er-
krankungen, insbesondere des Herz - Kreislaufsystems, eine pathophysiologische Rol-
le. In der Lunge kann ET-1 in Endothel-’, Tracheoepithel-8, Bronchoepithelzellen® und
Gewebsmakrophagen® gebildet werden. Die Sekretion fiihrt dann zu einer Pulmonal-
arterienkonstriktion®*, Bronchokonstriktion®®, Aktivierung von Alveolarmakrophagen und
zur Freisetzung von Eikosanoiden®. Erhdhte Plasmakonzentrationen wurden unter
anderem bei einer Vielzahl von Lungenerkrankungen wie dem Asthma bronchiale und
weiteren entziindlichen Prozessen sowie bei einer Reihe von Herzerkrankungen wie
der Koronaren Herzkrankheit (KHK), der Herzinsuffizienz und bei der Pulmonalen Hy-
pertonie gefunden® 2. Erhdhte Plasmakonzentrationen von ET und seiner Vorstufe big
ET wurden auch beim akuten Myokardinfarkt beschrieben®.

In verschiedenen Tiermodellen wurden diese relevanten Erkenntnisse bereits ausfuhr-
lich untersucht. Studien haben gezeigt, dass exogenes Endothelin einen vasokonstrik-
torischen Effekt auf die KoronargeféaBe und in héherer Dosierung auch ventrikulare
Rhythmusstérungen bis hin zu Kammerflimmern hervorrufen kann*.

Auf Grund der enormen vasokonstriktorischen Potenz von ET wurden arrhythmogene
Eigenschaften oft auf eine myokardiale Ischamie, hervorgerufen durch eine ET-

vermittelte KoronargeféaBkonstriktion, zuriickgefthrt.



Andere elektrophysiologische Untersuchungen und Experimente mit Herzgewebepro-
ben legten jedoch die Vermutung nahe, dass Endothelin direkte arrhythmogene Eigen-
schaften besitzt*®.

Es ist jedoch wenig darUber bekannt, inwieweit die Vorstufe des ET, das big ET, einen
Anteil an diesen proarrhythmischen Eigenschaften hat.

Durch die Verwendung eines neuen Lungen - Herz - Modells konnte bereits eine basa-
le luminale Freisetzung von pulmonalem big ET in isoliert perfundierten Kaninchen-
Lungen nachgewiesen werden, welches durch die lokale koronare Konversion in ET zu
einem relevanten Flussabfall fihrte. Dieser Abfall war in der Watanabe (WHHL) -
Gruppe signifikant starker®’.

Aus diesem Grund ist es interessant zu prifen, ob am selben Modell nachgewiesen
werden kann, ob endogenes, pulmonal freigesetztes big ET eine eigene direkte ar-
rhythmogene Wirkung besitzt und ob diese bei familiarer angeborener Hypercholes-

terindmie verstarkt sein wird.
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3 Material und Methoden

3.1 Praparation

Mannliche NZW- sowie WHHL - Kaninchen (Charles River, Kisslegg, Deutschland)
gleichen Alters (14 Wochen) und gleicher Gewichtsklasse (Gewicht 2,0 - 2,3 kg) wur-
den fir diese Studie verwendet. Herz und Lunge wurden vom selben Tier gewonnen.
Zur Narkotisierung wurde den Tieren Thiopental - Natrium intraperitoneal appliziert (40
- 80 mg/kg KG). Zuvor wurden sie mit unfraktioniertem Heparin antikoaguliert (1500 IE/
kg KG). Nachdem der Atemstillstand eintrat, wurde ein Tracheostoma angelegt. Die
Tiere wurden Uber eine Trachealkantle mit Carbogengas (95 % O,, 5 % CO,) an einem
Respirator (SERVO 910, Siemens - Elema, Solna, Schweden) mittels Uberdruck beat-
met [ Tidalvolumen 10 - 12 ml/kg KG, Atemfrequenz 50 / min, positiver endexpirato-
rischer Druck (PEEP) 1 mm Hg ]. Nach einer mediosternalen Thorakotomie konnte das
Herz Uber die Aorta kandliert und in situ Gber die Langendorff - Apparatur perfundiert
werden. Danach wurde das Herz aus dem Thorax herausgelést und an der Langen-
dorff - Anlage angebracht. Die Pulmonalarterie, welche zuvor geklemmt worden war,
wurde ebenfalls mit einer Kanlle versorgt und mit eiskalter modifizierter Krebs - Hen-
seleit - Pufferldsung (Zusammensetzung in mmol/l: NaCl 127; KCI 3,7; CaCl 2,5;
KH.PO,4 1,2; MgSO, 1,1; NaHCO; 24,9; Glukose 10; Pyruvat 1,8; HEPES 5,9) perfun-
diert. Der pH-Wert lag zwischen 7,35 und 7,40. Die herausgeléste Lunge wurde so-
dann, freihangend in einer feuchten, beheizbaren Lungenkammer, an einen Gewichts-
messer angeschlossen. Der pulsatile pulmonale Ausgangsfluss von 15 - 20 ml / min
wurde in einem Zeitraum von 20 min auf 100 ml / min erhdht und die Nahrlésung sowie
die Kammer gleichzeitig auf 37,5°C erwarmt; auch um biochemische Reaktionen durch
den Wechsel des Perfusionsfluids so gering wie méglich zu halten. Es wurden kontinu-
ierlich der pulmonalarterielle Druck (PAP), die Atemwegsdriicke und das Gewicht ge-
messen. Durch Ablésung des Herzens wahrend der Praparation resultierte ein kon-
stanter pulmonalvendser Druck (PVP) von 0 mm Hg. Das Herz wurde druckkonstant
(60 mm Hg) durch Langendorff - Perfusion mit derselben Perfusionsiésung wie die
Lunge erndhrt (Zusammensetzung, pH, Temperatur, 95 % O, / 5 % CO,). In diesem
Fall handelt es sich um eine retrograde Perfusion der Herzkranzgefalle.



Der Perfusionsfluss ist retrograd gerichtet und somit schlieBt, wie beim Herzen in situ,
die Aortenklappe wahrend der Diastole und das Perfusat durchflieBt dann die Koronar-
gefaBe. Uber die leicht gedffneten Vorhéfe wurde in beide Ventrikel jeweils ein Ballon-
katheter geschoben, mit denen die links- und rechtsventrikuldren Dricke registriert
werden konnten. Die Ballonkatheter wurden mit physiologischer Kochsalzlésung ge-
fallt, bis ein enddiastolischer rechts- und linksventrikularer Druck von 1 - 3 mm Hg er-
reicht wurde. Zusatzlich wurde jeweils eine unipolare EKG-Elektrode am rechten Vor-
hof sowie am linken Ventrikel (Herzspitze) angebracht. Mittels dieser Elektroden konn-
te man die Ableitung eines konventionellen Elektrokardiogramms erhalten und das
Herz elektrisch stimulieren. Wir waren somit in der Lage kontinuierlich die Herzfre-
quenz, den Perfusionsdruck, den Koronarfluss (Ultraschalldurchflusssonde von Tran-
sonic System, Ithaca, NY, USA), die Ventrikeldriicke (LVP, RVP), die Kontraktions- und
Relaxationsgeschwindigkeit (dp/dtna.x und dp/dt.i,) abzutasten bzw. zu errechnen. Alle
oben aufgefihrten Parameter wurden mit einer Abtastfrequenz von 500 Hz unter

Nutzung einer kommerziellen Software (Labwin, National Instruments) aufgezeichnet.

