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1. EINLEITUNG 

Bei der akuten myokardialen Ischémie wird eine Minderung der Kontraktionsleistung 

und héiufig das Auftreten von ventrikuliren Extrasystolen und Kammerflimmern 

beobachtet. Es kommt dabei zu einer Unterbrechung der Versorgung des Herzens 

mit Sauerstoff und energiereichen Substraten sowie des Abtransportes von 

Stoffwechselprodukten. Ein total ischimisches Areal kann daher als ein annghernd 

geschlossenes physiologisches System betrachtet werden. 

Unter diesen Bedingungen kommt es darin sehr rasch nach Einsetzen der Ischdmie zu 

Storungen der lonenhoméostase. Der Anfall von sauren Metaboliten, wie Laktat 

(TENNANT, 1935, WOLLENBERGER u. SHAHAB, 1965) und Phosphat 

(KUBLER u. KATZ, 1977) fiihrt zu einem Abfall des pH sowohl im Intra- wie auch 

im Extrazelluldrraum. (IZR, EZR; MALLOY et al., 1986). Mit Hilfe von 

ionenselektiven Elektroden fanden HIRCHE et al. (1980) und FLEET et al. (1985) 

am Schweineherzen, COBBE et al. (1982) am Kaninchenherzen in vivo sowie 

COBBE u. POOLE-WILSON (1980) am isolierten Kaninchenmyocard, einen 

raschen Anstieg der extrazelluliren Protonenkonzentration ([H*],), welchen 

letztgenannte im Gegensatz zu WEISS et al. (1984) als wichtige Ursache des 

gleichzeitig beobachteten Kontraktionsversagens ansahen. 

Eine Abnahme der energieabhangigen Aktivitit der Na*/K*-ATPase ist zum Teil 

verantwortlich fiir einen dreiphasigen Anstieg der extrazelluldren K+- 

Ionenkonzentration ([K*],) (WIEGAND et al., 1979, HILL u. GETTES, 1980, 

HIRCHE et al., 1980, WEISS u. SHINE, 1982a, KNOPF et al., 1988). Gleichzeitig 

kommt es zur lokalen Freisetzung von Noradrenalin (NA; DIETZ et al., 1981, 

SCHOMIG et al., 1984, HIRCHE et al., 1985). Beide Phanomene begtinstigen 

ventrikulire Arrhythmien (HARRIS et al., 1951, BOS et al., 1978, OPIE et al., 1979, 

'WEISS u. SHINE, 1982b).



Uber die Umverteilung von Natrium- und Kalziumionen nach Einsetzen einer 

myokardialen Ischdmie ist weniger bekannt. Wihrend KLEBER (1983) am 

isolierten Meerschweinchenherzen in den ersten Minuten keine Anderung der 

intrazelluliren Na+-Konzentration ([Na*];) fand, ermittelten BALSCHI et al. (1985) 

und TANT u. NEELY (1989), einen Anstieg von [Na*};. Friihe Untersuchungen mit 

ionenselektiven Elektroden durch FRIEDRICH et al. (1981) am Schwein ergaben in 

Ubereinstimmung mit KNOPF et al. (1988) am isolierten Rattenherzen einen 

langsamen initialen Anstieg und spiiteren Abfall der extrazelluliren Na*- 

Konzentration ([Na*],). LAZDUNSKI et al. (1985) beschrieben eine vermehrte 

Aufnahme von Na*, bedingt durch die Wirkung einer ansteigenden, intrazelluléren 

H*-Konzentration ([H*];) auf den Amilorid-sensitiven Na*/H+-Antiporter. 

STEENBERGEN et al. (1987) und LEE et al. (1988), konnten eine Akkumulation 

von intrazelluléiren, freien Kalzium in der ischamischen Herzmuskelzelle 

beobachten, was zu Schadigung der zelluléren Ultrastruktur fiibrt (SHEN u. 

JENNINGS, 1972, HEARSE et al., 1978). In einer neueren Untersuchung am 

isolierten Rattenherz fanden KNOPF et al. (1990) mit ionenselektiven 

Minielektroden zwar einen anfinglichen Anstieg der extrazelluléiren 

Ca2*Konzentration ([Ca2*],). Durch gleichzeitige, kontinuierliche Bestimmung der 

Konzentration von Tetramethylammoniumchlorid (TMA*CI), eines EZR-Markers, 

Konnte jedoch eine Schrumpfung des EZR um 45% wihrend 20miniltiger, globaler 

Tschémie bestimmt werden. Daraus berechnete sich dann ein zweigipfliger 

Nettoeinstrom von Ca2*. Die Zunahme der Osmolaritit im IZR ist sehr 

wahrscheinlich der Grund fiir den "Shift” von freiem Wasser aus dem EZR 

(TRANUP-JENSEN et al., 1981, JENNINGS et al., 1986). 

Seit der Entdeckung einer erheblichen diuretischen und natriuretischen Wirkung von 

Extrakten aus Atrien von Rattenherzen durch DE BOLDT et al. (1981), konnten eine 

Reihe von strukturell sehr ahnlichen Oligopeptiden aus Kardiozyten isoliert werden 

(ATLAS etal., 1984, SEIDAH et al., 1984). 

Diese sogenannten atrialen natriuretischen Peptide (ANP), mit einer gemeinsamen 

aktiven Sequenz von mindestens 22 Aminosuren, zeichnen sich durch qualitativ 

aber nicht quantitativ &hnliche Wirkung aus (THIBAULT et al., 1984, 

NEEDLEMAN, 1986). 

Als mgliche Releasemechanismen kommen neben Volumenbelastung (LANG et al., 

1985), direkter atrialer Dehnung (DIETZ, 1984, LEDSOME et al., 1985), Hypoxie 

(BAERTSCHI et al., 1986) oder Ischiamie (MENDEZ et al, 1987) auch 

Katecholamineinflu (KUCHEL et al. 1987b, RUSKOAHO et al., 1987) in Betracht. 

Neben verschiedenen Rezeptorwirkungen an den Abschnitten des Nephrons 

(SEYMOUR et al., 1985, SONNENBERG, 1986), steht die relaxierende Wirkung 

von ANP an der glatten Gefdmuskulatur (WINQUIST et al., 1984), wobei eine 

Hemmung der Adenylatcyclase (ANAND-SRIVASTAVA et al., 1984) und ein 

Abfall von intrazellulirem Kalzium (CORNWELL u. LINCOLN 1989) beobachtet 

wurde. Periphere Vasodilatation und vermehrte Diurese fithren zu Blutdrucksenkung 

und verminderter Herzleistung (ACKERMANN et al., 1983). 

Obwohl BIANCHI et al. (1985) eine hohe endokardiale Rezeptordichte fiir ANP 

beschreiben, berichten nur wenige Arbeiten iiber direkte Wirkungen von ANP auf 

das Myokard. OTERO et al. (1987) beschrieben einen koronardilatatorischen Effekt 

von ANP am isolierten Meeschweinchenherzen. Nach Gabe von ANP fanden 

BOHM et al. (1988) keine Anderung der myokardialen Kontraktilitit am isolierten 

Papillarmuskel, wihrend MEULEMANS et al. (1988) in einer &hnlichen Priparation 

eine Relaxation beobachteten. LINZ et al. (1988) berichten iiber eine ANP- 

induzierte Abnahme der ventrikuldren Arrhythmierate nach Koronarokklusion am 

isolierten Rattenherzen. Nach Gabe von ANP fanden GISBERT u. FISCHMEISTER 

(1988) eine Verminderung des durch Isoprenalin ausgelosten Kalziumeinstroms in 

die isolierte Herzmuskelzelle, was auf einer Hemmung der Betarezeptor-abhangigen 

Adenylatcyclase am Kardiozyten (ANAND-SRIVASTAVA u. CANTIN, 1986) 

beruhen kénnte.



Der EinfluB von ANP auf den Transport von Natrium-, Kalium- und 

Wasserstoffionen ist hauptséchlich an den verschiedenen Zellen des Nephrons 

untersucht worden. Der natriuretische Effekt von ANP beruht dabei unter anderem 

auf einer Hemmung des Amilorid-sensitiven Na*/[*-Antiporters, welches zu einer 

verminderten Reabsorption von Na in die proximale Tubuluszelle (HAMMOND et 

al., 1985) oder Sammelrohrzelle (ZEIDEL et al., 1986, WILSON et al., 1987) fiihrt. 

Gleichzeitig kommt es zum Anstieg von [H*]; (HAMMOND et al., 1985). 

Seit klinische Studien (LANG et al., 1986, PORTER et al., 1987, GALIPEAU et al., 

1988) auch bei Patienten mit ischamischer Herzkrankheit stark erhohte 

Plasmaspicgel von ANP nachweisen konaten, stellt sich die Frage nach einer 

méglichen kardioprotektiven Wirkung dieses Peptidhormons. Ziel der vorliegenden 

Arbeit war es daher, die direkte Wirkung von ANP auf die oben beschriebenen 

Vertinderungen des Ionengleichgewichts und auf die Katecholaminfreisetzung im 

ischémischen Myokard zu untersuchen. Hierzu wurden isoliert perfundierte 

Rattenherzen ciner 60miniltigen globalen Ischéimie (gDausgesetzt, wobei [H4, 

[K*]e, [Na*], und [Ca?+], mit Hilfe von ionenselektiven Minielektroden nach HILL 

et al. (1978) bestimmt wurden. Die Katecholaminkonzentration im ischéimischen 

Herzgewebe wurde mit Hochdruck-Fliissigkeitschromatographie ermittelt. 

2. METHODIK 

2.1. Versuchstiere 

Die Priparation wurde an ménnlichen Ratten (Stamm: Wistar) mit einem 

Durchschnittsgewicht von 364 1,4 g vorgenommen. Die Tiere wurden iiber den 

Zeitraum der Versuchsreihe unter sténdig gleichen Bedingungen gehalten. Die 

Ratten wurden randomisiert und in eine Kontrollgruppe und eine ANP-Gruppe 

cingeteilt. 

2.2. Versuchsaufbau 

2.2.1. Anisthesie und Priparation 

Zur Narkose erhielten die Ratten eine Bolusinjektion von 80 mg/kg Kérpergewicht 

(KG) Pentobarbital-Natrium (Nembutal®, Abbot S.A.) intraperitoneal (i.p.) und zur 

Verhinderung von Thrombenbildung wéhrend der Préparation Heparin-Natrium 

(1000 i.E./kg KG, Thrombophob®, Nordmark) ebenfalls i.p. Bei geniigender 

Narkosetiefe, welche man durch fehlende Schmerzreaktion auf den FuBsohlenrefex 

iiberpriifte, wurden die Tiere auf dem Riicken fixiert. Bei noch erhaltener 

Spontanatmung wurde jetzt rasch die Trachea zur Beatmung (Raumluft) kaniiliert. 

Als Respirator diente eine Kolbenpumpe (Rodent Respirator, Harvard Apparatus), 

die auf ein Atemzugvolumen von 1 ml/kg KG und eine Beatmungsfrequenz von 

40/min eingestellt wurde. 

Nach kurzer Verweildauer begann man mit der eigentlichen Préiparation, indem man 

zunichst das Fell iber Thorax und Oberbauch entfernte und anschlieBend iiber eine 

substernale Querinzision der Bauchdecke und unter Durchtrennung des L. falciforme 

hepatis das Zwerchfell darstellte. Vorsichtig, unter Vermeidung einer Verletzung der 

‘Thoraxorgane, wurde sodann das Zwerchfell horizontal eingeschnitten und die 

Rippen zuerst rechtsseitig, dann linksseitig von kaudal nach kranial in der vorderen 



Axillarlinie durchtrennt und das nun erhaltene Resektat kopfwiirts hochgeschlagen. 

Nachbehutsamer Luxation des kriftig schlagenden Herzens mit der Hand und 

Durchtrennung der GeféBwurzel mit einem Scherenschlag wurde das Herz nach 

Kurzem Auswiegen in eine Glasschale mit ca. 20°C warmer, modifizierter Krebs- 

Henseleit Perfusionslosung (KHL) getaucht (Zusammensetzung der KHL siehe Tab 

2.1). Hierunter kam es zu ciner deutlich sichtbaren Abnahme der Herzfrequenz. 

Rasch wurde nun der Aortenstumpf, zur Verhinderung von Luftembolien im 

Lésungsbad, auf eine mit niedrigem FluB vorperfundierte Metallkaniile aufgezogen 

und mit einem Seidenfaden fixiert. Um die Ischmiezeit mdglichst kurzzuhalten, 

betrug das Intervall zwischen Exzision und Kanillierung nicht mehr als 15 Sekunden. 

Die entnommenen Herzen hatten vor Anschluf an die Perfusion ein Feuchtgewicht 

von im Mittel 1,15 £ 0,022 g. 

NaCl 120,00 NaHCO3 23,80 

KClI 4,02 NaH2PO4xH20 0,44 

CaClz2xH20 1,85 Na-Pyruvat 1,82 

MgCl2x6H20 1,05 Na2EDTAx2H20 1,82 

Glucose 11,10 
bei 37°C und Begasung der 

pH: 7,40 Lésung mit Carbogen 

(95% 02, 5% CO2) 

Tabelle 2.1: 

Zusammensetzung der modifizierten Krebs-Henseleit Losung [mmol/1]. 

