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REFERAT UND BIBLIOGRAPHISCHE BESCHREIBUNG

Hintergrund: lloprost hat in klinischen Studien einen positiv inotropen Effekt im Sinne
eines gesteigerten linksventrikuldren Herzindex und des maximal moglichen Druckanstiegs
auf das Myokard gezeigt.

Zielsetzung: Wir formulierten die Arbeitshypothese, dass lloprost einen direkten positiv
inotropen Effekt austibt.

Methoden: Stellvertretend fur linksventrikuldres Myokard wurde von 22 Patienten
rechtsatridles Myokard des Vorhofohres im Rahmen eektiv  durchgefihrter
kardiochirurgischer Operationen (Bypass, Aortenklappenersatz und Kombination) entfernt.
Aus den gewonnenen Préparaten wurden vier Vorhoftrabekel (je zwel Trabekel Kontroll-
und Verumgruppe) isoliert und in enem Organbad kontinuierlich mit gepufferter
Tyrodel6sung gespult und elektrisch mit 1 Hz stimuliert. Die Kontraktionskrafte wurden mit
einem Kraftaufnehmer ermittelt und durch einen Schreiber dokumentiert. Iloprost bzw.
Iloprost-Tréagerlosung wurde in einer aufsteigenden Konzentrationsreihe (1 pg/ml — 100
ng/ml) eingesetzt. Die maximal mogliche Kontraktionskraft wurde durch Stimulation mit
107 M Isoprenain ermittelt.

Ergebnisse: Iloprost tibt weder einen positiv noch negativ inotropen Effekt in den getesteten
Konzentrationen aus. Die Trégerldsung wirkt negativ inotrop, d.h. die Kontraktionskraft des
rechten Vorhoftrabekels nimmt mit abnehmender Verdinnung der Tragerlésung ab. Die
ermittelten Kontraktionskréfte waren weder abhdngig von der Masse der prdparierten
Trabekel, noch von einer medikamentdsen V orbehandlung mit Betabl ockern.
Schlussfolgerung: Die Arbeitshypothese konnte durch den gewéhlten Versuchsaufbau nicht
bestétigt werden. Ob lloprost direkt positiv inotrop auf das linksventrikuldre Myokard wirkt,
muss in eéinem anderen experimentellen Aufbau Gberprift werden, z.B. in enem Tiermodell.

Rodenbéck, Gerold: Experimentelle Untersuchungen zum Einfluss des Prostazyklin-
Anaogons Iloprost auf die Kontraktilitét humaner V orhofmuskulatur.
Hale, Univ., med. Fak., Diss,, 54 Seiten, 2004
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VERZEICHNIS DER ABKURZUNGEN UND SYMBOLE

ACE Angiotensin-converting enzyme
cAMP Zyklisches Adenos nmonophosphat
cGMP Zyklisches Guanosinmonophosphat
Cl Cardiac Index

CO Cardiac Output

EDHF Endothelium-derived hyperpolarisation factor
HZV Herzzeitvolumen

IP Iloprost

KOF K orperoberflache

LCW Left cardiac work

LCWI Left cardiac work index

LVEDP Left ventricular end diastolic pressure
MPAP Mean pulmonary arterial pressure

n Anzahl

NO Stickstoffmonoxid

NO; Stickstoffdioxid

p Signifikanzniveau

PCWP Pulmonary capillary wedge pressure
PDE Phosphodiestererase

PGl Prostaglandin I,

PVR Pulmonary vascular resistance

SD Standardabweichung

SV Schlagvolumen

S\ Schlagvolumenindex

SVR Systemic vascular resistence

TPG Transpulmonaler Gradient

ZVD Zentralvendser Druck







1 EINLEITUNG

1.1  Diagnostische und therapeutische Optionen be pulmonaler

Hypertonie
Die pulmonae Hypertonie ist ein Krankheitshild, das durch eine chronische Erhéhung des
pulmonal-arteriellen Mitteldruckes (MPAP) gekennzeichnet ist. Definitionsgemal wird ein
MPAP > 25 mmHg (> 30 mmHg unter Belastung) as Kriterium herangezogen (Schéfers H
und Seeger W 2001). Klinisch gekennzeichnet sind die meisten Patienten durch die Trias

1) Dyspnoe

2)  anndhernd normales Thorax-Rontgenbild

3) anndhernd normale Lungenfunktion und Blutgasanalyse
Atiologisch wird die pulmonale Hypertonie durch die WHO wie folgt eingeteilt:

Tabelle 1 — Einteillung der pulmonalen Hypertonie nach WHO

Pulmonal-arterielle Hypertonie Primére pulmonale Hypertonie
Pulmonal-arterielle Hypertonie bel Risikofaktoren
Pulmonal-vendse Hypertonie Linksseitig atriale/ventrikul&re Herzkrankheit
Linksseitig valvulare Herzkrankheit
Extrinsische Kompression der zentralen
Pulmonalvenen
Pulmonale-veno-okklusive Lungenkrankheit
Pulmonale Hypertonieim Rahmen  Chronisch obstruktive Lungenkrankheit
von Lungenerkrankungen Diffuse-parenchymattse L ungenkrankheiten
und/oder Hypoxamie Schlaf-assozierte Krankheiten
Zentrale aveolare Hypoventilation
Chronische Hohenexposition
Neonatale Lungenkrankheiten
Chronische thrombembolische
pulmonale Hypertonie
Pulmonale Hypertonie infolgevon  Entziindlich (Sarkoidose, Histiozytose X)

Lungengefasskrankheiten Pulmonal e kapillare Hamangiomatose

Kardiochirurgisch relevant sind v.a. Patienten mit terminaer Herzinsuffizienz aufgrund
einer dilatativen Kardiomyopathie oder einer ischémischen Herzkrankheit. So weisen mehr
as die Halfte der zur Transplantation vorgesehenen Patienten eine pulmonale Hypertonie



mit Erhdhung der pulmonalvaskuldren Widerstdnde von mehr als 2,2 Wood-Einheiten auf
(Bourge RC, et al., 1991; Kirklin JK, et al., 1988).

Mehr as ein Viertd aler Todesféle, innerhab der ersten drei Monate nach orthotoper
Herztransplantation, ereignen sich aufgrund eines Rechtsherzversagens des Spenderorgans,
das dch an die bereits préoperativ bestehende pulmonale Hypertonie nicht adaquat
adaptieren kann (Tenderich G, et al., 1998). Daher stellen nach den Richtlinien der
Bundesédrztekammer eine fixierte, d.h. durch Medikamente kaum zu beenflussende,
pulmonale Hypertonie von mehr als 240 dyn x s'cm® oder drei Wood-Einheiten und/oder ein
transpulmonaler Gradient (TPG) von mehr as 15 mmHg eine Kontraindikation zur
Herztransplantation dar (Baldovinos A, et al., 2000). ( 1 Wood Einheit = 80 dyn x &/ cm” )
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Thrombose
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Abb. 1.1 — Schematische Darstellung verschiedener pathophysiologischer V erédnderungen im Rahmen
der pulmonalen Hypertonie. Zum pulmonalen Remodelling fihren verschiedene Krankheitsbilder, die
funktionelle und anatomische Verdnderungen der Lungengefél3e nach sich ziehen. Die pulmonale
Hypertonie wird dabei von einer Vasokonstriktion und manchmal kleineren Gefalithrombosen begleitet.
(aus: Siegenthaler, Klinische Pathophysiologie, 8. Auflage, 2001.)
Es ist daher verstandlich, nach diagnostischen und therapeutischen Optionen zu suchen, um
die Prognose der Patienten gunstig zu beenflussen. Neben der doppler-
echokardiographischen  Untersuchung und  rontgenologischen  Bildgebung  sowie
Untersuchungen zur Lungenfunktion (Spiroergometrie, Blutgasanalyse) hat sich besonders
die Rechtsherzkatheteruntersuchung zur Erfassung der hdmodynamischen Parameter wie

MPAP, TPG und pulmonal-vaskulérer Widerstand (PVR) in der Lungenstrombahn etabliert.



Zusétzlich lasst sich mit dieser Methode die Ansprechbarkeit auf pulmonale V asodilatatoren
Uberprifen. In der Regel kommen Nitrate, Kaziumantagonisten oder intravends
verabreichbare Prostanoide zum Einsatz. Damit l&sst sich einersaits das Risiko fur en
frihpostoperatives Versagen der Spenderherzens anndhernd quantifizieren, andererseits die
medikamentdse Ansprechbarkeit in der postoperativen Phase abschétzen.

Als entscheidender Nachteil intraventser pulmonaler Vasodilatatoren muss die haufig
beobachtbare systemische Hypotension angesehen werden, die den konsequenten Einsatz
dieser Substanzen limitiert (Kieler-Jensen N, et al., 1993).

1.11 Regulation der pulmonalen Vasomotorik

Die pulmonade Strombahn unterliegt, dhnlich der zerebralen Autoregulation, enem
eigenstandigen Regulationsmechanismus. Drei vasodilatierende Substanzen spielen eine
entscheidende Rolle bei der Relaxation der Gefalimuskulatur.

o Stickstoffmonoxid, NO: Dieses nur wenige Sekunden stabile Gas vermittelt
die pulmonale Vasodilatation und wurde frither als ,,endothelium-derived
relaxing factor” bezeichnet (Palmer RM, et al., 1987). Die NO-vermittelte
Wirkung erfolgt Uber die Stimulation einer Guanylatzyklase, die zu einem
Anstieg des intrazelluléaren zyklischen Guanosinmonophosphats (cGMP)
fuhrt (Furchgott RF und Zawadzki JV 1980). Erstmalig wurde 1988 Uber eine
erfolgreiche, selektive Drucksenkung im Pulmonaisstromgebiet bel
Patienten mit primérer pulmonaler Hypertonie berichtet (Higenbottam T, et
al., 1988). Seither wird NO haufig zur Behandlung bel Patienten mit ARDS
oder kongenitalen Herzvitien eingesetzt (Ramsay MA, et al., 1999). Einen
Nachtell der NO-Therapie stellt die Methamoglobinbildung dar. Aufserdem
reagieren nicht ale Patienten auf NO (Non-Responder). Weiterhin kann ein
sog. Rebound-Phénomen be abruptem Absetzen der NO-Therapie
beobachtet werden (Atz AM, et al., 1996).