3.2 Lungen - Herz - Modell

Die Apparaturen flr das isolierte Herz und die isolierte Lunge (Abb.1) wurden von der
Firma Hugo Sachs Elektronik (March - Hugstetten, Deutschland) hergestellt. Verschie-
dene Modifikationen an der Anlage erlaubten uns ein schnelles Umschalten von einer
separaten in eine serielle Perfusion der Organe. Im seriellen Modus wird das isolierte
Herz durch das zuvor oxygenierte Lungeneffluat gespeist. Die Uberleitung von der
Lunge auf das Herz erfolgt innerhalb von zwei Sekunden. Somit bleiben die Bedingun-
gen far das Herz in den verschiedenen Modi konstant (konstanter Perfusionsdruck,

konstanter O,-Gehalt der Perfusionslésung, konstante Temperatur etc.).
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3.2.1 Apparativer Aufbau zur druckkonstanten Perfusion

des isolierten Herzens

Die von uns verwendete Apparatur zur retrograden Perfusion des Herzens nach Lan-
gendorff unter konstanten Druckbedingungen besteht aus einem Oxygenator, einem
thermokonstant gehaltenen VorratsgefaB fiir die Perfusionsldsung, einem Uberdruck-
ventil, einem Warmeaustauscher und einer Warmekammer, die das isolierte Herz auf-
nimmt.

Der Oxygenator ist ein temperierbares, doppelwandiges Glasgefa, dessen Innenteil
kugelférmig ausgebuchtet ist, um dadurch eine groBe Oberflache zu erhalten. Das
Gasgemisch wird im unteren Bereich des Oxygenators eingeleitet und verlasst ihn
durch ein Réhrchen im Schleuderscheiben - Modul auf der Oberseite Uber ein Gottlieb-
sches Ventil (Uberdruckventil - Tauchrohr). Mit diesem System erfolgt die Oxygenie-
rung der Perfusionsldsung nicht wie Ublich durch Gasdurchperlung, sondern ahnlich
dem bekannten Scheibenoxygenator einer Herz - Lungen - Maschine Uber einen din-
nen Flissigkeitsfilm auf einer groBen Oberflache. Der Flissigkeitspegel und damit die
Menge des Perfusats im Oxygenator (ca. 5 ml) wurde mittels einer Niveauelektrode
und eines elektronischen Reglers in Verbindung mit einer Pumpe auf konstantem Ni-
veau gehalten. Nach Durchlaufen des Oxygenators hat die Perfusionslésung in dieser
Apparatur einen Sauerstoff - Partialdruck von ca. 660 mm Hg.

Der Oxygenator ist ein geschlossenes System. Der Druck im Inneren reprasentiert den
Perfusionsdruck fir das Herz. Der tatsachlich am Herzen wirksame Druck ist jedoch
etwas hoher. Dies ergibt sich aus der Addition des hydrostatischen Druckes tber dem
Herzen und dem Gasdruck, welcher im Oxygenator herrscht. Auf Grund der automa-
tischen FlUssigkeits - Niveauregulierung bleibt der hydrostatische Druck weitestgehend
konstant um 10 mm Hg. Der Gasdruck im Oxygenator wird durch das Gottliebsche
Ventil manuell eingestellt.

Das Perfusat wird Gber den Haupthahn und die Aorten - Kanlle dem Herzen zugeflhrt.
Eine Blasenfalle, welche direkt vor dieser Kanlile platziert wurde, fangt die eventuell im
Perfusat vorhandenen Gasblaschen ab, bevor diese in die KoronargefaBe gelangen
kénnen. Hier befindet sich auch der Anschluss fir einen Druckaufnehmer zur Messung

des tatsachlichen Perfusionsdruckes.
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Der Koronarfluss wird vor der aortalen Kanlle mit einer Ultraschalldurchflusssonde
erfasst.

Die Herzkammer besteht aus einem temperierten doppelwandigen GlasgefaB. Sie ist
so angebracht, dass sie nach Aufhdngen des Herzens an die Apparatur auf einfache
Weise von unten Uber das Herz geschoben werden kann.

3.2.2 Apparativer Aufbau zur volumenkonstanten
Perfusion der isolierten Lunge

Die Apparatur zur isoliert perfundierten Lunge setzt sich aus einem thermokonstant
gehaltenen Vorratsgefa3 fur die Perfusionslésung, einem Warmeaustauscher, einer
Rollerpumpe, einer Warmekammer und einer Beatmungsmaschine zusammen (siehe
Abb.1).

Die Perfusion der Lunge erfolgt volumenkonstant. Die Rollerpumpe férdert aus einem
VorratsgefaB die Nahrldsung und halt somit die Flussrate konstant. Die Perfusions-
I6sung wird der Lunge Uber eine in die Pulmonalarterie eingebundene Kanule zuge-
fuhrt. Vor der Pulmonalarterien - Kanle ist eine Blasenfalle angebracht, um eventuell
im Perfusat vorhandene Blaschen abzufangen. Nach der Lungenpassage flieBt das
sauerstoffreiche Perfusat passiv in die beheizbare Lungenkammer ab und wird entwe-
der verworfen oder in die Herzapparatur weitergeleitet. Die Ventilation der Lunge er-

folgt mit Uberdruck anhand eines Respirators.
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4 Versuchsprotokoll

4.1 Das isolierte Herz

Innerhalb einer 40-minltigen Einschlagphase wurde nach 20 Minuten die endothelab-
hangige Relaxation der Koronararterien unter Verwendung von Ach, (2x10° mol/)*®
und SP (2x107 mol/l) getestet. Um den negativ chronotropen Effekt des Ach zu mas-
kieren, wurde die Substanz unter konstanter elektrischer Stimulation (30 Schlage tber
der basalen Herzfrequenz) verabreicht. Zusétzlich wurden den Herzen auch der endo-
thelunabhéngige Vasodilatator NTG (4x10® mol/l) und der NO - Donator NPN (4x10°
mol/l) verabreicht. Jede Substanz wurde den Herzen Uber einen Zeitraum von 90 Se-
kunden infundiert. Diese Testungen erfolgten, um eine spezifische Schwachung des
endothelabhangigen und -unabhangigen Relaxationsmechanismus zu demonstrieren

oder auszuschlieBBen.

Es galten fir alle Gruppen folgende Ausschlusskriterien:
- LVP =70 mm Hg,
- dp/dtna < 1000 mm Hg/s,
- morphologische Abnormitéaten

4.2 Die isolierte Lunge

Nach einer 40-minUtigen ,steady state“ - Kontrolle mussten die Lungen einen konstan-
ten pulmonalarteriellen Druck von 5 - 9 mm Hg bei einem pulmonalvenésen Druck von
0 mm Hg (Hilus = 0-Referenz) sowie einen inspiratorischen Spitzendruck von 7 - 10
mm Hg bei einem endexspiratorischen Druck von 1 mm Hg haben.

Es wurden nur solche Lungen in die Studie mit aufgenommen, welche die folgenden

Kriterien erfillten:
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1. eine homogene weiBe Lungenfarbe ohne Zeichen eines Odems, ei-
ner Einblutung oder einer Atelektase

2. pulmonalarterielle sowie ventilatorische Dricke im Normalbereich
(siehe oben).

3. isogravimetrische Lungen innerhalb der ,steady state Phase
(Lungengewichtszunahme < 0,5 g/h).

Nach Spilung mit mindestens 1,5 Liter Perfusionslésung erfolgte an finf Lungen eine
lichtmikroskopische Untersuchung bei der es keine Anzeichen flr ein interstitielles oder
alveolares Odem gab. Bis auf vereinzelte Leukozyten lagen keine Zellen im GefaBbett

vor.

