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1. Einleitung
1.1 Die Geschichte der Herztransplantation

Von den ersten erfolgreichen Herzverpflanzungen wurde 1905 von Carrel und Guthrie
berichtet. Dabei wurden Hundeherzen homolog und heterotop an die Hélse der Tiere
transplantiert. Dies fiihrte jedoch bereits nach ca. zwei Stunden zum Organversagen aufgrund
von Thrombenbildung (Carrel and Guthrie 1905). Da die immunologischen
AbstoBungsprozesse noch nicht bekannt waren, blieben dhnliche spatere Versuche von Mann
et al. ebenfalls ohne klinische Relevanz (Mann et al. 1933). Diese Vorginge wurden von
Williamson zundchst am Beispiel der Niere untersucht. Er hatte im Gegensatz zur
Beobachtung bei der autologen Transplantation bei der heterologen Verpflanzung ein
histologisches Bild &dhnlich dem einer glomeruliren Nephritis gefunden. Diese
Untersuchungen fiihrten jedoch noch nicht zu einem weitergehenden Verstindnis der
biologischen AbstoBungsmechanismen (Williamson 1926). Dieses wurde erst in den 40er
Jahren durch Medawars Versuche zur Hauttransplantation an Kaninchen erlangt, der die
Begriffe der frithen, der spédten und der hyperakuten AbstoBung prigte (Medawar 1944a). In
einer weiteren Untersuchung entwickelte Medawar die grundsétzliche Unterscheidung in die
zelluldre und die humorale Immunitdt und ordnete diese verschiedenen Mechanismen dem
jeweiligen AbstoBungstyp zu (Medawar 1944b). Die erste erfolgreiche Nierentransplantation
in Kenntnis dieser Arbeiten erfolgte 1955 dennoch zunichst an eineiigen Zwillingen (Merrill
et al. 1956). 1960 folgte die Nierentransplantation durch Merrill et al. zwischen zweieiigen
Zwillingen erstmals unter vorsichtiger Anwendung von Kortikoiden (Merrill et al. 1960), und
1962 wurde durch Murray, Merrill et al. erstmals von einer erfolgreichen
»Nierentransplantation mit modifizierten Empfangern® berichtet (Murray et al. 1962). Damit
war der Grundstein fiir die moderne Immunsuppression gelegt. Calne wies die
immunsuppressive Wirksamkeit von Azathioprin bei der Nierentransplantation nach (Calne
1961), und die Erforschung anderer immunsuppressiven Substanzen wie z.B. des Cyclosporin
A folgte nach.

Die operative Entwicklung der Herztransplantation wurde parallel voran getrieben.
Fortschritte waren durch die Entwicklung der Herz-Lungen-Maschine und aufgrund von
Erkenntnissen auf dem Gebiet der Immunsuppression moglich. Uber die erste erfolgreiche
orthotope Herztransplantation im Kaninchenversuch wurde 1960 von Lower und Shumway
berichtet (Lower und Shumway 1960). Die erste humane orthotope Transplantation wurde am

3. Dezember 1966 allgemein unerwartet von Barnard in Siidafrika vorgenommen (Barnard

1



1967). Der 55jdhrige Empfianger Louis Washanski verstarb jedoch 18 Tage nach der
Operation, und das Vorgehen Barnards kann demnach nur sehr bedingt als erfolgreich
gewertet werden. Obwohl die humane orthotope Herztransplantation nachfolgend weltweit
begonnen wurde, verschwand sie aufgrund des Fehlens positiver Langzeitergebnisse bis zu
den friihen 70er Jahre weitgehend aus der klinischen Praxis. Erst intensive Untersuchungen
auf dem Gebiet der Organkonservierung und effektiverer immunsuppressiver Maflnahmen
fiihrten zu Erfolgen bei der Organtransplantation und schlieflich auch zur verbreiteten
Wiederaufnahme der Herztransplantation in den 80er Jahren. In diesem Zeitraum der 70er und
80er Jahre sind die ersten wesentlichen Untersuchungen der Organkonservierung durch die
Methode der Sauerstoffpersufflation durch den Kolner Kreis um Fischer und Isselhard
anzusiedeln (Fischer et al. 1978, 1980 u. 1998), die u.a. in den vorliegenden Versuchen ihre
Fortsetzung finden.

Bis zur Einfiihrung der Immunsuppression durch das spezifisch wirkende Cyclosporin A
Anfang der 80er Jahre wurden jdhrlich 20 bis 100 Herztransplantationen durchgefiihrt.
Danach stieg die Zahl der Herztransplantationen an, die seit 1988 jéhrlich relativ konstant
weltweit ca. 3000 bis 3500 betrdgt (Hosenpud et al. 1995). Das Cyclosporin A verhindert die
Aktivierung und Proliferation von T-Lymphozyten iiber die Hemmung der Expression von T-
Zell-Aktivatorgenen fiir bestimmte Zytokine, ohne einen Einfluss auf Granulozyten und B-
Lymphozyten auszuiiben (Borel et al. 1977; Calne et al. 1978; Meiser et al. 1997). Noch
potentere Immunsuppressiva befinden sich bereits in klinischem Einsatz. So agiert das
Immunsuppressivum Tacrolismus in dhnlicher Weise wie das Cyclosporin A. Es bindet
jedoch an ein anderes T-Zell-Protein (das FK-Bindungsprotein) und erlangt dadurch eine 10
bis 100 mal hohere Potenz. Als Alternative zum Purinantagonisten Azathioprin wurde das
Mycophenolat Mofetil entwickelt, das wie ersteres liber die Hemmung der Purinneusynthese
die Proliferation von B- und T-Lymphozyten verhindert. Mit der Dreifachkombination von
Cyclosporin A, Azathioprin und Steroiden kann derzeit eine 2-Jahres-Uberlebensrate von ca.
84 % erreicht werden (Meiser et al. 1997). Andere Autoren berichten zusétzlich von 1- und 5-
Jahresiiberlebenszeiten von 81 bzw. 70 % (Harringer und Haverich 2002). Eine Limitation
erfahrt dieses Ergebnis durch die zunehmende Zahl an schwerkranken Patienten, die ein
Transplantat erhalten (Meiser et al. 1997). Nach Angaben der Internationalen Gesellschaft fiir
Herz- und Lungentransplantation belief sich die Zahl der bisher weltweit verpflanzten Herzen
bis zum 31. Dezember 2000 auf 57818 (Hosenpud et al. 2001). Im Gebiet von Eurotransplant

(Belgien, Deutschland, Osterreich, Luxemburg, Niederlande und Slowenien) wurden im Jahr



2002 579 Herzen verpflanzt, wovon allein 333 in Deutschland transplantiert wurden (nach

Angaben im Internet: www.transplant.org).

1.2 Die Problematik der Herzkonservierung

Die Konservierung von ischdmischen Herzen ist mit den zur Zeit verwendeten Methoden auf
3 bis 6 h limitiert, wihrend Niere und Pankreas 24 bis 48 h in Kkalter Ischdmie bei
weitgehendem Funktionserhalt iiberstehen konnen (Akihiko et al. 1994; Fischer 1999;
Reichenspurner et al. 1993a; Stringham at al. 1992). Die Griinde dafiir liegen vor allem in der
Eigenschaft des Herzens als kontraktilem Organ, das seine Funktion sofort aufnehmen und zu
nahezu 90 % iiber unmittelbare Perfusion der Koronararterien aufrecht erhalten muss
(Stringham et al. 1992). Es enthilt die kontraktilen Proteine Myosin und Aktin in groBer
Menge mit entsprechendem Verbrauch an energiereichen Phosphaten (Coetzee et al. 1986),
wobei hier in erster Linie das unmittelbar fungierende Adenosintriphosphat zu nennen ist, das
auch ein Gegenstand der weiteren Untersuchungen in dieser Arbeit war. Sobald der ATP-
Vorrat aufgebraucht ist, kommt es im Herzen zur irreversiblen Kontraktur, was auf die dann
fehlende Losung der Myosinquerbriicken vom Aktin zuriickzufiihren ist (Bretschneider et al.
1984; Stringham et al. 1992). Desweiteren existieren Untersuchungen, die darauf hinweisen,
dass die kontraktilen Filamente die ersten Proteinstrukturen sind, die wahrend Ischdmie in
Herzmuskelgewebe geschiadigt werden (Hein et al. 1995).

Der Radius, in dem ein Herz ohne grofleren Funktionsverlust transportiert werden kann, ist
zum Teil durch die die Transportzeit limitierende Konservierungszeit definiert. Uberschreitet
diese bei den derzeit iiblichen Verfahren 3,5 h, nimmt die Rate an Funktionsstorungen stark
zu (Akihiko 1994; Fischer 1999; Reichenspurner et al. 1993a; Stringham et al. 1992). Eine
Verldngerung der Ischdmiezeit wiirde daneben mehr Zeit fiir organisatorische MaBnahmen
und histologische Untersuchungen lassen (Reichenspurner 1993a). Wichtige Determinanten
werden zur Zeit in der Methode der Reperfusion sowie in der Zusammensetzung der
jeweiligen Perfusionslosung gesehen (Rosenkranz et al. 1986).

Bei grundsitzlich verschiedenen Methoden zur Herzkonservierung stellt die sog. Flush-
Perfusion die im klinischen Alltag am héufigsten angewendete dar. Dabei werden die
Koronararterien iiber wenige Minuten mit kalter Kardioplegiel6sung durchspiilt und das Herz
anschlieBend ohne weitere Perfusion auf Eis gelagert (Braimbridge et al. 1977;

Reichenspurner et al. 1993b; Stringham et al. 1992). Meist wird die Reperfusion direkt als
3



Blutreperfusion iiber die Herz-Lungen-Maschine vorgenommen (Mohara et al. 2002).
Entsprechend der Vielfalt an unterschiedlichen Driicken und an unterschiedlichsten
Substanzen, die zugesetzt werden konnen, ergeben sich zahlreiche Moglichkeiten der
Reperfusion.

Ischdmie des Herzen ist definiert als ein Ungleichgeweicht zwischen dem vom Myokard
benodtigten und dem vom GefdBsystem bereitgestellten Koronarblut. Dies geht einher mit
einem Gewebsdefizit an Sauerstoff und Substrat und einem ungeniigenden Abtransport
potentiell toxischer Metabolite (Hearse 1977). Die Ischdmie wird unterteilt in eine friihe,
potentiell reversible Phase, die wu.a. mit Glycogenverlust, Odembildung, und
Mitochondrienschwellung aufgrund von Kalzium- und Plasmaproteineinstrom bei
pathologischer Membranpermeabilitit einhergeht. Des weiteren gibt es eine spite, irreversible
Phase, die u.a. aber v.a. durch Schidden an den kontraktilen Filamenten gekennzeichnet ist
(Engelmann et al. 1979; Hein et al. 1995; Neely und Grotyohann 1984; Reimer et al. 1981).
Die durch die Ischdmie verursachten Schdden werden in erster Linie auf Schidigung im
Bereich der Oxidativen Phosphorylierung mit resultierendem ATP-Verlust zuriickgefiihrt (de
Wit et al. 1988; Engelmann et al. 1979; Fischer et al. 1981; Stringham et al. 1992). Das
»Substrat® Sauerstoff wird bei Ischdmie in Organen zuerst erschopft und ist gleichzeitig die
Schliisselsubstanz ~ der  Oxidativen  Phosphorylierung. Das  Ziel eines jeden
Konservierungsverfahrens ist es demnach, die reversible Phase der Ischdmie wenn nicht zu
verhindern doch wenigstens so lang wie moglich aufrecht zu erhalten.

Zahlreiche Untersuchungen haben sich mit dem Effekt oxygenierter Losungen auf den
Stoffwechsel und Funktionserhalt von Herzen bei Ischimie befasst. Eine Untersuchung
befasste sich mit dem Effekt von einfach mit Sauerstoff angereicherter kardioplegischer
Losung (Coetzee et al. 1986). In dieser Studie wurde fiir die mit oxygenierte Losung
gegeniiber einer nichtoxygenierten Vergleichslosung bei dreistiindiger Lagerung von
Rattenherzen bei 20 °C im Hinblick auf Herzfunktion, ATP-Gehalt und ultrastrukturelle
Verianderungen signifikant besser Ergebnisse erzielt. Eine weitere Arbeit kam bei einstiindiger
Lagerung von Hundeherzen bei 4 °C im Hinblick auf Funktionsparameter zu dem selben
Ergebnis (Tabayashi et al. 1988). In beiden Arbeiten wurde auf das antiproportionale
Verhiltnis von Sauerstoffloslichkeit und Temperatur hingewiesen, wobei in der erstgenannten
Arbeit ein nachteiliger Effekt von Temperaturen unter 15 °C auf das Herzmuskelgewebe
angenommen wurde. In beiden Arbeiten wurde lediglich der Sauerstoffgehalt der Losungen
erhoht, so dass der Sauerstoff entsprechend dem jeweiligen Partialdruck iiber die Zellgrenzen

hinweg diffundieren konnte. Der Effekt auf die Ischdmiezeit der Herzen war kein vorrangiger
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Gegenstand der Untersuchungen. Grundsitzlich ldsst sich jedoch feststellen, dass geldster
Sauerstoff in Perfusionslosungen in der Lage ist, einen protektiven Effekt auf das

Organgewebe auszuiiben (Silber et al. 1991).

1.3 Die Methode der Sauerstoffpersufflation

Ein vielversprechender methodischer Ansatz zur Organkonservierung mit wesentlich
verlangerter Ischidmietoleranz ist die Sauerstoffpersufflation. Die Mboglichkeit der
Persufflation von Herzen mit gasformigem Sauerstoff zum Funktionserhalt der Organe wurde
zuerst 1902 von Magnus untersucht (Magnus et al. 1902). Seit diesen Versuchen wurde die
Methode der Sauerstoffpersufflation in erster Linie an Lebern und Nieren experimentell
untersucht (Fischer et al. 1978; Fischer et al. 1980), desweiteren wurden jedoch auch
Untersuchungen an weiteren transplantationsfahigen Organen wie Darm und Pankreas
unternommen (Isselhard und Minor 1999). Experimente mit Herzen waren bisher zwar nicht
die Ausnahme, stellten aber im Vergleich zu denen mit den erstgenannten Organen die
Minderheit dar. Schon dieser Umstand mag ein Hinweis fiir spezifische Probleme bei der
Transplantation von Herzen sein. Der Unterschied zur reinen Erhohung des
Sauerstoffgehaltes der Perfusionslosungen fiir eine hypotherme Dauerperfusion bei
Anwendung der herkdmmlichen Techniken besteht darin, dass der gasformige Sauerstoff
einem blutleeren Organ unter vergleichsweise niedrigem Gasdruck iiber sein GefaBsystem
zugefithrt wird. Der Druck muss ausreichen, um Kapillaren zu er6ffnen und die
Diffusionsstrecken gering zu halten. Mitbestimmender Faktor ist neben dem
Persufflationsdruck der mit sinkender Temperatur abnehmende O,-Bedarf des jeweiligen
Organs. Entscheidend ist die Funktion des Transplantats (Isselhard und Minor 1999).
Vergleichende Untersuchungen an Rattenlebern konnten fiir die Sauerstoffpersufflation
gegeniiber der Verwendung einer einfach mit Sauerstoff angereicherten Losung im Hinblick
auf den ATP-Gehalt eine wesentlich erhohte Wirksamkeit nachweisen (Minor et al. 1997).

Viel versprechende Versuche mit dieser Methode wurden jedoch zunichst an der Niere
durchgefiihrt, die zu der betreffenden Zeit das meist transplantierte Organ war. Fischer et. al.
konnten zeigen, dass sich die Clearance von Kaninchennieren, die 24 h bei 6 °C unter
Anwendung der retrograden (vendsen) Sauerstoffpersufflation (ROP) mit einem
Persufflationsdruck von 50-60 mmHg gelagert wurden, im Vergleich zur Lagerung ohne ROP

gleich nach der Transplantation signifikant besser wurde. Zudem war der ATP-Gehalt im
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Gewebe signifikant erhoht (Fischer et al. 1978). Die Verbesserung der lebenserhaltenden
Funktion wurde in spiteren Versuchen von Ross und Escott nachgewiesen (Ross und Escott
1979). In einer weiteren Arbeit unter Anwendung eines Druckes von 11 mmHg und einer
Temperatur von 0 °C wurden die bisherigen Ergebnisse grundsitzlich bestitigt. Uneinigkeit
bestand insgesamt lediglich in der Frage des ATP-Gehaltes des Gewebes, der optimalen
Temperatur, des optimalen Drucks sowie der bestgeeigneten Losung (Rolles et al. 1984). In
spéiteren Versuchen mit erneuter Anwendung der ROP an Nieren im 24 h-Versuch bei 0 °C
und einem Persufflationsdruck von 11 mmHg wurde wieder bestétigt, dass sie in der Lage ist,
die ATP-Synthese in ausreichendem Male aufrechtzuerhalten. AufBlerdem waren im
Gegensatz zu den nicht persufflierten Nieren im elektronenmikroskopischen Vergleich
lediglich reversible ultrastrukturelle Verdnderungen auszumachen (Pegg et al. 1989).

Weitere Untersuchungen befassten sich mit der Anwendung der Methode an Lebern. In ersten
Versuchen iiber 48 h wurde fiir die Anwendung der ROP an Rattenlebern ebenfalls ein
protektiver Effekt in Bezug auf den ATP-Gehalt nachgewiesen (Fischer et al. 1980), und
weitere In-Vitro-Versuche an Rattenlebern iiber 48 h konnten ebenfalls eine im Vergleich
signifikante Zunahme des ATP-Gehaltes zeigen (Minor und Isselhard 1996). In
Folgeversuchen wurde die protektive Wirkung der ROP auf ischdmisches Lebergewebe auf
einen antiproteolytischen Effekt aufgrund verminderter Entstehung freier Sauerstoffradikale
zuriickgefiihrt (Minor et al. 1997). In neueren Experimenten mit Rattenlebern unter
Anwendung der ROP wurde erneut die protektive Wirkung in Bezug auf die ATP-Speicher
festgestellt. Zusétzlich wurde jedoch die Verminderung des Gehaltes an Hypoxanthin als
Substrat in der Entstehung von Sauerstoffradikalen sowie des Laktatgehaltes als wesentliche
Ursache der Gewebsazidifizierung nachgewiesen. Ein neuer Ansatz in diesen Versuchen war
die Bestimmung des Gehaltes an zyklischem AMP (cAMP), das in der Lage ist, eine
Zellschutzfunktion in Bezug auf Kalziumakkumulation und strukturelle Integritét auszuiiben.
Die Konzentration dieses Molekiils war bei Anwendung der ROP mit der prdischemischen
Konzentration vergleichbar (Koétting und Minor 2000). Insgesamt wurden zahlreiche
funktionelle und strukturelle Parameter bei der Anwendung der ROP bei der Leber untersucht,
die nahezu alle zugunsten dieses Konservierungsverfahrens ausfielen (Isselhard und Minor
1999). Die erwdhnten Untersuchungen wurden jeweils bei unterschiedlichen Temperaturen,
Persufflationsdriicken und unter Verwendung unterschiedlicher Perfusionsldosungen
durchgefiihrt. Dennoch stellte sich die Methode Sauerstoffpersufflation durchgehend im
direkten Vergleich mit allen sonstigen Methoden bei gleichen Rahmenbedingungen als

iiberlegen heraus.



Die erfolgreiche experimentelle Anwendung der Methode der Sauerstoffpersufflation am
Herzen unter Hypothermie mit erheblich verlangerter Lagerungszeit erfolgte im Vergleich zu
den Untersuchungen an Niere und Leber aufgrund der oben genannten Besonderheiten des
Herzens spit und wurde erst durch neue methodische Ansitze moglich, die am Institut fiir
Experimentelle Medizin der Universitit zu Koln entwickelt wurden. Erste erfolgreiche
Untersuchungen mit hypothermer Langzeitlagerung {iber 14 h wurden mit Kaninchenherzen
im Langendorff-Modell durchgefiihrt. Die Lagerung erfolgte bei 0-1 °C unter Verwendung
der mit Hyaluronidase versetzten modifizierten HTK-Losung (mHTK). Im Vergleich mit
nicht oxygenierten Herzen waren nach 90 miniitiger Reperfusion mit mHTK-Ldsung
linksventrikuldrer Druck, Herzfrequenz, Kontraktilitdt und isotonisches Schlagvolumen der
Herzen mit Anwendung der COP signifikant besser (Jeschkeit et al. 1989). Nachfolgende
Versuche mit orthotoper Transplantation von Schweineherzen mit einer Uberlebenszeit von 3
h wurden erstmals mit Verwendung des Valve Guards, eines Aortenklappenabgusses aus
Silikongummi (vergl. 2.3), durchgefiihrt, der die Uberdehnung des linken Ventrikels und den
Druckverlustes bei der Persufflation verhinderte (vergl. 2.3). Die Anwendung der COP unter
Verwendung der mHTK-Losung bei 0-1 °C iiber 14 h zeigte gegeniiber der herkdmmlichen
hypothermen Lagerung nach Flush-Perfusion mit mHTK-, UW- und der intrazelluldren
Euroflush-Losung (EFG) signifikant bessere Ergebnisse hinsichtlich der erbrachten Leistung,
des linksventrikuldren Druckes und der Kontraktionsgeschwindigkeit. Die jeweiligen
Plasmagehalte an Kreatinkinase-MB und Troponin T waren im Vergleich nach Anwendung
der COP wesentlich geringer. Die Signifikanz der Unterschiede im ATP-Gehalt des Myokards
und des Energy Charge Potential variierten je nach Losung (Kuhn-Régnier et al. 1997,
Fischer et al. 1998). Folgende Versuche mit HTK, modifizierter (m)HTK und mHTK + COP
bei hypothermer Lagerung iiber 14 h im Direktvergleich erbrachten in Bezug auf die
Kontraktilitdt, das Schlagvolumen und den ATP- und SAN-Gehalt fiir die mHTK + COP-
Gruppe jeweils die hochsten Werte, die jeweils gegeniiber denen nach einfacher Lagerung mit
HTK signifikant waren. Fiir die Plasma-CK-Werte nach Reperfusion waren die Werte nach
ein bis drei Stunden fiir die mHTK + COP-Gruppe insgesamt signifikant niedriger (Kuhn-
Régnier et al. 2000). Auch in den Versuchen mit Herzen hat sich demnach die Methode der
Sauerstoffpersufflation als gegeniiber der Flush-Perfusion mit anschlieBender einfachen

hypothermer Lagerung iiberlegen herausgestellt.



1.4 Ziel dieser Versuchsreihe

Unsere Versuche wurden als Fortsetzung von Versuchen mit Anwendung der COP iiber
vierzehn Stunden und orthotoper Transplantation vorgenommen. Bei diesen ersten Versuchen
hatte die Uberlebenszeit der Schweine drei Stunden entsprechend der Reperfusionszeit
betragen (Fischer et al. 1998; Kuhn-Régnier et al. 2000). Unsere Versuche sollten der
Uberpriifung und Ergéinzung der FErgebnisse dieser Versuche mit einer lingeren
Uberlebenszeit der Versuchstiere auch im Hinblick auf die klinische Relevanz der COP
dienen. Dazu wurde die Methode der COP bei hypothermer Lagerung {iber vierzehn Stunden
mit Verwendung der UW-Losung direkt mit der derzeit in Europa iiblichen Methode der
einfachen hypothermen Lagerung iiber drei Stunden mit Verwendung der HTK-Losung
verglichen, wobei in beiden Gruppen eine Uberlebenszeit von sieben Tagen veranschlagt
wurde. In weiteren Versuchen wurde die COP mit Verwendung der HTK-Ldsung
angewendet. Die FErgebnisse dieser Versuche waren Gegenstand einer weiteren
Dissertationsschrift.

Neben den schon vorher verwendeten funktionellen, biochemischen und enzymatischen
Parametern wurde in unseren Versuchen ein besonderes Augenmerk auf die Integritit des
Koronarendothels durch die Untersuchung der endothelvermittelten Relaxation der
Koronarien eine Woche nach der Transplantation gerichtet.