e Prostaglandin 1,: Dieses Produkt des Arachidonsdurestoffwechsels entsteht
durch Aktivierung der Cyclooxygenase, die as zentraler Angriffspunkt
nichtsteroidaler Antiphlogistika gilt (Bergstrom S, et al., 1963). Da nur freie
Arachidonsdure as Substrat der Cyclooxygenase dienen kann, wird durch
Phospholipase A, die Membransténdigkeit aufgehoben. Die Synthese des
funktionell wirksamen PGl erfolgt anschlief?end in Gefél3endothelien durch

die Einwirkung verschiedener Enzyme. Prostaglandin I, ist vasodilatierend



im koronaren, mesenchymalen, renalen und pulmonaen Stromgebiet und
hemmt die Thrombozytenaggregation. Daneben fuhrt es zu einer Hemmung
der Magensauresekretion und stimuliert die Darmmotilitdt. In Thrombozyten
aktiviet PGl, die Adenylatizyklase, was zu ener Erhohung des
intrazelluldren cAMP fihrt.
e Endothelium-derived hyperpolarisation factor, EDHF: Dieser Faktor wurde
1988 erstmals von Feletou und Vanhoutte im Rahmen von Untersuchungen
zur Hyperpolarisation von Gefél3endothelien erwdhnt und ist seither
Gegenstand intensiver Forschung (Feletou M und Vanhoutte PM 1988).
Neben den beiden bereits genannten vasodilatativen Mediatoren, existiert ein
dritter, durch EDHF induzierbarer  Signdweg. Als derzeitig
wahrscheinlichste Erkldrung fuhrt eine durch verschiedene Ursachen
hervorgerufene Hyperpolarisation des Gefdllendothels und der darunter
liegenden glatten Gefél3muskulatur zu einer Vasodilatation (Triggle C und
Ding H 2002). Wahrscheinlich werden bestimmte Kaium-Kandle in der
glatten Muskulatur und in den Endothelzellen selbst aktiviert. Aktuell konnte
die chemische Natur von EDHF noch nicht geklart werden. Cytochrom-
P450-erzeugte Arachidonsiurederivate und Wasserstoffperoxid wurden z.B.
in den letzten Jahren ds EDHF angesehen. Fir pharmakologische
Untersuchungen stehen die wirksamen Inhibitoren der Kalzium-abhéngigen
Kdium-Kandle Apamin und Charybdotoxin zur Verfigung. Funktionell wird
EDHF as sog. Back-up System bel Ausfal des NO und PGI,-Systems
angesehen, d.h. es steht auch bel ener endothelialen Dysfunktion ein
vasodilatierendes ~ System zur Verfligung. Endothelium-derived
hyperpolarisation factor kann im Gegensatz zu NO nicht durch oxidativen
Stress inaktiviert werden. Kritisch anzumerken ist jedoch, dass die Rolle von
EDHF bisher kaum untersucht wurde und daher Uber den Stellenwert im
Rahmen der pulmonaen Vasomotorik nur spekuliert werden kann (Edwards
G, et al., 2001).
Der Anstieg der beiden second-Messenger CAMP und cGMP kann einerseits durch eine
direkte Wechsalwirkung auf die Myosinkinase andererseits durch Verminderung der freien
Kdziumionen im Zytosol eine Vasodilatation bewirken. Sowohl cAMP ds auch cGMP
haben sehr kurze Halbwertszeiten und werden rasch durch Phosphodiesterasen abgebaut.
Eine Hemmung der Phosphodiesterasen, z.B. durch Dipyridamol potenziert diesen Effekt.
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Abb. 1.2 — Schmatische Darstellung der Wechselwirkung zwischen Endothel- und glatten
Gefal3muskelzellen. Neben PGI, und NO spielt der Endothelium-derived Hyperpolarisation Factor,
EDHF eine wichtige Rolle. Besonders bei endothelialer Dysfunktion kann EDHF im Gegensatz zu den
beiden erstgenannten Substanzen noch eine Vasodilatation ermdglichen. (aus: Siegenthaler, Klinische
Pathophysiologie, 8. Auflage, 2001.)
Vasokonstringierend auf die Lungenstrombahn wirken vor adlem Endothelin 1 (ET1),
Thromboxan A,, und Angiotensin |l (Schdfers H und Seeger W 2001; Schror K 1992).
Daneben haben enige Wachstumsfaktoren, Gerinnungsfaktoren und
Entziindungsmediatoren vor dlem im Rahmen des pulmonden Remodellings bei
chronischen Lungenerkrankungen eine wichtige Rolle eingenommen. Zu ihnen zdhlen zum
Beispid Thrombin, der Platelet-derived growth factor, der Tumornekrosefaktor und
Interleukin-1. Die im Rahmen der pulmonaen Hypertonie stattfindenden Verénderungen
des Lungenendothels und tellweise des Lungenparenchyms fihren auch zur verringerten

Ansprechbarkeit auf medikamenttse V asdilatatoren wie Iloprost.

1.1.2 lloprost, ein synthetisches Prostaglandin-Derivat zur Senkung des pulmonalen
Widerstandes

lloprost ist ein synthetisches Carbazyklinderivat des natirlichen Prostaglandin I,

(Epoprostenol). Nachstehende Abbildung zeigt die chemische Struktur:
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Abb. 1.1 — Chemische Struktur von Illoprost. Durch die Strukturdnderungen ergeben sich deutliche

pharmakokinetische Unterschiede. Wéhrend die Halbwertszeit von PGI, bei etwa 30 sliegt, betrégt sie

bei Iloprost initial 4 min und nach Metabolisierung etwa 23 min. Wahrend v.a. die Lungenendothelien

zur Verstoffwechselung endogener Prostaglandine dienen, wird lloprost kaum in der Lunge inaktiviert.

Das erklart u.a. auch die hohe Potenz dieses Medikaments. (modifiziert aus: Hentschler, Pharmakologie

und Toxikologie, 6. Auflage, 1993)
Urspriinglich aus Samenflissigkeit isoliert und als Prostatasekret angesehen (daher auch die
Namensgebung) zeigte sich, vor alem durch die Arbeiten von Bergstrom, Samuelsson und
Vane, dass PGl, der starkste bekannte endogene Vasodilatator ist (Bergstrom S, et al.,
1963). Neben dieser Eigenschaft hemmt lloprost in Konzentrationen von 10 bis 10%° M
durch einen Ca’*-abhéngigen Mechanismus u.a. die Thrombozytenaggregation (Bugiardini
R, et al., 1986; Bugiardini R, et al., 1985; Chiariello M, et al., 1988; Darius H, et al., 1986;
DariusH, et al., 1987).
Arachidonsdure bildet die Ausgangssubstanz fir die endogene Synthese von Prostazyklinen,
Leukotrienen und Thromboxanen. Iloprost hemmt ebenfals die durch Thrombozyten
verursachte Leukozytenaktivierung- und adh&sion und kann somit zu einer Verringerung
inflammatorischer Prozesse an Gefél3endothelien und im menschlichen Vollblut fihren
(Gryglewski RJ 1980; Clapp LH, et al., 2002). Durch Serotonin und Histamin ausgel 0ste
mikrovaskulare Odeme konnten, zumindest in vitro, ebenfalls vermindert werden (Muller B,
et al., 1987). Klinische Indikationen fur lloprost spiegeln neben dem Einsatz als pulmonaler
Vasodilatator dieses angiologische Wirkungsspektrum wieder (Darius H, et al., 1986;
Mélillo E, et al., 1995; Merritt JE, et al., 1991):

o arterielle Verschlusskrankheit
e Vaskulitiden

e Thrombangitis obliterans



Durch die Veflgbarkeit seektiver, in die pulmonae Strombahn applizierbarer
Vasodilatatoren, hat sich in den letzten Jahren das Konzept der selektiven pulmonaen
Vasodilatation etabliert. Dabel wird das Ventilations-/Perfusionsverhdtnis verbessert ohne
dabel den systemischen Widerstand stark zu beeinflussen. Wie bereits beschrieben, fuhrt
lloprost zu einer starken Aktivierung der cAMP-abhangigen Adenylatzyclase. Der
Vasotonus wird v.a. durch das Zusammenspiel von cAMP, cGMP und Kazium gesteuert.
Hohe Kalziumspiege fihren zu einer Konstriktion glatter Geféal3muskelzellen und damit zu
einer Zunahme des Gefditonus. Erhéhte cAMP und cGMP-Spiegel scheinen die
Wechsalwirkung zwischen den Muskelproteinen Aktin und Myosin zu reduzieren und
konnen damit direkt die Kontraktilitét verringern (MetsaeKetela T 1981). Aul3erdem wird
durch die zyklischen Nukleosidphosphate zytosolisches Kazium gebunden und steht damit
fur den Kontraktionsprozefd nicht mehr zur Verfigung. Auch dieser Mechanismus erkléart,
warum lloprost ein potenter Vasodilatator ist (Grant SM und Goa KL 1992).

lloprost wird durch f-und ©-Oxidation metabolisert und Uber verschiedene
Zwischenprodukte as Glukuronsaure oder as Schwefelsdure-Konjugat ausgeschieden. Die
Metabolite werden zu rund 70 % renal und 30 % hiliar eliminiert. Unerwiinschte Wirkungen
von lloprost treten bei intraventser Verabreichung in Konzentrationen von bis zu 2 ng/kg
KG /min nicht auf. Das Anwendungsverbot in der Schwangerschaft und Stillzeit resultiert
aus der bei Ratten beobachteten Wachstumsretardierung der Akren.

Mittlerwelle liegen fir die inhaative Langzeitbehandlung von Patienten mehrere Studien
vor und bis auf gelegentliche Flush-Phanomene, leichten Hustenreiz und Nausea bel
Therapiebeginn zeigten sich keine unerwinschten Wirkungen. Selten wurde  Uber
Gelenkschmerzen und Empfindungsstérungen der Zunge berichtet. Aktuell besitzt 1loprost
be der Therapie des akuten respiratorischen Distress-Syndroms (ARDS) und bel
bestimmten Formen der pulmonalen Hypertonie einen festen Stellenwert (Wamrath D, et
al., 1993; Balzer K, et al., 1991; Fiessinger JN und Schafer M 1990). Die Zulassung von
lloprost as inhalierbares pulmonal-selektives Medikament zur Behandlung der pulmonaen
Hypertonie wurde vor dlem aufgrund der Ergebnisse der AIR-Studie erteilt (Olschewski H,
et al., 2002).

Ein Vortell der inhalativen Iloprost-Applikation ist die mdgliche intermittierende Gabe,
welche weiterhin nicht an ene maschinele oder zumindest nicht-invasve

Beatmungsformen zwingend gebunden ist.



12 Hamodynamische Wirkungen von inhalativer Iloprostapplikation
Die in unserer Klinik durchgefiihrten Studien zur Evaluation von lloprost bel Patienten mit
pulmonaler Hypertonie im Rahmen der Evaluation zur Herztransplantation zeigten, dass die
inhalative Gabe von 50 pg Iloprostaerosol bei 29 méannlichen Patienten mit ischdmischer
bzw. dilatataiver Kardiomyopathie den pulmonaen Widerstandsindex (PVRI) und den
mittleren pulmonalen Druck senken konnte (Sablotzki A, et al., 2003; Sablotzki A, et al.,
2002a; Sablotzki A, et al., 2002b). Der systemische arterielle Mitteldruck und der
systemische Widerstand blieben dagegen unverdndert. Es konnte zusétzlich eine Zunahme
des Cardiac Index und eine Abnahme des pulmonaen kapilldren Verschlussdrucks
beobachtet werden.

Im direkten Vergleich mit Stickstoffmonoxid, einem ebenfals potenten pulmonaen
Vasodilatator, konnte Iloprost sowohl MPAP as auch PVR deutlich starker senken ds
Stickstoffmonoxid. Der MPAP war um 9 % niedriger as unter der wirksamsten NO-
Konzentration und der PCWP war knapp 13 % niedriger als unter optimaer NO-
Konzentration.

lloprost erzielte darlber hinaus eine signifikante Steigerung aler kakulierten Indices der
Linksherzarbeit: Linksherzarbeit (LCW), Linksherzarbeitsindex (LCWI), linksventrikuldre
Auswurfarbeit (LVSW) und linksventrikulérer Auswurfsarbeitsindex (LVSWI) (Sablotzki
A, et al., 2002a). Trotz einiger methodischer Einschrankungen lassen unsere Studien den
Schluf? zu, dass die linksventrikuldre Vorlast unter inhalativer Vasodilatation vermindert
wird. Trotzdem kam es zu einer Zunahme des Schlagvolumens. Diese Tatsache lasst sich
nicht hinreichend durch den Frank-Starling-Mechnismus erklaren. Insuffiziente Ventrikel,
wie die unserer untersuchten Patienten, zeigen einen insgesamt abgeflachten Kurvenverlauf.
Physiologisch fiihren daher Veranderungen der Vorlast zu weitaus geringeren Anderungen
der Auswurfleistung als beim Herzgesunden. In den Studien unserer Klinik ist es daher
unwahrscheinlich, dass die Zunahme des Schlagvolumens durch Anderungen der Vorlast
bedingt war.

