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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Die koronare Herzkrankheit (KHK) liegt in den industrialisierten Lédndern, besonders bei
Mainnern nach dem 40. und Frauen ab dem 50. Lebensjahr, hinsichtlich der Morbiditéts- und
Mortalititsrate weit iiber der Zahl der Krebserkrankungen (Center of Health Statistics 2001).
Die bisherigen Behandlungsmdglichkeiten umfassen neben medikamentdser Therapie die
invasiven Verfahren wie koronare Bypassoperation, die perkutane transluminale koronare
Angioplastie (PTCA) oder die Stentimplantation.

Die Ursache der KHK ist die Einengung oder gar der vollstindigeVerschluss eines oder meh-
rerer Herzkranzgefifle. Als Folge kommt es zu einer Mangelsorgung der betroffenen Myo-
kardareale (Ischdamie). Hélt dieser Zustand der Minderversorgung linger an, gehen Herzmus-
kelzellen zugrunde (Myokardinfarkt) und es kommt zu einem regionalen Verlust der Kontrak-
tilitdt. Da Herzmuskelzellen im ausgewachsenen Organismus nicht mehr teilungsfahig sind,
werden sie durch narbenbildende Bindegewebszellen ersetzt. Um diese Herzmuskelnekrose
mit nachfolgender Narbenbildung einzuschranken, ist eine Gefalneubildung im Bereich der
schwerwiegenden Schadigungen der Herzkranzgeféf3e eine neue Therapieoption, den minder-

durchbluteten Herzmuskelbereich wieder besser mit Blut zu versorgen.

Die vorliegende Studie ist Teil eines GroBprojektes, bei dem letztendlich eine alternative Be-
handlungsmethode fiir sogenannte "no option" Patienten (Patienten, bei denen keine Therapie
mehr mdglich ist) am Tiermodell getestet werden soll. Bei dem Projekt handelt es sich um die
Erprobung einer intramyokardialen Injektionstherapie mit einem Wachstumsfaktor. Es gilt,
sowohl die Applikationsart, vor allem aber die Wirkung der Injektion auf die Geféalversor-
gung des ischdmischen Areals zu untersuchen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit soll, praktisch im Vorversuch, das Modell eines retardie-
renden Koronarverschlusses erstellt und seine Auswirkungen auf das Myokard mit verschie-
denen Methoden untersucht werden. Der Versuch wird in 3 Phasen durchgefiihrt. In Phase 1
erfolgt die Implantation eines Ameroidkonstriktors um die linke Herzkranzarterie. Im Abstand
von je 3 Wochen folgen Phase II und III. Wéhrend dieser zwei Termine werden die Tiere ver-
schiedenen diagnostischen Verfahren unterzogen, um die Folgen der Implantation auf das
Myokard zu untersuchen. Unter anderem wird ein relativ neues dreidimensionales Mapping-
System zur Untersuchung des Ventrikelinnenraums verwendet. Au3erdem werden eine Blut-
flussmessung mit Mikrosphéren, eine Koronarangiographie und eine echokardiographische
Untersuchung durchgefiihrt. Es gilt dabei festzustellen, welches Ausmal die Ischédmie an-

nimmt, mit welchen Methoden das entstandene ischdmische Gebiet am besten lokalisiert wer-
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den kann und ob es zur Entstehung von irreversiblen Zellschddigungen im Myokard kommt.
Anhand der Ergebnisse soll anschlieBend festgestellt werden, ob das Modell sich fiir die nach-

folgenden Therapieversuche eignet.
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2 SCHRIFTTUM

21 Das Schwein als Tiermodell

Die Nutzungsfrequenz von Schweinen als Tiermodell in der kardiovaskuldren Forschung
nimmt immer weiter zu (HUGHES 1986). Speziell wurde das Schwein zur Untersuchung der
Koronarphysiologie und der kollateralen Zirkulation eingesetzt. Bei entsprechenden Isché-
miestudien konnte nachgewiesen werden, dass die Koronarkapazitit von Schwein und
Mensch beinahe identisch sind (WHITE et al. 1986; NASLUND et al. 1992). Das Verhiltnis
von Herz- zu Korpergewicht ist bei Schweinen bis zu 30 kg dhnlich dem des Menschen
(HUGHES 1986). Dies ist besonders bei Vergleichen der Gesamtherzleistung von Bedeutung
(WHITE et al. 1986; NASLUND et al. 1992). Weiterhin haben Mensch und Schwein eine fast
identische Koronaranatomie, sowie dhnliche Verhiltnisse bei der Kollateralenversorgung des
Herzens (SCHAPER et al. 1967; WHITE et al. 1986). Im Gegensatz zum Hund kommt es
beim Schwein nur langsam zu einer Entwicklung von Kollateralen (SCHAPER et al. 1967).
Die Versorgung des menschlichen Myokards tiber die Koronararterien erfolgt mit ca. 5% des
Herzminutenvolumens (BOCKER et al. 2001), die des Schweins mit etwa 5 bis 10%
(SCHEUNERT und TRAUTMANN 1987). Auch die physiologischen Korperfunktionen, wie
zum Beispiel die Herzfrequenz und der Blutdruck, sind bei Mensch und Schwein miteinander

vergleichbar (siehe Tab. 1):

