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1 Einleitung
1.1  Geschichtlicher Hintergrund

Am 3. Dezember 1967 gelang es Christian Barnard im Groote Shuur Hospital
Kapstadt, Sudafrika als Erstem, erfolgreich ein menschliches Herz von Mensch zu
Mensch zu transplantieren und leitete somit eine neue Ara in der Herzchirurgie ein
(8; 64).

Zu Beginn der Herztransplantation stellte die AbstoRungsreaktion eines der
kompliziertesten Probleme dieser Therapiemethode dar. Nach dem zunehmendem
Einsatz von Immunsuppresiva seit dem Ende der achtziger Jahre etablierte sich die
Herztransplantation zu einem sehr effektiven Therapieverfahren vor allem bei
Patienten mit Kardiomyopathie und koronarer Herzkrankheit (19; 29). Nicht nur die
erhohte Uberlebenswahrscheinlichkeit gegeniiber der maximalen medikamentésen
Therapie (20), sondern auch die deutlich verbesserte Lebensqualitat (77) machen

sie zu einer fur sehr viele Menschen attraktiven Therapieoption.

1.2  Organmangel

Der groRte limitierende Faktor in der heutigen Transplantationsmedizin stellt die
herrschende Organknappheit dar. Wahrend die Zahl der jahrlich durchgefihrten
Herztransplantationen sowohl in Deutschland (74), wie auch international (47) sinkt,
steigt die Zahl der Patienten au der Warteliste stetig. 20-30% der Patienten auf der
Warteliste sterben jahrlich in den USA (80).

Initial wurden strenge Kriterien bei der Auswahl von Organspendern fur die
Herztransplantation gestellt. Frauen durften nicht alter als 45 und Manner nicht alter
als 35 sein (18). Die maximale Ischamiezeit durfte nicht langer als finf Stunden
dauern (71). Diabetes mellitus, arterieller Hypertonus und eine systemische
Infektion galten als AuschluRkriterien (1). Ernste hamodynamische Instabilitat,
Bedarf an intensiver inotroper Unterstltzung, langerer Kreislaufstillstand oder ein
irreversibler Isch&mieschaden hatten einen Auschluss des Herzens als

Spendeorgan zur Folge(66; 79).



Studien haben inzwischen gezeigt, dass es mdglich ist die Altersgrenze auf 65
Jahre anzuheben und die kalte Ischamiezeit auf Uber sechs Stunden auszudehnen,
ohne die Mortalitat signifikant zu erh6hen (6). Diabetes mellitus, arterieller
Hypertonus, oder ein langerer Bedarf an inotrope Substanzen (54; 66; 79) stellen
grundsétzlich keine Kontraindikation fir das Nutzen eines Herzens als Transplantat
dar. Kreislaufinsuffiziente oder kreislauftote Spender fir die Herztransplantation
sind noch Gegenstand tierexperimenteller Studien (16; 17; 48). In dieser Studie sind
kreislauftote Spender, im englischen Sprachraum als ,, Non-Heart-Beating-Donors*

bezeichnet, die Zielgruppe.

1.3 Non-Heart-Beating-Donors

Als solche werden die Spender bezeichnet, bei denen die Organentnahme nach

Eintritt des Herz- und Kreislaufstillstands vorgenommen wird.

Bisher wurden Organe aus 0.g. Spendern vor allem im Bereich der
Nierentransplantation eingesetzt mit durchaus vergleichbaren Resultaten im
Vergleich zu Organen, die am schlagenden Herzen enthommen wurden (23; 38).
Aber auch Lebern, Lungen und Bauchspeicheldriisen von kreislauftoten Spendern

wurden erfolgreich transplantiert (22).

In einer internationalen Konferenz in Maastricht 1995 zum Thema kreislauftoter

Organspender wurden fur diese vier Kategorien festgelegt (52):

I. Potentielle Spender, die bereits bei Ankunft im Krankenhaus tot sind.
* |l. Potentielle Spender, bei denen Reanimationsversuche erfolglos blieben.

e |ll. Potentielle Spender, bei denen aufgrund der infausten Prognose der

Herzstillstand in der Klinik abgewartet wird

* |V. Potentielle Spender, die bereits als hirntot erklart wurden und bei denen der
Herzstillstand eintritt.

Unter den ersten beiden Kategorien fallen Patienten, die die Klinik bereits tot
erreichen. Diese Patienten haben die Gemeinsamkeit, dass der genaue Zeitpunkt

des Eintritts des Kreislaufstillstandes nicht exakt bestimmt werden kann.



Bei der dritten Kategorie handelt es sich um Patienten, die nach den geltenden
Kriterien nicht als hirntot bezeichnet werden kdnnen, bei denen jedoch die
Prognose infaust ist und nach Abbruch der lebenserhaltenden Mal3hahmen in
Absprache zwischen Angehérigen und behandelnden Arzten, der Kreislaufstillstand

nach wenigen Minuten eintritt.

Unter der vierten Kategorie fallen die Patienten, die als hirntot bezeichnet werden
konnen, bei denen jedoch die Organentnahme erst nach Eintritt des
Kreislaufstillstands vorgenommen werden kann, wenn der Hirntod von den

Angehorigen nicht als Individualtod anerkannt wird.

Den Patienten der letzten beiden Kategorien ist gemeinsam, dass der
Kreislaufstillstand unter kontrollierten Bedingungen in der Klinik stattfindet und somit

die Ischamiezeit exakt bestimmt werden kann.

Unsere Studie richtet sich primar an hirntote Patienten, bei denen plotzlich eine
Kreislaufinsuffizienz bis hin zum Kreislauftod auftritt. Dabei ist keine
hamodynamisch wirksame Herzaktion mehr nachweisbar. (Maastricht Kategorie 1V)
Des Weiteren kamen Patienten in Frage bei denen der Hirntod nicht eingetreten ist,
bei denen jedoch die Angehdrigen auf Grund der infausten Prognose sich flr eine
Einstellung der lebenserhaltenden Malinahmen entschieden haben (Kategorie Ill).
Durch das hier angewandte Protektionsverfahren kbénnten auch die Herzen dieser
Spender zur Transplantation genutzt werden, wie auch die von Patienten, deren

Angehdrige das Hirntodkriterium nicht akzeptieren (Kategorie 1V).

Ein entscheidender Unterschied dieser Organe gegenuber den nach Hirntod
entnommenen ist der durch warme Ischamie und Hypoxie entstandene
Organschaden, weshalb Konservierungsverfahren angewendet werden muissen, die
diesen Schaden mdglichst minimieren. Ziel ist es die Periode der warmen Ischamie
zu verkurzen und durch Kihlung und Protektion den, durch Sauerstoffmangel,

beginnenden Zelluntergang zu stoppen.



1.4  Konservierung in situ

Eine Methode ist die Konservierung der Organe in situ, das heil3t noch im Korper
des Patienten. Grol3e klinische Erfahrungen mit solchen Verfahren existieren

bereits im Bereich der Nierentransplantation. (63).

Nachdem in den sechziger Jahren Studien gezeigt haben, dass Herzen aus
kreislauftoten Spendern eher ungeeignet zur Transplantation sind (5; 57), und das
Hirntodkriterium etabliert wurde, wurden auch kaum Studien durchgefihrt, die sich
auf solche Organe bezogen. Erst in den letzten Jahren wurden diese Organe
aufgrund der gravierenden Organknappheit wieder attraktiv. Es existieren
tierexperimentelle Studien, in denen Konservierungsmethoden angewendet wurden,
durch die Herzen erfolgreich reanimiert werden konnten(41; 42; 72). In den
vorangegangenen Arbeiten unserer Arbeitsgruppe (70) wurde diejenige Methode
der in situ Konservierung von Herzen aus kreislauftoten Schweinen entwickelt,

deren Weiterentwicklung in dieser Studie angewendet wurde.

1.5 Kardioprotektionsldsungen

Ein weiterer Bereich in dem seit Jahrzehnten rege Forschung betrieben wird ist in
dem der Protektionslosungen. Organprotektive Perfusionslosungen sollten
idealerweise organschadigende Prozesse wahrend der kalten und warmen

Ischamie und der Reperfusion verhindern.

Von Belzer und Soulthard wurden bereits 1988 folgende Grundprinzipien der

Organprotektion beschrieben:

e Minimierung der durch Kélte hervorgerufenen Zellschwellung

* Verhinderung einer zellularen Azidose

« Vermeidung eines interstitiellen Odems wahrend der Perfusion

» Verhinderung eines Reperfusionsschadens durch Sauerstoffradikale

* Bereitstellung von Substraten fur die Regeneration von energiereichen

Phosphatverbindungen wahrend der Reperfusion

Um diesen Anforderungen zu genligen, wurden bei der Konzeption der heute

gebrauchlichen Protektionsldsungen unterschiedliche Wege begangen. Dies
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spiegelt sich deutlich in der qualitativn und quantitativ verschiedenen
Zusammensetzung der Losungen wider. Die Unterschiede sind in folgenden

Gruppen von Bestandteilen auszumachen:

* Elektrolytzusammensetzung der LOsungen entsprechend dem intra- oder

extrazellularem lonengehalt
» Puffer zu Verhinderung einer Azidose

* Osmotische, membrainimpermeable Substanzen, die als Antagonisten zu
osmotisch wirksamen intrazellularen Proteinen wirken und zur Verhinderung

eines intrazellularen Odems eingesetzt werden

» Kolloidosmotische Substanzen, die ein interstitielles Odem verhindern und damit

ein Zusammenpressen der Gefale verhindern sollen

Zusatze anderer Art, wie Substrate zur Energieregeneration, Radikalfanger,
Antibiotika etc.

1.5.1 University of Wisconsin Lésung

Es stehen zahlreiche krystalloide Loésungen zur Verfugung. Eine in Klinik und
Forschung sehr oft benutzte Lésung ist die University of Wisconsin Losung (UW),
die auch in dieser Studie verwendet wurde. UW ist eine L6sung vom intrazellularen
Typ. lhre Zusammensetzung basiert auf Studien von Belzer und Kollegen (Belzer
1988, Wahlberg 1986).

Der schnelle Eintritt des Herzstillstandes wird durch den Zusatz von Adenosin und
die hohe Kaliumkonzentration erreicht. Laktobionate, Raffinose und
Hydroxyethylstarke sollen das zellulare Odem durch Verminderung des
transkapillaren und transzellularen osmotischen Flusses reduzieren. Allopurinol
hemmt die Xanthinoxidase mit dem Ziel der geringeren Produktion von
Sauerstoffradikalen wahrend der Reperfusion. Aus demselben Grund wird auch das
Antioxidans Glutathion zugegeben. Neben seiner Wirkung bei der Induktion des
Herzstillstandes soll Adenosin die Regeneration von Adenosintriphosphat wéahrend
der  Reperfusion erleichtern. Die dem Intrazellularraum  ahnelnde
Elektrolytzusammensetzung kann einen Natriumeinstrom in die Myokardzellen und

das damit verbundene zellulare Odem verhindern. Calcium wurde als
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Chelatkomplexbildner fir die Laktobionséure hinzugefiigt. (Demertzis, Wippermann,
et al. 1993).

1.5.2 Perfluorocarbone

Ein groRer Nachteil der University of Wisconsin L6sung, wie auch aller anderen
krystalloiden Protektionsldsungen, besteht darin, dass durch sie kein Sauerstoff
transportiert werden kann, den die Organzellen als Substrat zur aeroben

Energieutilisation aufnehmen kdnnten.

Ein Weg, dieses Problem zu umgehen und den Organen trotzdem Sauerstoff
anzubieten ist durch die Entwicklung kinstlicher Sauerstofftrager, die nicht Blut als
Medium bendtigen und die den Sauerstoff dann auf kapillarer Ebene &hnlich dem

Hamoglobin auch wieder abgeben.

Eine vielversprechende Gruppe solcher kunstlicher Sauerstofftrager stellen
Perfluorocarbone (PFC) dar. Perfluorocarbone sind lineare oder zyklische
Kohlenstoffverbindungen, die hauptséachlich mit Fluor substituiert sind. Die
Kohlenstoff-Fluor-Bindung ist mit einer Lange von 0,136 nm und einer
Bindungsenergie von 485,8 kJ/mol in biologischen Systemen nicht angreifbar. Sie
sind hitzestabil und werden nicht metabolisiert. Wegen lhrer starken Hydrophobie
mussen Perfluorocarbone fir den intravasalen Gebrauch emulgiert werden. Im
PFC - Anteil einer Perfluorocarbone - Emulsion kénnen erhebliche Mengen an
Sauerstoff, Kohlendioxid physikalisch entsprechend dem Gesetz von Henry direkt
proportional zum Partialdruck gelost werden. Verschiedene Gase konnen
unabhangig voneinander im zwischenmolekularem Raum transportiert werden, d.h.
der Sauerstofftransport ist entgegen dem Hamoglobingebundenem Transport auch
in Anwesenheit von Kohlenmonoxid nicht eingeschréankt (32; 12; 61) Die folgende

Tabelle zeigt die Anwendungsmaglichkeiten der Perfluorocarbone.



Tabelle 1: Anwendungsmoglichkeiten der Perfluorocarbone

Perioperative Hamodilution
Perioperativer Blutverlust
Blutersatzmittel zur Wiederbelebung
Ischamierprophylaxe und Therapie
Sauerstoffversorgung von Zellkulturen
Sichelzellanamie

Adjuvante Krebstherapie und Diagnostik
Radiologisches Kontrastmittel
Luftembolieprophylaxe und-therapie
Kohlenmonoxidvergiftung
Wundheilung

Ophtalmologie

Flussigkeitsheatmung

Organkonservierung zur Transplantation

PFC-Emulsionen besitzen gewisse Vorteile gegentber den Ublichen krystalloiden
und Blutkomponenten enthaltenden Kardioprotektionslésungen. Es kommt zu einer
verminderten  Komplementaktivierung, und Aktivierung von neutophilen
Granulozyten. Auf eine Blutgruppenkompabilitdt muss nicht geachtet werden, und
das Infektionsrisiko ist stark  vermindert.  Aufgrund der linearen
Sauerstoffdissoziationskurve, die im Gegensatz zum Hamoglobin unabhéngig vom
pH und von der Konzentration von 2,3- Biphosphoglycerat ist, ist eine verbesserte
Sauerstoffutilisation moglich. Dadurch kommt es zum erh6htem aeroben
Stoffwechsel und zur erhdhten Bereitstellung von energiereichen Phosphaten.
Zusatzlich besteht eine erhdhte Ischamietoleranz und der Reperfusionsschaden

sowie die Bildung von Sauerstoffradikalen ist vermindert (30; 62; 65; 67; 76).
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1.6 Studienziele

In dieser Arbeit wurden Herzen von Schweinen in dem o. g. Verfahren in situ
nach Eintreten des Kreislaufstillstandes perfundiert und konserviert. In der einen
Gruppe wurde UW und in der anderen PFC als Kardioprotektionslosung

verwendet.