Es lag daher die Vermutung nahe, dass Iloprost einen direkten positiv inotropen Effekt auf
das Herz ausiibt. Vorstellbar wére, dass Iloprost zum Tell ausgewaschen wird und durch die
systemische Zirkulation in den linken Ventrikel gerét. Diese Vermutung bildetet die
Grundlage fur die Arbetshypothese dieser Dissertation. Tierexperimentell im Schwein
konnte Ubrigens diese Annahme durch ene Arbetsgruppe fur inhaatives Iloprost



nachgewiesen werden (Bruhn S, et al., 2001). Studien am humanen Myokard wurden bisher
jedoch noch nicht durchgeftihrt.



2 ZIELSTELLUNG

In der vorliegenden Arbeit wurde humanes Vorhofmyokard wéhrend herzchirurgischer
Operationen gewonnen und in den Versuchen eingesetzt.

Arbeitshypothese war die Vermutung, dass Iloprost einen direkt positiv inotropen Effekt auf
humanes V orhofmyokard austibt.

Grundlage dieser Hypothese bildete die Beobachtung, dass inhdativ appliziertes lloprost bei
Patienten mit erhohten pulmonal-arteriellen Mitteldriicken und Widersténden diese nicht nur
reduzieren kann, sondern zusétzlich zu einer Senkung der linksventrikuldren Vorlast fuhrt.
Trotzdem kam es zu einer Steigerung des linksventrikuldren Schlagvolumens und zu einer
Zunahme der linksventrikuléren Arbeitsindices.

Zunéchst sollte gepruft werden, ob die konzentrationsabhéngige Stimulation von humanem
Vorhofmyokard im Organbad zu einer Zunahme der Kontraktilitét fihrt. Folgenden
Tellaspekten wurde besondere Beachtung geschenk:

1) Anhand der Ansprechrate auf eine lloprost-Stimmulation sollte herausgefunden
werden, ob es besonders gunstige kardide Ausgangsbedingungen fir eine
lloprost-Therapie gibt.

2) In welchen Konzentrationsbereichen lasst sich eine besonders effiziente
Inotropie beobachten?

3) Gibt es, dhnlich wie be der Inhalation mit NO, auch kardiale Non-Responder,
die nicht auf lloprost ansprechen?

4) Wielange lasst sich eine positive Inotropie beobachten?

5) Ist der gewdhlte Versuchsaufbau im Organbad eine geeignete experimentelle
Umgebung, um unsere Arbeitshypothese zu testen?

6) Spiegeln die erzielten Resultate am Vorhofmyokard die Situation am linken
Ventrikel wieder oder kénnen nur eingeschrankte Aussagen getroffen werden?
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3 MATERIAL UND METHODEN
3.1 Patienten

Insgesamt wurden von 22 Patienten humanes Vorhofmyokard des rechten Vorhofes
wéahrend des kardio-chirurgischen Eingriffes entnommen und fir die Untersuchungen
verwendet. Dabel handelte es sich um Telle des rechten Vorhofohres, welches fir die
ventse Kanulierung entfernt wurde.

Alle Patienten wurden vor der Operation ausfuhrlich Uber die wissenschaftlichen
Untersuchungen mit dem entnommenen Geweben informiert. Von alen Patienten liegt eine
schriftliche Einversténdniserklarung (informed consent) vor. Die Entnahme von Teilen des
Vorhofmyokards wurde durch ein positives Votum der Ethikkommission der Martin-Luther-
Universitét Halle-Wittenberg bewilligt.

3.2 Chemikalien und M aterialien

Tabelle 2.1 — Eingesetzte Chemikalien und Materialien

NaCl Merck, Darmstadt
KCl Merck, Darmstadt
MgCl, Merck, Darmstadt
NaHCO3 Merck, Darmstadt
Iloprost (Iloprost™) Schering AG, Berlin
Grobwaage PZ 2100 Sartorius, Gottingen
Feinwaage CBP 210S Sartorius, Gottingen
Verstiarker Servomed Hellige

Stimulator 215/11 Hugo Sachs Elektrotechnik
Schreiber Servorec 460 Gossen Metrawatt
Wegaufnehmer/Transducer Eigenproduktion
Doppelwandorganbéder Eigenproduktion
Thermostat Lambda

3.21 Herstelung der Iloprost-Losung fur die Versuche

Iloprost wurde von der Fa. Schering, Berlin, bezogen. Wirkstoff und Trégerlsung wurden
in getrennten Ampullen geliefert. Eine Ampulle lloprost enthielt 0,027 [loprost-
Trometamol, Ethanol 96 % (v/v), Natriumchlorid, Salzsdure 3,65 %, Wasser fir
Injektionszwecke. Vor Versuchsbeginn wurden der Wirkstoff in der Tragerldsung gemischt
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und mit Tyrodelésung in der gewinschten Konzentration verdinnt. Leider ist die genaue
Zusammensetzung der Tragerlosung Offentlich nicht zuganglich und so wurde die
Trégerlosung — wie lloprost — mit Tyrodeldsung gemischt und diente as Kontrolle. Das
bedeutete, dass die Konzentrationen an Tragerlosung fir jede angegebene Badkonzentration

sowohl in der Verum- as auch Kontrollgruppe identisch war.

Tab. 2.3 — Verdinnungsreihe fur die Herstellung der Organbadexperimente

Tube-Nr. Iloprost 20 pg/ml Tyrodepuffer Menge/10 ml Badkonzen-
[l] [l] Bad [ ] tration
1 100 Origina 0 45 100 ng/ml
5 30 pl aus Tube 1 30 9 10 ng/ml
11
10 pl aus Tube 2 7 1 ng/ml
3 1:10 0
10 pl aus Tube 3 20 300 pg/ml
4 90
1:100 7 100 pg/ml
10 pl aus Tube 4 20 30 pg/ml
5 90
1:1000 9 10 pg/ml
6 10 pl aus Tube 5 9 10 1 pg/mi
1:10000

Begonnen wurde mit der kleinsten Konzentration, d.h. mit der Ldsung aus Tube-Nr. 6.

3.3  Préparation der Vorhoftrabekel
Insgesamt wurden von 22 Patienten Telle des rechten Vorhofohres entfernt.
Einschlusskriterien fr die Benutzung der rechten V orhdfe waren:
e Elektiv-Operation
e Sinusrhythmus
e Bypassoperation oder kombinierte Bypassoperation mit Aortenklappenersatz
Fur die Messung der Kontraktion konnten Trabekel dler 22 préparierten Vorhofe
verwendet werden. Ausschlusskriterien zur Benutzung der V orhdfe waren:
e Vorbestehende absolute Arrhythmie
e Voroperationen am Herzen
e Erkrankungen der Mitralklappe

e Notfalloperationen
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Unmittelbar nach Entfernung von Anteilen der rechten Atria wurden diese in korperwarmer
hepariniserter Vollblutlésung Uberfihrt und in das Versuchdabor transportiert und in
oxygeniertem Tyrode-Puffer (s.u.) inkubiert. Die Experimente zur Messung der Inotropie
erfolgten im Durchschnitt 60 min nach operativer Entfernung des rechten V orhofohres.

Die egentliche Prdparation der Vorhoftrabekel erfolgte in oxygenierter Tyrode-L6sung
(mmol/l: NaCl 119,8; KCl 5,4; CaCl, 1,8, MgSO, 1,05; NaH,PO, 0,42; NaHCO; 23,5;
Glukose 5,05; EDTA 0,05; Ascorbinsdure 0,28) bael Raumtemperatur, um eine inadaquate
Oxygenierung zu verhindern.

Die rechten Vorhofe wurden so prapariert, dass Trabekel von 4 — 5 mm Lange und < 1 mm
Durchmesser gewonnen werden konnte. Es sollte nach Moglichkeit keine mechanische
Belastung (Zug, Scherkrifte) auf die Trabekel ausgeiibt werden, um die Kontraktilitdt zu
erhalten. Anhaftendes kardiales Gewebe wurde unter Schonung des die Trabekel
bedeckenden Endokards entfernt. Die préiparierten Trabekel konnten nur dann benutzt
werden, wenn mindestens zwei funktionstiichtige Trabekel-Muskelstreifen gewonnen

werden konnten.

Abb. 2.1 — Ein gewonnenes Prdparat eines rechten Vorhofes. Man beachte die im Vergleich zum
linken Ventrikel recht diinn ausgeprégte Muskulatur. Zur besseren Préparierbarkeit wurden die Vorhdfe
mit feinen Nadeln fixiert.

Funktionierende Trabekel wurden an den Enden an eénem Haken mit diinnem Faden fixiert

und in die Messapparatur eingehangt.
3.4  Versuchsaufbau
Stammldsung A: 2,99 M NaCl

0,13 M KCl
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1,05 M MgCl,
225M CaCl,
Stammlésung B: 0,59 M NaHCO3
Stamml6sung C: 0,042 M NaH,PO,

Fur die Herstellung der Tyrode-L6sung wurden 40 ml Stammldsung A mit 38 ml
Stammlésung B und 41 ml Stammlosung C gemischt. Anschlief3end wurde durch
Zugabe von EDTA eine Endkonzentration von 0,05 mmol/l und durch Zugabe von
Ascobinsdure eine  Endkonzentration von 0,28 mmol/l hergestellt. Die
Endkonzentration von Glucose wurde auf 5,05 mmol/l adjustiert.
Die Erfassung der Kontraktilitét der Vorhoftrabekel erfolgte in einer Apparatur, die eine
dynamische Kraftmessung ermoglichte. In der nachfolgenden Abbildung ist zum besseren
Verstandnis ein vergrosserter Ausschnitt aus der Apparatur dargestellt.

Abb. 2.2 — Versuchsanordnung zur Erfassung der Kontraktionskraft humaner kardialer Vorhof-
muskulatur. Zur schnelleren und effizienteren Versuchsdurchfilhrung sind vier Messeinrichtungen
parallel nebeneinander angeordnet. Alle gemessenen Signale in den jeweiligen Apparaturen kdnnen
durch eigene Messverstérker unterschiedlich stark verstarkt werden.

14



Es befinden sich in einem Stativ zwel Aufhangungspunkte, in die das Préparat eingehangt
wird. Ein Aufhéngepunkt ist fest fixiert, wahrend der andere mit einem Kraftaufnehmer
gekoppelt ist. Dieser kann dynamisch die auftretenden Kraftanderungen messen und in
elektrische Signale umwandeln. Eine konstante Temperatur wird durch ein Thermostat
geregelt und die Tyrodeldsung kann durch eine Gasfritte kontinuierlich mit CO, begast
werden. Aufgrund starker individudler Unterschiede missen die gemessenen Signale
unterschiedlich verstérkt werden. Zur Dokumentation der Messwerte wurde ein
Schnellschreiber  verwendet, der die gemessenen Kraftverlaufe im zetlichen Verlauf

dokumentiert. Die Messwerte wurden nach Abzug der V orspannung dokumentiert.

Abb. 2.3 — VergroRerte Darstellung der eigentlichen Messkammer. Sie besteht aus einem
doppelwandigen Geféss (Funktion als Warmekammer) und kann durch eine Gasfritte im Boden
kontinuierlich begast werden. Die Gefél3e enthielten 10 ml Tyrode-L6ésung. Die Temperatur wurde
kontinuierlich mit einem Pumpsystem und einem Thermostat auf 37 °C konstant gehalten.
Inotrope Substanzen erhthen die Kontraktionskraft eines Muskels, d.h. be eektrischer
Stimulation mit einem identischen Reiz fuhrt eine inotrope Substanz zu einer Zunahme der
gemessenen Kraft. Die in diesen Versuchen benutzten Trabekel préparate wurden mit einem
rechteckigen elektrischen Gleichspannungspuls von 1 Hz Uber 5 ms stimuliert. Die Hohe
des Reizes lag dabei etwa 20 % Uber der Reizschwelle (Mittelwert 8 V, Range 3 — 12 V).
Die gemessenen Kraftwerte wurden unter Abzug der Vorspannung von 4,9 mN
aufgezeichnet.
Nach Einhdngen der Prédparate in die Messapparatur, wurden iiber 60 min eine

Aquilibrierung im Tyrodebad vorgenommen. Wihrend dieser Phase wurde die Tyrode-
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Losung dle 10 min gewechselt. Mit diesem Vorgehen kénnen anhaftende Eiweildreste (oft
an Schaumbildung erkennbar) und ggf. vorhandene M edikamentenreste ausgespult werden.
Nach Ablauf der angegebenen Aquilibrierung und einer erfolgten Kontrollregistrierung
wurde lloprost in Trégerlésung fur jewels 10 min mit der kleinsten Konzentration
beginnend in das Tyrodebad mit Vorhofmuskulatur gegeben. Folgende Konzentrationen
[pg/ml] wurden eingesetzt:

0, 1, 10, 30, 100, 300, 1000, 10000, 100000.

