4 DISKUSSION

4.1 Methodik

Es wurde ein neuartiges Versuchsmodell etabliert, welches detaillierte Studien der kleinsten
koronaren Arteriolen und Venolen erlaubt. Die Kombination bewahrter Modellansatze ermog-
lichte dabei die gezielte Untersuchung druckvermittelter Reaktionen.

4.1.1 Narkose und Praparation

Vor der Dekapitation erhielten die Tiere das Anasthetikum Ketamin, welches starke
analgetische Eigenschaften besitzt, und Heparin zur Gerinnungshemmung in die Bauch-
hohle. In der sich der Dekapitation anschlieRenden Praparations- und Stabilisierungsphase
vor der Rezirkulation wurden diese Substanzen vollstandig ausgewaschen, so dass
medikamentenbedingte Nebeneffekte ausgeschlossen werden konnten.

In der Etablierungsphase wurde die Praparation des Herzens durch zusatzliche Ligaturen
der Lungenfliigel und der linken vorderen Hohlvene sowie das Vorlegen des Fadens zur
Kandlierung des Truncus pulmonalis nach Integration des Herzens in das Modell optimiert.
Dies leistete einen Beitrag zur '‘Dichte” des Herzens, um das Perfusat ausschlief3lich durch
das koronare Gefallsystem zu leiten. Es gelangten maximal drei Tropfen Perfusat pro Minute
direkt Uber die Herzoberflache nach aulRen. Das entspricht der Menge des auf natirlichem
Wege durch das Myokard bzw. durch LymphgefaRe abflieRenden Transsudats (49). Die
Einhaltung dieser Rate wahrend der einzelnen Versuche indizierte konstante Praparations-
bedingungen. Des weiteren diente sie als Nachweis einer sich physiologisch vollstandig
schliellenden Aortenklappe bei retrograder Perfusion. Die Ligatur des linken Herzohrs in den
Gruppen 'PPArt” und 'PAP+SNP’ war nétig, da die Aufweitung desselben bei erhdhten
Perfusionsdriicken zu einem Verdrangen der zu untersuchenden Herzoberflache vom
Deckglaschen, an welches sich das Objektiv anschloss, gefiihrt hatte.

4.1.2 Das isoliert perfundierte Herz nach Langendorff

Die von Langendorff entwickelte Methode zur Perfusion und Aufzeichnung der Funktion
isolierter Saugetierherzen (52) bietet den Vorteil der Untersuchung bestimmter Reak-
tionsmuster des isolierten Organs unabhangig vom Systemkreislauf (s. Abb. 58). Neuro-
humorale Einflisse sowie kreislaufregulatorische Vorgange, die sich im Gesamtorganismus
direkt auf den koronaren Blutdruck auswirken, bestehen nicht. Im neu etablierten Modell wird
der Perfusionsdruck in Untersuchungen arteriolarer GefalRe vom Untersucher als Solldruck
vorgegeben und garantiert auf diese Weise eine kontrollierte myogene Reaktion. Die
adaquate Pumpreglereinstellung durch den Untersucher wahrend unterschiedlicher Perfu-
sionsdriicke mittels des Programmes Dasy-Lab ermdglicht die Optimierung der Fluss-
konstanz.

Die Untersuchung des koronaren Gefalnetzwerkes im isolierten Herzen stellt eine in situ
Methode dar, bei der sich die Gefal3e in ihrer physiologischen Umgebung befinden. Dies ist
ein grofRer Vorteil gegenliber Untersuchungen isolierter, kanilierter Gefale, denen die Ein-
bettung in das natirliche Gewebe fehlt. Zudem ist die Isolierung der Blutgefalle selbst
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umstritten, da konsekutive GefaRalterationen nicht unwahrscheinlich sind. Aufgrund tech-
nischer Moglichkeiten ist die Untersuchung isolierter Mikrogefalie auf bestimmte Mindest-
gréRen beschrankt. Die kleinsten bisher mit dieser Methode untersuchten Gefale hatten
einen Durchmesser von 40 um (43). Der Vorteil dieser Methode gegenuiber in situ Methoden
bestand bislang in der Moéglichkeit der differenzierten Betrachtung einzelner Regulations-
mechanismen des koronaren Blutflusses einschlieRlich der separaten Beurteilung der
myogenen und der endothelialen Reaktion (43, 44, 48). Mit dem in dieser Arbeit darge-
stellten Modell wird die Einzelbeurteilung koronarer Kontrollmechanismen erstmalig in situ
moglich.

Nachteile der ex vivo Praparationen ergeben sich, sobald der direkte klinische Bezug der
Ergebnisse im Vordergrund steht. Dem Einsatz der anhand eines ex vivo Modells ent-
wickelten, konkreten Therapieansatze mussen Untersuchungen am Gesamtorganismus vor-
ausgehen.

Intervention

TTX-Arretierung e T Isolierung

! !

Kontraktilitat Blutdruck

Gregg-
Phanomen

O,- Koronarer
Bedarf Perfusionsdruck
T T I______'I
I Metabolische : I Myogene ,
| Kopplung | | Reaktion !