Ziel war es folgende Fragen zu beantworten:

Sind die benutzten PFC als Kardioprotektionslosung bei einer in situ Protektion

geeignet?

Wie verhalten sich die Herzen die mit PFC als kinstlichen Sauerstofftrager
protektioniert wurden gegenuber den Herzen, die mit UW protektioniert wurden
was funktionelle Parameter, Bildung von Sauerstoffradikalen, und die
histomorphologische Beurteilung angeht, nach der Blutreperfusion im

standardisierten Kreislaufmodell?



2 Material und Methoden
2.1 Versuchstiere

Im Rahmen dieser tierexperimentellen Studie wurden 16 Ferkel der Rasse
“Deutsches Landschwein “ mit einem Gewicht von 18,5 + 1,3 kg verwendet. Das

Geschlecht der Tiere spielt fur die vorliegende Studie keine Rolle

Die Tiere wurden vom Versuchsgut St. Johann bezogen und spatestens 2 Wochen
vor der Operation in den Versuchstierstall der Universitat Tubingen transportiert.
Die fur diese Studie erforderlichen Tierversuche wurden durch das
Regierungsprasidium Tubingen unter dem Aktenzeichen C3/97 mit dem Titel:
.Herztransplantation: Perkutane in situ Kardioprotektion bei Herz- und
Kreislaufstillstand des Spenders, eine tierexperimentelle Studie an Schweinen”

genehmigt.

2.2  Kardioprotektionslésungen

In dieser Studie wurden zwei Losungen verwendet:

Die University of Wisconsin Losung (UW), die eine im Klinischen Alltag bei
Organprotektionen oft benutzte krystalloide Lésung darstellt. UW ist kommerziell
erhaltlich und wurde in unserem Fall von der Firma Via Span Du Pont (Pharma
GmbH, Bad Homburg) bezogen. Die folgende Tabelle gibt die genaue
Zusammensetzung der in unserer Arbeitsgruppe benutzten UW-L6sung wieder.



Tabelle 2: Zusammensetzung der University of Wisconsin Losung (UW) (Via

Span, Du Pont Pharma, Bad Homburg)

University of Wisconsin solution

Substanz Konzetration [g/I]
Pentafraktion (mod. Hydroxyethylstarke) 50
Laktobionsaure 35,83
Kaliumphosphat, Kaliumhydrogenphosphat 3,4
Magnesiumphospat-7-hydrat 1,23
Raffinose, Pentahadrat 17,83
Adenosin 1,34
Allopurinol 0,136
Glutathion reduziert 0,922
Glucose 0,18
NaCl 0,3
Kaliumhydroxid yur pH-Wert Einstellun
Natriumhydroxid aufpH=7,4
Wasser fur Injektionszwecke ad 1l
Gesamtosmolaritat 323 mosmol/kg

Eine Perfluorocarbone-Emulsion, (PFC), deren wichtigster Bestandteil die zur
Sauerstoffbindung und —abgabe befahigten Molekile sind. Die PFC-Emulsion
wurde von der Abteilung fur Biomaterialien der Universitat Ulm bezogen und nach

folgendem Verfahren hergestellt:

Die PFC Emulsion setzt sich aus drei Teilen zusammen: der Perfluorodecalin-

Losung und den Zusatzldsungen A und B.

270ml Perfluorodecalin (ABCR, Karlsruhe, cat. no. F05960) wurden mit 649
Pluronic F6800 (BASF, cat. no. 06 4806 05) gemischt und in aqua ad injectabilia
(Braun, Melsungen) gelost. Es folgte zunachst eine Pra-Emulsifikation mit dem
Geréat Ultra Turrax T25S5 (IKA, Stauffen) bei 20000 Umdrehungen/min tber 5 min
und anschlielend eine Hochdruckhomogenisierung mit dem Gerat Gaulin Lab60
(APV Homogenizer, Lubeck) bei 400 bar Uber 10 min. Es wurden 4x400 ml

Emulsion in vier sterile 500ml Flaschen abgefulit.

Fur die Zusatzlosung A wurden 1,12g KCI (Merck, Darmstadt, -cat.
no.1.05001.0250) und 7g NaHCO3; (Merck, cat. no. 1.06329.0500) in 200ml aqua

ad injectabilia gelost. 4x30 ml dieser Lésung wurden in vier sterile 50ml Flaschen
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filtriert (0,2um/Schleicher & Schuell, Dassel, cat. no. FP 030/3) und bei 121 fir
20min autoklaviert (KSG 113,der Firma KSG, Olching).

Fur die Zusatzlésung B wurden 13,05g NaCl (Merck, cat. no. 1.01540.0500),
10,659 KClI, 1,324g CaCl*2H,0 (Merck, cat. no. 1.02383.0250), 1,54g MgCl,*6H,0
(Merck, cat. no. 1.08342.1000) und 107,15g Hydroxyethylstarke 200000/0,5
(Fresenius, Bad Homburg) in 500ml aqua ad injectabilia geldst. 8x35ml dieser
L6sung wurden in 8 sterile 50ml Flaschen filtriert (Verfahren siehe oben) und fur 20

min bei 121 autoklaviert.

Nach Zugabe von einer Flasche Losung A und anschliel3end von 2 Flaschen der
Losung B zur Perfluorodecalin-Emulsion wurde das Gemisch vor der Applikation in
den Blutkreislauf der Versuchstiere gut durchgemischt. Die genaue

Zusammensetzung der gebrauchsfertigen Losung wird in der Tabelle 3 dargestellt:

Tabelle 3: Zusammensetzung der gebrauchsfertigen Perfluorocarbone (PFC)-

Emulsion

Perfluorocarbone |

Substanz Konzetration [%(wt/vol)]
Perfluorodecalin 20,000
Pluronic F6800 2,560
NaCl 0,366
KCI 0,332
MgCl, 0,020
CacCl, 0,228
NaHCO, 0,210
Glucose 0,180
Hydroxyethylstarke (HES 200000/0,3) 3,000

Die Partikelgrof3e und die Speicherfahigkeit wurden mit dem ,submicron particle
size distribution analyzer autosizer lic* der Firma Malvern Instruments bestimmt.
Nur Emulsionen mit einer PartikelgroRe von weniger als 0,5um Durchmesser

wurden verwendet, um thrombotischen Ereignissen bei den Tieren vorzubeugen.
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2.3  Kreislaufmodell

Fur diese Arbeit wurde das speziell fur die Perfusion von Schweineherzen
konzipierte Kreislaufmodell der Firma Hugo Sachs Electronic, March-Hugstetten
verwendet. Dieses Modell bietet die Mdoglichkeit, isolierte Herzen sowohl unter
konstanten Druckbedingungen als auch unter konstanten Flussbedingungen
antegrad im Langendorff-Modus zu perfundieren. In dieser Versuchsreihe wurden
die Herzen unter konstant gehaltenem Perfusionsdruck perfundiert, da dies eher

den physiologischen Bedingungen entspricht. (58)

Die Konstruktion dieses Modells bietet aul3erdem noch die Mdglichkeit eines von
der Blutreperfusion getrennten Kreislaufs, den wir in unserer Arbeitsgruppe fur die
in den folgenden Abschnitten beschriebene Kardioprotektion in situ und fur die
Kardioprotektion am Kreislaufmodell genutzt haben. Dieses System wurde fir
unsere Zwecke speziell konzipiert und in enger Zusammenarbeit mit unserer

Arbeitsgruppe von der Firma Hugo Sachs Electronic weiterentwickelt.

2.4  Blutreperfusat

Zur Blutreperfusion wurde Schweinevollblut verwendet, das aus dem
nahegelegenen Schlachthof bezogen wurde. Bei dem dort Ublichen
Totungsvorgang wurde dem Tier nach erfolgter La&hmung mittels elektrischen
Stroms ein medianer Halsschnitt zugefligt. Das dabei ausstromende Blut wurde in
einem Gefald aufgefangen, das bereits in 100 ml 0,9% NaCl geloste 12500 I.E.
Heparin enthielt. Um mdglichen Transfusionszwischenféllen vorzubeugen, wurde

pro Versuch nur Blut eines Schweins verwendet.

Im Labor erfolgte die weitere Verarbeitung des Blutes nach einem
standardisierten Schema. Es wurde ein Hamatokrit von 20 — 25% und ein
Serumkaliumwert von 4,0 — 5,0 mmol/l angestrebt. Zur Verdinnung des Blutes
wurde eine speziell fur unsere Versuchszwecke in der Universitatsapotheke
Tlbingen zubereitete kaliumfreie Krebs-Henseleit-Losung verwendet, deren genaue

Zusammensetzung aus der Tabelle 4 zu ersehen ist.
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Tabelle 4: Zusammensetzung der kaliumfreien Krebs — Henseleit - Lésung

K™ - freie Krebs - Heseleit - Losung
Subtanz Konzetration [mmol/l]

Calciumchlorid 2,5
Natriumchlorid 90,0
Natriumhydrogencarbonat 30,0
Natrimhydrogenphosphat *H20 1,0
Magnesimsulfat *H20 1,0
Glucose *H20 5,5
Pyruvat 1,1

Der pH - Wert wurde mit 4,2% NaHCO3; auf Werten zwischen 7,350 und 7,450
gehalten. Zur  Erndhrung der Herzmuskelzellen  wurde Glukose und zur
Verbesserung der Glukoseaufnahme in die Herzmuskelzelle Insulin hinzugeflgt.
Um eine membranstabilisierende und 6demverringernde Wirkung zu erreichen
wurde Hydrocortison 100® gegeben. Durch die Gabe von 80 mg des
Aminoglykosidantibiotikums Gentamycin (Refobacin®) sollte ein bakterielles
Wachstum im Versuchskreislauf verhindert werden. Die Gerinnung wurde durch
10.000 IL.E. Heparin gehemmt. Die Mittelwerte der Blutgasanalysen der
angesetzten Blutreperfusate, die mit dem ,STAT Profile 9 Analysator* der Firma

»,nhova biomedical“ bestimmt worden sind, sind in Tabelle 5 aufgeflhrt.

Tabelle 5: Mittelwerte der Blutgasanalysen aller angesetzten Blutreperfusate

Mittelwert Btandardab.
pH 7,32 0,05
PCO; fmmHg] 60,5 10,8
PO2 [mmHg] 33,5 5,8
Na " fmmol 136 8
K™ tmmol 41 0,6
Cl” 1mmoln 104 29
Ca"" jmmoi 1,38 0,23
GlU gy 188 21
HK (9] 24 1
HD (g/a 8,1 0,5
OSM [mosm] 273 15
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2.5 Versuchsaufbau und —ablauf
2.5.1 Uberblick

Die Tiere wurden in zwei Gruppen eingeteilt. In der ersten Gruppe wurde UW-
Losung und in der zweiten PFC-Emulsion als Kardioprotektionsldsung verwendet.
Des Weiteren bestand kein Unterschied im Versuchsaufbau, im Ablauf, und in der

Auswertung.
Der Versuch gliedert sich in folgende Abschnitte:

e Operation: In einer Operation am eroffneten Thorax erfolgten die
notwendigen Praparationen zur Vorbereitung auf die nachfolgende in situ-

Kardioprotektion.

* In situ-Kardioprotektion: Das Herz der Tiere wurde nach Einstellen der
Beatmung und eingetretenem Kreislaufstillstand in situ unter Anwendung des
speziell zu diesem Zweck entwickelten Kreislaufs am Kreislaufmodell fir 1h

durch kontinuierliche Perfusion mit Protektionslosung protektioniert.

» Praparation: Nach dem Beenden der in situ-Kardioprotektion wurden die
Herzen aus dem Korper der Tiere entnommen und fur die anschliel3ende

Kardioprotektion am Kreislaufmodell vorbereitet.

» Kardioprotektion am Kreislaufmodell: Der vorhin angewandte Kreislauf zur in
situ Kardioprotektion wurde nun zur ex situ-Kardioprotektion benutzt. Nach
einer Gesamtkardioprotektiondauer von 2,5 h wurde die Blutreperfusion

eingeleitet.

» Blutreperfusion: Das Herz wurde im Kreislaufmodell fir insgesamt 1h im

Langendorff-Modus mit Blut reperfundiert.