Tabelle 1: Kardiovaskulare Daten von M ensch und Schwein

Mensch Schwein
Herzfrequenz/ Minute 85-100%* 80-92¢
Mittlerer arterieller Druck in mmHg 75-95* 70-90

* - nach (SCHMIDT und THEWS 2000)
* - nach (SCHEUNERT und TRAUTMANN 1987), (ENGELHARDT und BREVES 2000)

Beim einjdhrigen Miniaturschwein ist die Herzfrequenz laut HUGHES (1986) mit 100 Schla-
gen/Minute noch ein wenig hoher als beim Hybridschwein. Weitere Vorteile des Schweine-
modells sind die gute Verfiigbarkeit der Versuchstiere, sowie die im Vergleich zu anderen
Spezies niedrigen Anschaffungs- und Haltungskosten. Auch aus ethischer Sicht ist das
Schweinemodell besser vertretbar als z.B. das Hunde- oder das Primatenmodell (WHITE et
al. 1986). Es sollte allerdings bei Langzeitstudien vorzugsweise mit Miniaturschweinen gear-
beitet werden, da diese aufgrund spezieller Zucht weniger anfillig fiir Stress und maligne Hy-

perthermien sind als Hausschweine. Hinzu kommt ihre geringere Grof3e sowie das langsamere
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Wachstum, was speziell bei Langzeitstudien, z.B. fiir die Dimensionierung ewaiger Implanta-
te, den Haltungsaufwand und den allgemeinen Umgang im Vergleich zu den Hybridschwei-

nen erleichtert (HUGHES et al. 2003).
2.2 Anatomie und Histologie des Schweineher zens

221 Anatomie

Das Herz liegt beim Schwein zwischen der 3. und 6. Rippe in kranio-kaudaler Richtung in der
Brusthohle und ist zum groften Teil in der Impressio cardiaca der beiden Lungen eingelagert.
Nur die linke Flache ist frei und liegt der Brustwand an. Die kraniodorsal gerichtete Basis
liegt etwa auf halber Hohe des Brustraumes, die Herzspitze im Bereich des 6. Rippenknorpels
(NICKEL et al. 1984). Die Form des Herzens beim Schwein ist stumpfkegelformig (Valenti-
ne-Heart Shape), das des Menschen eher trapezformig. Die unterschiedliche Form ist, wie
viele der anderen bestehenden anatomischen Unterschiede, hauptsédchlich Folge der unter-
schiedlichen Kdorperachsenorientierung (Mensch orthograde Position, Schwein ungulingrade
Position) (CRICK et al. 1998). Beim Miniaturschwein hat das Herz ein durchschnittliches
Gewicht von etwa 122 g, was in Relation zur Koérpermasse einem relativen Herzgewicht von
0,3% entspricht. Es hat also im Vergleich zum Menschen mit einem relativen Herzgewicht
von 0,43 % nur ein geringfligig kleineres Herz (NICKEL et al. 1984).

Bei der Binnenstruktur der Ventrikel sind vor allem die Papillarmuskeln beim Schwein artei-
gentiimlich (NICKEL et al. 1984). Sichtbare anatomische Unterschiede zwischen Schwein
und Mensch sind zum Beispiel die beim Schwein ausgeprigte V. azygos (beim Mensch ver-
gleichbar mit der wesentlich kleineren V. cava superior) und die lediglich zwei Pulmonalve-
nen des Schweines im linken Atrium im Vergleich zu vier Venen beim Menschen (CRICK et
al. 1998). Allerdings ist die Anatomie der Koronargefd3e bei Schwein und Mensch sehr dhn-
lich (WHITE et al. 1986).