GefalRdurchmesser

Abb. 58: Auswirkungen der Isolierung und Arretierung des Herzens auf die die GefaRdurchmesser
regulierenden Mechanismen. Am schlagenden Herzen fande auch eine Beeinflussung der
Kontraktilitat des Herzmuskels durch den koronaren Perfusionsdruck statt (Gregg-
Phanomen).
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4.1.3 Arretierung der Herzen mittels Tetrodotoxin

Tetrodotoxin arretiert in einer Konzentration von 50 pmol/l selektiv herzeigene Muskelzellen,
ohne die Reagibilitat der glatten GefaBmuskulatur zu beeinflussen (53). Letzteres wird durch
die aktive myogene Reaktion in den Untersuchungen der Gruppe 'PPArt" bestatigt. Mit der
Arretierung wurden zwei Ziele verfolgt, einen Beitrag zur maximal méglichen, optischen Auf-
I6sung wahrend der Mikroskopie zu liefern und die Minimierung des kardialen Sauerstoff-
bedarfs auf den Erhaltungsbedarf infolge fehlender elektrischer und mechanischer Aktivitat
des Herzens herbeizufiihren. Der gleichbleibend geringe Sauerstoffverbrauch des Herzens
wahrend unterschiedlicher Perfusionsdriicke in der Rezirkulation mit TTX und eine konstante
Sauerstoffextraktionsrate von weniger als 30 % erlauben den Ausschluss der ursachlichen
Beteiligung metabolischer Kontrollmechanismen am Gesamtergebnis (s. Abb. 14).

Am schlagenden Herzen fliel3t das Blut im wesentlichen wahrend der Diastole in das
arterielle Koronarsystem, da wahrend der Systole eine extravaskulare Kompression der
Gefale entsteht, die zu einer nahezu vélligen Unterbindung des Blutflusses fuhrt (22, 77).
Dieser Einfluss kann am arretierten Herzen nicht in die Untersuchungsergebnisse mit
einbezogen werden.

4.1.4 Mikroskopie und Durchmesserbestimmung

In bisherigen in situ Untersuchungen der koronaren MikrogefalRe mittels Fluoreszenz-
mikroskopie dienten die partielle Immobilisierung des Beobachtungsareals und die mit dem
Herzzyklus getriggerte Epiillumination mittels eines Stroboskops der Optimierung der
optischen Auflésung (s. Kap. 2.7). Das Einbringen von Stahlnadeln in das Myokard und zum
Teil in das unmittelbare Beobachtungsfeld kann dabei zu Alterationen des Gewebes und zur
Freisetzung geféflaktiver Substanzen fuhren, welche die Untersuchungsergebnisse beein-
flussen. Den bisherigen Untersuchungsmethoden ist gemeinsam, dass sich die Beob-
achtungen auf Gefalle mit Durchmessern von > 30 pym bis 40 ym beschranken. Durch die
Arretierung des Herzens und den qualitativ hochwertigen optischen Aufbau war es erstmals
maglich, in situ kleinste koronare Gefalle mit Durchmessern bis unter 10 um zu visualisieren.
Regulationsmechanismen der Mikrozirkulation konnten untersucht werden, ohne durch
methodisch bedingte Faktoren eine Beeinflussung der Ergebnisse beflrchten zu missen.

Ein Kriterium fur die Eignung koronarer GefaRRabschnitte fir die Fluoreszenzmikroskopie ist
ihre Lokalisation in méglichst oberflachlichen Gewebeschichten. Koronare Arteriolen traten
wesentlich weniger haufig in den oberflachlichen Schichten des Epikards auf als urspriinglich
erwartet. Demzufolge dienten zuséatzliche, alternative Protokolle der Studie koronarer Veno-
len, welche haufiger und in grélerer Anzahl dort vorzufinden waren. Dennoch konnte ins-
gesamt nur jeder zweite Mikroskopieversuch zur Auswertung herangezogen werden. Die
Ursache dafur liegt u.a. in der Komplexitat des Modells, welche zum Teil technische Proble-
me mit sich brachte. Versuche, wahrend derer der pH-Wert aulerhalb von 7,32 bis 7,45 lag,
wurden ebenso wie Versuche, in denen die Dauer des Auffindens geeigneter Gefalle zu
einer deutlichen Uberschreitung der stabilen Rezirkulationsphase von 120 Minuten gefiihrt
hatte, von der Auswertung ausgeschlossen. Dies tragt dazu bei, die beobachteten Reak-
tionen und Ergebnisse tatsachlich auf die entsprechenden Stimuli zurtickfihren zu kénnen.
An einem Tier zeigte sich nach Offnung der Brusthéhle ein Situs inversus. Dieser Versuch
wurde aufgrund nicht eindeutiger anatomischer Verhaltnisse aus den Ergebnissen ausge-
schlossen. Da auch bei unproblematischen Versuchsablaufen eine exakte Visualisierung und
Abgrenzungsmadglichkeit der GefalBwande zur Durchmesserbestimmung nicht immer zu allen
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Beobachtungszeitpunkten méglich war, ist die Optimierung der Bildqualitat eine wesentliche
Forderung flr eine Fortsetzung des Projekts. Eine zusatzliche Kontrastverstarkung wahrend
des Versuchs und die Aufarbeitung der Videosequenzen durch eine geeignete Software sind
das nachste Ziel zur weiteren Optimierung des Versuchsmodells.

Arteriolen und Venolen wurden zunachst durch den Betrachter aufgrund ihrer typischen
Morphologie und ihres Verzweigungsmusters identifiziert und in jedem Versuch durch die
Bestimmung der Flussrichtung fluoreszierender Mikrobeads bestatigt. Letzteres geschah
vorzugsweise am Ende der Versuchsphase. Zudem konnten Bolusinjektionen von FITC-
Dextran Hinweise auf die Art des visualisierten Gefallbaumes geben, weil dabei Arteriolen
zuerst, danach Kapillaren und erst einige Sekunden spater Venolen hell aufleuchteten (9).
Um eine vasoaktive Wirkung von FITC-Dextran auszuschliel3en, verglichen Kantsuka et al.
(1990) die Gefallidurchmesser koronarer Arteriolen mit polarisiertem Licht einerseits und mit
FITC-Dextran andererseits. Es zeigten sich keine vasoaktiven Effekte des Fluorochroms.