Eine Ubersicht Uber den zeitlichen Ablauf des Versuchs ist aus der Tabelle 6 zu

entnehmen.
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Tabelle 6: Zeitliche Einteilung der Versuche

Zeiten [h :min: s]
OP Ischamie Kardioplegie Blutreperfusion
Fortsetzung der

Beginn der | Einstellung der | Beginn der in sity Kardioprotektion Beginn der
Narkose - Beatmung - | Kardioprotektion | am Modell - Ende] Blutreperfusion -

Einstellung derf Beginn der in sity Ende der in situ der Ende der
Beatmung | Kardioprotektion| Kardioprotektion| Kardioprotektion | Blutreperfusion

am Modell
alle| Mittelwert 1:30:14 0:07:32 0:55:47 1:16:06 1:00:00
Standardabw/] 0:12:18 0:02:21 0:07:46 0:10:42 0:00:00
UW] Mittelwert 1:31:01 0:08:28 0:56:35 1:14:20 1:00:00
Standardabw/] 0:14:58 0:02:21 0:04:59 0:08:08 0:00:00
PFC| Mittelwert 1:28:58 0:06:01 0:54:31 1:18:54 1:00:00
Standardabw/] 0:07:40 0:01:30 0:11:34 0:14:32 0:00:00
2.5.2 Praoperatives Vorgehen

Préaoperativ wurden die Ferkel bei freier Trinkmenge flr 24 Stunden nuchtern

gehalten. Am Versuchstag erhielten sie noch vor dem Transport in den
Operationsraum in den Einrichtungen des Versuchsstalls folgende intramuskulare

Pramedikation:

Atropinsulfat 0,05 mg/kg Kérpergewicht

Azaperon (Stresnil®) 4 mg /kg Kérpergewicht

Flunitrazepam (Rohypnol®) 1ml/Tier

« Ketaminhydrochlorid (Ketanest®) 7 mg/kg Korpergewicht (KG)
2.5.3 Narkose

Die Tiere kamen sediert im Operationssaal an. Die Narkoseeeinleitung erfolgte
unter Maskenbeatmung mittels Isofluran in einer Konzentration zwischen 2 — 3
Vol%. Danach wurden die Tiere endotracheal intubiert. Die Narkose wurde mit
Isofluran 1,2 — 1,5 Vol% aufrechterhalten. Zuséatzllich wurden Sauerstoff und
Lachgas in einem Verhaltnis 1:1 beigemischt. Zur Muskelrelaxation wurde den

Tieren 1 ml Pancuronium® i.m. gespritzt.
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2.5.4 Operation

Zu Beginn erfolgte eine mediane Thorakotomie und der Einsatz eines
Thoraxspreizers. AnschlieRend wurde der Thymus entfernt, das Perikard eroffnet
und die Aorta von der A. pulmonalis abprapariert. Daraufhin wurde jeweils eine
arterielle und eine vendse Blutprobe entnommen. Als nachstes folgte die

intraventse Gabe von 100 |.E./kg Korpergewicht des Tieres Heparin.

Als nachster Schritt wurde ein ca. 8 cm langer Hautschnitt rechts paramedian am
Hals gesetzt, um die HalsgefaRe darzustellen. Die A. carotis interna und die V.

jugularis externa wurden kranial angeschlungen und kaudal tourniquiert.

Die A. carotis interna wurde eroffnet und ein speziell fir unsere Versuchszwecke
konzipierter, von der Firma Jostra GmbH hergestellter Katheter eingefihrt. Dieser
Katheter besald ein Lumen und einen ca. 10 ml fassenden, an der Katheterspitze
gelegenen Ballon, der zur sog. Blockung, d.h. zum Verschluss des distalen
GefalBlumens diente. Dieser Katheter wurde bis zur Aorta ascendens
vorgeschoben. Die richtige Lage wurde durch geringes Auffillen des
Blockungsballons und anschlie3ender Palpation des Ballons durch die Gefalwand

kontrolliert. Kranial wurde die Arterie ligiert.

In die V. jugularis externa wurde in ahnlicher Weise ein weiterer, auch von der
Firma Jostra GmbH speziell angefertigter Katheter eingefuhrt. Dieser Katheter
bestand aus einem Lumen und zwei Blockungsballons, die je nach Kathetermodell
einen Abstand von 8 — 10 cm voneinander aufwiesen. Die Katheterspitze war
verschlossen; jedoch befanden sich mehrere seitliche Offnungen zwischen den
beiden Blockungsballons. Dieser Katheter wurde so positioniert, dass die
Blockungsballons im aufgefiliten Zustand die V. cava superior und die V. cava
inferior verschlossen. Die zwischen den Ballons gelegenen Offnungen drainierten
den Inhalt des rechten Vorhofs. Auch hier wurde die korrekte Lage durch Palpation

Uberpruft. Die V. jugularis externa wurde nach kranial hin ligiert.
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2.5.5 Organprotektion
2.5.5.1 In situ Kardioprotektion

Nach Abschluss der Praparation wurde die Beatmung abgestellt und die Tiere vom
OP — Saal in den danebengelegenen Raum, in dem das isolierte Kreislaufmodell
inzwischen in einem betriebsbereiten Zustand war, transportiert. Die Narkose wurde

mit Propofol (Disoprivan® 1%) i.v. nach Bedarf aufrechterhalten.

Der in der A. carotis interna plazierte Katheter wurde mit dem Perfusionsschlauch
des Kreislaufmodells verbunden. Uber den in der A. carotis interna liegenden
Katheter konnte ferner der Druck in der Aorta gemessen und online erfasst werden.
Sobald die Differenz zwischen systolischem und diastolischem Druck 10 mmHg
unterschritten hatte und somit der Kreislaufstillstand eingetreten war, wurde
arterielles Blut fur eine Blutgasanalyse abgenommen. Die nachfolgende Tabelle
zeigt den Mittelwert der zu diesem Zeitpunkt von allen Tieren entnommenen

Blutgasanalysen.

Tabelle 7: Mittelwerte der kurz vor Beginn der in situ Kardioprotektion

durchgefuhrten Blutgasanalysen

Mittelwert Btandardab.
pH 7,32 0,11
PCO2 mmHg] 59,7 13,8
PO2 [mmHg] 23,7 13,8
Na " mmol 140 5
K™ (mmoll 4,6 1,0
Cl fmmol 109 5
Ca++ [mmol/I] 0,84 0,17
GlU g 140 76
HK 10 26 8
HD 1/an 9,3 1,0
OSM (mosm] 278 8
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Anschlieend wurde der Blockungsballon, der in der Aorta ascendens knapp
unterhalb des Aortenbogens plaziert war, mit NaCl 0,9% aufgefillt und dadurch die
Aorta nach peripher hin verschlossen. Daraufhin wurde mit der in situ
Kardioprotektion unter Zuhilfenahme des speziell hierfir konzipierten Teils des
Kreislaufmodells begonnen (vgl. Abb. 1).

Abbildung 1: Kardioprotektionskreislauf

Die im Gefall (Nr.4) aufgefillte Kardioprotektionslésung wurde Uber eine
Rollerpumpe (Nr. 5) befordert und im Warmetauscher (Nr. 6) gekihlt. Die gekihlte
Losung gelangte daraufhin in die nachfolgende Druckkammer und von dort aus
uber den Perfusionsschlauch und den in der Aorta befindlichen Katheter in die
Koronarien. Der Soll-Druck konnte Uber einen Druckeinsteller (Nr. 7) bestimmt

werden und Uber einen Zeigermanometer (Nr. 8) wurde der Ist-Druck gemessen.

Der tatsachliche Perfusionsdruck wurde Uber eine kleine Kaniile (Butterfly®)

gemessen, die in die Aorta ascendens knapp unterhalb des Blockungsballons
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eingefuhrt wurde und an einem Druckaufnehmer konnektiert war. Gleichzeitig
wurden die beiden in der V. cava superior et inferior befindlichen Blockungsballons
des V. jugularis externa-Katheters mit NaCl 0,9% aufgefullt und dadurch die beiden

Geféale verschlossen.

Durch den retrograden Perfusionsfluss der Kardioprotektionslésung wurde die
Aortenklappe geschlossen und die Koronargefdl3e perfundiert. Nach dem
Durchstromen der Herzmuskelkapillaren wurde das Perfusat Uber den Sinus
coronarius, den rechten Vorhof und die Offnungen des in der V. jugularis externa
befindlichen Katheters in ein Sammelgefal? abgeleitet. Um den Fluss durch die
Koronarien auch quantitativ [ml/min] bestimmen zu konnen, wurde zwischen
Katheter und Sammelgefal3 ein Ultraschall-Flussaufnehmer eingesetzt. Die
Perfusionswerte  wurden  online erfaBt und Uber ein  spezielles
Datenverarbeitungsprogramm (PO-NE-MAH®) auf dem Bildschirm des PC sichtbar
gemacht. Die ersten Milliliter des Perfusates waren stark mit Blut vermischt und
wurden deshalb verworfen. Sobald im Sammelgefald ankommende Perfusat Kklar
war, wurde das Sammelgefal3 Uber einen Schlauch mit dem Reservoir der
Kardioprotektionslosung verbunden. Dadurch entstand ein Kreislauf und der
Verbrauch an Kardioprotektionsldsung wurde verhindert. Durch diesen Kreislauf
wurde gewabhrleistet, dass die Kardioprotektionslosung ohne Widerstand oder
Unterdruck aus dem rechten Herzen abflieBen konnte und somit keine Dilatation

des rechten Vorhofs auftreten konnte.

Der Perfusionsdruck der Kardioprotektionsldsung betrug 40 mmHg, die Temperatur
7. Die Dauer der warmen Ischamie, d.h. die Zeit zwischen dem Einstellen der
Beatmung und dem Beginn der in situ-Kardioprotektion betrug im Durchschnitt

7+2min und die gesamte Dauer der in situ Kardioprotektion 56£8min.
2.5.5.2 Praparation des Herzens zur Kardioprotektion am Kreislaufmodell

Nach der Beendigung der in situ Kardioprotektion wurden zunachst die Katheter
entfernt und anschlielend das Herz explantiert. Nach dem Wiegen erfolgte die

weitere Praparation auf einer mit Eis bedeckten Arbeitsflache.
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Der gesamte Aortenbogen wurde abprapariert und nur ein Stumpf der Aorta
ascendens belassen. Kleine, durch Einstich der Butterfly® -Kaniile entstandene
Einstichlocher wurden mit feinen 5-0 Faden (Prolene) verschlossen. Daraufhin
wurde in die Aorta ascendens eine Kanile in genigendem Abstand zur
Aortenklappe eingenaht. In den Truncus pulmonalis wurde das eine Ende eines 4
cm langen Schlauches eingendht. An das andere Ende wurde ein
Ultraschallmel3kopf angebracht, um den Fluss in den Koranarien messen zu
konnen. Die Lungenvenen sowie die Vv. cavae superior et inferior wurden mit
Ligaturfaden verschlossen. Die beschriebene Praparation erfolgte mit grof3ter
Sorgfalt, um die Herzmuskulatur so wenig wie moglich zu schadigen. An das
Epikard des linken Ventrikels wurden die freien Enden der zwei Kabel eines

externen Schrittmachers genéaht.

Somit war das Herz fir die weitere Kardioprotektion am Kreislaufmodell und zum
grodten Teil auch fur die daran anschlieende Blutreperfusion vorbereitet. Die

gesamte Praparationszeit betrug 20+5min.
2.5.5.3 Kardioprotektion am Kreislaufmodell

Das Herz wurde Uber der an der Aorta befestigten Kanlle (Aortenkanile) an das
Kreislaufmodell angeschlossen und die Kardioprotektion fortgesetzt. Die
Kardioprotektionslésung wurde wie bei der in situ Kardioprotektion vom Reservoir
angesaugt, gelangte Uber die Aortenkanile in die Aorta, fihrte zum Schluss der
Segel der Aortenklappe und damit zur Perfusion der KoronargefaRe. Uber den im
Truncus pulmonalis eingefiihrten Schlauch (Koronarschlauch) floss die Lésung ins

Reservoir zuriick und stand dem Kreislauf erneut zur Verfigung.

Die Temperatur der Kardioprotektionslésung betrug 7C, der Perfusionsdruck wie
bei der in situ Kardioprotektion 40 mmHg. Die Dauer der Kardioprotektion am
Modell betrug 1h16mint11min, so dass sich eine Gesamtkardioprotektiondauer von

2h 30min ergab.

2.5.6 Blutreperfusion

Nach der Beendigung der Kardioprotektion am Kreislaufmodell wurden das

Kreislaufmodell und das Herz fur die nachfolgende Blutreperfusion vorbereitet.
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Das Herz wurde kurzzeitig vom Kreislaufmodell abgenommen und gewogen. Das
linke Herzohr wurde eréffnet und ein mit NaCl 0.9% gefullter, an das eine Ende
eines dunnen Schlauches befestigter spezieller Messballon unter Schonung der
Mitralklappe in den linken Ventrikel eingefuhrt. Das andere Ende des Schlauchs war
an einen Druck—Dom angeschlossen. Zwischen Messballon und Druck—Dom war
ein Drei-Wege-Hahn dazwischengeschaltet, tGber den das Volumen im Ballon
vermehrt bzw. vermindert werden konnte. Durch dieses System konnte der Druck
im linken Ventrikel jederzeit gemessen und auch der diastoliche Druck, d.h. die
Vorlast im linken Ventrikel nach Belieben eingestellt werden. Der diastolische Druck
wurde in den ersten Minuten langsam aufgebaut und im weiteren Verlauf bei
20t1mmHg konstant gehalten. Die Herzschrittmacherkabel wurden an den
Schrittmacher angeschlossen und der Schrittmacher in einen betriebsbereiten

Zustand versetzt.

Das vorbereitete Blutreperfusat wurde in ein Reservoir am Kreislaufmodell
eingeflllt. Dieses Reservoir bestand aus einem doppelwandigen Plexiglasgefal3,
zwischen dessen Wéanden 39T warmes Wasser stromte. So konnte das Blut

schonend auf 37T erwéarmt und in dieser Temperatur gehalten werden.

Abbildung 2: Blutreperfusionskreislauf
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Der Reperfusionskreislauf besal? folgenden Aufbau: (vergleiche Abb.2) Das Blut
wurde aus dem Plexiglasgefal3 (Nr. 1) mittels einer Rollerpumpe (Nr. 2) in einen
Membranoxygenator (Nr. 3) eingeleitet, dort mit Sauerstoff und Kohlendioxid
angereichert, erwarmt und in ein weiteres Reservoir (Nr. 4) transportiert. Die
Einstellung des Sauerstoff- und Kohlendioxidgehaltes konnte dabei Uber ein fein
regulierbares Druckminderer-Ventil (Nr. 3A) erfolgen. Vom Reservoir (Nr. 4) aus
wurde das Blut Uber eine weitere Rollerpumpe (Nr. 5) in eine Druckkammer (Nr. 6)
Uberfuhrt. Der Soll-Druck wurde tber einen Druckeinsteller (Nr. 7) geregelt, der Ist—
Druck Uber ein Zeigermanometer (Nr. 8) kontrolliert. Der an der Aortenkanile
tatsachlich vorherrschende Druck wurde tber einen Druckaufnehmer (Nr. 9) erfal3t
und kontinuierlich online registriert. Der Perfusionsdruck wurde in den ersten zehn
Minuten langsam aufgebaut (ca. 50 mmHg) und fur die restliche Perfusionszeit auf

75 mmHg eingestellit.

