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Die Aufgabenstellung dieser Arbeit basiert auf dem grundsétzlich vorhandenen Interesse an
Madglichkeiten der Myokardprotektion nach vorhergehender Schadigung. Darauf bezugnehmend
werden hier zwei vermeintliche Protektoren, die Reduktionsmittel Glutathion und Ascorbinsaure,
auf ihre Potenz zur Kardioprotektion Gberprift. Die sogenannte "Scavenger"-Funktion beider
Reduktionsmittel ist dabei als Wirkmechanismus von hauptsachlichem Interesse. Es werden
einfache Modelle (Langendorff-Herz, Vorhof-Aurikel-Préparat) verwandt, in denen Glutathion
und Ascorbinsdure mit unterschiedlichen Noxen in kombinierten Testreihen zur Reaktion
gebracht werden. Neben den Untersuchungsergebnissen steht der vorgegebene methodische

Ansatz dieser Arbeit als nicht optimal zur Diskussion.

Kalder, Frank: Untersuchung der kardioprotektiven Wirkung von Reduktionsmitteln (Glutathion,
Ascorbinséure) an experimentell geschédigten Herzpréaparaten.
Halle, Univ., Med. Fak., Diss., 68 Seiten, 1999



Inhaltsverzeichnis

LEINfUhrung . .. ..o

1.1 AlgEMeINES . . .o
1.2. Betrachtungen zur Radikaltheorie . ... ...... ... .. ... .. .. .. ... ....
2. Potentielle Wirkmechanismen der Reduktionsmittel. . .................
2.1, Glutathion . ... ...
2.2, ASCOIDINSAUIE. . .. i
3. Potentielle Wirkmechanismender Noxen .. ............ ... ... ... ....
3.1, ISChaBmIe . ..o
3.2, Verapamil .. ...
3.3, Pentobarbital . ...... ... ...
3.4. Tetrachlorkohlenstoff . .. ........ .. .. .. . .
3.5. Kaliumionen-UberschuB . ..............o i,
3.6. Untersuchungsansatz .. ...............iiiii s
4. Erlauterung und Beschreibung der Methodik .......................
4.1. Versuchsaufbau und -durchfiihrung fir das Aurikel-VVorhof-Praparat . . . . .
4.2.  Versuche am isoliert perfundierten Rattenherzen nach Langendorff . .. ...
4.3. Statistische AUSWEIUNG . . . ... e

12

15



5.1

5.2.

5.2.1.
5.2.2.
5.2.3.
5.24.
5.2.5.

10.

11.

12.

13.

Ergebnisse und graphische Auswertung . . .......... ... .. 34

Dosiswirkungskurven der Schutzsubstanzen .. ...................... 35
Dosiswirkungskurven der Noxen in Kombination mit Protektion .. .. ... 40
Schéadigung durch Ischamie . .......... ... i 40
Schéadigung durch Verapamil . .............. ... ... ... ... ... 42
Schédigung durch Pentobarbital . .. ............ ... ... .. .. ... ..., 47
Schadigung durch Tetrachlorkohlenstoff .. ......................... 51
Schadigung durch Kaliumionen-UberschuB . ........................ 56
DiSKUSSION . . . o 59
Zusammentassung . .. ..ot 62
Literaturverzeichnis. . ... ... ... i e 64
TRESEN . o 69
Tabellarischer Lebenslauf . ........... ... ... .. .. ... .. .. .. ... 72
Selbstandigkeitserklarung . . ... . 73
Erklarung tber frihere Promtionsversuche . .. ....................... 74

Danksagung . . . ..o 75



1.Einflhrung

1.1. Allgemeines

Der Myokardinfarkt ist eine der Haupttodesursachen in den hochentwickelten Industriel&ndern
unserer Zeit und beruht auf einem Verschlul? der Koronararterien, woraus letztendlich der
Untergang des Herzmuskels wegen des Defizits an notwendigen Sauerstoff resultiert. Die
Restoration des myokardialen Blutflusses zum friihest méglichen Zeitpunkt nach Anfang einer
Ischamie ist deshalb eine kausale dringliche Therapie und héchst bedeutungsvoll, um das
Fortschreiten des myokardialen Zelltodes zu hemmen und um eine funktionelle Erholung des
reversibel geschadigten Myokards zu gewéhrleisten (1). Dafiir stehen chirurgische Verfahren
(Bypass-Operation), Verfahren der interventionellen Kardiologie (Katheterdilatation u.a.) und
thrombolytische Medikamente (z.B. Streptokinase) zur Verfiigung (2). Trotz dieser Bemihungen
eine Mangeldurchblutung so schnell wie mdglich zu therapieren, kommt es nach einer Ischdmie
fast ausnahmslos zu Funktionseinschrdnkunken des Myokards und zu myokardialen
Gewebsschéden (3).

Selbst eine schnelle, vollstandige Reperfusion nach einem koronaren VerschluB kann schwere
Arrhythmien und andere Formen der Schadigung, sogenanntes "Stunning" oft nicht verhindern,

was dann durch eine langere Periode der kontraktilen Dysfunktion deutlich wird.

Das Interesse an den Moglichkeiten zur Verbesserung der Erholung nach myokardialer Ischdmie
mit Hilfe von Antioxidantien ist in den letzten Jahren enorm gestiegen. Zur Durchfihrung solcher
Untersuchungen und zum Studium der fir die myokardialen Reperfusionsschaden
verantwortlichen Mechanismen wurden als Testsysteme oft das isoliert perfundierte Rattenherz
nach Langendorff und das VVorhof-Aurikel-Préparat genutzt.

Die Mdglichkeit zur einfachen Kontrolle der myokardialen Funktion spricht fur die isoliert
perfundierten Herzmodelle als geeigneten Ansatz zur Bewertung direkter myokardialer Effekte
von Medikamenten.

AuRerdem konnen durch die Nutzung dieser mit Puffer-Losungen perfundierten Praparate diverse
Interaktionen zellul&rer Blutelemente, Serumfaktoren und interferierender neurohumoraler
Signale ausgeschlossen werden, die bei In-Vivo-Studien als zusatzliche Faktoren die Analyse
direkter Effekte erschweren (4).



Kritisch sind bei diesen mit salinen Puffer-Losungen perfundierten Modellen die Beobachtungen
nach langerer Versuchsdauer wegen der begrenzten Stabilitat der Praparate zu bewerten.
Besonders dirfen dabei die Wirkungen des koronaren Innendruckes nicht unbewertet bleiben, da

sie mit zunehmender Versuchsdauer zur Odembildung und zu gestorter Organfunktion fiihren (4).

1.2. Betrachtungen zur Radikaltheorie

Bekannterweise werden im Ablauf des oxidativen Stoffwechsel von den Zellen potentiell
toxische Radikalspezies produziert, fur deren Entgiftung in der Regel spezifische und
nichtspezifische Scavenger-Systeme in den Zellen vorhanden sind (4). Es ist wiederholt
nachgewiesen worden, dal3 die nach einer Ischdmie oder Hypoxie folgende Reperfusion die
Produktion von derartigen sauerstoffspezifischen Radikalspezies weiter ansteigen laft, wodurch
das AusmaR der ohnehin vorhandenen ischdmischen Gewebsschaden zunimmt (1,4). Die freien
Radikale schadigen dabei lebensfahige Gewebe durch die Peroxidation von Lipiden und durch
die Oxidation von Protein-Sulfhydrylgruppen, was zu Stérungen der Membranpermeabilitit und
der Enzymfunktion fuhrt (1).

Trotz vieler Studien tber Ursprung und Schédigungsvermdgen der verschiedenen Radikalspezies
sind die exakten Reaktionsmechanismen und die konkrete Rolle der einzelnen aktiven
Sauerstoffmetabolite in vielen Krankheiten noch immer nicht ganzlich klar (5). Bestimmte
Sauerstoffmetaboliten, Hydroxylradikale sowie Komplexe von Sauerstoffradikalen und
Eisenionen attackieren Proteine, DNS und Lipidmembranen, was dann zu einem Abfall der
zellul&ren Aktivitat und zu einer Verschlechterung der Funktion oder zum Zelluntergang fuhrt
(5). Solche Radikalspezies entstehen wéhrend des Anstiegs der Sauerstoffspannung innerhalb der
Zellen Uber physiologische Normalwerte sowie bei Reoxigenierung nach Hypoxie. Sie fuhren
dann unter anderem zur Lipidperoxidation von biologischen Membranen (5). Ungesattigte
Fettsduren sind Bestandteil der Zellmembranen und sehr empfénglich fur die Lipidperoxidation.
Die grundlegende Bedeutung der Lipidperoxidation wird durch die Tatsache illustriert, daf in
vielen Fallen Krankheitsentstehung mit einer Anhaufung von Lipidperoxiden korreliert (5). Eine
Anzahl antioxidativer Mechanismen verhindert die durch reaktive Sauerstoffprodukte
verursachten Schaden, die wahrend des oxidativen Stresses induziert werden. Die priméren
intrazellularen Abwehrmechanismen gegen diesen Typ der Schaden basieren auf Superoxid-

Dismutase (SOD), Glutathion-Peroxidase, Katalase und Vitamin E, die in der Lipidmembran



lokalisiert sind (1). Dabei ergénzen sich die antioxidativen Aktivitaten dieser "Scavenger" oft
untereinander. Aus reaktiven Superoxidanionen kann durch Katalysatorfunktion von SOD

Wasserstoffperoxid und schliellich oxidiertes Glutathion gebildet werden (Abb.1).

Superoxid-Dismutase

20; + H* S  Hz02 + Op
2 Hy0p Katalase = 2H0 + Oy
Glutathion-Peroxid
HyOp + 2GSH "= 2 Hy0 + GSSG

Abb.1: Endogene Enzyme als Katalysatoren bei antioxidativen Reaktionen

Die Spaltung von Wasserstoffperoxid zu Wasser und Sauerstoff wird katalysiert vom Enzym
Katalase (Abb.1). Eine andere Reduktion von Wasserstoffperoxid oder Lipidperoxiden durch
Glutathion-Peroxidase ist kombiniert mit der Oxidation von Glutathion, was dann schlief3lich zur
Formation von Glutathion-Disulfid fiihrt (Abb.1) (1). Die myokardialen Konzentrationen an
freien Radikal-Scavengern wie Glutathion, Glutathion-Peroxidase und SOD kdnnen durch eine
Hypoxie reduziert werden, wodurch die Anfalligkeit hypoxischer Zellen fur Schaden durch freie
Radikale wahrend der Reoxigenation der Gewebe wéchst (1).

Die Aktivitaten von SOD, Katalase und Glutathion-Peroxidase im Plasma dagegen sind sehr
niedrig oder fehlen ganzlich (1).

Es ist weiterhin bekannt, dal? die extrazellulare Abwehr gegen freie Radikale durch Proteine, wie
Ceruplasmin, Albumin und Haptoglobin, sowie durch zirkulierende Erythrozyten erganzt wird
(1). Erythrozyten sind effektive Hemmer von Schéden, die durch Wasserstoffperoxid verursacht
werden, jedoch nicht fur durch Superoxidanion initiierte Schaden (1). Die Reperfusion
ischamischer, isolierter Rattenherzen mit Erythrozyten flihrt zu einem Ansteigen der
ventrikuldaren Funktion und einem Abfall des myokardialen Wasserstoffperoxids (1).
Verschiedene Ergebnisse zeigen, dal die Erythtozyten-Katalase endogen erzeugtes

Wasserstoffperoxid und die damit verbundenen Gewebsschaden vermindern kann (1).



Ausgehend von diesen bekannten endogenen antioxidativen Mechanismen bestand die
Aufgabenstellung meiner Arbeit, eine potentielle kardioprotektive Wirkung der exogen
verabreichten Reduktionsmittel Glutathion und Ascorbinsaure an experimentell geschadigten

Herzpréparaten in den verschiedenen Modellansétzen zu untersuchen.



2. Potentielle Wirkmechanismen der Reduktionsmittel

2.1. Glutathion

- Glu Cys Gly
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Abb. 2: Glutathion in reduzierter (GSH) und oxidierter Form (GSSG)

Glutathion ist ein Aminosdurederivat, das im Stoffwechsel der Zellen eine unterschiedlich
wichtige Rolle spielt und in hoher Konzentration vorhanden ist (4,6,7). Glutathion ist in einem
Redoxkreislauf eingebunden, in dem es in oxidierter Form (GSSG) und in reduzierter Form
(GSH) auftritt (4,6). Oxidiertes Glutathion besteht aus zwei durch eine Disulfidverbindung
miteinander verketteten Tripeptiden, wahrenddessen die reduzierte Thiolform ein einzelnes
Tripeptid mit einer freien Sulfhydryl-Gruppe darstellt (6,7). In diesem Redoxsystem wird die
Reduktion von GSSG zu GSH durch die Glutathion-Reduktase katalysiert. Hierbei ist das
Gleichgewicht stark zugunsten des reduzierten Glutathion verschoben und NADPH als Cofaktor
notwendig (4,6,8).

In den tierischen Zellen hat Glutathion zahlreiche Schllsselpositionen bei biochemischen
Prozessen inne, wobei die Wirkung als Antioxidans wahrscheinlich sehr wichig ist (7). Weiterhin
spielt es eine enorme Rolle im Metabolismus der Cystein-enthaltenden Proteine und ist beteiligt
an der Deaktivierung toxischer, elektrophiler Agentien bei durch Schwefelverbindungen
katalysierten Enzymtransporten (7).

Im Stoffwechsel Gbernimmt GSH die Aufgabe eines Sulfhydryl-Puffers, der unter anderem den
Cysteinrest von Hamoglobin und andere Erythrozyten-Proteine in ihrer reduzierten Form erhalten

soll (4,6). Untersuchungen ergaben, dal? fiir die nattirliche Struktur der Erythrozyten reduziertes



Glutathion unentbehrlich ist, da schon ein geringfugig kleinerer Spiegel an GSH eine htéhere
Affinitat der Blutkorperchen zur Ha&molyse als im Normalfall erkennen laRt (4,8).

Ebenfalls bedeutend ist der Glutathion-Redoxzyklus fir den Erhalt der normalen mito-
chondralen Funktion, wobei der GSH-Spiegel hier mit der Aktivitat der Carnitin-Acylcarnitin-
Translokase korreliert, die dadurch zu einem Indikator fiir die Glutathion-Prasenz in den Zellen
wird (9).

Bei der im aeroben Leben unweigerlich auftretenden Produktion von Nebenprodukten, wie
Hydrogen-Peroxiden und natlrlichen Peroxiden besitzt Glutathion eine wichtige
Entgiftungsfunktion (4,10,11). Hierbei ist Glutathion in ein spezifisches Scavenger-System der
Zellen eingebunden, das den zahlreiche Verdnderungen provozierenden Sauerstoffradikalen
entgegenwirken soll (12). So werden beispielsweise Wasserstoffperoxid und Lipidperoxide im
Glutathionzyklus in einer durch Glutathion-Peroxidase katalysierten Reaktion mit reduziertem
Glutathion unter Bildung von Wasser und Sauerstoff metabolisiert, was in einer groRen Anzahl
von Zellen passiert (4,8). Das somit gebildete oxidierte Dimer von Glutathion (GSSG) wird dann
nachfolgend im Redoxkreislauf wieder zu GSH reduziert (12). Die unterstlitzende Wirkung von
reduziertem Glutathion und Glutathion-Peroxidase beim intrazelluldren Schutz gegen Schadigung
durch diese reaktiven Spezies konnte in zahlreichen Studien bestatigt werden (13).

Zu schweren pathophysiologischen Konsequenzen kann es kommen, wenn eine zu groRe Anzahl
von Oxidantien die Kapazitat des Glutathion-Metabolismus Gbertrifft, woraus dann oxidativer
Strel? resultiert (12). Die dabei nicht entgifteten Oxidantien kdnnen dann Strukturproteine,
Enzyme, Membranlipide und Nukleinséuren angreifen und somit entscheidend die Zellfunktion
beeintrachtigen (12). Zu einer Behinderung der ATP-Synthese durch nicht entgiftete Peroxide
kann es auf mitochondrialem oder glykolytischem Wege kommen (14). Eine intrazellulére
Anhaufung von GSSG, welches im UbermaR auch selbst Schaden (Reaktionen mit freien
Sulfhydrylgruppen von Proteinen) anrichten kann, wird durch die Funktion ATP-abhangiger,
Carrier-vermittelter Mechanismen stark vermindert (12).