In dem vorgestellten Modell trennt ein Deckglaschen die Herzoberflache vom Objektiv. Diese
MafRnahme ist unumganglich, da ein Teil des Perfusats mit Fluoreszenzfarbstoff direkt Gber
das Myokard nach aulRen abgeleitet wird. Die Vermischung des farbstoffhaltigen Perfusats
mit dem Tropfen destillierten Wassers bzw. dem Ultraschallgel zur optischen Ankopplung
des Immersionsobjektivs wiirde ansonsten zur Uberstrahlung des Bildes mit Fluoreszenzlicht
aus der Immersionsflissigkeit fihren. Um die Komprimierung von Gewebe zu verhindern,
wurde das Deckglas nur leicht an die Herzoberflache angelegt.

An dieser Stelle sei darauf hingewiesen, dass die Verwendung einer Rollerpumpe mit
lediglich drei Pumpenrollen v.a. bei erhéhten Perfusionsdriicken in einigen Experimenten zu
Bewegungsartefakten flhrte, die sich aus der Pulsatilitdt des Perfusatflusses durch den
Rollenantrieb ergaben. Parallel zu der minitlichen Aufzeichnung von Fluss und Perfusions-
druck und pH-Messungen wurde daher das Verfolgen des zu untersuchenden Gebietes mit
dem Objektiv erforderlich. Um derartige, die Experimente zusatzlich erschwerende Bewe-
gungsartefakte zu vermeiden, sollte fur zukinftige Versuche eine Pumpe mit wesentlich
mehr Pumpenrollen und damit geringer Pulsatilitdét zur Anwendung kommen.

4.1.5 Versuchsprotokoll

Obwohl aus statistischen Griinden eine Randomisiserung der Versuchsabfolge wiinschens-
wert gewesen ware, stand eine feste Reihenfolge der Perfusionsdruckanderungen in den
Protokollen fest (s. Kap. 4.7.1 und 4.7.2). Zu Beginn der Studie war es mangels Erfahrung
nicht sicher absehbar, ob und in wieweit die Mikroskopie wahrend der gesamten Dauer der
Untersuchungen zu den gewinschten, auswertbaren Videosequenzen fiihren wirde. Mit
dem feststehenden Protokoll waren mindestens Aussagen zu den initialen Phasen, also zu
Reaktionen koronarer Arteriolen auf verminderte Perfusionsdriicke moglich gewesen. Die
Uberlegung erwies sich als begriindet, da sich der Kontrast zwischen den GefaRen und das
sie umgebende Gewebe mit zunehmender Versuchsdauer verminderte. In der Gruppe
‘PPArt" gingen nur diejenigen Gefalde in die Auswertung der Ergebnisse ein, die kontinu-
ierlich bis mindestens zu einem Perfusionsdruck von 120 mmHg mit ausreichend optischer
Qualitat visualisiert werden konnten.
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4.2 Ergebnisse

4.2.1 Die myogene Regulationsbreite terminaler, koronarer Arteriolen

4.2.1.1 Gruppenvergleich

Das zweite Ziel dieser Arbeit bestand in der Bestimmung der myogenen Regulationsbreite
terminaler, koronarer Arteriolen. Nach der Praparation wurde das Herz in das modifizierte
Langendorff-Modell integriert und 30 Minuten zur Stabilisierung perfundiert. Nach Um-
schalten auf die Rezirkulation und Arretierung des Herzens schlossen sich die spezifischen
Protokolle zu den drei Gruppen, ‘PPArt", 'PAP+SNP" und 'PPArtKontrolle’, an. Um eine
Beeinflussung der myogenen Reaktion durch hdmodynamische und metabolische Faktoren
ausschlieBen zu koénnen, wurde das Perfusat hinsichtlich Sauerstoff- und Kohlendioxyd-
partialdruck und pH-Wert Gber den gesamten Versuchszeitraum kontrolliert (Tab. 9, 10, 11).

Die Untersuchungsgruppe '‘PPArt" stellte die Hauptuntersuchungsgruppe dar. Der Perfu-
sionsdruck wurde gezielt auf unterschiedliche Druckstufen eingestellt, um Anderungen der
Gefalkdurchmesser infolge einer aktiven Regulation, der myogenen Reaktion, innerhalb des
koronaren Gefalisystems zu beurteilen. Die beobachteten Arteriolen dilatierten nach Vermin-
derung und konstringierten infolge Erhéhung des Perfusionsdruckes. Die Konstriktion von
Gefalen nach Druckerhéhung stellt eine intrinsische Reaktion glatter Gefallmuskelzellen dar
(42), die von Bayliss nach passiver Dehnung der Gefaflwand schon 1902 beschrieben
wurde.