(Alle Substanzen von E.Merck, Darmstadt) 

22.2. Perfusion wihrend des Experimentes 

Das isolierte Herz wurde volumenkonstant mit einem Flow von 6 ml/min/g 

Herzgewicht (HG) perfundiert. Dazu wurde ca. 500 ml KHL in einen 

Erlenmeyerkolben gegeben und mit Carbogen (95% O, und 5% COy, Linde AG) 

begast, wodurch die Losung auf den pH-Wert 7,40 bei 37,5°C, einen pCO, von 

40 mmHg und einen pO von ca. 600 mmHg eingestellt wurde. Von einer 

Rollerpumpe (Minipuls, Gilson) getrieben, gelangte das Perfusat nach Passage eines 

Mikrofilters, welches zur Verhinderung von Mikroembolien substantielle 

Verschmutzungen und aus gefllte Salzaggregate auffangen sollte, zu einem 

‘Wiirmetauscher, wo es auf 37,5°C temperiert wurde. Ein zentral im Wérmetauscher 

angebrachtes und nach obenhin zu entliiftendes Steigrohr diente als Windkessel und 

letzte Blasenfalle vor dem Herzen. 

Auf ein geeignetes Zwischenstiick am unteren Ausflug, aus dem zuvor eine Probe der 

Lésung zur Blutgas- und Elektrolytanalyse gekommen war, wurde nun die 

vorbeschriebene Kaniile mit dem préparierten Herzen so aufgesteckt, daf das Herz an 

der Aortenwurzel hiingend mit dem linken Ventrikel nach vorne und der Spitze nach 

unten zeigte. Bei suffizienten Aortenklappen wurden dann die Koronararterien mit 

isoioner substrat- und sauerstoffangereicherter Losung perfundiert. Das iiber den 

Sinus venosus aus dem rechten Atrium austretende Eluat ermdglichte eine 

intermittierende Entnahme der erforderlichen Proben. Den schematische Aufbau 

zeigt Abb. 2.1. 

2.2.3. Messung der himodynamischen Parameter 

Zur Messung der linksventrikuliiren Hamodynamik unter moglichst physiologischen 

Bedingungen, also unter Beriicksichtigung von Druck- und Volumenarbeit, diente 

das von BARDENHEUER und SCHRADER (1983) am Meerschweinchenherzen 

beschriebene Modell des "working heart". Hierbei handelte es sich um eine 

kiinstliche Zirkulation, welche es ermdglichte, die Druckvolumenarbeit des linken 

‘Ventrikels konstant zu halten (Abb.2.1). Kemstiick war eine in Kunstharz gegossene 

Kammer (ca. 0,5 cm3), die tiber ein Einla8- (funktionell der Mitralklappe 

entsprechend) und ein Auslaventil (funktionelle Aortenklappe) verfiigte. Die 

Ventile bestanden aus einem fixen Gummiring mit einem Offnungsdurchmesser von 

2,1 mm,



an dem tangential und elastisch ein schlieBender Gummideckel angebracht war. 

Uber ein diinnes Messingrohr (Innendurchmesser (i.d.) ca. 1,5 mm, 

AuBendurchmesser (a.d.) ca. 2,0 mm, Linge ca. 20 mm) stand die Kammer mit 

cinem Kleinen Latexballon (Linge 8 mm, Durchmesser S mm; Grofe 5, Hugo Sachs 

Elektronik KG), in Verbindung. Die gesamte Apparatur war an einer feintriebigen 

Schraubenmechanik aufgehiingt, mit deren Hilfe der Ballon in kollabiertem Zustand 

iiber den vorher erdffneten linken Vorhof unter Sprengung der Mitralklappe in die 

linke Kammer des bereits perfundierten Herzens plaziert wurde. Erleichtert wurde 

dieser Vorgang durch einen stumpfen Fithrungsdraht im Innern des Ballons welcher 

zugleich die Aufhingung des Herzens stabilisierte. Das System war vorher mit 

isotoner Kochsalzlosung gefiillt worden. Fiir die Fillung des Ballons und somit der 

diastolischen linksventrikuliren Fiillung, sorgte ein Nachfillgefa8, dessen 

Fliissigkeitsspiegel wihrend samtlicher Versuche auf 13 cm iiber Herzniveau 

gehalten wurde was einer Vorlast von 10 mmHg entsprach. Ein zweites Gefa8, mit 

einem Spiegel in 52 cm Hohe (entspechend 40 mmHg) tiber Herzniveau, das tiber das 

AuslaBventil mit der Kammer kommunizierte, erzeugte die Nachlast. Zwischen 

AuslaBventil und Nachlastgefd befand sich ein Kleines luftgefiilltes Steigrohr als 

Windkessel. Die im Nachlastgef48 zunehmende Fliissigkeit konnte iber einen 

Uberlauf in das Vorlastgef48 abtropfen. Hierdurch schlof sich der kiinstliche 

Kreislauf. Uber ein Statham-Druckwandlerelement, das mit der Kammer in 

Verbindung stand, wurde der linksventrikuldre Drack (LVP) gemessen. Der mit 

einem zweiten Druckwandler unmittelbar vor der Aortenkanile ermittelte Druck im 

Perfusionssystem wurde als koronarer Perfusionsdruck (CPP) angenommen. Ein 

Uberwachungsmonitor (Sirecust 838/8368, Siemens AG) zeigte Druckkurven und - 

werte kontinuierlich an und errechnete simultan die Ableitung des LVP, dP/dt. Diese 

drei Parameter wurden auf einem 4-Kanal Direktschreiber (Gould-Brush 24008) mit 

konstanter Geschwindigkeit aufgezeichnet. Durch intermittierende Schnellschrift 

berechnete man die jeweilige Herzfrequenz und erhielt Aufschlu tiber das Verhalten 

der linksventrikuliren Druckkurve. 

| Carbogen| 

0 i i 
K 6 

Perfusat] 

6 

6 
| Warmetauscher | P Windkessel 

CPP 

LW L 
dP/dt 

6 

Vorverstirker fur 
lonenselektve 
Elektroden 

[Olbad 37°C 

6 

[Katecholamine] 

Abbildung 2.1: 
Schematischer Versuchsaufbau. Beachte die Aufhangung des Herzens im Olbad und 
die Anordnung des "working heart"-Modelles.



2.2.4. Temperaturkonstanz und Sauerstoffausschluf wihrend der globalen Ischédmie 

In der Perfusionsphase war es durch Erwérmung der KHL moglich, die myokardiale 

Temperatur konstant zu halten. Um Artefakte wahrend der Phase der globalen 

Ischamie (g]) und insbesondere zu Beginn zu vermeiden, muBte die Temperatur auch 

nach Abschalten der Perfusion gleichbleibend sein. Dabei wurden zwei verschiedene 

Verfahren angewandt. 

Wihrend der Perfusions- und Ischimiephase wurden die Herzen in eine erwarmte, 

doppelwandige Glaskammer suspendiert, welche im ersten Verfahren stindig mit 

temperiertem Stickstoff begast wurde. Im zweiten Versuchsaufbau wurde die 

Glaskammer zuunterst mit einer Phase wiissriger KHL und dariiber mit einer Phase 

diinnfliissigen Silikonsls (Baysilone M3, Bayer AG) gefiilt, in welche die Herzen 

eingetaucht wurden. Die Wasserphase stand mit einem Uberlaufschlauch in 

Verbindung, der es erlaubte, tiberschiissiges Perfusat ablaufen zu lassen. Wahrend 

der eigentlichen Versuchsreihe kam das letztere Verfahren zur Anwendung. 

2.3. Bestimmung der extrazelluldren lonenkonzentrationen und der 

transmembranalen Nettoionenbewegungen wahrend globaler Ischéimie 

2.3.1. Jonenselektiven Elektroden 

23.1.1. Extrazellulire Ionenkonzentrationen 

Zur Bestimmung von [K*],, [Na*],, [Ca2*],, [H+], und des extrazelluliren 

Tetramethylammonium ([TMA*],) wihrend der Ischimiephase wurden 

Minielektroden aus Polyvinylchlorid (PVC) mittels der Technik nach HILL et al. 

(1978) angefertigt. Um moglichst feine Elektrodenspitzen zu erhalten (ca. 

0,35 mm a.d., 0,15 mm i.d), erwéirmte man diinne PVC-Schliuche (1,6 mm ad., 

0,6 mm i.d.) und zog sie iiber einem feinen Seidenfaden (Mersilk 5-0, Ethicon) aus. 

Jeweils zwei etwa 3 cm lange Spitzen wurden mit Tetrahydrofuran (THF) so 

verschweiBt, daB der MeBkanal den Referenzkanal um ca. 0,5 mm iiberagte. Fliissige 

10 

ionenselektiven Membranen wurde wie von AMMAN et al. (1976) beschrieben 

durch Einbettung von entsprechenden Ionenaustauschern in PVC angefertigt. 

Tabelle 2.2 zeigt deren Zusammensetzung fiir die jeweiligen Kationen. 

Die MeBkaniile fiir Kalium, Natrium und Kalzium wurden jeweils mit 0.16 molarer 

Lésung von KCI, NaCl oder respektive CaCly gefiillt, der MeBKanal fiir Protonen mit 

einer Lisung aus 38 mmol/] Natriumzitrat-2-Hydrat, 19 mmol/I Zitronenséure-1- 

hydrat und 58 mmol/l NaCl und anschlieBend mehrmals in die jeweilige 

Membranlésung eingetaucht, bis der Kanal sicher verschlossen war. Die 

Referenzkanile wurden mit Agar (SERVA, Heidelberg) in 160 mmol/l NH,CI 

Losung gefiillt. Die elektrische Kopplung erfolgte tiber an den Enden chlorierte, 

diinne, mit Teflon isolierte Silberdrhte (Medwire), die mit Zahnwachs in die 

Elektroden eingebettet wurden. Die Elektroden wurden tiber abgeschirmte Kabel an 

einen MeBverstirker mit hoher Eingangsimpedanz (6x108 MOhm) und niedrigem 

Leerlaufstrom (1014 A) angeschlossen. Die Potentialschwankungen wurden auf 

einem 6-Kanalschreiber (Watanabe) mit einer Breite von 100 Kistchen (Auflsung 

ca. 2 mm/Kistchen) aufgezeichnet. 

2.3.1.2. Bestimmung der relativen Veréinderung des Extrazelluldrraums 

‘Wihrend globaler myokardialer Ischémie kommt es zu ciner Verschiebung von 

Gewebswasser von extra- nach intrazellullir (KLEBER, 1984). Die kontinuierliche 

Veriinderung kann durch Messung von nicht membrangéngigen Kationen bestimmt 

werden. Im vorliegenden Experiment wurden dazu einige Herzen (Kontrollen: n=24: 

ANP: n=10), nach dem von KNOPF et al. (1990) beschrieben Verfahren, mit Tetra- 

methyl-ammoniumchlorid (KHL + 0,1 mmol/l TMA) vorperfundiert und die 

extrazellulire Zunahme von TMA* in der Ischémiephase gemessen. Der Mefkanal 

der entsprechenden Minielektrode wurde mit 0,16molarer TMA-Losung gefiillt und 

mit der entsprechenden, selektiven Membran verschlossen (Tab. 2.2).



2.2.4. Temperaturkonstanz und SauerstoffausschluB wahrend der globalen Ischémie 

In der Perfusionsphase war s durch Erwérmung der KHL moglich, die myokardiale 

Temperatur konstant zu halten. Um Artefakte wahrend der Phase der globalen 

Ischiimie (g1) und insbesondere zu Beginn zu vermeiden, muBte die Temperatur auch 

nach Abschalten der Perfusion gleichbleibend sein. Dabei wurden zwei verschiedene 

Verfahren angewandt. 

Wihrend der Perfusions- und Ischémiephase wurden die Herzen in eine erwirmte, 

doppelwandige Glaskammer suspendiert, welche im ersten Verfahren sténdig mit 

temperiertem Stickstoff begast wurde. Im zweiten Versuchsaufbau wurde die 

Glaskammer zuunterst mit einer Phase wassriger KHL und dariber mit einer Phase 

dinnflisssigen Silikonsls (Baysilone M3, Bayer AG) gefllt, in welche die Herzen 

eingetaucht wurden. Die Wasserphase stand mit einem Uberlaufschlauch in 

Verbindung, der es erlaubte, berschiissiges Perfusat ablaufen zu lassen. Wahrend 

der eigentlichen Versuchsreihe kam das letztere Verfahren zur Anwendung. 

2.3. Bestimmung der extrazelluliren Ionenkonzentrationen und der 

transmembranalen Nettoionenbewegungen wihrend globaler Ischimie 

2.3.1. Ionenselektiven Elektroden 

2.3.1.1. Extrazellulire Ionenkonzentrationen 

Zur Bestimmung von [K*],, [Na*],, [Ca2+],, [H+], und des extrazelluldren 

Tetramethylammonium ([TMA*],) wahrend der Ischamiephase wurden 

Minielektroden aus Polyvinylchlorid (PVC) mittels der Technik nach HILL et al. 

(1978) angefertigt. Um moglichst feine Elektrodenspitzen zu erhalten (ca. 

0,35 mm a.d., 0,15 mm i.d), erwirmte man diinne PVC-Schlzuche (1,6 mm a.d., 

0,6 mm i.d.) und zog sie iiber einem feinen Seidenfaden (Mersilk 5-0, Ethicon) aus. 

Jeweils zwei etwa 3 cm lange Spitzen wurden mit Tetrahydrofuran (THF) so 

verschweiBt, dal der MeBkanal den Referenzkanal um ca. 0,5 mm iiberagte. Fliissige 
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ionenselektiven Membranen wurde wic von AMMAN et al. (1976) beschrieben 

durch Einbettung von entsprechenden Tonenaustauschem in PVC angefertigt. 

Tabelle 2.2 zeigt deren Zusammensetzung fiir die jeweiligen Kationen. 