Beim Schwein entspringt die linke Herzkranzarterie (A. coronaria sinistra, LAD=left anterior
descending artery) aus dem Sinus des Bulbus aortae der linken Semilunarklappe und verlauft
dann im Sulcus interventricularis paraconalis. Der Hauptstamm zieht als R. interventricularis
paraconalis (left anterior descending artery=L.AD) bis zur Herzspitze und gibt mehrere unbe-
nannte Aste an die rechte Herzkammerwand ab. Weitere Aste versorgen die linke Kammer-
wand sowie Teile des Septums. Der 2. Hauptast der A. coronaria sinistra, der R. circumflexus
sinistra (left circumflex artery=LCX), verlduft vom linken Herzohr verdeckt im Sulcus coro-
narius und gelangt schlieBlich zur Kaudalflache des Herzens wo er sich in mehrere kleine
Aste verzweigt, welche die linke Kammerwand versorgen. Die LCX ist auch fiir die Versor-

gung der linken Vorhofwand zustindig und entlisst zu diesem Zweck mehrere Aste. Die rech-
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te Koronararterie (A. coronaria dextra, right coronary artery=RCA) verlduft als R. circumfle-
xus dext. (RCX) im Sulcus coronarius um sich dann im Sulcus interventricularis subsinosus
als R. interventricularis subsinosus bis zur Herzspitze fortzusetzen. Die Versorgung der rech-
ten Atriumwand und Herzkammer erfolgt iiber verschiedene, vom RCX ausgehende Aste
(Abb. laund 1b) (NICKEL et al. 1984).

Aufgrund der Verzweigung der Koronararterien spricht man beim Schwein von einem "beid-
seitigen Versorgungstyp", der mit dem "ausgeglichenen Typ" des Menschen vergleichbar ist
(NICKEL et al. 1984). Uber die Mikrozirkulation des Schweineherzens gibt es keine genauen
Literaturangaben. In der Mikrozirkulation des menschlichen Herzens unterscheidet man zwei
Typen von Gefal3en, den geraden und den verzweigten GefaBtyp. In der linken freien Herz-
wand gehen von den Koronararterien auf der epikardialen Oberfléche im rechten Winkel Aste
ab, welche direkt durch das Myokard zum Endokard penetrieren. Viele geben auf dem Weg
kleinere Aste ab. Die Endiste dieser Arterien versorgen die subendokardiale Schicht des My-
okards. In der subepikardialen Zone geben diese Gefile zusitzlich Aste ab, die retrograd
wieder ins Epikard zuriickfiihren. Sie entspringen teilweise noch in 5 mm Tiefe im Myokard
und verbinden sich hdufig mit den Gefdflen im epikardialen Fett (FARRER-BROWN 1968a;
c). Dieses verzweigte Gefallsystem ist gleichmédBig iiber den gesamten Ventrikel verteilt, mit
etwa einem Hauptstamm alle 5 mm. In Richtung Apex wird die Vaskularisierung geringer.
Zusétzlich zu dem beschriebenen Verdstelungstyp ("branching type") gibt es den sogenannten
geraden Typ ("straight type"). Diese Gefédl3e sind in geringerer Anzahl vorhanden. Sie ver-
zweigen sich nicht so stark wie der erste Typ, sondern geben nur einige wenige Aste ab. Die
groBten dieser GefaBle versorgen die Papillarmuskeln. Die kleineren Gefaf3e des geraden Typs
ziehen zu den Trabeculae carnae. Das Anastomosennetzwerk in der subendokardialen Zone
wird hauptsédchlich von diesen GefdBen gebildet. Die Endverzweigung der kleinen Arterien
beider Typen zeigen 2 verschiedene Muster, bevor sie zu Arteriolen werden. Das erste kommt
hauptséchlich im Subendokard vor und demonstriert das Ende der Hauptarterien. Es kommt
zu baumartigen Verzweigungen, die als generelle Richtung die der Hauptarterie einhalten.
Diesen Verlauf findet man auch in den mittleren Schichten des Myokards. Das zweite Muster
findet man nur im mittleren Myokard, wo kleine Arterien im 90° Winkel von der Hauptarterie
abgehen und sich dann in wenige kleine Veristelungen aufzweigen. Diese breiten sich teil-
weise um 180° aus, um die Muskelfasern dieser Gegend zu versorgen. Die Kapillaren in die-
sem Bereich verlaufen parallel zu den Muskelfasern mit nur einigen wenigen Querverbindun-
gen (FARRER-BROWN 1968a). Das Septum wird in den vorderen zwei Dritteln von den
Zweigen der LAD und im hinteren Drittel von den Asten der RCA versorgt. Die Hauptarte-
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rien geben Zweige ab, welche im rechten Winkel zum Endokard des linken Ventrikels verlau-
fen. Im Subendokard verbinden sich einige dieser GefiBe mit den Asten des subendokardialen
Plexus, welcher auch im Septum vorhanden ist. Die Gefdl3e der rechten Seite sind dabei we-
niger zahlreich vorhanden (RISSANEN 1973). Bei einem Infarkt kommt es zu einer Verdnde-
rung des Kapillarverlaufes. Je nach Stirke der Fibrosierung und Ausdehnung des Narbenge-
webes kommt es zu einer Verminderung der Kappilarversorgung. Die ersten Zeichen einer
Schadigung sind hierbei in der subendokardialen Zone zu erkennen (FARRER-BROWN
1968Db).
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Abb.la Abb. 1b
Abbildung 1: Anatomie des Schweineher zens (aus Nickel et al. 1984)