Die Lahmung der glatten GefaRmuskulatur durch Papaverin und Nitroprussid-Natrium vor
Anderung der Perfusionsdriicke fiihrte in der Kontroligruppe 'PAP+SNP’ zu passiven Durch-
messeradaptationen der Arteriolen. Ein verminderter Perfusionsdruck rief in allen Fallen eine
Abnahme der Gefallidurchmesser hervor, wahrend die Erhéhung des Perfusionsdruckes in
den meisten Fallen eine GefalRdurchmesserzunahme durch eine druckbedingte Aufweitung
verursachte. Dieses passive Verhalten der Arteriolen stellt sich graphisch in einer be-
merkenswerten Linearitat der Abhangigkeit der Durchmesseranderung vom Perfusionsdruck
dar. Als weitere Kontrolle diente die Gruppe "‘PPArtKontrolle’, wahrend der der Perfusions-
druck Uber einen Zeitraum von 120 Minuten konstant bei 80 mmHg blieb und alle weiteren
Bedingungen mit der Gruppe '‘PPArt" identisch waren. Die Bestimmung der prozentualen
Durchmesseranderungen wahrend analoger Protokollzeitpunkte ergab konstante Gefaf3-
kaliber. Auf diese Weise konnte ein zeitlicher Einfluss auf die GefalRdurchmesser ausge-
schlossen werden. Die Ergebnisse der zwei Kontrollgruppen bekraftigen die Einschatzung,
dass die Durchmesseranderungen innerhalb der Gruppe '‘PPArt” auf einer aktiven, myo-
genen Reaktion beruhten und dass die Dauer der Rezirkulationsphase keinen Einfluss auf
die Gefalkaliber hatte. Insgesamt wird die Beobachtung von Larach et al. (1990), dass die
Reagibilitat glatter Gefalmuskelzellen nach der Arretierung des Herzens durch TTX in der
gewahlten Konzentration erhalten bleibt, bestatigt.

Die beobachteten Durchmesseranderungen innerhalb der Gruppe 'PPArt’, durch die aktiv
zur Blutflussregulation beigetragen wurde, zeigen eine grélere Streuung als die Durch-
messeranderungen der Gruppe 'PAP+SNP” und 'PPArtKontrolle”. Eine hohe Streuung der
Daten infolge aktiver Durchmesserregulation wurde schon in friheren Untersuchungen
beobachtet (13, 30). In der vorliegenden Arbeit wurden zwar Mikrogefalie einer bestimmten
GroRenklasse beurteilt, eine Differenzierung der Lokalisation dieser Gefalle im koronaren
Gefalsystem war methodisch bedingt jedoch nicht mdglich. Weder Untersuchungen iso-
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lierter GefaRe noch in vivo Experimente erlauben dies. Die Bericksichtigung der Topo-
graphie der Segmente bleibt mathematischen Modellen vorbehalten. Es ist anzunehmen,
dass sich die beurteilten Arteriolen an unterschiedlichen Stellen im Hinblick auf die Gefal3-
verzweigung des koronaren Systems befanden, d.h. dass den untersuchten Arteriolen eine
unterschiedliche Anzahl verschiedener GefaligréRenklassen vorgeschaltet war. Dies hatte
einen unterschiedlichen Basistonus dieser MikrogefaRe bedingt. Die Daten fihren zu der
Annahme, dass der Basistonus einiger Gefalke so hoch war, dass die Zunahme des
Perfusions- und somit intravasalen Druckes die Kontraktionskraft, die diese Gefalle im Sinne
einer myogenen Konstriktion entgegensetzen konnten, Gberschritten. In der Gruppe 'PPArt’
ist dies unabhangig von der Zugehdrigkeit zu einem Herzen zu beobachten (Abb. 19).

Die Analyse der Druck-Fluss-Beziehungen (Abb. 32 bis 34) flihrte zu dem Ergebnis einer
deutlich geringeren Steigung in der Gruppe 'PPArt" verglichen mit der Gruppe 'PAP+SNP’
wahrend zunehmender Perfusionsdriicke. Dies ist eine zwingende Folge der aktiven,
myogenen Regulation im Sinne der Autoregulation, durch welche der Blutfluss unabhangig
von Anderungen des arteriellen Perfusionsdruckes relativ konstant gehalten wird (34). Die
Druck-Fluss-Kurve bei normaler Herzarbeit hat einen stufenférmigen Verlauf mit einem
Plateau mit geringer Steigung im Druckbereich zwischen 60 mmHg und 120 mmHg (58).
Demgegeniber wurde bei verminderter Herzarbeit eine Ausweitung dieses Plateaubereichs
auf niedrigere Drlicke festgestellt (58). Die Arretierung der Herzen und somit die Herab-
setzung der Herzarbeit auf ein Minimum in den vorliegenden Untersuchungen erklart die
lineare Abhangigkeit der einzelnen Flusskurven vom Perfusionsdruck in der Gruppe "‘PPArt’,
da ein steiler Abfall der Druck-Fluss-Beziehung erst bei einem Perfusionsdruck unter
40 mmHg zu erwarten ware.