Die hier im Vordergrund stehende Bedeutung des Glutathions als Protektor geht auf

einen ausgebildeten Schutzmechanismus der Zelle zuriick, der unter Zuwendung von Glutathion
und anderen Reduktionsaquivalenten das Entstehen von Peroxidbildungen (an Fettsdureketten)
verhindert (1,5). Ahnlich wie die Zellen anderer Organe sind natiirlich auch die Myozyten mit

einem solchen antioxidativen Enzymsystem ausgeristet, welches auf3er dem Glutathion-
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Redoxsystem noch Superoxid-Dismutase (SOD) und Katalase enthalt, um sich vor Schadigungen
durch reaktive Verbindungen zu schitzen (15). Allein die Fahigkeit von Glutathion als
Elektronendonator Wasserstoffatome von seiner Thiol-Gruppe zu spenden, um damit meistens
kohlenstoff-, sauerstoff- oder nitratbeladene Radikale zu binden und damit zu deaktivieren, macht
die Wirksamkeit als Antioxidans aus (16).

Da sich Glutathion auch im Herzen als wichtige antioxidative Substanz und damit als Protektor
erwiesen hat, gibt es zu dem Problem der mdglichen therapeutischen Nutzbarkeit von exogener
Glutathion-Zufuhr bei Herzinfarkt umfangreiche wissenschaftliche Untersuchungen.

Es ist bekannt, daB es durch Ischdmie und Reperfusion zu einer Erschopfung des natirlichen
Glutathion-Gehaltes der Zellen kommt (17,18). Ein Mitarbeiterteam um FERRARI konnte
zeigen, dal3 sich die Erschépfung des myokardialen Glutathions bzw. anderer Antioxidantien in
der Ischdmieperiode nachteilig auf den Selbstschutz des Myokards gegen reaktive
Sauerstoffmetaboliten in der nachfolgenden Reperfusion auswirkt und einen groRen Anteil am
Ausmal’ der myokardialen Reperfusionsschaden hat (8,17). Der Glutathion-Verlust in den Zellen
kommt wahrscheinlich wahrend der Ischamie durch ein starkes Anwachsen der Glutathion-
verbrauchenden Reaktionen, aber auch durch eine zu geringe Regenerationsrate im Glutathion-
Zyklus zustande (18).

Bedingt durch diese intrazellulare Glutathion-Erschdpfung ist insbesondere im Endothel eine
Steigerung der Zell-Lyse zu verzeichnen, welche nach HARLAN et al. auf Hydroperoxide und
aktivierte Leukozyten zurlickzufihren ist (19). Die Schadigung der Endothelzellen durch
Superoxid-Radikale bzw. durch Peroxid-erzeugende Systeme dufert sich durch eine Bildung von
Blasen und durch eine Vakuolisierung in den Zellen. Die endothelialen Schaden werden im
Glutathion-erschdpften Herzen nach Ischdamie und Reperfusion besonders durch Anstieg des
koronaren Widerstandes deutlich, was letztendlich zu einer Versteifung der Kammermuskulatur
("Stunning") und damit zur LeistungseinbuRe fuhrt (4).

SINGH et al. (1989) untersuchten die ZweckmaRigkeit einer externen Glutathion-Zufuhr. Hier
wurde zuerst an vorbehandelten Versuchstieren ("Yorkshire pigs™) das myokardiale Glutathion
durch einen potenten Glutathion-Synthesehemmer erschopft, um dann im Vergleich mit
unbehandelten Tieren das Ausmald der Schadigungen nach oxidativen Strel3 feststellen zu kénnen
(8). Durch eine intravenose Glutathion-Administration konnte hier ein positiver Effekt erzielt

werden, da mit dieser externen Glutathion-Zufuhr der myokardiale Glutathion-Gehalt wéhrend
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der Ischdmie anstieg und die reperfusionsbedingten Schaden bzw. das myokardiale
InfarktausmaR reduziert werden konnten (8).

Verschiedene andere Arbeiten an isoliert-perfundierten Herzmodellen haben ebenfalls gezeigt,
dal’ eine Anreicherung des Perfusats mit GSH eine deutlich bessere Erholung der
Ventrikelfunktion nach Ischdmie und Reperfusion mit sich bringt (4,13,20). Eine verbesserte
Funktion beruht jedoch weniger auf einem Ansteigen des intrazellularen GSH-Spiegel (GSH
kann nicht effektiv in die Zellen transportiert werden) als vielmehr auf noch unergriindeten
Effekten des extrazelluldren Glutathions (13,21). WEINBERG et al. (1987) schluBRfolgerten nach
Versuchen an einem Modell hypoxisch geschédigter renaler Tubuli, dal} der cytoprotektive Effekt
des exogenen Glutathion wahrscheinlich auf Glycin zuriickzufuhren ist, welches durch Abbau
aus GSH entsteht (22).

Auch SHUG et al. verweisen auf Glycin, welches sich im Glutathion-erschopften Herzen
vermutlich nach Abbau reduzierter Myozyten bildet (4). Glycin ist nicht unbedeutend an der
Detoxifikation von Acyl-CoA beteiligt, einem amphipathischen Molekil mit grenzflachenaktiven

Eigenschaften, das sich besonders wéahrend myokardialer Ischamie anhduft (4).

2.2. Ascorbinsaure

ol -

ol o] ce. it 101 1O et OO
o@\cﬁ;HzﬂH 3 UDCQCHEOH z OU\CQCH?BH
o L el 0 bn ent 0L
L-Ascorbinsiure L-Semihydroascorbinsdure L-Dehydroascorbinsdure

Abb. 3: Ascorbinsaure als Protonen-Donator und -Akzeptor
Strukturell ist Ascorbinséure ein mit Glucose und anderen Hexosen verwandtes sechsgliedriges

Kohlenstoff-Ketolacton und wasserlésliches Vitamin. Im Koérper wird es reversibel zu

Dehydroascorbinsaure oxidiert, wirkt also im Rahmen eines Redoxgleichgewichts als
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Elektronendonator und Elektronenakzeptor, worauf auch die biologische Hauptwirkung beruht.
Die bedeutungsvollen Redoxvorgange laufen zwischen L-Ascorbinséure (wirkt als 1-
Elektronendonator) und der radikalischen L-Semihydroascorbinsdure ab (23,24,25,26).

Neben zahlreichen anderen Aufgaben, die Ascorbinsdure im Stoffwechsel zu bewéltigen hat,
steht flr uns hier die Bedeutung als endogener "Scavenger" im Vordergrund (5). Diese Funktion
als Radikalfanger geht von spezifischen Scavengersystemen aus, mit denen die Zellen
ausgestattet sind, um sich vor Sauerstoffradikalen und anderen toxischen Sauerstoffmetaboliten
zu schiitzen, die ganz eindeutig zu reversiblen und irreversiblen Gewebsschéden, unter anderem
auch am Myokard fiihren kdnnen (12). Die freien Radikale kennen hierbei verschiedene
Schédigungsmuster, wobei die Peroxidation von Membranphospholipiden und die Oxidation von
Sulfhydrylverbindungen sicherlich am bedeutungsvollsten sind (5). Wahrend es im Rahmen der
Phospholipidperoxidation zur Entstehung von verschiedenen Radikalspezies, wie Lipidradikale,
Lipidalkoxylradikale, Lipidperoxide und Lipidhydroperoxide kommt, werden bei der Oxidation
von Sulfhydrylverbindungen essentielle Membrantransportproteine und Enzyme inaktiviert, was
wiederum zur Anhaufung bestimmter Elektrolyte und damit zur Zellschadigung fihrt (5). Mit
Hilfe der Antioxidantien, die in den endogen Schutzsystemen eingebunden sind (neben
Ascorbinsdure auch Vitamin E und alpha-Tocopherol), versuchen die Zellen die durch eine
explosions-artige Radikalproduktion ausgeldsten und fortlaufenden Kettenreaktionen
einzuddmmen bzw. zu beenden (5).

Obwohl Ascorbinsdure zu den am stérksten reduzierenden Agentien im biologischen Milieu
gehort, kann sie speziell bei Anwesenheit von Metallionen selbst aktive Sauerstoffspezies
erzeugen und ist somit auch als Prooxidans aktiv (23,27). Im Zusammenhang mit vorhandenen
Metallionen wird ebenfalls die Autooxidation von Ascorbinsaure stimuliert. Die Zytotoxizitét des
Vitamins ist sauerstoffabhangig und korreliert gleichsinnig mit seiner Autooxidation (23).
Bisherige Versuche Ascorbinséurederivate mit einer verbesserten autooxidativen Resistenz zu
synthetisieren, konnten nur mit unbefriedigenden Ergebnissen beendet werden (23).

In den letzten Jahren gab es viele Untersuchungen (ber die genauen Wirkmechanismen sowie
uber die therapeutische Nutzbarkeit von Ascorbinsdure als "Scavenger™” und damit als
Schutzfaktor der Zellen vor oxidativen Stref3.

Unter anderem versuchten japanische Wissenschaftler bekannte Antioxidantien (darunter auch

Ascorbinséure) strukturell zu verédndern, um vorhandene Scavengerwirkungen weiter zu
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verbessern (24). Auf der Basis vorhergegangener Versuche von KATO et al. (26) erkannte man
vor einiger Zeit, daB infolge struktureller Modifikation der Ascorbinsdure durch Substitution der
3-Hydroxylgruppe mit lipophilen Teilen neue Verbindungen geschaffen werden kénnen, die sich
durch eine starke Radikalketten-unterbrechende Aktivitat sowie Affinitat fir Biomembranen
auszeichnen (24). Somit konnen also auch lipophile Ascorbinsdurederivate protektiv gegen
Reperfusionsschaden eingesetzt werden (24). Besonders beteiligt an der Entwicklung der eben
benannten Verbindungen haben sich NIHRO et al. (23,24,26). Die von ihnen synthetisierten
verschiedenen 3-O-Alkylascorbinsauren wurden eingehend auf Beziehungen zwischen Struktur
und antioxidativer Aktivitat, auf die Elektronen-donatierende Potenz sowie auf Effekte gegentiber
der Lipidperoxidation und auf autooxidative Stabilitit untersucht (23).

Es gab auch Untersuchungen, ob und wie bei experimentell definierten Versuchsbedingungen
initiierte Gewebsschaden optimal gehemmt bzw. vermindert werden kénnen. DOPPELFELD und
PARNHAM untersuchten zu dieser Thematik in einer Studie von 1992 Ascorbinséureeffekte an
isoliert perfundierten Herzmodellen (3). Bei diesen Versuchen zeigte es sich unter anderem, daf
die hemmenden Effekte von lipophoben Antioxidantien auf reperfusionsbedingte Gewebsschéden
nach langeren Ischamieperioden (Perfusion und Reperfusion unter konstanten
Druckbedingungen) sehr viel ausgeprégter sind, als bei kurzdauernden ischdmischen Zustanden
(3). Unter konstanten FluRbedingungen jedoch, hier wurde die Ischamie durch elektrische
Tachystimulation erzeugt, scheint der Einsatz von Ascorbinsdure zur verbesserten Erholung der
Kontraktilitdt wahrend der Reperfusion noch effektiver.

Im Gegensatz zu den positiven Effekten kann Ascorbinsdaure unter konstanten Druckbedingungen
auch pathologische hdmodynamischen Verdnderungen hervorrufen, wie Kontraktilitatsverlust
oder eine ausbleibende Verbesserung von Frequenz und koronarem Fluf? nach der Reperfusion.
Die Negativeffekte von Ascorbinsdure sind noch ungeklart, wobei nicht Gbersehen werden darf,
dal’ dieses Vitamin wie schon erwéhnt als Redoxagens in der Lage ist, sowohl vor Radikalen zu
schutzen als auch selbst welche zu erzeugen (3).
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3. Potentielle Wirkmechanismen der Noxen

3.1. Ischamie

Allgemein versteht man unter einer Ischdmie eine lokal existierende Blutleere bei relativer oder
totaler Unterbrechung der arteriellen Durchblutung (28,29,30). Die ischamische Herzkrankheit
bzw. die myokardiale Ischamie, die in dieser Arbeit im Vordergrund steht, ist in den industriell
hochentwickelten Landern die am haufigsten verbreitete Erkrankung der Gegenwart. Die
klassische Ischdamietheorie nimmt bei der Entstehung derselben hauptsachlich ein durch
hamodynamische Ursachen hervorgerufenes MiRverhaltnis von Sauerstoffangebot und
Sauerstoffverbrauch an (28,29,30). Die KoronargefaRe werden dabei als maximal weitgestellt
angesehen, wobei man Veranderungen der Myokarddurchblutung einer extravaskuléaren
Kompression zuschreibt (30). Neuere Auffassungen betrachten die aktive Koronarvasomotion fir
die Auslosung einer Myokardischdmie (im Unterschied zur traditionellen Vorstellung) als
wesentlich mitverantwortlich (30). Die gesunde Koronarzirkulation zeichnet sich durch eine
ausgezeichnete Anpassungsfahigkeit an die stdndig wechselnde Leistung des Herzen aus. Bei
Durchblutungsstérungen kann selbst bei einer geringen Restdurchblutung in einem bestimmten
Zeitintervall die Myokardfunktion aufrechterhalten werden, ohne das dabei irreversible Schaden
entstehen (30,31,32). Kommt es dann doch bei langer bestehender Mangeldurchblutung zu
Storungen oder Schaden der Funktion, kdnnen sehr vielfaltige funktionelle und organische
Faktoren dabei eine Rolle spielen.

So zum Beispiel sind Lage der Stenose, Vollstandigkeit der Occlusion, Reversibilitat der
eingetretenen Dysfunktionen, sowie Art, Starke und Zeitdauer der Schadigungen wichtige
Kriterien zur Beurteilung der Ischdmie und deren Folgezusténde.

Im Gegensatz zu einer schweren Ischdmie (l&nger als 20 min), bei der es zu einem
Myokardinfarkt und zum irreversiblen Verlust der kontraktilen Funktion kommt, kann das
Myokard bei leichteren Ischamieformen vital bleiben, zunédchst mit einer chronisch reduzierten
kontraktilen Funktion, die sich nach Reperfusion aber wieder normalisiert (30, 33). Dieser
Zustand wird als "hibernating™ Myokard bezeichnet (30,34). Hierbei wird das Myokard, das bei
leichteren Isch&mieformen seinen Energiebedarf tiber eine gewisse Zeit dem verminderten

Angebot anpaldt, analog mit einem im Winterschlaf befindlichen Tier verglichen, das ohne
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Nahrungszufuhr und mit reduzierten Energiebedarf den Winter iberlebt (Hibernation =
Winterschlaf) (30).

Durch Reperfusion kann es zur vollstdndigen Erholung der kontraktilen Funktion eines
reversiblen geschadigten Myokards kommen, wozu jedoch eine gewisse Zeit erforderlich ist
(30,35). Diese, eine entsprechende Zeitspanne dauernde, postischdmische Dysfunktion wird als
myokardiales "Stunning” (=Betaubung) definiert (30,36,37). Ein weiterer Aspekt, der aus den
neueren Ischamietheorien hervorgeht, ist "Ischemic Preconditioning”. Hierbei kommt es durch
vorangehende, kurzdauernde ischdmische Sensationen nicht zu einer Summierung und damit zur
Entstehung eines ausgeprégten irreversiblen Schadens, sondern vielmehr wird das Myokard
indirekt durch eine gewisse Anpassung und Gewohnung vor den Folgen einer langerdauernden
Ischdmie geschiitzt (38). Der protektive Effekt von "Ischemic Preconditioning™ beschrankt sich
dabei nicht nur auf eine Verringerung der InfarktgroRRe, sondern vermindert auch Entstehung und
Ausmald ischamisch bedingter Arrhythmien, sowie die Schadigung der autonomen
Herzinnervation (39). Die verantwortlichen Mechanismen, die die rasche Reduktion der
kontraktilen Funktion in der Phase der akuten Myokardischdmie verursachen, sind noch
weitgehend unbekannt (30). Es gibt verschiedene Theorien tber die Méglichkeiten der
Schédigung, wobei sich diese Mechanismen, die dem myokardialen "Stunning" zugrunde liegen,
keineswegs gegenseitig ausschlieBen missen, sondern vielmehr in einem komplexen

Schédigungsmodus eingebunden sind, der folgendermalen gegliedert sein kdnnte (30):

1. Schadigung von Membranen und Enzymen durch freie Radikale (30,40)
2. Dysfunktionen des sarkoplasmatischen Retikulums (30)
3. Abnahme der Kalzium-Sensivitat der Myofibrillen (30).