Das Blut gelangte nun mit diesem Druck in die Aorta und von dort in die
KoronargefaRe. Durch den im Truncus pulmonalis kurz oberhalb der
Pulmonalklappe eingesetzten Schlauch wurde das Blut aufgefangen und der Fluss
Uber einen UltraschallmeBkopf (Nr. 10) in ml/min gemessen. Dieser gemessene
Fluss entsprach dem Koronarfluss. Die ersten Milliliter dieses Blutes wurden in
einem Gefald (Nr. 12) aufgefangen und verworfen. Nachdem sich der anfangs hohe
koronare Kaliumwert normalisiert hatte, wurde dieses Blut in das Plexiglasgefaf}

(Nr. 1) geleitet und stand so dem Kreislauf wieder zur Verfligung.

Uber den im linken Ventrikel eingefiihrten Messballon konnte der wahrend den
Kontraktionen entwickelte isovolumetrische Druck kontinuierlich wahrend der
gesamten Reperfusionszeit erfal3t werden. Sorgfaltig wurde darauf geachtet, das
Mel3system blasenfrei zu beflllen, da im System eingeschlossene Luftblaschen die
dynamischen Druckmesseigenschaften beeinflussen und das Ergebnis verfalschen

konnten.

Beim Auftreten von Kammerflimmern wurden die Herzen defibrilliert und bei Bedarf
mit einer Frequenz von 120 Schlagen/min Uber einen externen Schrittmacher

elektrisch stimuliert.
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2.6  Versuchsauswertung
2.6.1 Funktionsdaten

Die Messwerte der Funktionsparameter wurden Uber das
Datenverarbeitungsprogramm PO-NE-MAH® Digital Acquisition Analysis and
Archive Systems (PO-NE-MAH Inc., Simsbury, Conn., USA) kontinuierlich erfasst
und online auf dem Bildschirm des PC visuell (graphisch und tabellarisch)

dargestellt.

Wahrend der warmen Ischamiezeit wurde der Druck in der Aorta [mmHg] registriert,
um den Zeitpunkt des Eintritts des Kreislaufstillstands erkennen zu kénnen. Sowohl
wahrend der in situ-Kardioprotektion als auch wahrend der Kardioprotektion am
Kreislaufmodell wurden der Perfusionsdruck [mmHg] und der Koronarfluss [ml/min]
erfaBt. Diese Werte dienten als Uberwachungsparameter wéahrend dieser

Versuchsabschnitte.

Wahrend der Blutreperfusion wurde der Druck im linken Ventrikel (Left Ventricular
Pressure) [mmHg] mit Hilfe des oben beschriebenen Ballonsystems standig
gemessen. Das Programm war in der Lage, aus diesen Werten die Maximalwerte
des linksventrikularen Druckanstiegs (+dP/dt) und des Druckabfalls (-dP/dt)
[mmHg/s] zu berechnen. Diese wurden dann gespeichert. Aus dem in einer Tabelle
registrierten systolischen und diastolischen Druckwert wurde der im linken Ventrikel
entwickelte Druck (Left Venticular Developed Pressure) [mmHg] berechnet. Ferner

wurde Uber dieses System die Herzfrequenz (HF) [Schlage/min] erfal3t.

Am Anschluss der Aortenkaniile am Perfusionssystem waren die Messinstrumente
installiert, die den Druck in der Aorta (Aortic Pressure) [mmHg] und den Fluss durch
die Aorta (Aortic Flow) [ml/min] - also den Perfusionsdruck und den Perfusionsfluss
- gemessen haben. Uber den Messkopf am Katheter des Truncus pulmonalis wurde

der Fluss durch die Koronargefal3e (Coronar Flow) [ml/min] gemessen.

Um die unterschiedliche Herzmuskelmasse der verschiedenen Versuchstiere mit zu

bertcksichtigen, wurden bei der Auswertung des CF die Werte auf das
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Trockengewicht bezogen. Das Trockengewicht wurde nach dem im Abschnitt 2.6.3

beschriebenen Verfahren bestimmt.

Das Datenverarbeitungsprogramm war in der Lage, 250 Messungen pro zehn
Sekunden pro Parameter durchzufiihren und deren Mittelwert in einer Tabelle
aufzuzeigen und zu speichern. Diese Zehnsekundenwerte wurden dann alle 5 min
gemittelt und in einer weiteren Tabelle gespeichert. Diese Funfminutenwerte
wurden dann zum Vergleich der jeweiligen Herzen zum jeweiligen Zeitpunkt
herangezogen. Aus den Funfminutenwerten der Herzen der jeweiligen Gruppe
wurde jeweils ein Funfminutenmittelwert fir die gesamte Gruppe gebildet. In den
ersten zehn Minuten der Blutreperfusion waren noch keine konstanten
Bedingungen geschaffen, so dass diese Zeit nicht dazu genutzt werden konnte,

miteinander vergleichbare Daten zu erhalten.

2.6.2 Blutbestimmungen
2.6.2.1 Blutproben

Zur Bestimmung der verschiedenen Blutparameter wurden wahrend der
Blutreperfusion zu fest vorgeschriebenen Zeitpunkten zeitgleich arterielle und
koronare Blutproben entnommen. So konnten arteriokoronare Differenzen gebildet
werden. Als Ausgangswert diente jeweils eine Probe vom angesetzten
Vollblutreperfusat , das nach dem im Abschnitt 2.3 beschriebenem Verfahren

gewonnen wurde.

Die erste arterielle Probe wurde gleich nach Einflllen des Perfusats im System, die
erste koronare Probe eine Minute nach Beginn der Langendorf—Reperfusion. 5,
10, 15, 25, 35, 45 und 60 Minuten nach Beginn der Blutreperfusion wurden weitere

arterielle und koronare Proben entnommen.

2.6.2.2 Blutgasanalysen

Zur Durchfuhrung von Blutgasanalysen wurde das Gerat STAT Profile 9 Analysator
der Firma nova biomedical benutzt. Es konnte innerhalb weniger Minuten folgende
Werte liefern: pH, pO,, pCO,, Na’, K, CI" Ca'", Hamatokrit, Hamoglobingehalt,

Glucose und Osmolaritat. Dadurch bestand die Mdglichkeit, bei Blutverdnderungen
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rechtzeitig einzugreifen. Bei Abweichung des pH wurde dieser tiber eine Anderung
der CO,—Begasung oder durch eine Natriumbikarbonatgabe korrigiert, der pO, und
der pCO, uber Druckminderer variiert, ein zu hoher Kaliumwert oder Hamatokrit
durch die Zugabe von kaliumfreier Krebs-Henseleit-Losung (siehe Abschnitt 2.4)

reduziert .

Die Bestimmung von Na’, K', CI, Ca"™, pH und pCO, erfolgte mittels
ionenselektiver Elektroden, bei denen die Membranen nur fir ein bestimmtes lon
durchlassig waren. Dadurch entstand ein Potential, das gemessen und in einen
entsprechenden Wert umgewandelt wurde. Der pO, wurde amperometrisch an
einer Elektrodenoberflache bestimmt, an der O, reduziert und der dabei
entstehende Elektronenverbrauch gemessen wurde. Der Hamatokrit wurde durch
eine elektrische Widerstandsmessung unter Bertcksichtigung der
Natriumkonzentration errechnet. Glucose wurde Uber eine enzymatische Reaktion
bestimmt. Dabei entstand uber eine Reaktion, die von der Glucoseoxidase
katalysiert wurde, H,O,, das an einer Platinelektrode weiteroxidiert wurde. Der

Elektronenfluss war proportional zur Glucosekonzentration.
2.6.2.3 Blutbilder

Zur Bestimmung der Leukozyten- Erythrozyten- und Thrombozytenzahl, des
Hamoglobingehaltes und des Hamatokrits wurde das Blut geméaf3 der Beschreibung
in 2.6.2.1 gewonnen und in handelsubliche, in der Klinik benutzte, standardisierte
3ml — EDTA-R6hrchen der Firma Braun gegeben. Diese Proben wurden dann mit
dem Gerat Sysmex K — 1000 der Firma Sysmex, einem vollautomatischen
Hamatologie — Analysegeréat fur quantitative in vitro Diagnostik, verarbeitet. Dieses
Gerat misst Leukozyten, Erythrozyten, und Thrombozyten nach dem elektrischen
Widerstandsmessprinzip, das Hamoglobin nach der Cyanmethdmoglobinmethode

und den Hamatokrit nach der kumulativen Pulsh6hensummierung.

Im Unterschied zu den anderen Blutbestimmungen wurden zu den Zeitpunkten 5,

10, 25, 35 Minuten keine Proben zur Blutbildbestimmung entnommen.
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2.6.2.4 Malondialdehyd

Wahrend der Reperfusion kommt es unter Einwirkung von Radikalen zur
Peroxidation von Lipiden der Zellmembran und dadurch zur Dysfunktion der
Zellmembran und letztendlich der Zelle. Malondialdehyd (MDA) ist ein relativ
stabiles Endprodukt der Peroxidation von mehrfach ungesattigten Fettsauren und
ihren Estern. Die Plasmakonzentration dieses Produktes korreliert direkt mit dem
entstandenen Zellschaden. Es wurde ein kolorimetrischer Assay - Kit der Firma
CALBIOCHEM® (San Diego, CA, USA) verwendet, der spezifisch MDA (iber eine
chromogenene Substratreaktion bei 586 nm quantifiziert. Dazu wurden EDTA —
Blutproben entnommen, bei 2500 g zentrifugiert und 200 pl des Plasmas fur den

Assay verwendet.

2.6.3 Herzgewicht- und Trockengewichtbestimmungen

Das Herzgewicht wurde nach der Explantation (d.h. nach dem Einstellen der in situ-
Kardioprotektion), nach dem Beenden der Kardioprotektion am Kreislaufmodell und

nach dem Ende der Blutreperfusion bestimmt [g].

Um das Trockengewicht zu bestimmen, wurde nach dem Ende der Blutreperfusion
jeweils ein Stick Myokard aus dem rechten und dem linken Ventrikel entnommen.
Diese Sticke wurden mit einer Prazisionswaage gewogen und anschlieRend flr
eine Woche in einem Ofen bei 60T fir eine Woche ge trocknet. Dann wurden sie
aus dem Ofen entnommen und erneut gewogen. Der Wassergehalt wurde nach
folgender Formel errechnet: (1-(Gewicht nach dem Trocknen/Gewicht vor dem
Trocknen))/100 [%]. Das Trockengewicht nach folgender Formel: (1-((Wassergehalt
rechter Ventrikel + Wassergehalt linker Ventrikel)/2))sHerzgewicht nach dem Ende

der Blutreperfusion).

2.6.4 Histologie und Elektronenmikroskopie

Nach dem Ende der Blutreperfusion wurden mittels einer Gewebestanze
Herzmuskelbiopsien aus dem linken Ventrikel enthommen und zur weiteren
elektronenmikroskopischen Aufarbeitung in mit 0,1 M Cacodylat-gepuffertem 2%
Glutaraldehyd fixiert. AnschlieRend folgte nach Zurechtschneiden des Gewebes in

Wurfel mit einer Kantenlange von 1mm eine Blockkontrastierung mit 1%
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Osmiumtetroxid und gesattigtem Uranylacetat. Nach der Einbettung des Gewebes
in Araldit wurden Semidinnschnitte angefertigt, mit 0,5% Toluidinblau geféarbt und
lichtmikroskopisch begutachtet. Die in Abh&ngigkeit von der Beurteilung der
Semidinnschnitte ausgewahlten Ultradinnschnitte wurden mit 0,2% Bleicitrat
nachkontrastiert und im Elektronenmikroskop EM10 der Firma Zeiss, Oberkochen,
insbesondere unter dem Aspekt der Kontraktionsbanden und der Gefal3thromben

qualitativ ausgewertet.

Das Herz wurde in 4% phosphatgepuffertem Formalin mindestens 4 Stunden fixiert
und danach parallel zur Herzbasis lamelliert. Insgesamt wurden pro Herz etwa 9
transmurale Gewebeproben aus der Vorder-, Seiten- und Hinterwand des linken
und rechten Ventrikels und des interventrikularen Septums entnommen und
paraffiniert. Die Schnitte wurden mit Hamatoxylin-Eosin, PAS (Perjodsaure-Schiff-
Reaktion) und nach Masson-Trichrom gefarbt. Bei der histologischen Beurteilung
wurde insbesondere auf Kontraktionsbanden und Gefaldthromben geachtet.
Kontraktionsbanden stellen einen tetanischen Hyperkontraktionsschaden der
Herzmuskelzelle dar, der sich morphologisch in Form von abschnittsweise
verkirzten Sarkomeren mit an dieser Stelle wulstartiger Auftreibung der
Herzmuskelzelle &uRert. Kontraktionsbandschaden treten insbesondere nach
postischamischer Reperfusion auf. Pathogenetisch soll ein Katecholaminiiberschuf3
mit einem gestorten Wechselspiel zwischen Katecholaminen und Kalzium zugrunde
liegen. (R. Caesar: Herz. In. W. Remmele (Hrsg.): Pathologie. Band 1 zweite
neubearbeitete Auflage Springer Berlin, Heidelberg, New York, 1999: 125-126)

Zur Bewertung der Kontraktionsbanden wurde pro Gewebeblock jeweils ein nach
Masson-Trichrom gefarbter Schnitt unter einem Doppellaufer - Mikroskop (Olympus
BH-2, Objektiv x10) gleichzeitig von zwei Untersuchern betrachtet und hinsichtlich
des Flachenanteils der Kontraktionsb&nder aufweisenden Herzmuskelzellen nach

folgender Skala semiquantitativ bewertet:

* 0 = keine Kontraktionsbanden
* 1 =mild = wenige Kontraktionsbanden

* 2 =moderate = feinfleckige Kontraktionsbanden
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* 3 =severe = grol3flachige Kontraktionsbanden

Aus der Summe der Bewertungszahlen der einzelnen Schnittpraparate eines
Herzens wurde der Mittelwert fur jedes Herz gebildet. Von den Mittelwerten der
jeweiligen Herzen einer Gruppe wurde ein Mittelwert fir die gesamte Gruppe
gebildet.