In einer friiheren Untersuchung an schlagenden Hundeherzen verursachten Adenosin und
zu gleichwertiger Hypotension fihrende Konzentrationen von Nitroglyzerin eine aquivalente
Dilatation arterieller, koronarer Gefalle mit Ausgangsdurchmessern zwischen 20 um und
500 um (30). Dabei konnte ein deutlicherer Effekt auf kleinere Gefallsegmente beobachtet
werden. Der in denselben Experimenten aus der Druck-Fluss-Beziehung ermittelte koronare
Gesamtwiderstand wurde aber deutlich starker durch Adenosin als durch Nitroglyzerin
vermindert. Die vermutete Ursache dieser Diskrepanz lag in einem besonders starken Effekt
von Adenosin auf Widerstandsgefalle, die durch die verwendete Methode nicht visualisiert
werden konnten, d.h. Gefalle < 20 ym. Dies war ein Hinweis auf das enorme Ausmal} der in
diesem Falle metabolisch kontrollierten Widerstandsregulierung im am weitesten distal
gelegenen, arteriolaren GefalRabschnitt. Weitere Untersuchungsergebnisse weisen darauf
hin, dass unter Kontrollbedingungen 55 % des koronaren Widerstandes in Gefalien
< 100 um liegen (11). In der vorliegenden Arbeit wurden zunachst Widerstandsanderungen
der beobachteten GefalRe in den einzelnen Gruppen aufgrund der gemessenen Durch-
messer berechnet. In der Gruppe 'PAP+SNP’, in der die Gefale vor Anderung der Perfu-
sionsdriicke gelahmt wurden, fihrten die Perfusionsdruckminderung und —steigerung zu
Widerstandszunahmen bzw. —abnahmen, die aus einem passiven Verhalten resultierten. In
der Gruppe 'PPArt” verdeutlicht ein mit abnehmendem Perfusionsdruck sinkender Wider-
stand durch Dilatation und mit zunehmendem Perfusionsdruck steigender Widerstand durch
Konstriktion auch an dieser Stelle die aktive Reaktion der Gefale. Um die Relevanz der
Widerstandsregulation in dem durch Mikroskopie erstmalig untersuchten, prakapillaren
Gefallsegment zu beurteilen, wurden die auf Durchmesserdaten basierenden Berechnungen
der Widerstandsanderungen des beobachteten Gefalksegmentes den aus der Druck-Fluss-
Beziehung ermittelten, gesamten, koronarvaskularen Widerstandanderungen gegeniber-
gestellt. Wahrend jeder Stufe der Perfusionsdruckséanderung war das Ausmall der Wider-
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standsanderung gréRer im terminalen, arteriolaren Gefallsegment als im gesamten
koronaren GefalRsystem. Dies deutet darauf hin, dass das untersuchte, terminal-arteriolare
Gefallsegment an der Regulation des gesamtkoronaren Widerstandes entscheidend beteiligt
ist und einen wesentlichen Anteil der myogen vermittelten Anpassung des koronaren
Widerstands an den Perfusionsdruck hat.

4.2.1.2 Mdgliche Ursachen segmentaler Unterschiede

Die Einteilung aller GefalRe in zwei Segmente mit Ausgangsdurchmessern < 10 um und
> 10 um zeigte einen markanten Unterschied im Ausmall der myogenen Antwort. Wahrend
bei weniger stark geadnderten Perfusionsdriicken von 60 mmHg und 100 mmHg die mittlere
Durchmesseranderung sehr ahnlich war und nur einzelne Gefalie des kleinsten Segmentes
bei 60 mmHg deutlich starker reagierten, zeigten KleinstgefalRe (Ausgangsdurchmesser
< 10 um) bei starkerer Anderung des Perfusionsdruckes (40 mmHg und 120 mmHg) auch im
Median deutlichere Reaktionen als der Gefaldabschnitt mit den gréReren Ausgangsdurch-
messern.

Die in dieser Arbeit untersuchten Gefalle haben deutlich geringere Ausgangsdurchmesser
als diejenigen, die folgenden Untersuchungen zugrunde lagen, dennoch erscheinen die
Ergebnisse in diesem Zusammenhang erwahnenswert. Chilian et al. (1990) beschrieben
nach dem Vergleich zweier GefalRgréfienklassen (< 150 pm und > 150 um) und Kanatsuka
et al. (1990) fir arterielle Mikrogefafe < 100 um und > 100 um eine deutlichere Reaktion von
Gefalken mit niedrigeren Ausgangsdurchmessern im Vergleich zu denen mit gréferen
Ausgangsdurchmessern auf eine Absenkung des Perfusionsdruckes. In beiden Studien
wurden Gefalle bis 400 ym in vivo beurteilt. Geht man davon aus, dass ein Teil der in der
vorliegenden Arbeit untersuchten, prakapillaren Mikrogefal’e einer groRe Fille Uberge-
ordneter Segmente nachgeschaltet ist, so ist Folgendes zu bedenken: Mit abnehmendem
Ausgangsdurchmesser fallt bei vermindertem Perfusionsdruck der intraluminale Druck in
Richtung Kapillargebiet. Intravasale Druckmessungen fanden in der vorliegenden Arbeit zwar
nicht statt, doch ist diese Annahme durch plausible Hinweise in der Literatur auf einen
starkeren transmuralen Druck in gréferen Gefafien als in kleineren Arteriolen berechtigt (11,
59, 76). Am schlagenden Hasenherzen in vivo wurde der Druckabfall zwischen Aorta und
Arterien mit abnehmenden Durchmessern beurteilt. Zum Vergleich unterschiedlicher
GroRenklassen erfolgte die Einteilung aller GefalRe in zwei Gruppen, kleiner und grofer als
140 ym Durchmesser. Es bestand ein umgekehrtes Verhaltnis zwischen dem Ausmal’ der
Druckanderungen und den arteriellen Durchmessern, mit dem starksten Druckabfall zwi-
schen Aorta und Arterien unter 140 ym Durchmesser (59). Eine Studie zu mikrovaskularen
Druckverhaltnissen in der linken Herzkammerwand der Ratte ergab keine signifikanten
Druckgradienten zwischen Aorta und grofden Arteriolen bis mindestens 150 um Durch-
messer, wahrend sich in GefalRen < 100 um ein erheblicher Druckabfall zur Aorta zeigte (76).
Als Ursache der unterschiedlichen Ergebnisse groRerer Gefalke (> 140 um bzw. > 150 ym)
wird neben der Beurteilung verschiedener Tierspezies die in letztgenannter Studie invasive
Methode, die zu einer Beeinflussung der Resultate gefihrt haben kann, diskutiert (12). In
den Experimenten wurde das der Untersuchung unmittelbar zugrunde liegende Kam-
merareal durch das Einbringen von Nadeln in das Myokard vollstdndig immobilisiert. Eine
traumatisch bedingte Gefalidilatation hatte eine mafR3gebliche Beeinflussung der Messungs-
ergebnisse zur Folge.
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Indirekte Methoden wie die Computermodellierung, anhand derer das Ziel verfolgt wird,
durch mathematische Simulationsmodelle zur Aufklarung der koronaren Blutflusskontrolle
beizutragen, bauen auf experimentell erworbenen Erkenntnissen auf. Bekannte Regulations-
mechanismen, die insbesondere auf Ergebnissen isolierter Gefalde und auf Interpretationen
der anhand von in vivo Experimenten erbrachten Daten beruhen, werden in mathematischen
Modellen kombiniert, um die komplexe Interaktion der Mechanismen zu begreifen. Ein
wichtiger Aspekt im Zusammenhang mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit ist
folgender: Eine myogene Kontrolle kleinster, arteriolarer Mikrogefalde wird zwar nicht grund-
satzlich ausgeschlossen, mathematische Berechnungen fiihren jedoch zu der Einschatzung,
dass die myogene Aktivitdt vorgeschalteter, groRerer Gefalde zu einer Attenuierung der
Druckanderungen in Kleinstgefalen flhrt, wodurch eine myogene Reaktion kleinster Gefalte
vermindert ware bzw. ausbliebe. Diese Hypothese steht in offensichtlichem Gegensatz zu
den anhand dieser Arbeit ermittelten Daten. In den vorliegenden Untersuchungen wurden
erstmalig auch druckvermittelte Reaktionen prakapillarer Mikrogefalte beurteilt und die
Ergebnisse zeigen, dass Anderungen des Perfusionsdrucks durchaus zu Reaktionen der am
weitesten distal gelegenen Gefallgebiete flihrten. Méglicherweise ist die myogene Reaktion
grolierer Arteriolen in vivo nicht derartig ausgepragt, dass die Druckverhaltnisse in Kleinst-
gefalen von Anderungen des Perfusionsdrucks unbeeinflusst bleiben. Dies sollte bei der
Etablierung indirekter Methoden zur Untersuchung der Regulationsmechanismen der koro-
naren Mikrozirkulation in Zukunft bericksichtigt werden.