Die Mefkanile fiir Kalium, Natrium und Kalzium wurden jeweils mit 0.16 molarer 

Losung von KC1, NaCl oder respektive CaCl, gefiilt, der MeBkanal fiir Protonen mit 

einer Losung aus 38 mmol/] Natriumzitrat-2-Hydrat, 19 mmol/l Zitronenséure-1- 

hydrat und 58 mmol/l NaCl und anschlicBend mehrmals in die jeweilige 

Membranlsung eingetaucht, bis der Kanal sicher verschlossen war. Die 

Referenzkanile wurden mit Agar (SERVA, Heidelberg) in 160 mmol/l NH,Cl 

Losung gefiillt. Die elektrische Kopplung erfolgte tiber an den Enden chlorierte, 

diinne, mit Teflon isolierte Silberdrihte (Medwire), die mit Zahnwachs in die 

Elektroden eingebettet wurden. Die Elektroden wurden tiber abgeschirmte Kabel an 

einen MeBverstirker mit hoher Eingangsimpedanz (6x108 MOhm) und niedrigem 

Leerlaufstrom (1014 A) angeschlossen. Die Potentialschwankungen wurden auf 

einem 6-Kanalschreiber (Watanabe) mit einer Breite von 100 Kistchen (Auflésung 

ca. 2 mm/Kistchen) aufgezeichnet. 

2.3.1.2. Bestimmung der relativen Verinderung des Extrazelluldrraums 

Wihrend globaler myokardialer Ischimie kommt cs zu einer Verschiebung von 

Gewebswasser von extra- nach intrazellullar (KLEBER, 1984). Die kontinuierliche 

Verinderung kann durch Messung von nicht membrangéngigen Kationen bestimmt 

werden. Im vorliegenden Experiment wurden dazu einige Herzen (Kontrollen: n=24: 

ANP: n=10), nach dem von KNOPF et al. (1990) beschrieben Verfahren, mit Tetra- 

‘methyl-ammoniumchlorid (KHL + 0,1 mmol/l TMA) vorperfundiert und die 

extrazelluliire Zunahme von TMA* in der Ischimiephase gemessen. Der MeBkanal 

der entsprechenden Minielektrode wurde mit 0,16molarer TMA-Losung gefiillt und 

mit der entsprechenden, selektiven Membran verschlossen (Tab. 2.2). 



K% VAL 4,0 Ca®:  ETH 1001 34 
TET 1,0 TET 21 
DOS 70,0 BBPA 635 
PVC 25,0 PVC 31,0 

Na*: ETH2120 4,0 H* TRI 4,0 
TET 1,0 TET 1,0 
DOS 70,0 BBPA 70,0 
PVC 25,0 PVC 250 

TMA*: Corning 477317 70,0 

PVC 30,0 

Alle Substanzen in [Gew.%] und gelost in 5 mi Tetra-Hydrofuran 

Coming K* Exchanger 477317 
BBPA: Bis (1-Butyl-Pentyl) Adipat (FLUKA GmbH) 
DOS:  Di-(Ethyl-Hexyl)-Sebacat (FLUKA GmbH) 
TRI:  Tridodecylamin (FLUKA GmbH) 
VAL:  Valinomycin (Sigma AG) 
TMA: ~ Tetramethylammoniumchlorid (FLUKA GmbH) 
ETH 2120, 1001 Carrier nach Amman et al. (1976) 
PVC:  Polyvinylchlorid, SDP hoch molekular (LONZA AG) 
TET:  Tetrakis (p-Chloro-Phenyl) Borat (FLUKA GmbH) 

Tabelle 2.2: 

Zusammensetzung der fliissigen Membranen fiir die PVC-Minielektroden 

23.2. Eichung und Messung 

Unm Storungen durch clektromagnetische Felder zu vermeiden wurden Messungen 

und Kalibrierungen in einem Faraday'schen Kfig durchgefiihrt. 

2.3.2.1. Elektrodeneichung 

Die Elektrodenkalibrierung wurde in jeweils zwei Referenzlésungen vorgenommen, 

die ungefihr den zu erwartenden MeBbereich umfaBten und annihernd isoton waren. 
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Fiir Kalium-, Natrium- und Kalziumelektronen bestand Eichlosung I aus 

7 mmol/l K+, 150 mmol/l Nat, 1 mmol/l Ca2+ und Eichlcsung IT aus 70 mmol K+, 
80 mmol/l Na*, 5 mmol/] Ca?*. Die beiden Eichlosungen fiir TMA* enthiclten 
4 mmol/l K*, 140 mmol/l Na*, 1,8 mmol/l Ca2+ und entweder 0,5 mmol/l oder 

0,05 mmol/l TMA*. Wasserstoffelektroden wurden in gepufferten Lésungen von 

pH6 (66,7 mmol/l KH,PO, und 83,8 mmol/l Na,PO4 im Verhilmis 88:12) bzw. 
PH7 (gleiche Losungen im Verhaltnis 39:61) geeicht. Da die Elektroden wihrend 

des Versuches vsllig in das Olbad eintauchten, wurden auch die Eichlésungen auf 

37°C erwéirmt. Nur Elekiroden, deren Steilheit dem Nernstschen Potential der 

Konzentrationsdifferenz des jeweiligen Ions zwischen den beiden Eichlsungen 

entsprach (+5%), wurden im Versuch verwendet. Mehrpunkteichung zeigte gutes 

Linearverhalten. Nachdem sich die Kalibrierung stabilisiert hatte, wurden die 

Eckwerte der individuellen Elektrode auf dic maximale Schreiberbreite eingestellt, 

welche nun der jeweiligen Konzentrationsdifferenz der Eichlosungen entsprach. 

2.3.2.2. Selektivitit 

Der Selektivititskoeffizient fiir eine bestimmte Elektrode gibt deren Priferenz fiir ein 

mégliches, stérendes Kation an. Er wurde fiir samtliche Membranen nach 

NIKOLSKY et al. (1967) ermittelt und lag deutlich unter 0,1 (Tab.2.3). 

2.3.2.3. Einsatz der Elektroden wihrend des Experiments 

Nachdem sich die mechanische Aktion des isolierten Herzens stabilisiert hatte, 

wurden in der Mitte des linksventrikulidren Myocards mit einer Injektionsnadel 

(Microlance, Nr. 2) ca. 3 mm lange, subepikardiale Inzisionen zur Aufnahme der 

Minielektroden geschaffen. Diese, durch minimales Gewebstrauma hervorgerufenen, 

Riume wurden als extrazellullér angenommen. 



Bis zu drei Minielektroden wurden so im Myokard verankert und mittels eines 

verschieblichen Halters an ihren Drihten dynamisch aufgehangt. Auf dies Art und 

‘Weise konnten fortgesetzte, traumatische Arrhythmien verhindert werden. 

Fiir die Berechnung der Konzentrationénderung eines Ions wurde die Position des 

Schreibers in der Perfusionsphase mit der Konzentration des entsprechenden Ions in 

der begasten KHL gleichgesetzt. Dazu wurden die Na*- und K+-Konzentrationen 

‘mit einem Analysator (Orion Research 1020) bestimmt. Die H+-Konzentration 

wurde aus dem pH-Wert der Losung vor dem Herzen (Blutgas Analysator MT 33/2, 

Eschweiler) errechnet. Fiir Ca2+ und TMA* wurden die eingewogene Konzentration 

angenommen. Mit in die Berechnung ging die mogliche lineare Drift der Elektrode, 

welche sich in einer Abweichung der Position des Schreibers von der 

Ausgangsposition bei Riickeichung am Ende der Reperfusionsphase ausdriickte, 

sowie das logarithmische Verhéltnis zwischen aufgezeichnetem, elektrochemischen 

Potential und Ionenkonzentration (Nemst'sche Gleichung), ein. Das Ergebnis wurde 

‘mit dem jeweiligen Selektivititskoeffizienten (Tab. 2.3) korrigiert. 

Elektrode K+ Na+ Ca2+ H* TMA* 

K+ 1 0,074 1,3x10%8 - 4,7x104 

Stér-lon Nat <105 1 2,5x108 <1018 57x105 

Ca2+ <104 <1038 1 - 0,011 

H+ - - - 1 - 

‘Tabelle 2.3: 

Selektivitatskoeffizienten der ionenselektiven Elektroden gegeniiber dem jeweiligen, 
potentiellen Stor-Ton. Dieser Koeffizient gibt die Praferenz ciner ionenselektiven 
Membran fiir das Stor-Ion im Verhiltnis zum zu messenden Ion an. 

233, Berechnung der Veréinderung des Extrazellulrraums und der 

Nettoionenbewegungen wahrend globaler Ischiimie 

Tsoliertes Myokard stellt unter gl ein geschlossenes physiologisches System dar, 

bestehend aus zwei durch das Sarkolemm getrennten Kompartimenten, némlich dem 

EZR und IZR. Da weder Ionen noch freies Wasser hinzu- oder abgefiihrt werden, 

représentierte eine Anderung der Tonenkonzentration im EZR entweder eine 

transmembranale Bewegung des Ions oder eine entgegengesetzte Bewegung von 

freiem Wasser. Somit wire eine ansteigende Konzentration des streng 

extrazelluléren Kations TMA* Ausdruck einer proportionalen Abnahme 

extrazelluliren Wassers (water shift), woraus sich eine relative Schrumpfung des 

EZR berechnen 148t. Fiir das relative Volumen des EZR (relVe) zum Zeitpunkt (t,) 

nach Einsetzen der g, gilt daher die simple Beziehung: 

relVet[%] =100 x [TMA+}t, / [TMA*]to, 

wobei [TMA*]t, die Konzentration zum Zeitpunkt (t,) nach und [TMA*]y, die 

Konzentration von TMA* vor Einsatz der gl ist. 

Die Nettobewegung der Kationen zwischen den beiden genannten Kompartimenten 

konnte nun iiber die Konzentrationsdifferenz des entsprechenden Kations und 

‘TMA*-Ions unter Beriicksichtigung der relativen EZR-Schrumpfung im Vergleich 

zur Vorminute berechnet werden. Dazu wurde die folgende Gleichung benutzt: 

Nettokationenbewegungt, [mmol/l] = (rel[Kat]tn - rel[TMA]tn) x [Kat]tn-1, 

wobei: rel[Katltn = ([Kat]tn - [Kat]tn-1) / [Kat]tn-1 

Relative Konzentrationséinderung des Kations wahrend einer 
Minute zwischen #,,., und t,, 

rel[TMAJtn = ((TMAtn - [TMATtn1) / [TMAJtn-4 
Relative Konzentrationsénderung von TMA* wahrend einer Minute 
zwischen t,,.; und 2, 



2.4. Versuchsablauf 

Nachdem die Herzen montiert und die Elektroden eingesetzt waren, wurden sie 

zZuniichst mit KHL oder KHL + 0.1 mmoll TMA (n=34) vorperfundiert. In der 

Kontrollgruppe wurde nach 30 Minuten die gl durch Umschaltung der Perfusion 

unmittelbar oberhalb der Aortenkanille cingeleitet. In der ANP-Gruppe stellte man 

die anfangliche Kontrollperfusion nach 15 Minuten auf KHL + ANP bzw. KHL + 

TMA + ANP, was den intraindividuellen Vergleich der himodynamischen Parameter 

zwischen den beiden Gruppen erméglichte. Gleichzeitig wurden in beiden Gruppen 

Auswaschproben zur Katecholamin- und Elektrolytbestimmung gewonnen. Nach 

weiteren 15 Minuten wurde auf gl umgeschaltet. Simtliche Herzen wurden einer 

60miniitigen gl ausgesetzt und anschlieBend reperfundiert. Das anfallende Eluat 

wurde iiber 10 Minuten in 1miniitigen Intervallen zur Katecholaminbestimmung 

gesammelt. Um moglichst unverfilschte Werte zu erhalten, wurde hierzu das 

‘Wiirmegefi8 2-3 min vor Ende der gl vom Herzen entfernt und das Eluat direkt 

hinter an der Herzspitze aufgefangen. Diese Manipulation storte in mehreren 

Experimenten die Elektrodenaufzeichnung so sehr, da8 zu Gunsten der 

Zuverlassigkeit der Analyse auf die Wiedergabe der Ionenaktivitét in den letzten 5 

‘min der g] verzichtet wurde. 

2.5. Katecholaminbestimmung mittels HPLC 

Das Eluat wurde in fraktionierten Proben wihrend jeweils einer Minute aufgefangen, 

sein Volumen bestimmt, jeweils 1 ml in Eppendorf-Cups abpipettiert und mit 20 pl 

Antioxidanz (65 mg EDTA und 60 mg reduziertes Glutathion in 1 ml H,0) versetzt. 

Die Proben wurde in fliissigem Stickstoff schockgefroren und anschlieBend bei - 

80°C aufbewahrt. Zur Bestimmung von Noradrenalin, Adrenalin und Dopamin 

wurden dic Proben zunéichst im Eisbad aufgetaut und iiber 20 mg Al,O3 zur 

Adsorption gegossen und darauf mit 20 pl 3 4-Dihydroxy-benzylamin (DBHA, 

1 mg/l) und 400 pl TRIS-Puffer (2 mmol/l, 2% EDTA, pH 8,7) versetzt. 
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Der Ansatz wurde nun fiir 15 Minuten (min) geschiittelt, 1 min zentrifugiert und der 

Uberstand verworfen. Das Al,O3 wurde 3 mal mit 1 ml 0,2% TRIS-Puffer (pH 8,1) 

gewaschen, in dem man die Cups jeweils fiir 1 min schilttelte, dann zentrifugierte 

und den Uberstand absaugte. Anschlieend wurden die Katecholamine mit einer 

Gebrauchslsung von 200 ul HCIO4 (50 mmol/l sowie jeweils 5 ml/l 10% 

Natriumbisulfit und 5% EDTA) vom Al,O; desorbiert. Nachdem der Uberstand 

kurz anzentrifugiert worden war, injizierte man 25 pl in die HPLC-Séule. Zur HPLC 

war das Catecholamine Analyser System der Firma Waters GmbH mit folgenden 

technischen Daten installiert: DurchfluBgeschwindigkeit, 0,8 ml/min; Druck, 138 

kPa; Sule, Resolve 5 um spherical C18; Kolbenpumpe, Mod. 590; 

Injektionsvolumen 25 pl; Elektrochemischer Detektor, Mod M 460; Schreibersystem, 

Waters Automatic Data Module. Als Eluent zur Trennung der Katecholamine diente 

eine Methanol/Wasserlosung (9,5:0,5) von 50 mmol/I Natriumazetat, 20 mmol/l 

Zitronens#ure 0,5 mmol/l Natriumoktansulphonat, 1 mmol/l Di-n-Butylamin, 0,1 

mmol/l Nay-EDTA (Sémtliche verwendeten Chemikalien von E. Merck, Darmstadt). 