Die Gefalsthrombosen wurden folgendermalRen ausgewertet: Es wurden jeweils funf
PAS-gefarbte Schnittpraparate einesHerzens zufallig ausgewahlt. In jedem dieser
Praparate wurde in jeweils zwanzig Gesichtsfeldern unter Verwendung einer 10x
ObjektivvergrofRerung die Anzahl der thrombosierten GefalRe bestimmt, so dass am
Ende von jedem Herzen hundert Gesichtsfelder ausgezahlt waren. Es wurde fur
jedes Herz ein Mittelwert Uber die Anzahl der thrombosierten Gefalle pro
Gesichtsfeld gebildet. Aus den Mittelwerten fir jedes Herz einer Gruppe wurde ein

Mittelwert fur die gesamte Gruppe errechnet.

2.6.5 Statistische Auswertung
2.6.5.1 Funktionsdaten

Bei der Auswertung der Funktionsdaten wurde die sechzigminitige
Reperfusionsphase in drei Abschnitte unterteilt. Die ersten zehn Minuten wurden
nicht in die Auswertung aufgenommen, weil sich in der Zeit noch keine stabilen
Verhéltnisse eingestellt hatten. Der erste Abschnitt umfasste die Zeitspanne von
10:01 [min:s] nach Reperfusionsbeginn bis 35:00 [min:s] und der zweite Abschnitt
den Zeitraum von 35:01 [min:s] bis 50:00 [min:s]. Der dritte Abschnitt beinhaltete die
restlichen zehn Minuten der Reperfusion.

Es wurde eine Varianzanalyse durchgefihrt, in der sowohl die Gruppe als auch die
Tiernummer als nominale GrolRen berlcksichtigt wurden. Jedes Tier wurde
eindeutig einer Gruppe zugeordnet (nested-effect) und zuséatzlich als Random —
Effekt betrachtet. Die Signifikanz der Ergebnisse wurde mit dem Test nach

Wilcoxon uberpruft. P<0,05 wurde als Signifikanzniveau gewabhilt.

28



2.6.5.2 Blutwerte

Die durchgefuihrten Blutgasanalysen und Blutbildbestimmungen dienten eher der

Uberwachung und wurden deshalb statistisch nicht tiberprift.

Um festzustellen, ob die Unterschiede der in den ersten 15 Minuten nach
Reperfusionsbeginn erhaltenen MDA-Werten signifikant sind, wurden diese Werte
genau wie die Funktionsdaten mit dem Wilcoxon-Test Uberprift und ab p<0,05 als
signifikant erachtet. Auch diese Werte wurden einer Varianzanalyse unterzogen, die

genau so strukturiert war wie die der Funktionsdaten.
2.6.5.3 Histologie

Die erhaltenen Ergebnisse bei der Auswertung der Kontraktionsbanden und
thrombosierten Gefalle wurden mittels eines einseitigen t —Tests (Anova) auf

Signifikanz hin gepruft. Auch hier wurde ein Signifikanzniveau von p<0,05 gewahlt.
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3 Ergebnisse
3.1 Uberblick

Alle acht Herzen der Tiere der UW - Gruppe konnten erfolgreich reperfundiert
werden. In der PFC - Gruppe konnten nur funf Herzen reperfundiert werden. Drei
Herzen der PFC-Gruppe zeigten bereits wahrend der Kardioprotektion einen Abfall
und schliel3lich einen Abbruch des Coronarflussess . Die Blutreperfusion war nicht

maglich.
3.2 Funktionsdaten
3.2.1. LVDP

Wie aus den Daten der Tabelle 8 und deren graphischer Darstellung in der
Abbildung 3 zu erkennen ist, schienen die Herzen der PFC-Gruppe initial einen
hoheren Druck im linken Ventrikel aufbauen zu kdnnen. Dieser Unterschied war
jedoch statistisch nicht signifikant (p=0,08). Im weiteren Verlauf naherten sich die

beiden Gruppen einander an

Tabelle 8: Finfminutenwerte des LVDP wéhrend der Blutreperfusion in der UW
und PFC Gruppe

Left Ventricular Developed Pressure [mmHg]
I |
Uw PFC
Zeitpunkt Mittelwert | Standardabw. Mittelwert | Standardab w.
15 min 65 21,90 103 34,80
20 min 72 23,57 104 32,28
25 min 72 19,25 105 33,34
30 min 71 17,55 100 30,00
35 min 67 15,87 93 29,33
40 min 73 12,70 89 28,43
45 min 72 10,38 81 25,12
50 min 75 11,43 79 21,52
55 min 77 13,45 81 23,69
60 min 78 1391 82 25,09

30



140 - _ LVDP ——UW

Zeitpunkt
0 T T T T T T T T !

15 min 20 min 25 min 30 min 35 min 40 min 45 min 50 mim&B 60 min

Abbildung 3: Graphische Darstellung der Entwicklung des LVDP wéhrend der
Blutreperfusion in der UW — und der PFC — Gruppe

3.2.2 +dP/dt

Bei der Betrachtung der Ergebnisse des maximalen Druckanstiegs (+dP/dt) in der
Tabelle 9 und der Abbildung 4 sieht man ein ahnliches Bild wie beim LVDP. Zu
Beginn der Blutreperfusion schienen die Herzen der PFC — Gruppe besser
abzuschneiden als die Herzen der UW- Gruppe. Auch hier ergab sich keine
Signifikanz. Zum Ende hin néhertenn sich die beiden Kurven einander. Die Herzen
der UW — Gruppe hielten sich wahrend der gesamten Reperfusion auf relativ
konstantem Niveau, wéhrend sich die Herzen der PFC-Gruppe nach einem dem
Anschein nach besseren Beginn im weiteren Verlauf den Herzen der UW — Gruppe

annaherten.
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Tabelle 9: Finfminutenwerte des +dP/dt in der UW wahrend der Blutreperfusion
und PFC Gruppe

+ dP / dt[mmHgs)
I |
uw PFC
Zeitpunkt Mittelwert | Standardabw. |[[Mittelwert | Standardab w.
15 min 788 355 1128 438
20 min 836 343 1182 371
25 min 853 291 1154 427
30 min 865 303 1128 408
35 min 876 346 1048 417
40 min 938 368 1009 408
45 min 924 325 951 394
50 min 982 343 923 349
55 min 1054 362 956 354
60 min 1029 292 969 335
1600- - _ +dP/dt ——Uw

——PFC

01200 | __—
T
E 800 - ‘_/tf
4001 -+ B
O I I I I I I I I

Zeitpunkt'
15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

mn min mnN mN mnNn MmN mnN mnN mnN min

Abbildung 4: Graphische Darstellung der Entwicklung des +dP/dt wahrend der
Blutreperfusion in der UW — und der PFC — Gruppe

3.2.3 -dP/dt

Auch die Werte des maximalen Druckabfalls (-dp/dt) verhielten sich @hnlich wie die
in den letzten beiden Abschnitten beschriebenen GrofRen. Wenn man sich die
Tabelle 10 und die Abbildung 5 ansieht, erkennt man auch hier initial eine bessere
Funktion der Herzen der PFC - Gruppe, wobei jedoch das geforderte

Signifikanzniveau nicht erreicht wurde. Die Herzen der UW — Gruppe zeigten eine
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gewisse Konstanz im Zeitverlauf, wahrend die der PFC — Gruppe das zu Beginn

hohe Niveau nicht halten konnten.

Tabelle 10: Funfminutenwerte des -dP/dt wéhrend der Blutreperfusion in der UW
und PFC Gruppe

-dP / dt [mmHg/s]
I |
uw PFC
Zeitpunkt Mittelwert | Standardabw. Mittelwert | Standardab w.
15 min 614 262,34 836 191,61
20 min 640 289,22 903 157,57
25 min 641 247,52 880 214,13
30 min 623 250,36 840 238,68
35 min 589 222,15 797 274,37
40 min 616 245,00 788 301,02
45 min 611 223,02 706 307,80
50 min 634 210,20 685 242,16
55 min 659 201,19 682 236,05
60 min 651 200,48 724 251,26
1200+ -dP/dt —x—UW
- T ——PFC
1000+
- ]
%
E 600 -
400 -
200+
Zeitpunkt
O I I I I I I I I I 1

15 min 20 min 25 min 30 min 35 min 40 min 45 min 50 min® 60 min

Abbildung 5: Graphische Darstellung der Entwicklung des -dP/dt wahrend der
Blutreperfusion in der UW — und der PFC — Gruppe
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3.24 CF

Beim Auswerten des Coronarflusses wurde dieser auf das Trockengewicht der
einzelnen Herzen bezogen. Es war deutlich zu sehen, dass die Herzen der PFC —
Gruppe einen deutlich niedrigeren Fluss aufwiesen als die Herzen der UW- Gruppe.
Dies war auch statistisch signifikant. Lichtmikroskopisch und

elektronenmikroskopisch wurde versucht hierfur eine Erklarung zu finden.

Tabelle 11: Funfminutenwerte des Koronarflusses bezogen auf das
Trockengewicht in der UW und PFC Gruppe wéahrend der Blutreperfusion

Coronar Flow  miiminig dry weight
| I
uw PFC

Zeit Mittelwert | Standardabw. Mittelwert | Standardabw.
15 min 6,892 2,044 4,259 1,541
20 min 7,104 2,133 4,740 0,882
25 min 7,609 2,430 4,994 0,864
30 min 8,041 2,578 4,789 1,013
35 min 8,360 2,640 4,519 0,915
40 min 8,566 2,989 4,228 0,688
45 min 8,861 3,368 4,039 0,727
50 min 9,361 3,588 4,432 0,908
55 min 9,740 3,272 5,333 1,562
60 min 11,088 3,667 6,233 2,243
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Abbildung 6: Graphische Darstellung der Entwicklung des Koronarflusses
bezogen auf das Trockengewicht in der UW — und der PFC — Gruppe wéhrend der

Blutreperfusion

3.3 Blutbestimmungen
3.3.1 Malondialdehyd

Bei der Auswertung der Malondialdehydwerte als Marker des durch
Sauerstoffradikale entstandenen Zellschadens ist deutlich zu erkennen (Tabelle 13
und Abbildung 7), dass in den ersten fiinfzehn Minuten der Reperfusion in den
Herzen der UW — Gruppe deutlich héhere arteriokoronare Differenzen als in den
Herzen der PFC- Gruppe erreicht wurden. Diese Ergebnisse waren statistisch hoch
signifikant. Im weiteren zeitlichen Verlauf glichen sich die Werte zwischen den

Gruppen an.
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Tabelle 13: Arteriokoronare Differenzen bei der Bestimmung von Malondialdehyd

zu bestimmten Zeitpunkten wéahrend der Bluteperfusion in der UW — und in der PFC

— Gruppe gemessen in pumol/l

arteriokoronare Differenzen bei der Bestimmung vorVIDA [umol]
| I
uw PFC
Zeitpunkt Mittelwert Standardabw. Mittelwert Standardab w.
1 min 6,27 2,27 0,21 0,24
5min 4,10 1,26 0,12 0,12
10 min 1,35 0,76 0,21 0,08
15 min 0,59 0,28 0,14 0,07
25 min 0,36 0,32 0,20 0,12
35 min 0,32 0,30 0,27 0,16
45 min 0,20 0,23 0,16 0,21
60 min 0,15 0,14 0,21 0,16
9,00 - Malondialdehyd —A—UW
8,00 - —— PFC
7,00 -
6,00
= 5,00
€ 4,00-
=3,00-
2,00 -
1,00 - Zeitpunkt
0,00 ‘ ‘ i*‘ —5———%
-1,00-° 1 min 5min 10 min 15min 25min 35 min 45 min 60 min

Abbildung 7: Graphische Darstellung der Entwicklung der arteriokoronaren

Differenzen der Malondialdehydkonzentration zu verschiedenen Zeitpunkten der

Blutreperfusion
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3.4 Histologie

3.4.1 Kontraktionsbanden

Bei der Betrachtung der Ergebnisse der lichtmikroskopischen Untersuchung

Bezug auf den Kontraktionsbandschaden kann man keinen signifikanten
Unterschied zwischen den reperfundierten Herzen der UW- und der PFC-Gruppe

erkennen. Die Herzen der PFC-Gruppe, die nicht reperfundiert wurden bzw.

reperfundiert werden konnten, zeigen eine signifikant bessere Bewertung.