Ebenfalls im Hinblick auf eine mdoglichst verldssliche prognostische Aussagakraft unserer
Untersuchungen in Bezug auf eine mogliche klinische Anwendung der vorgestellten Methode
haben wir das Schwein als Versuchstier gewihlt, das durch die weitgehende Vergleichbarkeit
seines Herzens mit dem des Menschen in Bezug auf die anatomischen Verhéltnisse, die Grofie

und die Ischidmietoleranz fiir unsere Versuche pradestiniert war.



2. Methodik
2.1 Die Gruppeneinteilung

Fiir die Versuche wurden insgesamt 24 Schweine mit einem Gewicht von 41,1 + 8,9 kg
(Mittelwert + Standardabweichung) verwendet, wobei es sich um Kreuzungen der ,,Deutschen
Landrasse* mit ,,Deutscher Edelrasse handelte. Bei 12 Tieren wurden in Narkose die Herzen
entnommen und konserviert, 12 Tiere dienten als Empfinger der Transplantate. Die
Durchfiihrung der Versuche erfolgte mit der Genehmigung der Bezirksregierung Kdln (AZ:
26.203.2 K 24, 3187).

Die Tiere wurden mit Wasser und Schweinefutter (RWZ Alleinfutter fiir Schweine; Gen.
Raiffeisen, Rhein-Main eG, Werk Neuss, Deutschland) ad libitum versorgt, wobei darauf
geachtet wurde, dass sie zum Zeitpunkt der OP mindestestens 12 Stunden niichtern waren.

Die Konservierung erfolgte unter Anwendung der Methode der Sauerstoffpersufflation der
Koronarien = Coronary Oxygen Persufflation (COP). Bei 6 der entnommenen Herzen erfolgte
die Konservierung mit University of Wisconsin-Ldsung (UW) (Viaspan®, Dupont, hergestellt
von NPBI, Niederlande) fiir im Mittel 13,8 + 0,3 Stunden bei 0 bis 1 °C, wobei die Losung
vor Gebrauch frisch mit 3 mmol/l reduziertem Glutathion versetzt wurde (vergl Tab. 2). Die
ibrigen 6 Spenderherzen wurden fiir im Mittel 2,7 = 0,3 Stunden bei gleicher Temperatur
ohne Anwendung der COP mit Histidin-Tryptophan-Ketoglutarat-Losung (HTK) nach
Bretschneider (Custodiol®; Fa. Dr. F. Kohler Chemie GmbH, Alsbach-Hahnlein,
Deutschland) ohne weitere Zusitze konserviert. Beide Losungen wurden filtriert (Porengrof3e
0,45 um), um die typischerweise in der UW-Ldsung vorhandenen Fettsdurepartikel zu
entfernen bzw. auch im Falle der HTK-K&sung eine vergleichbare Partikelfreiheit zu

gewihrleisten (Losungen vergl. Tab. 2).

Konservierungslosung Anzahl der Versuche Konservierungsdauer
UW (Viaspan®) + COP 6 13,8+0,3h
HTK (Custodiol®) 6 2,7+03h

Tabelle 1: Einteilung der Gruppen
(Die Konservierungsdauer ist der Zeitraum vom Ende des Freispiilens von Blut mit kalter

Konservierungslosung bis zum Beginn der Reperfusion nach der Transplantation)



Substanz [mmol/l] UW-Losung HTK-Lo6sung
Na" 30 15
K" 125 10
Ca” - 0,015
Mg 5 4
ClI - 50
HCO; - -
S04~ 5 -
PO, 25 -
Glutarat - 1
Histidin - 198
Laktobionat 100 -
Tryptophan - 2
Mannitol - 30
Saccharose - -
Raffinose 30 -
Adenosin 5 -
Allopurinol 1 -
Glutathion, oxidiert 1,5 -
Hepes - -
Pentastarch 50 g/l -
Zusitze unmittelbar vor Gebrauch UW-Losung
Dexamethason 16 mg/l
Glutathion, reduziert 3 mmol/l

Insulin 40 TU/1

Penicillin 2x 10°1U/1

Tabelle 2: Zusammensetzung der Konservierungslosungen

2.2 Die Herzentnahme

Zur Einleitung der Narkose wurden den Tieren 4 mg/kg Azaperon (Stresnil®; Fa. Janssen,
Neuss, Deutschland) sowie 0,02 mg/kgKG Atropin (Atropinsulfat®; Fa. B.Braun Melsungen
AG, Melsungen, Deutschland) intramuskulér in die laterale Nackenmuskulatur verabreicht.
Nach einer Wartezeit von 30 min und bei ausreichender Sedation wurde den Tieren jeweils
eine Venenverweilkaniile (Venflor 2; Fa. Ohmeda Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,
Deutschland) in die Vena auricularis gelegt und 1-2 mg/kgKG Propofol (Disoprivan® 2 %;
Fa. Zeneca, Plankstadt, Deutschland) und anschliefend 5-10 mg/kgKG Ketamin (Ketavet®;
Fa. Pharmacia & Upjohn GmbH, Erlangen, Deutschland) intravends verabreicht. Nach
Erreichen des Toleranzstadiums wurden die Tiere in Riickenlage auf dem Operationstisch

fixiert. Die folgenden MaBBnahmen wurden unter sterilen Bedingungen vorgenommen. Nach
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medianer Tracheotomie und Einfiihrung eines Tubus (GroBe 8; Fa. Protex Limited, Hythe,
Kent, England) erfolgte volumenkontrollierte Beatmung mit 8-12 I/min Raumluft iiber ein
Beatmungsgerdt (Engstrom RS 300 LKB Medical; Fa. Bromma, Schweden), wobei der
jeweilige Volumenbedarf {iber den exspiratorischen Kohlendioxydgehalt ermittelt wurde.

Mit ventralem rechtslateralen Zugang wurde anschlieBend die Vena jugularis externa
freigelegt und mit einem doppellumigen Katheter (Durchmesser proximal 18 GA, distal 16
GA, Certon; Fa. B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) katheterisiert. Die
Narkose wurde nun mit Hilfe eines Perfusors (Perfusor®VI; Fa. B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland) mit Ketamin in einer Erhaltungsdosis von 0,36-0,6 ml/kgKG/h
fortgesetzt. Eine zusitzliche Relaxation der Muskulatur erfolgte mit Hilfe von Pancuronium
(Pancuronium Curamed®; Fa. CuraMed Pharma GmbH, Karlsruhe, Deutschland) in einer
Dosierung von 0,02 mg/kgKG i.v.. Zur Fliissigkeitssubstitution wurde Sterofundin® (Fa. B.
Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) mit 500 ml/h iiber den zentralvendsen
Katheter appliziert.

Nach medianer Sternotomie mit dem Lebsche-Mei3el wurde der Thymus reseziert und das
Perikard Y-formig erdffnet. Der Herzbeutel wurde durch vier Perikardhochnéhte
offengehalten und an der Thoraxwand fixiert, wodurch das Herz in physiologischer Position
stabilisiert wurde. Vollheparinisierung wurde mit 500 I.LE./kgKG Heparin (Liquemin®; Fa.
Hoffmann-La Roche AG, Grenzach-Whylen, Deutschland) iiber den zentralvendsen Katheter
erreicht. Uber eine Perforation im Herzspitzenbereich konnte ein Katheter-tip Manometer
(Mikro Tip; Millar Instruments, Houston, USA) in den linken Ventrikel vorgeschoben und
tiber einen Transducer (Control Unit Model TC-510; Fa. Hugo Sachs Elektronik, March,
Deutschland) an einen Briickenverstarker mit Differenzierer (HSE Modell 336;Fa. Hugo
Sachs Elektronik, March, Deutschland) angeschlossen werden. So konnten der
linksventrikuldre Druck, die maximale Kontraktionsgeschwindigkeit (+dp/dtm.x) und die
maximale Relaxations-geschwindigkeit (-dp/dtmax) bestimmt werden und zusammen mit der
Herzfrequenz iiber einen Thermoschreiber (Watanabe, Mark VII) kontinuierlich

aufgezeichnet werden.

2.2.1 Die Messung des Herzzeitvolumens

Nach Anschlingen der Aorta erfolgte die Messung des Herzzeitvolumens mit Hilfe eines

Transit-Time Flowmeters (Type 700; Fa. Hugo Sachs Elektronik — Havard Apparatus, March,
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Deutschland) (Dopplerverfahren). Hierzu wurde ein ringformiger Ultraschallkopf
entsprechender Grofle um die Aorta gelegt. Die Durchflusswerte wurden in I/min angezeigt.
Zur Kontrolle wurde in einigen Versuchen der Kontrollgruppe zusitzlich eine HZV-Messung
tiber die Thermodilution durchgefiihrt. Hierzu wurde ein Injektionskatheter in den linken
Vorhof vorgeschoben (LA-Katheter; Fa. Vygon, Steriflex, Durchmesser auBlen 2,4 mm,
multiple apikale Perforationen zur Fliissigkeitsvernebelung) und ein Thermistor-Katheter
(Swan Ganz 7F) liber die Herzspitze in der pars ascendens der Aorta positioniert. Es wurden
nun 5 ml 0 bis 1 °C kalte Ringer-Losung (Ringer—Losung; Fa. Delta-Pharma, Pfullingen,
Deutschland) tiber den LA-Katheter eingespritzt und die Temperaturabnahme {iber den
Thermistor-Katheter registriert. Die Berechnung des HZV aus der Temperaturdifferenz
erfolgte mit einem HZV-Computer (IVC3, F. Schwarzer GmbH, Miinchen, Deutschland), die
Ergebnisse wurden in /min angezeigt. Es wurden mehrere Injektionen durchgefiihrt bis drei
aufeinanderfolgende Messungen weniger als 10 % Abweichung voneinander zeigten, aus

denen der entsprechende Mittelwert gebildet wurde.

2.2.2 Die Perfusion mit Konservierungslosung

Zur Vorbereitung der Herzentnahme wurde nun eine Kardioplegiekaniile (R 505 15 Stdckert;
Fa. Stockert, Miinchen, Deutschland) in die Aorta ascendens eingestochen, neben der eine
Kaniile (Microlance 3, 21 G 1'/5; Fa. Becton Dickinson, Fraga, Spanien) placiert wurde. Diese
war zur kontinuierlichen Messung des Kardioplegiedruckes iiber eine Heidelberger
Verldngerung an einen Statham-Druckaufnehmer angeschlossen. In Kopftieflage wurde nun
arterielles Blut ziigig iiber die Kardioplegiekaniile entnommen. Das Blut wurde als
Transfusionsreserve fiir das Empfangertier in einem Reservoir aufgefangen. Sobald der
Systemdruck auf 30 mmHg abfiel, wurden Vena azygos sinistra, die beim Schwein in den
Sinus coronarius miindet (vergl. 4.1), Vena cava inferior und superior und die Aorta in der
Reihenfolge abgeklemmt. Die Konservierungslosung wurde iiber die Kardioplegiekaniile im
Aortenbulbus zugefiihrt. Gemdfl den Anwendungsrichtlinien wurde mit der HTK-Losung die
erste Minute mit einem Druck von 75 mmHg und die restliche Zeit von bis zu neun Minuten
mit 40 mmHg perfundiert, wobei insgesamt 3 1 der Losung verbraucht wurden. Von der UW-
Losung wurde 1 Liter eingesetzt, die Perfusion erfolgte iiber maximal 5 min mit einem
konstanten Druck von 75 mmHg. Die Temperatur der Losungen betrug 0 bis 1 °C, wobei die

Abkiihlung der Herzen von aussen durch UbergieBen mit 0 bis 1°C kalter physiologischer
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Kochsalzlosung (Fa. Delta-Pharma GmbH; Pfullingen, Deutschland) beschleunigt wurde. Die
Venae cavae und das linke Herzohr wurden zu Beginn der Perfusion inzidiert, um einer
Uberdehnung des Ventrikels entgegenzuwirken. Nach Herzstillstand und Perfusionsende
wurde das Herz inklusive Perikardbeutel exzidiert. Die Vena cava inferior, Pulmonalvenen,
Vena azygos, die Pulmonalarterie, Vena cava superior und schlieflich die Aorta samt
supraaortaler Aste wurden durchtrennt und das Herz aus dem Thorax entnommen. Das Herz
wurde nun in der jeweiligen Kardioplegielosung bei 0 bis 1° C gelagert und fiir das weitere

Vorgehen pripariert.

2.3 Die Herzlagerung

Zunichst soll das Vorgehen in der UW-Versuchsgruppe beschrieben werden.

Nach Trennung vom Perikardbeutel und Denudierung der Aorta wurde diese im Bereich der
pars ascendens ca. 2 Querfinger iiber der Aortenklappenbasis zu ungefdhr 80 % zirkulér
inzidiert. Es folgte die Implantation des ,,Valve Guards“. Bei diesem handelte es sich um
einen Aortenklappenabguss aus Silikongummi, der von Prof. Fischer in verschiedenen
GroBen entsprechend der Groflenverhédltnisse der jeweiligen Aortenklappe selbst hergestellt
worden war. Die Aufgabe des Klappenabgusses war, die moglichst alleinige Persufflation der
Koronararterien ohne Gasverlust iiber Aortenklappe und den linken Ventrikel zu
gewdhrleisten. Er wurde {iiber eine Naht durch die Noduli Arantii auf der aortalen
Klappenseite befestigt (8-0 Prolene, Ethicon; Fa. Johnson & Jonsohn Intl., Briissel, Belgien).
Als néchster Schritt wurde ein Teflonzylinder mit zentraler Bohrung in den proximalen
Aortenstumpf eingebunden und mit einer Ligatur befestigt. Wihrend der gesamten
Lagerungszeit bis zum Zeitpunkt der Implantation wurde iiber den Zylinder Sauerstoff
(Sauerstoff; Fa. Linde AG, TC Hollriegelskreuth, Deutschland) unter einem Druck von 45
mmHg in die Aorta und somit in die Koronararterien eingeleitet. Das Lagerungsgefal enthielt
200 ml der UW-Kardioplegieldsung und befand sich auf einem Eis-Wasser-Gemisch bei 0 bis
1 °C im Kiihlschrank. Das Gas konnte iiber eine Inzision im rechten Vorhof ausstromen und
wurde aus dem Lagerungsgefd3 {iber einen Katheter gegen einen Widerstand von 5 cm
Wassersédule abgeleitet, so dass eine Abschitzung der Gasmenge und somit der Dichtigkeit
des Systems iiber die Intensitét der Blasenbildung moglich war. Der Gasdruck wurde wihrend
der Persufflation iiber einen Kompensationsschreiber (Fa. Kipp & Zonen, Kronberg,

Deutschland) aufgezeichnet.
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Die Herzen der HTK-Gruppe wurden entsprechend der derzeitigen klinischen Praxis einfach
ohne Anwendung der COP fiir drei Stunden bei 0-1 °C auf einem Eis-Wasser-Gemisch

gelagert.

2.4 Die Vorbereitung der Herzimplantation

2.4.1 Die Vorbereitung des Empfingertieres

Als Empfingertier wurde ein Wurfgeschwistertier mit moglichst gleichem Geschlecht (zwei
Ausnahmen in der HTK-Kontrollgruppe), &hnlichem Gewicht sowie dhnlicher Grof3e
ausgewdhlt.

Um einen Abfall der Korpertemperatur in der Narkose zu vermeiden, wurden die Tiere auf
einer Wirmematte gelagert. Pridmedikation, Narkose, Beatmung und zentralvendse
Katheterisierung erfolgten wie oben beschrieben (vergl 2.2). Die Maflnahmen wurden auch
hier unter sterilen Bedingungen vorgenommen. Zusdtztlich wurde eine zentralarterielle
Katheterisierung der Arteria carotis communis dextra mit einem doppellumigen Katheter
(Durchmesser proximal 18 GA, distal 16 GA, Certon; Fa. B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland) vorgenommen, der wie schon bei dem zentralvendsen Katheter
beschrieben (vergl. Abschnitt 2.2) iiber einen Statham-Druckaufnehmer mit einem
Briickenamplifer verbunden war. Es wurden so der zentralvendse Druck (ZVD), der
zentralarterielle Druck (ZAD) und die Herzfrequenz (HF) kontinuierlich {iber den Thermo-
Oszillographen Recorder aufgezeichnet.

Sofort und in 30-miniitigen Abstdnden wurde sowohl aus dem arteriellen als auch aus dem
vendsen Katheter Blut entnommen, um Elektrolyte, Blutgase, kardiales Troponin T
(Enzymun-Test;Fa. Boehringer Mannheim, Deutschland) und Kreatinkinaseaktivitat
(Monotest CK NAC; Fa. Boehringer Mannheim, Deutschland) bestimmen zu konnen.
Elektrolytwerte (Na“ , K* , Ca®"), Laktat- und Glukosegehalt des Blutes wurden iiber ein
entsprechendes Analysegerdt (EML 105, Elektrolyte Metabolite Laboratory; Fa. Radiometer,
Kopenhagen, Danemark) ermittelt, Abweichungen von physiologischen Parametern wurden
gegebenenfalls durch Substitution der Substanzen korrigiert. Der pH-Wert, jeweiliger
Baseniiberschuss, Standardbasentiberschuss, Bicarbonat-Konzentration sowie der Standard-
Bicarbonatgehalt des Blutes wurden mit einem weiteren Analysegerdt (ABL 300, Acid Base
Laboratory; Fa. Radiometer, Kopenhagen, Danemark) bestimmt. Bei metabolischer Azidose

wurde mit 84 %iger Natriumhydrogencarbonat-Losung (Fa. Delta-Pharma GmbH,
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Pfullingen, Deutschland) gepuffert. Mit dem ABL 300 wurden auBlerdem
Sauerstoffpartialdruck, Kohlendioxidpartialdruck, Sauerstoffsittigung, Gesamtkohlendioxid-
Konzentration sowie Himoglobingehalt des Blutes ermittelt.

Zur Muskelrelaxation wurden 0,2 mg/kgKG Pancuronium verabreicht, zur Verhinderung
von Immunsuppression gegen Transplantat bzw. Fremdblut wurden perioperativ 500 mg
Prednisolon i.v. (Urbason solubile®; Fa. Hoechst, Frankfurt, Deutschland) appliziert.

Nach medianer Laparotomie und schonender Abpriparation des Peritoneums nach links

erfolgte die Darstellung von rechten NierengefdBen, Nieren und Ureter.

2.4.2 Die Vorbereitung des Spenderherzens

Die Préparation des Spenderherzens erfolgte in der jeweiligen kalten Kardioplegielosung bei
0 bis 1° C. Linker Vorhof, Vena azygos sinistra und Vena cava inferior wurden in
fortlaufender Naht zusammen verschlossen (4-0 Prolene, Ethicon;Fa. Johnson & Johnson
Intl., Briissel, Belgien). AnschlieBend wurden Vena cava superior, linkes Herzohr und Arteria
pulmonalis mit Tabaksbeutelndhten sowie diese mit Drosseln versehen (4-0 BB Prolene,
Ethicon). Mit der Entfernung von Ligatur, Teflonzylinder und ,,Valve Guard“ wurde die
Persufflation beendet. Es folgte der Verschluss der Aortenklappe mittels einer Naht durch die
Noduli Arantii (8-0 Prolene, Ethicon) sowie der Verschluss der queren Aortotomie in
fortlaufender Naht (4-0 Prolene, Ethicon). Nachdem im Bereich beider grofer supraaortalen
Aste Tabaksbeutelniihte angebracht worden waren (4-0 BB Prolene, Ethicon), wurden die

Thymusgefafe als mogliche Blutungsquelle umstochen.

2.5 Die Herzimplantation

Die abdominellen Organe wurden mittels feuchter Bauchtiicher nach links verdréngt und der
rechte Ureter ligiert und durchtrennt. Es erfolgte Heparingabe in oben erwéhnter Dosierung.
Nach Abklemmung von Arteria und Vena renalis wurden die Gefdle vor der Aufzweigung
des Hauptstammes durchtrennt und die Niere verworfen. Nach Einlage eines kaltperfundierten
,»Cooling-Jackets* (topical cooling device TCD™;Fa. Cobe Cardiovascular Laboratories, Inc.,
Arvada, Co, USA) erfolgte die Anpassung des Herzens ins Nierenlager, so dass die Aorta

dorsal und die Arteria pulmonalis ventral zu liegen kam. Es folgte zentrale Perforation im
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Bereich der Aorta ascendens des Transplantates (Durchmesser ca. 2 mm) sowie End-zu-Seit
Anastomose mit der Arteria renalis in fortlaufender Naht (7-0 Prolene, Ethicon) (vergl. Abb.
1). Nach Inzision der Arteria pulmonalis in Pulmonalklappenhéhe (Durchmesser ca. 5 mm)
wurde die dahinterliegende Semilunarklappe reseziert, um einen besseren Abfluss zu
ermoglichen. Es folgte End-zu-Seit-Anastomose mit der Vena renalis (7-0 Prolene, Ethicon)
(vergl Abb. 1). SchlieBlich wurde das Cooling—Jacket entfernt. Das Herz wurde zur Sicherung
der Position im Nierenlager mit dem zunéchst resezierten Perikardbeutel abgedeckt, der mit

einigen Néhten an der Bauchwand fixiert wurde.

Arteria
i renalis Aorta
ante abdominalis
Vena cava —
inferior i)
Aorta ARANAR) -—
\ §/
Truncus
. Vena
pulmonalis renalis
Atrium
dextrum
Arteria
coronaria
dextra
|
S/eritrlculus Ramus
exter Arteria B circumflexus
coronaria Ramus
sinistra interventricularis Yepttrlculus
anterior Sinister

Abb. 1: Anastomosierung der groflen Herzarterien mit den Nierengefilien
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2.6 Die Reperfusion

2.6.1 Die initiale Reperfusion

Zur initialen Reperfusion iiber zehn Minuten wurde modifizierte Krebs-Henseleit-Losung
(mKH; vergl. Tab. 3) verwendet. Die Perfusion erfolgte iiber eine in die Arteria carotis
communis eingebundene Kardioplegiekaniile (Durchmesser 6,5 mm; Fa. Stockert, Miinchen,
Deutschland). Druckkontrolle wurde iiber eine in den aufsteigenden Ast der Aorta
eingestochene Kaniile (Microlance 3, 21 G 1'/»; Fa. Becton Dickinson, Fraga, Spanien)
vorgenommen, die iiber eine Heidelberger Verldngerung mit einem Statham-Druckaufnehmer
in Verbindung stand, so dass der Druck kontinuierlich iiber den Thermo-Rekorder
aufgezeichnet werden konnte.

Die mKH-L&sung wurde auf 37 °C erwdrmt und der pH-Wert auf 7,4 eingestellt. Die Losung
wurde oxygeniert (Carbogen; 95 % Sauerstoff, 5 % Kohlendioxid; Fa. Linde AG, TC,
Hollriegelskreuth, Deutschland), so dass der Sauerstoffpartialdruck 600 mmHg erreichte. In
der ersten Minute erfolgte die Reperfusion mit einem initialen Druck von 70 mmHg, der ab
der zweiten Minute auf 40 mmHg gesenkt wurde. Fiir die letzten fiinf Minuten wurden der
mKH-Losung initial 3 ml/l CaCl,-Lésung entsprechend einer Konzentration von 0,33 mmol/I
zugesetzt, in einminiitigen Abstdnden wurde weiterhin Calciumchlorid bis zu dem Zielwert
von 0,8 mmol/l zugegeben. Zusétzlich wurde mit der Infusion von Adenosin (Adenosine®,
Fa. Sigma, Deisenhofen, Deutschland) in Mischung mit 0,9 %iger NaCl-Losung in einer
Dosierung von 0,75 mmol/h iiber insgesamt eine Stunde mittels Perfusor in den Aortenstamm
begonnen.