Da insgesamt vier Messapparaturen zur Verfigung standen, konnten die Versuche mit je
zwel Trabekelpraparaten in der Versuchs- und je zwel in der Kontrollgruppe durchgefihrt
werden. Die Kontrollgruppe wurde mit Iloprost-Trégerlosung dlein stimuliert. Die
»Konzentration« war die gleiche wie die lloprost-Ldsung nur ohne Wirkstoff.

Abb. 24 — Darstellung des eingehdngten Trabekels (siehe Pfeilspitze) im doppelwandigen
Organbadgefa. Das distale Ende wurde durch ein Gewicht fixiert. Proximal dient eine Nadel zur
Fixierung des Trabekels an den Kraftaufnehmer.
Waéhrend der Iloprost-Behandlung wurden Uber den Schreiber die Messwerte aufgezeichnet.
Die Stimulation aler vier Trabekelpraparate einer Versuchserie mit 107 M Isoprenalin as
stark wirksame inotrope Substanz wurde zum Abschluss durchgefihrt, um enen
Gesamteindruck Uber die maxima mogliche Kontraktilitét der verwendeten Préparate zu
bekommen.

35  Statistische Auswertung

Die gemessenen Werte wurden in ein Excel-Tabelle Ubertragen (Microsoft Corp., Redmond,
USA). Mittels der deskriptiven Statistik wurden statistische Kenngrof3en wie Mittelwert,
Standardabweichung, Median und  Konfidenzintervalle  berechnet.  Statistische
Gruppenunterschiede zwischen Kontroll- und Wirkstoffgruppe wurden nach Prifung auf
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Normalverteilung mit parametrischen Verfahren (t-Test fur unverbundene Stichproben =+
Welch-Korrektur  fdls Standardabweichungen in den  Stichproben  signifikant
unterschiedlich waren) berechnet. Teilweise kam bel nicht-normalverteilten Werten, der
Mann-Whitney-White-Test zum Einsatz. Unterschiede innerhab einer Gruppe, z.B. der
Kontrollgruppe, wurden zundchst mit einer Varianzanadyse fur mehrfache Messungen
ausgewertet und en post-Test (Tukey-Kramer fir multiple Vergleiche) wurde nur dann
eingesetzt, wenn p < 0,05 in der Varianzanayse erreicht wurde.

Als statistische Software kam InStat (GraphPad Inc., SanDiego, USA) und SPSS 11.0
(SPSS Inc., Chicago, USA) zum Einsatz. Die graphische Darstellung erfolgte mit Origin 6.0
(Microcal Inc., Northhampton, USA).

Alle p-Werte sind zweiseitig angegeben und wenn nicht anders aufgefthrt handelt es sich
immer um Angaben des Mittelwertes £ Standardabweichung. Als Signifikanzniveau wurde
stets p < 0,05 angenommen.
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4 ERGEBNISSE
4.1 Demographische Daten

Die demographischen Daten der 22 Patienten, denen das rechte Vorhofohr entnommen
wurde, sind in den folgenden Tabellen dargestellt.

Tabelle 4.1 — Demographische Daten

Parameter Wert
Alter 58 + 11 Jahre, Median: 60,5 Jahre
Grofe 170 + 10 cm, Median: 170 cm
Gewicht 84 + 11 kg, Median: 85 kg
Geschlecht
Manner 17
Frauen 5
NYHA-Stadium
I 1
[ 17
[l 3
vV
CCS-Stadium
I 2
[ 13
[l 7
Koronare Herzkrankheit 17

Aortenklappenerkrankung
Kombination

Um zu untersuchen, ob vorbestehende Verdnderungen der kardialen Leistungsfahigkeit zu
einem unterschiedlichen Ansprechverhalten auf eine lloprostgabe reagieren, wurden die
wéahrend der préoperativen Herzkatheteruntersuchung erhobenen Daten Herzindex,
Auswurffraktion und Schlagvolumen ebenfalls dokumentiert.
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Tabelle 4.2 — Pré&operativ erhobene kardiale L eistungspar ameter

Parameter Wert

Auswurffraktion 57 + 16 %, Median: 61 %

Herzindex 248 = 0,72, Median: 2,49 (1,60 — 4,82)
1/(min x m?)

Schlagvolumen 492 + 1,46, Median: 4,65 (3,10 — 9,70)
1/min

Systemischer Widerstand 1180 + 412 dyn x s/cm’, Median: 1216 (320
— 1146)

Pulmonaler Widerstand 131 + 67 dyn x s/cm®, Median: 112 (68 —
297)

Schlagvolumenindex 38 + 9 mI/m?, Median: 38 (n=9)

Enddiastolisches Volumen 162 £ 81 ml, Median: 134 (n = 13)

Zentralventser Druck 5,76 = 3,05 mm Hg, Median: 5 (n=17)

Herzfrequenz 72 + 14 1/min, Median: 69 (n = 10)

4.2  Qualitat der préaparierten Vorhoftrabekel

Die Quadlitét der praparierten Trabekel spielt eine wichtige Rolle fur den Versuch, denn
kaum kontraktile Trabekel erlauben keine Aussage Uber den Einfluss einer inotropen
Substanz. Zum Zweck der Beurteilung der gewonnen Trabekel wurden diese vor Beginn des
eigentlichen Versuches, wahrend der Aquilibrierungsphase, auf ihre Qualitat hin gepriift.
Wichtigstes Kriterium war eine ausreichend erhalten gebliebene Kontraktilitat.

Tabelle 4.3 — Zuordnung der préparierten Trabekel zu funktionellen Klassen

Klasse Anzahl %
| (sehr gut kontraktil) 6 6,8
I (méaldig bis gut kontraktil) 72 81,8
I11 (schlecht kontraktil) 10 11,4
Summe 88 100

Anndhernd 90 % der préparierten Trabekel zeigten eine funktionell erhaltene Kontraktilitat
und 11 % der Trabekel eine schlechte Kontraktilitét. Keiner der préparierten Trabekel war
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funktiondos. Insgesamt konnte somit eine fur die Versuchsdurchfihrung brauchbare
Trabekel population gewonnen werden.

Aus Tabelle 4.3 lassen sich jedoch bezliglich des Funktionserhaltes wahrend der Stimulation
mit Iloprost bzw. Trégerldsung keine Aussagen machen.

4.3  Kontraktilitdtsmessungen am isolierten rechten Vorhoftrabekel
Organbadversuche stellen eine Mdéglichkeit zur Messung mdglicher inotroper Effekte von
Substanzen auf isolierte Muskulatur dar. Im von uns gewéhlten Versuchsaufbau wurden die
vier praparierten Trabekel eines Vorhofohres von je einem Patienten mit lloprost bzw.
lloprost-Tragerlosung (je zwel Trabekel mit Tragerldsung bzw. Wirkstoff) inkubiert und die
Kontraktilitdt in Form der gemessenen Kraft (abgeleitet aus der Muskelverkirzung wahrend
der Kontraktion) aufgezeichnet. Die maxima mdgliche Kontraktionskraft wurde mit
Isoprendin, einer stark wirksamen inotropen Subtanz, im Anschlufd an die Stimulation mit
lloprost bzw. Trégerldsung bestimmt.

Die gemessenen Kréfte sind als Mittelwert £ Standardabwei chung nachfolgend aufgelistet:

Tabelle 4.3 — Kraftmessung [mN] wahrend der Stimulation mit Iloprost

Konzentration Kontrolle Iloprost o Wert
[pg/ml] (n= 44 Trabekel) (n =44 Trabekel)

0 348+191 3,93+2,29 0,48
1E0 (1) 3,32+1,83 3,82+£2,35 0,43
1E1 (10) 312+1,77 3,77+2.30 0,30
3E1 (30) 2,94 +1,73 341+228 0,44
1E2 (100) 2,74 + 1,64 3,21+2.28 0,43
3E2 (300) 2,59+ 1,64 2,97 +2,16 0,50
1E3 (1000) 2,44 +1,59 2,85+2,12 0,50
1E4(10000) 2,29+ 1,58 2,79 +2,33 0,41*
1E5(100000) 2,12+1,50 287+251 0,23
|soprenalin 107 M 7,55 + 2,66 7,61+2,72 0,95

Anmerkung: 't-Test zwischen den beiden Subgruppen wurde mit Welch-Korrektur ausgefiihrt, da die
Standardabweichungen zwischen Kontroll- und lloprostgruppe sich signifikant (p = 0,016 bzw. p =
0,032) unterschieden.
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Obwohl sich fur keine der getesteten Konzentrationen zwischen der Kontroll- und [loprost-
gruppe ene dtatistische Signifikanz errechnen lief3, finden sich innerhab der beiden
Gruppen statistische Unterschiede (p < 0,0001, ANOVA mit post hoc-Test). Es fdlt auf,
dass mit zunehmenden lloprost-Konzentrationen, aber auch in der Kontrollgruppe mit
lloprost-Tragerlosung, die gemessene Kontraktionskraft wahrend der Versuchsdauer
tendenzidl eher abnimmt. In der Kontrollgruppe sind ale gemessenen Kontraktionskréfte
bei Stimulation mit Konzentrationen > 10" pg/ml und in der mit lloprost behandelten
Gruppe > 10° pg/ml gegeniber dem Ausgangswert (0 pg/ml) statistisch signifikant
erniedrigt (mindestens p < 0,05).

12 4

11 4 | XXXN lloprost
10 =] *** p<0,001 gegeniiber dem Nullwert “V

%T [

Kraft [mN]