Die Konzentrationen der Katecholamine wurden zunichst in pg/ml angeben und 

dann unter Beriicksichtung des Herzgewichtes und des urspriinglichen 

Probenvolumens auf ng/gHG/min umgerechnet. 

2.6. Pharmakologie des atrial natriuretischen Peptids 

Erste Hinweise auf die Bioaktivitit von ANP stammen von Versuchen mit 

systemischen Gaben von Rohextrakien aus atrialem Gewebe (DE BOLDT et al., 

1981). Als Ursprung wurden die von JAMIESON u. PALLADE (1964) 

beschriebenen spezifischen Granula in atrialen Kardiozyten angesehen. Seitdem ist 

es gelungen verschiedene aktive Polypeptide und das zugehérige Pré-Propeptid mit 

153 Aminosduren nebst DNA zu isolieren. Die aktiven Formen bestchen aus bis zu 

35 Aminosiuren und entstehen proteolytisch am C-terminalen Ende zwischen 

Position Leu94 und Arg128. 



Sie zeichnen sich durch sehr ahnliche Sequenz milt einer charakteristischen 

Disulfidbriicke zwischen Cys105 und Cys121 aus, was cine omegaf6rmige 

Sekundirkonfiguration ergibt, wobei sich Human- und Ratten-ANP lediglich durch 

die Aminosiure Met1 10 im Gegensatz zu Ile1 10 unterscheiden. Anhand von 

natriuretischem und geféBrelaxierendem Effekt fassen CANTIN u. GENEST (1985) 

die relative Potenz der verschiedene Strukturen im Vergleich zum synthetischen ANP 

(Arg101-Tyr126) zusammen. Verkiirzung am N-terminalen Ende lieB die Wirkung 

unveréindert, N-terminale Verlingerung - wie bei der natiirlichen, zirkulierenden 

Form (Gly96-Tyr126) - leicht vermindert, wahrend es bei C-terminaler Verkiirzung 

zum drastischen Wirkungsabfall kam. Die gleiche Arbeit gibt cine Wirkungsdauer 

fiir ANP (Arg101-Tyr126) von einer Stunde an, was WINQUIST (1986) fiir niedrig- 

nanomolare Konzentrationen von ANP anhand von Vasodilatation bestitigt. 

In der vorliegenden Arbeit wurde ANP (Arg101-Tyr126, alte Nomenklatur 8-33, 

Peninsula Laboratories, Belmont, California, Best.-Nr.9111, Molekulargewicht 

2862.65 g/mol) verwendet. Abbildung 2.2 zeigt die Aminoséurensequenz. 500 mg 

Trockensubstanz wurden auf 10 ml 0,9% NaCl gelost, 25 Proben a 0,4 ml (20 mg) in 

flilssigem Stickstoff schockgefroren und bei -24°C aufbewahrt. Kurz vor Begin 

eines Experimentes wurden die Proben aufgetaut und 0,2 ml der Stammlosung auf 

500 ml KHL gegeben, was einer ANP-Konzentration von 20 mg/l (6,99 pmol/l) im 

Perfusat entsprach. Ausgehend von einer durchschnittlich 15miniitigen 

prischémischen Perfusion mit ANP, waren die Herzen einer kumulativen Menge 

von 22233 pg/g HG (77.67 nmol/g @) ausgesetzt. ANF wird in-vitro langsamer 

abgebaut, als in vivo; MURTHY et al. (1986) maBen nach Bolusinjektion von ANP 

in die isoliert perfundierte Mesenterialarteric einen Abfall auf 50% nach 15 min und 

13% nach 25 min. Bezieht man diese Abbaurate auf die hier verwendete Dosis, so 

lagen die Gewebekonzentrationen von ANP auch nach 25 min noch weit iiber den 

von MICHEL et al. (1988) angegebenen Plasmawerten in der Ratte (Kontrollen: 76 

ng/l; nach Koronarokklusion: 185 ng/l). 

lle 
Arg Gly 

Asp Ala 
lle Gin 
Arg Ser 

Gly Gly 
Gly Leu 
Phe Gly 

Arg Arg Ser Ser Cys-- ---Cys Asn Ser Phe Arg Tyr 

Abbildung 2.2: 

Aminosdurensequenz und Sekundrstruktur von ANP (Arg101-Tyr126) wie im 

Versuch verwendet. 

2.7. Statistik 

Die Daten sind in dieser Arbeit als Mittelwerte und deren Streuung als 

Standardfehler (+SEM) angegeben. Die Unterschiede der Mittelwertskurven 

zwischen den jeweils spezifizierten Untergruppen wurden unter Anwendung des 

2weiseitigen t-Tests fiir unabhiingige Variablen nach STUDENT auf Signifikanz 

gepriift. Dabei wurde eine Irtumswahrscheinlichkeit von 5% akzeptiert, welche mit 

P<0,05 oder einem Stern (*) gekennzeichnet ist (nicht signifikant: ns). Das 

entsprechende Signifikanzniveau der erhobenen Daten wurde bei der Interpretation 

der berechneten Daten zugrundegelegt. Die Berechnungen wurden entweder auf 

cinem Taschenrechner (Casio) oder einem Personal Computer mit 

Tabellenkalkulation (Excel, Microsoft) durchgefiihrt. 



3. ERGEBNISSE 

3.1. Temperaturkonstanz wihrend der Ischéimie 

Jeweils zwei Herzen von etwa gleich schweren Ratten (445g £7.45) wurden 
gewogen, vorperfundiert, wahrend 60minitiger Ischémie in erwirmtem, 
befeuchtetem Stickstoff (N5) bzw. in erwiirntem Silikonsl gehalten und darauf ohne 
Reperfusion emeut gewogen. Das Ischémiegewicht zwischen den beiden Verfahren 
unterschied sich dabei signifikant um 85 mg (ca. 7% des Ausgangsgewichts; P<0,05), 
wobei die mit Stickstoff begasten Herzen im Mittel um 60 mg 10 abnahmen, 
wihrend die in Ol temperierten Herzen um 25 mg +5 zunahmen. 

Abb. 3.1 zeigt den Verlauf von [K*], und [H*], wahrend 60miniitiger g1 in N, (n=9) 
und in Ol (K*: n=8, H*: n=10). Obwohl [K*], unter beiden Bedingungen einen 
typischen, biphasischen Anstieg zeigte, so lag der erste Gipfel nach 10 min in der N- 
Gruppe deutlich hher (7.82:0.46 vs 6.39+0.14; P<0,05). Auf dieses kurze Plateau 

folgte dann in der Olgruppe ein rascher, steiler Anstieg, der ab der 21. min 
(14,1520.54) abflachte, um sich dann linear dem Maximalwert von 

32,00+2.95 mmol/I zu nghern. In der Ny-Gruppe war der zweite Anstieg signifikant 
verzogert, um dann ab der 21. min (10,30,7; P<0,001) stetig zu beschleunigen 
(34,5123,25 mmol/I nach 55 min; P>0,05). [H*], stieg im Ny- bzw. Olmilieu () von 
durchschnittlich 41,0 (43,7) iiber 490,5 (513,7) in der 15. min und 800,7 (701,9) in 
der 25. min auf maximal 1237,2 nmol/l (822,8) an (P>0,05). Beachte hierbei vor 
allem die groBere Streuung in der Ny~ im Gegensatz zur MeBstabilitat in der O1- 
Gruppe bei etwa gleicher Anzahl von Messungen. Sowohl Gewichtsabnahme als 
auch hshere Azidose kénnten durch Verdampfung und damit Schrumpfung des EZR 
erkliirt werden. Dieses bote ebenfalls eine Erklirung fiir den rascheren, nonlinearen 
Kaliumanstieg ab der 21. Minute und das hohere Maximum in der N,-Atmosphtire 
gegeniiber dem maBigen, linearen Anstieg in der Ol-Gruppe. 
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Abbildung 3.1: 

Verschiedene Verlaufe von[K*], und [H*], im global ischamischen Herzen: 
‘Temperierung durch Stickstoff (=) bzw. 61 (—), *: P<0,05. 

3.2. Himodynamik der Rattenherzen unter dem Einflug von ANP 

Nach anfénglicher Unruhe wahrend der Montage, war die Herzaktion in der 
Vorperfusionsphase, von vereinzelten Extrasystolen abgesehen, im Allgemeinen sehr 
regelmiBig. Nur wenige Herzen (n=4) wiesen, wahrscheinlich ischimiebedingt, zu 
diesem Zeitpunk eine hohe Arrhythmierate auf und wurden daher vom Experiment 
ausgeschlossen. Die im weiteren aufgefiihrten, hamodynamischen Ergebnisse gelten 
fiir die Gruppe der Herzen, welche spiter mit KHL+ANP perfundiert wurden (n=21). 
Hierbei lag der LVP wihrend der Kontrollperfusion bei 46 mmHg (+0,50), um unter 
dem Einflu von ANP auf 50 mmHg (+0,57) anzusteigen (P<0,05). Gleichzeitig 
nahmen dp/dtmax signifikant von 1629 (+45,7) auf 1815 (56.2) mmHg/s und 
dp/dtmin von 1154 (31,8) auf 1350 (36,0) mmHg/s. 
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CPP stieg nur unwesentlich von 46 auf 47 mmHg. Die Herzfrequenz blieb praktisch 

unveréindert (Kont.: 258/min; ANP: 253/min; ns). In beiden Gruppen sistierte die 

Herzaktion etwa 4 Minuten nach Beginn der globalen Ischéimie. 

3.3. Anderung der extrazelluliren Ionenkonzentrationen und transmembranale 

Nettoionenbewegungen wahrend globaler Ischimie unter Kontrollbedingungen 

und nach Gabe von ANP 

33.1. TMA-onen und Anderung des Extrazelluldrraums 

Die Kurven in Abbildung 3.2 beschreiben die anfinglich rasche und immer 

langsamer werdende Konzentrationszunahme des TMA-Tons [mmol/l]. Im 

Gegensatz zur Kontrollgruppe kam es unter ANP zu einem wesentlich geringeren 

und verspiiteten Anstieg on TMA*. In der Kontrollgruppe nahm TMA* schon nach 

10minitiger Ischamie um iiber 50% (155,247,71 vs ANP 124,3422,87; P<0,05) zu, 

wihrend Gabe von ANP einen solchen Anstieg auf 25 Minuten verzogerte 

(152,9626,86). Zu diesem Zeitpunkt hatte sich TMA* in der Kontrollgruppe mehr 

als verdoppelt (211,89214,27; P<0,05). Der maximale Anstieg von [TMA*], betrug 

291,4%25,99 nach 55 Minuten und war nach Gabe von ANP um nahezu 100 mmol/i 

niedriger (196,711,6; P<0,05). ANP verminderte somit die Schrumpfung des EZR 

wihrend gI (Abb.3.2). Wahrend der EZR unter Kontrollbedingungen nach 5 min um 
25,1%, nach 10 min um 35,58% und nach 20 min um fast 50% abnahm, beschréinkte 

sich seine Schrumpfung unter Einflu von ANP auf 12,75% nach 5 min, 19,58% 

nach 10 min und nur ca. 30% nach 20 min respektive. Uber die folgenden 35 min 
globaler Ischiimie schrumpfte der EZR nur noch um weitere 26% (Kont) bzw. 20% 
(ANP). Diese signifikant unterschiedliche, ischamicbedingte Abnahme des EZR 

wird im weiteren bei der Interpretation der gemessenen, extrazelluliren 

Kationenéinderung beriicksichtigt. 
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Abbildung 3.2: 
Verlauf von [TMA*]. im global ischimischen Myokard: Kontrollen (—) und 
unter Einflu von ANP (=), *: P<0,05. Darunter die daraus resultierende, 
relative Schrumpfung des Extrazellulérraums. 
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3.3.2. Kaliumionen 

Der Verlauf von [K*], wahrend gl, welcher in 8 kontroll- und 11 ANP-perfundierten 

() Herzen gemessen wurde, beschrieb einen dreiphasigen Verlauf (Abb. 3.3). Einem 

raschen, initialen Anstieg von 3,8420,12 (3,860,05; ns) auf 6,77:0,38 mmol/ 

(6,5720,16; ns) folgte eine Plateauphase, welche im Kontrollmyokard 8 min anhielt 

(7,46£0,18 mmol/l; ANP: 6,811+0,2; P<0,05). Bis zur 20. min kam es dann zu 

einem beschleunigten Anstieg auf 13,54£0,51 mmol/l (ANP: 9,380,4; P<0,001), 

welcher sich dann linear auf maximal 32,0+2,95 mmol/1 in der 55. min fortsetzte. 