Auftretendes Kammerflimmern wihrend der initialen Reperfusion wurde mit 100 bis 200 mg
2 %igem Lidocainhydrochlorid (Xylocain® 2 %; Fa. Astra GmbH, Wedel, Deutschland)
entsprechend 5 bis 6 ml der Losung i.v. therapiert. Diese Moglichkeit bestand wihrend der
Reperfusion nicht mehr, da das abgesaugte Blut als Transfusionsreserve aufgefangen wurde,
so dass dann defibrilliert werden musste (Lifepak 5 Defibrillator; Fa. Physio Control
Corporation, Washington, USA). Eventuell schon wihrend der initialen Reperfusion
vorhandener Eigenrhythmus des Transplantates wurde bis zur Stabilisierung mit einem
externen Schrittmachersystem (ERAB SDH Schrittmacher; Fa. Biotronic, Berlin,
Deutschland) unterstiitzt, dessen Elektroden auf den Ventrikeln positioniert wurden, um eine

Frequenz von 80 Schldgen pro Minute zu erreichen.
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Substanz [ mmol/l] mKH-L6ésung
Na" 143,100

K" 5,900

Ca™" 0,800
Mg™' 1,300

Cl 127,800
HCOs 10,100
H,PO4 1,200
SO.*> 1,300
Glucose 11,100
Adenosin 0,015
Harnsaure 1,000
Insulin 1,000 L.LE./1

Tab. 3: Zusammensetzung der modifizierten Krebs-Henseleit-Losung (mKH-Lo6sung)

zur initialen Reperfusion; Kalzium-Gehalt bei Beginn der Reperfusion 0,05 mmol/l

2.6.2 Die Blutreperfusion

Nach dem Verschluss der angebrachten Tabaksbeutelndhte iiber die entsprechenden
Tourniquets wurde zunichst die vendse und anschlieBend die arterielle Klemme an den
NierengefdBlen entfernt und somit die Blutreperfusion begonnen. Nach initialer Blutstillung
mit filzunterlegten Nihten wurde fiir die nichsten 1 bis 1'/, Stunden unter Beobachtung von
Herzfunktion, Aspekt des Transplantates und Blutverluflt die Blutreperfusion bei offener
Bauchdecke vorgenommen. Groferem BlutverluBBt aus den Anastomosen und evtl. zunéchst
insuffizienten Nihten am Herzen wurde mit Retransfusion von abgesaugtem Eigenblut
begegnet. Der Heparinantagonist Protamin (Protamin 1000/-5000 ,,Roche*“®; Fa. Hoffmann-
La Roche AG, Grenzach Whylen, Deutschland) wurde im Verhéltnis 1:1 zur entsprechenden
vorherigen Heparingabe intravends verabreicht. Dies geschah unter Kontrolle der Activated
Clotting Time (ACT), um eine mdgliche Hyperkoagulabilitit zu vermeiden bzw. rechtzeitig
fiir GegenmaBnahmen zu erkennen. Fliissigkeitssubstitution erfolgte zusdtzlich mit
Sterofundin®-Losung sowie 5 %iger Glukose-Losung (Glucose-Losung 5 Prozent; Fa. Delta
Pharma GmbH, Pfullingen, Deutschland). Temperaturkontrolle wurde iiber eine Thermosonde
(elektrisches Thermometer) rektal vorgenommen. Kontrolle von Elektrolyt- und
Blutgaswerten sowie des Himoglobingehaltes des Blutes (Hb-Wert) erfolgten weiterhin wie
oben beschrieben (vergl. 2.4.1). Sobald ausreichende Herzfunktion und Blutstillung
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sichergestellt waren, wurde mit dem Wundverschluss begonnen. Nach Einlegen eines mit
zahlreichen Perforationen versehenen Drainageschlauches (Absaugkatheter Ch 14, 50 cm; Fa.
Dahlhausen, Deutschland) in das Nierenlager und Faszien- (3-0 Sotopak Vicryl, Ethicon)
sowie Hautnaht (2-0 Resolon, Fa. Resorba, Niirnberg) des Bauchschnittes erfolgte die
Umkaniilierung der Vena jugularis externa. Der Katheter wurde {iber einen subkutan
geschaffenen Kanal in den Nackenbereich ausgeleitet und dort mittels Naht fixiert. Nach

anschlieBender Hautnaht wurde steril verbunden.

2.7 Die postoperative Versorgung

Nach Beendigung der Narkose wurden die Tiere bis zum Erreichen ausreichender
Spontanatmung und von Sauerstoffsittigungs-(SpO,)-Werten des Blutes iiber 90 % in
Seitenlage weiterbeatmet. Die stédndigen Kontrollen von SpO, mit Messung am Ohr oder an
einer Leistenfalte erfolgten iiber ein Pulsoxymeter (NPB-40; Fa. Nellcor Puritan Bennett Inc.,
Pleasanton, USA). Weitere kontrollierte Werte waren Pulsfrequenz, Temperatur, Blutgas-,
Elektrolyt- und Hématokritwert sowie der Hb-Werte. Wihrend der gesamten Zeit wurden
kristalloide Infusionslosungen wie Sterofundin®-Losung und Ringer-Losung und 5 %ige
Glukose-Losung mit ca. 500 ml/h i.v. verabreicht. Um das Exzitationsstadium beim Erwachen
abzumildern, wurden bei der ersten Aufwachreaktion 500 ml Sterofundin®-Ldsung in
Mischung mit 2 ml Stresnil® langsam i.v. gegeben. Bei Erreichen zufriedenstellender
Blutgas- und Elektrolytwerte, gut palpablem Transplantat sowie ausreichender
Spontanatmung wurden die Tiere in eine isolierte mit Stroh ausgekleidete Box (Mafie 1 m x 2
m) gebracht. In der Nacht nach der Transplantation wurden mindestens halbstiindige
Kontrollen der oben genannten Werte sowie der Transplantatfunktion, von Miktion und
Defdkation vorgenommen. In sechs- bis achtstiindigen Abstinden wurden jeweils 0,5 ml
Buprenorphin (Temgesic®; Fa. Essex Pharma GmbH, Miinchen, Deutschland) entsprechend
0,15 mg zur Analgesie gegeben, zusitzlich kam in &dhnlichen Abstinden Metamizol
(Novalgin® 2,5g-Injektionslosung; Fa. Hoechst Marion Roussel, Frankfurt am Main ,
Deutschland) mit 5 ml entsprechend 2,5 g langsam i.v. zur Anwendung. Bis zum Einsetzen
der Miktion wurden in halb- bis einstiindigen Abstdnden 20 bis 40 mg Furosemid (Lasix® 20-
Injektionslésung; Fa. Hoechst Marion Roussel Deutschland GmbH, Frankfurt am Main,

Deutschland) i.v. verabreicht. Bei Hypokalzdmie (Normwert beim Schwein 0,8 mmol/l)
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wurde Kalzium (Calcium-Sandoz® 10 %; Fa. Novartis Consumer Health GmbH, Miinchen,
Deutschland) bis zur Normalisierung der entsprechenden Plasmawerte langsam i.v. gegeben.
Beim Absinken des Hb-Wertes unter 7 mg/dl wurde das in der Entnahmeoperation
gewonnene Blut nach Filtrierung (PorengroBBe 40 pum, Pall Transfusion Filter Set; Fa. Pall,
New Quay, Cornwall,UK) langsam {iber eine 50 ml-Spritze (Original-Perfusor®-Spritze OPS
50 ml Luer Lock; Fa. B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) transfundiert. Um
ca. 20 Uhr des Operationstages wurden 250 mg Prednisolon (Urbason® solubile forte 1000;
Fa. Hoechst Marion Roussel GmbH, Frankfurt am Main, Deutschland) zur Immunsuppression
sowie 500 mg Ampicillin (Binotal® 1,0 g; Fa. Griinenthal GmbH, Aachen, Deutschland) zur
antibiotischen Prophylaxe gegeben.

Die nichtliche Uberwachung erfolgte bis die selbststindig Tiere standen, fraBen, tranken,
miktionierten, defdkierten und stabile Werte aufwiesen, was in der Regel zwischen 4 und 8
Uhr des ersten postoperativen Tages gegeben war. Ab dem ersten postoperativen Tag wurde
jeweils um 8 Uhr eine Blutprobe von 5 ml zur Bestimmung der Kreatinkinase-Aktivitat
entnommen, das Serum abzentrifugiert und eingefroren. Vom ersten bis zum dritten
postoperativen Tag wurden jeweils um 8 Uhr und 20 Uhr 250 mg Prednisolon und 500 mg
Ampicillin verabreicht und es erfolgte jeweils Kontrolle der genannten Blutwerte. Ab dem
vierten Tag wurde die Prednisolondosis auf 125 mg, ab dem sechsten Tag auf 70 mg gesenkt.

Am siebten Tag post OP erfolgte keine weitere Antibiotikagabe (vergl. Tab. 4).

Tag Medikament 8.00 Uhr 20.00 Uhr
OP-Tag Prednisolon 500 mg (intraop.) 250 mg
Ampicillin 1000 mg (intraop.) 500 mg
1. Post-OP-Tag Prednisolon 250 mg 250 mg
Ampicillin 500 mg 500 mg
2. Post-OP-Tag Prednisolon 250 mg 250 mg
Ampicillin 500 mg 500 mg
3. Post-OP-Tag Prednisolon 250 mg 250 mg
Ampicillin 500 mg 500 mg
4. Post-Op-Tag Prednisolon 125 mg 125 mg
Ampicillin 500 mg 500 mg
5. Post-OP-Tag Prednisolon 125 mg 125 mg
Ampicillin 500 mg 500 mg
6. Post-OP-Tag Prednisolon 70 mg 70 mg
Ampicillin 500 mg 500 mg
7. Post-OP-Tag Prednisolon 70 mg -
Ampicillin - -

Tab. 4: Postoperative Medikation
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2.8 Die Entnahme des Herzens am siebten postoperativen Tag

Narkose, Lagerung und Tracheotomie erfolgten wie bereits beschrieben, alle MaBnahmen
wurden unter unsterilen Bedingungen vorgenommen (vergl. 2.2).

Nach medianer Laparotomie entlang der bestehenden Naht wurde zusétzlich ein rechtsseitiger
Flankenschnitt unterhalb der zwolften Rippe bis zum Nierenlager vorgenommen. Nach
Verdringen der abdominellen Organe nach links erfolgte stumpfes Freiprdparieren des
Transplantates. Uber die schon bestehende Perforation an der Herzspitze wurde ein selbst
angefertigter Ballonkatheter, bestehend aus einem handelsiiblichen Gummiluftballon und
einem ca. 15 cm langen Kunststoffschlauch, in den linken Ventrikel eingefiihrt und an einen
Briickenverstirker mit Differentiator (HSE Modell 336;Fa. Hugo Sachs Elektronik, March,
Deutschland) angeschlossen. Nach Vorfiillung des Ballons mit Aqua destillata bis
zum Erreichen eines Vordruckes von 10 mmHg konnten der linksventrikulére
Druck (LVP), die maximale Kontraktionsgeschwindigkeit (+dp/dtmax), die maximale
Relaxationsgeschwindigkeit (-dp/dtmax) und die Herzfrequenz kontinuierlich {iber
Thermoschreiber aufgezeichnet werden. Nach Auffiillung des Nierenlagers mit angewarmter
0,9 %iger NaCl-Losung erfolgte die Messung des Blutflusses nach dem bereits beschriebenen
Ultraschallverfahren soweit moglich an beiden Anastomosen.

Es folgte die Probenentnahme fiir die Stoffwechseluntersuchungen. Dafiir wurden am noch
schlagenden Herzen transmurale Proben (GroBe 1 cm®) von der Herzspitze im Bereich des
linken Ventrikels, von der Herzbasis im gleichen Bereich, vom rechten Ventrikel und linken
Vorhof in entsprechender Reihenfolge mit dem Skalpell herausgeschnitten. Sofort nach
Entnahme wurden die Proben zwischen den Backen einer bei —196 °C in fliissigem Stickstoff
vorgekiihlten Metallzange komprimiert und in fliissigen Stickstoff eingetaucht (Wollenberger
Technik, Wollenberger et al. 1960). Anschlieend wurde die rechte Koronararterie mit KH-
Losung (siehe Tab. 5) freigespiilt.

Fiir zusétzliche elektronenmikroskopische Untersuchungen der unterschiedlichen Herzgewebe
wurden transmurale Proben aus rechtem Ventrikel und rechtem Vorhof, dem Bereich des
Ramus interventricukaris anterior, linkem Ventrikel und den Papillarmuskeln entnommen, in
1 mm’ grofBe Stiicke geschnitten und anschlieBend in Formalin fixiert.

AnschlieBend wurde das eigene Herz des Empfangers nach Sternotomie mit dem Lebsche-

MeiB3el als Kontrollherz fiir die Funktionsmessung der Koronararterien entnommen.
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Substanz [mmol/l] KH-Losung
Na" 143,10
K 5,90
Ca”’ 1,60
Mg~ 1,20
Cl 126,00
HCO3 25,00
H,PO, 1,20
SO, 1,20
Glukose 5,10

Tab. 5: Zusammensetzung der Krebs-Henseleit-Losung (KH-Losung) als

Inkubationslosung fiir die Koronararterien

2.9 Die Funktionsmessung der Koronararterien

Die jeweils rechte Koronararterie wurde auf einer Strecke von 6 bis 8 cm freipréapariert, von
umgebenden Bindegewebe befreit und in 0,5 cm lange Ringe aufgeteilt, wobei das Endothel
sorgfiltig geschont wurde.

Mittels der unten beschriebenen Messeinrichtung erfolgte schlieBlich die Funktionsmessung
der Koronararterien (vergl. Abb. 2). Als Funktionsparameter wurden die durch
pharmakologische Substanzen hervorgerufene Kontraktion und Relaxation zueinander in
Beziehung gesetzt. Mit einem balkenférmigen Wegaufnehmer (Lever Transducer B 40 Type
373; Fa. Hugo Sachs Elektronik, March, Deutschland) wurden die durch isotonische
Kontraktion oder Relaxation hervorgerufenen Verdnderungen des GefaBdurchmessers iiber
einen Verstirker (Transducer-Amplifier Module Type 705/1;Fa. Hugo Sachs Elektronik,
March, Deutschland) durch einen Kompensationsschreiber (Multi-Pen-Recorder;Fa.
Rikadenki Kogyo Co. Tokyo, Japan) kontinuierlich aufgezeichnet (vergl. Abb.2). Zundchst
wurden die Gefdfiringe jeweils zwischen zwei trianguldren Gefélringhaltern aus 0,3 mm
dickem Stahldraht unter einer Belastung von 2 g eingehédngt und in ein doppelwandiges mit
37 °C warmem Wasser durchstromtes Begasungsgefd3 eingetaucht, das mit 10 ml 37 °C
warmer Krebs-Henseleit-Losung (KH-Losung; vergl. Tab. 6) gefiillt war, die kontinuierlich
mit Carbogen begast wurde.

Grundsdtzlich wurden vier Versuchsdurchgdnge mit unterschiedlichen Substanzen
durchgefiihrt, zwischen denen mehrmals mit 37 °C warmer KH-L&sung ausgewaschen wurde,

um einen stabilen Gleichgewichtszustand (steady state) als Basisgrofe zu erreichen (vergl.
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Abb.3). Jeweils zwei Transplantatringe wurden zwei Kontrollringen aus dem
Empfingereigenherz gegeniibergestellt. Die angegebenen Konzentrationen der Substanzen
beziehen sich auf die Endkonzentration im Organbad, das jeweils mit 10 ml oxygenierter und
37 °C warmer KH-Losung gefiillt war, deren pH-Wert sowie O,- und CO,-Partialdruck in
physiologischen Grenzen gehalten wurden.

Zunichst wurde im ersten Versuchsdurchgang maximale GefaB8kontraktion durch Zugabe von
Kaliumchloridlosung (60 mmol/l) erreicht. Im zweiten und in allen iibrigen Durchgingen
wurde der Cyklooxygenaseweg durch Zugabe von 10 wmol/l Indomethacin gehemmt.
Maximale Gefalkontraktion wurde durch Prostaglandin PGF,. (10 wmol/I; Dinolytic®, Fa.
Pharmacia & Upjohn GmbH, Steinheim, Deutschland) angestrebt. Endothelabhingige
Dilatation tiiber die physiologische Stickstoffmonoxidsynthese wurde nach Zugabe von
Substanz P-Losung (10 nmol/l, SP; Fa. Fluka Chemie GmbH, Neu-Ulm, Deutschland)
angestrebt. Alle angegebenen Konzentrationen beziehen sich auf die Endkonzentration im
Organbad.

Bei jeweils zwei Versuchen der UW-Gruppe und der HTK-Kontrollgruppe wurde in einem
dritten Durchgang die endothelunabhingige induzierte Stickstoffmonoxid-Synthese durch
Zugabe von L-NIL (10 pmol/l, L-N6-[-1-Iminoethyl]lysin; Fa. Sigma-Aldrich GmbH,
Steinheim, Deutschland) blockiert. AnschlieBend wurden PGF,. und Substanz P in erwéhnter
Dosierung hinzugegeben.

Im vierten Durchgang wurde zur Blockade jeglicher Stickstoffmonoxid-Synthese L-NNA
(300umol/l, N-Nitro-L-Arginin; Fa. Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland)
hinzugegeben. Nach einer Wartezeit von mindestens 30 min wurden PGF,, und Substanz P
wie oben beschrieben hinzugefiigt. Als letzter Schritt wurde das Zellgift Papaverin (200
nmol/l; Fa. Knoll, Ludwigshafen am Rhein, Deutschland) zum Erreichen maximaler
Relaxation entsprechend dem Ausgangswert hinzugegeben (vergl. Abb. 3).

In Vorversuchen zur Ermittlung der transplantationsunabhéngigen Koronarfunktion waren
GefaBringe der rechten Koronararterie aus Schlachthotherzen in einer Vergleichsgruppe
getestet worden. Die Arterien wurden mit oxygenierter mKH-Ldsung freigespiilt, prapariert
und in KH-Losung in das Institut fiir Experimentelle Medizin der Universitdt zu Kdln

transportiert.
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Abb. 2: Apparateanordnung zur Messung der Koronarfunktion

Substanz Loésungen Menge [ pl] fiir
10 ml KH
KCl 2,4 mol/l Kaliumchloridlsung 250
Indometh. | 35,8 mg Indomethacin geldst in 10 ml 96 % Ethanol 10
L-NNA |22 mg N-Nitro-L-Arginin mit 1 Tropfen HCL geldst und mit 60
Aqua dest. auf 100 ml aufgefiillt
PGF.. Dinolytic® (1 ml enthélt 5 mg PGF>.) 10
Papaverin | Papaverin® (1 ml enthilt 40 mg Papaverinsulfat) 20
Subst. P | 10 umol/l Substanz P 10

Tab. 6: Substanzen zur Uberpriifung der Funktion der Koronararterien
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Abb. 3: Beispielhafter Verlauf einer Koronarfunktionstestung
Abkiirzungen filir Substanzen und Vorgéinge: K: Kaliumchlorid; W: Waschen;
I: Indomethacin; P: PGF,; S: Substanz P; N: L-NNA; Pa: Papaverin

2.10 Die Probenaufbereitung

Die eingefrorenen Proben wurden in fliissigem Stickstoff gekiihlt, von Blut und sonstigen
Anhaftungen gereinigt und schlieflich im gefrorenen Zustand gewogen. Nach
Gefriertrocknung tiber fiinf bis sechs Tage bei —40 °C (Gefriertrocknungsanlage WKF L2; Fa.
Brandau, Odenwald, Deutschland) wurde durch erneutes Wiegen das Feuchtgewicht
bestimmt. Der Restwasseranteil nach Gefriertrocknung konnte durch Nachtrocknung separater
Proben im Trockenschrank bei 110 °C bis zur Gewichtskonstanz ermittelt werden. Die
Berechnung des Trockengehalts des Myokards nach Korrektur um den Restwasseranteil
erfolgte durch die Formel Trockengewicht / Feuchtgewicht x 100.

Bei einer Temperatur von 0 bis 4 °C wurden die gefriergetrockneten Proben in 10facher
Menge des eingewogenen Materials nach Zusatz von 1/3 molarer Perchlorsdure (HCIO4) mit
einem Ultra-Turrax-Gewebe-Homogenisator (Fa. Janke u. Kunkel, Staufen/Breisgau,

Deutschland) homogenisiert. Nach einer Extraktionszeit von 20 min wurden fiir die
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Glycogenbestimmung (Isselhard und Merguet 1962) von jedem Homogenat 0,5 ml
abpipettiert. Der Rest des Homogenats wurde bei einer Temperatur von ca. 2 °C bei 15000
U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert und mit 2M Kaliumhydroxid-Lésung
neutralisiert, um Kaliumperchlorat auszuféllen. Dieses konnte nach erneutem Einfrieren und
anschlieBendem Auftauen abzentrifugiert werden (10 min bei 15000 U/min). Bis zur
biochemischen Analyse wurden die Proben bei =30 °C eingefroren.

Zur Glycogenbestimmung wurden die Proben mit jeweils 1,5 ml 28,5 %igem
Natriumhydroxid versetzt und fiir 20 min bei 100 °C im Wasserbad inkubiert, um andere
organische Substanzen zu zerstdren. Es wurden nun jeweils 2,2 ml 96 %iges Ethanol
zugegeben und die Proben anschliefend bei ca. 60 °C fiir 20 min im Wasserbad inkubiert. Das
Glycogen wurde anschlieBend bei Raumtemperatur in den nédchsten 12 bis 24 Stunden
ausgefillt. Im Folgenden wurden die Proben fiir 20 min bei 4000 U/min zentrifugiert und der
Uberstand bis auf einen kleinen Rest verworfen. Es wurde nun erneut mit jeweils 5 ml 96
%igem Ethanol gewaschen und fiir 20 min bei 4000 U/min zentrifugiert, um den Uberstand
anschlieBend vollstandig zu entfernen. Das getrocknete Sediment wurde jeweils mit 3 ml 1 M
Salzsdure versetzt. Die Proben wurden anschlieBend fiir 2 Stunden im Wasserbad gekocht, um
das Glycogen in Glucose aufzuspalten. Nach Abkiihlung der Proben erfolgte Neutralisation
der Proben mit jeweils 1,1 ml 2 molarer Natronlauge und Natriumbicarbonat. Anschlie3end
wurden die Proben mit Aqua destillata in geeichten Réhrchen auf ein konstantes Endvolumen

von jeweils 5 ml aufgefiillt.

2.11 Die Stoffwechselsituation des transplantierten Herzens

Der Glucose- und Laktatgehalt der Transplantate wurde enzymatisch mit Hilfe des
gekoppelten optischen Testes nach Warburg ermittelt. Grundlage der enzymatischen
Reaktionen war die Oxidation oder Reduktion von Nikotinsdureamiden. Die
Absorbtionswellenldngen der oxidierten und reduzierten Reaktionspartner wurden mittels
Photometer (Eppendorf-Photometer 1101M;Fa. Eppendorf, Hamburg Deutschland) auf der
Wellenldnge von 366 nm gemessen. Aus den Extinktionsverdnderungen wurde dann die
Konzentrationen von Glucose und Laktat errechnet.

Der Gehalt an ATP, ADP, AMP, Kreatinphosphat (CrP) und Kreatin (Cr) wurde mittels High
Performance Liquid Chromatography (HPLC) aus den Peakflichen ermittelt. Die
Peakidentifikation erfolgte iiber die Retentionszeit und die individuellen Spektren der
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genannten Stoffe (Fischer 1995). Zur Kontrolle der ermittelten Werte wurde der Gehalt an
ATP und CrP zusitzlich im gekoppelten optischen Test nach Warburg bestimmt.