11 1 | S Kontrolle
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Abb. 4.1 — Graphische Darstellung der gemessenen Kréfte unter Iloprost-Stimulation im Vergleich zur
Kontrollgruppe (lloprost-Trégerl6sung). Die maximale mogliche Kontraktionskraft fir den jeweiligen
Trabekel wurde im AnschluR an die lloprost-Stimulation bzw. lloprost-Tréagerlésung mit 107 M
Isoprenalin (Iso) induziert. Werte als Mittelwert £ SD aufgefihrt, statistische Vergleiche innerhalb der
Gruppen mit Varianzanalyse fur Mehrfachmessungen und anschlieRendem post hoc Test Tukey-
Kramer. *** p<0,001 gegentiber dem Nullwert.
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Die maxima mogliche Kontraktionskraft der einzelnen Trabekel wurde mit 107 M
Isoprendin, einer stark pogitiv inotropen Substanz nach Abschluss der Messungen mit
lloprost und der Trégerlosung gemessen. Sie ist im Vergleich zu unstimulierten Trabekeln
in Verum- und Kontrollgruppe (Nullwert) anndhernd doppelt so hoch (p < 0,05).
In einer linearen Regressionsanalyse fanden sich fur die Kurvenverléufe in Kontroll- und
Verumgruppe folgende Geradengleichungen:

e Kontrollgruppe: y=-0,17x + 3,46

e |loprostgruppe: y =-0,16x + 3,92
Praktisch verlaufen aufgrund der gleichen Steigung damit beide Geraden im untersuchten
Konzentrationsbereich fast paralel, lediglich der Schnittpunkt mit der y-Achse ist
unterschiedlich. Iloprost fuhrt in dieser Versuchsreihe somit weder zu einer positiven noch
negativen Wirkung.
Welterhin sind sofort anhand der Standardabweichungen die relativ hohen Schwankungen
innerhalb der gemessenen Werte ersichtlich. Um dies noch besser zu verdeutlichen, wurden
die Messwerte der lloprost- und Kontrollgruppe as Box- und Whisker-Plots dargestellt.
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Abb. 4.2 — Darstellung aller Messwerte (jeweils n = 44 pro Stimulationszeitpunkt) der Kontrollgruppe
in einem Box-und Whisker-Diagramm. Die einzelnen Messwerte sind links neben den Whiskers
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aufgefiihrt. Oberer und unterer Rand der Boxen geben die 75. bzw. 25. Perzentile an, der Median ist
durch einen Querstrich in der Box dargestellt. Anhand der Lage des Medians kann man abschétzen, ob
es sich um eine symmetrische oder um eine schiefe Population handelt. Das kleine Symbol (o) in der
Box zeigt den Mittelwert auf. Die Whiskers (lange Striche an den Boxen) zeigen hier das 1-99 %
Perzentil an. Man beachte auch die schiefen Verteilungen innerhalb der Boxen, z.B. bei K1E4, K1E5

und KIso.
Aus obigem Diagramm wird sofort eine Problematik des Versuchsaufbaues deutlich.
Obwohl von einem Vorhofohr eines Patienten jewells zwel Trabeke in die Kontroll- und
zwel Trabekel in die Verumgruppe zugeteilt worden sind, streuen die Messwerte aler
gemessenen Kréfte zu einem bestimmten Messzeitpunkt, z.B. bei 300 pg/ml, ganz erheblich.
Auch die vier Trabekel eines einzigen Patienten kdnnen ganz unterschiedlich reagieren. In
der Verumgruppe ergab sich ein sehr dhnliches Bild. Ein kleiner Unterschied findet sich

lediglich im Ausmal3 der Streuung.
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Abb. 4.3 — Box- und Whisker-Diagramm aller Messwerte in der lloprost-Gruppe. (o) Mittelwert, (-)
Median, (*) Begrenzung hier der 99. und 1. Perzentile. Die Boxen werden von den Quartilen begrenzt.

Aufgrund der starken Streuung in Kontroll- und Verumgruppe wurde das Verhdltnis der
gemessenen Kréfte bel einer bestimmten Konzentration zur maximal moglichen Kraft eines
jeden Trabekels nach Isoprenain-Stimulation berechnet. Jedoch zeigt sich auch hier kein
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Unterschied zwischen beiden Gruppen, d.h. Kontrolle und Iloprost unterscheiden sich
statistisch nicht (Tabelle 4.3). lloprost fuhrt nicht zu einer Zunahme der Kontraktionskraft
im betrachteten Konzentrationsbereich, sondern dhnlich der Stimulation mit Tragerl6ésung
ohne Verum zu einer messbaren Abnahme der Kontraktilitat.

Tabelle 4.3 — Vergleich der Verhaltnisse gemessene Kraft/Maximalkraft zwischen
Kontroll- und Verumgruppe

_ Kontrolle |loprost
Konzentration [ pg/ml] p-Wert
(n= 44 Trabekel) (n= 44 Trabekel)

0 0,45+ 0,19 0,53+ 0,25 0,28
1E0 (1) 0,43+ 0,18 0,51+ 0,25 0,24
1E1 (10) 0,41 +0,17 0,51+ 0,25 0,13
3E1 (30) 0,38+ 0,17 0,45+ 0,23 0,29
1E2 (100) 0,35+ 0,15 0,42 + 0,23 0,26
3E2 (300) 0,33+ 0,15 0,38+ 0,22 0,37
1E3 (1000) 0,31+ 0,15 0,36 + 0,21 0,41
1E4(10000) 0,29+ 0,15 0,35+ 0,23 0,31
1E5(100000) 0,27 + 0,15 0,35+ 0,23 0,16
|soprenalin 107 M 1 1

Anmerkung: 't-Test wurde mit Welch-Korrektur durchgefiihrt, da sich die Standardabweichungen

signifikant unterschieden (p = 0,032).
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Wie sich unstimuliette Trabeke
25

lloprost as Stimulans verwendet wurde, spielte
Kontraktionsverhalten wahrend der mehr as 70 min Versuchsdauer verhielten, konnte

Konzentration [pg/m ]
denn es konnten keine signifikanten Veranderungen gegentiber den

Isoprenalin as stark postiv inotrope Substanz konnte eine signifikante

Abb. 4.4 — Darstellung der Verhaltnisse zwischen den gemessenen Kraft- und den Maximalwerten in
hervorrufen (p < 0,05).

der Kontroll- und Verumgruppe. Mittelwert + SD.
selbst keinen Einfluss auf die Kontraktilitét hat. Vielmehr konnte die Tragerlésung zu den

Kontrollen beobachtet werden. Eine starke Ermidung konnte weitgehend ausgeschlossen
aufgrund der limitierten Anzahl der Messpldtze nicht untersucht werden. Moglicherweise

Es wird be genauerer Betrachtung auch klar, dass Iloprost in unserer Versuchsanordnung
Zunahme der Kontraktilitét, nach Beendigung der Inkubation mit Iloprost bzw. in den

hétten Ermudungserscheinungen so erfasst werden kénnen.

beobachteten Trends beitragen. Ob
praktisch keine Rolle,

werden, denn
Kontrollen,



4.4  Beeinflussung der Kontraktilitat durch Storgrofien

441 Trabekelmasse als Stérgrolie

Es gibt vielfdtige Storgrofien, die die beschriebene Versuchsdurchfihrung beeinflussen
konnen. Eine ausfuhrliche Besprechung findet sich in der Diskussion. Einen mdglichen
Einfluss auf die Kontraktionskraft der einzelnen Trabekel konnte die Masse der Trabekel
haben, denn es ist theoretisch moglich, dass schwerere Trabekel mit einer hoheren
Muskelmasse auch eine starkere Kraftentwicklung wadhrend der Stimulation zeigen. Zu
diesem Zweck wurde die Masse der einzelnen Trabekel bestimmt und zundchst mit einer
linearen Korreationsanayse versucht herauszufinden, ob ein Zusammenhang zwischen
Masse und gemessener Kraft besteht. Die nachfolgende Abbildung zeigt zwel
Streudiagramme (engl. scatterplot) der Trabekelmassen aufgetragen gegen die gemessenen
Kréfte nach Stimulation mit Isoprenain bzw. Tragerl6sung.
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Abb. 4.5 — Streudiagramme Trabekelmasse gegen gemessene Kraft. A) Werte der Kontrollgruppe fur
Stimulation mit 10" M Isoprenalin. B) Werte der Kontrollgruppe fir Stimulation mit 10° pg/ml
Trégerlosung. Nur in diesen beiden Fédlen konnte eine signifikante Korrelation zwischen
Trabekelmasse und Kontraktionskraft gemessen werden.
Um von der Masse auf die entwickelte Kontraktionskraft zu schlief3en, wére eine
Regressionsanalyse notwendig, die eine sicher abhangige und eine unabhangige Variable
voraussetzt. Da jedoch die Masse der Trabekel bel der Préparation nicht beeinflusst werden

konnte (vielmehr wurde auf intakte Trabekel geachtet) bietet sich lediglich die Bestimmung
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des Korrelationskoeffizienten nach Spearman an, um die Stérke der Beziehung zwischen
Masse und gemessener Kraft zu bestimmen.

Berechnet wurden fur Kontroll- und Placebogruppe dle Koeffizienten fiur dle
Stimulationspunkte. Es zeigte sich, dass es in der Kontrollgruppe lediglich enen
Zusammenhang zwischen Masse und Kraft be Stimulation mit 107 M Isoprenalin
(Kontrollgruppe: rs = 0,367, p = 0,014) und zusitzlich bel einer Konzentration von 10°
pa/ml Trégerloésung gibt (rs = 0,34, p = 0,021). Fur dle anderen Fdle fand sich kein
signifikanter Korrelationskoeffizient. Praktisch hat damit die Masse der préparierten
Trabekel keinen Einfluss auf die entwickelte Kontraktionskraft bei Stimulation mit Iloprost
bzw. Tragerlosung.

Die Massen der praparierten Trabekel in Kontroll- und Verumgruppe unterschieden sich
statistisch Ubrigens nicht (Tabelle 4.4.).

Tabelle4.4 — Vergleich der Trabekelmassen [mg] in Kontroll- und Verumgruppe

Kontrollgruppe Iloprostgruppe
Parameter p-Wert
n = 44 Trabekel n = 44 Trabekel
Mittelwert 45+ 32 49+42 0,85
Median 4 4
Min — Max 1-15 1-20

Anmerkung: ‘Mann-Whitney-White-Test, nichtparametrisch, da die Populationen nicht normalverteilt
waren.
442 Medikamente als Storgrolie
Die meisten herzchirurgischen Patienten unterziehen sch ener Operation nach
mehrjahriger konservativer Behandlung bel niedergelassenen Fachérzten. Zudem haben
viele Patienten, z.B. mit koronarer Herzkrankheit, weitere kardiovaskulére Erkrankungen,
z.B. Hypertonie und Hypercholesterindmie. Zur Behandlung der Hypertonie werden
verschiedene Medikamente eingesetzt, u.a. Betablocker. Diese Substanzen sind mittlerweile
Therapeutika erster Wahl bei Hypertonie. Betablocker wirken negativ inotrop, d.h. se
verringern die Kontraktionsfahigkeit des Herzmuskels durch Blockade der beta-adrenergen
Rezeptoren.
Fur unsere untersuchte Fragestellung konnte die meist mehrjdhrige Therapie mit
Betablockern eine wichtige Storgrofe sein. Es ist bekannt, dass Betablocker die
Ansprechbarkeit des Herzens auf positiv inotrope Substanzen verringern konnen. In einer
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Subgruppenanalyse wurden daher die Messergebnisse von Patienten mit und ohne

préoperativer Betablockade verglichen.

Tabelle 4.5 — Kraftmessung [mN] mit und ohne Betablockade (K ontrollgruppe)

Betablockade

Ja

Nein

Konzentration [ pg/ml] _ _ . p-Wert
(n= 17 Patienten)  (n = 5 Patienten’)
0 371194 271+£175 0,31
1E0 (1) 3,56 £ 1,85 2,49 + 1,66 0,25
1E1 (10) 3,35+1,80 2,32+1,56 0,25
3E1 (30) 317+1,77 2,18+ 1,47 0,27
1E2 (100) 2,93+1,69 2,07 +1,43 0,31
3E2 (300) 2,79+ 1,69 1,92+ 1,42 0,31
1E3 (1000) 2,63+ 1,65 1,81+1,31 0,32
1E4(10000) 2,48+ 1,64 1,67 £ 1,30 0,32
1E5(100000) 2,30+ 1,56 1,51+1,20 0,31
|soprenalin 107 M 7,90 + 2,76 6,35 + 2,07 0,25

1 Drei der fiinf Patienten erhielten jedoch zusétzlich ACE-Inhibitoren.

Die Werte in Tabelle 4.5 zeigen keine statistisch verwertbaren Signifikanzen zwischen den
beiden Gruppen. Vergleicht man die erechneten Werte mit denen in Tabdle 4.3
(Darstellung der Mittelwerte zwischen Kontroll- und Verumgruppe unabhangig von einer
préoperativen Betablockade), so sind keine statistisch signifikanten Unterschiede zu finden.
Praktisch bedeutet dieses Ergebnis, dass die gemessenen Kontraktionskréfte in der
Kontrollgruppe unabhéngig von einer praoperativen Betablockade sind.