4.3 Serielle Perfusion

Nach einer 45-minitigen Stabilisationsphase, in der die Organe separat perfundiert
wurden, erfolgte das zlgige Umschalten auf die serielle Perfusion, welche Uber einen
Zeitraum von 40 Minuten fir die NZW - Kaninchen (Kontrollgruppe; n = 12) sowie die
WHHL - Kaninchen (n = 8) beobachtet wurde.

Pulmonale und koronare Effluatproben wurden jeweils am Ende der separaten Perfu-
sionsperiode sowie bei 50 s, 500 s und 1500 s serieller Perfusion enthommen. Unter
Beimischung von 0,2 Vol/% bovinem Albumin erfolgte die umgehende Schockgefrie-
rung in flissigem Stickstoff und die Aufbewahrung der Proben bei -70°C bis zur Wei-
terverarbeitung bzw. Bestimmung der Konzentration von big ET und ET.
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4.4 Applikation von exogenem big ET und ET

Um die Resultate der seriellen Lungen - Herz - Perfusion reproduzieren zu kdénnen,
wurde jeweils die gleiche Anzahl isolierter Herzen beider Gruppen (n = 6) einer 40-
mindtigen koronaren Infusion von humanem ET-1 (5 pmol/l) und humanem big ET (5

pmol/l) unterzogen.

4.5 Mechanische Flussreduktion

Um reine flussabhé@ngige von mediatorvermittelten Veranderungen der Herzparameter
unterscheiden zu kénnen und um festzustellen, ob das Auftreten von Arrhythmien den
Veranderungen des Koronarflusses zuzuschreiben ist, wurden zusatzlich jeweils 6
Kontroll- sowie 6 Watanabe - Herzen isoliert und volumenkonstant perfundiert und
dann einer mechanischen Flussreduktion unterzogen, wobei die durchschnittlichen

koronaren Flussverédnderungen bei serieller Perfusion simuliert wurden.

4.6 Pharmakologische Intervention

Mit verschiedenen Antagonisten versuchten wir, die vermuteten Mediatoren und deren
Effekte zu unterdriicken, um somit den oder die Mediatoren benennen und im Weiteren
bestimmen zu kdnnen. Alle Antagonisten wurden zuvor an Einzelherzen auf ihre Ei-
geneffekte hinsichtlich der Herzparameter gepruft.

Alle Reagenzien wurden jeweils beiden Gruppen (n = 6, fir ET - Antagonisten und den
ECE - Hemmer Phosphoramidon®; n = 4 fiir alle anderen Antagonisten) verabreicht.
Die Gabe der Pharmaka erfolgte jeweils vor dem Wechsel der separaten in die serielle

Perfusion.
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4.7 Reagenzien

Acetylcholin, Substanz P, Nitroglycerin, Nitroprussid - Natrium, Meclofenamat (Zyc-
looxygenaseinhibitor)®, Captopril (angiotensin - converting - enzyme - inhibitor)®’, des-
Arg®-[Leu®]-Bradykinin (Bradykinin - 1 - Rezeptor - Antagonist)®, BQ-123 (ETx - Rezep-
tor - Antagonist)®, humanes ET-1, humanes big ET-1 und Phosphoramidon stammten
von Sigma Chemical (Munchen, Deutschland).

Der nichtselektive ET - Antagonist PD-145065>* und der ET, - selektive Antagonist A-
127722 wurden von den Firmen Parke Davis (Ann Arbor, MI, USA) und Abbot (Abbot
Park, IL, USA) zur Verfigung gestellt.

Ciba International Research Laboratories (Takarazuka, Japan) UberlieB uns die ETg-
Antagonisten IRL-1038 sowie IRL-1025.

Den Bradykinin - 2 - Rezeptor - Antagonisten Hoe-140% erhielten wir von der Firma
Hoechst (Frankfurt / Main, Deutschland).

4.8 Bestimmung von Endothelin und big Endothelin

ET- und big ET - Konzentrationen im pulmonalen sowie im koronaren Effluat konnten
anhand zweier modifizierter ,enzyme - linked immunosorbent assay (ELISA) kits* (Im-
mundiagnostik, Bensheim, Deutschland) bestimmt werden.

Das big ET - Kit war selektiv fur alle 3 Isoformen des big ET (1-38) bei einer Kreuzreak-
tivitat fOr big ET (22-38) und fUr alle ET - Isoformen von < 1 %. Die Kreuzreaktivitat des
ET - Kits betrug flr ET-1 und ET-2 100 %; die Kreuzreaktivitat fir ET-3 (< 5 %) und
big ET (< 1 %) war gering.

Die big ET - Messung erfolgte direkt im Perfusat. Die Eichkurve wurde durch Titration
von exogenem humanen big ET (1-38) im Leerperfusat erstellt. Der Messbereich lag
zwischen 0,2 - 16 pmol/l.

Far die ET - Messung wurden die Proben zun&chst tGber vorbehandelten (3 ml Metha-
nol, 5 ml Wasser) Sep-Pak Cis-Saulen (Waters, Milford, MA, USA) aufkonzentriert, um
die Nachweisgrenze des Verfahrens auf kleiner als 0,1 pmol/l zu senken. Mit 2 ml 60 %
Azetonitril (in 0,1 % Trifluoressigsaure) wurde das ET anschlieBend eluiert.
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Die Eluate wurden gefriergetrocknet und die Trockensubstanz bei -20°C gelagert. Fur
die Messungen wurden die Trockenproben in 0,7 ml Assay - Puffer (Boratpuffer, pH =
8,5; 0,15 % bovines Serumalbumin) gegeben. Da das urspringliche Volumen 3,5 ml
betrug, resultierte daraus eine flnffach erhdhte Konzentration der Effluatproben. Die
Eichkurve fir ET wurde durch Gabe von 0,02 bis 3 pmol/l humanem ET im Leerperfu-

sat vor der Extraktion erstellt.

4.9 Klassifizierung der Arrhythmien

Im Rahmen des Experiments wurden auftretende arrhythmische Ereignisse nach fol-
genden morphologischen Kriterien klassifiziert:

e |solierte ventrikuldre Extrasystolen wurden als diskrete, identifizierbare, vorzei-
tige QRS-Komplexe, einem verkirzten Schlagintervall folgend, definiert.

e Ventrikulare Tachykardien wurden als eine Reihe von mindestens vier auf-
einander folgenden, morphologisch identischen, isolierten Kammerkomplexen
definiert.

e Als Kammerflimmern bezeichneten wir ein Signal, bei dem keine individuellen
Kammerkomplexe (QRS-Komplexe) voneinander abzugrenzen waren und wah-

rend dessen keine eindeutige Herzfrequenz mehr messbar war®’.

Inzidenz und Morphologie der Arrhythmien wurden flr den gesamten Zeitraum von 40
Minuten isolierter und 40 Minuten serieller Perfusion bestimmt und aufgezeichnet.

4.10 Datenanalyse

Die Daten werden als Mittelwert (MW) + Standardabweichung (STABW) angegeben.
Die Untersuchung auf signifikante Gruppenunterschiede erfolgte mit Hilfe einer nicht-
parametrischen Varianzanalyse (ANOVA) fiir wiederholte Messungen®®.
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Nach dem globalen Test wurde ein multipler Vergleich durchgefihrt (Adjustierung von
p nach Bonferoni-Holm)®*.
Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 wurde als signifikant angesehen. Geringe-

re Irrtumswahrscheinlichkeiten wurden gesondert angegeben.
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5 Ergebnisse

5.1 Koronarfluss und mechanische Eigenschaften

unter separater und serieller Perfusion

Der mittlere pulmonalarterielle Druck (7,0 - 7,4 mm Hg), die basale Koronarflussrate
(30,6 - 32,9 ml/min), die Herzkontraktilitdt (LVPmax, 83 - 90 mm Hg) sowie die basale
Herzfrequenz (179 - 189 Schlage/min) waren in der NZW- und Watanabe - Gruppe
nahezu identisch.