Abb. 1la Facies auricularis des Schweineher zens

a rechtes Herzohr, b linkes Herzohr, ¢ Margo ventricularis sin., Margo ventricularis dext.,

e Ventriculus dext., f Ventriculus sin., g Sulcus interventricularis paraconalis, h Conus arteriosus,
i Sulcus coronarius sin., k Apex cordis, 1 Incisura apicis

1 Arcus aortae, 2 A. subclavia, 3 A. brachiocephalica, 4 Truncus pulmonalis, 5 A. pulmonalis, 6 V. azygos dext.,
7 linke Lungenvenen, 8 V. cava cranialis, 9 A. coronaria sin., 10 ihr R. circumflexus (=LCX), 11 R. interventri-
cularis paraconalis (=LAD), 12 R. collateralis prox., 13 R. collateralis dist., 14 A. coni arteriosi der A. coronaria
sin., 15 R. prox. ventriculi sin., 16 R. prox. atrii sin., 16' sein zur Herzohrbasis ziehender Ast, 16" sein zur Wand
des linken Vorhofs ziehender Ast, 17 R. intermed. atrii sin., 18 A. coni arteriosi der A. coronaria dext., 19 R.
prox. ventriculi dext., 20 bzw. 21 V. cordis magna, 20 ihr R. circumflexus, 21 ihr R. interventricularis paracona-
lis, 22 V. ventriculi sin., 23 Begleitast des R. interventricularis paraconalis der V. cordis magna, 24 V. coni arte-
riosi, 25 R. interventricularis dext. der V. semicircumflexa dext.

Abb. 1b Facies atrialis eines Schweineher zens

a Atrium sin., b Atrium dext., ¢ Sinus venarum cavarum, d Sinus coronarius, € Ventriculus sin.,

f Ventriculus dext., g Margo ventricularis sin., h Margo ventricularis dext., i Sulcus interventricularis subsinosus,
k Sulcus coronarius dext., 1 Sulcus coronarius sin., m Apex cordis, n Incisura apicis

1 Arcus aortae, 2 rechte, 3 linke Lungenarterie, 4, 4', 4" rechte Lungenvenen, 5 eine linke Lungenvene, 6 V. cava
caudalis, 7 V. cava cranialis, 8 V. azygos sin., 9 R. circumflexus der A. coronaria sin., 10 R. marginis ventricula-
ris sin., 11 R. ventricularis sin. dist., 12 R. intermed. atrii sin., 13 R. dist. atrii sin., 14, 15 A. coronaria dext., 14
ihr R. circumflexus (=RCX), 15 ihr R. interventricularis subsinosus, 16, 16' R. marginis ventricularis dext., 17 R.
dist. ventriculi dext., 18 R. ventriculi sin., 19 R. dist. atrii dext., 21 V. cordis media, 21, 21' ihre Endéste, 22 ihr
R. dist. ventriculi dext., 23 R. circumflexus der V. cordis magna, 24 sein R. dist. ventriculi sin., 25 sein R. mar-
ginis ventricularis sin., 26 V. marginis ventricularis dext., 27 V. semicircumflexa dext., 28 ihr R. prox. ventriculi
dext.

A. = Arteria, V. = Vena, sin = sinistra, dext. = dextra, R. = Ramus, prox. = proximalis, dist. = distalis
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2.2.2  Mikromorphologie

2.2.2.1 Physiologische Struktur des Herzmuskels

Die Wand der Herzhdhlen besteht aus drei unterschiedlichen Schichten. Von innen nach au-
en findet man: das Endokard, das Myokard und das Epikard.

e DasEndokard
Es kleidet die Innenwinde der Herzkammern und —vorhdfe aus und bedeckt auBerdem die
Sehnenfdden und die Herzklappen. Histologisch besteht das Endokard aus einer einfachen
Schicht platter Endothelzellen, welche auf einer diinnen fibroelastischen Bindegewebsschicht
aufsitzt (THOMAS 1998). Diese Endothelzellen setzten sich kontinuierlich bis in die Intima
der grof3en Blutgetil3e fort (JUNQUEIRA et al. 2002).