Ein weiterer, wichtiger Aspekt der Erklarung des unterschiedlichen Ausmalles der myogenen
Reaktion ist der Aufbau der GefaBwand in den zwei getrennt betrachteten Segmenten.
Histologisch wird die Schicht glatter Muskelzellen ab einem Durchmesser von 20 ym in
Richtung Kapillargebiet ansteigend llickenhaft (6, 26). Ein zunehmend lockerer Zellverband
der Gefallwand koénnte zu einem deutlicher ausgepragten Weitungsvermdgen flihren.
Einzelne KleinstgefalRe dilatierten starker nach Verminderung des Perfusionsdruckes als
Arteriolen mit groReren Ausgangsdurchmessern (s. Abb. 30). Bei einem Perfusionsdruck von
40 mmHg war auch im Mittel eine deutlich starker ausgepragte Dilatation der kleineren
Arteriolen zu beobachten. Die Hypothese eines zunehmenden Weitungsvermdgens bei
Abnahme des vaskularen Muskelzellenanteils wird durch die starkere passive Aufdehnung
der Kleinstgefale (< 10 ym Ausgangsdurchmesser) nach Erhéhung des Perfusionsdruckes
in der Gruppe 'PAP+SNP’ gestitzt. Die im Mittel starkere Konstriktion der kleineren
Arteriolen der Gruppe 'PPArt’” nach Erhéhung des Perfusionsdruckes auf 120 mmHg lasst
sich durch den Anteil gefaleigener Muskelzellen nicht erklaren. Die Erhéhung des Perfu-
sionsdruckes auf 140 mmHg flhrte in der Gruppe 'PPArt" zu einer Konstriktion, deren
Ausmald in den KleinstgefalRen (< 10 ym Ausgangsdurchmesser) im Mittel geringer war als
bei weniger starken Steigerungen des Perfusionsdrucks (s. Abb. 30). Die Annahme einer
ursachlichen Beteiligung hoher Spannungszustande (Basistonus) einiger Gefallwande
wahrend der Ausgangsbedingungen wurde bereits an anderer Stelle (Kap. 6.2.1.1) erlautert.

Chilian et al. (1991) beschreiben eine sehr uneinheitliche Verteilung der a4- und op-
adrenergen Rezeptoren in der epikardialen Mikrozirkulation. Ahnlich kénnten auch die
zellularen Strukturen, die die myogene Reaktion vermitteln, wie spannungsaktivierbare
lonenkanale in den untersuchten Gefalkabschnitten unterschiedlich exprimiert sein. Ein
maoglicher Einfluss weiterer, bisher unbekannter Faktoren auf die beobachteten Durch-
messerveranderungen prakapillarer Arteriolen (< 10 ym Ausgangsdurchmesser) kann nicht
ganzlich ausgeschlossen werden.
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4.2.2 Die myogene Regulationsbreite postkapillarer, koronarer Venolen

Die Untersuchung der myogenen Regulationsbreite postkapillarer, koronarer Venolen stellte
ein weiteres Ziel dieser Arbeit dar, welches es alternativ bei Nichtauffinden geeigneter
Arteriolen zu verfolgen galt. Bisher fanden Venolen, die in wesentlich hdherer Anzahl in den
oberflachlichen Schichten des Epikards vorzufinden sind, deutlich weniger Beachtung als
arteriolare WiderstandsgefalRe. In den Arteriolenversuchen steuerte der Computer zur Auf-
rechterhaltung eines vorgegebenen Solldrucks die Pumpenleistung. Bei Entschluss zu einem
Versuch der Gruppen "Venolen” oder "KontrolleVenolen” wurde der vorherrschende Koronar-
fluss abgelesen und sodann der Pumpenantrieb manuell auf die Leistung eingestellt, die zu
der zuvor bestimmten computergesteuerten Flussrate bei einem Perfusionsdruck von
80 mmHg flihrte. Dem Protokoll entsprechend erfolgte bei konstantem Fluss durch manu-
ellen Pumpenantrieb daraufhin die stufenweise Erhéhung des rechtsatrialen und somit
vendsen Druckes in der Gruppe "Venolen” bzw. die Perfusion Gber 120 Minuten bei kon-
stanten rechtsatrialen Druckverhaltnissen.