Die HPLC-Anlage setzte sich aus sieben Einzelelementen zusammen (Elemente 1-6: Fa.
Merck-Hitachi, Darmstadt, Deutschland; Element 7: Fa. Jour research, Onsala, Schweden):

1) T-6300 Column Thermostat

2) D-6000 Interface

3) L-6200 Intelligent pump

4) L-4500 A Diode Array Detector

5) L-4250 UV-VIS Detector

6) AS-2000 Autosampler

7) Ecosaver

Reaktionsprinzipien der enzymatischen Tests:

Prinzip der Bestimmung des Glucosegehalts (Lamprecht und Trauschold 1958; Isselhard und
Merguet 1962)

Glucose + ATP Hexokinase » ADP + Glucose-6-Phosphat

GIUCOSC-6-P + NADP+ Glucose-6-P-Dehydrogenase Gluconat-6-P + NADPH + H+
« >

Prinzip der Bestimmung des Laktatgehalts:

Laktat + NAD™ g tktdehydrogenase o pyryyat + NADH + H
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Kombinierte Bestimmung des Kreatinphosphats und des ATP (Lamprecht und
Trauschold 1958; Isselhard und Merguet 1962)

Kreatinphosphat + ADP Kreatinkinase » Kreatin + ATP

Glucose + ATP Hexokinase p» ADP + Glucose-6-Phosphat

GIUCOSC-6-P + NADP+ < Glucose-6-P-Dehydrogenase Gluconat-6-P + NADPH + H+
>

Abbildung 4: Reaktionen der photometrischen Tests

2.12 Die Versuchsauswertung

Als Summe der ATP-, ADP- und AMP-Werte ergab sich die Summe der Adeninnukleotide
(SAN), iiber die sich als Nenner im Quotienten mit der Summe von ATP- und halbiertem
ADP-Wert das ,.energy charge potential“ (ECP= (ATP + '/, ADP)/SAN) als MaB fiir den
Phosphorylierungsgrad der Adeninnukleotide (Atkinson 1968) errechnen lief3.

Die Gehaltsangabe von nur intrazelluldr vorkommenden Substanzen, bei denen es sich um
alle Adeninnukleotide, Kreatinphosphat, Creatin und Glykogen handelte, erfolgte in umol pro
g Trockengewicht (TG). Hierdurch wurde die Gefahr von lediglich scheinbaren
Verdnderungen der Substanzgehalte in den Geweben durch Fliissigkeitsverschiebungen
verhindert.

Glucose und Laktat kommen sowohl intra- als auch extrazelluldr vor und sind somit teilweise
Bestandteil von Gewebsfliissigkeiten, so dass hier deren Gehalt in umol pro g Feuchtgewicht
(FG) angegeben wurde.

Die jeweiligen sich aus den Versuchen ergebenden Daten und die Berechnung von Mittelwert
und Standardabweichung erfolgten mit dem Tabellenkalkulationsprogramm ,,Framework®.
Der Vergleich und die Bestimmung der signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen
erfolgte iiber den t-Test, vorher wurden die Stichproben mit dem Test nach David
auf Normalverteilung iiberpriift. Die Irrtumswahrscheinlichkeit p<0,05 wurde als
Signifikanzschranke festgelegt.

Abbildungen und Tabellen wurden mit dem Programm ,,Excel erstellt.
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3. Ergebnisse
3.1 Die Herzentnahme

Die Dauer der Herzexplantation wurde als der Zeitraum vom Narkosebeginn bis zum
Perfusionsbeginn mit der jeweiligen Kardioplegielosung definiert. Sie betrug in der UW-
Versuchsgruppe 1,3 = 0,14 h (n=6) und in der HTK-Kontrollgruppe 1,4 + 0,1h (n=6).

Die Freispiildauer mit Konservierungslosung betrug in der Versuchsgruppe 4,7 + 0,7 min bei
einem Verbrauch von jeweils 1 | der UW-Losung und bei einem Verbrauch von jeweils 3 1

der HTK-Losung in der Kontrollgruppe 8,5 = 1,5 min.

3.2 Die Konservierung

Die Konservierungsdauer, definiert als Zeitraum vom Ende des Freispiilens mit
Konservierungslosung bis zum Beginn der Reperfusion mit modifizerter Krebs-Henseleit-
Losung, betrug in der UW-Versuchsgruppe 13,8 + 0,3 h und in der HTK-Kontrollgruppe
2,7+0,3h.

Die Transplantationsdauer wurde als Zeitraum von der Einlage des Herzens in das
Nierenlager bis zum Beginn der Reperfusion mit Krebs-Henseleit-Losung definiert. Sie betrug
in der Versuchsgruppe 28 + 2 min und in der Kontrollgruppe 32 + 3 min ohne signifikante

Unterschiede.

3.3 Die Reperfusion mit Krebs-Henseleit-Losung und Blutreperfusion

50 % der Herzen in der Versuchsgruppe wiesen bereits bei der KH-Reperfusion einen
stabilen Eigenrhythmus auf, wéihrend dies bei den iibrigen Herzen erst bei der Blutreperfusion
der Fall war. Hier kam es in einem Fall zu Kammerflimmern, das mit Defibrillation therapiert
wurde.

In der Kontrollgruppe wurde der Eigenrhythmus lediglich bei einem der Herzen wihrend der
KH-Reperfusion erreicht. Zwei der iibrigen fiinf Herzen, die erst bei der Blutreperfusion
eigenrhythmisch kontrahierten, wiesen zundchst Kammerflimmern auf, das jeweils mit der

Gabe von Xylocain oder mit Defibrillation behoben werden konnte.
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3.4 Die Funktionspriifungen

3.4.1 Das Herzzeitvolumen

Das Herzzeitvolumen in der UW-Versuchsgruppe betrug 3,6 = 0,4 /min. In der HTK-
Kontrollgruppe betrug das HZV 3.5 + 1,1 I/min ohne signifikante Unterschiede.

3.4.2 Die Amplitude des linsventrikuliren Druckes, die maximale Kontraktions- und
Relaxationsgeschwindigkeit

Zum Zeitpunkt der Messung von linksventrikuldrer Druckamplitude (LVP-Amplitude),
maximaler Kontraktionsgeschwindigkeit  (+dp/dtmax) und maximaler Relaxations-
geschwindigkeit (—dp/dtmax) gleich nach Einfiihren des Ballonkatheters betrug die mittlere
Herzfrequenz in der UW-Versuchsgruppe 105 =+ 15 Schlige/min und in der HTK-
Kontrollgruppe 134 + 41 Schldge/min. Die Volumina der Druckmessballons betrugen bei
einem Vordruck von 10 mmHg im Mittel 25,2 = 10,4 ml bzw. 23,0 = 11,5 ml ohne
siginifikante Unterschiede.

In der Kontrollgruppe wurde im Mittel 80 % der LVP-Amplitude im Vergleich zur UW-
Gruppe erreicht (vergl. Abb. 5). Der mittlere +dp/dty.-Wert in der UW-Gruppe betrug im
Vergleich zur Kontrollgruppe 80 % (vergl. Abb. 6), der entsprechenede —dp/dtmax-Wert
erreichte im Mittel 68 % (vergl. Abb. 7). Es fanden sich keine signifikanten Unterschiede.
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UW+COP HTK-Kontr.

Abb. 5: Vergleich der linksventrikuliren Druckamplitude (LVP-Ampl.) der
Transplantate der einzelnen Konservierungsgruppen nach einer Woche; Mittelwert +
Standardabweichung, n=6 pro Gruppe; Ballonvolumina: UW+COP: 15,2 + 10,4 ml; HTK:
23,0 £11,5 ml; p=n.s.
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Abb. 6: Maximale Kontraktionsgeschwindigkeit (+dp/dtmax) der Transplantate nach

einer Woche; Mittelwert + Standardabweichung, n=6 pro Gruppe; p=n.s.
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Abb. 7: Maximale Relaxationsgeschwindigkeit (-dp/dtm.x) der Transplantate nach einer

Woche; Mittelwert + Standardabweichung, n=6 pro Gruppe; p=n.s.

3.5 Der Wassergehalt der Gewebeproben und die biochemische Analyse

3.5.1 Der Wassergehalt der Gewebeproben

Der Wassergehalt der Proben wurde anhand des Quotienten von Trockengewicht (TG) und
Feuchtgewicht (FG) festgestellt. Er wurde jeweils in Proben von linkem Vorhof (LA), von
der Basis und der Spitze des linken Ventrikels (LVB und LVS) und vom rechten Ventrikel
(RV) bestimmt (vergl. Abb. 8).

In allen Proben lag der mittlere TG-Anteil vom FG in der HTK-Kontrollgruppe iiber dem der
UW-Versuchsgruppe, die somit in den Myokardproben einen hoheren mittleren Wassergehalt
aufwies. Die Mittelwerte in der UW-Versuchsgruppe betrugen in der LVB 16,08 £ 0,88 %, in
der LVS 16,59 + 0,75 %, im RV 16 + 0,83 % und im LA 15,13 £+ 0,29 %. Die Werte in der
Kontrollgruppe waren mit 16,8 £ 1,06 % in der LVB, 17,08 + 1,22 % in der LVS, 16,46 +
1,85 % im RV und 16,39 + 2,00 % im LA jeweils geringfiigig hoher. Die Unterschiede waren
nicht signifikant.
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Abb. 8: Trockengewicht (TG) in Prozent des Feuchtgewichtes (FG); Mittelwert =+
Standardabweichung, n=6 pro Gruppe; p=n.s.

3.5.2 Die Adeninnukleotide

In keiner Region des Herzens fanden sich signifikante Unterschiede im ATP- oder SAN-
Gehalt. Die Mittelwerte differierten nur geringfiigig mit bis zu 2,12 % geringeren Werten in
der LVB der UW+COP-Gruppe gegeniiber der Kontrollgruppe, bis zu 1,39 % geringeren
Werten in der LVS und bis zu 0,77 % in dem RV. Die Werte im LA waren im Mittel mit nur
0,05 % Abweichung weitgehend identisch. (vergl.Abb. 9).

zz == /T :I:
%20 T Z? / 'T T @ UW-COP
?ED 15 %/ // / — 0 HTK-Kontr.
n 0 U 0

Abb. 9: Summe der Adeninnukleotide (SAN); Mittelwert + Standardabweichung, n=6 pro
Gruppe; p=n.s.
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3.5.3 Der Adenosintriphosphatgehalt

Der Gehalt an Adenosintriphosphat (ATP) war im Mittel in allen Gewebsproben der UW-
Gruppe mit Ausnahme des LA niedriger als in der Kontrollgruppe. Die Mittelwerte in der
UW-Gruppe bewegten sich in einem Rahmen von 15,63 = 1,94 pmol/gTG in der LVB, 17,35
+ 3,3 umol/gTG in der LVS und 19,73 £ 3,56 umol/gTG im RV. In der Kontrollgruppe
fanden sich Werte von 18,08 + 4,12 umol/gTG in der LVB, 17,88 + 5,86 umol/gTG in der
LVS und 21,66 + 3,08 pmol/gTG im RV, wo sich somit jeweils die hochsten Werte fanden.
Die jeweils niedrigsten Werte im LA waren mit 14,87 £+ 2,87 umol/gTG bzw. 14,78 + 6,33
umol/gTG weithgehend identisch. Es handelte sich insgesamt um nicht signifikante
Unterschiede (vergl. Abb. 10).

i I
e e
Jl N ' IR |
i 'mmE
VG 5 D %

Abb. 10: ATP-Gehalt; Mittelwert + Standardabweichung, n=6 pro Gruppe; p=n.s.

3.5.4 Das Energy Charge Potential

Das mittlere Energy Charge Potential (ECP) der LVB- und RV-Proben der UW-Gruppe
betrug 0,84 + 0,06 bzw. 0,87 £ 0,04 und wies gegeniiber den entsprechendenn Werten der
Kontrollgruppe geringere Werte auf. Die Werte in der Kontrollgruppe betrugen 0,86 + 0,06
bzw. 0,90 + 0,03. Die LVS- und LA-Proben erreichten Werte von 0,86 + 0,04 und 0,85 +
0,02 und waren hoher als die der Kontrollgruppe mit Werten von 0,84 + 0,05 bzw. 0,84 +
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0,03. Die Unterschiede zwischen den Mittelwerten der beiden Gruppen waren nicht

signifikant (vergl. Abb. 11).
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Abb. 11: Energy Charge Potential (ECP); Mittelwert + Standardabweichung, n=6 pro
Gruppe; p=n.s.

3.5.5 Der Phosphorylierungsgrad im Kreatinsystem

Mittels der in unseren Versuchen angewendeten Entnahmemethode ist es trotz Wollenberger-
Technik nicht mdglich, den Phosphorylierungsgrad im Kreatininsystem in vivo fiir die
biochemische Analyse aufrecht zu erhalten.

Die Unterschiede zwischen den Gruppen waren allesamt nicht signifikant. In der LVB und
der LVS lagen die Mittelwerte in der UW+COP-Gruppe mit 0,26 + 0,06 bzw. 0,25 + 0,08
tiber denen der Kontrollgruppe (0,21 £ 0,12 bzw. 0,24 + 0,11). Im RV und LA war dieses
Verhéltnis umgekehrt, so waren die Mittelwerte fiir die HTK-Gruppe hier 0,21 + 0,09 und
0,22 + 0,18, wiahrend die Werte fiir die UW+COP-Gruppe 0,14 + 0,09 und 0,15 + 0,05

betrugen.
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3.5.6 Der Glykogengehalt

Der mittlere Glykogengehalt lag in allen Proben in der UW-Gruppe unterhalb der
entsprechenden Werte der Kontrollgruppe. Die Mittelwerte in der UW+COP-Gruppe betrugen
in der LVB 100 £ 29 pmol/gTG, in der LVS 95 + 31 pmol/gTG, im 130 + 39 pumol/gTG und
im LA 94 + 8 pmol/gTG. Die hochsten Werte fanden sich mit 130 + 39 umol/gTG bzw. 169 +
31 umol/gTG im RV, wobei die Werte ansonsten innerhalb der Gruppen auf vergleichbarem
Niveau lagen. Die entsprechenden Werte in der HTK-Kontrollgruppe betrugen fiir die LVB
130 £ 32 pmol/gFG, fiir die LVS 133 + 42 pmol/gFG, fiir den RV 169 + 31 pmol/gFG und fiir
den LA 142 + 78 umol/gFG. Auch hier fand sich der hochste Mittelwert im RV bei sonst
vergleichbaren mittleren Gehalten an Glykogen. Bei den gegebenen Standardabweichungen

fanden sich keine signifikanten Unterschiede (vergl. Abb.12).
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Abb. 12: Glykogengehalt; Mittelwert + Standardabweichung, n=6 pro Gruppe; p=n.s.

36



3.5.7 Der Glukosegehalt

Der Glukosegehalt der Herzen war direkt vom Glukosegehalt des Blutes bei Entnahme des
Transplantates nach einer Woche abhdngig. Der mittlere Blutglukosegehalt in der UW-
Gruppe war hoher als der in der Kontrollgruppe. Die Werte betrugen 6,38 + 2,3 mmol/l in der
UW-Gruppe und 5,7 £ 0,53 mmol/l in der Kontrollgruppe. Die Unterschiede erreichten nicht
die Signifikanzschranke.

Der mittlere Glukosegehalt der Herzen lag aufler bei den LVB-Proben in der UW-Gruppe
immer unterhalb dem der Kontrollgruppe. Die Mittelwerte betrugen fiir die UW+COP-
Gruppe in der LVB 2,2 £+ 1,0 umol/gFG, in der LVS 1,7 £ 0,7 umol/gFG, im RV 2,0 + 0,7
umol/gFG und im LA 2,8 + 0,9 pumol/gFG. In der HTK-Kontrollgruppe fanden sich Werte
von 2,1 £ 0,9 umol/gFG in der LVB, 3,2 + 2,9 umol/gFG in der LVS, 2,5 + 0,6 umol/gFG im
RV und 3,0 + 1,6 pmol/gFG im RA. Der hochste Wert in der UW-Gruppe fand sich somit im
linken Vorhof, der in der Kontrollgruppe in der Spitze des linken Ventrikels. Die

Unterschiede waren aufgrund der teilweise groflen Standardabweichungen nicht signifikant
(vergl. Abb.13).
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Abb. 13: Glukosegehalt der Herzen; Mittelwert + Standardabweichung, n=6 pro Gruppe;

p=n.s.
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3.5.8 Der Laktatgehalt

Der Laktatgehalt des Herzgewebes stand in einem direktem Abhidngigkeitsverhdltnis zum
Laktatgehalt des Blutes bei Transplantatentnahme. Beim gemittelten Blutlaktatgehalt wihrend
der Entnahme fanden sich in UW-Gruppe und HTK-Kontrollgruppe identische Werte. Die
Laktatgehalte der Gewebsfliissigkeit in den unterschiedlichen Herzregionen lagen abgesehen
von der Ausnahme eines Organs iiber denen des Blutes (vergl. Abb. 15).

Der mittlere Laktatgehalt im Herzgewebe lag in der UW-Gruppe aufler bei der LA-Probe
immer {iber dem der Kontrollgruppe. Die hochsten Werte wurden bei beiden Gruppen jeweils
in der Spitze des linken Ventrikels mit Mittelwerten von 4,9 £ 2,6 pumol/gFG in der UW-
Gruppe und 4,7 £ 2,8 umol/gFG in der HTK-Gruppe gemessen. Der niedrigste Wert der
Versuchsgruppe fand sich im LA mit 4,2 + 1,3 umol/gFG (4,6 = 1,5 umol/gFG in der HTK-
Kontrollgruppe) , der der Kontrollgruppe im RV mit 3,7 + 1,2 umol/gFG (4,4 pmol/gFG in
der UW-Gruppe). Die Mittelwerte in der LVB betrugen 4,6 £ 2,5 umol/gFG in der UW-
Gruppe und 4,1 + 2,8 umol/gFG in der HTK-Gruppe. Signifikante Unterschiede gab es nicht
(vergl. Abb. 14).

Zwei LA-Werte in der UW+COP-Gruppe wurden nicht {ibernommen, da sie fiir diese

Herzregion unplausibel hoch waren.
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Abb. 14: Laktatgehalt der Herzen bei Transplantatentnahme; Einzelwerte
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Abb. 15: Differenzen von Laktatgehalt der Gewebsfliissigkeit [umol/g] und Blut-
laktatgehalt [umol/g] bei Entnahme der Transplantate nach einer Woche; Einzelwerte

3.6 Die Herzenzyme

3.6.1 Das kardiale Troponin T

Das kardiale Troponin T (¢TnT) wurde zundchst am Tage der Herzimplantation in
halbstiindigen und anschlieBend in eintidgigen Abstinden mit jeweils morgendlicher
Blutentnahme bestimmt.

Der cTnT-Wert war vor der Reperfusion in beiden Gruppen nicht messbar. Eine halbe Stunde
nach der Reperfusion lag der entsprechende Wert in der Kontrollgruppe mit 2,50 = 3,60 ng/ml
(n=3) deutlich iiber dem Wert der UW-Gruppe mit 1,35 + 1,05 ng/ml (n=2). Nach einer
Stunde war das Verhéltnis aufgrund steileren Anstieges in der UW-Versuchsgruppe mit einem
Mittelwert von 6,25 + 1,44 ng/ml (n=2) gegeniiber einem Kontrollwert von 3,25 + 4,03 ng/ml
(n=3) ebenso wie noch nach zwei Stunden (11,07 + 8,44 ng/ml (n=2) bzw. 5,21 £+ 5,05 ng/ml
(n=3)) umgekehrt. Nach drei Stunden lag der cTnT-Wert von 17,05 + 8,40 ng/ml (n=3) in der
Kontrollgruppe nach Umkehrung der Steigungsverhiltnisse wieder iiber dem von 14,04 +
10,93 ng/ml (n=5) in der UW-Versuchsgruppe.

Im Verlauf iiber die ndchsten Tage zeigte sich in der Kontrollgruppe ein zunéchst steilerer
Anstieg im Kurvenverlauf mit Erreichen des Maximums am zweiten Tag mit einem

Mittelwert von 18,73 + 6,97 ng/ml (n=6). Die Differenz zwischen den Mittelwerten betrug
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9,3 ng/ml. Das Maximum mit dem insgesamt hochsten Mittelwert von 19,45 + 8,78 ng/ml
(n=5) wurde in der UW-Versuchsgruppe am dritten Tag erreicht. Der entsprechende
Mittelwert in der Kontrollgruppe betrug 12,41 + 10,39 ng/ml (n=3). Aufgrund des spiteren
Abfalls des cTnT-Gehalts lagen die Werte in der Versuchsgruppe am vierten Tag iiber denen
der Kontrollgruppe mit einem Mittelwert von 10,22 + 4,12 ng/ml (n=5) gegeniiber dem von
6,11 £ 4,99 ng/ml (n=3) in der Kontrollgruppe. Nach steilem Abfall in beiden Gruppen lag
der Mittelwert in der Kontrollgruppe ab dem fiinften Tag mit 1,84 + 1,06 ng/ml (n=4) auf
niedrigem Niveau und bei nahezu parallelem Verlauf der entsprechenden Kurve {iber dem
Wert von 0,90 + 0,48 ng/ml (n=3) in der Versuchsgruppe. Die entsprechenden Mittelwerte
des sechsten Tages waren in der UW-Gruppe 0,33 + 0,14 ng/ml (n=3) und in der HTK-
Kontrollgruppe 1,01 £ 1,09 ng/ml (n=3). Die abschlieBenden Mittelwerte am siebten Tag
erreichten in der UW-Versuchsgruppe 0,30 + 0,26 ng/ml (n=5) und in der HTK-
Kontrollgruppe 2,15 + 3,29 ng/ml (n=4).

Aufgrund teilweise fehlender Werte und grofler Standardabweichungen waren insgesamt

keine Signifikanzen auszumachen (vergl. Abb. 16 u. 17).
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Abb. 16: Halbstiindige Verinderungen des Gehaltes an kardialem Troponin T im
Serum; Mittelwert + Standardabweichung, nuw)=1{5;2;2;0;2;0;5} nwurk)=3; p=n.s.
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Abb. 17: Verianderungen des Gehaltes an kardialem Troponin T iiber die Tage;

Mittelwert + Standardabweichung, nuwy={5;3;2;5;5;3:3;5}, nury=16;6;6;3;3;4;3;4}; p=n.s.

3.6.2 Die Kreatinkinase

Die Aktivitdt der Kreatinkinase wurde jeweils im Serum der gleichen Blutproben bestimmt,
in dem der Troponin T-Gehalt ermittelt wurde.
Insgesamt ldsst sich in beiden Gruppen nach Reperfusion ein deutlicher Anstieg der
Enzymaktivitét feststellen. Nachdem die Werte in den Gruppen vor der Reperfusion mit 642 +
817 U/l in der UW+COP-Gruppe (n=6) und 597 + 637 U/l in der HTK-Kontrollgruppe (n=5)
nahe beeinander lagen und eine halbe (653 + 441 U/l in der UW+COP-Gruppe (n=6)
gegeniiber 545 + 474 U/l in der HTK-Gruppe (n=5)) und eine Stunde (1181 £ 795 U/l (n=6)
bzw. 1343 £ 922 U/l (n=2)) nach Reperfusion nahezu gleich waren , zeigte sich in der UW-
Gruppe in der néchsten halben Stunde ein im Vergleich hoherer Anstieg der Aktivitét, so dass
die Werte nach 1,5 mit 1995 + 1059 U/l (n=4) und nach 2 Stunden mit 2152 £ 1400 U/l (n=6)
zwar in der Gruppe auf gleichem Niveau aber iiber denen der HTK-Kontrollgruppe (1193 +
799 U/l (n=4) bzw. 1708 + 965 U/l (n=4)) lagen. In letzterer war ab 1,5 Stunden ein im
Vergleich groflerer Anstieg zu verzeichnen, der in der Kontrollgruppe erst 2 Stunden nach
Reperfusion stattfand, so dass die Werte nach 2,5 (3165 = 1715 U/l (n=4) bzw. 3066 + 1205
U/l (n=4)) und 3 Stunden (3046 + 1685 U/l (n=5) bzw. 3238 + 2764 U/l (n=3)) in beiden
Gruppen auf dhnlichem Niveau lagen. Nun war der Anstieg in der Kontrollgruppe im
Vergleich deutlich groBer, so dass der Wert fiir die Kreatinkinaseaktivitdt 3,5 Stunden nach
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Reperfusion mit 4934 + 4171 U/l (n=3) deutlich {iber dem der UW-Gruppe mit 3279 + 2128
U/l (n=3) lag (vergl. Abb. 18). Aufgrund der teilweise groBBen Standardabweichungen ergaben
sich fiir die Unterschiede zwischen den Gruppen keine Signifikanzen.