e DasMyokard
Das Myokard macht besonders im Kammerbereich die Hauptmasse der Wand aus und bildet
mit seinen inneren Anteilen die Balken, die Trabekel und die Papillarmuskeln. Das Myokard
wird von Muskelzellen (Myozyten) gebildet. Sie bestehen aus langgestreckten Fasern mit
zentralem Kern und quergestreiftem Zytoplasma. Die Myokardfasern bilden funktionell ein
Synzytium (THOMAS 1998). Typisch fiir den Herzmuskel sind die dunkel erscheinenden
Zellverbindungen, die Glanzstreifen (Disci intercalares). Hier findet man drei verschiedene
Arten der Zellverbindungen: Desmosomen, Gap Junctions und die Zonula adhaerentes. Sie
sorgen auf verschiedenen Weise fiir den Zusammenhalt und den Austausch zwischen den Zel-
len (LIEBICH 1993; JUNQUEIRA et al. 2002). Sarkomere, die hinter- und nebeneinander
geschaltet sind bilden die kleinste Einheit im kontraktilen System. Sie sind untereinander mit
querverlaufenden Z-Streifen mit diinnen aktinhaltigen und dicken myosinhaltigen Filamenten
verbunden (THOMAS 1998). Ausgereifte Herzmuskelzellen haben einen Durchmesser von
etwa 15um und sind zwischen 80-100um lang (JUNQUEIRA et al. 2002). Aufgrund der ho-
hen Stoffwechselleistung des Muskels enthalten sie zahlreiche metabolisch aktive Organellen
wie Mitochondrien. Diese sind funktionsbedingt im Vergleich zur normalen Muskulatur ver-
grofert. Zusétzlich enthalten die Zellen Glykogengranula (LIEBICH 1993). Die tiefen Ein-
stiilpungen der Zellmembran (Sarkolemm) bilden ein verzweigtes Netz von Kanélchen (T-
Tubuli), tiber welche die elektrische Erregung weitergeleitet wird (THOMAS 1998). Das T-
System ist im Herzmuskel stérker ausgeprégt als im Skelettmuskel. Das L-System hingegen
ist im Herz weniger ausgebildet (LIEBICH 1993).

e DasEpikard
Es liegt an der AuBlenseite des Herzens und besteht aus einer diinnen Bindegewebsschicht, die

von Mesothel bedeckt wird. Als Abtrennung vom Myokard liegt dazwischen das subepikardi-
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ale Fettgewebe, welches fiir die duBlere Form des Herzens verantwortlich ist und auch die
Kranzfurchen ausfiillt. Besonders dick ist diese Fettschicht iiber dem rechten Ventrikel

(THOMAS 1998).

2.3 Kollateralen am Tier- und Menschenher zen

Das Schicksal des ischdmischen Myokards hingt im Wesentlichen von der Wiederherstellung
der Blutversorgung in der ischdmischen Region ab. Daher ist die Ausbildung eines kollatera-
len Blutkreislaufes unverzichtbar fiir das Uberleben des Herzgewebes, um zumindest die mi-
nimale Versorgung zu sichern (WHITE et al. 1992). Definitionsgemil sind Kollateralen eine
Verbindung zwischen zwei Asten derselben Arterie, wihrend man unter einer Anastomose
eine Verbindung zwischen zwei verschiedenen Hauptstimmen der Koronararterien versteht
(SCHAPER und FLAMENG 1972; MEYER et al. 2000). Bei Kollateralen handelt es sich um
Gefille mit einem Durchmesser kleiner als 0,2 mm, was bedeutet dass sie bei einer Korona-
rangiographie normalerweise nicht sichtbar sind (KRAKAU 1999). Gefal3e dieser Grof3e sind
funktionell eher unbedeutend, da der Blutfluss durch solch kleine Kaliber nahezu gleich null
ist (WHITE et al. 1992). Verteilungsmuster und Anzahl der bereits vorhandenen Kollateralen
ist wahrscheinlich genetisch determiniert. Ist eine Koronararterie verschlossen oder stenosiert,
konnen sich aus diesen Gefallen groBBere Verbindungen mit stirkerem Kaliber bilden, welche
dann das Myokard in der distalen Region der Stenose mit Blut versorgen. Diese sind auch auf
dem Angiogramm gut sichtbar (KRAKAU 1999). Im Tierreich gibt es unter physiologischen
Bedingungen alle Ubergiinge vom vélligen Fehlen der Kollaterale bis zur Uberversorgung
(MEYER et al. 2000). Die Anzahl der bereits vorhandenen Kollateralen, sowie die Fahigkeit
neue Gefile hervorzubringen oder bereits bestehende Kanéle zu vergroflern, ist sehr spezies-
abhingig (WHITE et al. 1992). Uber die Ausbildung eines Kollateralkreislaufes beim
Schwein gibt es gegensitzliche Angaben (SCHAPER 1995). Laut einigen Autoren fehlen
beim Schwein die Spontankollateralen fast vollig (PATTERSON und KIRK 1983; GEORGE
et al. 1989) wihrend laut anderen eine zwar geringe aber ausreichende und schnelle Spontan-
entwicklung vorhanden ist (CARROLL et al. 1993). Kollateralenwachstum kann durch ver-
schiedene Faktoren wie regelmifiges korperliches Training nach Infarkt und Heparingabe im
Frithstadium nachweislich gefordert werden. Die Dauer der Erholungsphase nach dem Infarkt
wird hierdurch maf3geblich verkiirzt und die Kollateralenreserve wihrend Stresssituationen
verbessert (ROTH et al. 1990; CARROLL et al. 1993). Beim Menschen wie beim Schwein
sind anfanglich nur wenige und sehr kleine Kollateralen vorhanden. Diese liegen vor allem in
den tieferen Schichten des Myokards, beim Schwein hauptsidchlich am hinteren Papillar-