Tabelle 14: Darstellung der durchschnittichen Bewertung der verschiedenen

Versuche in Bezug auf Kontraktionsbanden unter besonderer Hervorhebung der

Mittelwerte und der Standardabweichungen bezogen auf die jeweilige Gruppe

Kontraktionsbanden
uw PFC reperfundiertf PFC nicht reperfundie

Versuch Nr. |Durchschnittsnote¢ Durchschnittsnotg Durchshnittsnote

1 1,00 1,94 0,06

2 0,78 1,00 0,56

3 0,61 2,00 0,56

4 1,06 0,89

5 2,06 0,61

6 0,72

7 1,67

8 1,89
Mittelwert 1,22 1,29 0,39
Standardabw 0,56 0,64 0,29
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Kontraktionsbanden
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2,00
1,50 -
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Durchschnitttsnote
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0,00 -
uw PFC reperfundiert PFC nicht
reperfundiert

Versuchsgruppe

Abbildung 8: Graphische Darstellung der Mittelwerte und deren
Standardabweichung der Bewertung der Kontraktionsbanden in der jeweiligen

Versuchsgruppe

3.4.2 Thrombosierte Gefalle

Bei der Auswertung der Ergebnisse in Bezug auf die Anzahl der thrombosierten
Gefalle gab es bei den erfolgreich mit Blut reperfundierten Herzen der UW- und
PFC—-Gruppe keine signifikanten Unterschiede. Bei den Herzen der PFC — Gruppe,
die nicht mit Blut reperfundiert wurden, fanden sich deutlich mehr thrombosierte
Koronararteriendste als in den beiden anderen Gruppen (statistisch
hochsignifikant). Die Koronararterienhauptaste waren unauffallig. In der Tabelle 15

und der Abbildung 9 wird dies zahlenmé&Rig und graphisch dargestellt.
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Tabelle 15: Darstellung der durchschnittlichen Anzahl thrombosierter Gefal3e pro
Gesichtsfeld nach Auszahlung von insgesamt flunfhundert Gesichtsfeldern pro
Versuch (funf Praparate je hundert Gesichtsfelder je Versuch) unter besonderer
Hervorhebung der Mittelwerte und der Standardabweichungen bezogen auf die

jeweilige Gruppe

Thrombosierte Gefalde
Uw PFC reperfundiert] PFC nicht reperfundieft

Versuch Nr. Purchschnitt der Anzahl thrombosierter Gefal3e pro Gesichtsfelc

1 0,00 0,06 2,46

2 0,10 0,05 1,47

3 0,14 0,15 3,30

4 0,11 0,13

5 0,02 0,02

6 0,15

7 0,08

8 0,15

Mittelwert 0,09 0,08 2,41

Standardabw 0,06 0,06 0,92
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Thrombosierte Gefalde

3,50
3,00 -
2,50 -
2,00
1,50 -
1,00
0,50 —
0,00 -

Thrombosenanzahl prc
Gesichtsfeld

Uw PFC reperfundiert PFC nicht
reperfundiert

Versuchsgruppe

Abbildung 9: Graphische Darstellung der Mittelwerte und deren
Standardabweichung der Anzahl thrombosierter Gefal3e pro Gesichtsfeld bezogen
auf die jeweilige Versuchsgruppe

3.4.3 Elektronenmikroskopie

Elektronenmikroskopisch konnte der Kontraktionsbandschaden bestatigt werden.
Die in den nicht reperfundierten Herzen der PFC-Gruppe bereits lichtmikroskopisch
nachgewiesenen, in unterschiedlich grofen Koronararteriendsten und Kapillaren
gelegenen Thromben stellten sich auch elektronenmikroskopisch dar und waren
aus elektronendichtem Material mit dazwischen gelegenen, etwa 500 nm grof3en
Vakuolen aufgebaut (siehe Abbildung 10). Das elektronendichte Material kdnnte
aus Fibrin oder Hydroxyethylstarke bestehen. Die Vakuolen konnten bei der

Einbettung herausgeldstes Perfluorcarbone darstellen.
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Abbildung 10: Koronararterienaste und Kapillaren mit thrombusartigem Verschluss
bei Schweineherzen nach Perfusion mit Perfluorcarbon - Emulsion

Obere Reihe: PAS-positives fibrinartiges Material in unterschiedlich grol3en

Koronararterienasten und Kapillaren (Lichtmikroskopie)

Untere Reihe: Elektronendichtes, fibrinartiges Material und an herausgeldste

Fetttropfen (Perfluorcarbonelésung) erinnernde Hohlraumstrukturen
(Elektronenmikroskopie).
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4 Diskussion
4.1 Diskussion der Methodik
41.1 Das Schwein als Versuchstier

Aufgrund der anatomischen (84) und funktionellen (85) Ahnlichkeit des
Schweineherzens mit dem menschlichen, ist es fur solche Fragestellungen ein sehr
geeignetes Objekt. Es besteht eine grol3e Sensibilitdt gegentber Ischamieschaden
(31). Als Unterschied ist die direkte Einmindung der Vena azygos sinistra in den

Coronarsinus anzumerken (64).

4.1.2 Kontinuierliche in situ Kardioprotektion

Um eine rasche und ausreichende Kihlung und damit gute Organprotektion zu
erreichen, missen einerseits Uber einen geeigneten Zugangsweg die gewunschten
Gefal3e einfach erreichbar sein und anderseits braucht man Katheter, die gewisse

Voraussetzungen erfillen miussen.

Als Zugangsweg wahlten wir die Halsgefal3e , da diese beim Ferkel besonders gut
auch perkutan darzustellen sind. Im Gegensatz zum Menschen sind die
FemoralisgefalRe beim Ferkel aufgrund der Anatomie als Zugangsweg eher
ungeeignet. Bei einem moglichen Ubertrag dieser Methode auf den Menschen
wirden sich die Femoralisgefal3e anbieten. Studien (7; 34; 44) haben bereits
gezeigt, dass durch eine rasche Applikation von speziell entwickelten Kathetern

eine gute Perfusion von Nieren in situ moglich ist.

Die Kontrolle der korrekten Platzierung erfolgte in dieser Studie manuell am
eroffneten Thorax, der dann fur die in situ Protektion durch grobe Né&hte
verschlossen wurde. In einer der folgenden Enwicklungsphasen im Hinblick auf die
klinische Ubetragbarkeit sollte die Platzierung unter sonographischer (transhorakal

/transoesophageal) oder radiologischer Kontrolle erfolgen.

An die Katheter wurden folgende Anspriiche gestellt. Um einen maximalen Fluss zu
ermdglichen wird das Verhéltnis von Innen- zu AuRendurchmesser méglichst grofi3
gewahlt. Sie sollten ausreichend flexibel sein um einfach optimal platziert werden zu

konnen und geichzeitig noch eine gewisse Steifigkeit gegen Torsion und Druck
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besitzen (51). Zu diesem Zwecke entwickelte speziell fur unsere Studie die Firma

Jostra geeignete Kathetersets.

4.1.3 Kardioprotektionsldsungen
4.1.3.1 University of Wisconsin vs. Perfluororocarbone

Bei der Entwicklung der University of Wisconsin  Lésung als
Organprotektionslosung wurde eine intrazellulare Elektrolytzusammensetzung
gewahlt. Das enthaltene Magnesium soll als Calciumantagonist die
Stoffwechselrate senken. Zur Vermeidung der kalteinduzierten Zellschwellung
wurde Lactobionat und Raffinose eingesetzt. Die Ausdehnung des interstitiellen
Odems soll durch die kolloidosmotische Hydroxaathylstarke verhindert werden, ein
Phosphatpuffer dient zur Verhinderung der Azidose und Adenosin soll als Substrat
zur ATP — Synthese fungieren. Allopurinol und Glutathion sollen die Bildung von
Sauerstoffradikalen verhindern. (10;11; 75; 78; 86)

Perfluorocarbone stellen als kunstliche Sauerstofftrager urspringlich als
Blutersatzmittel entwickelt wurden (26; 61) eine Substanzklasse dar, durch die man
sich erhofft durch das ermdglichte Sauerstoffangebot am zu protektionierenden
Gewebe positive Effekte in dessen Funktion nach der Reperfusion zu erreichen
(59). Der grofdte Vorteil im Vergleich zu den krystalloiden Losungen besteht darin,
dass durch die Partikeleigenschaft Sauerstoff zu transportieren und im Gewebe als
Energiesubstrat abzugeben ein  aerober Stoffwechsel wahrend der
Protektionsphase ermdglicht wird (25; 26; 68). Im Vergleich zu Blut wird durch die
Abwesenheit zellularer Elemente und Plasmabestandteile der Einfluss endogener
Substanzen, die eine immunologische Reaktion beglnstigen wirden, eliminiert. Die
Aktivierung von neutrophilen Granulozyten und die Abgabe zellschadigender
lysosomaler Enzyme und toxischer Sauerstoffradikale wird unterbunden(27; 36; 43;
45; 69; 83). Die Schwierigkeit in dieser Substanzgruppe besteht jedoch darin, fur

den Einsatz im Blutgefal3system geeignete Emulsionen zu erstellen. (76)

4.1.4 Langendorff- Modell

Schon seit der Jahrhundertwende wird das Langendorffsche Modell (55) zur

Untersuchung mechanischer und physiologischer Parameter am schlagenden
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Herzen von Warmblutern angewendet. Durch die Weiterentwicklung in den
Folgejahren gehort es nun zu den wissenschaftlich international anerkannten
Untersuchungsmethoden wenn es um die Erfassung von Kurzzeitergebnissen
geht. (40;46). Einschrankend ist zu sagen, dass durch diese Methode keine

Aussage hinsichtlich der Langzeiteffekte am Herzen zu machen sind.
4.1.5 Blut als Reperfusat

Grundsatzlich ist es moéglich Herzen auch mit salinen Losungen zu reperfundieren.
(53). Ihr Vorteil besteht darin, dass keine unkontrollierten endogenen Substanzen
enthalten sind, die die Herzfunktion beeinflussen kdnnen. Von den meisten
Forschungsgruppen wird jedoch Blut als Reperfusat bevorzugt, da es als
physiologischer und geeigneter fir die Erfassung von Ischamie-

Reperfusionsschaden erachtet wird (39; 82)

4.2 Diskussion der Ergebnisse

Um die Qualitdat der Organprotektion beurteilen zu kdénnen wurden Messungen
hinsichtlich funktioneller Parameter durchgfiihrt, sowie biochemische und

histopathologische Faktoren untersucht.

42.1 Funktionsdaten
42.1.1 LVDP, +dP/dt, -dP/dt

Der linksventrikular entwickelte Druck (LVDP) dient zur Beurteilung der
postischamischen Kontraktionskraft der Herzen. Die maximale
Kontraktionsgeschwindigkeit (+dP/dt) (43) und die maximale Relaxationszeit (-
dP/dt) (4) dienen zur Abschatzung der Kontraktilitat. +dP/dt entspricht der Kraft-
Geschwindigkeitsrelation der Einzelfasern, wahrend —dp/dt einen Marker flr
Stérungen in der Erschlaffungsphase darstellt, die auf eine beeintrachtigte
Elimination von Kalzium aus dem Myoplasma zuriickzufthren ist. Durch Hypoxie
und Ischdmie in Zusammenhang mit ATP- Mangel und intrazellularer
Kalziumakkumulation ist die Relaxation gestort, was sich im —dP/dt frihzeitig vor

allen anderen Parametern widerspiegelt.
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In dieser Studie konnten wir sehen, dass die Herzen der PFC- Gruppe im Vergleich
zur UW- Gruppe wahrend der Reperfusion initial tendeziell besser abschnitten ohne
jedoch das geforderte Signifikanzniveau zu erreichen, um sich im weiteren Verlauf
anzugleichen. Dies lasst zumindest die Vermutung =zu, dass durch die
Organprotektion mittels der oxygenierteten Perfluorocarbone - Emulsion ein
positiver Effekt in der initialen Phase der Blureperfusion zu erreichen ist. Ahnliche
positive Effekte auf die Funktionsparamater des Herzens nach Protektion mit
Perfluorocarbone werden auch von anderen Studiengruppen berichtet (12; 37; 59;
62).

4.2.1.2 Coronarfluss

In vielen Studien, in denen, die sich mit dem Reperfusionsschaden befassen,
kommt es nach Beendigung der Ischamie nicht mehr zur vollstandigen
Durchblutung im ischamischen Bereich. Nach initialer reaktiver Hyperamie kam es
im weiteren Verlauf zum Absinken des Coronarflusses (60). Stérungen auf

mikrovaskularer Ebene (3) wurden hierfur ursachlich angenommen.

In dieser Studie wiesen die Herzen der PFC — Gruppe einen statistisch signifikant
niedrigeren Coronarfluss auf, was durch die Annahme einer vermehrte Ablagerung
von Perfluorocarbonpartikeln an der Wanden vor allem der kleinen Gefal3e erklart
werden konnte. Eine Ursache hierfir kénnte in der Zusammensetzung der
Perfluorocarbone - Emulsion gesucht werden. International wird rege Forschung in

der Entwicklung einer optimalen Emulsionszusammensetzung betrieben (32; 76)

4.2.2 Blutbestimmungen
4.2.2.1 Malondialdehyd

Sauerstoffradikale gelten als Mitursache fur den Ischamie-Reperfusionschaden (2;
14). So fuhrt die Einwirkung von Radikalen wahrend der Reperfusion unter anderem
zur Peroxidation von Zellmembranlipiden, was Uber eine Schadigung der Membran
zur Zelldysfunktion fihrt. Malondialdehyd ist ein relativ stabiles Endprodukt der
Peroxidation von mehrfach ungesattigten Fettsauren und ihren Estern. Die

Plamakonzetration dieses Produktes korelliert direkt mit der erfolgten
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Lipidperoxidation und ist somit ein direktes Mal3 fir den dadurch entstandenen
Zellschaden (28).

Es ist beschrieben, dass der Zellschaden, der durch Sauerstoffradikale entsteht in
den ersten 60 Sekunden nach Beginn der Reperfusion am héchsten ist (13). Diese
Erkenntnis stimmt mit unserer Beobachtung Uberein, dass die hoéchste MDA-
Konzentration eine Minute nach de Reperfusion in der UW — Gruppe gemessen
wurde, die im weiteren Verlauf weiter absinkt. In der PFC- Gruppe wurde in den
ersten 60 Sekunden eine hochsignifikant niedrigere Konzentration gemessen, die
sich im weiteren Verlauf auf demselben Niveau, wie die der UW-Gruppe beweget.
Daraus kann angenommen werden, dass die Perfluorcarbone einen hoéheren
Schutz gegen den durch Sauestoffradikale direkt nach der Reperfusion
entstandenen Zellschaden bieten ein Pha&nomen, das auch in der Literatur
mehrfach beschrieben wird (59; 62; 81).

4.2.3 Histopathologie
4.2.3.1 Kontraktionsbanden

Kontraktionsbanden sind Aggregate von eosinophilen, hyperkontrahierten
Sarkomeren, die bei der Reperfusion eines Uber eines langere Zeit ischamischen
Myokardareals entstehen (56). Im Gegensatz zur typischen Koagulationssnekrose
treten Kontraktionsbanden schon wenige Minuten nach Reperfusion auf (9) und
scheinen das morphologische Korrelat der massiven intrazellularen

Kalziumakkumulation zu sein (33; 50).