Fir die lloprost-stimulierten Trabekel ergaben sich folgende Werte:
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Tabelle 4.6 — Kraftmessung [mN] mit und ohne Betablockade (I1oprostgruppe)

Betabl ockade
Konzentration [ pg/ml] A _ Ne|r.1 p-Wert
(n= 17 Patienten)  (n = 5 Patienten)

0 4,22 + 2,48 2,75+ 0,65 0,034
1E0 (1) 4,20 + 2,55 2,53+ 0,68 0,024
1E1 (10) 4,11+251 2,59+ 0,63 0,035
3E1 (30) 3,79+ 2,45 2,12+0,81 0,026
1E2 (100) 3,60 + 2,44 1,81+0,81 0,028
3E2 (300) 3,34+231 1,72+ 0,83 0,027
1E3 (1000) 3,17 £ 2,27 1,62+ 0,84 0,032
1E4(10000) 3,15+ 251 1,53+ 0,87 0,037
1E5(100000) 3,30+ 2,68 1,41+ 0,96 0,026
|soprendin 107 M 8,46 + 2,39 4,72 + 1,55 0,02

Aus obiger Tabelle ist ersichtlich, dass sich die ermittelten Kréfte in beiden verglichenen
Gruppen und bel dlen eingesetzten Konzentrationen statistisch voneinander unterscheiden.
Das bedeutet jedoch nicht, dass eine Vorbehandlung mit Betablockern einen Einfluss auf die
Kontraktionskraft hat. Die in Tabelle 4.6 ermittelte Signifikanz besteht bereits zwischen
unstimulierten Trabekeln (0-Wert), d.h. durch die zuféllige Zuordnung der einzelnen
Trabekel in die lloprostgruppe ist der (pseudo-)statistische Unterschied erklérbar. Praktisch
ausgedrickt kontrahieren die Trabekel der lloprostgruppe zuféllig so stark unterschiedlich,
dass sich ein statistischer Unterschied errechnen 1&sst. Die unstimulierten Trabekel in der
Kontrollgruppe zeigen jedoch keine Unterschiede, obwohl es sich um Trabekel der
identischen Patienten handelt. Diese Messungen zeigen nochmals die weite Streuung der

Messwerte selbst an Trabekeln von einem Patienten.
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Abb. 4.6 — Graphische Darstellung der gemessenen Kréfte in Abhéngigkeit einer préoperativen
Betablockade. Gezeigt sind die Werte der Kontrollgruppe. Betablocker-Ja (n=17), Betablocker-Nein
(n=5). Statistische Unterschiede waren nicht vorhanden.

In der nachfolgenden Abbildung sind die gemessenen Kréfte der 1loprostgruppe graphisch dargestellt.
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Abb. 4.7 — Graphische Darstellung der gemessenen Kréfte in Abhéngigkeit einer préoperativen
Betablockade. Gezeigt sind die Werte der Iloprostgruppe. Betablocker-Ja (n=17), Betablocker-Nein
(n=5). *** Statistische Unterschiede (p < 0,05) waren fir alle eingesetzten Konzentrationen zwischen
beiden Gruppen vorhanden.
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5 DISKUSSION

51 M ethodenkritik

5.1.1 Der rechte Vorhof als Modell

Zid unserer Studie war die Prifung der Hypothese, ob lloprost, en synthetisches
Prostaglandin |,-Derivat, enen podtiv inotropen Effekt auf humanes Kkardides
Vorhofmyokard ausiibt. Grundlage dieser Hypothese war die Beobachtung bei Rechts-
herzkatheteruntersuchungen in unserer Klinik, dass inhaliertes lloprost, trotz einer
Vorlastsenkung, auch einen erhdhten linksventrikuldren Arbeitsndex hervorruft. Zur
Prifung dieser Wirkung wurden rechte humane atride Vorhofohren wéahrend
herzchirurgischer Operationen enthommen und nach Pr8paration geeigneter Trabekel im
Organbad steigenden Konzentrationen |loprost ausgesetzt.

Die Prufung unserer Arbeitshypothese am humanen linksventrikularem Myokard (dort, wo
lloprost ja prima inotrop wirken soll) ist be routineméaldig durchgefihrten
herzchirurgischen Operationen nicht moglich, denn es kann kein Gewebe von diesem Ort
entnommen werden. Teille des rechten Vorhofohres werden dagegen sehr haufig fur die
Insertion der rechten Vorhofkanile beim Anschlul® der extrakorporalen Zirkulation entfernt
und konnen anschlieffend in experimentellen Studien benutzt werden. Inwieweit rechtes
Vorhofmyokard auch die Situation im Hochdrucksystem der linken Herzkammer
widerspiegelt ist immer noch Gegenstand intensiver Diskussionen. Einige Untersuchungen
beschéftigten sich mit der Verteilung von Rezeptoren zwischen beiden Ventrikeln, andere
verglichen Ventrikel und Atria miteinander. Besonders an Tiermodellen wurden diese
Studien durchgefuihrt. So zeigten Rybin et a. im Rattenmodell, dass z.B. B,-Rezeptoren
zwel ganz verschiedene Mechanismen zur Vermittlung der Inotropie in neoantalen und
dternden Kardiomyozyten benutzen (Rybin V, et al., 2003). In einem anderen Versuch
konnte gezeigt werden, dass in humanen herzinsuffizienten Herzen die Fettsdureutilisation
und damit ein wichtiger Stoffwechselweg des Energiehaushaltes aufgrund einer verringerten
Expression des Peroxisome-Proliferator-Activated Receptor Alpha (PPR&) beeintréchtigt
ist (Karbowska J, et al., 2003). Ubrigens konnte erst vor wenigen Jahren in Ratten der
Nachweis erbracht werden, dass der Prostazyklin-Rezeptor im hypertrophierten Myokard
Uberhaupt exprimiert wird (Nakagawa O, et al., 1995).

Studien am linksventrikuldren humanen Myokard sind aus technischen Griinden meist nur
post mortem oder an entnommenen Herzen nach einer Herztransplantation durchgefthrt

worden. Ob die dabei gemessenen Verdnderungen dlerdings mit der normaen
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physiologischen oder z.B. herzinsuffizienten Situation korrelieren, bleibt fraglich. Auch
Tiermodellstudien kdnnen nur bedingt Rickschltisse auf die humane Situation geben, denn
meist sind die korrelierenden Krankheitspilder, einzeln oder in Kombination, z.B. ene
pulmona e Hypertonie und koronare Herzkrankheit, nicht in einem Tiermodel | abbildbar.

Eine Studie zeigte kirzlich, dass in rechten humanen Vorhoftrabekeln auch die Menge der
Kazium-abhangigen ATPAse SERCA2a mit zunehmendem Alter abnimmt (Cain BS, et al.,
1998). Damit wird klar, dass auch Verdnderungen wahrend des Alterns auftreten und bel
hinsichtlich des Alters inhomogenen Populationen kénnen solche Effekte eine Rolle spielen.
Zusammengefasst lassen unsere erhobenen Daten nur bedingt Rickschlisse auf die
linksventrikul@re Situation in vivo zu. Untersuchungen an einem Tiermodell, denen sowohl
Ventrikel as auch Vorhéfe entnommen werden kénnen, sind trotz aller Limitierungen eine
zukunftige Moglichkeit, um die fraglich positiv inotrope Wirkung von lloprost auf humane
kardiae Myozyten zu prifen. Eingesetzt werden kdnnten beispiel sweise Méuse- oder besser
Rattenmodelle.

5.1.2 Technische Limitationen der Organbadver suche
Organbadversuche sind seit enigen Jahrzehnten Routineuntersuchsuchungen, v.a. in
pharmakologischen Instituten. Es konnte in vidlen Publikationen die Brauchbarkeit und
Verlasdichkeit der Methode unter Beweis gestellt werden. Besonders fur die Testung
verschiedener pharmakologischer Substanzen sind Organbadversuche unersetzlich. Trotz
ihrer relativ unkomplizierten Durchfiihrung sind sie recht anfélig gegenuber technischen
Einflissen, in deren Folge die Tauglichkeit der Trabekelpraparate deutlich beeintréchtigt
werden konnte. Zu den Storgrofen zéhlen besonders

e schwankende Temperaturwerte im Aquilibrierungs- und Tyrodepuffer

¢ inkonstante pH-Werte der L 6sungen

¢ inkonstante Starke der elektrischen Reizungen

¢ instabile mechanische Aufhdngung der Trabekel

e mechanische Erschitterungen in der Umgebung, z.B. Labortiren
Besonders der letztgenannte Punkt kann zu einer vdlligen Unbrauchbarkeit der Trabekel
fUhren, denn durch stérkere Erschitterungen geraten die Trabekel aus ihren Verankerungen
und verlieren ihre Kontraktilitst. Ebenso sind Anderungen der pH-Werte der Lésungen und
selbst kleinere Temperaturschwankungen hdufig Ursache elnes Funktionsverlustes.
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Eine weltere Limitation der Organbadversuche stellt die Zuordnung der einzelnen Trabekel
in die jewellige Gruppe (Verum versus Kontrolle) dar. Es gibt keine objektiven Kriterien,
die zur Beurtellung der Trabekeltauglichkeit herangezogen wurden. Wurden beispielsweise
vier sehr gut kontraktile Trabekel gewonnen spielt die Zuordnung der Trabekel keine Rolle.
Wurden drei gut und ein mallig kontraktiles Trabekel gewonnen ist die Zuordnung
schwieriger. Dass sich pseudostatistische signifikante Unterschiede leicht errechnen lassen
und den Anschein echter Signifikanzen erwecken, zeigen unsere Werte beim Vergleich der
mit lloprost-stimulierten Trabekel in Abhangigkeit von einer préoperativen Betablockade.
Per Zufdl fand sich bereits in den unstimulierten Kontrollen der lloprostgruppe en

rechnerisch signifikanter Unterschied, der sich dann einfach fortsetzte,

5.2  Trabekelpraparate reagieren sehr inhomogen auf Iloprost bzw. auf

die Trager|dsung
Im Abschnitt »Ergebnisse« wurde gezeigt, dass die gemessenen Kréfte der préparierten
Trabekel welt streuen. Selbst Trabekel eines einzelnen Probanden konnten im Verlauf der
Versuche ganz unterschiedlich reagieren. Eine Erklarung fir dieses Verhaten ist schwierig
zu finden. Einerseits spielt scherlich die Qualitét der préparierten Trabekel eine wichtige
Rolle. Wir konnten jedoch zu Beginn anndhernd 90 % gut funktionierende Trabekel in die
Versuche enschliessen und dle Trabekel waren fir die Messungen verwendbar.
Andererseits wirde man in unserem klinisch recht homogenem Patientengut in Hinblick auf
das Stadium der koronaren Herzkrankheit und Klappenerkrankungen keine Schwankungen
um mehr ads 300 % erwarten. Man konnte argumentieren, dass die préparierten Trabekel
individuell unterschiedlich ermiiden und daher im Zeitverlauf mit einer abgeschwéchten
Kraftentwicklung reagieren. Allerdings wirde man dann auch eine abgeschwéachte Reaktion
auf 1soprenalin am Ende der Versuchsreihe erwarten. Dem ist nicht so, denn die gemessenen
Kréfte unter Isoprenain-Stimulation in unserer Versuchsreihe entsprechen den gemessenen
Werten in anderen Studien, in denen beispidlsweise 6,7 und 7,2 mN Maximalkraft mit
unserer eigenen Messeinheit ermittelt wurden (Leineweber K, et al., 2002). Aufgrund der
Verfugbarkeit von nur vier Messeinrichtungen in unserem konnte leider kein flnftes
Trabekel enes Patienten as unstimulierte Kontrolle wahrend des gesamten Zeitraumes
untersucht werden. Mit dieser Kontrolle hétte eine Ermidung der Trabekel wahrend der
immerhin mehr as 70 mindtigen Stimulation mit lloprost bzw. Trégerlésung besser erfasst
werden konnen. Ist eine Ermidung der Trabekel damit ausgeschlossen? Keineswegs, denn
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die gemessenen Werte unter Isoprenalin am Ende der Messung mussen nicht zwangdaufig
as maxima mdogliche Kontraktionskréfte angesehen werden. Moglicherweise wéren die
gemessenen Kréfte vor lloprostgabe deutlich hoher und der Vergleich mit der am Ende
durchgefuhrten Isoprenalingabe hétte einen signifikanten Unterschied gezeigt und eine
mogliche Ermudung aufgedeckt. In unseren Experimenten zeigte die Isoprenalingabe
vielmehr zu welcher Kontraktionskraft die Trabekel nach lloproststimulation noch in der
Lage sind und der Vergleich mit vorheriger lloprostgabe ist moglich. Ware lloprost z.B. en
ahnlich starkes direkt inotropes Medikament fir rechtsatriales Vorhofmyokard wie
| soprenain, hatte man auch dhnliche Werte erwarten kdnnen.