muskel im Gegensatz zu den groleren und meist epikardial gelegenen Kollateralen beim
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Hund (WHITE et al. 1992). Es gibt interkoronare und extrakardiale Kollaterale. Die interko-
ronaren entstehen meist an der linken oder rechten Koronararterie. Die extrakardialen ent-
springen zum Teil aus der Vasa vasorum der grof3en Blutgefdf3e oder anderen systemischen
Arterien, wie der internen A. mammaria, den Bronchialgefdf3en oder retrokardialen Arterien.
Sie bilden durch das Perikard hindurch Anastomosen untereinander und dienen als Briicken,
welche die Koronararterien mit bronchialen, medialstinalen und interkostalen Arterien ver-
binden. Sie sind nicht so zahlreich, dafiir aber wesentlich grofler im Durchmesser als die
intrakoronaren Gefidf3e und damit auch funktionell gesehen von groBerer Bedeutung (etwa
30% des kardialen Normalblutflusses). Beide GefdBarten besitzen einen relativ geringen An-
teil glatter Muskelzellen (WHITE et al. 1992). Dies erklért auch die geringe Reaktion der
Kollateralen auf vasoaktive Substanzen (WHITE et al. 1989). Bis etwa zur dritten Woche
nach dem Infarkt kommt es zu einer Zunahme der glatten Muskelzellen und einer VergrofBe-
rung des Querschnittes der Gefiale sowie vermehrter Neuentwicklung von Kollateralen. Diese
Vorginge lassen dann schlagartig nach und stagnieren schlieBlich um die 8. Woche nach dem
Infarkt vollkommen (WHITE et al. 1992). Auch iiber die Neusynthese von Kollateralen durch
erhohte Zellteilung im Infarktgebiet gibt es verschiedene Meinungen. SYMONS et al. (1992)
behaupten, keinerlei Anzeichen fiir Zellteilung bzw. neugebildete Kollateralen nachweisen zu
konnen, wihrend die Gruppe von WHITE et al. (1992) anhand von Markertests eine bis zu
70% erhohte Mitoserate in den Zellen des betroffenen Gebietes nachweisen, was somit die
Annahme erlaubt, dass neue Gefdlle durchaus gebildet werden.

Die Faktoren, die zur Ausbildung von Kollateralen fiihren sind noch umstritten (KRAKAU
1999). Pharmaka sowie Bewegung konnen, wie bereits erwihnt, die Ausbildung nach dem
Infarkt unterstiitzen. Als initialer Ausloser gelten der Schweregrad der Lision sowie der ver-
dnderte Druckgradient, welcher bei einem Gefal3verschluss entsteht (RENTROP et al. 1988).
Beim Menschen ist der Grad der Kollateralenentwickung direkt proportional zum Schwere-
grad der Stenose. Untersuchungen haben ergeben, dass bei allen Patienten mit mehr als 70%
Lumeneinengung mindestens Grad 1 (siehe Tab.2 Kollateralisierungsgrade) Kollateralenbil-
dungen nachgewiesen werden kann (RENTROP et al. 1985). Wie ausgeprégt die Neubildung
ist, scheint nicht abhéngig zu sein von Faktoren wie Alter, Geschlecht, oder Vorerkrankungen
(COHEN et al. 1989). Kollateralenbildung ist ein zeitabhéngiger Prozess, daher konnen sich
bei langsamer Stenosierung einer Koronararterie eher Kollaterale bilden als bei einem akuten
Ereignis wie einem thrombotischen Verschluss. Sind entsprechend starke Kollateralen vor-
handen, kann trotz komplettem proximalem Verschluss der Arterie die Ventrikelfunktion un-