Fir die Pathogenese des "Stunning” kommt zweifellos den freien Radikalen die grofiite
Bedeutung zu, wobei die kausale Beteiligung der Radikale bei der Ausbildung desselben im
Vordergrund steht (30,41). Zu Beginn der Reperfusion ist immer ein rapider und drastischer
Anstieg der Radikalbildung zu verzeichnen, der dann nach langerer Zeit aber wieder abklingt.
Wahrendessen kommt es im Verlauf der Ischdmie nur zu einer geringen Radikalausschittung
(30,42). Verschiedene Untersuchungen belegen, dal3 eine schnellere Erholung der kontraktilen

Funktion und eine Abschwéchung des "Stunning” durch eine gehemmte Radikalbildung (30) und
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einem beschleunigten Radikalabbau, z.B. mit Hilfe niedermolekularer Antioxidantien (30,42)
oder durch enzymatischen Abbau (30,43) zu beobachten ist.

Zahlreiche Details beziiglich der Radikaltheorie sind noch ungeklart, so zum Beispiel Art und
Weise sowie Ort der freien Radikalbildung. Die Auswahl der Zellen, Organellen und Enzyme,
die wahrscheinlich an der Radikalerzeugung beteiligt sind, ist unklar. Eine wesentliche Rolle
dabei spielen Leukozyten (insbesondere neutrophile Granulozyten), Xanthinoxidase,
Cyclooxygenase und Lipooxygenase, sowie die Autooxidation von Katecholaminen,
Mitochondrien und sarkoplasmatischen Retikulum (1). Ebenfalls diskutiert werden die Fragen,
welche Radikale spezifisch pathogenetisch wirksam sind, wie z. B.
Superoxidradikal,Wasserstoffperoxid, Hydroxylradikal und welche zelluléren Strukturen fir das
kontraktile Versagen nach Radikalschadigung verantwortlich sind (Denaturierung von Enzymen
und Myofibrillen, Lipidperoxidation von Membranen des sarkoplasmatischen Retikulums oder
der Mitochondrien) (30,40,41).

Die einzige Ursache fir die komplexen Zellschadigungen sind die freien Radikale wahrscheinlich
nicht, denn auch eine friihzeitige antioxidative Therapie kann das myokardiale "Stunning" nicht
vollstandig verhindern. Es bleibt also auch die Frage, zu welchem Prozentsatz die Radikale an
der Ausbildung des "stunned"- wie auch des "hibernating” Myokard beteiligt sind (30).
Entgegengesetzt hierzu kann man eine Schlusselfunktion der Radikale fiir die Entstehung des
"Ischemic Preconditioning"” ausschlielRen, denn weder eine freie Radikalbildung noch ein hoher
Schutz vor Radikalen durch die Anregung antioxidativer Mechanismen kdnnen "Ischemic
Preconditioning™ beeinflussen (44).

Zur Zeit sind die dem "hibernating und stunned™ Myokard zugrunde liegenden Mechanismen
bzw. deren Gemeinsamkeiten und Unterschiede bei der Ausbildung der kontraktilen Dysfunktion
noch unerklart (45).
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3.2. Verapamil
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Abb.4: Verapamil - kationisch amphiphile Substanz

Verapamil ist eine antiarrhythmische Substanz kationisch, amphiphiler Natur, die zur Gruppe der
Phenylalkylanine gehort und spezifisch kalziumantagonistisch wirksam ist (46). Allgemein wird
durch Kalziumantagonismus der Einstrom extrazellularer Kalziumionen durch die Zellmembran
blockiert und damit eine daraus resultierende Aktivierung von glatter Muskulatur und Myokard
verhindert (46,47,48,49). Diese pharmakologische Grundwirkung hat auch Verapamil inne,
wobei durch Blockade des Kalziumeinstroms jene Parameter veréndert werden, die ihre Funktion
im Erregungsleitungssystem auf der Basis fortgeleiteter Potentiale ausuben (46,48). Der
Mechanismus der erschwerten Erregung beruht auf der membranstabilisierenden Wirkung dieser
Substanz, die mit einer Verringerung der lonenpermeabilitat einhergeht (48). In seiner Wirkung
ist Verapamil von der elektrischen Téatigkeit der Zellen abhdngig. Entweder penetriert es im
ungeladenen Zustand Biomembranen oder es lagert sich in geladener Form in erh6htem Malie an
der Wasser-Lipid-Interphase von Zellmembranen an. Hierauf beruht auch die
membranstabilisierende Wirkung, wobei diese Aussage und der daraus resultierende
pharmkologische Effekt noch diskutiert wird (46,48). Die spezifische Wirkung von Verapamil
basiert vor allem auf der Verminderung der Depolarisationsgeschwindigkeit, der Verldngerung
der Erregungszeit und der Unterdriickung von spétauftretenden, pathologisch bedingten
Nachpotentialen, welche durch Digitalis oder Katecholamine ausldsbar sind (50). Daraus
wiederum ergeben sich die antiarrhythmischen Mechanismen von Verapamil. Einmal kommt es
zu einem gewissen Schutz des Kammer-Erregungsleitungssystems gegen starke atriale
Reizfrequenzen durch eine Verlangerung der Erregungszeit der Zellen des AV-Knotens. Zum

anderen werden durch Blockade des Einstroms von Kalzium langsamer fortgeleitete Potentiale
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unterdrickt und kreisende Erregungen "reentry-Arrhythmen™ auf Grund einer augenblicklichen
Reizelemination verhindert (47,51,52). Neben den antiarrhythmischen Effekten hat Verapamil
auch eine hypotensive Wirkung, primér hervorgerufen durch eine Erschlaffung der glatten
GefalBmuskulatur des arteriellen Stromgebietes, insbesondere der Koronararterien (48). Dabei
sinkt der periphere GefaRwiderstand ab, wodurch jedoch das vendse System nicht oder nur
minimal tangiert wird (53).

In verschiedenen Studien letzterer Zeit wird haufig Uber protektive Effekte von Kalzium-
antagonisten im ischdmischen Myokard berichtet, wobei es auch hier zahlreiche kontroverse
Untersuchungsdaten gibt. Die Australierin NAYLER, die mehrere Arbeiten zu dieser Thematik
veroffentlich hat (verwendete Tierspezies Uberwiegend Sprague-Dawley-Ratten), gibt sehr wohl
eine Schutzfunktion der Kalziumantagonisten vor Ischamie-Reperfusion-induzierten Schaden an,
solange durch die prophylaktische Therapie mit Kalziumantagonisten ausreichende Plasma-
Spiegel erreicht werden. Aufierdem soll die Entstehung atherogener Plaques behindert werden
durch einen allgemeinen Schutz der vaskularen Endothelzellen insbesondere auch vor der
Lipidperoxidation, wobei die Entstehung freier Radikale durch Verapamil effektvoll gestért wird
(54,55).

DIKSHIT und VAN OOSTEN (1992) stellen dagegen bei Untersuchungen an Kaninchen fest,
dal3 ihre experimentellen Ergebnisse beziiglich der Protektivitit von Kalziumantagonisten nicht
unbedingt mit den in der Literatur verfligbaren Berichten Gibereinstimmen. Sie konnten bei
Anwendung von Verapamil in mikromolaren Konzentrationen in vitro keine Effekte auf die
verschiedenen reprasentativen Marker wahrend einer Ischdamie bzw. Reperfusion, wie zum
Beispiel LDH, MPO, SOD und Katalaseaktivitat feststellen. Lediglich bei sehr hohen
Konzentrationen wurde eine Hemmung von MPO- und Katalaseaktivitat beobachtet (54).

Der protektive Effekt von Kalziumantagonisten bei Ischamie-Reperfusion-induzierten Schaden
ist komplexer Natur und beruht wahrscheinlich auf einem Energie-Spar-Effekt mit langsamen
Verlust der Adenosin-Vorlaufer, einem langsamen Anstieg der zytosolischen Kalziumionen-
Konzentration und einem zeitweise langsamen Verlust von endogenen Noradrenalin (55). Mit
dieser Schutzwirkung verbunden ist eine Minderung der kardialen Kontraktionskraft, die bei
Uberdosierung zu Herzversagen fiihren kann. Diese negativ inotrope Wirkung des Verapamil

wurde in meinen Untersuchungen als "Kardionoxe™ eingesetzt.
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3.3. Pentobarbital
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Abb.5: Pentobarbital

Pentobarbital ist lipophil und als freie S&ure in Wasser sehr schwer Iéslich. Als ein Abkémmling
der Barbitursdure hat es verschiedene, vor allem sedierende, hypnotische und antiepileptische
Wirkeigenschaften (56,57,58,59). Die Hauptwirkung ist eine unspezifische Hemmung (zentrale
Démpfung) des ZNS, wobei die verschiedenen Derivate der Barbitursaure unter therapeutischen
Aspekten gesehen, alle gleichartig wirken und sich nur in der Quantitat unterscheiden (56).

Bei In-Vivo-Betrachtungen der kardiovaskularen Mechanismen von Pentobarbital ist nach oraler
Applikation lediglich ein hypotonischer Effekt zu verzeichnen. Nach intravendser Injektion kann
jedoch eine Abnahme des Schlagvolumens und des Herzzeitvolumens beobachtet werden
(59,60). Interessant ist die Erkenntnis, da Pentobarbitalbehandlung nach globaler und fokaler
Isch&mie die Infarktausdehnung geringer halten kann (61). Moglicherweise beruht dieser Effekt
auf eine durch Pentobarbital verhinderte Anh&ufung freier Fettsauren (62).

Die dem Wirkprinzip von Pentobarbital zugrunde liegenden Mechanismen sind noch nicht véllig
aufgedeckt. So gibt es einige Theorien bzw. einzelne Befunde Uber Permeabilitatsveranderungen
der Plasma- und Zytomembranen von Hirnzellen (56). Man geht davon aus, daR die Verstarkung
der inhibitorischen Effekte von GABA-a im ZNS, die beeinflubar von Chloridionen tber eine

Bindung der Barbiturate an sogenannte Barbiturat-Rezptoren (GABA-a-Neurone) erfolgt, eine

grof3e Rolle spielt (56,58).

Obwonhl zur toxikologischen Komponente von Pentobarbital nur sparliche Erkenntnisse
vorliegen, kann man davon ausgehen, daR bei Uberschreiten der Plasmakonzentrationen von 10
pg/ml Symptome einer Intoxikation auftreten konnen (57). Spezielle Untersuchungen in letzterer
Zeit haben hinreichend darauf hingewiesen, dal} die Anwendung von Pentobarbital

einzuschranken ist, da die Risiken moglicher Intoxikationen und schwerer Nebenwirkungen den
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eventuellen Nutzen bei l&nger dauernder Anwendung deutlich tbersteigen, was sich aus der
Analyse der pharmakokinetischen Daten ergibt (BAYLIFF et al., 1985) (57,63).

Noch bis zuletzt wurde Pentobarbital auch fiir Untersuchungen am Langendorff-System zur
vorbereitenden Andsthesie der Versuchstiere genutzt, wobei Pentobarbital bescheinigt wurde, dal
unerwiinschte Effekte am isoliert perfundierten Herzen durch den schnellen Ausspuleffekt nach
erfolgter Préparation verschwindend gering sind (64). In den Untersuchungen von OGUCHI et
al. (1992) wird dazu jedoch festgestellt, dal? eine Pentobarbitalandsthesie sowohl die
praischamischen Bedingungen als auch die Erholungsphasen in der Reperfusion an isoliert
perfundierten Herzpraparaten ungunstig beeinflut, worauf auch schon von SEGAL et al. (1990)
hingewiesen wurde (64,65). Die negativ inotrope Wirkung des Pentobarbital wurde in meinen

Untersuchungen als "Kardionoxe" eingesetzt.

3.4. Tetrachlorkohlenstoff

Tetrachlorkohlenstoff gehort zu den halogenierten aliphatischen Kohlenwasserstoffen und stellt
sich als farblose, nicht brennbare, suRlich riechende Flissigkeit dar, die schlecht wasserl6slich
und im Grunde nur gering reaktionsfahig ist. Durch den teilweise unterschiedlichen Abbau im
Organismus werden die aliphatischen Kohlenwasserstoffe in verschiedene Gruppen unterteilt,
wobei die Substanz CCly zu den hoch toxischen Stoffen zahlt (66). Auftretende Komplikationen

nach einer Intoxikation beruhen fast immer auf Schadigung der Leber und Nieren, aber auch am
Herzen kann es zu degenerativen

Veranderungen kommen (67,68). Uber die Giftigkeit der Verbindung entscheidet die oxidative
Dehalogenierung von Chlor- und Bromverbindungen im Organismus, was immer mit der

Entstehung reaktiver Metabolite verbunden ist (66). Die metabolische Umwandlung von CCly ist

bestimmt durch die Bildung freier Radikale, wie Trichloromethyl und Trichloromethylperoxid
(69). Die Intoxikation kommt durch die Reaktion der freien Radikale mit Lipiden, Proteinen und
Phospholipiden zustande, die sich miteinander konvalent binden (68). Normalerweise wird das
Auftreten von Peroxidbildungen an Fettsdureketten durch einen zelluldren Schutzmechanismus
verhindert, an dem verschiedene Reduktionsdquivalente, wie zum Beispiel Glutathion, beteiligt
sind (1,5). Dieser gut ausgebildete Schutzmechanismus wird jedoch durch das Auftreten freier
Radikale aus chlorierten Kohlenwasserstoffen auller Kraft gesetzt.

21



Inwiefern nun die einzelnen Gewebsbestandteile bei den unterschiedlichen Interaktionen bis hin
zur Schédigung eine Rolle spielen, ist noch umstritten (68,70). RECKNAGEL und GLENDE
(1973) gehen davon aus, daR die freien Radikale im endoplasmatischen Retikulum eine
Fettperoxidation provozieren, die dann als fortlaufende Kettenreaktion zerstrend auf die Struktur
und Funktion der Membranen wirkt, wobei augenscheinlich das endoplasmatische Retikulum und
die Mitochondrien besonders betroffen sind (68,70). Bedingt durch diese Membranschadigungen
werden Enzyme aus Zellen und Organellen freigesetzt und gelangen ins Blut. Zusétzlich kann es
zu Stoérungen des Elektrolytgefélles an den Grenzbereichen sowie zur Anh&ufung von
Triglyceriden auf Grund gestorter Transportmechanismen kommen (68,71). Die Radikalbildung

durch Tetrachlorkohlenstoff wurde hier als "Kardionoxe" eingesetzt.

3.5. Kaliumionen-Uberschuf

Kaliumionen haben vorrangige Bedeutung bei der Entstehung von Potentialen an erregbaren
Zellen, da sie im Ruhezustand biologische Membranen in beiden Richtungen passieren kdnnen
(72). Das Kaliumpotential, welches also durch die Verteilung der Kaliumionen um die
Membranen und deren Kaliumleitfédhigkeit eingestellt wird, kann als Ruhemembranpotential oder
auch als Ruhepotential aller erregbaren Zellen gesehen werden (72,73). Die durchschnittliche
Kaliumkonzentration im Plasma und Serum liegt zwischen 3,5-4,5 mmol/l, wobei Werte groRer
als 5,5 mmol/l als hyperkalidmisch bezeichnet werden. Im weiteren sollen hauptsachlich die
Ursachen und Auswirkungen einer erhohten Kaliumzufuhr auf den Organismus, insbesondere auf
die Herzfunktion betrachtet werden.