Es muss also weitere Faktoren geben, die zu dem beobachteten unterschiedlichen Verhalten
beitragen. Uber deren Charakter kann nur spekuliert werden. Die Mehrheit unserer Patienten
litt seit mehreren Jahren an einer koronaren Herzkrankheit, d.h. bestimmte Telle des Herzen
haben sch an ene Minderperfuson adaptiert und ggf. durch Neovaskularisation
Umgehungskreidaufe geschaffen. Unter diesen Bedingungen wurden im Tiermodell ene
vermehrte PGI,-Freisetzung beobachtet (Bugiardini R, et al., 1985; Berti F, et al., 1993).
Man konnte daher auch vermuten, dass bel unserer untersuchten Stichprobe, mit einer hohen
Inzidenz einer KHK, eine verringerte Ansprechrate auf Iloprost aufgrund einer verringerten
Ansprechbarkeit (Desensitizing) der Rezeptoren vorliegen kdnnte.

Bel viden Patienten hat sich vor dem herzchirurgischen Eingriff eine Herzinsuffizienz
entwickelt. Es ist seit einigen Jahren bekannt, dass es im Zuge der Herzinsuffizienz zu
molekularen Verénderungen im Sinne einer Down- und Upregulation vielfaltiger Gene und
Proteine im Myokard kommt. Neben myofibrillaren, primér extrazellularen und Membran-
stdndigen Proteinen, kommt es auch zu Veranderungen von Rezeptoren, die fur die
Vermittlung der Inotropie, Chrono- und Dromotropie verantwortlich sind. Der 1-Rezeptor
und die kardide Ca**-abhangige ATPase (SERCA 2a) werden beispidsweise
herunterreguliert, wahrend Kollagen Typ Il und der atriale natriuretische Faktor (ANF)
verstarkt expremiert wird. In welchem individuellen Ausmald solche Veranderungen in
unserem Patientengut vorhanden waren, ist nicht untersucht worden. Vorstellbar sind sie
jedoch dlema und kénnten zumindest tellweise die individudlen Unterschiede in der
Ansprechbarkeit auf lloprost erkldren. Mittlerweile sind ebenfdls die ersten
Polymorphismen des Prostazyklinrezeptors beschrieben worden (Stitham J, et al., 2002). So
zeigt die Variante V25M (Vadin ist an Position 25 durch Methionin ersetzt) ein dem Wildtyp
sehr ahnliches Verhalten, wahrend R212H (Arginin durch Histidin ersetzt) nicht nur eine
verringerte Bindungsaffinitdt bel niedrigerem pH-Wert besitzt, sondern auch eine pH-Wert-
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abhangige abnormale Aktivierung. Wie in unserem untersuchten Studienkollektiv die
Vertellung der Rezeptoren aussieht, ist nicht untersucht worden. Untersuchungen zur Down-
oder Upregulation der PGl,- und TXAz-Rezeptoren im Rahmen der Entwicklung einer
Herzinsuffizienz liegen (noch) nicht vor.

Winschenswert wére in diesem Zusammenhang die Untersuchung ener grolderen
Stichprobe, z.B. 50 bis 75 Patienten, gewesen. Leider stand aufgrund des Preises fur diese
Zahl an Probanden nicht gentigend Iloprost zur Verfligung, so dass wir uns auf 22 Patienten

beschranken mussten.

53 lloprost hat keinen positiv inotropen Effekt auf rechtsatriales
Myokard

Zid unserer Studie war die Uberpriifung der Hypothese, dass lloprost einen inotropen
Effekt auf humanes Myokard besitzt. Dazu wurde von 22 Patienten rechtsatriales
Vorhofmyokard enthommen und mit Iloprost stimuliert.

Die Ergebnisse der Untersuchungen legen den Schluss nahe, dass Iloprost zumindest auf
rechtsatriales VVorhofmyokard keinen inotropen Effekt austibt.

Steht dieses Ergebnis im Gegensatz zu den bisherigen human- und tierexperimentell
gewonnen Ergebnissen? Nur teilweise. Die Mehrheit der durchgefihrten, in der Zahl
alerdings limitierten humanen Studien zeigt einen inotropen Effekt von Iloprost in vivo,
z.B. (Sablotzki A, et al., 2002a) und (Montalescot G, et al., 1998). Anaysiert man diese
Studien im Detail, zeigt sich, dass sich die Aussagen immer nur auf das linksventrikulare
Myokard beziehen. So zeigen Sablotzki et a., dass es nach lloprost-Inhalation zu einer
Verbesserung des Herzindex und des linksventrikuldren Arbeitsindex kommt. M ontalescot
et al. haben eine Zunahme der maximaen Kontraktionsgeschwindigkeit dp/dtyn nach
Iloprost-Applikation mit einem Mikromanometerkatheter beobachtet.

Auch in den Tierstudien konnte mehrfach en inotroper Effekt in vivo nachgewiesen
werden. Eine aktuelle Studie wurde von Bruhn et al. 2001 publiziert. Die Autoren zeigten an
anadsthesierten Schweinen eine Zunahme der endsystolischen Druckvolumenbeziehung
(ESPVR) und der maximaen linksventrikularen Druckanstiegsgeschwindigkeit unter
inhaliertem PGI, und Iloprost (Bruhn S, et al., 2001). In einigen Tierstudien wurde aufgrund
der Fragestellung neben Ventrikel- auch Vorhofmyokard eingeschlossen. So fand eine
italienische Arbeitsgruppe einen ino- und chronotropen Effekt von PGl und einem stabilen
Anaogon von PGI; an Atria des Meerschweinchens im Organbad (Fassina G, et al., 1983).
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Weiterhin zeigten sie, dass die Wirkung von Prostazyklin und seines stabilen Analogons
nicht via Alpha- und Betarezeptoren vermittelt wird. Viedmehr scheinen transmembrandse
Kaziumstrome nach Aktivierung des TXAs-Rezeptors (Thromboxan A,) fur die
Vermittlung der Inotropie verantwortlich zu sein. Demgegentber stehen Ergebnisse einiger
Arbeitsgruppen, die durch B- und Ca*'Blocker (Propranolol, Verapamil) die positiv
inotrope Wirkung von PGl aufheben konnten (Pavliovic M, et al., 1995; Pavlovic M, et al.,
1992).

Tierexperimentelle Studien Gber die inotrope Wirkung von lloprost auf die Ventrikel und
Atria der linken und rechten Strombahn liegen bis heute noch nicht vor. Eine interessante
Untersuchung wurde von einer japanischen Arbeitsgruppe mit dem ora verfligbaren PGl -
Anaogon Beraprost vorgestellt (Ueno Y, et al., 1996). Sie zeigten an Herzen mannlicher
Meerschweinchen, dass 10° — 10° M Beraprost zu einer Steigerung der linksatrialen, nicht
aber der rechtsventrikuléren Kontraktionskraft fuhrt. Diese Steigerung konnte durch S-145,
einem Inhibitor des TXA,-Rezeptors, nicht aber durch Propranolol, einem Betablocker,
gehemmt werden. Beim Rechtsatriales Myokard konnte keine Zunahme der Inotropie unter
Beraprost, jedoch bei 107 — 10 M eine Zunahme der Kontraktionsfrequenz (Chronotropie)
beobachtet werden. Diese war durch S-145 nicht hemmbear.

Diese Untersuchung l&sst den Schluss zu, dass synthetische PGI,-Anaoga wie Beraprost
wahrscheinlich keine direkte inotrope Wirkung auf das linksatridle (Meerschweinchen)-
Myokard durch Aktivierung bestimmter Prostaglandinrezeptoren austiben, sondern vielmehr
eine Aktivierung von Thromboxan Az-Rezeptoren im Vordergrund steht. Aktivierte TXA2-
Rezeptoren setzen aus den intrazelluldren Speichern vermehrt Kazium frei (Fassina G, et
al., 1983), was zu einer Kontraktionssteigerung fuhren kann.

Andererseits hatte die lloprost-Stimulation in unserem Experiment keinen Einfluss auf das
rechtsatriadle myokardiale Kontraktionsverhalten und steht damit im Einklang mit einigen
Studienergebnissen japanischer Arbeitsgruppen (Ogura T, et al., 1990; Terashita ZI, et al.,
1978). Erklart wurde dieses Verhaten durch das Fehlen des TXA,-Rezeptors auf Myozyten
des Meerschweinchens (Bowling N, et al., 1994). Im Kaninchenmyokard wurden allerdings
Z€ellpopulationen beschrieben, die Thromboxan synthetiseren kdnnen (Evers AS, et al.,
1987). Das wiederum legt den Schluss nahe, dass der Thromboxan-Rezeptor
moglicherweise nicht direkt die Kontraktilitét beeinflusst, sondern konzentrationsabhangige
Effekte auftreten. Ob im adulten humanem rechtsatrialen Myokard der TXA,-Rezeptor
Uberhaupt vorhanden ist, konnte aus der aktuellen Studienlage nicht eruiert werden. Sakuma
berichtete 1989 Uber U-46619, einem stabilen TXA,-Analogon, dass mdglicherweise durch
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Modifikation der intrazelluléren Kazium-Speicher den inotropen Effekt vermittelt (Sakuma
[, et al., 1989). In diesem Zusammenhang sei auf eine Untersuchung aus dem Jahr 1975
hingewiesen, wo die intrazelluldre Kaziumfreisetzung eine wichtigere Rolle fir den
Kontraktionsprozef3 in den Vorhofen asin den Ventrikeln spiet (Fukuda 'Y 1975).

In der Zusammenschau der publizierten Daten lassen sich keine eindeutigen Aussagen
beztiglich der inotropen Wirkung von lloprost auf rechtsatriales Vorhofmyokard machen.
Waéhrend klinische Untersuchungen am Menschen und im Tiermodell, unabhangig der
Messverfahren, eine Zunahme der Inotropie anhand bestimmter Herzindices beschreiben,
liegen nur wenige tierexperimentelle Studien vor, die sich mit den Effekten auf Vorhofe und
Ventrikel beschéftigen. Anhand dieser ist en Inotropie fir linksventrikuléares und
linksatridles Myokard beschrieben, obgleich der Mechanismus noch immer unklar ist.
Einiges spricht fur die Beteiligung adrenerger Betarezeptoren und Kalziumkandle, denn
sowohl die PGI, as auch lloprost-vermittelte Inotropie konnte durch Propranolol und
Vergpamil gehemmt werden. Andererseits zeigten auch enige tierexperimentelle Studien,
dass Thromboxan-Rezeptoren die Inotropie vermitteln und spezifische TX-Antagonisten
diese Wirkung hemmen kodnnen. In diesen Studien hatten Betablocker keinen inhibierenden
Effekt.

Letztlich bleibt der Mechanismus der Iloprost bzw. PGIl,-vermittelten Inotropie ungeklart
und eine klare Aussage hinsichtlich der inotropen Wirkung auf rechtsatriadles Myokard ist
nicht moglich. Ob angesichts der unklaren Studienlage die Wahl des rechten Atriums as
Versuchsobjekt zur Klarung der Sachlage beitragen kann ist fraglich.