In der NZW - Gruppe ergab die Infusion von Acetylcholin bzw. Substanz P einen
Flussanstieg von 48,2 + 4,0 % bzw. 52,5 + 5,3 % im Vergleich zum Basalfluss. Im Ge-
gensatz dazu flhrte bei den Watanabe - Herzen die Infusion von Acetylcholin zu einem
Flussabfall (-11,2 £ 2,0 %). Substanz P zeigte hingegen eine geringe Flusssteigerung
in den Koronarien (19,4 £ 2,3 %).
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Abb.2 Endothelunabhéngige- und abhangige koronare Vasodilatation bei isolierten Herzen von
NZW- (Kontrollgruppe) (n = 12) und Watanabe - Kaninchen (n = 8). Bei den WHHL - Herzen
imponierte eine Vasokonstriktion auf Ach sowie eine signifikant geringere Vasodilatation auf SP
bei erhaltener endothelunabhangiger Vasodilatation durch NTG und NPN. Ach, Acetylcholin
(2x10° mol/l); SP, Substanz P (2x107'° mol/l); NTG, Nitroglycerin (4x10° mol/l); NPN, Nitrop-
russid-Natrium (4x1 0° mol/l). #, p < 0,01, Kontrolle vs. Watanabe.
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Der endothelunabhéngige Vasodilatator Nitroglycerin und der NO - Donator Nitro-
prussid - Natrium ergaben keinen signifikanten Unterschied bezlglich der Flussra-
tensteigerung (29,4 + 3,0 % bzw. 61,0 £ 3,8 % in der Kontrollgruppe und 26,1 + 3,0
% bzw. 61,5 + 5,9 % in der Watanabe - Gruppe) (Abb.2).

Nach Umschalten des Perfusionsmodus von separater auf serielle Perfusion war in
beiden Gruppen ein Abfall des Koronarflusses zu beobachten. In der NZW - Gruppe
sank der Fluss auf 89 * 3 % im Vergleich zum Basalwert. Der Flussabfall begann
nach ungefahr 50 s serieller Perfusion, erreichte nach 300 - 400 s ein Plateau und
blieb fur die restliche Zeit von 40 min konstant.

Derselbe Vorgang fihrte bei den Watanabe - Herzen zu einem deutlich starkeren
Abfall des Koronarflusses auf Werte von 75 + 6 % des Basalflusses (Abb.3).
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Abb.3 Koronarfluss der isolierten Kontroll- und Watanabe - Herzen nach Umschalten des Per-
fusionsmodus von separater zu serieller Perfusion. Zeitpunktt =0 Beginn der seriellen Perfu-
sion. Beide Gruppen zeigten einen deutlichen Abfall des Koronarflusses im Vergleich zum Ba-
salfluss. Erkennbar ist eine signifikant stérkere Flussreduktion in der Watanabe - Gruppe im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Werte in Prozent (%) des Basalflusses. #, p < 0,01, Kontrolle vs.
Watanabe.
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Durch den Koronarflussabfall kam es in der Watanabe-Gruppe, sowohl bei serieller
Perfusion als auch bei mechanischer Flussreduktion durch volumenkonstante Perfu-
sion, zu einem Abfall der mechanischen Funktion. Die Verdnderungen der mecha-
nischen Funktion korrespondierten mit dem Schweregrad des Abfalls des Koronar-
flusses (Tab.1). Dies ist daran erkennbar, dass es weder in der Kontroll- noch in der
Watanabe-Gruppe einen Unterschied zwischen serieller Perfusion und mechanischer
Flussreduktion gab.

Herzfrequenz LVP ax dp/dtmax dp/dtmin

(%) (%) (%) (%)
Kontrolle seriell | mech. | seriell | mech. | seriell | mech. | seriell | mech.
0 100(7) | 100(5) | 100(8) | 100(6) | 100(4) | 100(5) | 100(7) | 100(7)
50s 100(4) | 98(5) | 96(8) | 94(6) | 98(9) | 96(6) | 93(4) | 95(3)
500s 99(5) | 99(4) | 92(6) | 93(4) | 96(5) | 95(6) | 95(4) | 96(7)
1500s 99(6) | 98(5) | 93(5) | 93(5) | 95(7) | 94(5) | 95(6) | 96(4)
Watanabe seriell | mech. | seriell | mech. | seriell | mech. | seriell | mech.
0 100(6) | 100(6) | 100(4) | 100(8) | 100(6) | 100(4) | 100(5) | 100(7)
50s 99(4) | 98(6) | 90(5) | 92(5) | 90(4) | 89(6) | 87(3)* | 85(4)*
500s 98(6) | 98(5) | 82(3)* | 84(4)* | 85(7)* | 86(4)* | 80(6)#* | 83(6)#*
1500s 100(5) | 99(3) | 83(6)* | 84(3)* | 83(5)* | 82(4)* | 79(4)#* | 77(3)#*

Tabelle1: Kontraktilitaitsparameter und Herzfrequenz — Vergleich von serieller Perfusion und
mechanischer Flussreduktion. Werte in Prozent (%) angegeben und bezogen auf die Parameter
am Ende der separaten Perfusion. Mechanische Flussreduktion (n = 6 je Gruppe). Kontroll-
gruppe (n = 12). Watanabe-Gruppe (n = 8). Standardabweichung in Klammern angegeben.
Kein signifikanter Unterschied konnte zwischen den korrespondierenden seriellen und mecha-
nischen Werten festgestellt werden. *, p < 0,05, vs. Zeitpunkt 0; #, p < 0,05, Kontrolle vs. Wata-
nabe.
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separater und serieller Perfusion

5.2 Ventrikulare Rhythmusstérungen unter

Wahrend der Phase separaten Organperfusion fanden wir sowohl in der Kontrollgruppe

als auch in der WHHL - Gruppe ausschlieBlich vereinzelte ventrikulare Extrasystolen.

Die Inzidenz und Anzahl von VES war in beiden Gruppen vergleichbar.

Nach dem Umschalten von separater auf serielle Perfusion kam es zu einem signifi-

kanten Anstieg der Anzahl von VES in der Kontroll- und Watanabe - Gruppe (Abb.4).
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Abb.4 Inzidenz von VES wahrend 40-minditiger separater Perfusion und wahrend zuséatzlicher
40-mindtiger serieller Perfusion von NZW- (n = 12) und WHHL - Herzen (n = 8). Bei der seriel-
len Perfusion wird das isolierte Herz vom Effluat der isolierten Lunge desselben Tieres perfun-

diert. ##, p < 0,01 vs. separate Perfusion.
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Jedoch war im Vergleich die Inzidenz von monomorphen, nichtanhaltenden ventrikula-
ren Tachykardien in der Watanabe - Gruppe wesentlich gréBer als in der NZW-Gruppe
(1,38 = 1,06 versus 0,33 + 0,49 VT/40 min, p < 0,05). Wéhrend separater Perfusion
traten in beiden Gruppen keine VTs auf.

Bei serieller Perfusion konnten VTs in der Watanabe - Gruppe bei 6 von 8 Herzen beo-
bachtet werden (Frequenz 250 + 12 Schlage/min), wohingegen nur bei 4 von 12 Her-
zen der NZW-Gruppe eine VT auftrat (Frequenz 240 + 10 Schlage/min).