Aufgrund der groBBen Streubreite der zur Verfiigung stehenden Werte zu den Verdnderungen
der Enzymaktivitit iiber die Tage in der HTK-Kontrollgruppe kam es zu
Standardabweichungen, die groBBer waren als die Mittelwerte. Die Werte der einzelnen Tiere
der Kontrollgruppe, die iiber die ersten drei Tage zur Verfligung standen, sind ungemittelt in
Abb. 19 logarithmisch dargestellt. Ab dem vierten Tag sind die Mittelwerte mit den
entsprechenden Standardabweichungen dargestellt. Die Verdnderunge der Enzymaktivitit in
der UW+COP-Gruppe sind ohne Ausnahme gemittelt tiiber die Tage mit den
Standardabweichungen dargestellt.

Entsprechend dem vorgezeichneten Trend der Aktivititsverinderungen der Kreatinkinase
tiber die Stunden lassen sich insgesamt hohere Werte in der Kontrollgruppe gegeniiber denen
der UW-Gruppe ausmachen. Die Werte der UW+COP-Gruppe lagen in den ersten drei Tagen
bei 6415 + 2569 U/1, 1198 + 466 U/l und 382 + 198 U/l (n={6;5;4}), womit ein Abwértstrend
deutlich wurde. Dieser setzte sich mit dem Mittelwert von 178 + 43 U/l (n=4) am vierten Tag
bis zum fiinften Tag mit 104 £+ 23 U/l (n=3) fort. Danach kam es zur Stabilisierung der Werte
mit 128 + 62 U/l (n=3) am sechsten und 137 £+ 58 U/l (n=4) am siebten Tag, so dass das
préoperative Niveau unterschritten wurde. Die dargestellten Einzelwerte der Kontrollgruppe
lagen mit einer Ausnahme iiber denen der Versuchsgruppe. Das war auch bei den gemittelten
Werten der Kontrollgruppe ab dem vierten Tag der Fall. Hier kam es zunichst ausgehend von
340 £ 366 U/l (n=2) zu einem Aktivitdtsanstieg von 1174 + 719 U/l (n=3) am fiinften Tag.
Im weiteren Verlauf kam es zu einem allmdhlichen Abfall der Mittelwerte auf 786 + 509 U/I
(n=3) am sechsten und schlieflich 394 + 220 U/l (n=3) am siebten Tag. Auch in der
Kontrollgruppe wurde der pridoperative Ausgangswert unterschritten. Signifikanzen lieBen

sich nicht ausmachen.
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Abb. 18: Halbstiindige Verinderungen der Kreatinkinaseaktivitit im Serum;

Mittelwerte + Standardabweichung, nuw)={6;6;6;4;6;4;5;3}, nutk)y=1{5;5;2;4;4;4;3;3}; p=n.s.
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Abb. 19: Verinderungen der Kreatinkinaseaktivitit iiber die Tage; Mittelwerte;
nuow=1{6;5:4;4;3;3;4}, nurky=13;2;3;2;3;3;3}; p=n.s.

3.6 Die Funktion der Koronararterien

Die Testung der Koronararterien erfolgte jeweils sofort nach der Entnahme des Transplantates

und des eigenen Herzens des Empféangertieres.
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Den Ergebnissen der Koronarringe der UW-Versuchsgruppe und der HTK-Kontrollgruppe
standen die der Ringe der Kontrollherzen aus den Thoraces der Empfingertiere und die der
Ringe aus dem Kolner Schlachthof gegeniiber. Letztere wurden lediglich im ersten
Versuchsdurchgang getestet. Funktionsparameter war die prozentuale Beziehung von
Relaxation zu Kontraktion.

Im ersten Versuchsdurchgang lag der Wert fiir die Relaxation nach SP-Gabe im Verhiltnis
zur durch PGF,, oder, falls nicht ausreichend, durch U46619 ausgeldsten Kontraktion fiir die
UW-Gruppe bei 68 + 22 %. Fiir die Kontrollgruppe betrug der Wert 74 + 27 %, fiir die
Kontrollringe aus dem Empfingereigenherz 83 = 12 % und fiir die Herzen aus dem
Schlachthof als Vergleichsgruppe 75 + 9 %. Es ergaben sich keine signifikanten
Unterschiede. Im zweiten Versuchsdurchgang mit vorheriger Gabe von L-NNA lag der Wert
fiir die Dilatation in der UW-Gruppe mit 23 = 22 % insgesamt am niedrigsten und war somit
gegeniiber dem Wert fiir die Gruppe der Kontrollherzen mit 66 = 10 % signifikant niedriger.
Der Wert fiir die Kontrollgruppe war mit 34 + 24 % ebenfalls innerhalb der eigenen Gruppe
am niedrigsten, die Unterschiede gegeniiber den tibrigen Gruppen waren nicht signifikant

(vergl. Abb. 20).
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Abb. 20: Koronarfunktion; Mittelwert + Standardabweichung

Dilatation durch SP im prozentualen Verhéltnis zur Kontraktion durch PGF,, oder U46619 bei
vorheriger Applikation von Indomethacin bzw. Indomethacin und L-NNA; Kontrollherz:
Koronararterien aus Empféngereigenherz; Vergleichsgruppe: Koronararterien aus Schlachthof

Kéln; Mittelwert + Standardabweichung; #: p<0,05 gegeniiber Gruppe der Kontrollherzen
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde die vierzehnstlindige hypotherme Konservierung von
Herzen mit UW-Losung unter Anwendung der Sauerstoffpersufflation der Koronararterien
mit der Methode der drei- bis vierstiindigen hypothermen Konservierung mit HTK-L&sung
ohne COP verglichen. Wesentliche Unterschiede dieser Methoden im Hinblick auf den

Funktionserhalt wurden nicht gefunden.

4.1 Zum Versuchstier Schwein

Mit dem Schwein wurde ein Versuchstier gewihlt, das dem Menschen im Hinblick auf das
Herz sehr dhnlich ist. So stimmt die Grofe des Organs weitgehend mit der des
Menschenherzen iiberein. Menschen- und Schweineherzen weisen zudem gleiche
grundsitzliche Versorgungstypen auf, die durch Koronararterien gegeben sind, bei denen es
sich um funktionelle Endarterien mit wenig Kollateralen handelt. Letztere weisen dhnliche
GroBenverhaltnisse wie die Herzgefdlle des Menschen auf.

Ein Unterschied zwischen den Herzen beider Spezies besteht in der Miindung der Vena
azygos sinistra des Schweins in den Sinus coronarius (Nickel et al 1984). Dieser Unterschied
spielte in unseren Versuchen jedoch lediglich dahingehend eine Rolle, dass dieses Gefdl3
verschlossen werden musste. Ein weiterer anatomischer Unterschied zwischen den Herztypen
ist die Lage der Hohlvenen des Schweins im 90 °-Winkel zueinander (Crick et al. 1998).
Dieser Unterschied spielte in unseren Versuchen keine Rolle.

Im Vergleich zu anderen Versuchstieren wie Ratten und Hunde weist das Schweineherz eine
hohere Empfindlichkeit gegeniiber Sauerstoffmangel auf, so dass ischdmiebedingte Schiden
eher auftreten (Weisel 1993). Fiir ischdmiebedingte Schéden, die im menschlichen Herzen
auftreten mogen, besteht somit eine im Vergleich hohere Sensitivitit.

Das Versuchstier wurde gewahlt, um tiber die Vergleichbarkeit seines Herzens mit dem des
Menschen eine moglichst substantielle Aussagekraft mit Riicksicht auf eine mdgliche

klinische Anwendung der Methode der COP zu erreichen.
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4.2 Zum operativen Vorgehen und zur Reperfusion

Die vorliegenden Versuche stellen die Fortsetzung von Experimenten mit vierzehnstiindiger
Herzlagerung unter Anwendung der COP mit einer Uberlebenszeit der Schweine
entsprechend einer Blutreperfusionszeit von 2-3 h dar (Fischer et al. 1998, Kuhn-Régnier et
al. 2000). Es wurde die Methode der Flush-Perfusion angewendet, auf die bereits an anderer
Stelle eingegangen wurde (vergl. 1.2). Die letztgenannten Versuche wurden allerdings als
orthotope Herztransplantation nach der Technik von Lower und Shumway durchgefiihrt
(Lower und Shumway 1960), die sich bei uns in anfdnglichen Versuchen fiir das Versuchsziel
der Uberlebenszeit von sieben Tagen als zu komplikationsreich herausgestellt hatte. AuBer
der Modifikation im Sinne der bikavalen Anastomose zur Verbesserung der
Vorhofkontraktilitit besteht diese Methode seit ihrer Entwicklung kaum verdndert (Meiser et
al. 1997). Als Vorbild fiir das operative Vorgehen wurde bei den chronischen Versuchen die
Technik der heterotopen Herztransplantation nach Mitchell et al. gewdhlt, die erstmals als
Versuchsmodel am Kaninchen vorgestellt wurde (Mitchell et al. 1990) und die neben ihren
Eigenschaften als komplikationsdrmere, praktikablere und kostengiinstigere Methode allen
Anforderungen in Bezug auf das Versuchsziel gerecht wurde. Dieses Vorgehen stellt eine
Modifikation der Methode nach Ono und Lindsey dar (Ono und Lindsey 1969), bei der die
Anastomosierung direkt an Aorta und V. cava inf. erfolgte (Kadner et al. 2000; Yokoyama et
al. 1995).

Die heterotope Herztransplantation ist definiert als Positionierung des Herzens in einer
ektopen Lage ohne Entfernung des nativen Herzens (Kadner et al. 2000). Diese Form der
Organverpflanzung wird grundsétzlich in working- und nonworking models eingeteilt mit
dem Unterschied, dass bei den non-working models das Herz zwar perfundiert wird aber nicht
den Blutkreislauf des Empféngers unterstiitzt. Dieses Model eignet sich lediglich fiir den
experimentellen Bereich, ist dort jedoch wegen seiner relativen Unkompliziertheit, besserem
Zugang zum Transplantat und wegen des Uberlebens des Empfingertieres selbst nach
TransplantatabstoBung der orthotopen Transplantation in vielen Bereichen iiberlegen.
Zudem kann das Organ wegen seiner oberflachlichen Lage gut palpiert werden (Yasumitsu et
al. 1990; Kadner et al. 2000). Desweiteren existiert noch die Moglichkeit der Transplantation
mit abdomineller Positionierung als working model ebenfalls entsprechend einer
Modifikation der Technik von Ono und Lindsey (Yokoyama et al. 1995; Asfour 1999).
Dieses Vorgehen hitte jedoch bei unseren Versuchen keine weiteren Vorteile gebracht ~ und

lediglich die Wahrscheinlichkeit von Komplikationen wie die der Anastomoseninsuffizienzen
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wegen der geringeren Verschieblichkeit im Nierenlager aufgrund der direkten
Anastomisierung an die grofen Gefdle noch weiter erhdht. Weiterhin ist dieses Verfahren
technisch schwieriger zu bewerkstelligen und hitte vermutlich auch intraoperativ vermehrt
Komplikationen verursacht.

Bei unseren Versuchen kam es zu verschiedenen Komplikationen, die in der Regel zum
Versagen der Transplantate vor der Organentnahme am siebten postoperativen Tag fiihrten
und so keinen Einfluss auf die in dieser Arbeit diskutierten Versuchsergebnisse hatten. Im
einzelnen waren dies in der UW+COP-Gruppe ein septischer Verlauf, eine GefaBverlegung,
in zwei Féllen therapieresistentes Kammerflimmern nach Transplantation und in einem
weiteren Fall ein technischer Defekt wihrend der Persufflation. In der HTK-Kontrollgruppe
kam es in drei Féllen zur arteriellen Thrombosierung der Anastomosen und in einem Fall zu
therapieresistentem Kammerflimmern. Diesen Komplikationen standen in beiden Gruppen
sechs komplikationslose Verldufe gegeniiber, deren Ergebnisse hier diskutiert werden.

Die Reperfusion nach Ischdmie beinhaltet verschiedene Gefahren wie das Kalziumparadox,
auf das an anderer Stelle eingegangen wird (vergl. 4.3.1). Desweiteren kann eine abrupte
Reoxygenierung ischdmischen Herzgewebes zu weiteren paradoxen Reaktionen fiihren. Eine
Untersuchung wies nach achtstiindiger isolierter Perfusion von Rattenherzen und
anschlieBender Reperfusion mit oxygenierter KH-Losung einen deutlichen Anstieg
verschiedener Herzenenzyme als Indikatoren der Gewebsschddigung nach (Hearse et al.
1973). Eine weitere Arbeit flihrt das jeweilige Ausmall der Schiddigung auf den
Reperfusionszeitpunkt zuriick (Hearse 1977). So fithrt demnach eine Reoxygenierung
wiahrend der frithen, reversiblen Phase der Ischdmie (vergl. 1.2) zu lediglich reversiblen
ultrastrukturellen Schiden. Eine Reperfusion wihrend der spéten irreversiblen Ischdmiephase
(vergl. 1.2) fiihrt zu irreversiblen Schdden. Die Funktion wird bei friither
Reoxygenierung  zundchst  durch  vorrilbbergehende  asymmetrische  Kontraktion
beeinflusst, kann sich aber schlieBlich regenerieren. Die Schidden an Mitochondrien
als Ort der oxidativen Phosphorylierung und somit ATP-Synthese sind zwar in der
frithen Ischdmiephase in der Regel geringfligig und reversibel. Es konnen jedoch nach
kurzen  ischdmischen @ Phasen @ und  anschlieBender  plotzlicher  Reperfusion
ausgepriagte Schiden entstehen. Nach ldngerer Ischidmie sind die Schidden an Mitochondrien
in der Regel ausgeprigt und irreversibel. Die plotzliche Verfiigbarkeit von Sauerstoff in
ischdmischem Gewebe ist jedoch in der Lage, eine ausgeprigte Freisetzung von Kreatinkinase
hervorzurufen. Eine Hypothese fiir diese Beobachtung in diesem Zusammenhang ist ein

plotzlicher resultierender Kalziumeinstrom (vergl.4.3.1) (Hearse 1977).
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Neben den bereits genannten Schwierigkeiten besteht bei der Reperfusion die Gefahr von
Elektrolytstorungen, die vermehrt nach der hypothermen Lagerung und in Abhingigkeit von
der jeweiligen Konservierungslosung auftreten und in Arrhythmien und Kammerflimmern
resultieren. Direkt verantwortlich ist der Einstrom von Na' in die ischimische Zelle wihrend
der Reperfusion mit folgender Erregungsbildungs- und leitungsstorung. Aber auch die
genannten  ultrastrukturellen Schidden, die eventuell nur passager auftretenden
Kontraktionsstorungen oder Gefiflendothelschdden mogen dazu beitragen (Paulus 1994).

Der wesentliche Grund fiir die initiale Perfusion mit KH-Ldsung war zundchst die
Freispiilung der Koronararterien von Metaboliten und Konservierungslosung, damit diese
nicht in den Kreislauf des Empfangertieres gelangten. Eine sofortige Reperfusion mit Blut
hétte verschiedene Probleme mit sich gebracht. So hat Blut zunichst eine hohere
Oberflachenspannung als die KH-Ldsung, was in Verbindung mit dem in den Herzgefden
verbliebenen Persufflationsgas bei zunehmender Temperatur zu einer wesentlich héheren
Gefahr schwerer Reperfusionsstorungen gefiihrt hitte (Tabayashi et al. 1988; Blankenstein et
al. 1997). Desweiteren hitte eine sofortige Blut-Reperfusion eine abrupte Rekalzifizierung
mit einem stark erhohten Risiko fiir eine Kontrakturbildung mit sich gebracht (vergl.4.3.1).
Da die KH-Losung keine korpuskuldren Elemente wie die Erythrozyten des Blutes enthilt, die
in der Lage sind, Sauerstoff in chemischer Bindung zu transportieren, musste die
Oxygenierung des Herzgewebes wihrend der Reperfusion per diffusionem {iiber einen
unphysiologisch hohen Sauerstoffpartialdruck erfolgen (Poizat et al. 1994). Dieser betrug in
der KH-L6sung 600 mmHg. Die Losung wurde dem Herzen iiber die erste Minute mit einem
Druck von 70 mmHg zugefiihrt, der iiber die restlichen neun Minuten auf 40 mmHg gesenkt
wurde, um zunidchst die Koronargefile bis in die Peripherie zu Offnen ohne eine
nennenswerte Odembildung zu verursachen (Fischer et al. 1998). Die Kalziumkonzentration
wurde zum allmdhlichen Angleich an die Blutkalziumkonzentration iiber die letzten fiinf
Minuten auf 0,8 mmol gesteigert (vergl. 4.3.1). Die Reperfusionszeit war ein Kompromiss
zwischen der Notwendigkeit, Metabolite zu entfernen und das Herz auf das Blutmilieu
vorzubereiten sowie der Notwendigkeit, die Gefahr der Odementwicklung zu minimieren.
Letztere war vor allem wegen des Mangels an kolloidalen Substanzen in der KH-Ldsung
gegeben.

An zusitzlichen Substanzen wurden Adenosin (vergl. 4.3.2) und Harnsdure zugefiihrt, das
insbesondere in der initialen Reperfusionsphase antioxidativ wirken soll (Becker et al. 1996).

Glukose und Insulin sollten einer schnellen zelluldren Glukoseaufnahme dienen (vergl. 4.3.7).
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Die sonstigen relevanten methodischen Aspekte werden im entsprechenden Zusammenhang

diskutiert (vergl. 4.3-4.7).

4.3 Zu den Losungen

Bei beiden Losungen wird von Anwendung wéhrend kalter Ischdmie ausgegangen. Diese soll
die ATP-verbrauchenden Stoffwechselvorginge auf ein Mindestmal} reduzieren (Engelmann
et al. 1979; Meisel et al. 1997). Die UW-Losung wurde urspriinglich filir die Dauerperfusions-
Konservierung entwickelt.

Bevorzugt in klinischer Anwendung befinden sich die Losungen UW und HTK. Eine
fundamentale Klassifizierung teilt diese in intrazelluldre und extrazelluldre Losungen ein,
wobei sich diese Einteilung an den Ionenkonzentrationsverhéltnissen orientiert, die in den
entsprechenden Zellen herrschen (Bretschneider et al. 1984; Termignon et al. 1995).
Demnach handelt es sich bei der UW-Losung um eine intrazelluldre Stoffkombination, die
durch eine hohe Kaliumionenkonzentration gegeniiber einer niedrigen
Natriumionenkonzentration gekennzeichnet ist, die jeweils der in den Herzzellen angeglichen
ist. Dieses lonenkonzentrationsverhiltnis ist durch einen niedrigen Konzentrationsgradienten
mit konsekutiver Depolarisation gekennzeichnet, die einen reduzierten aktiven Transport und
somit niedrigen ATP-Verbrauch bei kalter Ischdmie nach sich zieht (Engelmann et al. 1979;
Termignon et al. 1995). Die vor allem in Europa bevorzugte HTK-Losung ldsst sich nicht
eindeutig einteilen. Wihrend sie einerseits durch eine miBig hohe K'-Konzentration
gekennzeichnet ist, besitzt sie eine der intrazelluliren Konzentration entsprechende Na'-
Konzentration. So wird die extrazellulire Na'-Konzentration herabgesetzt, um die
Odembildung zu verhindern. Erhohtes Kalium und der Mangel an Kalzium fiihren zur
Herabsetzung der energieverbrauchenden Prozesse (Reichenspurner et al. 1993b; Hachida et
al. 1996).

Die Uberlegenheit der einen gegeniiber der anderen Elektrolytkomposition ist seit jeher einer
kontroversen Diskussion unterworfen. Wéhrend die einen Untersuchungen den Vorteil einer
intrazelluldren Losung neben der Verringerung des ATP-Verbrauchs in dem verminderten
Natriumeinstrom in die Zelle sehen (Termignon 1995), gehen andere Untersuchungen von
Herzmuskelschdden durch hohe Kaliumkonzentrationen aus (Braimbridge et al. 1977).
Wieder andere Untersuchungen schlagen als Kompromiss niedrigere Kaliumkonzentrationen

zur Prevention von Gewebsschidden vor (Okouchi 1990), und schlieBlich existieren Arbeiten,
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die eine Uberlegenheit der HTK-Lésung und somit der natriuminduzierten Kardioplegie
feststellen (Reichenspurner et al. 1993b; Hachida et al. 1996). Da die Losungen noch
zahlreiche andere Substanzen enthalten, sollen sie an anderer Stelle einer Bewertung
unterzogen werden (vergl. 4.3.7). Im Folgenden sollen die weiteren Inhaltsstoffe der beiden

Losungen diskutiert werden.

4.3.1 Zum Kalzium

Als wichtige Substanz in der elektromechanischen Kopplung spielt das Ca®" eine
entscheidende Rolle. Um iiber die mechanische Inaktivierung der Herzmuskelzellen den ATP-
Verbrauch weiter zu senken, wurde in der UW-Losung ganz auf einen Ca”'-Zusatz verzichtet,
wihrend die Ca*"-Konzentration in der HTK-L3sung mit 0,15 mmol/l nur einen geringen
Ca**-Gehalt aufwies (Reichenspurner et al. 1993b). Untersuchungen (Fischer 1999;
Termignon et al. 1995) haben ergeben, dass sich ein Ca*'-Zusatz zu intrazelluldren Losungen
und hier im Besonderen zur UW-Losung negativ auf den Ruhedruck wihrend der
Herzlagerung und den ATP-Gehalt der Herzen auswirkt. Entgegen der Behauptung der rein
negativen Einfliisse von der Ca*’-Zugabe zur UW-Lsung weisen andere Untersuchungen auf
einen protektiven Effekt vom Zusatz von 0,05 mmol/l Ca** zur Losung im Hinblick auf das
Kalziumparadox (s.u.) hin. Ein Problem bei den kalziumfreien Losungen ergibt sich wiahrend
Reperfusion mit kalziumhaltigen Losungen. Es wird ,,Kalziumparadox*“ genannt und wurde
das erste mal von Zimmerman und Hiilsmann beschrieben (Zimmermann und Hiilsmann
1966). Der Begriff umschreibt den Umstand, dass isolierte Rattenherzen nach Perfusion mit
Ca*'-freier Losung bei Reperfusion mit einer kalziumhaltigen Losung einer massiven Ca*'-
Aufnahme unterliegen, die mit elektrischem und mechanischem Aktivititsverlust und
zusitzlich einem Verlust an intrazelluldren Strukturen und Substanzen einhergeht (Boink et
al. 1976; Hearse 1977; Termignon et al. 1995). Desweiteren wurde ein Verlust an
energiereichen Phosphaten bei Reperfusion mit Ca®" beschrieben, wobei im Falle der
betreffenden Untersuchung einschrinkend darauf hingewiesen werden muss, dass die
Kalziumkonzentration nicht angegeben wurde (Boink et al. 1976). Dieses Phdnomen, das
nicht auf Rattenherzen beschrinkt ist und flir das eine Temperaturabhdngigkeit mit
vermindertem Risiko bei Temperaturen zwischen 0 und 4° C postuliert wurde (Hearse et al.
1978; Holland und Olsen 1975; Ruigrok et al. 1983), wurde zunichst fiir extrazelluldre

Losungen beschrieben. Bei Konservierung mit UW-Losung iiber 12 h wurde das
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Kalziumparadox jedoch auch fiir eine intrazellulire Losung beschrieben (Termignon et al.
1995). In einer weiteren Untersuchung (Neely und Grotyohann 1984) wurde ein
Zusammenhang zwischen Laktatgehalt des Herzmuskelgewebes und dem extrazelluldren
Ca”**-Gehalt vermutet. Diese Beobachtung lieBe sich dadurch erkliren, dass die normalen
ATP-abhidngigen Regulationsmechanismen zur Aufrechterhaltung des physiologischen
Ionentransports zwischen Sarkoplasmatischem Retikulum, Zytoplasma und Extrazelluldrraum
wihrend der Ischimie nicht mehr funktionieren. So kommt es zu vermindertem Ca®'-
Transport in die Kalziumspeicher und vermehrter Kalziumdiffusion in die Zelle mit
resultierender Ca**-Uberladung. Nach Reperfusion mit oxygenierter kalziumhaltiger Losung
kommt es nach ATP-Neusynthese zu einem Na'-Einstrom durch einen H'/Na'-Austauscher
und  anschlieBendem  2Na‘/Ca*’-Austausch ~ mit  entsprechendem  zusitzlichem
Kalziumeinstrom. Je lianger die Ischdmiedauer mit dem entsprechenden Laktatgehalt anhielt,
desto geringere Ca”*'-Konzentrationen fiihrten zum Kalziumparadox. In der Untersuchung
wurde fiir eine liber mehrere Minuten andauernde Perfusion bei einem Druck von 60 mmHg
und einer Ca*-Komzentration von 2,5 mmol/l mit Ausschwemmung der vor der
Lagerungszeit vorhandenen Glycolyseprodukte eine Minimierung des Kalziumparadoxrisikos
beschrieben. Bei unseren Experimenten wurde bei der Reperfusion vorsichtig in allmdhlich
aufsteigender Konzentration Ca’" bis zu dem Zielwert von 0,8 mmol/l zugefiihrt, bei dem es

sich um den physiologischen Serum-Ca”*-Gehalt bei Schweinen handelt.