Es ist bekannt, dal} VVeranderungen im myokardialen Blutflu, wie sie beispielsweise wéahrend
myokardialer Ischdmie und Reperfusion vorkommen, stets mit Verdnderungen der extrazellularen
Kaliumionen-Konzentration korrelieren (74,75). Im Verlauf einer akuten myokardialen Ischdmie
kommt es durch den reduzierten BlutfluR zu einer Akkumulation von Kaliumionen im
Extrazelluldrraum, die in der Reperfusionsphase durch Restoration des Blutflusses ausgewaschen
bzw. neu verteilt werden. Abgesehen von den bestehenden Korrelationen zwischen Kaliumionen-
Konzentration und myokardialer Ischdmie bzw. Reperfusion sind Veranderungen der

Kaliumionen-Konzentration auch reprasentativ fir die Anhaufung und Neuverteilung anderer
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ischamischer Produkte, sowie fur die Entwicklung von Arrhythmien wahrend der Ischdmie- und
Reperfusionsphasen (74,75,76,77).

Kardiotoxische Effekte einer auftretenden Hyperkalidmie sind in zahlreichen Studien untersucht
wurden (74,76,72). Ein Ansteigen der Kaliumionen-Konzentration im Plasma bewirkt zahlreiche
Veranderungen an den Membranen und Aktionspotentialen des Herzmuskels, was wiederum
signifikante Anderungen im Elektrokardiogramm hervorruft.

In elektrokardiographischen Untersuchungen konnten bei Erhdhung der Kaliumionen-
Konzentration von 4 mM auf 8 mM verschiedene Abweichungen von bekannten Standartwerten
registriert werden. Unter anderem fiihrt eine Erhéhung der Kaliumionen-Konzentration zu einer
Reduktion der P-Welle und zu einem Ansteigen der T-Welle, sowie zu einer Verbreiterung des
QRS-Komplexes und einer Verkiirzung des QT-Intervalles (77).

Als Folge des Kaliumanstiegs im Extrazellularraum nimmt die Kaliumleitfédhigkeit zu und
bewirkt eine Verminderung des Aktionspotentials (speziell das Plateau des AP wird verkiirzt)
und eine verzogerte Repolarisation (78,79). Da die Herzfrequenz mit der Dauer des AP korreliert
(Kaliumleitfahigkeit &ndert sich am schnellsten im Sinusknoten) kommt es bei einer
Hyperkalidamie zunédchst zur sinus-wellenartigen Aktivitat im EKG mit einhergehender
Bradykardie, die eine schwerwiegende Minderversorgung lebenswichtiger Organe verursacht und
im Extremfall zum Herzversagen flhrt (77,73).

Antagonistische hyperkalidmische Effekte werden unter einer Kalzium-Infusion erzielt (8).
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3.6. Untersuchungsansatz

Um die vermeintlich protektiven Mechanismen der angewandten Reduktionsmittel untersuchen
zu koénnen, missen die Herzpréparate einer definierten Schadigung unterzogen werden. Zur
experimentellen Schadigung der Langendorff-Herzen bzw. der Vorhof-Aurikel-Préparate wurden
die schon oben beschriebenen Noxen ausgewéhlt, wobei die Herzen in beiden Versuchsmodellen
mit den Substanzen Verapamil, Pentobarbital und Tetrachlorkohlenstoff in steigender Dosierung
geschéadigt wurden.

Eine 20-mindtige Ischdmie wurde ausschliel3lich am Langendoff-Herzen induziert, wahrend ein
Kaliumionen-UberschuB am Vorhof-Aurikel-Praparat durch eine stufenweise
Konzentrationssteigerung, des in der salinen Losung ohnehin vorhandenen Kaliumspiegels,
erreicht wurde. Die Verwendung dieser Schadigungsmodelle war fiir meine Untersuchungen

vorgegeben.

Der konzeptionelle Ansatz einer Untersuchung zu Schutzmechanismen konnte sich unter
entsprechenden Rahmenbedingungen prinzipiell in zweierlei Form gestalten:

Mit dem Material geeigneter Literaturvorgaben wird eine konkrete Arbeitshypothese erstellt, die
den vermuteten zelluldaren Mechanismus der zu untersuchenden Substanz beschreibt. Um diese
Hypothese zu beweisen bzw. zu widerlegen, wird eine exakte Auswahl der als Reaktionsparntner
dienenden Substanzen getroffen, die spezifisch auf den zellularen Wirkmechanismus des
Untersuchungsobjektes zugeschnitten sind.

Eine andere Alternative besteht darin, zunéchst ohne konkrete Arbeitshypothese maglichst viele
unterschiedliche Kardionoxen mit vermeintlich protektiven Substanzen miteinander reagieren zu
lassen. Nach systematischer Abarbeitung eines derartigen "Netzwerkes" der unterschiedlichsten
Kombinationen konnte eventuell eine Konstellation mit optimaler Schutzwirkung
herausgefunden werden. Die Erarbeitung einer Hypothese kann dann aus dem positiven

Untersuchungsergebnis heraus erfolgen.
Ein nicht unbedeutender Nachteil des sogenannten "Netzansatzes" ist die Beschrankung der

Untersuchungen auf relativ einfache "screening”-Methoden, die besonders fiir breit angelegte

Untersuchungsreihen geeignet sind, auf der anderen Seite aber auch einen immensen Aufwand
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verursachen, da immer eine sehr groRe Anzahl von Kombinationsvarianten untersucht werden

muR.

Der experimentelle Teil meiner Arbeit Gber die kardioprotektiven Wirkungen von
Reduktionsmitteln wurde als "Netzansatz"an den verwendenden Arbeitsmodellen (Langendorff-
Herz, Vorhof-Aurikel-Praparat) durchgefuhrt. Die Entscheidung fur ein "Screening” in einem

"Netzansatz™ war mir vorgegeben.

"Metzansatz' mit verschiedenen Kombinations-
varianten fiir das Langendorff-Modell

Ischimie Yerapamil Pentobarbital Tetrachlorkohlenstoff

Tyrodelisung —@ @ @ @

ni05gm|  ~(D——() O ©

Protektion durch
"Scavenger -funktion

i OO0

Protektion durch
"Scavenger funktion

Bevor in den nachfolgenden Abschnitten umfassende Ausfiihrungen zur Erléduterung und
Beschreibung der Methodik erfolgen, soll hier vorerst das Prinzip unseres "Netzansatzes™ geklart

werden.

In der Regel kdnnte man anhand der Dosiswirkungskurve der Reduktionsmittel die
entsprechende Konzentration finden, die ein Optimum an Protektion vermuten lai3t. Da ein
solches Wirkoptimum aber nicht signifikant festgestellt werden konnte, wurden in den weiteren

Kombinationsversuchen fur die protektiv eingestuften Substanzen willkurlich eine Konzentration
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von 10-9g/ml festgelegt, was einer Konzentration von 32 umol/l fiir Glutathion und einer
Konzentration von 56 pmol/I fiir Ascorbinsdure entspricht.

Diese, in der Tyrode, stets prasenten Konzentrationen stellen die Konstanten dar, wéhrenddessen
die aufsteigenden Konzentrationen der eingesetzten Kardionoxen die variablen Komponenten
sind. Aus der Kombination der Noxen mit den protektiv wirkenden Substanzen resultieren die
abgebildeten Raster des "Netzansatzes", welche im Verlaufe des experimentellen Parts
kontinuierlich abgearbeitet wurden.

"Metzansatz' mit verschiedenen Kombinations-
varianten fiir das Yorhof-Aurikel-Modell

Kt Uberschuf Verapamil Pentobarbital Tetrachlorkohlenstoff

Tyrodeldsung —@ @ @ @

ni0sgm| (D) O O

Protektion durch
"Scavenger-funktion

wiosgm | (O () ()

Protektion durch
"Scavenger'-funktion

Anhand dieses Ansatzes kann auch eine Konkretisierung der Aufgabenstellung erfolgen, welche
folgende Punkte beinhaltet:

1. Hat eine Kardioprotektion bei Abarbeitung der vorgegebenen Raster beobachtet werden
kdnnen (signifikanter Unterschied zur Tyrode-L6sung)?

2. Gibt es eindeutige Unterschiede in der Kardioprotektion zwischen den Reduktionsmitteln

(eventuelle Ruckschliisse auf unterschiedliche Potenz der "Scavenger™)?
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4. Erlauterungen und Beschreibungen der Methodik

4.1. Versuchsaufbau und -durchfiihrung fiir das Aurikel-Vorhof-Préaparat

Fur die Experimente zur Untersuchung kardioprotektiver und kardiotoxischer Substanzen wurden
am Vorhof-Aurikel-Praparat einmal Glutathion und Ascorbinsdure als Reduktionsmittel sowie
Tetrachlorkohlenstoff, Pentobarbital und Verapamil als schadigende Substanzen eingesetzt.
Zusétzlich war eine vierte Schadigungsvariante in Form einer Hyperkalidmie vorgegeben. Als
Tierspezies wurden fur jeweils drei Versuchsserien Meerschweinchen und fur eine weitere Serie
Wistar-Ratten verwendet. Zur effektiveren Ausnutzung der Versuchsapparatur fiihrte man standig
drei Einzelversuche gleichzeitig durch. Daflr stand dem Experimentator eine Apparatur zur
Verfligung, die aus drei miteinander gekoppelten Doppelwandgefél3en fir die Aufnahme der
Praparate bestand, drei Universalstativen mit mechano-elektrischen Wandlern, einem Thermostat,
einem Trager-Frequenz- MeRverstarker und einem technischen Schnellschreiber.

Zur Entnahme der zu préparierenden Herzen wurden die Meerschweinchen durch eine kraftige
Schleuderbewegung mit einhergehender Fraktur der oberen Halswirbel schnell und schmerzlos
getotet. Die Totung der zu einer Versuchsserie benutzten Wistar-Ratten dagegen erfolgte, nach
vorheriger Betaubung in einem mit Ather versetzten geschlossenen GlasgefaR, durch einen
Schlag mit einer Metallstange auf die Halswirbelsaule. Nachdem dann die get6teten Tiere in
Rickenlage auf dem Seziertisch fixiert waren, wurde mit wenigen Scherenschnitten der Thorax
oberhalb des Zwerchfells eroffnet und das vom Mediastinum und Blutgefalien abgetrennte Herz
entnommen. Bei der eigentlichen Feinpréparation in einem mit vorgewarmter Tyrode geftllten
und mit Carbogen begasten flachen Gefal3 (Petri-Schale) mulite sehr prézise vorgegangen
werden. Die Aurikel und der dazwischen liegende Sinusknoten sollten nach Mdglichkeit sauber
von der Gbrigen Muskelmasse getrennt werden, ohne dabei jedoch den Sinusknoten zu tangieren
beziehungsweise zu verletzten, da dieses zu einer erheblichen Beeintrdchtigung der Funktion
oder zur volligen Unbrauchbarkeit fihren konnte.

Nach vollendeter Praparation schlang man an beiden VVorhdéfen je einen Faden, mit denen die
Vorhof-Aurikel-Praparate dann in die doppelwandigen GlasgeféaRe eingehéngt wurden. Das
praparierte Herz war jetzt einmal am Boden des Gefalies befestigt und tiber den zweiten Faden
mit dem mechano-elektrischen Wandler verbunden, Gber den dann mit Hilfe von Trager-

Frequenz-MelRverstarker und Schnellschreiber die Parameter Kontraktionskraft und Herzfrequenz
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abgeleitet und registriert werden konnten. Die DoppelwandgefaRe mit Funktion einer
Warmekammer enthielten jeweils 10 ml Tyrode-L6sung, die wiederum durch eine am Boden des
Geféles befindliche Glasfritte mit Carbogen durchperlt wurde. Das Badvolumen blieb mittels
Thermostat und Pumpsystem stets gleich auf 37° C temperiert. Bis zu Beginn des Versuches
vergingen ca. 30 Minuten, wobei wahrend dieser Zeit das Tyrodebad in der Regel dreimal
gewechselt wurde, um vorhandene Eiweildreste (erkennbar an der Schaumbildung) auszuspilen.
Hatten sich nach Ablauf dieser sogenannten Einhéngezeit alle Werte stabilisiert, konnte mit den

Versuchen begonnen werden.

Vor Beginn der eigentlichen Kombinationsversuche wurden fir die Reduktionsmittel, wie auch
flr die Noxen die reinen Dosiswirkungskurven bestimmt. Diese Dosiswirkungskurven konnten
ermittelt werden, in dem immer eine Serie von 6 Herzpréparaten in festgelegten Zeitabstdnden
mit vier bis funf steigenden Konzentrationen einer Testsubstanz konfrontiert wurden. Hierbei
sollten sich stets dosis- und wirkungsabhéngige Veranderungen der zu ermittelnden Parameter
ergeben, die dann spater in graphischer Darstellung auszuwerten wéren.

Nach Ablauf der angegebenen Einh&ngezeit und einer erfolgten Kontrollregistrierung von
Amplitude und Frequenz wurde die jeweilige Testsubstanz, mit der kleinsten Konzentration
beginnend, in das Tyrodebad mit Herzpréparat gegeben. Die Einwirkzeit betrug immer 5
Minuten. Genau wie die Kontrollregistrierung vor Zugabe der Substanz muf3ten auch nach
Verstreichen der 5 Minuten Einwirkzeit die experimentellen MelRwerte (Kontraktionskraft,
Herzfrequenz) mit dem Schnellschreiber registriert werden.

Bevor nun die ndchsthéhere Konzentration der zu untersuchenden Substanz verabreicht wurde,
mulite das Doppelwandgefal? mit dem Praparat dreimal mit vorgewéarmter Tyrode gespilt und
anschlieBend durch 10 ml frische Losung gefiillt werden. Innerhalb der néchsten 10 Minuten
stabilisierten sich Amplitude und Frequenz substanzabhangig so weit, daR nach einer
Kontrollregistrierung erneut die entsprechende Substanz in erhohter Dosis in die Badldsung

gegeben werden konnte.

Fur die Versuche Reduktionsmittel in Kombination mit Noxe wurde flr das entsprechende
Reduktionsmittel eine von den vorher untersuchten Konzentrationen festgelegt, bei der die
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gewinschte Wirkung am ehesten zu erwarten ware und die ein moéglicher Garant flr ein positves
Versuchsergebnis sein sollte.

Abgesehen von der obligaten Kontrollregistrierung mit Normaltyrode zu Beginn des Versuches
war der vermeintliche Protektor bzw. das Reduktionsmittel dann stets in der Tyrode-Ldsung in
der festgelegten, immer gleichbleibenden Konzentration vorhanden.

Nach einer zweiten Kontrollregistrierung mit protektorversetzter Tyrode lief dann das
Experiment wie vorher beschrieben im Wechsel mit Applikation der Noxen in steigender

Konzentration und Erneuerung der Badlésung in den angegebenen Zeitabstanden ab.

4.2. Versuche am isoliert perfundierten Rattenherz nach Langendorff

Neben den Experimenten am Aurikelpréparat wurde ein Teil der Versuche am nach Langendorff
perfundierten Herzen durchgefiihrt, wobei als mutmaRliche Protektoren hier ebenso
Ascorbinsdure und Glutathion und als entsprechende Noxen Tetrachlorkohlenstoff, Pentobarbital
und Verapamil verwendet wurden. Anstelle des am Aurikelpraparat arrangierten Kaliumionen-
Uberschusses wurde am isoliert perfundierten Wistar-Rattenherzen eine Ischamie induziert.
Bevor auf die Art und Weise der Ermittlung der klinisch relevanten Parameter wie Amplitude,
Frequenz und koronarer FIuR eingegangen wird, soll kurz der Versuchsaufbau bzw. die
Versuchsdurchfiihrung nach Langendorff erlautert werden.