Des Weiteren konnte festgestellt werden, dass die Lange der VTs in der Watanabe-
Gruppe deutlich ausgepragter war, als die in der Kontrollgruppe (14,36 + 3,07 versus
7,25 £ 1,50 Schlage/VT, p < 0,05). Die Inzidenz von VES und VTs war wahrend der

gesamten Phase im seriellen Perfusionsmodus nicht zeitabhangig.
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5.3 Applikation von exogenem humanen
big ET und ET

In der Gruppe der NZW - Herzen hatte die koronare Infusion von ET-1 mit einer Kon-
zentration von 5 pmol/l einen Abfall des Koronarflusses von 14 + 2 % (Basalwert, 32,2
+ 2,5 ml/min; ET, 27,7 £ 2,1 ml/min) zur Folge. Der Infusion von humanem big ET mit
gleicher Konzentration folgte ein Absinken des Koronarflusses von 9 + 4 % (Basalwert,
31,5 £ 2,9 ml/min; big ET, 28,7 + 1,9 ml/min). Der gemessene koronare Flussabfall in
der Watanabe - Gruppe war mit -29 £ 5 % fur ET-1 (Basalwert, 30,9 £ 3 ml/min; ET,
21,9 £ 1,5 ml/min) und -23 + 4 % fir big ET (Basalwert, 31,0 + 2,2 ml/min; big ET, 23,9
+ 1,8 ml/min) signifikant starker als in der Kontrollgruppe.

Die arrhythmogenen Effekte von exogenem ET und big ET, im Sinne von ventrikularen
Tachykardien, waren vergleichbar zu denen, welche wahrend der seriellen Perfusion

beider Gruppen beobachtet wurden (Tab.2).

: Inzidenz von
VES / 40min VT / 40 min Dauer der VT

Exogenes big ET und NZW (n = 6) 34,83 + 6,91 | 0,33 + 0,52 5,50 + 0,71

1+

Exogenes ET und NZW (n = 6) 37,83 + 7,03 0,33 + 0,82 6,50 + 0,71

1+

Exogenes big ET und WHHL (n = 6) 42,63 + 7,07 1,33 * 0,82* 15,00 +2,45*

Exogenes ET und WHHL (n = 6) 41,86 12,56 1,17 = 0,75% 12,29 £ 2,06"

Tabelle 2: VES und VT wahrend der Infusion von exogenem humanen ET und big ET. Daten
beziehen sich auf die 40-mindtige serielle Perfusion von NZW- und WHHL - Gruppe und der 40-
mindtigen Infusion von exogenem ET / big ET. Dauer der VT ist angegeben als Schlage/ VT. *,
p < 0,05, WHHL vs. NZW.
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5.4 Mechanische Flussreduktion

Eine mechanische Flussreduktion in 6 isolierten Herzen beider Gruppen durch volu-
menkontrollierte Perfusion auf Koronarflusswerte, vergleichbar mit denen wahrend se-
rieller Perfusion, wies zwar einen ahnlichen Abfall der kontraktilen Funktionen auf (sie-
he Tab.1, Seite 19), hatte aber keine gehauften arrhythmischen Ereignisse zur Folge.
Ventrikulare Tachykardien traten nicht auf (Abb.5).
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Abb.5 Zum Ausschluss flussabhangiger arrhythmischer Ereignisse wurde eine mechanische
Flussreduktion i. S. einer volumenkontrollierten Perfusion bei isolierten NZW - und WHHL -
Herzen durchgeflhrt, welche mit den Effekten wéhrend serieller Perfusion vergleichbar sind (M-
NZW, mechanische Flussreduktion New Zealand Gruppe; M-WHHL, mechanische Flussreduk-
tion Watanabe - Gruppe, n = 6 fur beide Gruppen).
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5.5 Pharmakologische Intervention

ET - Antagonisten sowie ECE — Inhibitoren lieferten identische Resultate sowohl in der
Kontrollgruppe als auch in der Watanabe - Gruppe. Der Abfall des koronaren Flusses,
die Zunahme von ventrikularen Extrasystolen (Abb.6) als auch die Inzidenz von ventri-
kuldren Tachykardien konnten durch die koronare Infusion von Phosphoramidon (5x10°
®> mol/l), einem ECE - Inhibitor, vollstandig antagonisiert werden. Die Applikation des
nichtselektiven ET - Antagonisten PD-145065 (1x10® mol/l) als auch die der ET - Re-
zeptor - Antagonisten BQ-123 (2x10°® mol/l) und A-127722 (2x10™ mol/l) filhrten zu
einer signifikanten, jedoch nicht vollstandigen Suppression der VES (Abb.6). VTs wur-
den in beiden Gruppen komplett eliminiert, ebenso der Abfall des Koronarflusses.

Die ETg - Rezeptor - Antagonisten IRL-1038 (4x10® mol/l) und IRL-1025 (5x10® mol/l)
hatten keinen Effekt auf den Koronarfluss und das Auftreten ventrikularer Arrhythmien
(Daten nicht gezeigt).
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Abb.6: Inzidenz von VES in der NZW - und WHHL - Gruppe bei serieller Perfusion unter
Infusion von PD -145065 (nichtselektiver ET - Antagonist, 1x10™ mol/l ), A-127722 ( ETa-
Antagonist, 2x10”° mol/l ), BQ-123 (ETa - Antagonist, 2x10°® mol/l ) und Phosphoramidon ( Phrd,
ECE - Inhibitor, 5x10™° mol/l ) (n = 6 pro Gruppe).#, p < 0,05; ##, p < 0,01 vs. separate Perfu-
sion; *, p < 0,05;**, p < 0,01 vs. serielle Perfusion ohne Intervention.
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Die koronare Infusion folgender Reagenzien hatte sowohl in der Kontroll- als auch in
der WHHL - Gruppe keinen Einfluss auf ventrikulare Herzrhythmusstérungen wahrend
der seriellen Perfusion:

Captopril (5x10° mol/l), ein ACE - Hemmer; desArg®-[Leu®]-Bradykinin (5x10° mol/l),
ein Bradykinin - 1 - Rezeptor - Antagonist und Hoe-140 (1x10® mol/l), ein Bradykinin -
2 - Rezeptor - Antagonist.

Die intrapulmonale Infusion des Cyclooxygenasehemmers Meclofenamat (1x10°° mol/l)
hatte ebenfalls keinen Einfluss auf den Koronarfluss und die Inzidenz von ventrikularen

Arrhythmien in beiden Gruppen.

5.6 Endothelin- und big Endothelin - Bestimmung

In der Kontroll- und Watanabe - Gruppe lagen die ET - Konzentrationen des Pulmo-
naleffluates unter 0,1 pmol/l. Diese Werte blieben wahrend der gesamten Phase des
Versuches stabil.

50 Sekunden nach Umschaltung auf die serielle Perfusion blieb die ET - Konzentration
des koronaren Effluates in beiden Gruppen unter 0,1 pmol/l. Ein Anstieg der ET -
Konzentration konnte nach 500 s sowie nach 1500 s serieller Perfusion gemessen

werden:

NZW - Gruppe: Ksgpo = 0,19 £ 0,01 pmol/l und Kys00 = 0,21 £ 0,01 pmol/Il
WHHL - Gruppe: wsg = 0,21 + 0,02 pmol/l und wysgo = 0,20 + 0,01 pmol/l

Die basale big ET - Konzentration des Lungeneffluates lag bei 5,51 — 5,82 pmol/l und
wies nur geringe Schwankungen und Unterschiede zwischen beiden Gruppen auf.