Wihrend die initiale Phase in beiden Gruppen sehr éhnlich verlief (P>0,05), daverte 

die Plateauphase unter Wirkung von ANP 4 min linger an (8,02:£0,38; 17. min; 

Kont.:11,1820,57; P<0,001). Die Phase des beschleunigten Anstiegs war ebenfalls, 

bis etwa zur 30. min verlingert und bedeutend flacher (12,710,48 mmol/t; Kont.: 

18,680,93; P<0,001). Der weitere Ansticg von [K*+], unter ANP war éhnlich linear 

wie in der Kontrollgruppe, jedoch hoch signifikant abgeschwicht (P<0,001) und 

erreichte lediglich einen Maximalwert von 18,96:+1,07 mmol/l (P<0,001). 

Unter Zugrundelegung der Schrumpfung des EZR kam es zu einem 

charakteristischen zweigipfeligen Nettoausstrom von K+, der insbesondere in den 

spiteren Phasen unter ANP-Wirkung deutlich weniger ausgepragt ist (Abb. 3.4). 

Schon zwei Minuten nach Einsetzen der gl erreichte der Kaliumausstrom in beiden 

Gruppen die hchste Geschwindigkeit (Kont.: 0,94; ANP.: 0,75 mmol//min), um 

daraufhin stark abzunehmen. Mit dem Beginn der Plateauphase kam s zu einem 

siebenmintitigen Einstrom von K* in den Kardiozyten, welcher in der 7. min nach 

Beginn der gl 

mit -0,5 mmol/V/min gipfelte, jedoch in der ANP-Gruppe weniger als halb so groB 

war (-0,19 mmol/l/min) und zwei Minuten spéter eintrat. 

2% 

Die zweite Phase des Kaliumausstroms der Kontroligruppe begann in der 12. min 

und erreichte mit 0,91 mmol/\/min in der 15. min die gleiche Hohe wie in der ersten 
Phase. Dieser Gipfel war unter ANP deutlich weniger prominent und verspiitet (0,36 

mmol/l/min; 19. min). Ab der 25. min verlief die Nettozunahme von K* in beiden 

Gruppe in dhnlichem, beinahe konstantem Tempo. Dies ist Ausdruck einer engen 

Korrelation zwischen EZR-Schrumpfung und der Zunahme von [K*], in dieser 

Phase. Auch wenn sowohl [K+]e als auch [TMA*], in der ANP-Gruppe wahrend der 

Spitphase der gl im Vergleich zu den Kontrollen signifikant niedriger gemessen 

wurde, so war das Verhaltnis der beiden Ionenkonzentrationen zueinander innnerhalb 

der betrachteten Versuchsgruppen angendhert (Abb. 3.2 und 3.3 ). 

3.3.3. Natriumionen 

Der Verlauf von [Na*], im ischémischen Myokard von 16 Kontroll- und 11 ANP- 

behandelten Herzen ist in Abbildung 3.3 dargestellt. Die Ausgangskonzentrationen 

betrugen 138,93£0,59 (Kont.) und 140,07:60,63 (ANP). In beiden Gruppen kam es 

zum gleichen, stetigen, fast linearen Anstieg bis zur 12. min nach Beginn der gl 

(Kont.: 156,19:1,78, ANP: 156,15%1,40; P>0,05), welcher dann immer langsamer 

wrde und in der 20. min gipfelte (Kont.: 159,55%2,31, ANP: 160,9721,89). Uber 
die folgenden 35 min kam es zu einer linearen Abnahme von [Na*],, welche im mit 

ANP behandelten Myokard nur unsignifikant langsamer verlief (153,30£1,80; 55 

min) als in den Herzen der Kontrollgruppe (148,152,05, P>0,05). Der Zeitpunkt der 

maximalen extrazelluliren Natriumkonzentration nach 20 min koinzidierte mit dem 

Eintritt von [K+], in die letzte Linearphase. 

Angesichts der Tatsache, da Na* auf Grund seiner Konzentrationsdifferenz 

zwischen EZR und IZR normalerweise cinen nach intrazellulr gerichteten 

Gradienten hat, kommt der obenbeschricbene, extrazellulir gemessene Anstieg eher 
unerwartet. 
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Betrachtet man jedoch die Schrumpfung des EZR wihrend 60miniitiger gl, so 

berechnet sich ein stindiger Einstrom von Na* [mmol/l/min] in die Zelle (Abb. 3.4). 

Dem Kaliumausstrom genau entgegengerichtet, kam es zu cinem maximalen, wenn 

auch nicht iquimolaren Natriumeinstrom in der 2. min (-10,84). Dieser war unter 

Wirkung von ANP stark abgeschwicht und leicht verzogert (-3,78; 3. min). Ab der 5. 

min nach Beginn der gI (Kont.: -4,20: ANP: -2,09) nahm die Geschwindigkeit des 

Einstroms in beiden Gruppen langsam ab (Kont.: -1,21; ANP: -0,13; 10. min). 

Hierauf kam es noch einmal zu einem erhohten Natriumeinstrom, welcher fiir die 

Kontrollen in der 19. min (-4,13) und in der ANP-Gruppe erst in der 28. min (3,12) 

einen Hohepunkt erreichte. Auffallend ist, daB die beiden Maxima 4 bzw. 9 min 

nach dem entsprechenden 2. Gipfel des Kaliumausstroms eintreten. Ab der 30. min 

Kommt es zu einem annéhernd deckungsgleichen, abnehmenden Verlauf des 

Natriumeinstroms in beiden Gruppen. 

3.3.4. Kalziumionen 

Zu Beginn der 60miniltiger Ischémie kam cs sowohl in der Kontrollgruppe (n=24) als 

auch in der ANP-Gruppe (n=10) zu shnlich wie bei [Na*], zu cinem initial linearen 

Anstieg des extrazelluliren Kalziums [mmoll]. Die Ausgangskonzentration von 

1,85 mmol/l stieg dabei bis zur 10. Minute auf 2,480,044 an, um danach 

abzuflachen und in der 19. min 2,670,059 den Hochststand zu erreichen (ANP nach 

19 min: 2,38+0,094: P<0,05). Wie schon zuvor bei [K*], und [Na*], war der 

Kalziumanstieg in der ANP-Gruppe signifikant schwécher und deutlich verlangsamt. 

Hierbei lag [Ca2*], in der 10. min erst bei 2,160,049 (P<0,001) und gipfelte erst in 

der 21 min mit 2,380,089 (Kont.: 2,66+0,05; P<0,05). Im weiteren nahm [Ca2*], 

in der ANP-Gruppe langsam ab um sich ab der 35. min auf durchschnittlich 2,30 

mmol/l einzustellen. 
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Hingegen war in der Kontrollgruppe ein stetiger, langsamer Abfall bis auf 

2,440,076 in der 55. min zu beobachten (ANP: 2,30+0,16; ns). Abbildung 3.3 zeigt 

den erkennbar unterschiedlichen Verlauf von [Ca2+], in beiden Gruppen, der jedoch 

nur bis zur 30. min signifikant war. 

Die transmembranalen Flugeschwindigkeiten von Kalzium verliefen in beiden 

Gruppen annshernd synchron zu denen des Natriums (Abb. 3.4). Der insgesamt 

zweiphasige Nettoeinstrom [mmol/l/min] war jedoch deutlich ausgepragter. Die 

erste Phase gipfelte in der Kontrollgruppe mit einem Einstrom von -0,11 mmol/Vmin 

in der 2. min, bremste im folgenden stark ab und endete in der 6. min mit einem 

geringgradigen Ausstrom von Ca2* (+0,010). Dieser war fast zeitgleich mit dem 

Hohepunkt des Kaliumeinstroms (7. min). Zur Zeit des maximalen Kaliumausstroms 

folgte der Beginn der zweiten Phase des Kalziumeinstroms (-0,024: 15. min) und 

erreichte in der 20. min dhnlich wie bei Natrium ein Maximum (-0,068). Im 

Vergleich zwischen den untersuchten Gruppen war der Nettoeinstrom von Ca2+ in 

der ANP-Gruppe wie schon zuvor bei K+ und Na* stark verlangsamt und zeitlich 

verzogert. Der Gipfel der ersten Einstromphase lag in der 3. min mit 0,041 deutlich 

niedriger. Mit hnlicher Verzogerung wie zavor schon bei K* und Na* kam es 

hierauf zu einem kurzfristigen Ausstrom zwischen der 8. und 12. min  max. +0,01: 

10. min). Die zweite Einstromphase spielte sich zwischen der 13. und 35. min ab 

und war erst nach 28 min mit -0,051 maximal. Dieser Wert lag noch deutlich iiber 

dem Betrag des ersten maximalen Einstroms (-0,041). Wic im Falle des Natriums 

verlangsamte sich die Einstromgeschwindigkeit von Ca2+ ab der 20. min (Kont.) bzw 

35. min (ANP) stetig, lag jedoch in der Kontroll- hoher als in der ANP-Gruppe. 
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Abbildung 33: 
Verlauf der extrazelluliren Konzentrationen von K*-, Na*-, Ca?*- und H*-Ionen im 
global ischéimischen Myokard: Kontrollen (—) und nach ANP (=), *: P<0,05. 
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3.3.5 H*-Ionen 

Die extrazellulire Konzentrationsinderung der Protonen ([H*]e) zeigt Abbildung 3.3 

wiedergegeben. Nach einem initial raschen Anstieg in beiden Gruppen, flachte die 

Zunahme in der ANP-Gruppe (n=9) nach etwa 30 min ab (947,35+163,64; Kont.: 

731,85£110,1; ns) und war nach 55 min mit 1087,37163,64 maximal. In der 

Kontrollgruppe (n=10) kam es zur Abflachung schon in der 20. min (642,7388,26; 

ANP: 646,39+120,04; ns), gefolgt von einem allméhlichen Anstieg auf 

822,80162,7; ns). Auch wenn sich der nach intrazellulir gerichtete "water shift" 

sicherlich auf die extrazellulire Azidose wihrend gl auswirkt, so bleibt sein AusmaB 

wegen der ebenfalls stattfindenden, fortwahrenden, intrazelluliren Produktion von 

H* im Rahmen der anaeroben Glykolyse ungewiB. Auf eine entsprechende 

Berechnung wurde daher verzichtet. In Abbildung 3.4 ist jedoch der Verlauf des pH, 

synchron zu den transmembranalen Bewegungen der tibrigen Kationen dargestellt. 

Den Verldufen von [H*], entsprechend fallt der pH in der Kontrollgruppe von 7,38 

(ANP: 7,40) iiber 20 min auf 6,19 (ANP: 6,19) ab, nach 55 min auf 6,08; die 

maximale Azidose wird unter ANP in der 30. min erreicht (pHS,95) und sinkt tiber 

die weitere Ischéimiezeit nicht mehr ab. Die erkennbaren Unterschiede im Verlauf 

von pH, waren im statistischen Vergleich zwischen den beiden MeBgruppen zu 

keinem Zeitpunkt signifikant. 

3.3.6. Wirkung von ANP 

Zusammenfassend kann gesagt werden, daf dic transmembranalen Tonenflilsse unter 

ANP fiir alle gemessenen Kationen zwar dhnlich verliefen wie die der 

Kontrollgruppen. Die Anderungen hingegen, waren 2.T. signifikant geringer und 

zeitlich verzogert. 
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Abbildung 3.4: 
Vergleich der transmembranalen Nettoflisse von K*, Na* und Ca2* sowie der 
extrazelluliren Azidose im global ischamischen Myokard: Kontrollgruppe (—) und 

nach ANP (—). 
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3.4. Auswaschung der akkumulierten Katecholamine nach 60mintitiger globaler 

Ischimie unter Kontrollbedingungen und nach Gabe von ANP 

I Eluat der Vorperfusion waren weder wihrend der Kontrollphase, noch nach Gabe 

von ANP, Katecholamine meBbar (Abb. 3.5). Dagegen fanden sich im Eluat 

wihrend der Reperfusion hohe Konzentrationen von Noradrenalin, Dopamin konnte 

nur sporadisch in drei Kontrollproben iiber die ersten 1-3 min nachgewiesen werden. 