Wahrend der gesamten Dauer des Experimentes befindet sich das praparierte Herz in einer
Warmekammer, die standig eine Temperatur von 37° C halt. Diese nahezu konstante
Temperierung ist durch ein vorgeschaltetes Pumpsystem mit eingegliedertem Thermostat
mdoglich, welches auch das Vorwérmen der benétigten Tyrode-Ldsung in einem doppelwandigen
VorratsgefaR bewerkstelligt. Der Transport der physiologischen Lésung zum Vorratsbehélter
geschieht tUber eine in der Geschwindigkeit regulierbaren Rollenpumpe. Fur die Sattigung der
Tyrode mit Carbogen wurde der VVorratsbehalter mit dem Gaszufuhrsystem durch ein Glasrohr
verbunden, eine weitere als Uberdruckventil dienende

Rohrleitung existiert zwischen Vorratsgefal? und einem ein Meter hohen und fiinf Zentimeter im
Durchmesser starken wassergefullten Glaszylinder, durch die das tberfllissige Carbogen das
System verlassen kann. Auf das Vorratsbehéltnis wurde, um gleichbleibende
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Versuchsbedingungen zu schaffen, um den koronaren Durchflul3 exakt messen zu kénnen und um
das Praparat durch etwaige Druckveranderungen nicht zusétzlich zu belasten, ein konstanter
Druck von 40 mm Hg ausgeubt. Die Menge des aus dem rechten Herzen austretenden Perfusats
konnte mit Hilfe eines elektrischen Tropfenzahlers ermittelt werden. Das jeweils préparierte Herz
war uber eine Glaskanule mit dem Tyrodebehalter gekoppelt und wurde auch auf diesem Weg
mit der Carbogen-gesattigten Losung versorgt. An der Herzspitze ist zur Ermittlung der
Kontraktionshéhe und Frequenz eine Metallserafine angebracht worden, die mechanisch durch
einen Faden uber eine Umlenkrolle mit einem mechano-elektrischen Wandler verbunden war.
Unter Zuhilfenahme eines Zwolf-Kanal-Lichtschreibers und eines Verstarkers konnten jetzt
Herzfrequenz, Kontraktionskraft und die durch den Tropfenzahler ermittelte Perfusatmenge

insgesamt registriert werden.

Fur die an der Langendorffanlage durchgefiihrten VVersuchsserien wurden ausschlieBlich Wistar-
Ratten verwendet, die zunachst in einem mit Ather versetzten geschlossenen GlasgefaR betaubt
und dann schmerzlos durch einen Schlag mit einer Metallstange auf die Halswirbelsdule getttet
worden sind. Nach der T6tung und Thorax-Offnung (wie vorher festgestellt) wurde mit einer
kleinen spitzen Schere die aufsteigende vorher mit einem Faden umschlungene Aorta geschlitzt
und eine in Herzrichtung in die Aorta eingefiihrte Glaskaniile fixiert. Ein Teil des rechten
Herzohres wurde nun durch einen Scherenschnitt entfernt, womit der rechte VVorhof er6ffnet war.
Das noch vom Mediastinum abzutrennende Herz muR danach sofort mit der eingeschliffenen
Glaskanule in den Versuchsaufbau eingehéngt werden. Um anfangliche Komplikationen und
Probleme bei der Anpassung des préparierten Herzen an die neue Situation zu vermindern, wurde
die Glaskanule im Tyrodebad vorgewarmt und schon mit Tyrode gefillt in die Aorta eingebracht,
zum anderen wurde nach Anbringen der Metallserafine an die Herzspitze das eingehdngte nun
physiologisch funktionierende Herz umgehend in die auf 37° C temperierte Wé&rmekammer
gebracht. Noch bevor die Tyrode-L6sung vom Carbogen durchperlt das Herz fortlaufend
retrograd Uber Aortenwurzel-- Koronarostien--Koronararterien--Koronarvenen--Sinus
coronarius--angeschnittenes rechtes Herzohr durchstrémte, wurde sie in einem dem Vorratsgefald
vorgeschalteten Reinigungsmechanismus in Form einer Glasfritte gesdubert. Nach Einhdngen des
Préparates vergingen 30 Minuten, bis das Herz an die Versuchsbedingungen angepalt war und
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die experimentellen Parameter stabile Werte zeigten. Erst dann konnte mit dem eigentlichen

Versuch begonnen werden.

Am Anfang der Untersuchungen stand wie beim Aurikelpraparat die Ermittlung der
Dosiswirkungskurven (DWK) aller Substanzvorgaben. Die Effekte der eingesetzten Substanzen
bzw. die Effekte der verursachten Ischdmie wurden an jeweils 6 Herzpraparaten aufgezeichnet.
Nach der bekannten Einhangezeit der Préparate erfolgte die Bestimmung der DWK auch hier mit
vier bis flnf Konzentrationssteigerungen der jeweils zu untersuchenden Testsubstanz in
festgelegten Zeitabstanden, wobei die Reduktionsmittel wie auch die Noxen im Abstand von 10
Minuten in steigender Dosierung der Apparatur zugefuhrt wurden. Die Zugabe der jeweiligen
Substanz erfolgte generell tber die Rollenpumpe. Vor jeder Konzentrationserhéhung der
Testsubstanz wurde eine Kontrolle geschrieben, um erwartete dosis- und wirkungsabhéngige
Veranderungen der Parameter Kontraktionskraft, Herzfrequenz und koronarer Flul} entsprechend
Zu registrieren.

Die zu untersuchende Ischamie wurde durch eine 20-mindtige Unterbrechung des Tyrodeflusses
erzeugt. Hier wurden die benannten Parameter nach Beendigung der Ischdmie im Abstand von
1,2,3,5,10 und 15 Minuten registriert.

In den nachfolgenden Kombinationsversuchen mufite wieder fir die mutmallichen Protektoren
Glutathion und Ascorbinséure eine Konzentration aus den vorher ermittelten
Dosiswirkungskurven festgelegt werden, mit der diese Substanzen dann in der Tyrode-L6sung
standig présent sein sollten. Der entsprechende Protektor wurde dabei nach der Einhdngephase
des Herzpréparates und der ersten Registrierung direkt der Tyrode zugegeben. Bis zur néchsten
Registrierung wirkte das eingesetzte Reduktionsmittel 20 Minuten ein. Die Schadiger wurden
dann im Abstand von 10 Minuten als Einzelgaben in steigender Dosierung entsprechend den
Vorversuchen hinzugesetzt.

Selbstverstandlich wurde auch jetzt vor jeder Dosissteigerung der Noxen eine Registrierung der

experimentellen Parameter durchgefiihrt.
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Die benutzte Tyrode fir die am Aurikel-Préparat und an der Langendorffanlage durchgefiihrten

Versuche setzt sich wie folgt zusammen:

Stammldsung A: 6,84 mol NaCl
0,13 mol KClI
0,05 mol MgCl»

ad 2000 ml Aqua dest.

Stammlosung B: 0,59 mol NaHCO3
ad 1000 ml Aqua dest.

Stammldsung C: 0,02 mol NaH2PO4
ad 1000 ml Aqua dest.

Stammlésung D: 0,18 mol CaCO3 + 4,94 mol HCI (2n)
ad 1000 ml Aqua dest.

Mischung der Stammldsungen:

40 ml der Stammlésung A
20 ml der Stamml6sung B
20 ml der Stammldsung C

10 ml der Stammldsung D

5,55 X 10-3 mol Glukose
ad 1000 ml Aqua dest.
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4.3. Statistische Auswertung

Als Grundlage der Berechnung fur die weiterfiihrenden Untersuchungen wurden fiir jedes
Préparat die zuerst bestimmten Kontrollwerte fur Amplitude, Frequenz, Koronarfluf und
Leistung gleich 100 % gesetzt. Der Parameter Leistung am Vorhof-Aurikel-Préparat ergab sich
dabei aus Produkt von Amplitude und Frequenz. Der Grad der Beeinflussung der Herzpréaparate
durch die schadigenden Substanzen bzw. durch die Protektoren wurde immer prozentual zu den
Ausgangskontrollwerten bestimmt.

Zu jeder Versuchsreihe wurden jeweils 6 Herzpréparate experimentell untersucht und die
errechneten Prozentwerte gemittelt, wobei diese Mittelwerte dann fiir die graphische Darstellung
der MeRergebnisse genutzt wurden. AuBerdem wurden die Standartabweichungen und die
maximalen Fehler zwecks Signifikantsanalyse ermittelt.

Die Signifikanzgrenze fur die statistischen Auswertungen liegt bei p < 0,05, die Untersuchungen

wurden nach dem **Student’s T-Test" durchgefiihrt.
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5. Ergebnisse und graphische Auswertung

Wie unter der Methodikbeschreibung schon angedeutet, war fiir jede einzelne Versuchsserie die
Untersuchung von jeweils 6 Herzpraparaten vorgesehen. Fur die Experimente am Vorhof-
Aurikel-Praparat wurden dabei in drei Versuchsserien Herzpraparate von Meerschweinchen und
in einer weiteren Serie Herzpraparate von Wistar-Ratten untersucht, wahrenddessen fiir Versuche
an der Langendorffanlage ausschliel3lich Wistar-Rattenherzen Verwendung fanden. Die in den
Versuchen ermittelten MelRwerte fir Amplitude, Frequenz, Tropfenzahl und Leistung wurden
ausgewertet und graphisch dargestellt, wobei die hier verwendeten Parameter synonym fiir
Kontraktionskraft, Herzfrequenz, koronaren FIuR und Produkt aus Kontraktionskraft und
Herzfrequenz stehen.

Soweit in den Legenden der graphischen Darstellungen die Bezeichnungen flr Tierspezies und
Versuchsapparaturen nicht ausgeschrieben werden konnten, verwendete ich folgende

Abkurzungen:

LA/WR - Langendorffanlage/Wistarratten

AU/MS - Aurikelpraparat/Meerschweinchen

AU/WR - Aurikelpraparat/Wistarratten.
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5.1. Dosiswirkungskurven der Schutzsubstanzen

Zur Bestimmung der Dosiswirkungskurven von Glutathion wurden jeweils in funf Abstufungen
Konzentrationen von 3,2 umol/l bis 320 umol/l und von Ascorbinsédure Konzentrationen von 5,6
pumol/l bis 560 umol/l an der Langendorffanlage und am Aurikelpréaparat untersucht. Die
Abbildung zeigt die Mittelwerte der Verdnderungen in % zum Ausgangskontrollwert
(Konzentration der Schutzsubstanzen zum Zeitpunkt der Ausgangskontrolle =0) vonn =6

Versuchen.

"SEM" ist jeweils flir zwei ausgewahlte Konzentrationen angegeben.

DWK Glutathion

Langendorffanlage/Wistarratten
120

60-
40 |
20+

Veranderungen in %

100{m— &8 —m— -
\ PO S——
80 — A

& Amplitude
¢ Frequenz
& Koronarfluf3

0 3,2 16 32 160
Glutathion-Konzentration (umol/l)

Streuung (SEM in % des Kontrollwertes)

Amplitude  bei 16 pmol/Il SEM: 3,01
Frequenz bei 16 pmol/Il SEM: 1,06
Tropfenzahl bei 16 pmol/I SEM: 7,56
Amplitude  bei 320 umol/I SEM: 4,10
Frequenz bei 320 pumol/I SEM: 15,25
Tropfenzahl bei 320 pumol/I SEM: 8,67
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DWK Ascorbinsaure
Langendorffanlage/Wistarraten
120

X
£ 100 Efiiﬂ* ———— <>. o
§ 80 T | & Amplitude
5 60 ¢ Frequenz
§ 40 & KoronarfluR
S 201
>

0 T T T T T

0 5,6 28 56 280

Ascorbinsédure-Konzentration (umol/l)

Streuung (SEM in % des Kontrollwertes)

Amplitude  bei 28 pmol/l SEM: 1,80
Frequenz bei 28 umol/Il SEM: 4,67
Tropfenzahl bei 28 umol/I SEM: 7,96
Amplitude  bei 280 pumol/I SEM: 8,69
Frequenz bei 280 pmol/I SEM: 5,20
Tropfenzahl bei 280 pumol/I SEM: 7,20

Die Uberpriifung der Dosiswirkungskurven beider Protektoren im Langendorff-Herz von
Wistarratten ergibt keinen Hinweis bezliglich der Toxizitét einer der beiden Substanzen bei einer
bestimmten Konzentration. Die zu messenden Parameter veréndern sich innerhalb der

Konzentrationssteigerung im Vergleich zur Kontrollregistrierung nur unwesentlich.
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DWK Glutathion

Aurikelpraparat/Meerschweinchen

120

100

80 & Amplitude
60 < Frequenz
40 ] 4 Leistung

20

Veranderungen in %

0 3,2 16 32 160 320
Glutathion-Konzentration (umol/l)

Streuung (SEM in % des Kontrollwertes)

Amplitude  bei 16 pmol/Il SEM: 5,50
Frequenz bei 16 pmol/Il SEM: 1,62
Leistung bei 16 pmol/l SEM: 5,55
Amplitude  bei 320 umol/I SEM: 2,16
Frequenz bei 320 pmol/I SEM: 1,11
Leistung bei 320 umol/I SEM: 1,59

DWK Ascorbinsaure

Aurikelpraparat/Meerschweinchen

120 -
00| @— J;/%F/T\\l\\\\z

80
60
40
201

& Amplitude
< Frequenz
4 Leistung

Veranderungen in %

1 1 1 1
0 5,6 28 56 280 560
Ascorbinséure-Konzentration (umol/l)

Streuung (SEM in % des Kontrollwertes)

Amplitude  bei 28 pmol/l SEM: 3,65
Frequenz bei 28 pumol/I SEM: 0,84
Leistung bei 28 umol/l SEM: 2,80
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Amplitude  bei 560 umol/I SEM: 3,41
Frequenz bei 560 pmol/I SEM: 1,98
Leistung bei 560 pmol/I SEM: 2,11

Auch in der Préparation von Aurikeln des Meerschweinchens treten mit stetiger
Konzentrationszunahme von Glutathion bzw. Ascorbinséure an den untersuchten Herzpréparaten

keine signifikanten Anderungen auf.

DWK Glutathion

Aurikelpraparat/Wistarratten
140

40
201

X

= 120

§, 100+ & Amplitude
c 80

5 60 < Frequenz
S 4 Leistung
3

()

>

0 3,2 16 32 160 320
Glutathion-Konzentration (umol/l)

Streuung (SEM in % des Kontrollwertes)

Amplitude  bei 16 pmol/l SEM: 9,57
Frequenz bei 16 pmol/Il SEM: 3,33
Leistung bei 16 pmol/l SEM: 6,95
Amplitude  bei 320 umol/I SEM: 16,55
Frequenz bei 320 pmol/I SEM: 3,93
Leistung bei 320 pumol/I SEM: 11,91

Da auch in der Praparation von Aurikeln von Wistarratten &hnliche Ergebnisse wie in den
vorhergegangenen Versuchen registriert wurden, kann man die Effekte der zu untersuchenden

Schutzsubstanzen in den verschiedenen Praparationen als identisch einschatzen.
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Eine signifikante Schadigung der Herzpraparate ist in den vorangegangenen Experimenten auch
bei hdochster Konzentration von 320 pmol/l Glutathion bzw. 560 pmol/l Ascorbinséure nicht

nachzuweisen.

DWK Ascorbinsaure
Aurikelpraparat/Wistarratten

N 120 -
£ 100 |{m—8F —— o
§, 80 & Amplitude
5 60 ¢ Frequenz
§ 40 4 Leistung
«©
5 20
> 0 1 1 1 1 1 1

0 5,6 28 56 280 560

Ascorbinsaure-Konzentration (umol/l)

Streuung (SEM in % des Kontrollwertes)

Amplitude  bei 28 pmol/I SEM: 2,02
Frequenz bei 28 umol/Il SEM: 1,24
Leistung bei 28 pmol/l SEM: 2,20
Amplitude  bei 560 pmol/I SEM: 5,75
Frequenz bei 560 pmol/I SEM: 2,00
Leistung bei 560 pmol/Il SEM: 6,19

Auf Grund der geringfugigen Schwankungen der gemessenen Parameter und eines nicht
eindeutig zu ermittelten Wirkoptimums wurde fur die nachfolgenden Kombinationsversuche eine
Konzentration von 32 umol/l Glutathion bzw. 56 pumol/l Ascorbinsdure festgelegt, mit der die
Protektoren fiir die Untersuchung von potentiellen Interaktionen mit Noxen in der Tyrodeldsung

prasent sein sollen.
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5.2. Dosiswirkungskurven der Noxen in Kombination mit Protektion

Vor dem Beginn der eigentlichen Schadigung wurden jeweils zwei Kontrolluntersuchungen
durchgefuhrt. Zum Zeitpunkt der ersten Kontrolle (KO1) ist die Einhangzeit der Préparate
beendet, Amplitude, Frequenz und KoronarfluR zeigen stabile Werte und werden als Vergleich
mit den Versuchsergebnissen gleich 100% gesetzt. Bei Registrierung der zweiten Kontrolle
(KO2) ist die Tyrodeldsung bereits mit einer der beiden mutmalilich protektiv wirkenden
Substanzen versetzt. Die zweite Kontrolle gibt uns also erste Abweichungen zu den
Ausgangswerten des unbehandelten Herzpraparates an. Auch in den Kombinationsversuchen

werden "SEM"-Werte jeweils fur zwei ausgewahlte Konzentrationen angegeben.