Im Koronareffluat war wahrend der separaten Perfusion der Organe kein big ET nach-
weisbar, wohingegen bei der seriellen Perfusion in beiden Gruppen die big ET -
Konzentration im Bereich von 0,92 - 1,23 pmol/l lag. Somit waren diese Konzentratio-
nen deutlich niedriger als die Werte der pulmonalvendsen Proben (Abb.7).
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Abb.7 ET- und big ET - Konzentrationen im Pulmonal- und Koronareffluat (NZW, n = 12;
WHHL, n = 8). Die Messungen (ELISA) der ET- und big ET - Konzentrationen im Lungen- und
Herzeffluat zeigten, dass beide Organe unter separaten Perfusionsbedingungen keine relevan-
ten ET - Mengen freisetzen. Unter serieller Perfusion aber lieB sich ein signifikanter Konzentra-
tionsanstieg von ET im Koronareffluat verzeichnen. Das pulmonal freigesetzte big ET konnte in
beiden Gruppen nur zu einem geringen Teil im Herzeffluat wiedergefunden werden. Serielle
Perfusion beginnt mit Zeitwert 0 s. Konzentration in pmol/l. *, p < 0,01, verglichen mit dem Ende
der separaten Perfusion; #, p < 0,01 Pulmonal- vs. Koronareffluat.
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6 Diskussion

6.1 Big Endothelin - induzierte Arrhythmien:
Direkter versus ischamischer/
flussabhangiger Effekt

Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, ob pulmonal freigesetztes big ET direkte ar-
rhythmogene Eigenschaften besitzt und wenn ja, ob dies mit der koronaren Konversion
zu Endothelin zusammenhangt. Nach wie vor gibt es gegensétzliche Ansichten und
Resultate beziiglich der Arrhythmogenitat von ET und der zu Grunde liegenden Me-
chanismen. Vorliegende Studien, welche mit Schweinen*, Kaninchen®, Ratten®' und
Hunden®*®® durchgefiihrt wurden legen den Schluss nahe, dass die proarrhythmischen
Effekte ischamischen Ursprungs sind.

Auf der anderen Seite wird die Annahme, dass ET als direkter Mediator flir arrhythmo-
gene Ereignisse fungiert, durch verschiedene andere Studien unterstiitzt. So konnte
ET im Vergleich zu einem kompletten Koronararterienverschluss eine hdhere ar-
rhythmogene Potenz zugeordnet werden®. Die Unabhéngigkeit bereits bestehender
endothelininduzierter ventrikularer Rhythmusstérungen von der Wiederherstellung des
Koronarflusses nach ischamischer Flussreduktion und das Auftreten ventrikularer Ar-
rhythmien in Abh&ngigkeit von intrakoronarem Endothelin konnten nachgewiesen wer-
den®.

In einer weiteren Studie von Szabo et al. traten endothelin-assoziierte ventrikulare
Rhythmusstérungen noch vor den Zeichen einer myokardialen Ischamie in Erschei-
nung. Die Autoren beobachteten mono- und polymorphe, anhaltende und nichtanhal-
tende ventrikulare Tachykardien wahrend einer intrakoronaren, niedrig dosierten Infu-
sion (30-60 pmol/min) von ET in vivo. Diese mindeten oft in Kammerflimmern. Wah-
rend der Phasen von nichtanhaltenden VTs kam es zu einem Abfall des koronaren
Blutflusses von ca. 30 Prozent ohne Zeichen einer Ischdmie im EKG und ohne signifi-

kante Lac-taterhdhung im Koronarsinus®.
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Der Vergleich einer LAD - Ligatur mit der intrakoronaren Gabe von ET - 1 mittels drei-
dimensionalem EKG - Mapping ergab den Nachweis unterschiedlicher Mechanismen
bei der Entstehung ventrikularer Rhythmusstérungen, unabhéngig von der ischamisch
bedingten Komponente und unterstiitzt somit die Hypothese eines intrinsischen ar-
rhythmogenen Potentials von ET®. Diese Ergebnisse konnten durch weitere Studien
bestatigt werden®°.

Yorikane et al. berichteten erstmals darlber, dass exogenes ET - 1 eigenes proar-
rhytmisches Potential besitzt, welches sich durch eine Verlangerung des Aktionspoten-
tials mit nachfolgender friiher Repolarisation (Early Afterdepolarisation) pathophysiolo-
gisch darstellt*>4®"",

Jegliche Einschatzungen Uber direkte elektrophysiologische Eigenschaften und Effekte
von ET waren jedoch durch den Fakt limitiert, dass in sdmtlichen, auch hier zitierten
Studien, sehr hohe Dosen von ET eingesetzt wurden.

Endothelin kann im Blutplasma gesunder Menschen mit einer Konzentration von 0,5
bis 5 pmol/l nachgewiesen werden. In Kaninchenherzen wurde der Koronartonus bei
einer ET - Konzentration von 1 bis 10 pmol/l nachweislich beeinflusst™.
Zusammenfassend war es nach wie vor unklar, ob endogenes ET oder big ET eine

Rolle bei der physiologischen Modulation der myokardialen Rhythmogenese spielt.

6.2 ECE - abhangige proarrhythmische Effekte
von endogenem pulmonalen big ET

Unsere Resultate zeigen, dass die basale pulmonale Freisetzung von big ET, gemes-
sen in Konzentrationen um 5,5 bis 5,7 pmol/l in beiden Gruppen, ventrikulare Rhyth-
musstérungen und koronare Vasokonstriktion auslésen kann. Obwohl der Koronarfluss
in der Kontrollgruppe um 11 £ 3 % und in der Watanabe - Gruppe um 25 + 6 % abfiel,
gab es wahrend der Phasen von ventrikularen Tachykardien keine Ischamiezeichen im
EKG. Zusatzlich erfolgte eine mechanische, volumenkontrollierte koronare Flussreduk-
tion, welche mit der big ET-induzierten Vasokonstriktion vergleichbar ist. Hierbei kam

es zu keiner Beeinflussung von Haufigkeit und Schwere der ventrikuldren Arrhythmien.
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Aus diesem Grund ist ein flussabhangiger, ischamisch-bedingter Mechanismus als
Effekt zur Ausldésung von ventrikuldren Rhythmusstérungen durch big ET in unserem
Versuch als Ursache auszuschliessen. Die Daten, welche wir in unserer Studie er-
mittelten, fihren eher zu der Annahme, dass bei unserem Modell direkte arrhythmoge-
ne Eigenschaften von big ET oder ET vorliegen.

Um festzustellen, ob die Arrhythmogenitat eine Folge der koronaren Konversion von
big ET zu ET ist oder ob big ET selbst dieses Potenzial besitzt, applizierten wir intra-
koronar Phosphoramidon, einen Hemmestoff des ECE. Als Folge davon kam es zu einer
kompletten Elimination aller Arrhythmien. Big ET hat im Vergleich zum ET eine etwa
140fach geringere Afinitat zum ET — Rezeptor’®. Man kann somit davon ausgehen,
dass die beobachteten Rhythmusstdérungen aus einer erheblichen Umwandlung des
Prakursors big ET zu ET wahrend der Koronarpassage resultierten’®. Dies lasst
schlussfolgern, dass die proarrhythmischen Eigenschaften von big ET in unserem Ver-
suchsaufbau ausschlieBlich durch die lokale koronare Konversion zu ET hervorgerufen
werden.

Studien von Brunner et. al’"”® haben proarrhythmische Effekte von endogenem kardia-
lem ET wahrend der Reperfusionsphase nach Ischamie in isolierten Rattenherzen ge-
zeigt. In unserer Studie konnten wir jedoch nur einen geringen Flussabfall durch endo-
genes pulmonales big ET nachweisen. Wir kénnen eine relative Mangelperfusion be-
stimmter Myokardareale durch Flussumverteilung nicht véllig ausschlieBen, da wir uns
in unserem Experiment nicht auf die Untersuchung der myokardialen Ischamie fokus-
sierten.