Adrenalin war nicht nachweisbar. Vorherige Gabe von ANP (n=11) verminderte das 

Gesamtnoradrenalin auf fast dic Hlfte (127,31 ng/gHG) der Werte bei Kontrolle 

(n=16; 251,00 ng/gHG). Die NA-Konzentrationen, welche insgesamt in der ersten 

(Kont: 104,4+8,06; ANP: 60,89+6,33; P<0,001), zweiten (Kont.: 60,34x7,05; ANP: 

20,713,80; P<0,001) und dritten Minute (Kont.: 33,83+3,34; P<0,001) nach Beginn 

der Reperfusion innerhalb beider Gruppen am héchsten waren, lagen in der ANP- 

Gruppe hoch signifikant niedriger. Dieser starke Konzentrationsunterschied setzte 

sich, wenn auch insgesamt weniger ausgepragt, bis zur 10. Minute 

(Kont.: 2,98+0,085; ANP.: 1,53+0,46; P<0,001) der friihen Reperfusionsphase fort. 
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Abbildung: 3.5: 
Vergleich der Noradrenalinkonzentrationen im fraktionierten Eluat 
wihrend10miniitiger Reperfusion nach 60miniitiger globaler Ischmie [ng/grc/min]: 
Kontrollgruppe (—) und ANP-Gruppe (=), *: P<0,05. 
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4. DISKUSSION 

4.1. Versuchsaufbau 

Die in-vitro-Perfusion isolierter Saugetierherzen ist seit LANGENDORFF (1895) in 

zahlreichen Experimenten eingesetzt worden. Im vorliegenden Experiment 

reduzierte die Ventilation des Versuchstieres wihrend der Préparation, sowie die 

rasche Herzentnahme die mgliche ischamische Myokardschidigung auf ein 

Minimum. Die Kanilierung des Herzens unter gleichzeitiger geringer Perfusion im 

kiihlen Losungsbad verhinderte Luftembolien. Nur wenige Herzen, welche kurze 

Zeit nach Vollperfusion keinen Sinusthythmus hatten, muBten vom weiteren 

Experiment ausgeschlossen werden. Dic Hamodynamik der "working heart'- 

Priiparation nach BARDENHEUER u. SCHRADER (1983) &hnelt weitgehend den 

entsprechenden Verhaltnissen in vivo. Der Vorteil dieses in-vitro-Modells liegt 

jedoch u.a. in der Erfassung von, auf das Herz beschrinkten Aspekien der sonst den 

Organismus betreffenden Phnomene, wie die komplexen, hormonalen Wirkungen 

des ANP auf Diurese (DE BOLD et al.,1981), Blutkreislauf (PEGRAM et al., 1986) 

und Tonenverschicbungen (CANTIN u. GENEST, 1985). Der Zustand der globalen 

Ischimie erlaubt die Messung von lonenverschicbung am Herzen, wobei der 

anaerobe Stoffwechsel zu einer Verénderung des lonengleichgewichts im Vergleich 

2ur Kontrollperfusion, in einem geschlossenen System (COBBE u. POOLE- 

WILSON, 1980, KNOPF et al., 1990), fiihrt. Die Unterbrechung der Perfusion filhrt 

jedoch zu zwei Problemen, ndmlich zum Ausbleiben cines analysierbaren Eluats, und 

2weitens zum Absinken der Gewebetemperatur. 
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Erst die Implantation von ionenselektiven Elektroden ermdglichte daher eine 

kontinuierliche Beobachtung des Verhaltens der Elektrolyte (HILL et al., 1978, 

WEISS u. SHINE, 1982a), zumal das geschlossene Milieu um die eingepflanzten 

Minielektroden im vorliegenden Versuchsaufbau die tatsichlichen 

Gewebekonzentrationen genauer reflektiert als fraktionierte Entnahmen von Eluat 

(HIRCHE et al., 1980, KNOPF et al., 1988). Da die Aktivitit metabolischer 

Prozesse stark von der Gewebetemperatur abhiingt, ist Temperaturkonstanz 

insbesondere zum Zeitpunkt der Umschaltung von Perfusion auf Ischamie von 

‘Wichtigkeit. COBBE u. POOLE-WILSON (1980) vermuteten, daB schon minimale 

Abkiihlung zu Beginn der Ischimie félschlich zu Alkalose statt Azidose fiihren kann, 

‘welches entweder durch eine temperierte Stickstoffatmosphiire (N,) oder aber ein 

inertes Olbad verhindert werden kann. Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, daf 

Suspension der Herzen im erwéirmten Olbad zu deutlich akurateren Resultaten, 

besonders in der Spiitphase der globalen Ischamie, fiihrt (Abb. 3.1). Die externe 

Stickstoffbegasung filhrt méglicherweise zu Unterkiihlung der tieferen 

Gewebsschichten und zu Austrocknung im peripheren Gewebe, was den 

Gewichtsverlust der so behandelten Herzen wihrend gl im Gegensatz zur 

Gewichtszunahme im Olbad, welcher durch ischémischen Zellhydrops zu erwarten 

wiire, erkliren wiirde. Konstante Gewebetemperatur und zuverlissiger 

SauerstoffausschluB durch Suspension des Herzen im Olbad kénnte ebenfalls der 

Grund fiir die raschen initialen Anstiege der Ionenkonzentrationen im vorliegenden 

Experiment (Abb. 3.2) sein, verglichen mit beispielsweise der Ny-umfluteten 

isolierten Kaninchenpriparation von WEISS u. SHINE (1982b), der fiir [K+], erst 

nach 15 min die Plateauphase erreichte. 

Betrachtet man die Verlaufskurven von [K+*], in dieser Arbeit (Abb. 3.3), so kam es 

wihrend der ersten 20 min gl zu einem zweiphasigen Anstieg, der mit einem 

zweigipfligen Ausstrom von K* verbunden war (Abb. 3.4). 
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Kin ihnlicher Verlauf in die entgegengesetzte Richtung wurde fiir die Natrium- und 

Kalziumfliisse beobachtet. Diese ischimieinduzierten ionalen Veranderungen sind 

wiihrend dieser ersten Periode reversibel (HIILL u. GETTES, 1980, WEISS u. 

SHINE, 1982b). Wahrend der verbleibenden Ischéimie nach etwa 20 min verhielten 

sich die Kationenverinderungen gleichférmig und stetig. Wahrend dieser zweiten 

Periode kommt es auBerdem, moglicherweise durch einen umgekehrten 

Carriermechanismus (SCHOMIG et al., 1984) oder aber durch zunehmende 

Membrandurchléssigkeit im Rahmen von irreversibler Zellschidigung (KNOPE et 

al,, 1988), zu einer deutlichen, ischémicbedingte Akkumulation von Noradrenalin aus 

den Varikosititen der sympathischen Nervenfasern im EZR, obwohl Noradrenalin 

auch schon in der frithen ischamischen Phase freigesetzt wird (HIRCHE et al., 1985). 

Das, in diesem Experiment gewahlte, Ischimicintervall erméglichte daher die 

Beobachtung der zeitlich versetzten elektrophysiologischen und neuronalen 

Phiinomene. 

4.2. Physiologic von ANP 

Bei den atrialen natriuretischen Peptiden handelt es sich um eine Reihe strukturell 

verwandter Oligopeptide (Abb. 2.2), die in speziellen Vesikeln von Kardiomyozyten 

hauptséchlich des rechten Vorhofs synthetisiert werden. Als Stimuli fiir die 

Fireisetzung von ANP sind neben Volumenbelastung (LANG et al., 1985) und 

direkter atrialer Dehnung (DIETZ, 1984, LEDSOME et al., 1985), auch Hypoxie 

(BAERTSCHI et al., 1986) und Ischémie (MENDEZ et al., 1987), sowie 

Katecholamineinfluf (CURRIE u. NEWMAN, 1986, KUCHEL et al. 1987b, 

RUSKOAHO et al., 1987) beschricben worden. Ihre diuretische und natriuretische 

Wirkung wurde erstmals von DE BOLDT et al. (1981) beschrieben und ist seitdem in 

zahlreichen Arbeiten bestiitigt worden (SEYMOUR et al., 1985, SONNENBERG, 

1986, WILSON et ., 1987). An der Rattenniere beobachteten KEELER u. 

AZZAROLO (1983) ebenfalls eine erhohte Kalium- und Kalziumausscheidung. 
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Dariber hinaus ist ANP ein potenter Vasodilatator (WINQUIST et al., 1984), was bei 

systemischer Gabe zu Blutdrucksenkung und vermindertem peripheren Widerstand 

fiihrt (ACKERMANN et al., 1983). Zahireiche Experimente an isolierten 

GeféBmuskeln (CHIU et al, 1986, MAACK u. KLEINERT, 1986) oder an 

Einzelzellen (HASSID, 1986, CORNWELL u. LINCOLN, 1989) belegen diesen 

Effekt. Arbeiten tiber den Herzmuskel als Erfolgsorgan fiir ANP liegen nur 

vereinzelt vor. SWEET et al. (1985) fanden am ischimischen Hundeherzen nach 

Infusion von ANP einen eniedrigten koronaren Widerstand. BIANCHI et al. 1985 

fanden jedoch, neben Niere, Nebenniere, Lebergefien und glattem 

Bronchialmuskel, auch am Endokard, nicht aber am Kardiomyozyten, eine hohe 

ANP-Rezeptordichte. Der zellulire Effekt von ANP wird tiberwiegend durch 

Aktivierung der Guanylateyclase mit cyclischem GMP als second messenger 

(MURAD et al., 1987, RUGG et al., 1989), aber auch durch Hemmung der 

Adenylateyclase und damit verbundener Verminderung des cAMP (ANAND- 

SRIVASTAVA et al,, 1984), vermittelt. Am Rattenherzen konnten ANAND- 

SRIVASTAVA u. CANTIN (1986), nach Inkubation isolierter Kardiozyten mit 10 

nmol/l ANP (Arg101-Tyr126), eine Aktivititsminderung der Adenylateyclase um 

35% nachweisen, wahrend RUGG et al. (1989) eine zweifache Aktivititsteigerung 

der Guanylatcyclase nach Gabe von 10 pmol/l ANP (Leu94-Cys121) ermittelten. 

Der erheblich hohere Bedarf an ANP im letztgenannten Experiment ecklirt sich 

moglicherweise aus der sehr viel niedrigeren pharmakologischen Potenz der C- 

terminal verkilrzten Peptide (z.B. Leud4-Cys121) im Gegensatz zum ANP (Argl01- 

Tyr126)(CANTIN u. GENEST, 1985). Die im vorliegenden Experiment verwendete 

ANP-Dosierung (Arg101-Tyr126, 6,99 umol/l) war folglich im pharmakologisch 

wirksamen Bereich. (s.a. 2.6. Pharmakologie) 
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4.3. Hamodynamik vor und nach Gabe von ANP 

Die in dieser Arbeit erhaltenen Werte fiir LVP, dp/dtmax, dp/dtmin, CPP und 

Herzfrequenz lagen etwa im Bereich dessen, was BARDENHEUER u. SCHRADER 

(1983) unter dhnlichen Bedingungen am isolierten Meerschweinchenherzen 

beobachteten. Die Gabe von ANP filhrt chakteristischerweise zu Blutdrucksenkung 

(DEBOLDT et al., 1981, ACKERMANN et al., 1983), vermutlich durch 

Vasodilatation (PEGRAM et al., 1986), was jedoch umstritten bleibt. Wahrend 

némlich ACKERMANN et al. (1983) am intakten Rattenmodell eine deutliche 

Senkung des totalen peripheren Widerstandes (TPW), mit reflektorischem Anstieg 

von Schlagvolumen (SV) und Herzzeitvolumen (HZV) sahen, blieb der TPW sowohl 

bei LAPPE et al. (1985) als auch bei SEYMOUR et al. (1987), bei gleichzeitig 

signifikant niedrigerem HZV, unverandert. Dagegen beobachteten SWEET et al. 

(1985) bei Hunden mit Myokardinfarkt einen Anstieg des HZV ohne 

Kontrakilitatssteigerung bei unverindertem TPW; ANP hatte jedoch eine deutlich 

koronardilatierende Wirkung. Die vorliegende Arbeit fand am solierten Herzen, bei 

konstanter Vor- und Nachlast, eine positiv inotrope Wirkung und in 

Ubereinstimmung mit CHOWDREY et al. (1989) einen unverinderten koronaren 

Druck. OTERO et al. (1988) ermittelten dagegen am isolierten 

Meerschweinchenherzen nach Bolusgabe von 64 nmol/g ANP (Leu94-Cys121) eine 

30prozentige Zunahme der Koronardurchblutung. Im Gegensatz zum vorliegenden 

Versuch fand keiner dieser beiden Autoren eine ANP-Wirkung auf die 

linksventrikuldre Himodynamik, was bei CHOWDREY et al. (1989) an der 

niedrigen Dosierung (2 nmol/) und bei OTERO et al. (1988) an der niedrigen 

Potenz des verwandten Peptids licgen konnte. 
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4.4. Verschiebungen von Wasser und Kationen 

wihrend globaler Ischimie 

4.4.1. Schrumpfung des Extrazelluléirraums (EZR) 

Die Methodik der kontinuierliche Bestimmung des extrazelluliren Volumens im 

global ischimischen Myokard mit Hilfe des quarternren TMA*-Ions ist von KNOPF 

et al. (1990) ausfiihrlich beschrieben worden. Hierbei wurde eine myokardiale 

Membranpermezbilitat fiir TMA* von weniger als 1 % gefunden; dic 

AuBerachtlassung eines moglichen Einstroms von TMA* durch das ischamische 

Sarkolemm konnte dabei allenfalls zu einer Unterschatzung der Schrumpfung des 

EZR filhren. Obwohl ein moglicher kardialer Effekt von quarternéren 

Ammoniumionen beschrieben ist (STANFIELD, 1983) blieb der Verlauf von [K+], 

withrend 60 min gl von der Vorperfusion mit 100 pmol/l TMA* unbecinflut. 

Dariiberhinaus sorgte die hohe Selektivitat der TMA*-Minielektrode (99%) im 

vorliegenden Versuch fiir eine moglichst realistische Ermittlung des tatséchlichen 

Volumens des EZR, welches schon in den ersten 20 min gl um fast 50 %, nach 55 

min um 65 % abnahm (Abb. 3.2). Da das global ischémische Myokard cin 

geschlossenes System bildet, muB es sich dabei um einen "water shift" nach 

intrazellulér handeln. Ursache dieser Wasserverschicbung konnte die 

ischamiebedingte intrazellulire Akkumulation von Laktat und nicht diffundiblen 

Produkten der anaeroben Hydrolyse von energiereichen Phosphaten sein (FLEAR et 

al., 1976), welche einen Anstieg der Gewebeosmolalitit zur Folge hat (TRANUM- 

JENSEN et al., 1981), den JENNINGS et al. (1986) auf 69 mOsm nach 15 min und 

130 mOsm nach 60 min myokardialer Ischémie berechneten. Da schon alleine diese 

deutliche Abnahme des extrazelluléiren Wassers eine Konzentrationszunahme aller 

Elektrolyte im EZR zur Folge hat, 
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war es erforderlich, die entsprechende EZR-Schrumpfung bei der Ermittelung der 

tatsichlichen, transmembranalen Kationenverschiebungen zu beriicksichtigen 

(Abb. 3.4). 