Hinsichtlich der Kontraktionsbanden zeigten die Herzen der beiden Gruppen, die
erfolgreich repefundiert wurden, keinen signifikanten Unterschied untereinander.
Die Herzen, der PFC — Gruppe, die nicht erfolgreich repefundiert wurden, zeigten
eine deutlich bessere Bewertung. Das unterstreicht den Wert der

Kontraktionsbanden als Marker fir postischamischen Reperfusionsschaden.
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4.2.3.2 Thrombosen

Die Herzen der PFC- Gruppe, die nicht erfolgreich repefundiert wurden, zeigen
eine hochsignifikant erhéhte Anzahl thrombosierter GefaRe im Vergleich zu den
Herzen beider Gruppen, die erfolgreich reperfundiert wurden. Das erklart auch
warum, der Coronarfluss bereits wahrend der Kardioprotektion kontinuierlich sank
und schlie3lich sistierte und somit auch die erfolgreiche Blutreperfusion unméglich
wurde. Die Herzen der UW — Gruppe und der PFC — Gruppe, die erfolgreich
repeferfundiert wurden weisen keinen Unterschied hinsichtlich der Anzahl der
thrombosierten Gefale. Elektronenmikroskopische  Untersuchungen der
thrombosierten GefalRe an den nicht erfolgreich reperfundierten Herzen der PFC-
Gruppe deuten daraufhin, dass das thrombotische Material von der
Perfluorocarbone - Emulsion stammen konnte. Eine Erklarung, warum in den
GefalRen mancher Herzen durch die in allen Versuchen in ihrer Zusammensetzung
identische Perfluorocarbone - Emulsion Thrombosen entstanden, mit dem Resultat
der gesamten Funktionseinbuf3e und in anderen nicht, konnte in dieser Studie nicht

gefunden werden.

Bei der Betrachtung der internationalen Literatur fallt auf, dass bei der Suche nach
geeigneten Komponenten fiir Perfluorocarbone - Emulsionen gesehen wurde, dass
diese sich hinsichtlich Ihres Léslichkeitsverhaltens bei verschiedenen Temperaturen
unterschiedlich verhalten, was je nach Anwendungsgebiet zu Vor- oder Nachteilen
fuhrt (35). Komponenten mit niedrigem Kondensationsdruck (hoher Fluchtigkeit),
bilden intravaskuldr und intraalveolar Gasblaschen, die zur Embolisation und damit
zu Gewebeschéaden fuhren kénnen. (15; 73). Diese Erkenntnisse sind hilfreich bei
der weiteren Forschung nach dem fur das jeweilige Anwendungsgebiet optimalen

Perfluorocarbone - Emulsion.

4.3 Schlussfolgerung

Nach eingehender Analysierung der gewonnenen Erkenntnisse aus dieser Studie
kann der Schluss gezogen werden, dass die Perfluorocarbone grundsatzlich dafir
geeignet sind als Kardioprotektionslésung in dem hier angewendeten in situ

Protektionsverfahren eingesetzt zu werden. Eine standardisierte Emulsion mit
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konstantem Flussverhalten musste jedoch noch vorzugsweise in industrieller Form

hergestellt werden.

Beim Vergleich der Perfluorocarbone mit der University of Wisconsin Losung, was
das Verhalten der Herzen nach dem Ende der Kardioprotektion bei der
Blutreperfusion im standardisierten Kreislaufmodell angeht, konnten Tendenzen
erkannt werden, dass die mit Perfluorocarbone protektionierten Herzen in der
Anfangsphase der Blutreperfusion gewisse Vorteile hinsichtlich ihrer mechanischen
Funktion, aufweisen konnten, jedoch deutliche Nachteile in Bezug auf den
Coronarfluss.. Was die Bildung von Sauerstoffradikalen unmittelbar nach Beginn
der Blutreperfusion angeht, konnten die Vorteile bei den Herzen der PFC Gruppe
statistisch hochsignifikant nachgewiesen werden. Aussagen Uber
Langzeitergebnisse kdnnen in dieser Studie aufgrund der gewéahlten Methodik nicht

getroffen werden.
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5 Zusammenfassung
5.1 Problemstellung und Zielsetzung

Eines der grofiten Probleme der modernen Transplantationsmedizin stellt die
Organknappheit dar. Es gibt sehr viele verschiedene Ursachen hierfir, jedoch nur
wenige Punkte an denen angesetzt werden kann, um die Anzahl zur Verfigung

stehenden Organe zu erhdhen.

Einer davon ist die Erweiterung des Spenderpools um die so genannten marginalen
und kreislauftoten Spender. Dabei handelt es sich um Spender, deren Organe nach
Eintritt des Kreislaufstillstandes entnommen werden. Dabei kann der
Kreislaufstillstand als alleiniges oder gemeinsam mit dem Hirntod als
Todeskriterium genommen werden. Durch die Entwicklung geeigneter
Protektionsverfahren koénnten Organe, die aus solchen Spendern stammen fur
Transplantationszwecke genutzt werden. Im Bereich der Nierentransplantation wird

dies bereits durchgefuhrt, fur die Herztransplantation ist das noch nicht der Fall.

Neben dem Protektionsverfahren bieten auch die Organprotektionslésungen einen
interessanten Ansatzpunkt, wenn es darum geht, die Organe so zu erhalten, dass
sie ihre Funktion in einem moglichst optimalen Zustand wiederaufnehmen kdnnen.
Es stehen zahlreiche krystalloide Losungen zur Verfigung. Losungen in denen
kiinstliche Sauerstofftrager enthalten sind, wie die Perfluorocarbone, kénnten eine

Weiterentwicklung darstellen.

Ziel dieser Studie war es in einem tierexperimentellem Modell zu erforschen, ob
Perfluorocarbone als Kardioprotektionslésung in einem in situ Protektionsverfahren
fur Herzen fur Transplantationszwecke geeignet sind und wie sich Herzen, die in
einem solchen Verfahren mit einer Perfluorocarbone — Emulsion protektioniert
wurden im Vergleich zu Herzen die mit demselben Verfahren, aber mit der
University of Wisconsin Losung als Protetektionsldsung behandelt wurden in einem

standardisiertem Kreislaufmodell nach der Blutreperfusion verhalten.
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52 Methodik

In dieser Studie wurden 16 Ferkel in zwei Gruppen aufgeteilt. Allen Ferkeln wurden
die Herzen Uber perkutan gelegte Katheter, die speziell zu diesem Zweck entwickelt
worden sind, in einem in situ Konservierungsverfahren kontinuierlich tber 60
Minuten mit Kardioprotektionslosung perfundiert. In der UW Gruppe wurde die
University of Wisconsin Losung als Kardioprotektionsldsung genutzt, in der PFC
Gruppe eine speziell fir diese Fragestellung hergestellte Perfluorocarbone —
Emulsion. Nach der Explantation wurden die Herzen nach entsprechender
Préaparation kontinuierlich ,ex situ, an dem fir unsere Arbeitsgruppe konzipierten
Kreislaufmodell mit der jeweiligen Kardioprotektionslésung perfundiert, so dass sich
eine Gesamtardioprotektiondauer von 2,5 Stunden ergab. AnschlieBend wurden
alle Herzen im bereits vorgenannten Kreislaufmodell im Langendorff — Modus mit
Blut Uber 60 min reperfundiert. Dabei konnten kontinuierlich der linksventrikular
entwickelte Druck und dessen Ableitungen (+dP/dt, -dP/dt) und der Coronarfluss
gemessen werden und die Werte mit einem Rechnerprogramm erfasst und
gespeichert werden. Zu bestimmten Zeitpunkten wurden Blut (arteriell und koronar)

und Gewebeproben zu Untersuchungszwecken entnommen.

5.3 Zusammenfassung der Ergebnisse und Schlussfolge  rung

In der UW Gruppe konnten alle acht Herzen der dazugehérigen Gruppe erfolgreich
mit Blut reperfundiert werden, in der PFC Gruppe funf von acht. Als Ursache
hierfir fand sich histologisch eine massive Thrombosierung der groRen und kleinen
GefalRe dieser drei Herzen, die eine Blutreperfusion unmdglich machte, was
makroskopisch am Sistieren des Koronarflusses ersichtlich wurde. Eine genaue
Ursache UUber die auslésenden Faktoren und den Mechanismus der

Thrombusentstehung konnte in dieser Studie nicht gefunden werden.

Beim Vergleich der erfolgreich blutreperfundierten Herzen beider Gruppen
untereinander, konnte man Tendenzen erkennen, bei denen die mit
Perfluorocarbone protektionierten Herzen in den ersten Zeitabschnitten der
Blutreperfusion besser abschnitten was die mechanischen Parameter anging, ohne
jedoch das hierfur geforderte Signifikanzniveau zu erreichen, um sich im weiteren

Versuchsablauf wieder anzugleichen. Der Koronarfluss war bei den Herzen der
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PFC Gruppe signifikant niedriger als bei den Herzen der UW Gruppe. Die Bildung
von Sauerstoffradikalen war in der PFC Gruppe zu Beginn der Reperfusion

hochsignifikant geringer als in der UW Gruppe.

In Anbetracht dieser Ergebnisse kann man sagen, dass das hier angewandte
Protektionsverfahren durchaus fur die Konservierung von Herzen flr
Transplantationszwecke geeignet ist. Perfluorocarbone-Emulsionen in ihrer
Eigenschaft als kinstliche Sauerstofftrager koénnten als Protektionslésungen
vorteilhafte Effekte aufweisen. Voraussetzung jedoch flr eine weiteren Einsatz wére
die Erforschung der thrombogenen Mechanismen und deren erfolgreiche
Bekampfung und somit die Schaffung von Voraussetzungen fir die industrielle

Fertigung dieser Emulsionen.

54 Ausblick

Durch die Entwicklung von beim Menschen anwendbaren Kathetersystemen koénnte
dieses Verfahren zu einem spéateren Zeitpunkt auch beim Menschen Ubertragen
werden, was zu einer Erweiterung des Spendepools auf Patienten der Maastricht
Kategorien Il und 1V fuhren kénnte. Das sind Patienten, die sich im Krankenhaus
befinden und als hirntot erklart wurden und bei denen der Herzstillstand unter
kontrollierten Bedingungen eintritt (Kategorie 1V), und Patienten, die noch nicht
hirntot sind, aber bei denen aufgrund der infausten Prognose, in Absprache mit den
Angehorigen, die lebenserhaltenden MalRnahmen abgebrochen werden und somit
der Herzstillstand wiederum unter kontrollierten Bedingungen eintritt (Kategorie 111).
Bei einer Weiterntwicklung des Verfahrens konnten dann auch Patienten bei denen
eine Reanimation erfolglos blieb (Maastricht Kategorie Il) als potentielle Spender in

Betracht gezogen werden.

In weiteren Studien mussten die Eigenschaften der Perfluorocarbone — Emulsionen
genauer analysiert werden und deren thrombogenes Potential ausgeschaltet
werden. Das wirde ihren Weg zu einem Kklinischen Einsatz fur diese Indikation
ebnen. Dann kdnnten sie in Kombination mit einem in situ Konservierungsverfahren
dazu beitragen nicht nur mehr Organe flr Transplantationszwecke zu erhalten,

sondern auch die Qualitat der Protektion zu steigern.
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6  Anhang

6.1 Funktionsdaten

Left Ventricular Developed Pressure [mmHg]

Uuw
Versuch Nr.

Zeit 1 2 3 4 5 6 7 8 [[Mittelwert $tandardabw.
15min| 43| 62| 35| 58| 109 78] 66 74 65 21,90
20min| 56 [ 45| 39| 88| 104 81| 70 89 72 23,57
25min| 57 | 46| 48] 98| 87 75| 771 87 72 19,25
3o0min| 58 [ 51| 52| 104/ 78] 70| 77 71 71 17,55
35min| 58 | 53| 58| 96| 72| 47| 74 74 67 15,87
40min| 58 [ 60| 64| 98] 76| 79| 74 74 73 12,70
45min| 59 [ 67| 66| 93] 66| 78 76 67 72 10,38
50min|] 59 | 71| 87| 91| 63| 81 79| 69 75 11,43
55min|] 70 | 73| 93| 93] 57| 87/ 80 63 77 13,45
6omin|] 72 | 75| 97| 89| 53| 88| 81 64 78 13,91

LVDP in der UW Gruppe
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+ dP [/ dt pmmHgs
Uw
Versuch Nr.
Zeit 1 2 3 4 5 6 7 8 [[Mittelwert Btandardabw.
15min| 436 | 578 | 337| 935 1433 1028 69l 841 788 354,86
20min| 499 | 436 | 460| 1104 136 1002 81p 10P6 836 342,97
25min| 596 | 461 | 560| 1324 994 914 950 1020 853 291,06
30min| 622 | 489 | 640| 1468 847  96( 9b 89p 865 302,79
35min| 622 | 510 | 774| 1634 794 753 1035 840 876 345,97
A0min|[ 576 | 552 | 859| 1731 873 103 1041 835 938 368,27
45min| 555 | 594 | 932 1584 804 105p 1042 810 924 325,25
50min| 598 | 634 | 1364 1528 77Q 1133 10%7 77 982 343,32
55min| 849 | 659 | 1538 1571 724 1233 1076 718 1054 361,85
60min| 849 | 726 | 1419 1333 694 1285 1112 815 1029 291,98
+dP/dt in der UW Gruppe
2000 -
1800 -
1600 -
1400
o 1200 -
(@)
E 1000 -
£ 800 - /
600’ ><‘/*,‘v
400 - o
200 -
O I I I I I I I I 1
15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
min min min MmN MmN mMmin min min min min
Zeitpunkt
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- d P / d t[mmHg/s]

uw
Versuch Nr.

Zeit 1 2 3 4 5 6 7 8 ||Mittelwert $tandardabw.
15min| 344 | 424| 278 761 1054 78L 549 734 614 262,34
20min| 377 | 257| 363| 759 1076 73[L 641 9%4 640 289,22
25min| 457 | 252 444 9371 78% 62p 676 940 641 247,52
30 min| 401 | 259| 471 1035 700 574 699 846 623 250,36
35min| 401 | 271| 467 100L 618 578 696 7#6 589 222,15
40 min| 360 | 314| 556| 112) 67% 61f 642 640 616 245,00
45 min| 338 | 357| 572| 1050 654 71p 617 5}9 611 223,02
50 min| 349 | 391| 807| 969 583 751 679 540 634 210,20
55min| 518 | 402| 948 909 499 76f 685 5{4 659 201,19
60 min| 494 | 434| 948 851 434 81#f 668 S(HS 651 200,48

-dP/dt in der UW Gruppe

0
15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
mn min mnN mnN mNn mMnNn mnN mnNn min min
Zeitpunkt
—e—Versuch Nr. 1 —=— Versuch Nr.2 Versuch Nr. 3
Versuch Nr. 4 —%—Versuch Nr. 5 —e— \Versuch Nr. 6
—+—Versuch Nr. 7 ——Versuch Nr. 8 Mittelwert
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Coronar Flow  [miminig dry weight]
Uuw
Versuch Nr.