Aufgrund des geringen Beitrags zum koronaren Gesamtwiderstand, beschrankt sich die
Datenauswertung venolarer Gefalle in dieser Arbeit auf die Bestimmung der prozentualen
Durchmesseranderungen. Die Ergebnisse der Versuchsgruppe "Venolen™ verdeutlichen,
dass die stufenweise, rechtsatriale Drucksteigerung zu einer graduellen Durchmesser-
zunahme des Uberwiegenden Teils der Venolen flhrte, wahrend einige Gefale ihren Durch-
messer bei 5 cmH,O und 10 cmH20 verminderten (Abb. 50, 51). Dies bestatigt die zweite
Hypothese der vorliegenden Arbeit, die besagt, dass die Erhéhung des Druckes des rechten
Vorhofs und damit in den koronaren Venen einen Einfluss auf postkapillare Venolen-
durchmesser hat.

In der Gruppe "KontrolleVenolen” wurden die Herzen im Verlauf der Rezirkulationsphase mit
konstanter Flussrate ohne Anderung des rechtsatrialen und somit vendsen Druckes
perfundiert. Dennoch stieg der Perfusionsdruck im Verlauf einiger Versuche und somit im
Mittel der Gruppe deutlich an (Tab. 14). Abbildung 57 veranschaulicht, dass zwar Durch-
messeranderungen stattfanden, diese in ihrem Ausmal} aber nicht denen der Gefale der
Gruppe "Venolen” entsprachen. Des Weiteren ist keine systematische Tendenz der Durch-
messeranderungen ersichtlich. Erklaren lasst sich die Zunahme des Perfusionsdrucks durch
eine im Verlauf der zugrundeliegenden Versuche zunehmende Odematisierung des Herz-
gewebes. Die mit einem erhdhten Gewebedruck einhergehende Kompression der Gefale
wirde sich vor allem auf das Kapillargebiet auswirken, in dem jede Muskelzelle von Aus-
tauschgefalen umgeben ist. Demzufolge wirde der Druck in den arteriellen Gefalen
ansteigen, wodurch sich der vor der Aortenkanile gemessene Perfusionsdruck ebenfalls
erhohte. Vendse Gefalle blieben davon weitgehend unbeeinflusst.

Obwohl die Untersuchungen im hier dargestellten Modell keine intravaskuldren Druck-
messungen erlaubten, ist davon auszugehen, dass die Erhéhung der dem Koronarsystem
nachgeschalteten Wassersaule in der Gruppe "Venolen” sekundar eine analoge Druck-
erhdhung in den Venolen zur Folge hatte. Verschiedene Hypothesen kénnen zur Erklarung
der Ergebnisse herangezogen werden. Kuo et al. (1993) beobachteten an isolierten Venolen,
dass die Erhéhung des intravasalen Druckes auf 20 cmH20 bis 40 cmH2O eine deutliche,
initiale Durchmesserzunahme hervorrief, der sich eine Gefal3konstriktion anschloss, welche
aber nicht zum Unterschreiten der Ausgangsdurchmesser fihrte. Eine derartige, schwach
ausgepragte myogene Reaktion ist auch in den hier untersuchten Gefallen denkbar. Die zu
einer Unterschreitung ihrer Ausgangsdurchmesser fihrende Kontraktion einzelner Venolen
koénnte ein Hinweis auf eine in diesen Gefalien ausgepragtere myogene Reaktion sein.
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Alle untersuchten Gefalte wurden ihrem Ausgangsdurchmesser entsprechend in zwei Grup-
pen (< 15 ym und > 15 um) eingeteilt und verglichen. Die Durchmesser kleinerer Venolen
nahmen mit steigendem, atrialem Druck starker zu als diejenigen gréRerer Venolen. Das
vorherrschende Kennzeichen der Venen ist die Dehnungsfahigkeit ihrer GefaRwand (56). Da
gefalleigene Muskelzellen erst mit zunehmender GréRRe der Venolen in die Wand eingelagert
sind, kommt eine gréRere Compliance bei geringer ausgepragter myogener Reaktion in
kleineren GefalRen als Ursache der deutlicheren Durchmesserzunahme bei Druckerhéhung
in Betracht. Die Compliance scheint eine wichtige Rolle bei der vendsen Widerstands-
verteilung zu spielen.

Die Regulationsmechanismen koronarvendser Gefalte nehmen in ihrer Bedeutung fir die
Regulation der Herzdurchblutung zu, wenn ihr Anteil am gesamtvaskularen Widerstand, z.B.
infolge ausgepragter arteriolarer Dilatation, deutlich ansteigt (47).