eingeschrinkt bleiben. Es werden so auch gro3ere Infarkte vermieden. Allerdings ist die Ko-
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ronarreserve deutlich eingeschrinkt. Die Kollateralen sind meist nur in der Lage eine ausrei-
chende Durchblutung in Ruhe oder einer sehr begrenzten Belastungssituationen zu gewihr-
leisten. Die maximale Kollateralendurchblutung beim Menschen betrdgt etwa 30 bis 40% der
Norm (KRAKAU 1999). Nach der Therapie sind die Kollateralen groBtenteils nicht mehr
darstellbar. Sie konnen allerdings wenn sie einmal vorhanden sind bei Neuerkrankung inner-
halb einer Stunde wieder mobilisiert werden (RENTROP et al. 1985). Dies kommt aber nur
bei den bereits gereiften Kollateralen vor (Grad 3). Die kleineren Gefidfle kollabieren nach der
Aufhebung des Verschlusses meist vollkommen und 6ffnen sich erst wieder nach langerer
erneuter Stenosezeit (WERNER et al. 2003). Das Wachstum von Kollateralen kann durch die
intramyokardiale Gabe von Wachstumsfaktoren (Bsp.: Vascular endothelial growth factor =
VEGF) angeregt und gefordert werden. Der genaue Funktionsmechanismus, sowie die ein-
deutige Wirkungsweise in vitro sind allerdings noch nicht ausreichend erforscht und bewie-

sen, um dieses Verfahren als Routineeingriff in der Klinik zu verwenden (ISNER 1997).

231 Quantifizierung der Kollateralen

Man unterscheidet folgende Typen von Kollateralen:

1) antegrade oder Briickenkollateralen zwischen verschiedenen Segmenten der gleichen Arte-
rie (meist relativ kurz)

2) intrakoronare Kollateralen als Verbindung zwischen Segmenten der gleichen Koronararte-
rie im Umkreis der Verschlussstelle

3) interkoronare Kollateralen als Verbindung zwischen verschiedenen Koronararterien
(KRAKAU 1999)

Eine praktikable Moglichkeit der Klassifizierung der diagnostizierten Kollateralen bietet die
Einteilung nach RENTROP et al. (1985) und KRAKAU (1999):

Tabelle 2: Grade der Kollateralenbildung

Kollateralisierungsgrad O Keine Kollateralgeféal3e sichtbar

Kollateralisierungsgrad 1 Sichtbare Nebendste der verschlossenen Koronararterie ohne
sichtbare Darstellung der epikardialen Anteile (z.B. rechtsko-
ronare Injektion: retrograde Kontrastierung der septalen Aste

der LAD)

Kollateralisierungsgrad 2 Partielle retrograde Kontrastierung der epikardialen Segmen-

te der verschlossenen Koronararterie

Kollateralisierungsgrad 3 Komplette retrograde Kontrastierung der verschlossenen Ko-

ronararterie bis zur Verschlussstelle

(RENTROP et al. 1985; KRAKAU 1999)
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Diese Einteilung wird auch in der vorliegenden Studie verwendet. Der Kollateralengrad wird

jeweils als Rentrop-Score (RS) 0-3 angegeben.

24 Hibernating und Stunning

Es gibt mehrere Mechanismen des Herzmuskels, um sich selbst vor Schidden durch Ischdmie
und Infarkt zu schiitzen. Hibernating und Stunning beschreiben zwei reduzierende Zusténde
des Myokards wahrend oder nach einem ischdmischen Ereignis. Das Wort "Stunning" bedeu-
tet hierbei soviel wie "betdubt", wihrend das "Hibernating" von dem Wort "liberwintern" ab-
gleitet ist, entsprechend dem Mechanismus der jeweils vorliegt (KRAKAU 1999). Erstmals
wird der Begriff "hibernation" von DIAMOND und Arbeitsgruppe (1973) erwéhnt. In den
frithen Achziger-Jahren stellt RAHIMTOOLA (1982, 1985) anhand von Untersuchungen an
Patienten mit chronischer koronarer Herzkrankheit fest, dass sich bei diesen Menschen die
Kontraktilitdt des linken Ventrikels durch Revaskularisierung wieder verbessert. Er weist
nach, dass diese kontraktile Dysfunktion nicht etwa das Ergebnis eines Energiedefizits ist,
sondern eine adaptive Herunterregulierung, um das Uberleben des Myokards zu sichern
(RAHIMTOOLA 1985). Damit wird das alte Konzept der myokardialen Ischdmie in Frage
gestellt. Bisher wurde angenommen, dass das Ausmal der Kontraktilititsstorung abhéngig
von der Grofle des Infarktes ist (SCHULZ und HEUSCH 2000). Auf der Basis von
RAHIMTOOLAS Studien (1982, 1985, 1989) baut ROSS (1991) das Prinzip des perfusion-
contraction-matching auf welches schnell als Grundprinzip des "hibernating myocardium"
akzeptiert wird.