Die Tatsache, dass es in unserem Modell nicht zu Ischdmien kam, kann auch erklaren,
warum wir nicht in der Lage waren die Arrhythmien durch die intrakoronare Applikation
vom ACE - Hemmer Captopril zu unterdriicken, was den Aussagen von Brunner et al.
widersprechen wirde. Diese demonstrierten eine proarrhythmische Angiotensin - En-

dothelin - Achse bei Ischamie und Reperfusion in Rattenherzen.
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6.3 Rolle der ET - Rezeptor - Subtypen bei der
Entstehung von Arrhythmien

In experimentellen und frihen klinischen Studien wurde der ET - Rezeptor - Blockade
eine wichtige therapeutische Rolle bei Erkrankungen wie z. B. der arteriellen Hyperto-
nie, der Atherosklerose, der Herzinsuffizienz, pulmonaler Erkrankungen und des Nie-
renversagens beigemessen. ET, - Stimulation fihrt zu Kontraktion, Proliferation und
Migration, ETg - Rezeptoren férdern die Freisetzung von NO und damit die Relaxa-
tion”®%°,

Die Beobachtungen und Ergebnisse im Rahmen verschiedener aktueller tierexperi-
menteller Versuche in Bezug auf die direkte arrhythmische Wirkung von ET - 1 flhrten
zu einem gesteigerten Interesse, die verantwortlichen ET - Rezeptor - Subtypen zu
identifizieren und deren antiarrhythmisches Potential zu untersuchen.

Bei bis dato zwei bekannten ET - Rezeptor - Subtypen stellt sich nun die Frage, wel-
cher Subtyp flr die oben beschriebenen proarrhythmischen Effekte verantwortlich ist.

8283 nd Hunden®®°

ET - induzierte ventrikuldre Arrhythmien bei Ratten®', Schweinen
waren sensitiv gegenuber einer Blockade des ET, — Rezeptors, wohingegen eine Be-
teiligung des ETg - Rezeptors weitestgehend ausgeschlossen werden konnte. Xu et al.
beschrieben eine effektive Reduzierung von ventrikuldren Arrhythmien und eine ver-
besserte mechanische Funktion wahrend der akuten Ischamiephase in isolierten Rat-
tenherzen, welche ausschliesslich ETa-Rezeptor vermittelt und ETg - Rezeptor unab-
hangig war®.

Bei Baltogiannis et al. konnte eine akute ET, - Rezeptorblockade wahrend der ersten
24 Stunden postinfarziell die Inzidenz von VTs und Kammerflimmern in Rattenherzen
deutlich reduzieren. Dies war physiologisch gekennzeichnet durch eine Verminderung
von friihen Repolarisationen®’. Die Rolle des ET;s - Rezeptors bei der Entstehung von
Arrhythmien wird kontrovers diskutiert, da es in der Vergangenheit ebenfalls gelang
mittels nichtselektiver ET - Rezeptoren ventrikuldre Arrhythmien zu unterdriicken®.
Sharif et al. demonstrierten dagegen eine Reduzierung von ektopen ventrikularen Ext-
rasystolen sowie eine Inzidenzminderung ventrikularer Arrhythmien in Rattenherzen
verbunden mit verringerter Mortalitat durch Blockade des ETg - Rezeptors mittels PD-

161721 bei akutem Koronararterienverschluss®.
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In der vorliegenden Studie wurden sowohl durch die Gabe des nichtselektiven ET -
Antagonisten PD-145065, als auch durch die Applikation der selektiven ETa - Rezeptor
- Antagonisten BQ-123 und A-127722 Inzidenz und Schwere der ventrikularen Rhyth-
musstérungen signifikant, aber nicht vollstandig vermindert, obwohl gleichzeitig eine
Koronarkonstriktion komplett verhindert werden konnte. Die ETg - Rezeptor - Antago-
nisten IRL-1038 und IRL-1025 hatten diesbezlglich keinen Effekt. Dies lasst den
Schluss zu, dass die proarrhythmischen Eigenschaften von ET in unserer Studie ETg —
Rezeptor-unabhangig und nur zum Teil ETa — Rezeptor-vermittelt sind.

Ein weiterer noch nicht identifizierter Subtyp scheint wahrscheinlich. Dieser ist, wie von

Kasai et al.®®

publiziert, unter anderem fir ET - vermittelte positiv inotrope Effekte am
Kaninchen - Herzen verantwortlich.

Die arrhythmogenen Eigenschaften von ET-1 sind scheinbar nicht auf die Ventrikel
beschrankt, sondern auBern sich auch auf atrialer Ebene. So konnten Burrell et al. ET-
1 induzierte arrhythmische Kontraktionen in menschlichen Gewebeproben des rechten
Atriums beobachten, die durch einen nichtselektiven ET - Rezeptor Antagonisten ver-
hindert werden konnten. Der ETx-selektive Antagonist BQ-123 war in diesem Fall un-
wirksam®'. Unterschiede in der elektrophysiologischen Wirkweise im Ventrikel und

Vorhof werden ebenfalls diskutiert.

6.4 Arrhythmien bei familiarer Hypercholesterinamie —
Rolle der endothelialen Dysfunktion

Ein weiteres wichtiges Ergebnis unserer Studie war die Tatsache, dass es in der Wa-
tanabe - Gruppe mit angeborener familiarer Hypercholesterinamie zu deutlich starker
ausgepragten ventrikularen Rhythmusstérungen als in der Kontrollgruppe kam. Dies
machte sich durch eine signifikant héhere Inzidenz und Lange von nichtanhaltenden
ventrikularen Tachykardien bemerkbar. Trotz des nachgewiesenen zweieinhalbfach
starkeren vasokonstriktorischen Effektes von pulmonalem big ET in dieser Gruppe gab
es keine Hinweise auf eine ischamische Ursache der induzierten ventrikuldren Ar-
rhythmien, da eine vergleichbare mechanische Reduktion des Koronarflusses keinen
Einfluss auf Inzidenz und Starke der Rhythmusstérungen hatte und auch im EKG keine

Ischamiezeichen vorlagen.
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Die Watanabe - Kaninchen, die wéahrend unseres Experiments zum Einsatz kamen,
litten an einer frihen Dysfunktion des Koronarendothels auf Grund einer familiaren
Hypercholesterinamie. Einschrankungen oder Stérungen der endothelialen Funktionen
zeigen sich bereits vor dem histologischen Nachweis einer manifesten Atherosklero-
se¥® . Watanabe - Kaninchen entwickeln frilhestens ab einem Alter von 4 Monaten
eine morphologisch fassbare Veranderung an den Gefassen'*®. An unseren Tieren
liessen sich makroskopisch keine pathologischen Befunde an der Aorta feststellen.
Durch die endotheliale Dysfunktion werden sowohl die NO* - als auch die Prostacyc-
linsynthese® beeinflusst. Untersuchungen an Hunden® und Ratten® hatten ergeben,
dass NO als endogener Mediator zur Prakonditionierung bei schweren ventrikularen
Rhythmusstérungen fungiert. Gleichzeitig wurde vermutet, dass Prostacyclin als Sub-
stanz antiarrhythmische Eigenschaften besitzt'%"%".