5.2.1. Schadigung durch Ischamie

In dieser Versuchsserie, die nur am Langendorff-Herz durchgefiihrt wurde, erfolgt die
Schédigung der Herzpraparate nicht durch eine Noxe, sondern wird durch Erzeugung einer
Ischdmie hervorgerufen. Die Ischdmie wurde mit einer zeitlich begrenzten Unterbrechung des
Tyrodeflusses herbeigefiihrt, wobei die Dauer der Perfusionsunterbrechung 20 Minuten betrégt.
Die zu untersuchenden Parameter werden nach 1, 2, 3, 5, 10 und 15 Minuten vom Beginn der

Reperfusion (Zeitpunkt 0 min) an registriert.

Verlaufskurve Ischamie - Amplitude
Versuch mit und ohne Protektion (LA/WR)
120

: A

c 10d

E"-, 80 \ & |schamie

§ 60 ¢ Ischam.+Glu.
S 40- ‘& Ischam.+Asc.
@

o) 20

> 0

KO1 KO2 0 1 2 3 5 10 15
Dauer der Reperfusion (min)

Streuung (SEM in % des Kontrollwertes)
nach 2 min Reperfusion SEM: 8,34
nach 2 min Reperfusion + Glutathion SEM: 10,83

nach 2 min Reperfusion + Ascorbinsédure SEM: 8,64
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nach 15 min Reperfusion SEM: 2,46
nach 15 min Reperfusion + Glutathion SEM: 4,80

nach 15 min Reperfusion + Ascorbinsdure SEM: 5,91

Verlaufskurve Ischamie - Frequenz
Versuch mit und ohne Protektion (LA/WR)

N 200
£
150 <& .
§, & |schamie
S 100 o |scham.+Glu.
g & |scham.+Asc.
=§ 50
(]
= 0

T T
KO1 KO2 0 1 2 3 5 10 15
Dauer der Reperfusion (min)

Streuung (SEM in % des Kontrollwertes)
nach 2 min Reperfusion SEM: 9,45
nach 2 min Reperfusion + Glutathion SEM: 9,44

nach 2 min Reperfusion + Ascorbinsdure  SEM: 8,26

nach 15 min Reperfusion SEM: 3,50
nach 15 min Reperfusion + Glutathion SEM: 17,06
nach 15 min Reperfusion + Ascorbinsdure SEM: 7,18

Verlaufskurve Ischamie - Koronarflufd
Versuch mit und ohne Protektion (LA/WR)

N 200
£

150 .
§, & |schamie
S 100 o |scham.+Glu.
g & |scham.+Asc.
=§ 50
2

0 i i i i i i i

T T
KO1 KO2 0 1 2 3 5 10 15
Dauer der Reperfusion (min)
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Streuung (SEM in % des Kontrollwertes)
nach 2 min Reperfusion SEM: 12,15
nach 2 min Reperfusion + Glutathion SEM: 9,92

nach 2 min Reperfusion + Ascorbinsdure  SEM: 14,91

nach 15 min Reperfusion SEM: 9,76
nach 15 min Reperfusion + Glutathion SEM: 10,20
nach 15 min Reperfusion + Ascorbinsdure SEM: 15,55

Gleich nach Beginn der Reperfusion (1 min) ist bei allen Herzpréparaten nach vorhergegangener
Stabilisierung in der Einhdngezeit ein Abfall der zu messenden Parameter zu verzeichnen.
Obwohl die Amplitude in allen drei Versuchsserien mit steigender Reperfusionsdauer prozentual
immer mehr abnimmt, kann insgesamt die Rekreation der Herzpraparate nach langerer
Reperfusion doch stabiler eingeschétzt werden als zu Beginn derselben. Zu einem abrupten
Abfall aller Parameter wie am Anfang der Reperfusion kam es nicht wieder. Signifikante Effekte
der eingesetzten Schutzsubstanzen sind nicht erkennbar.

5.2.2. Schadigung durch Verapamil

Die Versuche mit Verapamil als Schadiger wurden sowohl an der Langendorffanlage (Wistar-
Rattenherzen) als auch an Aurikelpréparaten von Meerschweinchen durchgefiihrt, wobei jeweils

ein Protektor mit der festgelegten Konzentration in der Tyrode présent war.

DWK Verapamil - Amplitude

Versuch mit und ohne Protektion (LA/WR)

120
100
80
60
40
204

0 1 1 1 1 1 1 1 - \\A
KO1 KO2 0,2 11 2,2 11 22 110

Verapamil-Konzentration (umol/l)

& Verapamil
< Vera. + Glu.
4 Vera. + Asc.

Veranderungen in %
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Streuung (SEM in % des Kontrollwertes)

reine Schadigung bei 1,1 pmol/I SEM: 7,73
Schédigung + Glu.  bei 1,1 pumol/I SEM: 9,30
Schadigung + Asc.  bei 1,1 umol/I SEM: 7,74
reine Schadigung bei 110 pumol/I SEM: 19,27
Schédigung + Glu.  bei 110 pmol/Il SEM: 0,00
Schédigung + Asc.  bei 110 pmol/I SEM: 0,00

DWK Verapamil - Frequenz

Versuch mit und ohne Protektion (LA/WR)

120
100 &———=

80 \%i;ﬂ\m
60
40+
20

Veranderungen in %

T T T T T T
KO1 KO2 0,2 11 2,2 11 22 110
Verapamil-Konzentration (umol/l)

Streuung (SEM in % des Kontrollwertes)

reine Schadigung bei 1,1 pumol/i SEM: 10,76
Schédigung + Glu.  bei 1,1 pmol/I SEM: 5,65
Schédigung + Asc.  bei 1,1 pumol/I SEM: 7,97
reine Schéadigung bei 110 pmol/I SEM: 14,12
Schédigung + Glu.  bei 110 pmol/Il SEM: 0,00
Schédigung + Asc.  bei 110 pmol/Il SEM: 0,00
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DWK Verapamil - Koronarflul3
Versuch mit und ohne Protektion (LA/WR)
120

20

X

.S 100

§, 80 & Verapamil
S 60 & Vera. + Glu.
§ 40 & Vera. + Asc.
3

(]

>

KO1 KO2 0,2 11 2,2 11 22 110
Verapamil-Konzentration (umol/l)

Streuung (SEM in % des Kontrollwertes)

reine Schadigung bei 1,1 pumol/i SEM: 11,81
Schadigung + Glu.  bei 1,1 pumol/I SEM: 8,92
Schadigung + Asc.  bei 1,1 umol/I SEM: 4,85
reine Schadigung bei 110 pumol/I SEM: 6,25
Schadigung + Glu.  bei 110 umol/I SEM: 12,91
Schadigung + Asc.  bei 110 umol/I SEM: 6,24

Die Langendorffpraparate wurden mit VVerapamilkonzentrationen von 0,2 pmol/l bis 110 pmol/Il
geschadigt. Die graphische Auswertung zeigt bei Amplitude und Frequenz zu Beginn des
Versuches keine erheblichen Abweichungen der Protektionskurven von der reinen
Schédigerkurve. Mit Erhéhung der Verapamilkonzentration stellen sich doch mit stetigem Abfall
von Amplitude und Frequenz erhebliche Funktionsverluste ein, bei den mit Ascorbinsaure und
Glutathion getesteten Préparaten flihrte die hochste Schadigungskonzentration sogar zum
physiologischen Herztod. Die Perfusion der Herzpraparate gelang mit Ascorbinséure-versetzter
Tyrodel6sung am schlechtesten. Eine protektive Wirkung der eingesetzten Reduktionsmittel kann

in dieser Kombination ausgeschlossen werden.
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DWK Verapamil - Amplitude

Versuch mit und ohne Protektion (AU/MS)

© 150
[=)
c <
o - m "47//. - il
Q100 | m— W i . Verapami
5 o —k ¢ Vera. + Glu.
% 50 4 Vera. + Asc.
@
(]
> 0 T T T T T T

KO1 KO2 2,2 11 22 110

Verapamil-Konzentration ( umol/l )

Streuung (SEM in % des Kontrollwertes)

reine Schadigung bei 11 pmol/l SEM: 4,25
Schédigung + Glu.  bei 11 pmol/l SEM: 11,36
Schédigung + Asc.  bei 11 pmol/l SEM: 8,05
reine Schadigung bei 110 pumol/I SEM: 27,27
Schédigung + Glu.  bei 110 pmol/Il SEM: 68,75
Schédigung + Asc.  bei 110 pmol/I SEM: 6,05

DWK Verapamil - Frequenz
Versuch mit und ohne Protektion (AU/MS)

140

120

0091 ®&8— —g3———
80
60
40

& Verapamil
¢ Vera. + Glu.
A Vera. + Asc.

20

Veranderungen in %

1 1 1 1 1
KO1 KO2 2,2 11 22 110
Verapamil-Konzentration (umol/l)

Streuung (SEM in % des Kontrollwertes)

reine Schadigung bei 11 pmol/l SEM: 8,55
Schédigung + Glu.  bei 11 pmol/l SEM: 8,22
Schédigung + Asc.  bei 11 pmol/l SEM: 8,65
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reine Schadigung bei 110 pmol/Il SEM: 9,99
Schédigung + Glu.  bei 110 pmol/Il SEM: 0,00
Schédigung + Asc.  bei 110 pmol/Il SEM: 2,46

DWK Verapamil - Leistung

Versuch mit und ohne Protektion (AU/MS)

[y
[
o

N
£ ——11/.
= ./!F _

- L 3
08)’ 100 = z . Verapamil
3 R —a < Vera. + Glu.
§ 50 o 4 Vera. + Asc.
‘©
(]
> 0 T T T T T \O

KO1 KO2 2,2 11 22 110

Verapamil-Konzentration (umol/l)

Streuung (SEM in % des Kontrollwertes)

reine Schadigung bei 11 pmol/l SEM: 12,46
Schédigung + Glu.  bei 11 pmol/l SEM: 4,15
Schéadigung + Asc.  bei 11 pmol/I SEM: 7,11
reine Schadigung bei 110 pumol/I SEM: 42,73
Schédigung + Glu.  bei 110 pmol/Il SEM: 0,00
Schédigung + Asc.  bei 110 pmol/I SEM: 3,93

Ahnlich dem vorangegangenen Versuch wurden jeweils 6 Aurikelpraparate von
Meerschweinchen mit Verapamilkonzentrationen von 2,2 umol/l, 11 pmol/Il, 22 pmol/l und 110
pmol/l geschédigt.

Die grofiten Schwankungen der Kontraktionskraft traten in der Kombination mit Glutathion auf,
die Frequenz fiel hier zeitweise um mehr als 30%. Im Versuch mit Ascorbinsdure erreichten die
Aurikelpraparate nach Beginn der Schadigung die Ausgangskontrollwerte nicht wieder, die
Registrierung der Parameter zeigt ein wechselndes Ansteigen und Abfallen von Amplitude und
Frequenz zwischen 80% und 100% der Ausgangswerte.

Beginnend mit der Konzentrationserhéhung von Verapamil auf 22 umol/l kam es mit und ohne

Protektion zum totalen Funktionsausfall einiger Aurikelpraparate, weshalb die Ergebnisse der
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letzten beiden Konzentrationserhthungen kritischer betrachtet werden mussen. Nach der letzten
Konzentrationserh6hung von 110 umol/l waren im reinen Schadigungsversuch noch zwei
Préparate, in der Kombination Verapamil und Glutathion noch ein Préparat und in der
Kombination Verapamil und Ascorbinsdure noch drei Préparate funktionstiichtig. Eine protektive
Wirkung ist nicht zu erkennen.

5.2.3. Schadigung durch Pentobarbital

Fur die Untersuchungen von Pentobarbital fanden an beiden Versuchsanordnungen
ausschlieBlich Herzpraparate von Wistarratten Verwendung. Glutathion und Ascorbinséure
wurden als protektiv wirkende Substanzen in Konzentrationen von 32 pmol/l bzw. von 56 pmol/I
eingesetzt. Wahrend des Versuches erhohte sich der Pentobarbitalgehalt der Tyrode in den

vorgesehenen Intervallen viermal (44 pumol/l, 220 pmol/l, 440 pumol/I und 2200 pmol/l).

DWK Pentobarbital - Amplitude
Versuch mit und ohne Protektion (LA/WR)

120
100 ]le—@ 3
80
60
40
204
0

& Pentobarbital
¢ Pento. + Glu.
4 Pento. + Asc.

Veranderungen in %

KO 1 KO2 44 220 440 2200
Pentobarbital-Konzentration (umol/l)

Streuung (SEM in % des Kontrollwertes)

reine Schadigung bei 220 pumol/I SEM: 11,1
Schédigung + Glu.  bei 220 pmol/I SEM: 6,31
Schédigung + Asc.  bei 220 pmol/I SEM: 5,66

reine Schadigung bei 2200 pmol/l SEM: 13,9
Schédigung + Glu.  bei 2200 pmol/I SEM: 8,46
Schédigung + Asc.  bei 2200 pmol/I SEM: 11,95
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DWK Pentobarbital - Frequenz

Versuch mit und ohne Protektion (LA/WR)

120

80
60
40
204

Veranderungen in %

100 n—;kf—kw,,,

%

KO1 KO2

44 220

440 2200

Pentobarbital-Konzentration (umol/l)

Streuung (SEM in % des Kontrollwertes)

reine Schadigung
Schédigung + Glu.
Schédigung + Asc.

reine Schadigung
Schédigung + Glu.
Schédigung + Asc.

bei 220 pumol/I
bei 220 pmol/I
bei 220 pmol/I

bei 2200 pmol/l
bei 2200 pmol/I
bei 2200 pmol/Il

SEM: 9,23
SEM: 3,90
SEM: 1,69

SEM: 16,69
SEM: 3,31
SEM: 14,74

DWK Pentobarbital - Koronarfluf3

Versuch mit und ohne Protektion (LA/WR)
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o
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Veranderungen in %

o

1 1
KO1 KO2

1 1
44 220

1 1
440 2200

Pentobarbital-Konzentration (umol/l)

Streuung (SEM in % des Kontrollwertes)

reine Schéadigung
Schédigung + Glu.
Schédigung + Asc.

bei 220 pmol/I
bei 220 pmol/I
bei 220 pumol/I

SEM: 13,86
SEM: 22,2
SEM: 8,83
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reine Schéadigung bei 2200 umol/Il SEM: 11,61
Schédigung + Glu.  bei 2200 pumol/I SEM: 1,47
Schédigung + Asc.  bei 2200 pmol/I SEM: 42,3

Vergleicht man die Anderungen von Amplitude und Frequenz wahrend der Versuchsdauer, kann
mit Erreichen der dritten Pentobarbitalkonzentration von 440 umol/l ein enormer Abfall beider
Parameter registriert werden. Bis zu dieser Konzentrationserh6hung sind die Amplitudenwerte
der geschitzten Praparate um 10% bis 25% hoher (tendenziell) als die Werte bei reiner
Schédigung, wahrenddessen die ermittelten Frequenzen bei den Versuchen mit und ohne
Protektion nicht so deutlich differieren. Der TyrodefluB ist bei Protektion mit Ascorbinsdure
gegeniiber den anderen Einzelversuchen erhoht (tendenziell). Wegen der grof3eren Streuungen
ergaben sich aber keine signifikanten Unterschiede.