4.3.2 Zum Adenosin

Die UW-Losung enthilt als weitere Substanz u.a. Adenosin, das zusétzlich in beiden Gruppen
wihrend der Reperfusion kontinuierlich iiber einer Stunde intravends zugefiihrt wurde. Dieses
verhéltnisméBig einfache Molekiil hat vielfaltige Wirkungen. So ist es u.a. in der Lage, die
Thrombozytenadhdsion zu vermindern (Zimmer et al. 1973) und hat eine relaxierende
Funktion in der Regulation des Koronarflusses. Die relaxierende Funktion wird bei den
Koronararterien des Schweines endothelunabhingig iiber den Aja-Adenosinrezeptorsubtyp
vermittelt, so dass die endothelabhidngige Kontraktion und Relaxation nicht beeinflusst
werden (Lew und Kao 1999; Zimmer et al. 1973). Des weiteren existieren Arbeiten, die der
Substanz einen gewebsprotektiven Effekt hinsichtlich der Entstehung von Sauerstoffradikalen
und einen mindernden Einfluss auf die Granulozytenadhédsion zuweisen (Becker et al. 1996;

Hori et al. 1991).
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In diesem Zusammenhang wird dem Adenosin eine protektive Rolle beim sog. ,,myocardial
stunning zugewiesen. Darunter ist eine reversible Kontraktur der Herzmuskulatur zu
verstehen, die neben einem Affinitétsverlust der kontraktilen Elemente zu Kalzium (Hampton
et al. 1998) wahrscheinlich durch Enzymaktivierung und Lipidperoxidation mit konsekutiver
Radikalentstehung verursacht wird. Adenosin scheint in der Lage =zu sein, die
Radikalentstehung iiber eine verminderte Xanthinoxidase- und Leukozytenaktivitdt zu
verhindern (Jeroudi et al.1994).

Der wesentliche Grund fiir das Adenosin als Komponente in der UW-Ldsung ist jedoch ein
anderer. In der UW-Ldsung soll das Adenosin im Energiestoffwechsel von transplantierten
Organen eine wichtige Rolle spielen (Kawai et al.1994; Kotting und Minor 2000). Wéhrend
die ATP-Neusynthese aus Ribose-5-Phosphat nach Depletion des energiereichen Phosphats
zumindest in Rattenherzen vergleichsweise langsam erfolgt, existieren Untersuchungen
zufolge daneben 10 bis 20 mal schnellere alternative Synthesewege auf Basis der
Adenosinphosphorylierung. Extrazelluldr verabreichtes Adenosin wird demnach schnell
aufgenommen und phosphoryliert (Reimer et al. 1981; Rolles et al. 1984; Zimmer et al.
1973).

4.3.3 Zu den antiodematos wirksamen Substanzen

Ein zentrales Problem im Hinblick auf den koronaren Riickfluss ist neben der Kontraktur die
Bildung eines Gewebsddems im Herzen (Tabayashi et al. 1988).

Grundsitzlich wird zwischen intrazellulirem und extrazellulirem Odem unterschieden. Beide
Losungen enthalten Substanzen, die aufgrund ihrer physikalischen FEigenschaften der
Entwicklung von Odemen vorbeugen sollen. So enthilt die UW-Losung die impermeablen
Substanzen Raffinose, Sulfat und Laktobionat in nennenswerter Konzentration, wahrend
Chlorid als diffusible Komponente im Gegensatz zur HTK-L&sung nicht vorhanden ist. Dem
osmotischem Effekt intrazelluldrer Proteine wirkt so eine entsprechende Kraft entgegen. In
einer Untersuchung war Laktobionat allein nicht in der Lage, die intrazellulire Odembildung
im Herzen nach heterotoper Transplantation zu verhindern (Termignon et al. 1995). Eine
weitere Substanz die bei Anwendung der UW-Losung die Odembildung verhindern soll, ist
das Kolloid Pentastarch. Dieses ist jedoch nur initial wiahrend der Flushperfusion in der Lage,
die Wasserakkumulation zu verhindern, scheint aber nicht der interstitiellen Odembildung

wihrend der Reperfusion iiber die Erhdhung des kolloidosmotischen Drucks im Interstitium
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durch Diffusion aus den Gefdllen vorzubeugen (Fischer 1999; Fischer et al. 1994). In Nieren,
Pankreas und Lebern war die UW-Losung deshalb natiirlich in der Lage, die
Gewebsddembildung wihrend der Lagerung bei geringer Temperatur zu verhindern (Okouchi
et al. 1990), die mit hoher Wahrscheinlichkeit in der Reperfusion einsetzende Odembildung
wurde aber nicht untersucht. Als antiddematose Substanz enthdlt die HTK-Losung Mannit in
ebenfalls nennenswerter Konzentration. Die Odementwicklung bei der Herzlagerung ist fiir
gewOhnlich bei Einhaltung der Anwendungsrichtlinien im Falle beider Losungen gering, bei
der Reperfusion mit UW-Losung ist jedoch eine vermehrte Odembildung festzustellen
(Fischer 1999; Okouchi et al. 1990).

Untersuchungen haben ergeben, dass geringe Mengen an Hyaluronidase in der Lage sind, die
Odembildung sowohl bei Anwendung der UW-Lésung als auch im Besonderen der HTK-
Losung weiter zu reduzieren. Diese Wirkung beruht darauf, dass der Gehalt an Hyaluronsiure
mit seiner hohen Wasserbindungskapazitit im Herzgewebe vermindert wird (Fischer 1999;
Fischer und Jeschkeit 1996; Fischer et al. 1994). Da aber dennoch die kommerziell
erhiltlichen Losungen diesen Zusatz noch nicht enthalten, und so ein Vergleich mit der
derzeit géngigen Praxis im Bezug auf das Verfahren nicht moglich wire, wurde auf diesen

Zusatz verzichtet.

4.3.4 Zu den Puffersubstanzen

In den Losungen werden unterschiedliche Puffer verwendet, so dass der pH-Wert der
jeweiligen Losung iiber verschiedene Temperaturbereiche in physiologischen Grenzen
gehalten wird (nicht unter pH ca. 6,0) (Bretschneider et al. 1984), um die vor allem durch das
Laktat bedingten Schwankungen auszugleichen. Der entscheidende Puffer in der UW-Losung
ist der auch physiologisch im Blut vorhandene Phosphatpuffer, der in der vergleichsweise
geringen Konzentration mit seiner im Vergleich geringen Kapazitit vorzugsweise zur
Pufferung wihrend des initialen Freispiilens geeignet ist. Der vorherrschende Puffer in der
HTK-Losung ist der in hoher Konzentration vorhandene Histidin/Histidinchlorid-Puffer, der
tiber eine hohe Pufferkapazitit (pK temperaturabhéngig bei 35 °C 5,9, bei 25 °C 6,1 und bei
15 °C 6,3) iiber einen weiteren pH-Bereich verfiigt und so den PH-Wert {iber einen ldngeren
Zeitraum und bei unterschiedlichen Temperaturen konstant halten kann (Bretschneider et al.

1984; Fischer 1999; Hachida et al. 1996; Reichenspurner et al. 1993b; Saitoh et al. 2000).
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Diese unterschiedlichen Puffer pridestinieren die beiden Losungen aufgrund ihrer Kapazitit

fiir jeweils unterschiedliche Anwendungsbereiche (vergl. 4.3.7).

4.3.5 Zu den weiteren Inhaltsstoffen

UW und HTK enthalten Magnesiumionen in #hnlichen geringen Konzentrationen. Mg**
fungiert als Kalziumantagonist an Ca’’-Kanilen der Ventrikelmuskulatur mit resultierend
vermindertem Kalziumeinstrom in die Zellen (Almers und Mc Cleaskey 1984; Hess und
Tsien 1984). Mg®" ist in der Lage, Ca’" an Membranen und kontraktilen Filamenten zu
ersetzen, und es vermindert so die elektromechanische Kopplung (Bretschneider et al. 1984;
Cooper et al. 1983). Zusdtzlich hemmt Magnesium den Stoffwechsel, wirkt
membranstabilisierend (Webb et al. 1966; Downes et al. 1973; Pegg und Galant 1977) und
wirkt einem intrazelluldren Kaliumverlust wahrend der Organkonservierung entgegen (Green

und Pegg 1979).

Die HTK-Losung enthidlt Ketoglutarat und die Aminoséure Tryptophan. Diese Substanzen
sollen iiber alternative Synthesewege den ATP-Gehalt erh6hen und so den Lakatatgehalt im
Herzgewebe vermindern. Tatsdchlich ergaben sich fiir die HTK-Losung gegeniiber Losungen,
die jeweils einen dieser Stoffe nicht enthielten, im Hinblick auf den maximalen
linksventrikuldren Druck und den Koronarfluss signifikant bessere postoperative Werte nach
Herztransplantation (Hachida et al. 1996).

Als weitere Komponente enthdlt die UW-Losung Allopurinol, einen Hemmstoff der
Xanthinoxidase. Es gibt Untersuchungen dahingehend (Burton et al. 1984; Chambers et al.
1985), dass dieses Enzym schon nach kurzer Zeit in ischdmischem Gewebe vermehrt aus
Xanthindehydrogenase gebildet wird und in der Lage ist, bei der Oxidation freier Purinbasen
das Superoxidanion und Radikal O, als wichtige Quelle der Gewebsschidigung in grofer
Menge zu produzieren. Die Blockade der Xanthinoxidase wird vor allem als sinnvolle
protektive MaBBnahme in der Phase der frithen Ischdmie beurteilt.

Eine weitere Moglichkeit, die Menge an Radikalen zu vermindern besteht im Einsatz von sog.
Radikalfangern. Eine solche antioxidativ wirksame Substanz ist das reduzierte Glutathion,
dessen Produktion iiber die physiologisch vorhandene Glutathionperoxidase wihrend
Ischdmie stark reduziert ist und das als Komponente in der UW-Losung vorhanden ist, um

diesen Glutathionmangel abzumildern (Burton et al. 1984). Ein wesentliches Problem bei
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dieser Komponente ist die Umwandlung der reduzierten Form in die weniger wirksame
oxidierte Form, die zudem nur eine Halbwertszeit von ca. 4 Tagen besitzt. Es existieren
Untersuchungen (Fischer 1999; Fischer und Jeschkeit 1995), denen zufolge die
Notwendigkeit eines Zusatzes an reduziertem Glutathion zur Losung kurz vor Gebrauch
besteht. Dieser Zusatz bewirkt tatsdchlich eine signifikante Verbesserung von LVP und ECP
bei Anwendung der UW-Losung und wurde bereits in die Anwendungsrichtlinien fiir die

UW-Losung aufgenommen.

An weiteren Zusdtzen kurz vor Gebrauch enthidlt die UW-Losung Dexamethason, Penicillin
und Insulin. Dexamethason soll membranstabilisierend wirken und Insulin die zelluldre
Glukoseaufnahme verbessern (Southhard et al. 1990). Der Zusatz von Glukose und Insulin
war in einer Untersuchung in der Lage, den ATP-Gehalt in Rattenherzen nach 5 h Ischédmie
auf 139 % gegeniiber der Kontrolle zu erhohen, konnte die Funktion der Herzen aber nicht
verbessern (de Wit 1988). Bakterielles Wachstum in Losung und Transplantat soll durch
Penizillin verhindert werden. Die Notwendigkeit der antibiotischen Prophylaxe bei

hypothermer Lagerung ist nicht belegt.

4.3.6 Zur Filterung der UW-Losung unmittelbar vor Gebrauch

Bei der UW-Losung existiert eine Besonderheit in Bezug auf darin enthaltene Partikel von 5-
100 um Durchmesser, die aufgrund ihrer Aggregationsfahigkeit in der Lage sind, selbst
groBere Gefdle zu verstopfen. Diese Partikel bestehen aus Stearin- und Palmitinsdure und
setzten in einer Untersuchung (Fischer 1999; Fischer und Jeschkeit 1996) die
Konservierungszeit gegeniiber der kurz vor Gebrauch gefilterten Kontrolle herab. Die
Herkunft der Partikel wird in den zur Aufbewahrung verwendeten PVC-Beuteln vermutet.
Die Anwendungsrichtlinien fiir die UW-Ldsung beinhalten seit 1996 die Anweisung zur
Filterung der Losung mit einem Filter mit einer Porengréfle von 40 pm. Noch effektivere
MaBnahmen werden im Rudolf-Virchow-Klinikum Berlin durchgefiihrt, wo die Losung in
nicht PVC-haltigen Beuteln gelagert und mit Filtern mit einer Porengré3e von 8 pm gefiltert
wird, oder im St. Luc Hospital in Briissel, wo Filter mit 5 pm Porengréfe verwendet werden

(Fischer 1999)
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4.3.7 Zum optimalen Einsatzbereich der Losungen und zur maximalen Lagerungszeit

Auf die kontroverse Diskussion beziiglich der in unseren Versuchen verwendeten Losungen
im Hinblick auf die Herztransplantation wurde bereits hingewiesen. Im Folgenden soll das
Problem néher erldutert werden.

Eine grundlegende Arbeit befasst sich u.a. mit dem optimalen Einsatzbereich fiir die
Losungen in Bezug auf ihre Inhaltsstoffe. So wird die HTK-Ldsung entsprechend ihrer gro3en
Pufferkapazitit {iber einen weiten pH-Bereich als besonders geeignet fiir die Kurzzeitlagerung
auch tiber einen groferen Temperaturbereich beurteilt. Die UW-Ldsung wird aufgrund ihres
Gehaltes an hochmolekularen Substanzen als ideal fiir die Langzeitlagerung und fiir die
kontinuierliche Perfusion bewertet, da hier die Verminderung der Odementwicklung ein
vorrangiges Ziel ist (Fischer 1999). Entsprechend wird die HTK-Ldsung zumindest in Europa
hauptsédchlich fiir Herztransplantationen verwendet, die UW-Losung findet in erster Linie in
der Leber- und Nierentransplantation Anwendung (Reichenspurner et al. 1993a u. b).

Die Langzeitlagerung mit moglichst effektivem Funktionserhalt ist seit jeher das Ziel mit der
hochsten Prioritdt bei der Anwendung von Perfusionsldosungen. Die Diskussion um die
Losungen betrifft dementsprechend zum groBen Teil diese grundlegende Zielsetzung. In einer
Untersuchung (Termignon 1995) wurden nach heterotoper Kaninchenherz-transplantation fiir
die UW-Losung gegeniiber einer extrazelluldren Losung signifikant hohere Werte fiir den
LVP und +dp/dt nach sechsstiindiger Lagerungszeit gefunden, wobei diese guten
Funktionswerte allein auf die spezielle Elektrolytkomposition zuriickgefiihrt wurden, da mit
einer Vergleichslosung mit Laktobionat als einzigem Zusatz dhnliche Ergebnisse erzielt
wurden. In einer weiteren Arbeit (Stringham et al. 1992) mit heterotoper Transplantation von
Hundeherzen wurde die sichere Ischdmiezeit bei Verwendung der UW-Losung nach
Bewertung des Plasma-CK-Gehaltes, der linksventrikuliren Kontraktilitit und nach
elektronenmikroskopischen Untersuchungen bei mindestens 8 Stunden gesehen. Obwohl
vereinzelt erfolgreich Ischdmiezeiten von bis zu 15 h erreicht worden sein sollen, zeigten
sechzehn  Stunden  konservierte = Herzen  ausgepridgte  Funktionseinbulen  und
elektronenmikroskopisch sichtbare strukturelle Verdnderungen (Mori et al. 1994). In einer
retrospektiven Studie wurde die sichere Ischdmiezeit bei Herztransplantation unter
Verwendung der UW-Losung in Bezug auf frithes Organversagen ebenfalls bei ungefédhr
sechs Stunden gesehen (Reichenspurner et al. 1993a). In einer Arbeit wird die Uberlegenheit
der HTK-L&sung gegeniiber der UW-Losung im Langendorff-Versuch mit Rattenherzen nach

achtstiindiger Lagerung in Bezug auf Aortenfluss, Koronarfluss, Auswurfvolumen,
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linksventrikuldre Funktion und Funktionserhalt der Koronararterien festgestellt (Saitoh et al.
2000). In anderen In-Vitro-Versuchen mit Rattenherzen fanden sich nach sechsstiindiger
Lagerung fiir dhnliche Parameter nahezu pridoperative Werte (Hachida et al. 1996). Eine
retrospektive Studie weist hingegen darauf hin, dass die Uberschreitung von 4 Stunden
Ischdmiezeit zu einer signifikanten Zunahme der Friihsterblichkeit nach Herztransplantation
bei Verwendung der HTK-L&sung fiihrt, bescheinigt ihr ansonsten jedoch gute Ergebnisse
(Reichspurner et al. 1993b). In der erstgenannten retrospektiven Studie (Reichenspurner et al.
1993a) werden der HTK-Losung jedoch im Vergleich mit der UW-Losung signifikant
schlechtere Funktionsergebnisse bei kiirzerer Lagerung attestiert, wobei es sich nahezu um die
gleichen Autoren handelt.

Zur Zeit muss demnach besonders im Hinblick auf die retrospektiven Studien davon
ausgegangen werden, dass die Zeitlimitation fiir die Herzlagerung bei Verwendung der UW-
Losung bei maximal 6 Stunden und fiir die der HTK-Losung bei maximal 4 Stunden liegt,
sofern die derzeit iliblichen Konservierungsverfahren wie die Flush-Perfusion angewendet
werden. Diese Festestellung wire mit der urspriinglichen Klassifikation der UW-Ldsung als

reiner Perfusionslosung kompatibel.

4.4 Zur Amplitude des linksventrikuliren Druckes, der maximalen Kontraktions- und

Relaxationsgeschwindigkeit

Um die Vergleichbarkeit der Funktionsparameter innerhalb und zwischen den Gruppen zu
gewihrleisten, wurden LVP, —dp/dt und +dp/dt bei einem einheitlichen enddiastolischen
Ventrikeldruck von 10 mmHg gemessen. Die Herzfrequenzen der Transplantate wiesen keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen auf, so dass ein moglicher positiv inotroper
Effekt der Frequenz auf den LVP kaum eine Rolle bei den Unterschieden gespielt haben mag.

In unseren Untersuchungen fanden sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen. Der LVP war in der UW+COP-Gruppe im Mittel hoher als in der Kontrollgruppe,
wihrend die mittleren Kontraktions- und Relaxationszeiten im Vergleich in der UW+COP-
Gruppe geringer waren. Die funktionellen Parameter weisen darauf hin, dass die Methode der
COP in der Lage war, die mechanische Funktion der Herzen weitgehend aufrecht zu erhalten.

Ischdmie ist grundsitzlich in der Lage, die mechanische Herzfunktion wesentlich
herabzusetzen. So wurden in einer Untersuchung (Engelmann et al. 1978) Schweineherzen

zundchst liber Herz-Lungen-Maschine perfundiert, anschlieBend hypothermer (4-8 °C)
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Ischdmie bis zu 180 min ausgesetzt und schlieBlich bei schlagendem Herzen 30 bzw. 60 min
erneut perfundiert. Die Kontraktilitdit war nach dieser Prozedur signifikant vermindert.
Sauerstoff wahrend der Konservierung scheint jedoch in der Lage zu sein, die mechanische
Funktion von Herzen nach Transplantation weitgehend aufrecht zu erhalten (vergl. 4.5.2). Die
unseren Versuchen voraus gehenden Untersuchungen mit vierzehnstiindiger COP-
Konservierung und einer Uberlebenszeit der Schweine von drei Stunden stimmen
dahingehend mit unseren Untersuchungen iiberein (Fischer et al. 1998; Kuhn-Régnier et al.

2000).

4.5 Zum Wassergehalt der Gewebeproben und zur biochemischen Analyse

4.5.1 Zum Wassergehalt

Die Probenentnahme erfolgte entsprechend der Technik nach Wollenberger (Wollenberger et
al. 1960). Durch diese Methode wird das Einfrieren der Gewebsproben bei weitgehend
unverandertem Gehalt der in unseren Versuchen bestimmten Substanzen aufler der CK (s.u.)
ermoglicht und das sog. Leidenfrostphédnomen, die Entstehung einer isolierenden Gasschicht,
verhindert.

Die Unterschiede des Wassergehaltes in den Gewebeproben nach einer Woche waren in den
beiden Gruppen nur geringfiigig. Dies mag zum einen in der Effektivitit der antiddematos
wirksamen Substanzen in den beiden Losungen liegen, die schon in anderen Untersuchungen
nachgewiesen wurde (vergl. 4.3.3). Zum anderen ist jedoch bemerkenswert, dass der
Wassergehalt der Gewebeproben in der UW+COP-Gruppe bei wesentlich lidngerer
Lagerungszeit dem der Proben in der HTK-Gruppe vergleichbar ist. Die Methode der
Sauerstoffpersufflation fiihrt nach den vorliegenden Ergebnissen auf jeden Fall im Vergleich

mit der Kontrolle nicht zu einer Zunahme der Odementwicklung.

4.5.2 Zu den energiereichen Phosphaten und zum Energy Charge Potential
Als Summe der ATP-, ADP- und AMP-Werte ergab sich die Summe der Adeninnukleotide

(SAN), iiber die sich als Nenner im Quotienten mit der Summe von ATP- und halbiertem

ADP-Wert das ,.energy charge potential“ (ECP= (ATP + '/, ADP)/SAN) als MaB fiir den
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Phosphorylierungsgrad der Adeninnukleotide errechnen lie. Der ATP-Gehalt wurde zudem
isoliert betrachtet.

Die Mittelwerte fiir den ATP- und SAN-Gehalt waren in den unterschiedlichen Herzregionen
dhnlich und nicht signifikant. Die einzige energetisch beanspruchte Region, der rechte
Ventrikel, hatte den hochsten mittleren Gehalt an Adenninnukleotiden. Dies ldsst sich
moglicherweise mit einer besseren Anpassung an die besondere Stoffwechsel- und
Durchblutungssituation entsprechend der Belastung und kiirzeren Diffusionsstrecken im
diinneren rechten Ventrikel erkldren. Der Anteil des ATP an der SAN in den jeweiligen
Herzregionen war hoch (vergl. 3.5.2 und 3.5.3). Da die Differenzen des ATP-Gehaltes in den
beiden Gruppen unerheblich waren, lisst sich daraus wiederum auf einen vergleichbaren
ATP-Erhalt bzw. eine vergleichbare ATP-Neusynthese in den Gruppen schlieen. Ein
Unterschied ist demnach nicht festzustellen. Welchen Anteil daran das in der UW-Losung
enthaltene bzw. insbesondere das in beiden Gruppen wihrend der Reperfusion zugefiihrte
Adenosin ausmacht, muss der Spekulation iiberlassen sein, da alle Herzen mit diesem Substrat
der ATP-Synthese versorgt wurden (vergl. 4.3.2). Beim ECP waren ebenfalls keine
signifikanten Unterschiede auszumachen. Auch hier fanden sich im Bereich des rechten
Ventrikels die hochsten Werte.