4.4.2. Kalium 

Ischimie fishrt im Myokard zu einem raschen Anstieg von [K+],, der im 

vorliegenden Versuch in der 2. min maximal war (Abb.3.4). Es folgt eine 

“Plateauphase” nach 

2-5 min (HILL u. GETTES, 1980, HIRCHE et al., 1980, WEISS u. SHINE, 1982a, 

KNOPF et al., 1988), die bis zur 8. min anhiclt (Abb. 3.3). Eine Verminderung der 

Nat/K+-ATPase-Aktivitit kénnte dic Ursache dieses Nettoausstroms von K+ sein 

(BERSOHN et al., 1982). Dieses ist jedoch wahrscheinlich nicht der wichtigste 

Mechanismus, da die ATPase in den ersten Minuten nur zum Teil inhibiert ist 

(WEISS u. SHINE, 1982b, KLEBER, 1984) und sich dic ATP-Abnahme im 

ischimischen Kardiozyten nur langsam vollzieht (WEISS et al., 1992). Ahnliches 

gilt fiir die Moglichkeit eines passiven Kaliumausstroms durch eine Verletzung der 

Zellmembran, da die beobachteten Verinderungen von [K+], wahrend der ersten 15- 

20 min reversibel sind (HILL u. GETTES, 1980). Studien yon NOMA (1983) deuten 

auf eine erhohte ischimiebedingte Durchldssigkeit der ATP-abhingigen K+-Kanile 

als Ursache fiir den frithen K*-Ausstrom. Die fiir die halbmaximale Aktivierung 

dieser Kaniile notwendige ATP-Verminderung (NOMA, 1983) trt jedoch erst in den 

spiteren Stadien der Ischtimie auf (FIOLET et al., 1984). In einer neueren Studie am 

Kaninchenherzen berechneten WEISS et al. (1992) unter Beriicksichtigung der hohen 

K+-Kanaldichte und dem raschen Anstieg intrazelluliren ADPs, welches die 

Empfindlichkeit dieses Kanals fiir ATP herabsetzt, daB eine Aktivierung von nur 

0,5% der Kanile ausreicht, um den gemesséncn K+-Ausstrom zu erkliren. Ursache 

fiir das Plateau von [K*], zwischen der 2. und 15. min, und den in dieser Arbeit 

beobachteten, damit verbundenen K*Einstrom zwischen der 3. und 10. min, kénnte 

eine erhdhte Aktivitit der Na*/K+-ATPase sein, da ihre Hemmung durch 
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Acetylstrophantidin die Plateauphase aufhob (WEISS u. SHINE, 1982b). Als 

Stimuli kommen sowohl durch Ischéimie freigesetztes Noradrenalin (HIRCHE et al., 
1980, HIRCHE et al., 1985, KNOPF et al., 1988, HIRCHE ct al., 1990), als auch ein 
starker Anstieg von [Na*]; (GLITSCH et al., 1981), wie in diesen Versuchen in den 

ersten 4 Minuten der Ischiimie beobachtet, in Frage. Im Anschlu an die 

Plateauphase kam es zu einem zweiten Anstieg von [K*],, der auf einem erhohten 

K+Nettoausstrom beruht (Abb. 3.3, 3.4). Der Beginn dieser Phase konnte auf einer 

zunehmenden Inhibition der Na*/K+-Pumpe auf Grund von ATP-Mangel beruhen 

(FIOLET et al., 1984). Der weitere stetige Anstieg von [K*], diirfte auf irreversibler 

Zellschidigung (WEISS u. SHINE, 1982b, KLEBER, 1984) und Membranzerstsrung 

ab der 30. min (JENNINGS et al., 1986) beruhen. Im vorliegenden Experiment kann 

der rasche [K+],-Anstieg auf 6.77 mmol/l in der Initialphase als ursiichlich fiir das 

gleichzeitige Versagen der Herzaktion 4 min nach Beginn der Ischéimie angesehen 

werden (WEISS u. SHINE, 1982a, KNOPF et al., 1988). 

4.4.3. Natrium 

Der EinfluB der Ischémie auf die myokardiale Natriumverteilung st z.T. unklar. Tn 

dieser Arbeit kam es wihrend der ersten 20 min der gl zu einem [Na*],-Anstieg von 

140 auf 160 mmol/l. Bericksichtigt man jedoch die Schrumpfung des EZR im 

gleichen Zeitraum, so ergab sich ein stéindiger Nettoeinstrom von Na*, der in zwei 

maximalen Phasen verlief. Der berechnete schnelle Einstrom von bis zu 

10 mmol/Vmin Na* wihrend der ersten 2-3 min ist bisher nicht beschrieben worden, 

konnte aber mit der ischamiebedingten, initialen Inhibition der Na*/K+-ATPase 

(WEISS u. SHINE, 1982b) zusammenhéingen. 
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Mit Hilfe von Kernspinresonanz fanden BALSCHI et al. (1986) einen frithen Na*- 

Einstrom in den ischéimischen Kardiozyten und PIKE et al. (1990) cinen [Na*];- 

Anstieg auf das 5fache wihrend 20 min am isolierten ischamischen Frettchenherzen, 

withrend KLEBER (1983) am isolierten, Meerschweinchenherzen keine Anderung 

von [Na]; feststellte. Da ein crhohtes [Na*]; die Na*/K+-ATPase stimuliert, konnte 

dieser erste groBe Natriumeinstrom die K+-Plateauphase cinleiten (Abb. 3.4) 

(KNOPF et al., 1990). Das zweite Maximum des Natriumeinstroms ab etwa der 19. 

min kénnte durch die nachlassenden Aktivitt der Na*/K +-ATPase auf Grund von 

ATP-Mangel (KNOPF et al., 1990) entstehen. Die zu diesem Zeitpunkt entstandene 

Azidose (pH, 6,3) konnte dabei laut LAZDUNSKI et al. (1985) durch Stimulation 

des Na*/H+*-Antiporters einen Anstieg von [Na*]; begiinstigen. Dieser Befund wird 

auch durch den Versuch von TANY et al. (1989) unterstitzt, die im global 

ischémischen Rattenherzen einen Ansticg von [Na*]; um 50% nach 15 min und 

400% nach 30 min fanden und eine Betciligung des Na*/H*-Antiporters an diesem 

Na-Zuwachs annahmen, da dieser nach Gabe des Inhibitors Amilorid um 17% 

nicdriger war. Der stetig abnehmende Na*-Einstrom ab etwa der 30. min muf wohl 

wie schon beim Kalium und auch Kalzium als Diffusion entlang des 

elektrochemischen Gradienten in Folge eines Versagens der energicabhangigen 

Membransysteme und einer Azidose (pH, 6,0), bei der der Na*/H*-Antiporter inaktiv 

ist, angesehen werden. 

4.4.4. Kalzium 

Der wihrend der ersten 20 min der gl gemessene Anstieg und danach folgende 

leichte Abfall der Kalziumkonzentration im EZR (Abb. 3.3), konnte durch die 

Verlagerung von freiem Wasser in den IZR bedingt sein. Beriicksichtigt man diesen 

"water shift", so berechnete sich fiir Ca2+ ein Nettoeinstrom, dessen zwei Phasen mit 

denen fiir [Na*]; zeitlich iibereinstimmten, wobei jedoch der spatere (max. 0,067 

‘mmol/l/min, 20. min; kumulativ: 1,68 mmol wihrend 45 min) den frilheren 
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mengenméBig tibertraf (max. 0,111 mmol/l/min, 2. min: kumulativ: 0,296 mmol/l 

wihrend 10 min, Abb. 3.4). 

Diese Befunde stehen im Einklang mit Befunden von LEE et al. (1988), die am 

ischéimischen Kaninchenherzen einen Anstieg des freien, zytosolischen Kalzium 

(Ca2+);) wahrend der ersten 3 min beobachteten, und STEENBERGEN et al. (1987), 

die mit Kemspinresonanz am ischémischen Rattenherzen einen Anstieg von [Ca2+]; 
von 0,12 auf 0,65 mmol/l tiber 15 min feststellten. Dieser Anstieg kommt dem in 

dieser Arbeit berechneten Ca2+-Einstrom von 0,41 mmol/l tiber die gleiche Periode 

sehr nahe. Das erhohte [Ca2+]; konnte durch Entkoppelung der oxidativen 

Phosphorylierung die ischéimische Zellnekrose verursachen (LEHNINGER, 1970). 

HAIGNEY et al. (1992) konnten den hypoxiebedingten [Ca2+}-Anstieg im 

Kardiozyten dadurch verhindem, da8 sie den Na*-Einstrom blockierten. Sie 

folgerten daraus, daB das erhohte [Na*];, durch den Na*/Ca2+-Austauscher im 

Riickwirtsmodus, fiir einen Einstrom von Ca2* in das Zytosol aus dem EZR 

verantwortlich ist. Dieser Mechanismus konnte den zum Na* parallelen Verlauf des 

Ca2+ im vorliegenden Experiment erkldren. Ein erhohtes [Ca2+]; stimuliert daritber 

hinaus die Ca2+-ATPase (LEHNINGER, 1970), was tiber einen gesteigerten ATP- 

Verbrauch zu einem Nachlassen der maximalen Na*/K+-ATPaseaktivitit filhren 

konnte. Der dadurch hervorgerufene Na-Einstrom konnte die zweite Phase des 

Kalziumeinstroms einleiten. Weiterhin kann cin erhohtes [Ca2+]; die 

Membranpermeabilitit fiir Kalium ethshen (ISENBERG, 1977). Kalziumkanile 

scheinen nur eine untergeordnete Rolle in diesem Zusammenhang zu spilen. 

Beispielsweise konnte die Gabe von L-Type-Blockern am anoxischen, isolierten 

Kardiozyten einen Ca2+-Einstrom nicht verhindern (HAIGNEY et al., 1992) und 

hatte keinen Effekt auf die Anderung von "whole cell currents" (FRIEDRICH et al., 

1990). 
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Diese Autoren vermuteten, daB eine anoxische Stimulierung ATP-sensitiver 

Kaliumkanile den beobachteten Anstieg der "outward currents" verursachte. 

4.4.5. Extrazelluldrer pH [pH,] 

In Ubereinstimmung mit zahlreichen anderen Arbeiten (HIRCHE et al., 1980, 

COBBE u. POOLE-WILSON, 1980, FLEET et al., 1985, KNOPF et al., 1988) wurde 

wihrend der gl zunichst ein steiler Abfall des pH, beobachtet, der nach 20 min gl 

einen Wert von 6,1 erreichte. Dieser reflektiert die zunehmende intrazelluléire 

Azidose (MALLOY et al., 1986, LAVANCHY et ., 1986) durch die Zunahme der 

sauren Metaboliten des anaeroben Stoffwechsels, wic Laktat und Phosphat 

(WOLLENBERGER u. SHAHAB, 1965, KUBLER u. KATZ, 1977), die schlieBlich 

anch im EZR akkumulieren. Gleichzeitig kommt es zu cinem Auswirtstransport von 

Protonen aus dem IZR durch den Na*/H+-Antiporter, der im Gegenzug den Anstieg 

von [Na*}; verursachen kbnnte (LAZDUNSKI et al., 1985). AuBerdem konnte die 

Azidose durch Losung von EiweiBbindungen zum Anstieg von [Ca2+]; beitragen 

(KNOFPF et al., 1990). 

4.5. Der EinfluB von ANP auf die zellulldre Ionenhoméstase 

4.5.1. Wassertransport und Na*/K+/2Cl--Kotransport 

Es gilt als sicher, daB ANP die renale Wasserausscheidung (SEYMOUR et al., 1985) 

erhoht. Daneben vermehrt ANP den transendothelialen Ausstrom von Wasser aus 

dem GefaBbett in den EZR (BATTLE et al., 1992). Als Ursache vermuteten diese 

Autoren eine erhohte parazellulire Permeabilitit des Endothels, da sie trotz 

gesicherter ANP-Wirkung an isolierten Endothelzellen keine erhohte 

Membrangangigkeit filr Wasser messen konnten. 

Uber ein erhohtes cGMP moduliert ANP den durch Schleifendiuretika spezifisch 

‘gehemmten, ATP-abhingigen Na*/K+/2CI"-Kotransport (OWEN et al., 1987). 
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Wahrend O'DONNELL et al. (1987) in GefiBmuskelzellen eine Aktivierung des 
‘Transporters mit Anstieg von [Na]; fanden, beobachteten KORT u. KOCH (1990) 
an HeLa-Zellen und CLEMO et al. (1992) am Kaninchenkardiomyozyten eine cGMP 
vermiltelte Hemmung, wobei letztere eine10%gen Abnahme des IZR beschrieben. 

Im vorliegenden Versuch kinnte es daher zu einer Zellschrumpfung wahrend der 

Vorperfusion mit ANP gekommen sein, die durch Persistenz des ANP-Effekts durch 
die gl zu dem beobachteten, verminderten "water shift" fiihren wiirde. Gleichzeitig 

kiime es zu einer Verminderung von [Na+]; (CLEMO et al., 1992). 

4.5.2. Natrium/Kalium-ATPase und Kalium- und Natriumkanile 

Die Vorperfusion mit ANP fiihrte zu einer Verminderung des ischimieinduzierten 

[K*],-Anstiegs in der zweiten Phase, sowie zu einer starken Abschwéichung des 

Natriumeinstroms und des spiten Kaliumausstroms (Abb. 3.3, 3.4). SATO etal. 