DWK Pentobarbital - Amplitude
Versuch mit und ohne Protektion (AU/WR)
300

X
£ 250 A
c e .
9 200 & Pentobarbital
S 1501 t(/ . o Pento. + Glu.
§ 10]le— & —w—— g — 0% —=n 4 Pento. + Asc.
@
21>3 50

0 1 1 1 1 1 1

KO1 KO2 44 220 440 2200

Pentobarbital-Konzentration (umol/l)

Streuung (SEM in % des Kontrollwertes)

reine Schadigung bei 220 pmol/Il SEM: 3,68
Schadigung + Glu.  bei 220 umol/I SEM: 6,22
Schédigung + Asc.  bei 220 pmol/Il SEM: 10,67
reine Schadigung bei 2200 pmol/l SEM: 35,79
Schédigung + Glu.  bei 2200 pmol/I SEM: 0,00
Schédigung + Asc.  bei 2200 pumol/I SEM: 39,68
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DWK Pentobarbital - Frequenz
Versuch mit und ohne Protektion (AU/WR)

120
100
80
60
40
204

&

Veranderungen in %

KO1 KO2 44 220 440 2200
Pentobarbital-Konzentration (umol/l)

Streuung (SEM in % des Kontrollwertes)

reine Schadigung bei 220 pumol/I SEM: 2,65
Schadigung + Glu.  bei 220 umol/I SEM: 1,41
Schadigung + Asc.  bei 220 umol/I SEM: 4,87

reine Schadigung bei 2200 pmol/l SEM: 10,34

Schédigung + Glu.  bei 2200 pmol/I SEM: 0,00
Schédigung + Asc.  bei 2200 pmol/I SEM: 2,67

DWK Pentobarbital - Leistung
Versuch mit und ohne Protektion (AU/WR)
140
120 ) A
100 m——— B — o
80
60
40
20
0

Veranderungen in %

KO1 KO2 44 220 440 2200
Pentobarbital-Konzentration (umol/l)

Streuung (SEM in % des Kontrollwertes)

reine Schadigung bei 220 pmol/I SEM: 1,58
Schédigung + Glu.  bei 220 pmol/I SEM: 4,98
Schédigung + Asc.  bei 220 pumol/I SEM: 5,63

50

& Pentobarbital
¢ Pento. + Glu.
& Pento. + Asc.

& Pentobarbital
¢ Pento. + Glu.
& Pento. + Asc.




reine Schadigung bei 2200 pmol/l SEM: 21,38
Schédigung + Glu.  bei 2200 pumol/I SEM: 0,00
Schédigung + Asc.  bei 2200 pmol/I SEM: 1,11

Im Aurikelversuch zeigen die Wistar-Rattenherzen ebenfalls ab dritter Konzentrationserhéhung
einen markanten Frequenz- und Leistungsabfall. In den Kombinationsversuchen mit Protektion
kommt es durch die hdchste Pentobarbitalanreicherung in der Tyrode sogar zum vollstandigen
Funktionsverlust einiger Préparate, wobei im Teilversuch mit Glutathion noch ein Herzpréparat
und im Teilversuch mit Ascorbinsdaure noch zwei Herzpraparate physiologisch funktionierten. Es

gibt keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Protektions-Substanzen.

5.2.4. Schadigung durch Tetrachlorkohlenstoff

Auch die Schadigung der Herzpraparate durch Tetrachlorkohlenstoff wurde an beiden
Versuchsapparaturen durchgefuhrt, wobei wiederum fur die Langendorffanlage Wistar-Ratten
und fur das Vorhof-Aurikel-Préparat Meerschweinchen verwendet wurden. Die Konzentration
von Glutathion bzw. Ascorbinsdure betrug analog den anderen Versuchen 32 umol/l bzw. von 56
pmol/I.

Die praparierten Wistar-Rattenherzen schadigte man nach den beiden Anfangskontrollen mit

Konzentration von 0,02% (1,3x10-3mol/l); 0,04% (2,6x10-3mol/l); 0,06% (3,9x10-3mol/l) und

0,08% (5,2x10-3mol/l) Tetrachlorkohlenstoff, wobei die prozentualen Angaben dem jeweiligen

Tetrachlorkohlenstoffgehalt der Tyrode-L6sung entsprechen.

DWK Tetrachlorkohlenstoff - Amplitude
Versuch mit und ohne Protektion (LA/WR)
120

£ 100 {m— @
8 80 = CCl4
S 60 ¢ CCl4 + Glu.
2 40 4 CCl4 + Asc.
T 20
> 0 1 1 1 1 1 \L

KO1 KO2 0,02 0,04 0,06 0,08

Konzentration CCl4 in %

o1



Streuung (SEM in % des Kontrollwertes)

reine Schadigung
Schédigung + Glu.
Schédigung + Asc.

reine Schadigung
Schédigung + Glu.
Schéadigung + Asc.

bei 2,6x10-3mol/l (0,04%)
bei 2,6x10-3mol/l (0,04%)
bei 2,6x10-3mol/l (0,04%)

bei 5,2x10-3mol/l (0,08%)
bei 5,2x10-3mol/l (0,08%)
bei 5,2x10-3mol/l (0,08%)

SEM: 5,33
SEM: 7,98
SEM: 8,89

SEM: 3,34
SEM: 3,92
SEM: 5,73

DWK Tetrachlorkohlenstoff - Frequenz

Versuch mit und ohne Protektion (LA/WR)

120

100
80
60
40
20

Veranderungen in %

(e T
KO1 KO2

0,02 0,04 0,06
Konzentration CCl4 in %

Streuung (SEM in % des Kontrollwertes)

reine Schadigung
Schédigung + Glu.
Schéadigung + Asc.

reine Schadigung
Schédigung + Glu.
Schédigung + Asc.

bei 2,6x10-3mol/l (0,04%)
bei 2,6x10-3mol/l (0,04%)
bei 2,6x10-3mol/l (0,04%)

bei 5,2x10-3mol/l (0,08%)
bei 5,2x10-3mol/l (0,08%)
bei 5,2x10-3mol/l (0,08%)
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DWK Tetrachlorkohlenstoff - Koronarfluf3

Versuch mit und ohne Protektion (LA/WR)
120

S

£ 100

§’ 80 & CCl4

S 60 © CCl4 + Glu.

2 40 & CCl4 + Asc.

T 20

> ols : ‘ ‘ ‘ ‘

KO1 KO2 0,02 0,04 0,06 0,08
Konzentration CCl4 in %

Streuung (SEM in % des Kontrollwertes)
reine Schadigung  bei 2,6x10-3mol/l (0,04%) SEM: 6,94
Schadigung + Glu.  bei 2,6x10-3mol/I (0,04%) SEM: 3,38
Schadigung + Asc.  bei 2,6x10-3mol/l (0,04%) SEM: 2,63
reine Schadigung bei 5,2x10-3mol/l (0,08%) SEM: 4,90
Schadigung + Glu.  bei 5,2x10-3mol/I (0,08%) SEM: 6,90
Schadigung + Asc.  bei 5,2x10-3mol/l (0,08%) SEM: 2,95

Mit Erreichen der ersten Schéadigerkonzentration von 0,02% in der L6sung beginnt die Amplitude
der Herzprdaparate bei den Versuchen mit und ohne Protektion kontinuierlich abzunehmen, wobei
die hochste Tetrachlorkohlenstoffkonzentration zu einem mehr als 90% -igen Amplitudenabfall
flhrt. Die Herzfrequenz andert sich nach anfanglicher Einwirkung unseres Schéadigers zunéchst
nur unwesentlich, um dann in fast allen Einzelversuchen nach der vorletzten
Konzentrationserhohung stark abzusinken. Der Fluf3 der Tyrodelésung nimmt mit der Dauer aller
drei Versuche bis auf 60% ab. Insgesamt kann kein signifikant unterschiedlicher EinfluR® der

Protektionssubstanzen festgestellt werden.
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DWK Tetrachlorkohlenstoff - Amplitude

Versuch mit und ohne Protektion (AU/MS)

Konzentration CCl4 in %

Streuung (SEM in % des Kontrollwertes)

bei 2,6x10-3mol/l (0,04%)
bei 2,6x10-3mol/l (0,04%)
bei 2,6x10-3mol/l (0,04%)

reine Schadigung
Schédigung + Glu.
Schédigung + Asc.

bei 5,2x10-3mol/l (0,08%)
bei 5,2x10-3mol/l (0,08%)

reine Schadigung
Schédigung + Glu.

Schadigung + Asc.  bei 5,2x10-3mol/I (0,08%)

S 120

£ 100 kfif”*ﬂ——fif\{

08)7 %0 s o """’*t,,,777777777‘777777777771 1

S 601 : L

§ 40 )

«(© .

S 20 )
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KO1 KO2 0,02 0,04 0,06 0,08 o1

& CCl4
¢ CCl4 + Glu.
& CCl4 + Asc.

SEM: 2,58
SEM: 10,78
SEM: 6,08

SEM: 3,32
SEM: 2,02
SEM: 8,47

DWK Tetrachlorkohlenstoff - Frequenz

Versuch mit und ohne Protektion (AU/MS)
140

120
100
80
60
40
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Veranderungen in %

S———— gi ﬁ:tii

KO1 KO2 0,02 0,04 0,06 0,08
Konzentration CCl4 in %

Streuung (SEM in % des Kontrollwertes)
bei 2,6x10-3mol/l (0,04%)
bei 2,6x10-3mol/l (0,04%)

reine Schadigung
Schédigung + Glu.

Schadigung + Asc.  bei 2,6x10-3mol/l (0,04%)
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reine Schadigung bei 5,2x10-3mol/l (0,08%) SEM: 2,20
Schadigung + Glu.  bei 5,2x10-3mol/l (0,08%) SEM: 7,63
Schadigung + Asc.  bei 5,2x10-3mol/l (0,08%) SEM: 4,86

Die Tetrachlorkohlenstoffschadigung der VVorhof-Aurikel-Praparate erfolgte bei fast gleichen
Ausgangsbedingungen (zusatzliches Schédigungsintervall von 0,1% Tetrachlorkohlenstoff).

Im Moment der reinen Schadigung zeigt die Amplitude im Vergleich die stabilsten Werte. Die
mit einem Protektor geschitzten Praparate demonstrieren dagegen einen deutlich starkeren
Verlust der Kontraktionskraft (Amplitude sinkt beim Schutz mit Glutathion auf 19% bei htchster
Schédigerkonzentration von 0,1%).

Abgesehen von einem Frequenzabfall bei reiner Schadigung (0,02 % CCly; Frequenz = 44,3 %)

schwankt die Herzfrequenz wahrend der drei Einzelversuche stets um die Ausgangswerte bzw.
bewegt sich in der Kombination mit Glutathion teilweise dartiber (bei Schadigerkonzentration

von 0,04% Frequenzerhéhung auf 117%).

DWK Tetrachlorkohlenstoff - Leistung

Versuch mit und ohne Protektion (AU/MS)
120

X

.S 100

§’ 80 & CCl4

S 60 ¢ CCl4 + Glu.

% 40 4 CCl4 + Asc.

T 20

> ol : ‘ ‘ : ‘ ‘

KO1 KO2 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1
Konzentration CCl4 in %

Streuung (SEM in % des Kontrollwertes)
reine Schadigung  bei 2,6x10-3mol/l (0,04%) SEM: 1,85
Schadigung + Glu.  bei 2,6x10-3mol/l (0,04%) SEM: 10,92
Schadigung + Asc.  bei 2,6x10-3mol/l (0,04%) SEM: 6,31
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reine Schadigung bei 5,2x10-3mol/l (0,08%) SEM: 2,91
Schadigung + Glu.  bei 5,2x10-3mol/l (0,08%) SEM: 1,00
Schadigung + Asc.  bei 5,2x10-3mol/l (0,08%) SEM: 7,63

Visuell wahrgenommen werden konnte, daR sich das Losungsverhalten von
Tetrachlorkohlenstoff in der Tyrode bei reiner Schadigung mit steter Konzentrationserhhung
verschlechterte, was durch die bldschenférmigen bzw. perlenférmigen Ablagerungen dieser
chemischen Verbindung deutlich wurde. In Kombination mit Glutathion bzw. Ascorbinsaure
konnten diese Losungsschwierigkeiten von Tetrachlorkohlenstoff jedoch nicht festgestellt

werden, da die Protektoren hier vermutlich als Losungsvermittler fungieren.

5.2.5. Schadigung durch Kaliumionen-Uberschufy

Die Schadigung durch K*-Uberschul wurde nur an Vorhof-Aurikel-Praparaten von
Meerschweinchen durchgefiihrt. Die Tyrodeldsung mufte dazu mit unterschiedlichen Mengen
eines Kaliumsalzes versetzt werden. Unter Berticksichtigung des in der Normaltyrode ohnehin
vorhandenen Kaliumgehaltes legte man die zu untersuchenden Konzentrationen mit 3,5 mmol/I;
4,3 mmol/l; 5,1 mmol/l und 5,9 mmol/l fest. Die Konzentrationen der mutmaRlichen Protektoren
betrug hier analog zu den vorhergegangenen Versuchen 32 pmol/l bei Glutathion und 56 pmol/I
bei Ascorbinséure.

DWK Kaliumionen-Uberschuf3 - Amplitude

Versuch mit und ohne Protektion (AU/MS)

120

<
£ 100
éa 80 & K.-UberschuRR
5 601 ¢ Kalium+ Glu.
§ 40} -4 Kalium+ Asc.
3
E 20

0 i i i i i i

KO1 KO2 3,5 4,3 51 5,9

Kaliumkonzentration (mmol/l)

Streuung (SEM in % des Kontrollwertes)

reine Schadigung bei 4,3 mmol/l SEM: 2,05
Schadigung + Glu.  bei 4,3 mmol/I SEM: 4,55
Schadigung + Asc.  bei 4,3 mmol/l SEM: 7,52
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reine Schadigung bei 5,9 mmol/I SEM: 3,67
Schédigung + Glu.  bei 5,9 mmol/I SEM: 5,09
Schédigung + Asc.  bei 5,9 mmol/I SEM: 3,83

Betrachtet man zunachst die Amplitude, ist bei reiner K*-Schadigung ein stetiger Abfall bis unter
50% zu verzeichnen (tendenziell), die geschitzten Praparate dagegen weisen durchgehend einen
geringeren Verlust der Kontraktionskraft auf (tendenziell), was durchaus auf einen protektiven

Effekt von Glutathion bzw. Ascorbinsdure hinweisen kdnnte.

DWK Kaliumionen-UberschuR - Frequenz

Versuch mit und ohne Protektion (AU/MS)

[y

a

o
)

X
£ <&
S 100 | m = —r&iijjjir::j,—,ﬁb::::g & K.-UberschuR
5 o Kalium+ Glu.
§ 504 & Kalium+ Asc.
‘©
(]
> 0 i i i i i i

KO1 KO2 35 4.3 51 5,9

Kaliumkonzentration (mmol/l)

Streuung (SEM in % des Kontrollwertes)

reine Schadigung bei 4,3 mmol/l SEM: 1,75
Schédigung + Glu.  bei 4,3 mmol/I SEM: 1,22
Schadigung + Asc.  bei 4,3 mmol/I SEM: 5,35
reine Schadigung bei 5,9 mmol/l SEM: 3,46
Schédigung + Glu.  bei 5,9 mmol/I SEM: 1,60
Schédigung + Asc.  bei 5,9 mmol/I SEM: 1,60
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DWK Kaliumionen-Uberschuf - Leistung
Versuch mit und ohne Protektion (AU/MS)

I
a1
o
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Veranderungen in %

o

<&

& K.-UberschuR
¢ Kalium+ Glu.
& Kalium+ Asc.

KO1 KO2 3,5 4,3

Kaliumkonzentration (mmol/l)

Streuung (SEM in % des Kontrollwertes)

reine Schadigung

Schédigung + Glu.
Schédigung + Asc.

reine Schadigung

Schédigung + Glu.
Schédigung + Asc.

bei 4,3 mmol/I
bei 4,3 mmol/I
bei 4,3 mmol/I

bei 5,9 mmol/I
bei 5,9 mmol/Il
bei 5,9 mmol/Il

51 59

SEM: 2,77
SEM: 3,82
SEM: 11,45

SEM: 4,68
SEM: 5,03
SEM: 3,40

Die Frequenz &ndert sich bei reiner Schadigung wie auch in den Kombinationsversuchen nur

unwesentlich. Da durch den Kaliumionen-Anstieg in der Extrazellulérflissigkeit am Herzen eine

Verminderung der Herzfrequenz erfolgt, hatte man wenigstens bei den Versuchen mit reiner

Schédigung eine langsamere Herzschlagfolge erwartet (73,77,78,79). Da sich aber ein solcher

Effekt nicht erkennen 1aBt, muR sicherlich der gesamte Versuch sehr kritisch betrachtet werden.
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6. Diskussion

Die Aufgabenstellung der vorliegenden Arbeit beinhaltete die Untersuchung der
kardioprotektiven Wirkung verschiedener Reduktionsmittel an experimentell geschadigten
Herzpraparaten. Hierbei sollte in Form eines "Netzansatzes" Uberpruft werden, ob Gberhaupt eine
Kardioprotektion fiir die als protektiv eingestuften Substanzen (Glutathion und Ascorbinsédure) in
den verschiedenen Formen der experimentellen Myokardsch&digung nachweisbar ist und
inwiefern es Unterschiede beziiglich der Wirkmechanismen zwischen beiden Stoffen gibt.