Unter ischdmischen Bedingungen ist die ATP-Gewinnung iiber die anaerobe Glykolyse im
Vergleich zu der unter aecroben Bedingungen stark defizitir. So werden bei der anaeroben
Glykolyse fiir ein Mol Glukose lediglich zwei Mol ATP produziert, wihrend das Verhiltnis
bei der oxidativen Phosphorylierung eins zu sechsunddreiBBig betrdgt. Zusitzlich ist unter
ischdmischen Bedingungen der Adeninnukleotid-Pool im Vergleich niedrig, da nach ATP-
Dephosphorylierung ADP und ADP rasch zu weiteren diffusiblen Substanzen wie Adenosin,
Inosin, Hypoxanthin und Xanthin abgebaut werden, die leicht aus dem Gewebe ausgewaschen
werden (Zimmer et al. 1973). Diese Umsténde sind umso schwerwiegender als der ATP-
Verbrauch, wenn auch reduziert, wiahrend der Ischdmie weiter besteht und wéhrend der
Reperfusion durch einen hoheren Energiebedarf flir die Reparatur der durch die Ischdmie
verursachten Schdden ansteigt (Bretschneider et al. 1984; Neely und Grotyohann 1984;
Reimer et al. 1981; Rosenkranz et al. 1986; Zimmer et al. 1973). Auf die Mdglichkeiten der
postischdmischen ATP-Synthese als Neusynthese ausgehend vom Ribose-5-Phosphat und
Adenin oder Inosin oder iiber die bis zu zwanzig mal schnelleren alternativen Synthesewege
mit Adenosin als Substrat wurde bereits hingewiesen (vergl.4.3.2). Der Wert der jeweiligen
Konservierungsmethode liegt in ithrem Vermodgen, den Verbrauch der ATP-Speicher bei

moglichst gutem Funktionserhalt der Organe zu limitieren (Bretschneider et al. 1984; Coetzee
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et al. 1986; Reibel et al. 1978; Rosenkranz et al. 1986). Uber seine Funktionen im
Zellstoffwechsel ist das ATP in der Lage, ischdmischen Schiden tiber die Aufrechterhaltung
der transmembrandren Transportmechanismen vorzubeugen (Bretschneider 1979 u. 1984;
Parrat und Marshall 1974). Desweiteren ist ein Verlust an ATP direkt fiir eine erhohte
Kontrakturneigung der Herzen verantwortlich, da sich die Myosinquerbriicken ohne ATP
nicht vom Aktin 16sen kdnnen (vergl. 1.2). Das ECP ist ebenfalls ein sinnvoller Parameter fiir
den ATP-Gehalt im Gewebe, der eine gute Aussage iiber den augenblicklichen zelluldren
Energiestatus ermdglicht (Atkinson 1968; Fischer et al. 1998).

Der Gehalt der Herzen an energiereichen Phosphaten nach einer Woche kann nicht isoliert
betrachtet werden, sondern muss im Zusammenhang mit dem mechanischen Funktionserhalt
nach der Transplantation gesehen werden, der das zu erreichende Ziel der
Organkonservierung darstellt. In wie fern der postischdmische Gehalt an ATP, ADP und
AMP einen pradiktiven Parameter fiir den mechanischen Funktionserhalt des Herzens
darstellt ist umstritten. So wurden in einer Untersuchung Schweineherzen zunéichst tiber Herz-
Lungen-Maschine perfundiert, anschlieBend hypothermer Ischdmie bis zu 180 min ausgesetzt
und schlieBlich bei schlagendem Herzen 30 bzw. 60 min erneut perfundiert. Hier stellte sich
der ATP-Gehalt als kein guter Voraussagewert fiir den Funktionserhalt der Herzen heraus
(Engelmann et al. 1979). Eine é&hnliche Untersuchung mit Hundeherzen und einer
Ischdmiezeit von bis zu 45 min kam zu dem selben Ergebnis (Rosenkranz et al. 1986). Als
Erklarung fiir diese grundsétzliche Beobachtung wurde eine mdgliche Kompartimentierung
des ATPs angeboten (Rosenkranz et al. 1986; de Wit 1988). Dies wiirde bedeuten, dass ein
Teil der ATP-Vorrite in der Zelle nicht fiir die Kontraktion der Filamente zur Verfiigung
stiinde. Im Gegensatz zu den erwédhnten Untersuchungen wurde im Langendorff-Versuch mit
Ratten nach 30 miniitiger Perfusion mit KH-L&sung unter ischimischen Bedingungen bei 37
°C eine positive Korrelation zwischen ATP-Gehalt und mechanischem Funktionserhalt
gefunden (Reibel et al. 1978). In weiteren Untersuchungen mit Rattenherzen im Langendorft-
Versuch als Working-Heart-Modell (vergl. 4.2) und bis zu 180 miniitiger Perfusion mit
oxygenierter KH-Losung unter hypothermen Bedingungen wurde eine positive lineare
Beziehung zwischen ATP-Gehalt und mechanischen Parametern gefunden (Coetzee et al.
1986). Gerade diese letztgenannte Untersuchung kann ein Hinweis darauf sein, dass der
Gehalt an ATP zumindest dann ein niitzlicher pradiktiver Parameter fiir den mechanischen
Funktionserhalt von Herzen nach Transplantation ist, wenn nicht ginzlich anoxische

Bedingungen herrschen, sondern das Organ oxygeniert wird. In den vorausgegangenen
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Persufflationsversuchen mit Schweineherzen korrelierte der ATP-Gehalt sehr gut mit dem
erreichten mechanischen Funktionserhalt (Fischer et al. 1998; Kuhn-Régnier et al. 2000).

Uber die Dephosphorylierung des Kreatinphosphats (CrP) und die anschlieBende
Rephosphorylierung von AMP im enzymatischen Prozess iiber die Kreatinkinase kann der
ATP-Gehalt des Herzgewebes kurzfristig bis zum CrP-Verbrauch gerade unter
sauerstoffdefizitiren Bedingungen bis zu einem gewissen Mal} aufrecht erhalten werden. So
ist der Anteil des energiereichen phosphorylierten Kreatins am gesamten Kreatin (CrP+Cr)
theoretisch ein guter Parameter zur Einschitzung des energetischen Zustandes des Herzens.
Gerade der kurzfristige Verbrauch des CrP unter hypoxischen Bedingungen fiihrt jedoch zum
sofortigen Abfall nach Gewebsentnahme, so dass es nach Anwendung der von uns
favorisierten Entnahmetechnik nicht mdglich war, die jeweiligen tatsdchlichen CrP-Gehalte

festzustellen.

4.5.3 Zum Glykogengehalt der Herzen

Eine zu erwartende Beobachtung in unseren Versuchen war der in allen Herzregionen
tendenziell niedrigere Glykogengehalt in der UW+COP-Gruppe, der notwendigerweise mit
der wesentlich ldngeren Lagerungszeit ohne Substratzufuhr einhergeht. Obwohl die
Unterschiede der Glykogengehalte in den jeweiligen Herzregionen zwischen den Gruppen
augenscheinlich sind, miissen sie mangels Signifikanz als tendenziell bezeichnet werden. Die
metabolischen Bedingungen der sauerstoffpersufflierten Herzen scheinen es ermoglicht zu
haben, die Glykogenvorridte weitgehend aufrecht zu erhalten bzw. die Wiederherstellung
derselben weitgehend zu ermdglichen. Im Zusammenhang mit den Beobachtungen im
Hinblick auf die Herzfunktion scheinen die Unterschiede im Glykogengehalt keinen
wesentlichen Einfluss gehabt zu haben. Uber den mdglichen Einfluss auf die
Laktatentstehung kann eine Woche nach der Transplantation nur sehr bedingt eine Aussage
gemacht werden (vergl. 4.6.5). Interessant ist die Beobachtung, dass wiederum energetisch
weniger beanspruchte Herzregionen einen hoheren Substratgehalt aufwiesen als die mehr
beanspruchten.

Bei fehlender Perfusion wird die vorhandene Glukose innerhalb kurzer Zeit in die Zellen
transportiert und dort metabolisiert. Uber die Glykogenolyse wird bei Glukosemangel eine
Bereitstellung dieses Substrats flir die Energiegewinnung gewdhrleistet. Im Hinblick auf die

Herzkonservierung bringt dieser ansonsten sinnvolle Prozess jedoch einige negative Effekte
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mit sich. So ist im nicht perfundierten Organ die Glykogenolyse iiber die Glukosefreisetzung
und anschlieBende anaerobe Glykolyse einer der Hauptfaktoren fiir die Laktat bedingte
Gewebsazidifizierung (Stringham et al. 1992). Schon in der friihen reversiblen Phase der
Ischdmie ist der Verlust der intrazelluliren Glykogenpartikel eine der ersten
elektronenmikroskopisch zu beobachtenden Verdnderungen (Hearse 1977). In Versuchen hat
die Reoxygenation von zundchst iiber zehn Minuten anoxisch perfundierten
Rattenherzenerzen zwar zur Wiederherstellung der prédischdmischen ATP- und
Kreatinphosphatbestinde beigetragen, der Glykogengehalt war jedoch unveridndert niedrig.
Demgegeniiber hat sich in den selben Versuchen ein niedriger praischamischer
Glykogengehalt als ein wesentlicher Faktor fiir die Wiederherstellung der mechanischen
Funktion herausgestellt (Neely und Groyohann 1984). Korrespondierend mit dieser
Beobachtung wurde in Ischdmieversuchen mit Hundeherzen die Feststellung gemacht, dass
ein Glykogenverlust mit einer postischdmischen Funktionsminderung der Herzen einhergeht
(Reimer et al. 1981). Ein Grund fiir diese Beobachtung mag eine aus dem Glykogenabbau

resultierende Gewebsazidifizierung sein.

4.5.4 Zum Glukosegehalt der Herzen

Der Glukosegehalt der Herzen ist von verschiedenen Faktoren abhéngig. So ist er zunéchst
ein Resultat der Glykogenolyse (vergl. 4.5.3). Er ist jedoch auch direkt vom
Blutglukosegehalt iiber die Koronardurchblutung abhingig. Der mittlere Blutglukosegehalt
war zum Entnahmezeitpunkt in beiden Gruppen sehr dhnlich. Demgegeniiber waren die
mittleren Gewebegehalte im Vergleich unter den Gruppen aber jedoch auch innerhalb der
jeweiligen Gruppen in den unterschiedlichen Herzregionen sehr ungleich verteilt. Die
teilweise groBen Standardabweichungen weisen zudem auch unter den einzelnen Tieren auf
eine grofle Streubreite der entsprechenden Werte hin. Die Unterschiede der Glukosegehalte in
den einzelnen Herzregionen waren zwischen den Gruppen allesamt nicht signifikant. Da die
mittleren Blutglukosewerte iiber den Gewebsglukosegehalten lagen, haben sie wahrscheinlich
einen wesentlichen Einfluss auf letztere gehabt. Lokale Faktoren wie eine ungleiche
Blutversorgung und unterschiedliche metabolische Faktoren haben wahrscheinlich ebenfalls
einen wichtigen Beitrag geleistet, wobei sich diese Faktoren mit den von uns angewendeten

Methoden nicht differenzieren lassen.
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4.5.5 Zum Laktatgehalt der Herzen

Der Laktatgehalt des Herzgewebes ist in erster Linie direkt vom Blutlaktatgehalt abhingig.
Der mittlere Blutlaktatgehalt war in beiden Gruppen identisch. Bei Betrachtung der
Einzelwerte lag der Gewebslaktatgehalt abgesehen von drei Ausnahmen immer iiber dem
Blutlakatgehalt, was sich durch eine grundsétzlich nach einer Woche im Herzgewebe
herrschende anaerobe Stoffwechsellage erkldren ldsst. Hinsichtlich der entsprechenden
Gewebsgehalte fanden sich keine signifikanten Unterschiede, eine deutliche Tendenz einer
Gruppe zu vergleichsweise hoheren Laktatgehalten lieB sich nicht ausmachen. Nicht
beanspruchte Herzregionen wiesen vergleichsweise hohere mittlere Gehalte an Laktat auf,
dies mag mit der Stoffwechselsituation in den linken Herzregionen und einer ldngeren
Diffusionstrecke flir den Abtransport des Laktats zusammenhingen (vergl. 4.5.2). Die
unterschiedlichen Konservierungsmethoden haben demnach nicht zu wesentlichen
Unterschieden im mittleren Gewebslaktatgehalt in den Gruppen eine Woche nach
Transplantation gefiihrt. Auch die Verteilung der Laktatgehalte in den verschiedenen
Herzregionen innerhalb einer Gruppe war &dhnlich. Die Anwendung der
Sauerstoffpersufflation iiber 14 h war demnach in der Lage, den Laktatgehalt in Kombination
mit der entsprechenden Reperfusionmethode auf ein MaBl zu reduzieren, das dem mit der

einfachen hypothermen Lagerung tiber 3 h erreichten vergleichbar war.

4.6 Zu den Herzenzymen

4.6.1 Zum kardialen Troponin T

Das kardiale Troponin T (cTnT) ist ein Polypeptid mit einem Molekulargewicht von 37 kDa.
Es fungiert als Untereinheit im myofibrilliren Troponinkomplex. 95 % des c¢TnT ist
myofibrillir gebunden, der Rest liegt in zytosolisch geloster Form vor. Das ¢TnT weist
spezifische Antigenstrukturen auf, die eine eindeutige Differenzierung von dem im
Skelettmuskel vorhandenen Troponin T und kardialen Isoformen wie dem Troponin I
ermOglichen (Faulk et al. 1998; Halwachs et al. 1996; Hokl et al. 1999). Die Freisetzung von
c¢TnT aus unterschiedlichen Zellkomponenten ist das Ergebnis myokardialer Ischdmie, und
der Nachweis dieser Molekiile im Serum kann als spezifischer Indikator fiir das AusmaR der

myokardialen Schidigung unabhingig von der Lokalisation und der Verteilung des zelluldren
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Schadens dienen (Carrier et al. 1994). Bei Menschen und Tieren, die keine myokardiale
Schidigung aufweisen, ist kein cTnT im Serum nachweisbar (Faulk et al. 1998).

In unseren Versuchen gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen in
Bezug auf den Verlauf der Serum-cTnT-Konzentration {iber die ersten drei Stunden und die
anschlieBenden sieben Tage, wobei hier einschrinkend auf die differierenden Fallzahlen
hingewiesen werden muss. Der grundsétzliche Verlauf war jedoch dhnlich. So fanden sich
zwar in der UW+COP-Gruppe zunéchst {iber die ersten 2 h hohere Werte, was mit Riicksicht
auf die unten gemachten Ausfiithrungen iiber die Korrelation mit der Ischdmiezeit ein Hinweis
auf die langere Konservierungszeit sein mag, 3 h nach Transplantation fanden sich jedoch in
beiden Gruppen sehr dhnliche Werte. Der Verlauf iiber die Tage war dementsprechend. So
erschienen die jeweiligen mittleren Maximalwerte in den Gruppen zwar in eintdgigem
Abstand, es handelte sich jedoch um sehr dhnliche Werte um 20 ng/ml. Die Normalisierung
wurde in beiden Gruppen wieder am fiinften Tag erreicht. Der grundsdtzliche Verlauf der
Serum-cTnT-Konzentration iiber sieben Tage nach Transplantation und die gemittelten
Maximalwerte sprechen dafiir, dass die unterschiedlichen Methoden bei Verwendung der
unterschiedlichen Losungen lediglich zu vergleichbaren myokardialen Schédden gefiihrt haben.
Bemerkenswert ist in beiden Gruppen die friihe Normalisierung der Werte bereits am filinften
Tag.

Das kardiale Troponin T hat sich in verschiedenen Untersuchungen als sinnvoller
Verlaufsparameter im Rahmen der koronaren Herzkrankheit erwiesen, die eine bedeutsame
Ursache fiir das Herzversagen ein Jahr nach Transplantation darstellt (He und Yang 1998,
Neely und Grotyohann 1984). Dementsprechend spielt das ¢cTnT auch eine bedeutende Rolle
als Risikofaktor hinsichtlich der instabilen Angina pectoris und in der Infarktdiagnostik, wo es
zuerst Bedeutung gewann (Faulk et al. 1998; Halwachs et al. 1996; Walpoth et al. 1995 ).
Zudem ist das ¢cTnT ein routinemiBiger Parameter fiir den Verlauf der Thrombolysetherapie,
bei Koronarverschluss und bei der Quantifizierung perioperativer Insulte.

In Ischdmieversuchen mit Rattenherzen wurde die maximale Serum-cTnT-Konzentration
wiahrend myokardialer Ischdmie nach 6 bis 12 h erreicht. Der Verlauf war aufgrund der
ungleichen Verteilung in der Zelle teilweise biphasisch (Walpoth et al. 1995). In anderen
Untersuchungen wurde ein Maximalwert nach ca. 24 h gefunden (Carrier et al. 1994), in einer
weiteren Arbeit war der Verlauf bei Patienten nach orthotoper Transplantation biphasisch mit
Maximalwerten nach ca. 5 und 10 Tagen bzw. ca. 8 und 15 Tagen jeweils abhingig vom
Pulmonalarteriendruck (Halwachs et al. 1996). In der Frage der Korrelation von ¢TnT-

Serumkonzentration und Ischdmiezeit ldsst sich nach der Meinung einiger Autoren wenn
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tiberhaupt lediglich in der initialen Anstiegsphase eine Aussage machen (Carrier et al. 1994;
Halwachs et al. 1996). Uber die Normalisierung der cTnT-Werte nach Transplantation kann
ebenfalls keine eindeutige Aussage gemacht werden, da der Verlauf insgesamt stark von Art
und Ausmal der Schidigung abhédngt. Diese sind wiederum vom Alter und der Konstitution
des Spenders, der Ischimiezeit und von der angewendeten Konservierungs- und
Reperfusionsmethode abhdngig (Carrier et al. 1994). Eine Artspezifitit mag zudem ein
wesentlicher Faktor sein. Nach den erwdhnten humanen orthotopen Transplantationen (s.0.)
wurden jedoch erst nach ca. 20 Tagen Normalwerte gefunden (Halwachs et al. 1996).

Der ¢TnT-Nachweis scheint an sich schon ein wertvoller Indikator der Gewebsschiadigung
sein, und er erscheint fiir den Methodenvergleich in unseren Versuchen priadestiniert, da hier
die wesentlichen Unterschiede in der Konservierungsmethode und der Konservierungszeit
liegen.

Ein relativ neuer Gesichtspunkt ist die Verwendung der Serum-cTnT-Konzentration als
Verlaufsparameter im Rahmen der Transplantatabstofung. So sind frithe Organschéden ein
wesentlicher Faktor hinsichtlich von Spatkomplikationen nach Herztransplantation (Faulk et
al. 1998). Um frilhe AbstoBungserscheinungen einigermaflen sicher diagnostizieren zu
konnen, sind bisher bis zu 20 Biopsieentnahmen im ersten Jahr nach Transplantation
notwendig, was neben den Unannehmlichkeiten fiir den Patienten und den hohen Kosten alle
Risiken einer invasiven Prozedur wie die Blutungs- und Infektionsgefahr mit sich bringt
(Halwachs et al. 1996). Demgegeniiber besteht die neuere Moglichkeit der cTnT-Bestimmung
im Serum tiber einen spezifischen Antikdrpertest, der auch im Rahmen unserer Versuche zur
Anwendung kam (Halwachs et al. 1996; Walpoth et al. 1995). Uber die Sensitivitit und
Spezifitit dieses Tests im Hinblick auf die Anwendbarkeit im Rahmen der
AbstofBBungsdiagnostik gehen die Meinungen jedoch weit auseinander, so dass weitere

Untersuchungen notwendig scheinen (Halwachs et al. 1996; Walpoth et al. 1995).

4.6.2 Zur Kreatinkinase

Die Kreatinkinase (CK) ist ein Enzym, das iiber die Phosphorylierung des Kreatins in der
Lage ist, den zelluldren ATP-Gehalt gerade unter sauerstoffdefizitiren Bedingungen um ein
Vielfaches schneller aufrechtzuerhalten als dies iiber die oxidative Phosphorylierung méglich

ist (Nascimben 1996).
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Die Interpretation der gewonnenen Ergebnisse hinsichtlich der Kreatinkinaseaktivitdt {iber die
ersten 3,5 h bzw. tiber die Tage muss mit Einschrankungen erfolgen. So soll an dieser Stelle
auf die teilweise geringen Fallzahlen hingewiesen werden, die vor allem iiber den Verlauf
tiber die Tage fiir die Kontrollgruppe vorlagen.

Im Verlauf iiber die ersten 3,5 h fanden sich mit einer vergleichsweise guten Datenlage fiir
beide Gruppen ein sehr dhnlicher Verlauf eines deutlichen Enzymanstiegs ohne signifikante
Unterschiede. Im Verlauf iiber die Tage war vor allem in der UW+COP-Gruppe ein
erwartungsgeméfBer Verlauf ausgehend von einem hohen Aktivititsniveau mit allméhlicher
Normalisierung um den fiinften Tag herum auszumachen. Dies geschah auf der Basis einer
unabhingig vorhandenen Enzymaktivitdt, die durch die operationsbedingte CK-Freisetzung
hervorgerufen wurde, so dass die Aktivititswerte nicht zum préoperativen Niveau
zuriickkehrten. Auch iiber die beobachteten Tage kam es wahrscheinlich durch permanenten
Gewebsuntergang  aufgrund  von  ausgepridgten  Entziindungserscheinungen  im
Operationsgebiet durchgehend zur CK-Freisetzung, so dass die grundsétzliche Aktivitit
erhalten blieb. Hier war die Datenlage vergleichsweise gut. Problematisch war der Verlauf im
Falle der Kontrollgruppe. Hier lagen die wenigen vorhandenen Werte so weit auseinander,
dass die Standardabweichungen in den ersten drei Tagen grofer als die Mittelwerte waren.
Insgesamt konnen die Daten lediglich als Tendenz gewertet werden. So scheinen die Werte,
die iiber die ersten drei Tage vorlagen, einzeln betrachtet und der anschlieBende Verlauf auf
grundsétzlich hohere Werte in der Kontrollgruppe lediglich hinzuweisen. Allerdings ist diese
Feststellung aufgrund von moglichen wesentlichen Unterschieden in der operations- und
entziindungsbedingten Enzymaktivitdt fragwiirdig, die sich im Falle der Kontrollgruppe nicht
ausreichend abgrenzen lésst (s.u.). So kann zumindest den Werten, die den Verlauf {iber die
Tage betreffen, kaum eine Aussagekraft im Hinblick auf den Gruppenvergleich beigemessen
werden. Fiir den initialen CK-Anstieg wurde jedoch eine Korrelation mit ischdmiebedingten
Schéaden nahegelegt (s.u.), so dass die halbstiindigen Verdnderungen in den ersten 3,5 h auf
einen dhnlichen ischdmiebedingten Schidigungsmechanismus in beiden Gruppen zumindest
hinweisen mdgen.

Die CK hat drei Isoenzyme. So kommt die CK-MM hauptsichlich im Skelettmuskel vor, die
CK-BB im Hirn und die CK-MB unter anderem im Herzen. Die CK-MB ist jedoch auch im
Skelettmuskel, der Leber, der Lunge und im Intestinaltrakt nachweisbar, so wurde fiir den
Quotienten aus CK-MB und Gesamt-CK eine hohere Aussagekraft behauptet (Benoist et al.
1997). In anderen Untersuchungen (Fischer et al. 2001) wurden fiir das Schwein in Darm,

Leber und Lunge signifikant hohere CK-MB/Gesamt-CK-Quotienten nachgewiesen als in
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gesunden Herzen gefunden wurden. Diese offensichtliche Unspezifitit macht den CK-
MB/Gesamt-CK-Quotienten zu einem bedingt aussagekriftigen Parameter hinsichtlich der
myokardialen Schiddigung nach Transplantation. Auch andere Arbeiten weisen auf diesen
Umstand hin (Anderson et al. 1995). Fiir unsere Experimente mag dies erst recht gelten, da
durch den grofen abdominellen Eingriff eine geringe Traumatisierung von Skelettmuskel und
Darm entstanden sein mag. Diese Umstinde machten den genannten Quotienten fiir unsere
Versuche zu einem entsprechend unselektiven Parameter, so dass die Gesamt-CK-Aktivitét
als mindestens ebenso aussagekriftiger Wert bestimmt wurde.