(1988) beschrieben an der Rattenaorta eine durch ANP induzierte Stimulation der 

durch ein niedriges [K*], inhibierten Na*/K+-ATPase. Dagegen konnten OWEN et 

al. (1987) und HEDGE et al. (1989) an GefaBpréparationen, DAVIS et al. (1988) an 

Erythrozyten und KORT u. KOCH (1990) an HeLa-Zellen keine Aktivierung der 

Na#/K+-ATPase durch ANP feststellen. Es ist denkbar, da8 die beobachtete 

Verminderung des K*-Ausstroms auf einer ANP-Modulation von Kaliumkanilen den 

beruhen konnte. ANP hat in isolierten GefaBmuskelzellen einen 6ffnenden Effekt 

sowohl auf den ATP-sensitiven als auch auf den Ca2+-aktivierten Kaliumkanal 

(KUBO etal.,, 1993). An menschlichen Vorhofzellen stimulierte ANP den [Ca2+];- 

unabhingigen transienten K+ Auswértsstrom (LE GRAND et al., 1992). SORBERA 

u. MORAD (1990) beobachteten an ventrikuliren Rattenkardiozyten eine 60%ige 

Suppression des schnellen Na*-Kanals nach hohen Dosen von ANP (100 nmol, 

Argl01-Tyr126), bei gleichzeitig erhthter Durchliissigkeit fiir Kalzium, was den 

verminderten Na*-Einstrom in den ersten Minuten erkldren konnte. 

4.5.3. Der Amilorid-sensitive Na*/H*-Antiporter 

Die Wirkungen von Amilorid und ANP sind dhnlich. Frithe Untersuchungen zur 

natriuretischen Aktivitit von ANP durch HAMMOND et al. (1985) zeigten eine 

erhebliche Hemmung des Na*/H*-Antiporter an der proximalen Tubuluszelle, mit 

einer 40%igen Verminderung der Na*-Aufnahme und einer Zunahme von [H*];. 

Spiter fanden LIGHT et al. (1989) an der Sammelrohrzelle eine Blockierung cines 

Amilorid-sensitiven Natriumkanal durch ANP und cGMP. An der Nebennierenrinde 

erhoht Amilorid die Sensitivitt der Guanylatcyclase fiir ANP (HEIM et al., 1988). 

In einer neueren Arbeit fanden CARAMELLO et al. (1994) an der GefiBmuskelzelle 

nach Gabe von ANP, einem cGMP-Analogon oder Hexamethylen-Amilorid, einem 

spezifischen Inhibitor des Na*/H*-Antiporter, keinen Unterschied im Verlaufsmuster 

des Na*-Einstroms. Da gleichzeitig [H*]; zunahm, liegt es nahe einen 

inhibitorischen Effekt von ANP auf dieses Transportsystem anzunchmen. Ein 

ihnliches Experiment fir das Herz liegt nicht vor, jedoch knnte eine vergleichbare 

inhibitorische Wirkung von ANP auf das, von LAZDUNSKI et al. (1985) und TANI 

u. NEELY (1989) beschriebene, Na*/H#-Austauschsystem am Herzen dazu 

beitragen, den geringeren durch ANP bedingten Na*-Einstrom im vorliegenden 

Versuch zu erkliren. Eine Hemmung des Antiporters konnte ebenfalls den 

beobachteten verzogerten Verlauf der Azidose im EZR in der ANP-Gruppe bewirken 

(Abb. 3.4). 

4.5.4. Natrium/Kalzium-Austausch, Kalzium-ATPase und Kalziumkanile 

ANP setzte den Anstieg von [Ca2*], wihrend gl signifikant herab, was zum Teil 

durch den verminderten "water shift" bedingt war. Der resultierende, zweigipfelige 

Einstrom von Ca2* in den IZR war deutlich abgeschwicht und leicht verspiitet (Abb. 

33,34). 

45



ANP reduziert [Ca2+]; im GefiBmuskel im Rahmen der vasodilatierenden Wirkung 

(MURAD et al., 1987, CHIU et al., 1985), wobei basales [Ca2+]; um 50% (HASSID, 

1986) und durch Angiotensin bzw. Vasopressin erhohtes [Ca2+]; um 20-40% abnahm 

(HASSID, 1986, CORNWELL u. LINCOLN, 1989). TEI et al., (1990) beobachteten 

in ventrikuliren Kardiozyten eine Reduzierung des [Ca2+]; um 25 %. Ein erhohtes 

[Ca2#);in Vorhof- und Ventrikelzellen scheint wiederum die Freisetzung von ANP 

2u begiinstigen (MATSUBARA et al., 1988), was von VAN DER BENT et al. 

(1994) als "feed back loop" betrachtet wird. Der verminderte Na+-Einstrom nach 

Gabe von ANP konnte eine Verlangsamung des Na#/Ca+-Austauschers mit einer 

Senkung des Ca2*Einstrom bewirken (HAIGNEY et al., 1992). Dagegen stellten 

TEI etal. (1990) jedoch fest, da ANP selbst in Abwesenheit von extrazelluldrem 

Nat basales [Ca2+]; verminderte, was sie vermuten lieB, daB es iiber eine cGMP- 

vermittelte Aktivierung der membranstindigen Ca2+-ATPase zu einem erhhten 

Ca2+-Ausstrom kommt Die ATP-Abnahme nach 30 min gl kénnte erkldren, warum 

die Wirkung von ANP auf den Ca?+-Ausstrom zu diesem Zeitpunkt nachlie8. Einen 

vergleichbaren Mechanismus forderten auch MURAD et al. (1987) und 

CORNWELL u. LINCOLN (1989) fiir die Abldufe am Gef48muskel, Dariiberhinaus 

gibt es Hinweise, da ANP die Membranpermeabilitit fiir Ca2* verringert. So 

fanden GISBERT u. FISCHMEISTER (1988) an isolierten Froschkardiozyten, daB 

ANP die durch den f-Agonisten Isoprenalin ausgeldstc Verstirkung des L-Type 

Ca2+-Kanal um 35% reduzierte. Eine &hnliche ANP-Wirkung auf den Ca?+-Kanal 

fanden SORBERA u. MORAD (1990) und LE GRAND et al. (1992) an 

Rattenkardiozyten, letztere tiber eine cGMP-abhéngige Inhibition. 

46 

4.6 ANP und Katecholamine 

Myokardiale Ischémie filhrt zu einer erhhten Freisetzung von Katecholaminen, 

hauptsiichlich Noradrenalin aus sympathischen kardialen Nervenfasern 

(WOLLENBERGER u. SHAHAB, 1965, SCHOMIG et al., 1984), was an der 

Auslosung von ventrikuléren Rhythmusstorungen beim Myokardinfarkt beteiligt st 

(HIRCHE et al., 1980, HOLMGREN et al., 1981, HIRCHE et al., 1985). Uber o-und 

B-Rezeptoren stimuliert NA dic intrazellulire Adenylatcyclase mit einem 

konsequenten Anstieg con cAMP (SHAHAB et al., 1985, PECKER ct al., 1986). 

Der vorliegenden Versuch konnte zcigen, da8 die Gabe von ANP die Freisetzung von 

NA wahrend 60 min gI gegeniiber den Kontrollen um 50 % verminderte. Da ANP zu 

keiner vermehrten NA-Auswaschung wihrend der Vorperfusion filhrte, mu8 es sich 

hierbei um direkte oder indirekte Wirkungen wihrend gl handeln. Am glatten 

Aortenmuskel antagonisierte ANP sowohl NA, Adrenalin und Dopamin, als auch 

Vasokonstriktoren wie Forskolin und Angiotensin II, was entweder tiber eine 

Hemmung der Adenylatcyclase (ANAND-SRIVASTAVA et al., 1984) oder eine 

Stimulation der Guanylatcyclase zu einer Relaxation fiihrte (WINQUIST et al., 1984, 

CANTIN u. GENEST, 1985, MAACK u. KLEINERT, 1986). Eine Wechselwirkung 

zwischen ANP und Katecholaminen am Herzen konnte, im Einklang mit den 

genannten himodynamischen Befunden, jener Beobachtung zu Grunde liegen, da 

ANP in vorher sympathektomierten Ratten das HZV nicht wic erwartet senkte 

(SASAKI etal., 1986). Ein entsprechender Antagonismus am kardialen L-Type- 

Kalziumkanal (GISBERT u. FISCHMEISTER, 1988) konnte den durch ANP 

verminderten Nettocinstrom von Ca?+ wahrend der gl mitbewirken. Denkbar wire 

dabei auch eine Hemmung der durch freigesetztes NA aktivierten Adenylatcyclase 

(PECKER et al., 1986), was wiederum dic durch NA erhohte Na*/K+-ATPase- 

Aktivitt verminderte (HIRCHE et al., 1990) und daher, wie beobachtet, zu dem 

geringeren K*-Ausstrom (WIEGAND et al., 1979) und Na*Einstrom (PECKER et 

al., 1986) beitriige. 
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Am isolierten Rattenherzen stimuliert NA iiber a-Rezeptoren die Auschiittung 

geringer Mengen von ANP, worin CURRIE u. NEWMAN (1986) den Teil eines 

kardiovaskuliren Regelkreises zwischen Katecholaminen und ANP sahen. Auch 

wenn RACZ et al. (1986) an Phéiochromozytomzellen und KUCHEL et al. (1987a) 

an Herzen von kardiomyopathischen Hamstern eine Hemmung der Dopamin-B- 

Hydroxylase durch ANP bei gleichzeitig geringeren NA-Mengen vermuteten, ist es 

unwahrscheinlich, daf dieser Mechanismus die deutlich geringere, ischtimiebedingte 

NA-Freisetzung in der ANP-Gruppe erklirt, da eine zu erwartende erhohte 

Dopaminausscheidung, dem natiirlichen Substrat dieses neuronalen Enzyms, nicht 

gemessen wurde. Vielmehr ist es wahscheinlich, da8 die geringeren Verdnderungen 

der Tonenhomgostase nach ANP, insbesondere des Kaliumausstroms (WEISS u. 

SHINE, 1982b, HIRCHE et al, 1985, KNOPF et al., 1988) die geringere NA- 

Ausschiittung zur Folge hatten. Dieser Mechanismus kénnte die Befunde von LINZ 

etal. (1988), die bei Gabe von ANP (100 nmol/l) am isolierten, partiell ischémischen 

Rattenherzen eine 70%ige Abnahme von Reperfusionsarthythmien fanden, erkliren. 
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5. ZUSAMMENFASSUNG 

Die Herzen ménnlicher Ratten wurden isoliert 15 - 30 Minuten vorperfundiert und 

dann einer 60miniltigen globalen Ischémie ausgesetzt, Eine zweite Gruppe von 

Herzen erhielt zuséitzlich wahrend der Vorperfusion atriales natriuretisches Peptid in 

einer kumulativen Dosis von 75 nmol/g. Wahrend der Ischmiephase wurde das 

unterschiedliche Verhalten von [K*],, [Na*],, [Ca2+], und pH, im Myokard beider 

Gruppen mit ionenselektiven Elektroden gemessen. Die Schrumpfung des 

Extrazelluldirraums (EZR) wurde mit Hilfe von fiir Tetramethylammonium-Tonen 

selektiven Elektroden bestimmt. Simliche Herzen wurden anschlieBend 

reperfundiert und die wahrend der Ischmie freigesetzten Katecholaminmengen im 

Eluat bestimmt. Fiir [K*], kam es wihrend der Ischémie zu cinem dreiphasigen 

Anstieg, der in der ANP-Gruppe stark abgeschwiicht war. Der EZR schrumpfte 

gleichzeitig um etwa 50% in der Kontroll- und 34% in der ANP-Gruppe, 

wahrscheinlich durch eine Diffusion von freiem Wasser in den Intrazelluléirraum 

(IZR). Daraus berechnete sich fiir K* ein Ausstrom aus der Zelle in zwei Phasen, die 

von einem kurzzeitigen Einstrom zwischen der 5. und 10. Minute unterbrochen 

wurden. Unter Beriicksichtigung der Wasserverschicbung ergab sich fiir Na* und 

Ca2*, trotz eines leichten, bis zur 20. bzw. 25. Minute davernden, extrazelluléren 

Anstieg und anschlieBendem Abfall, ein zweiphasiger dem Kalium 

entgegengerichteter Nettoeinstrom, der in der ANP-Gruppe deutlich niedriger ausfiel. 

Der pH,, sank in beiden Gruppen auf einen Wert von etwa 6,0 ab. Die mit ANP 

vorbehandelten Herzen zeigten eine um 50% niedrigere Ansammlung von 

freigesetztem Noradrenalin gegeniiber den Kontrollen. Dopamin konnte nur 

sporadisch und Adrenalin iiberhaupt nicht nachgewiesen werden. Ursache des unter 

ANP deutlich reduzierten, ischimiebedingten Hydrops der Kardiozyten kinnte eine 

Hemmung des Na*/K+/2CIKotransport sein. 
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Die wahrscheinliche Hemmung des Amilorid-sensitiven Na*/H*-Antiporters durch 

ANP konnte tiber eine Verminderung des Natriumeinstroms den Antrieb des 

Na*/Ca2+-Austauschers im Rilckwirtsmodus vermindern. Uber einen verringerten 

Einstrom von Ca2* verlangsamt dieser Mechanismus die ischamieinduzierte 

Alkumulation von freiem, zytosolischem Kalzium in der Herzmuskelzelle und den 

damit verbundene mdglichen Zelltod. Sowohl das durch Ischamie erhohte [K+], als 

auch das freigesetzte Noradrenalin tragen erheblich zu den beim Myokardinfarkt 

aufiretenden, gefiirchteten ventrikuldren Arhythmien bei. Beide Phinomene 

konnten durch die Wirkung von ANP deutlich unterdriickt werden. ANP, das aus 

Herzvorhofzellen stammt, kénnte einen kardioprotektiven Effekt haben. 
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