Trotz entsprechender Literaturhinweise wurden in keiner der durchgefiihrten Versuchsreihen
signifikante Veradnderungen der ermittelten Parameter festgestellt, die auf kardioprotektive
Effekte der angewandten Reduktionsmittel schlieBen lassen konnten. Zum groliten Teil ergaben
sich in den einzelnen Versuchsserien nach Kombination der Noxen mit den vermeintlich
protektiven Substanzen grenzwertige Tendenzen zur zusatzlichen Verschlechterung der
kontraktilen Funktion der Herzpraparate im Vergleich zu alleiniger Noxeneinwirkung. Als

Ausnahmen, wo sich eine Protektion vermuten liel3e, kénnte man eventuell die Schadigung der

Untersuchungsmodelle durch K*-Uberschu bzw. durch Pentobarbital nennen, wobei die
Tendenz zu positiven Ergebnissen in beiden Schadigungsmodellen mehr die
Kontraktionsamplitude betraf als die Kontraktionsfrequenz. Da diese dargestellten
Veranderungen der Herzparameter jedoch nicht signifikant nachgewiesen werden konnten, waren

auch keine definitiven Schlu3folgerungen bezuglich der Aufgabenstellung mdglich.

Der hier im Vordergrund stehende Wirkmechanismus von Glutathion und Ascorbinsdure wird als
sogenannte "Scavenger"-Funktion bezeichnet und beruht auf dem "Wegfangen" von Radikalen
unterschiedlicher Spezies, bedingt durch den Ablauf einer Redoxreaktion.

Die schon erwahnte Tendenz der zusétzlichen Schadigung (in Einzelfallen bis zum
physiologischen Herztod) traf in fast allen VVersuchsserien sowohl fur Glutathion als auch fur
Ascorbinséure zu. Dabei gab es jedoch keine Unterschiede bezuglich der Wirkweise beider
Reduktionsmittel. In einigen Kombinationen bewirkte die Anwesenheit von Glutathion einen

enormen Abfall der MeRRwerte, in anderen Kombinationen wiederum wurden die niedrigsten
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Werte fir Amplitude und Frequenz bei Prasenz von Ascorbinsdure ermittelt, wobei auch hier eine

Verallgemeinerung der Ergebnisse auf Grund der fehlenden Signifikanz ausgeschlossen ist.

Analysiert und bewertet man die vorliegenden Untersuchungen, kommen fir das Ausbleiben der
vermuteten Kardioprotektion durch die zwei getesteten Reduktionsmittel (Glutathion und
Ascorbinsédure) verschiedene Ursachen in Betracht. Die durch die technischen Mdglichkeiten
gegebenen Voraussetzungen zur Analyse der Herzfunktion beschrénkten sich lediglich auf die
Messung der Kontraktionswerte, wie Amplitude und Frequenz, wobei weitere potentiell wichtige
Mechanismen der Herzfunktion und Kardioprotektion, insbesondere elektrophysiologische
Instabilisierungen bzw. die Genese von Arrhythmien nicht erfalst werden konnten. Eine
Interpretation bzw. Beurteilung eventuell aufgetretener Effekte der Antioxidantien auf
Entstehung sowie H&aufigkeit und Schwere von Arrhythmien war auf Grund dieser
experimentellen Gegebenheiten nicht moglich.

Eine nicht ausreichende Konzentration, der als protektiv eingestuften Antioxidantien, kdnnte ein
weitere Hauptursache fiir das Ausbleiben eines falbaren Protektionsbefundes sein. Da in den
Voruntersuchungen von Glutathion und Ascorbinsdure mit der Bestimmung der
Dosiswirkungskurve keine der gepriiften Konzentrationen einen signifikanten Effekt aufwies,
war die Ermittlung einer optimalen Protektionsdosis aus diesen Vorversuchen nicht maglich. Die
Festlegung auf eine Konzentration tiber den mikromolaren Bereich (32 pumol/I fur Glutathion
bzw. 56 pmol/I fir Ascorbinsdure) erfolgte unter dem Gesichtspunkt einer méglichst hohen

Konzentration ohne Hinweis auf eine schadigende Wirkung.

AbschlieBend muR auch der konzeptionelle Ansatz dieser Studie kritisch untersucht werden.
Naturlich ist der Versuch durch relativ einfache "Screening"-Methoden mdglichst viele
Substanzen, in diesem Fall Kardionoxen mit vermeintlich kardioprotektiven Stoffen, in
Kombination zu testen, immer mit einem gewissen Zufallsrisiko, betreffs des zu erwartenden
Befundes, behaftet.

Die Wahrscheinlichkeit eines Negativbefundes bei einer eher zufélligen Kombination
verschiedener Substanzen ohne detaillierte Arbeitshypothese ist immer sehr grof, ob es sich nun

um eine breitangelegte Studie in einem wissenschaftlich wenig erforschtem Gebiet oder ob es
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sich um ein Forschungsgebiet mit zahlreichen VVoruntersuchungsdaten handelt.
Vielversprechende Untersuchungsergebnisse mit dem Nachweis einer deutlichen
Kardioprotektion hatten den "Netzansatz" dieser Arbeit aus dem positiven Zufallsbefund heraus
gerechtfertigt. In diesem Fall ware es moglich aus der Analyse des bekannten
Schédigungsmusters der Noxe eine sinnvolle Hypothese fiir den Protektionsmechanismus der
Schutzsubstanz zu entwickeln sowie eventuell unzureichende wissenschaftliche Grundlagen uber

die Wirkmechanismen der Noxen durch neue Erkenntnisse erganzen zu kénnen.

In der vorliegenden Arbeit hat sich der "Netzansatz" auf Grund der negativen Ergebnisse nicht
bewahrt. Man kann aber deshalb diese Untersuchungsmethode nicht grundsatzlich ablehnen. In
wissenschaftlich wenig erforschten Bereichen ist ein schematischer "Netzansatz™ sicherlich eine
gute Orientierungsstrategie, wobei die Wahrscheinlichkeit eines positiven Zufallsbefundes aber
auch hier sehr niedrig ist.

In Forschungsbereichen mit ausfiihrlichen wissenschaftlichen Erkenntnissen ist die Verwendung
eines solchen Arbeitsansatzes nur in Verbindung mit einer klar detaillierten Arbeitshypothese
sinnvoll, wobei die "Screening"-Methode natirlich auch auf schon existierenden Hypothesen

aufbauen konnte.
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7. Zusammenfassung

Der Einsatz von Antioxidantien zur verbesserten Erholung des Myokards nach myokardialer
Ischamie ist von erheblichem theoretischem Interesse.

Es ist bekannt, dal} nach einer Ischamie oder Hypoxie die Bildung von sauerstoffspezifischen
Radikalspezies durch Reperfusion bzw. Reoxigenation bedingt ansteigt. Die entstehenden
Radikale konnen dabei zusatzlich zum ohnehin vorhandenen ischdmischen Gewebsschaden die
lebensfahigen Gewebe auf vielfaltige Art und Weise schadigen. Ein konzeptionell attraktives
Konzept kénnte darin bestehen, geeignete Schutzfaktoren zu finden, mit denen die durch reaktive
Sauerstoffprodukte verursachten Schaden eingeddmmt werden kdnnen.

Ausgehend davon war die Aufgabenstellung meiner vorliegenden Arbeit, zwei bekannte
Reduktionsmittel (Glutathion und Ascorbinsdure) auf ihre Potenz zur Kardioprotektion zu
uberprifen.

Dabei wurden die potentiell kardioprotektiven Wirkungen am isolierten Langendorff-Herzen der
Ratte wéhrend postischdmischer Reperfusion untersucht und verglichen mit potentiellen
Protektionswirkungen gegenuber Schadigungen des isoliert perfundierten Langendorff-Herzen
durch Verapamil, Pentobarbital und Tetrachlorkohlenstoff. AuBerdem wurden die gleichen
Noxen (Verapamil, Pentobarbital und Tetrachlorkohlenstoff) am isoliert schlagenden VVorhof des
Meerschweinchens angewandt und gepruft, ob die zu untersuchenden Reduktionsmittel auch in
dieser Versuchsanordnung eine kardioprotektive Wirkung aufweisen. Die Erhéhung der
extrazelluldren Kaliumionen-Konzentration wurde als zusétzliche Kardionoxe in die Versuche
am Meerschweinchenvorhof einbezogen.

Aus Grinden der Speziesvergleichbarkeit wurde Pentobarbital schliellich auch am Rattenvorhof
angewandt zur Uberpriifung der Protektionswirkung durch die beiden Reduktionsmittel.
Dementsprechend ergaben sich durch diese Untersuchungen mehrerer Noxen zusatzlich zur
postischdmischen Reperfusion kombinierte Testreihen von Noxen in ansteigender Dosierung mit
oder ohne Protektionsmittel an insgesamt drei Untersuchungsmodellen. Mit dieser breiten
Kombination von Ansétzen war beabsichtigt in einer Art "screening-Verfahren" auch unbekannte
und unerwartete Protektionswirkungen der beiden zu untersuchenden Schutzsubstanzen zu
erfassen. Fir diesen "screening-Ansatz" wurde entschieden, die Untersuchungen maoglichst

schematisiert und vereinfacht durchzufiihren. Dabei wurde von beiden Schutzsubstanzen nur eine
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willkurlich festgelegte Konzentration untersucht, die fur Glutathion 32 umol/l und fur
Ascorbinsdure 56 pmol/l betrug.

Als zu untersuchende Parameter wurden in den Aurikeln die Kontraktionsamplitude und die
Spontanfrequenz herangezogen, im Langendorff-Herzpraparat wurde der Koronarflu® untersucht,
die Schlagfrequenz und die Amplitude der systolischen Kontraktion.

Als Schéadigung galten Abnahmen von Kontraktionsfrequenz und Kontraktionsamplitude in den
Vorhdéfen und von Schlagfrequenz und Amplitude im Langendorff-Herzen.

Mit allen Noxen ergaben sich dosisabh&ngige Abnahmen dieser Parameter. Als Protek-
tionswirkungen waren signifikante Verminderungen dieser noxenbedingten Abnahmen
angesehen worden. Sie konnten mit beiden Reduktionsmitteln in keinem der Modelle und
gegeniiber keiner der Noxen nachgewiesen werden. Auch bei der postischamischen Reperfusion
am Langendorff-Herzen konnte durch beide Reduktionsmittel keine signifikant schnellere
Erholung der Kontraktionsamplitude erzielt werden.

Mit Hilfe des gewéhlten schematischen Netzansatzes an mehreren Modellen in Kombination mit
einfachen Analysemethoden ergab sich der Vorteil, dal’ viele Kombinationen von Schutzsubstanz
plus Noxe untersucht werden konnten.

Der zwangslaufige Nachteil eines derartigen "screening-Verfahren™ lag in der geringen
Aussagefahigkeit der vorgegeben Analyseparameter. Hatte dieses "screening-Verfahren™ in einer
der Kombinationen einen Hinweis auf eine unerwartete Kardioprotektion gegeben, so hatten
weitergehende Untersuchungen diese unerwartete Protektion naher analysieren kénnen. Da aber
in meinen Untersuchungen keinerlei Hinweise auf eine Kardioprotektion gefunden werden
konnten, mussen die Grenzen der Modelle und der gewahlten einfachen Analyseverfahren
bedacht werden. Fir beide Substanzen war keine Protektion nachweisbar, aber die Moglichkeit
einer solchen Protektion kann nicht véllig ausgeschlossen werden. Fir einen solchen Ausschluf3

ist die Prazision der vorgegeben Untersuchungsverfahren nicht ausreichend.
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9. Thesen

Thema:
Untersuchung der kardioprotektiven Wirkung von Reduktionsmitteln (Glutathion, Ascorbinséure)

an experimentell geschadigten Herzpraparaten

(1) Es erscheint von Interesse, ob Reduktionsmittel (Glutathion, Ascorbinsdure) nach
exogener Zufuhr im geschadigten Myokard kardioprotektive Wirkungen zeigen und wie sich

diese darstellen.

(2) Herzschadigung und folgende Reperfusion lassen die Produktion von Radikalspezies mit
unterschiedlichem Schadigungsvermdgen ansteigen. Mit Hilfe antioxidativer Mechanismen

kdnnen "Scavenger" (Radikalfanger) myokardiale Schaden reduzieren.

(3) Glutathion hat neben anderen wichtigen Stoffwechselfunktionen als Antioxidans auch

"Scavenger"-Eigenschaften.

(4) Ascorbinséure schitzt durch antioxidative Mechanismen die Zellen vor Sauerstoffradikalen
und anderen toxischen Sauerstoffmetaboliten und hat "Scavenger"-Eigenschaften.

(5) Die "Scavenger"-Wirkungen von Glutathion und Ascorbinséure sind als potentiell

kardioprotektiv zu betrachten.

(6) Ischémie, die klinisch bedeutsamste Kardionoxe ist besonders gepréagt durch
Radikalfreisetzung und fuhrt zu unterschiedlichen Zustanden mit eingeschrankter Funktion, wie
zum "stunning Myokard" nach Reperfusion und zum "hibernating Myokard" wéhrend
Mangeldurchblutung.

(7) Verapamil ist ein spezifischer Kalziumantagonist und mindert durch die negative inotrope

Wirkung die kardiale Kontraktionskraft.
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(8) Die Anwendung von Pentobarbital als Noxe fuihrt durch negative inotrope Wirkung zur

Herzschédigung.

(9) Tetrachlorkohlenstoff ist ein hoch toxischer Stoff, der im Organismus durch oxidative
Dehalogenierung abgebaut wird, was zur Entstehung reaktiver Metabolite fiihrt.

(10) "Scavenger"-Systeme der Zellen werden durch Auftreten freier Radikale aus chlorierten

Kohlenwasserstoffen inaktiviert.

(11) Kaliumionen-UberschuR beeintrachtigt die Herzfunktion durch Veranderung an den

Membranen und Aktionspotentialen des Myokards bis zur Bradykardie.

(12) Die hier dargestellten Kardionoxen wurden jeweils mit den vermeintlich potentiellen
Schutzsubstanzen systematisch in kombinierte Testreihen untersucht, wofur der Begriff

"Netzansatz" stehen soll.

(13) Da eine Realisierung des "Netzansatzes" breit angelegte Untersuchungsreihen bedingt,
miussen relativ einfache Modelle (Langendorff-Herz, VVorhof-Aurikel-Préparat) verwendet

werden, die ein "Screening™ ermoglichen.

(14) Glutathion und Ascorbinséure zeigen in keiner gewéhlten Konzentration Hinweise

hinsichtlich kardioprotektiver Wirkungen.

(15) Es ergeben sich grenzwertige nicht signifikante Hinweise auf zusétzliche Schadigungen des

Myokards durch Glutathion und Ascorbinsaure.
(16) Bei einem derartigen "Screening"-Ansatz ohne klar detallierte Arbeitshypothese ist die

Aussagekraft der ermittelten Kontraktionsparameter auf Grund der beschrankten technischen

Madglichkeiten nicht optimal.
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(17) Die in den Voruntersuchungen vorgegebenen Konzentrationsbereiche zur Ermittlung einer
optimalen Protektionsdosis von Glutathion und Ascorbinsaure waren moglicherweise nicht weit

genug.

(18) Das hier vorgelegte Negativergebnis spricht dafur, daR das Prinzip des "Netzansatzes", mit
dem Ziel ein "screening" hinsichtlich moglicher kardioprotektiver Wirkungen von
Reduktionsmitteln vorzunehmen, keine klaren Aussagen tber das kardioprotektive Potential der

untersuchten Substanzen erbringen kann.
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