Zundchst noch unbeeinflusst von den erwédhnten Untersuchungen hinsichtlich der
Aussagekraft der CK-MB stellt diese im klinischen Alltag einen Standardparameter zur
Herzinfarktdiagnostik dar. Die weiteren routineméfBigen Indikationen sind denen fiir die
c¢TnT- Diagnostik dhnlich (vergl. 4.6.1). Die CK wird grundsétzlich bei zellulirem Schaden
freigesetzt und kann auch im Rahmen der Transplantationsdiagnostik als Hinweis auf durch
Ischdmie und Reperfusion bedingte Schiden bestimmt werden (Hearse et al. 1973; Carrier et
al. 1994). Auf mogliche metabolische Konsequenzen ausgehend vom ausgeprédgten Verlust
dieses fiir die ATP-Synthese unter ischdmischen Bedingungen wichtigen Enzyms sei an dieser
Stelle lediglich hingewiesen. Insgesamt scheint jedoch der Serum-CK-Gehalt dhnlich dem
cTnT-Gehalt (vergl. 4.6.1) lediglich beim initialen Anstieg der entsprechenden Konzentration
eine Korrelation zur Ischdmiedauer aufzuweisen (Carrier et al. 1994). In humanen
Gewebsproben nach orthotoper Transplantation wurde fiir die Normalisierung der CK-Werte

eine mittlere Dauer von ca. 6 Tagen festgestellt (Halwachs et al. 1996).

4.7 Zu der Funktion der Koronararterien

Das Endothel der Koronaarterien wird als erste anatomische Struktur des Herzens unmittelbar
mit allen chemischen, biologischen und physikalischen Einfliissen konfrontiert, die die
Konservierung, die Reperfusion, die verschiedenen Losungen, die verwendeten Medikamente
und schlieflich die Gegebenheiten des Empfiangerorganismus mit sich bringen. Diese
unterschiedlichen, sich kurzfristig verdndernden und teilweise aggressiven Bedingungen
stellen fiir die hochempfindliche, einschichtige Zelllage eine aullerordentlich grofle Belastung
dar. Das Koronarendothel hat eine Schliisselrolle im Hinblick auf die Kontrolle des
GefaBtonus, es besitzt ausgepridgte antithrombotische Eigenschaften und es hat einen

antiproliferativen Effekt auf die GefaBmuskulatur (Perrault et al. 1999). Dementsprechend
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konnen bereits frilhe Endothelschidden einen erheblichen Beitrag zur Entwicklung der
transplantationsbedingten GefaBBwandhyperplasie beitragen, die einen wichtigen Grund fiir
das Organversagen nach Transplantation darstellt (vergl 4.6.1 ) (Folke et al. 1993; Neely and
Grotyohann 1984; Malinowski et al. 1997; Meiser et al. 1997). Neben den genannten
Faktoren scheinen Hypercholesterindimie, Hypertonie und Zytomegalievirusinfektionen eine
wichtige Rolle zu spielen. Morphologisch hauptsiachlich beobachtet werden die konzentrische,
homogene Intimaverdickung, fokale exzentrische atherosklerotische Plaques und die
dilatierende Angiopathie.

Die Koronarfunktion nach Herzentnahme eine Woche nach Transplantation wurde in unseren
Versuchen iiber die Testung der den Koronartonus regulierenden Funktion des Endothels
vorgenommen. Als Funktionsparameter wurden die durch pharmakologische Substanzen
hervorgerufene Kontraktion und Relaxation zueinander in prozentuale Beziehung gesetzt.
Maximale Kontraktion zum Funktionsnachweis der Tunica media wurde zundchst durch
kaliuminduzierte Depolarisation erreicht. Die anschlieBende Kontraktion als Parameter
gegeniiber der Relaxation erfolgte iiber einen rezeptorvermittelten Prozess mit dem
Prostaglandin PGF,, (Kojda et al. 1992; Pearson et al. 1990) bzw. durch das
Thromboxanmimetikum U46619 (Shimizu und Paul 1997). In allen Versuchsdurchgingen
wurde die Cyclooxygenase-(COX-)Aktivitdit durch Indomethacin gehemmt. Im zweiten
Durchgang wurden zudem die NO-Synthase-Aktivitit durch N-Nitro-L-Arginin (L-NNA)
unterdriickt. Die NO-abhéingige Relaxation wurde durch Substanz P (SP) (s.u.) hervorgerufen.
Die endothelvermittelte Relaxation war in beiden Gruppen zwar im Vergleich zu nicht
konservierten Koronararterien teilweise vermindert, im Falle der UW-Gruppe war dieser
Unterschied sogar signifikant. Zwischen UW-+COP-Gruppe und Kontrolle gab es jedoch
keine signifikanten Unterschiede. Im ersten Versuchsdurchgang fanden sich keine
signifikanten Unterschiede. So lagen die mittleren Werte der Koronararterien, der UW+COP-
und der HTK-Kontrolle mit 68 bzw. 74 % nah beieinander. Die nicht konservierten
Koronararterien aus den Kontrollherzen (Empfiangereigenherzen) wiesen nahezu identische
Werte auf. Der Mittelwert in der Vergleichsgruppe (Schlachthofherzen) lag mit 75% im
Bereich der Gruppen mit Herzkonservierung. Bei Blockierung der Prostaglandin- und der
NO-Synthese durch Indomethacin bzw. L-NNA im zweiten Versuchsdurchgang zeigte sich
eine deutliche Verdnderung. So nahm die SP-induzierte Relaxation im Vergleich zum ersten
Durchgang in den untersuchten Gruppen deutlich ab. Die Relaxation in der Gruppe der
Kontrollherzen war verhdltnismédfig am wenigsten betroffen. In den Gruppen mit

konservierten Herzen fanden sich im Vergleich zum ersten Durchgang um iiber 50 %
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reduzierte Werte, die im Falle der UW+COP-Gruppe gegeniiber der Kontrollherzgruppe das
Signifikanzniveau erreichten. Da die NOS- und Prostaglandinsynthese keinen Beitrag zur
Dilatation geleistet haben konnen, muss es sich bei der residualen Dilatation um die SP-
induzierte EDHF-abhéngige Relaxation gehandelt haben (s.u.) (Ge et al. 2000). Im Vergleich
der UW+COP-Gruppe und der HTK-Kontrolle gab es jedoch keine signifikanten
Unterschiede. In sog. Non-heart-beating Donor- (NHBD-) Versuchen (Fischer et al. 2001)
haben sich fiir nach 16 miniitiger normothermer Ischdmie fiir 3,3 h mit COP behandelte und
anschlieBend orthotop transplantierte Herzen im Hinblick auf die Endothelfunktion keine
Funktionseinbuflen gegeniiber Kontrollherzen ergeben. Nach totaler Blockade der NO-
Produktion durch L-NNA war jedoch in diesen Versuchen noch eine EDHF-vermittelte
Relaxation von mindestens 50 % zu verzeichnen. In unseren Versuchen lagen die
entsprechenden Werte mit im Mittel 23 % (UW-Gruppe) bzw. 34 % (HTK-Gruppe) deutlich
niedriger. In in-vitro-Versuchen (Bosse M et al. 2002) mit 3 bzw. 18 stiindiger Anwendung
der COP fanden sich fiir die EDHF-abhéngige Relaxation dhnliche Werte um 50 %. Nach
zusitzlicher Reperfusion fielen die entsprechenden Werte auf 40 % ab.

Die Schidigung des Koronarendothels im Rahmen der Herztransplantation hat vier
wesentliche Ursachen. So kénnen die Operation an sich, vor allem aber die Belastung durch
Druck- und Scherkrifte wihrend Perfusion und Reperfusion zu mechanischen
GefilBwandschiden fithren. Des weiteren tragen ischdmische Perioden nicht unerheblich zu
diesen Schidden bei (Pearson et al. 1990). Weitere Ursachen sind die hyperakute und die
chronische Abstofung durch den Empfiangerorganismus (Nataf et al. 1995; Perrault 1997;
Perrault 1999; Schmoeckel et al. 1996), und eine wichtige mdgliche Ursache fiir die
Koronarendothelschdden ist durch die chemische Zusammensetzung der jeweiligen
Konservierungslosung gegeben (Eberl et al. 1999; He 1998; He und Yang 1998).
Rahmenbedingungen wie die jeweilige Konservierungstemperatur mogen ebenfalls einen
Einfluss haben. In unseren Versuchen haben wahrscheinlich die heterotope Transplantation
mit den von den physiologischen himodynamischen Bedingungen abweichenden Umstéinden
und die im Vergleich ldngere Zeit bis zur Entnahme von 7 Tagen zu den Unterschieden in den
NHBD-Versuchen gefiihrt. Die genannten Mechanismen waren so iiber einen wesentlich
langeren Zeitraum prisent. Eine wesentliche Fragestellung in unseren Versuchen war der
Einfluss der COP und der Lagerungszeit auf die Integritdt des Koronarendothels.

Die endothelabhiéngige Relaxation kann grundsitzlich durch verschiedene Mechanismen
erreicht werden, die allesamt das Ziel haben, die zytosolische Kalziumkonzentration zu

senken, um so eine Relaxation herbeizufiihren. Zunéchst fiihrt jedoch ein Anstieg der
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Kalziumkonzentration in der Zelle zum Anstieg dreier wesentlicher Endothelium Derived
Relaxing Factors (EDRFs). So existiert ein prostazyklinabhidngiger Weg, der iiber die
Erhohung des zyklischen Adenosinmonophosphats (cAMP) in der Lage ist, die zytosolische
Kalziumkonzentration so weit zu senken, so dass die glatte Muskulatur relaxiert. Das
Prostyzyklin (PGI,) entsteht im Rahmen der Cyklooxygenaseaktivitit und fungiert iiber einen
spezifischen Rezeptor (Malinowski 1997; Pearson et al. 1990; Shimizu et al. 1997). Ein
zweiter EDRF ist der sog. Endothelium Derived Hyperpolarisation Factor (EDHF). Dabei
handelt es sich weniger um einen einzigen Faktor wie das NO, sondern um einen
komplizierten Vorgang der ausgehend von der Erhohung des zytosolischen Kalziums nach
Stimulation durch Acetylcholin, Bradykinin oder SP {iiber die Aktivierung verschiedener
intrazelluldrer Enzyme und der Freisetzung von second messengers schlieBlich in der
Aktivierung Kalzium abhédngiger Kaliumkandle (Kc,-Kanédle) mit anschlieBendem
Kaliumausstrom resultiert. Dies fiihrt entweder liber die Aktivierung einwirts gerichteter
Kaliumkanile oder der Na'/K'-ATPase zur Hyperpolarisation mit anschlieBender Relaxation
der glatten Muskelzellen. Dieser Vorgang kann sich entweder {liber die Endothelzellschicht
oder liber gap junctions der glatten Muskelzellen ausbreiten (Busse R et al. 2002). Ein
Umstand im Hinblick auf den EDHF ist seine Organ- und Speziesspezifitit. Der dritte
wichtige EDREF ist das Stickstoffmonoxid (Furchgott und Zawadski 1980). Die Freisetzung
des NO erfolgt tiber das GefdBBendothel, Makrophagen, das zentrale Nervensystem u.a.. Es
handelt sich um einen NADPH-abhéngigen, enzymatischen Prozess, bei dem betreffenden
Enzym um die endothelstindige kalziumabhédngige NO-Synthase (NOS). Als einziges
Substrat dient das L-Arginin. Uber die Abspaltung des terminalen Guanidino-Stickstoffatoms
und die Reaktion mit Sauerstoff entsteht NO mit dem Co-Produkt L-Citrullin (Forstermann et
al. 1994; Moncada et al. 1989). Das NO ist in der Lage, liber die Zellgrenzen hinweg zu
diffundieren. In den Zellen ist die Hauptaufgabe des Stickstoffmonoxid die Aktivierung der
Guanylatzyklase. Die Folge sind vielfiltige Funktionen auf der Basis der Bildung des
zyklischen Guanosinmonophosphats (cGMP) aus Guanosintriphosphat (GTP). Das ¢cGMP
fungiert als weiterer Botenstoff und kann z.B. Ionenkanile schliefen und Funktionsproteine
phosphorylieren (Forstermann et al. 1994; Moncada et al. 1989). Eine wichtige Funktion des
NO ist die Vasodilatation, die zur Entdeckung der Substanz gefiihrt hat. Weitere wichtige
NO-Funktionen sind ein hemmender Effekt auf die Proliferation der glatten Muskulatur, auf
die Thrombozytenaggregation- und adhésion und auf die Granulozytenadhésion (Dusting

1995; Perrault 1997).
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Grundsitzlich sind zur Zeit drei Isoformen der NOS bekannt. Die fiir die Vasodilatation
wesentliche Isoform III (c- bzw. eNOS) liegt zum groBiten Teil membranstindig in
Epithelzellen vor. Die beiden anderen Isoformen I (bcNOS) und II (iNOS) liegen in
hauptsdchlich geloster Form in unterschiedlichen Zellen vor und weisen somit keine
spezifische Funktion in Hinblick auf die Vasodilatation auf. Zudem ist die iNOS nicht
kalziumabhdngig und unterliegt so anderen Regulationsmechanismen. Sie wird in
entziindlichen Prozessen vermehrt von Makrophagen freigesetzt (Dusting 1995; Forstermann
et al. 1994; Faraci et al. 1996). Somit war fiir die vorliegenden Versuche die eNOS-abhéngige
Funktion ausschlaggebend. Da der spezifische iNOS-Inhibitor L-N°-(1-Iminoethyl)lysin (L-
NIL) (Moore et al. 1994) nur in zwei Versuchen vorlag, war eine aussagekriftige selektive
Untersuchung der eNOS-Aktivitdt nicht moglich. In Vergleichen der Nukleotidsequenzen fiir
die verschiedenen Isoformen in verschiedenen Spezies haben sich gute Ubereinstimmungen
zwischen 94 % und 99.9 % gezeigt. Es handelt sich somit um arteniibergreifende
Mechanismen (Forstermann et al. 1994). Verschiedene Substanzen haben einen wesentlichen
Einfluss auf die NO-Produktion. So sind z.B. ADP, Bradykinin und Serotonin in der Lage, die
NOS iiber rezeptorabhingige Mechanismen zu aktivieren, die von intrazelluliren G-Proteinen
abhingig sind. Ein potenter aber unspezifischer NOS-Aktivator ist Substanz P (SP), die in
unseren Versuchen zur Induktion der NO-abhéngigen Relaxation genutzt wurde. SP ist jedoch
kein ausschlieBlicher NOS-Aktivator, sondern ist auch in der Lage, den EDHF zu aktivieren
(Busse 2002; Shimizu 1997). Des weiteren wurde im jeweils letzten Versuchsdurchgang das
unselektiv L-NNA verwendet, ein Falschsubstrat fiir L-Arginin, um die NO-unabhéngige
Relaxation selektiv zu betrachten. Wichtig ist beim L-NNA eine Konzentration von
mindestens 300 umol/l, um eine Wirkung zu erzeugen.

Um die physiologisch vorhandene konstriktorisch bzw. dilatatorisch wirksame Prostaglandin-
bzw. Prostazyklinsynthese zu hemmen und um den Einfluss die Wirkung des PGF,, zu
verifizieren, wurde der COX-Weg vor jedem Versuchsdurchgang mit dem unspezifischen
COX-Inhibitor Indomethacin gehemmt.

Unsere Beobachtungen werden durch verschiedene andere Untersuchungen bestitigt. So
wurden Koronararterien von Hunden sechzigminiitiger Ischdmie in vivo ausgesetzt, und die
Arterien wurden nach zwolf Wochen hinsichtlich ihrer endothelabhdngigen Relaxation als
Reaktion auf bestimmte Substanzen getestet (Pearson 1990). In diesen Versuchen war die von
den Thrombozytenprodukten ADP, Serotonin und Thrombin abhéingige NO-vermittelte
Relaxation nach zwolf Wochen noch beeintréchtigt. Eine grundsétzliche Beeintréchtigung der

NO-Synthese wurde ausgeschlossen, da die Acetylcholin- (Ach-)vermittelte Relaxation
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erhalten blieb. In einer spdteren Untersuchung wurde jedoch ein EDHF-vermittelter
Relaxationsefekt nach Ach-Gabe beschrieben (Malmsjo et al. 1999), was eine grundsétzliche
Beeintrachtigung der NOS-Aktivitdt durch Ischdmie zumindest moglich erscheinen lief3. In
Versuchen mit Ratten wurde ein artifizieller Herzinfarkt durch Ligatur der Arteria coronaria
sinistra verursacht (Malms;jo et al. 1999). Nach vier bis acht Wochen wurde eine verminderte
NO-abhéngige Relaxation gegeniiber einer signifikant erhéhten EDHF-vermittelten
endothelabhédngigen Relaxation gegeniiber Kontrolle beobachtet. Die Beobachtung, dass
EDHF in der Lage ist, eine Beeintrichtigung der NO-vermittelten GefdBrelaxation von
Koronararterien bis zu einem gewissen Mal} auszugleichen, wurde in verschiedenen
Untersuchungen bestitigt (Borg-Capra et al. 1997; Ge et al. 2000; He 1998; He und Yang
1998; Malmsjo et al. 1999). In weiteren Arbeiten wurde ein wesentlicher Einfluss der
Kaliumkonzentration der verwendeten Konservierungslosungen beobachtet. So wurde fiir
unphysiologisch hohe Kaliumkonzentrationen ein schidigender Effekt im Hinblick auf die
NO-Freisetzung beobachtet (Nilsson et al. 1991). Die Beobachtung in einer weiteren Arbeit,
die auf eine Beeintrichtigung der NO-Freisetzung nach Lagerung von isolierten
Schweinekoronaarterien mit UW-Losung hinweist, wurde auf diesen schiddigenden Effekt
zuriickgefithrt (He und Yang 1998). In einer weiteren Untersuchung wurde jedoch eine
ebenfalls vorhandener schiadigender Effekt von hohen Kaliumkonzentrationen auf die EDHF-
Freisetzung in isolierten Schweinekoronarien beobachtet, der mit sog. Kaliumkanal6ffnern
(KCOs) bis zu einem gewissen Mal3 zu antagoninisieren war (He 1998). Insgesamt gibt es
keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Relaxation bei Anwendung
unterschiedlicher Methoden und Konservierungszeiten.

In unseren Versuchen hat eine wesentliche Beeintrichtigung der EDHF-abhingigen
Relaxation der Koronarien in der UW+COP- und der Kontrollgruppe zu der ausgeprigten
Abnahme der Relaxierung im zweiten Versuchsdurchgang gefiihrt. Des weiteren scheint ein
wesentlicher Anteil der durch SP hervorgerufenen Relaxation an der gesamten Relaxation
NO-abhéngig zu sein. Im Vergleich zu den bereits erwihnten NHBD-Versuchen (Fischer et
al. 2001) konnte das Potential der EDHF-abhidngigen Relaxation nicht aufrecht erhalten
werden.

Mechanismen der OrganabstoBung konnten in unseren Versuchen eine Rolle gespielt haben.
So wurde hier die AbstoBBungsprophylaxe lediglich auf Kortikoidbasis (allerdings hochdosiert)
mit Prednisolon vorgenommen, was zunéchst fiir den vergleichsweise kurzen Zeitraum von
einer Woche als ausreichend angesehen wurde. Das Mittel der Wahl zur

AbstoBungsprophylaxe ist zur Zeit neben Steroiden und Azathioprin jedoch zusitzlich
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Cyclosporin A (vergl. 1.1), das wegen seiner nephrotoxischen Nebenwirkung im Hinblick auf
unsere Versuche Bedenken hervorgerufen hatte, da die Tiere einseitig nephrektomiert waren.
Azathioprin und Cyclosporin haben des weiteren ihren Hauptanwendungsbereich im Rahmen
der chronischen Abstoungsprophylaxe. Die Maximaldosis des Cyclosporins wird iiber die
iibliche einschleichende Dosierung erst nach ca. 1 Woche erreicht, d.h. mit einer
ausreichenden Wirkung im Hinblick auf die friihe Organabstoung wire fiir unsere Versuche
mit der einwdchigen Uberlebenszeit der Tiere nicht zu rechnen gewesen. Ahnlich verhilt es
sich mit dem Azathioprin, dessen antiproliferativer Effekt erst nach einer Woche einsetzt. Die
Wirkung des Prednisolons setzt in der verwendeten Dosis bereits nach wenigen Stunden ein
und ist so fiir die Prophylaxe akuter und frither AbstoBungsreaktionen geeignet.
AbstoBBungsvorgénge konnen jedoch dennoch moéglicherweise in unseren Versuchen eine
Rolle bei der Verminderung der EDHF-vermittelten Relaxation im Vergleich zu der bei den

Kontrollherzen oder bei den NHBD-Versuchen gefiihrt haben.
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5. Zusammenfassung

Uberschreitet die Konservierungszeit von Herzen bei den derzeit iiblichen Verfahren 3,5
Stunden, so nimmt die Rate an Funktionsstérungen stark zu.

Das Ziel unserer Experimente war die Untersuchung der Methode der Sauerstoffpersufflation
der Koronararterien (COP) am Versuchstier Schwein unter Verwendung der University of
Wisconsin-(UW-)Lésung mit vierzehnstiindiger Konservierungszeit und einer Uberlebenszeit
der Tiere von sieben Tagen. Die UW-Ldsung war bereits erfolgreich in vorhergehenden
Versuchen mit Anwendung der COP und lediglich dreistiindiger Uberlebenszeit der Schweine
verwendet worden. Die vorliegenden Versuche wurden im Direktvergleich mit der derzeit in
Europa tiiblichen Methode der einfachen hypothermen Lagerung unter Verwendung der
Histidin-Tryptophan-Ketoglutarat-Losung nach Bretschneider (HTK) iiber drei Stunden
vorgenommen.

Die Herzen wurden mit den jeweiligen Losungen freigespiilt und anschlieend entsprechend
gelagert. In der UW+COP-Gruppe wurden die Herzen bei 0 bis 1 °C mit Anwendung der
COP antegrad tiber das Koronarsystem tiber 14 Stunden konserviert und anschlieBend nach
einseitiger Nephrektomie heterotop an die Nierengefdfle eines zweiten Tieres transplantiert.

In der Kontrollgruppe wurden die Herzen nach Freispiilung mit HTK-Losung iiber 3 Stunden
hypotherm gelagert und anschlieBend wie in der UW+COP-Gruppe transplantiert. In der
folgenden Woche wurden tégliche Blutentnahmen zur Bestimmung des kardialen Troponin T
und der Kreatinkinase vorgenommen. Die Entnahme der Herzen inklusive des
Empfiangereigenherzens erfolgte nach einer Woche mit vorheriger funktioneller Untersuchung
des Transplantates im Hinblick auf den maximalen linksventrikuldren Druck, die maximale
Kontraktions- und die maximale Relaxationsgeschwindigkeit. AnschlieBend erfolgte die
Gewebsprobenentnahme aus verschiedenen Herzregionen mit der Frierstopmethode in
fliissigem Stickstoff zur Bestimmung des Stoffwechselstatus der Herzen. Die Koronararterien
von Transplantat und Empfangereigenherz wurden gesondert im Organbad hinsichtlich des
Erhaltes ihrer Fahigkeit zur endothelvermittelten Relaxation untersucht.

Sowohl in Bezug auf die mechanischen als auch auf die enzymatischen und biochemischen
Untersuchungen waren zwischen den Gruppen keine signifikanten Unterschiede festzustellen.
Wie bei den vorher gegangenen Untersuchungen mit 3 Stunden Reperfusion blieb die
endothelvermittelte Relaxation der Koronararterien auch nach 1 Woche erhalten. Allerdings

sank der nicht auf Stickstoffmonoxid- (NO-)Freisetzung beruhende Anteil massiv ab, wurde
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aber durch den Anstieg der NO-vermittelten Relaxation voll kompensiert. Das Mal3 der
Beeintrichtigung der Endothelium Derived Hyperpolarisation Factor- (EDHF)-vermittelten
Relaxation war fiir die 14stiindige COP-Konservierung mit UW-Losung und die 3stlindige
Kaltlagerung mit HTK-LOosung vergleichbar. Damit ist die Effektivitit der COP bei

Verwendung der UW-Ldsung evident.
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