Zeit 1 2 3 4 5 6 7 8 [IMittelwert Standardabw.
15 min| 6,794 4532 4,218 7,794 6,887 10,028 5,876 9]10®,892 2,044
20 min| 7,836| 5,061 4,138 8,810 7,964 8,141 4,861 1Q{031,104 2,133
25 min {10,438 5,96 4,098 10,080 7,1B7 7,466 5|186 10,067,609 2,430
30 min|11,99Q 6,22¢4 5,47\ 11,414 7,284 7,047 5)555 9[398,041 2,578
35min|11,99Q 6,41y 8,318 12,3P4 6,31 6,436 5/409 9[R9@,360 2,640
40 min| 11,649 6,52p 10,734 12,99 5968 7,112 4613 8[978,566 2,989
45 min{11,113 6,73p 12,331 13,5p1 6,660 8,043 3]392 9"048,861 3,368
50 min|11,089 7,288 13,531 13,8p7 6,565 10,132 3|274 9"189,361 3,588
55min| 9,178 8,12} 13,868 14,407 8,0p4 10,413 4|280 91629,740 3,272
60 min|11,849 8,134 15,206 16,3p5 9,7p1 12,p27 5(025 1(},20%,088 3,667

Coronar Flow in der UW Gruppe
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——Versuch Nr.7

—&—\Versuch Nr. 2
——\Versuch Nr. 5
——Versuch Nr. 8

Versuch Nr. 3
—e— \Versuch Nr. 6
Mittelwert

55




Left Ventricular Developed Pressure [mmHg]
PFC
Versuch Nr.

Zeit 1 2 3 4 5 || Mittelwert Btandardabw.
15 min 54 98 102 139 120 103 34,80
20 min 61 91 103 146 122 104 32,28
25 min 57 84 122 132 131 105 33,34
30 min 59 76 124 116 123 100 30,00
35 min 58 65 124 108 108 93 29,33
40 min 58 60 121 105 100 89 28,43
45 min 60 56 113 101 77 81 25,12
50 min 59 56 101 100 78 79 21,52
55 min 56 55 102 101 91 81 23,69
60 min 58 52 99 107 92 82 25,09

LVDP in der PFC Gruppe
160 -
140 -
X
120 | x/*/
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£ 80 -

1S

60 -

40 -

20 -
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15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
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—e—\Versuch Nr. 1 —&—Versuch Nr. 2 Versuch Nr. 3
Versuch Nr. 4 —%—Versuch Nr. 5 =@=\littelwert
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+dP / dt [mmHgs]
PFC
Versuch Nr.
Zeit 1 2 3 4 5 Mittelwert $tandardabw.
15 min 569 1061 111§ 1641 1250 1128 438,43
20 min 680 1086 1129 1699 131|V 1182 370,68
25 min 629 851 11511 166( 147 1154 426,54
30 min 653 750 1600, 1349 129 1128 408,22
35 min 639 654 1638 120 111 1048 417,47
40 min 656 595 1597 1165 103 1009 408,30
45 min 682 568 1545 1139 824 951 394,19
50 min 704 550 1411 1147 81( 923 348,73
55 min 724 522 1441] 1114 977 956 354,32
60 min 750 511 1339 118§ 105”7 969 335,41
+dP/dt in der PFC Gruppe
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1600 -
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£ 1000 +
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§ 800 -
600 -
400 -
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15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
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Zeitpunkt
—e—Versuch Nr. 1 ——Versuch Nr.2 Versuch Nr. 3
Versuch Nr.4 —%—Versuch Nr. 5 =@®= \littelwert
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-dP / dt [mmHg/s]
PFC
Versuch Nr.
Zeit 1 2 3 4 5 Mittelwert $tandardabw.
15 min 548 924 894 963 850 836 191,61
20 min 648 948 936 1080 907 903 157,57
25 min 596 722 935 1064 108f) 880 214,13
30 min 642 616 1200 810 930 840 238,68
35 min 618 513 1218 746 889 797 274,37
40 min 628 462 1267 765 820 788 301,02
45 min 594 429 1208 773 525 706 307,80
50 min 596 405 1031 816 571 685 242,16
55 min 549 367 987 788 714 682 236,05
60 min 599 361 1017 835 809 724 251,26
-dP/dt in der PFC Gruppe
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1200 -
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» 800 -
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T
e
£ 600 -
400 A
200 -
0
15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
mn mn miNn mnNn mnNn mnN mn mMN mn min
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Coronar Flow  [miimin/g dry weight

PFC
Versuch Nr.
Zeit 1 2 3 4 5 Mittelwert $tandardabw.
15 min 4,868 6,604 3,588 3,657 2,580 4,259 1,541
20 min 5,608| 5,402 3,911 5,09p 3,6%ﬂ6 4,740 0,882
25 min 6,357| 4,458 4,580 5,32/ 4,249 4,994 0,864
30 min 6,524 3,941 4,638 4,630 4,212 4,789 1,013
35 min 5,924| 3,369 4,361 4,55P 4,393 4,519 0,915
40 min 4964 3,128 4,52¢ 4,41 4,1(1}7 4,228 0,688
45 min 4552 3,012 4,729 4,343 3,5411 4,039 0,727
50 min 4950 2,918 5,271 4,400 4,632 4,432 0,908
55 min 6,582 2,844 6,118 4,760 6,3%9 5,333 1,562
60 min 7,429| 2,854 6,54% 5,511 8,819 6,233 2,243
Coronar Flow in der PFC Gruppe
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6.2 Blutdaten

12,00

10,00

8,00

6,00

pmol/I

Gruppe

1 min

5min 10 min 15 min 25 min 35 min 45 min 60 min

Zeitpunkt der Reperfusion

Arteriokoronare Malondialdhyd-Differenzen [umol/l]
uw

Versuch Nr. | 1 min | 5 min| 10 min| 15 min| 25 mirf 35 mip 45 mip 60 min
1 9,82 | 501| 245 1,06 1,05 0,57 0,3p 0,47

2 554 | 3,26| 0,53 0,45 0,24 0,12 0,08 0,41

3 508 | 3,08 1,56 0,76 0,48 0,08 0,7p 0,40

4 579 | 575| 2,36 0,68 0,44 0,964 0,1p 0,42

5 3,35| 1,55| 0,90 0,35 0,00 0,1% 0,1p 0,16

6 9,23 | 355| 1,42 0,79 0,28 0,14 0,0p 0,43

7 8,89 | 541| 0,47 0,31 0,24 0,19 0,1p 0,48

8 539 2,61] 1,07 0,28 0,12 0,32 0,0 -0,16
Mittelwert 6,27 | 4,10 1,35 0,59 0,36 0,32 0,2p 0,15
Standardabw/| 2,27 | 1,26] 0,76 0,28 0,32 0,3( 0,28 0,14

Arteriokoronare Malondialdehyd-DifferenzeninderU W

—e—\Versuch Nr. 1
Versuch Nr. 4
—+—Versuch Nr. 7

—#—\Versuch Nr. 2
—%—Versuch Nr. 5
——Versuch Nr. 8

Versuch Nr. 3
—e— Versuch Nr. 6

Mittelwert
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Arteriokoronare Malondialdehyd-Differenzen [umol/I]
PFC
Versuch Nr. [ 1 min| 5min| 10 mi{ 15mif 25 min 35nfin 45 rhin 60 fnin
1 0,04 | 0,32] 0,32 0,04 0,20 0,39 0,08 0,48
2 0,61| 0,04] 0,20 0,24 0,32 0,44 0,5p 0,44
3 0,08 0,12| 0,20 0,12 0,00 0,14 0,0 0,48
4 0,08| 0,04| 0,12 0,12 0,28 0,04 0,04 0,42
5 0,24 | 0,08] 0,20 0,16 0,20 0,24 0,1b 0,42
Mittelwert 0,21 | 0,12| 0,21 0,14 0,20 0,27 0,1p 0,41
Standardabw/| 0,24 [ 0,12| 0,08 0,07 0,12 0,14 0,21L 0,16
Arteriokoronare Malondialdehyd-Differenzen in der PF C
Gruppe
12,00
10,00 -
8,00 -
3 ]
= 6,00
3
4,00 -
2,00 -
0.00 W |
Imin 5min 10 min 15 min 25 min 35 min 45 min 60 min
Zeitpunkt der Reperfusion
—e—Versuch Nr. 1 —=&— Versuch Nr.2 Versuch Nr. 3
Versuch Nr. 4 —*—Versuch Nr. 5 —&— Mittelwert
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6.3 Histologie

Kontraktionsbandnekrosen in der UW Gruppe
VersuchNr.| 1| 2 [ 3] 4 5] 6| 7] 8
Praparat Nr. Wertung

1 10] 05| O0f 15 295 083 1% 2p

2 10] 05 00 05 20 04 1% 2p

3 05] 10| 05| 15 25 14 2% 2P

4 15| 1,0] 10| 20f 20 14 20 1p

S 10] 05 O5f O5] 29 13 1% 2pb

6 10| 05| 05| 10 15 08 10 1p

7 10| 05| 05| 15[ 20 14 20 2p

8 15| 10] 05| 15 05 2d 1%

9 1,0 15] 05| 20f 05 14 20

Mittelwert 1,00 0,78 0,61 1,06 206 0,42 1,67 189
Standardabw.] 0,29] 0,36 0,49 058 0,30 0,44 0,50 0J]83

Kontraktionsbandnekrosen in der PFC Gruppe

VersuchNr.] 1 | 2] 3] 4] 5| 6 [ 7 [ 8
Praparat Nr. Wertung
1 30| 10| 25| 05 05 00| 05| 0,5
2 10| 00| 1,0] 05 05 00| 05| 0,5
3 15| 05| 20| 15 05 00| 0,5 0,5
4 25 10| 20| 15 05 00| 05| 0,5
5 20| 15| 20| 05 05 00| 05| 0,5
6 25 05| 15| 15 05 00| 05| 0,5
7 10| 15| 20| 05 10 00| 1,0 1,0
8 20| 15| 25| 10, 10 00| 05| 0,5
9 20| 15| 25| 05 0505] 05| 05
Mittelwert | 1,94| 1,00f 2,00 0,89 0,6[0,06| 0,56 0,56
Standardabw| 0,68]| 0,56[ 0,50 0,49 0,2p0,17] 0,25 0,18

Bei den Versuchsnummern 6, 7 und 8 (kursiv) handelt es sich um die nicht

erfolgreich reperfundierten Herzen der PFC Gruppe.
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Thrombosierte Gefal3e in der UW Gruppe
VersuchNr.| 1 | 2 | 3 | 4] 5[ 6| 7 | 8
Préparat Nr. Durchschnittliche Anzahl thrombosierter Gefal3e pro Gdsisfeld
1 0,00 0,20 0,25 0,05 0,05 0,1f 0,10 0,10
2 0,00 0,10 0,00 0,25 0,00 0,1( 0,1 0,d5
3 0,00 0,05 0,10 0,15 0,05 0,1f 0,0b 0,10
4 0,00 0,05 0,25 0,10 0,00 0,1( 0,0b 0,15
5 0,00 0,10 0,10 0,00 0,00 0,25 0,0p 0,215
Mittelwert 0,00 0,10 0,14 0,11 0,02 0,15 0,08 0,15
Standardabw| 0,00 0,30 0,40 0,37 0,14 0,34 0,2y 0,34
Thrombosierte Gefal3e in der PFC Gruppe
VersuchNr.| 1 | 2 [ 3 | 4] 5| 6 | 7 | 8
Préaparat Nr. Durchschnittliche Anzahl thrombosierter Gefal3e pro Gdsifeld
1 0,05 0,10 0,15 0,05 0,05 3,40 2,00 5,15
2 0,05 0,15 0,10 0,10 0,45 2,15 1,50 2,35
3 0,05 0,25 0,00 0,00 0,05 2,30 1,00 3,30
4 0,10 0,05 0,05 0,15 0,20 1,15 1,30 2,40
5 0,05 0,00 0,05 0,05 0,15 3,30 1,55 3,30
Mittelwert 0,06 0,05 0,15 0,13 0,02 2,46 1,47 3,30
Standardabw| 0,24 0,26 0,46 0,42 0,14 2,01 1,31 2,14

Bei den Versuchsnummern 6, 7 und 8 (kursiv) handelt es sich um die nicht

erfolgreich reperfundierten Herzen der PFC Gruppe.
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6.4 Abkurzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

ATP Adenosintriphosphat

AF Aortic Flow (Aortenfluss)
BGA Blutgasanalyse

bzw. beziehungsweise

ca. circa

ca™” Kalzium

CF Coronar Flow (Koronarfluss)
cr Chlorid

d. h. das heif3t

(+/-) dP/dt Druckéanderung Uber die Zeit
EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

Hk Hamatokrit

l. E. Internationale Einheiten

i.m. intramuskulér

K* Kalium

KG Kdrpergewicht

LVDP left ventricular developed pressure (linksventrikularer entwickelter Druck)
MDA Malondialdehyd

Na™™* Natrium

NaCl Natriumchlorid

NADH Nikotinamidnukleotid

0.g. oben genannt

pCO2 Kohlendioxid-Partialdruck

PFC Perfluorocarbone

pH Wasserstoffpartialdruck
pO2 Sauerstoffpartialdruck

S. siehe

Standardabw. Standardabweichung

U/min Umdrehungen pro Minute
uw University of Wisconsin
V. a. vor allem

vgl. vergleiche

VS. versus

z. B. zum Beispiel
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