4.2.3 Gesamtbetrachtung und Ausblick

Ergebnisse experimenteller Untersuchungen und klinische Beobachtungen geben eindeutige
Hinweise darauf, dass ein wesentlicher Teil der gesamtkoronaren Widerstandsregulation in
der Mikrozirkulation stattfindet. Um das komplexe Wechselspiel verschiedener, inter-
agierender Kontrollmechanismen zu erfassen, ist primar das Verstandnis jedes einzelnen
involvierten Faktors hinsichtlich der Regulation entlang der GefalRsegmente, der effektiven
Regulationsbreite und der zellularen Signalwege essentiell. Eine separate Betrachtung der
beteiligten Regulationsmechanismen in den kleinsten Gefallen der koronaren Mikrozirku-
lation wird durch das neu etablierte Modell zum ersten Mal in situ méglich. Einflisse des
Systemkreislaufs werden ebenso wie die neurohumorale Kontrolle durch die Organisolierung
unterbunden, und wechselnde metabolische Einflussfaktoren kénnen durch Minimierung des
Sauerstoffbedarfs auf den Erhaltungsbedarf bei einem kontrollierten Sauerstoffangebot
ausgeschlossen werden. Die flussvermittelte, endotheliale Reaktion stellt einen weiteren
wichtigen Regulationsmechanismus dar. Eine ursachliche Beteiligung desselben an den
dargestellten Ergebnissen ist nicht vollstandig auszuschliel3en, jedoch deuten sowohl in vivo
(72) als auch in vitro (43, 48) Studien darauf hin, dass Regulationen, die durch veranderte
Flussverhaltnisse hervorgerufen werden, ihre Wirkung vornehmlich in stromaufwarts befind-
lichen Arteriolen der Mikrozirkulation mit Durchmessern um 200 um entfalten. Kuo et al.
(1995b) beobachteten ein umso starkeres Ausmald der flussinduzierten Reaktion, je groRer
der Ausgangsdurchmesser der Arteriolen war. Die Untersuchung des flussabhangigen,
endothelialen Kontrollmechanismus in Gefalten mit Durchmessern von < 30 ym war Mangels
einer geeigneten Methode bislang nicht mdglich, eine Beteiligung an den in dieser Arbeit
ermittelten Ergebnissen scheint aufgrund genannter Studienergebnisse jedoch eher unwahr-
scheinlich. Zum Nachweis wird die selektive Enzymblockade der fir diesen Mechanismus
wichtigen NO-Synthase bei einer zu der Gruppe 'PPArt" ansonsten identischen Untersu-
chung vorgeschlagen.

Bislang galt das GefalRsegment der kleinsten koronaren Arteriolen, in dem die hochste
Sensitivitat gegeniiber gewebeeigenen Ubertragerstoffen beobachtet wird (13, 30, 36, 37,
48), als die Domane der metabolischen Kontrolle. Die Untersuchungen dieser Arbeit flihren
zu dem Ergebnis, dass auch die mit Anderungen der Druckverhaltnisse einhergehende,
myogene Reaktion ein hohes Ausmal} in prakapillaren Arteriolen hat und einen wesentlichen
Beitrag zur Kontrolle des Gesamtwiderstandes des Koronarsystems leistet.
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Das vorgestellte Modell ermdglicht weitere Studien, die zu wichtigen Erkenntnissen einzelner
Regulationsmechanismen der koronaren Mikrozirkulation flihren kénnen. Bei der Einordnung
der erbrachten Ergebnisse in den Gesamtzusammenhang der Herzfunktion ist zu be-
achten, dass in vivo erst die standige Interaktion einer ganzen Reihe von Faktoren zur
physiologischen und pathologischen Blutflussregulation fihrt. Vasokonstriktorische und —
dilatatorische Faktoren kénnen dabei in Konkurrenz treten. Es ist ferner zu bedenken, dass
Anhaltspunkte fir eine unterschiedliche Effektivitat der den koronaren Fluss regulierenden
Mechanismen in Epi- und Endokard bestehen (41). Durch TTX wurden in den dargestellten
Untersuchungen die Kontraktionen des Herzens unterbunden. Diese fuhren am schlagenden
Herzen zu einem Anstieg des intramyokardialen Gewebedrucks, der in der Systole zum
Kollabieren eines Teils der Gefale fuhrt. Es ist zu beachten, dass endokardnahe Schichten
deutlich starker durch den entwickelten Kammerdruck beeinflusst werden als solche des
Epikards (26). Der intramyokardiale Einfluss verschiedener Herzzyklusphasen auf die
Durchmesser epikardialer, arterieller Mikrogefalie wird kontrovers diskutiert (4, 37, 75).

Um weitere, detaillierte Einblicke in die Regulation der koronaren Durchblutung zu erhalten,
bestehen sich dieser Arbeit anschlieRende Ziele in der Beurteilung des Einflusses der
Gewebeoxygenation und in der Untersuchung der Effektivitdt bestimmter vasodilatierender
Verbindungen mit unterschiedlichen Wirkungsmechanismen, z.B. Nitroprussid-Natrium
(direkte NO-Freisetzung) und Bradykinin (Rezeptor vermittelte NO-Freisetzung) auf die
arteriolare Endstrombahn des Herzens. Dieses Wissen kdnnte einen wichtigen Schritt zur
Bestimmung geeigneter, pharmakologischer Wirkstoffklassen beim Einsatz gegen mikro-
vaskular bedingte, koronare Herzkrankheiten, wie das Syndrom X, leisten.

Die durch das neuartige Modell mégliche Visualisierung epikardialer Gefafte bis < 10 um und
die Beurteilung der den Blutfluss regulierenden Mechanismen in diesen Gebieten soll auf
diese Weise insgesamt zum Verstandnis der &tiologischen Rolle kleinster, epikardialer
MikrogefalRe bei ischamischen Herzkrankheiten und in Zukunft auch zur Beschreibung
geeigneter Therapieansatze beitragen.
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