54  Die Tréagerlosung wirkt negativ inotrop auf rechtsatriales Myokard

lloprost muss vor Applikation in einer Tragerlosung gel6st werden. Manche Publikationen
fuhren as Trégerlosung eine Glyzin-gepufferte Losung an. Leider ist die genaue
Zusammensetzung dieser Losung nicht verdffentlicht und es war daher Tel unseres
Versuchsaufbaues, die Tragerlésung ohne Verum in einer Verdinnungsreihe als Kontrolle
Zu benutzen.

Die durchgefuhrten Untersuchungen zeigten, dass die Trégerlésung in fast dlen benutzen
Verdinnungen die Kontraktionskraft gegentiber den unstimulierten Trabekeln signifikant
herabsetzt, eine Stimulation mit Isoprenalin jedoch noch zu eine deutlichen Zunahme der
Kontraktionskraft fuhrt. Eine starke Ermidung der Trabekel wahrend der Experimente
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konnte daher weitgehend ausgeschlossen werden. Damit liegt der Vermutung nahe, dass die
Trégerlosung negativ inotrop auf humanes rechtsatridles Myokard wirkt. Dieses
Uberraschende Ergebnis (eigentlich sollte eine Tragerl6sung Uberhaupt keinen Einfluss auf
die Kontraktilitdt austiben) l&sst sich ohne genaue Kenntnis der Zusammensetzung nicht
erkldren und weitere Versuche sind notwendig, um dieses Phanomen zu untersuchen. Damit
bleibt letztlich jeder Erkl&rungsversuch rein spekulativ. Ob der beobachtete Effekt auch fir
das linksventrikuldre und linksatriale Myokard zutrifft, ist nicht untersucht worden.

Dieses Ergebnis ist dlerdings nur eingeschrankt interpretierbar, denn wir haben aus
technischen Grinden keine unstimulierte Kontrolle wahrend der doch mehr as 70-
mindtigen Stimulation durchfiihren konnen und wir haben keine maxima maogliche
Kontraktionskraft unter Isoprenalin vor Iloprost-Stimmulation gemessen. Theoretisch wére
es ja moglich, dass die beobachtete Abnahme der Kontraktionskraft in beiden Gruppen auf
eine leichte Ermidung zuriickzufUhren ist. Isoprenalin as sehr stark inotropes Medikament

kann aber trotzdem noch eine deutlich positiv inotrope Antwort hervorrufen.

55  Ausblick

Anhand des gewdhlten Versuchsaufbaus konnten wir unsere Arbeitshypothese nicht
bestdtigen und fanden Uberraschenderweise sogar einen negativ inotropen Effekt der
Tragerlosung in unserer untersuchten Stichprobe. Welche inotropen Effekte Iloprost
tatsachlich auf die verschiedenen Atria und Ventrikel beider Strombahnen ausiibt, wirde
sch zundchst am besten in einem Tiermodell untersuchen lassen. Damit entfidlen die
technischen Limitierungen in der Probengewinnung und gréf3ere Stichprobenumfénge snd
einfacher zu erzielen. Andererseits lassen sich die tierexperimentell gewonnenen Ergebnisse
nicht so einfach auf die humane Situation Ubertragen, denn Begleiterkrankungen wie
Hypertonie, Diabetes oder eine koronare Herzkrankheit sind im Tiermodell, allein oder in
Kombination, nicht in ihrer Komplexizitdt wie in unserem untersuchten Patientenkollektiv
abbildbar.
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6 SCHLUSSFOLGERUNGEN

Die vorliegende Arbeit sollte die Arbeitshypothese priifen, ob lloprost einen inotropen
Effekt auf humanes Myokardgewebe ausiibt. Dazu wurde humanes rechtsatriales
Vorhofmyokard (rechtes Vorhofohr) wahrend kardiochirurgischer Eingriffe enthnommen und
daraus vier Trabekel prapariert. Je zwei Trabekel wurden der Kontroll- und Iloprostgruppe
zugeteilt und entweder mit lloprost-Trégerlosung (Kontrolle) oder lloprost in einer
Konzentrationsreihe von 1 pg/ml bis 100 ng/ml stimuliert. Die maxima mogliche
Kontraktionskraft wurde durch Stimulation mit 10’ M Isoprenalin nach der letzten
Iloprostgabe (100 ng/ml) ermittelt.

Die gewonnenen Ergebnisse dieser Untersuchungen lassen folgende Schlussfolgerungen zu:

1. Die gemessene Kontraktionskraft sowohl in Verum- als auch Kontrollgruppe ist
innerhalb der untersuchten Stichprobe sehr inhomogen.

2. lloprost bewirkte im Konzentrationsbereich von 1 pg/ml bis 100 ng/ml weder ene
Steigerung noch ene Abnahme der Kontraktionskraft an rechtsatrialen
Trabekel préparationen.

3. Die lloprost-Tragerlosung  (Kontrollgruppe)  fuhrte im  angegebenen
Konzentrationsbereich zu einer dgnifikanten Abnahme der Kontraktionskraft
gegentber unstimulierten Trabekel préparaten.

4. Die gemessenen Kontraktionskréfte in Verum- und Kontrollgruppe unterschieden
sich zu keinem Stimulationszeitpunkt signifikant voneinander.

5. Die Arbeitshypothese konnte somit mit unserem gewdahlten Versuchsaufbau nicht
bestétigt werden.

6. Es bestand kein Zusammenhang zwischen den Trabekelmassen und den gemessenen
Kréaften nach Stimulation mit Iloprost bzw. Trégerldsung.

7. Eine medikamentése Vorbehandlung mit Betablockern liess ebenfdls keinen
Zusammenhang mit den erfassten Kraften erkennen.
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7 ZUSAMMENFASSUNG

Die vorliegende Untersuchung sollte die inotrope Wirkung von lloprost, einem
synthetischen Prostaglandin [,-Analogon, auf rechtsatriales Myokard zeigen. Unsere
Arbeitshypothese beruhte auf einer klinisch nachweisbaren Zunahme des linksventrikuléren
Arbeitsindex wéhrend der Rechtsherzkatheteruntersuchung von Patienten, die fir ene
Transplantation evaluiert wurden.

Als Untersuchungsmaterial dienten, stellvertretend fur linksventrikuldres Myokard,
rechtsatridle Vorhofohren von 22 Patienten, die im Rahmen von kardiochirurgischen
Operationen (Bypass, Aortenklappenersatz und Kombination) gewonnen wurden. Nach
Entnahme wurden jeweils vier Trabekel aus einem Vorhofohr prépariert und je zwei
Trabekelpraparate der Kontroll- und Verumgruppe zugeordnet. Als Kontrollgruppe wurden
digienige Trabekelpopulation bezeichnet, die nur mit lloprost-Trégerldsung (ohne
Wirkstoff) stimuliert wurde. Die Verumgruppe enthielt ale Trabekel, die mit lloprost (in
Trégerlosung) in einer Konzentrationsrethe von 1 pg/ml bis 100 ng/ml stimuliert wurden.

Die Wirkung von lloprost wurde im sog. Organbadversuch durchgefiihrt, d.h. die Préparate
wurden in ener Messvorrichtung fixiert und mit gepufferter Tyrodeldsung gespilt und
elektrisch mit 1 Hz gereizt. Ein an einen Verstérker gekoppelter Kraftaufnehmer diente zur
Registrierung der gemessenen Kréfte und ein Schreiber wurde fir Dokumentationszwecke
eingesetzt.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass lloprost keinen inotropen Effekt auf rechtsatriales
Myokardgewebe austibt. Damit konnte die Arbeitshypothese, in unserem gewahiten Modell,
nicht bestétigt werden. Die lloprost-Tréagerlosung Ubt einen signifikanten negativ-inotropen
Effekt auf rechtsatriales Myokard aus. Dieses Ergebnis ist sehr Uberraschend und kann
leider aufgrund der unbekannten und nicht verdffentlichten Zusammensetzung der
Trégerlosung nicht suffizient erklért werden. Zusétzlich fanden sich keine Zusammenhange
zwischen den benutzten Trabekelmassen und den gemessenen Kréften und der
medikamentdsen V orbehandlung mit Betablockern.

Ob letztlich Iloprost direkt positiv inotrop auf humanes linksventrikuléares Myokard wirkt
kann anhand rechtsatridlem Myokard nicht Oberprift werden. Da humanes
linksventrikuléares bzw- -atridles Myokard technisch nicht wahrend kardiochirurgischer
Eingriffe gewonnen werden kann, bleibt letztlich nur die Untersuchung in enem
Tiermodell, um die Wirkung zu erfassen. Allerdings sind die tierexperimentell gewonnen
Ergebnisse nicht ohne Einschrankungen auf die humane Situation tbertragbar.
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9 ANLAGEN

9.1

Hamodynamische Par ameter

Tabelle 9.1 — Mathematische Formeln zur Berechnung der hdmodynamischen Parameter

Name Abkur- | Formel Einheit

zung
Transpulmonaler Gradient TPG MPAP-PCWP mmHg
Herzindex, Cardiac Index Cl HZV/KOF I x min™ x m*
Schlagvolumen, stroke sV HZV/HF x 1000 mi
volume
Systemischer Gef&l- SVR 79,96 x (MAP-ZVD)/HZV dyn x slem?®
widerstand, systemic
vascular resistance
Systemischer Gef&l- SVRI SVR/KOF dyn x slem® x m?
widerstandsindex
Pulmonaler PVR 79,96 x (MAP-PAWP)/HZV | dyn x Slcm?®
Gefal3widerstand,
Pulmonaler Gef&l- PVRI PVR/KOF dyn x slem® x m?
widerstandsindex
Linksventrikuldre Arbeit, left | LCW 0,0136 x (MAP-PCWP) x | kgxm
cardiac work HZV
Linksventrikul &rer LCWI | LCW/KOF kg x m/m?
Arbeitsindex
Linksventrikuldre Auswurf- | LVSW | 0,0136 x (MAP-PCWP) xSV | gxm
arbeit, left ventricular stroke
work
Linksventrikularer Auswur- | LVSWI | LVSW/KOF g x m/m?
findex
Rechtsventrikuldre Arbeit, RCW 0,0136 x (MAP-ZVD) x HZV | kgx m
right cardiac work
Rechtsventrikul &rer RCWI | RCW/KOF kg x m/m?

Arbeitsindex
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Rechtsventrikulére RVSW | 0,0136 x (MPAP-ZVD) xSV | gxm
Auswurfarbeit, right

ventricular stroke work

Rechtsventrikul &rer RVSWI | RVSW/KOF g x m/m?

Auswurfarbeitsindex
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THESEN

. Die gemessene Kontraktionskraft sowohl in Verum- as auch Kontrollgruppe ist
innerhalb der untersuchten Stichprobe sehr inhomogen.

. Die lloprost-Trégerlosung (Kontrollgruppe) fuhrte im Konzentrationsbereich von 10
pg/ul bis 100 ng/ml zu einer signifikanten Abnahme der Kontraktionskraft
gegeniber unstimulierten Trabekel préparaten.

lloprost fuhrt im Konzentrationsbereich von 30 pg/ml bis 100 ng/ml ebenfals zu
einer dgnifikanten Abnahme der Kontraktionskraft gegentiber unstimulierten
Trabekel praparaten.

. Die gemessenen Kontraktionskréfte in Verum- und Kontrollgruppe unterschieden
sich zu keinem Stimulationszeitpunkt signifikant voneinander.

. Die Arbeitshypothese konnte somit mit unserem gewdhlten Versuchsaufbau nicht
bestétigt werden.

. Es bestand kein Zusammenhang zwischen den Trabekelmassen und den gemessenen
Kréaften nach Stimulation mit Iloprost bzw. Trégerldsung.

. Eine medikamenttse Vorbehandlung mit Betablockern liess ebenfals keinen
Zusammenhang mit den erfassten Kraften erkennen.
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