Im Stadium der frilhen endothelialen Dysfunktion zeigten sich die pulmonale Freiset-
zung von big ET und die koronare Kapazitat zur Konversion in reifes ET unverandert.
Daraus lasst sich schlussfolgern, dass eine insuffiziente Endothelfunktion vermutlich zu
einer erhdéhten Anfélligkeit fur arrhythmische Ereignisse fuhrt, was auch den Unter-
schied zwischen der Kontroll- und der Watanabe - Gruppe in unserem Versuch erkla-
ren wirde. Man sollte jedoch hinzufligen, dass unsere Studie keinen direkten Beweis
dartber erbracht hat, dass die bei den hypercholesterdmischen Watanabe - Kaninchen
ausgelésten Arrhythmien den vorbeschriebenen Mechanismen unterlagen.

Obwohl diese Erklarung durchaus begrindet scheint, da verschiedene Studien anti-
arrhythmische Eigenschaften von NO und Prostacyclin darlegten, kénnen wir zuséatz-
liche pathophysiologische Ursachen und Wege bei der Entstehung von Rhythmussté-
rungen in isolierten WHHL - Herzen nicht komplett ausschlieBen.
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6.5 Studienlimitierung und klinische
Schlussfolgerungen

In Bezug auf die von uns gemessene und dokumentierte Freisetzung von big ET kénn-
te die Frage aufkommen, ob die Zusammensetzung der verwendeten Perfusions-
I6sung, speziell die Abwesenheit von Blutzellen und Plasmaproteinen, unsere Ergeb-
nisse beeinflusst haben kdnnten.

Brunner und Mitarbeiter'® haben diesbeziiglich herausgefunden, dass die Bindung von
ET an Plasmaalbumin keinen Einfluss auf die Vasoaktivitdt von ET ausibt. Des Wei-
teren wurde zirkulierendes Blut als Hauptfaktor bei der Konversion'® und Elimination'®*
von big ET ausgeschlossen. Folglich sind die Freisetzung und der damit verbundene
Nachweis von big ET wahrend unserer Versuchsreihe unabhangig von den experimen-
tell geschaffenen Bedingungen zu sehen.

Bezugnehmend auf das klinische Potenzial unserer Ergebnisse sollte besonderes Au-
genmerk auf schwere ventrikulare Herzrhythmusstérungen, wie sie bei der fortgeschrit-
tenen Herzinsuffizienz charakteristisch sind, gelegt werden. Sowohl erhéhte Plasma-
konzentrationen von big ET'® als auch eine vermehrte pulmonale Synthese von ET'%
wurden bei schwerer Herzinsuffizienz beobachtet. Des Weiteren konnten bei Patienten
mit ischdmischer Herzerkrankung, Herzklappenvitien und dilatativer Kardiomyopathie
erhéhte Serumkonzentrationen von big ET und ET-1 innerhalb der Phasen von ventri-
kuldren Tachykardien und beim Kammerflimmern nachgewiesen werden'®’. Dies kénn-
te die Atiologie multipler rezidivierender Arrhythmien erkldren. Die Zunahme der Syn-
these und Freisetzung von ET im Organismus ist parallel von einer vermehrten Ex-
pression von ET - Rezeptoren begleitet'®.

Weiterhin sollte beachtet werden, dass sich bei der chronischen Herzinsuffizienz ein
hoher prozentualer Anteil ursachlich auf dem Boden einer ischdmischen koronaren
Herzerkrankung entwickelt, welche mit einer endothelialen Dysfunktion einhergeht.

In Anbetracht dieser klinischen Erkenntnisse und dem Nachweis von vermehrten Big
ET - assoziierten ventrikularen Arrhythmien bei familidrer Hypercholesterinamie in
unserem Experiment, vertreten wir die Hypothese, dass ET generell und pulmonales
Big ET im speziellen Fall als wichtiger Mediator bei der Entstehung von Arrhythmien

bei chronischer Herzinsuffizienz fungiert.
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7 Zusammenfassung

Am Modell der seriellen Lungen - Herz - Perfusion wurde bereits demonstriert, dass die
basale pulmonale Freisetzung von big ET eine ET, - vermittelte Erhéhung des Koro-
nartonus bewirkt*’. ET wird als eine der stirksten vasokonstriktorischen Substanzen
aber auch fir die direkte oder indirekte Induktion on Herzrhythmusstérungen verant-
wortlich gemacht. Es war jedoch unklar, inwieweit die Vorstufe des ET, das big ET, an
diesen proarrhythmischen Eigenschaften beteiligt ist.

Ziel unserer Untersuchung an gesunden New - Zealand - (NZW) und hypercholester-
amischen Watanabe - Kaninchen (WHHL) war es zu zeigen, ob pulmonales big ET
Uber eine eigene proarrhythmische Wirkung verfagt und ob diese Wirkung bei friher
endothelialer Dysfunktion verstéarkt ist.

Als Versuchsaufbau diente ein Lungen - Herz - Modell, bei der ein isoliertes Langen-
dorff - Herz durch das Effluat einer isolierten Lunge desselben Tieres perfundiert wur-
de. Anschliessend wurden die Inzidenz und Schwere der daraus resultierenden Ar-
rhythmien beider Gruppen aufgezeichnet. Die serielle Perfusion von Lunge und Herz
fihrte in beiden Gruppen zu einer signifikanten Steigerung der Inzidenz von ventriku-
laren monomorphen Extrasystolen im Vergleich zur vorhergehenden separaten Perfu-
sion.

Isolierte Watanabe - Herzen, die bei familiarer Hypercholesterinamie im Gegensatz zu
den Kontrollherzen eine pharmakologisch gesicherte frihe endotheliale Dysfunktion
aufwiesen, zeigten einen starkeren Schweregrad der Arrhythmien. Es traten bei 75 %
der WHHL im Vergleich zu 33 % der NZW nichtanhaltende ventrikulare Tachykardien
auf. Sowohl die Inzidenz als auch die Lange der VTs waren signifikant héher. Um eine
ischamische Komponente bei der Entstehung der Arrhythmien ausschlieBen zu kén-
nen, fihrten wir an jeweils 6 isolierten Herzen jeder Gruppe eine mechanische Fluss-
reduktion durch, welche mit dem Abfall des Koronarflusses bei serieller Perfusion ver-
gleichbar war. Diese wies keine vermehrten arrhythmogenen Effekte auf und wir konn-
ten somit eine ischamische bzw. flussbedingte Ursache flr das Auftreten von Arrhyth-
mien weitestgehend ausschlieBen. Ischamiezeichen im abgeleiteten EKG lagen eben-

falls nicht vor.
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Die arrhythmischen Ereignisse konnten durch die Gabe des unselektiven ET - Antago-
nisten PD-145065 und der selektiven ET, - Antagonisten A-127722 und BQ-123 fast
komplett, jedoch nicht vollstdndig supprimiert werden. Im Gegensatz dazu konnte die
Koronarkonstriktion vollstédndig verhindert werden.

Die ETg - Rezeptor - Antagonisten IRL-1038 und IRL-1025 waren nicht in der Lage
Koronarkonstriktion und Arrhythmien zu beeinflussen.

Im Gegensatz dazu war Phosphoramidon, ein Inhibitor des ECE, in der Lage, samt-
liche Arrhythmien zu antagonisieren.

Wir schlussfolgern somit, dass die basale pulmonale Freisetzung von big ET einen
konstanten proarrhythmischen Effekt auslbt, der auf der lokalen Konversion von big
ET zu ET wahrend der Koronarpassage basiert. Diese Wirkung ist unabhangig vom
ETg - Rezeptor und teilweise ETa — Rezeptor-vermittelt.

Unsere Ergebnisse weisen daher auf einen bisher unbekannten arrhythmogenen Effekt
von big ET hin. Den deutlich héheren Schweregrad von Arrhythmien in der WHHL -

Gruppe flhren wir auf die koronare endotheliale Dysfunktion zuriick.
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