Bereits bei der Normoperfusion des Herzens besteht eine heterogene Verteilung der kontrakti-
len Funktion und der Durchblutung. Die Kontraktion ist an der Herzspitze stirker als an der
Basis und an der Vorderwand gréBer als an der Hinterwand. Auch transmural bestehen Unter-
schiede. Die Kontraktion ist hier endomural groB3er als in den AuBBenschichten. Bei der Perfu-
sion gibt es eine dhnlich heterogene Verteilung, wobei die Durchblutung der Innenschicht
hoher ist als in der AuBBenschicht.

Wihrend einer regionalen Steigerung der myokardialen Funktion erh6ht sich gleichermal3en
auch der Blutfluss, allerdings hat eine Zunahme der regionalen Koronarperfusion keine Zu-
nahme der Kontraktilitdt zur Folge (HEUSCH und SCHULZ 1999). Kommt es als Folge einer
proximalen Koronarstenose zu einer Minderperfusion, ist diese in den Innenschichten stirker
ausgepragt als in den AuBlenschichten. Die regionale Kontraktilitdt wird ebenfalls zuerst im
Endokard reduziert. Dabei ist die Abnahme der kontraktilen Funktion eng an die der Perfusi-
on gekoppelt (perfusion-contraction-match). Dieser reduzierte Zustand der gesamten Myo-

kardfunktionen wird als "hibernating" bezeichnet. Es ist ein Schutzmechanismus des Herzens
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um den Tod von Myokardzellen durch die Ischdmie zumindest teilweise zu verhindern. Die
Kopplung zwischen Perfusions- und Kontraktilitdtssenkung kann jedoch verloren gehen wenn
die Ischdmie iiber einen gewissen Zeitraum fortbesteht. Dann kommt es bei konstantem Blut-
fluss zu einer weiteren Abnahme der Kontraktilitdt, also zu einem Ungleichgewicht zwischen
Durchblutung und Funktion (perfusion-contraction-mismatch) (HEUSCH und SCHULZ
1999).

Das Stunning wird durch einen eben solchen Perfusion-contaction-mismatch-Zustand defi-
niert. Fiir gewohnlich ergibt sich diese Situation allerdings durch die Reperfusion einer beste-
henden Koronarstenose. Diese Reperfusion bewirkt einen Wiederanstieg der Durchblutung.
Die Kontraktilitédt bleibt allerdings, abhidngig von Lage und Dauer der vorrausgegangenen
Ischémie, iiber einen ldngeren Zeitraum reduziert (perfusion-contaction-mismatch). Es kann
aber nach einer bestimmten Zeit zu einer fast vollstindigen Wiederherstellung der Herzfunk-
tion kommen (HEUSCH und SCHULZ 1999). Beim Stunning ist die regionale Herzfunktion
als erstes in den inneren Schichten beeintrachtigt. Es kommt zu signifikanten transmuralen
Unterschieden bei der Auspriagung der Dysfunktion zwischen duflerer und innerer Lage der
Muskelstrangsegmente. Dies ist eine Folge der wéhrend der Ischdmie entstandenen Minder-
durchblutung, die ebenfalls in diesen Gebieten am stirksten abnimmt (MAZHARI et al.
2001).

Stunning und Hibernating existieren mit groBer Wahrscheinlichkeit parallel in erkrankten
Herzen und koénnen in beide Richtungen ineinander iibergehen. Wéhrend eines Hibernatings
kann es zum Beispiel durch kurzzeitige Aufregung (Fiitterung bei Versuchstieren) und den
dadurch gesteigerten Herzschlag und Blutdruck sowie den erhohten Verbrauch an Sauerstoff
im Gewebe, erneut zum Anstieg des Blutflusses und einer Reduktion der Kontraktilitdt und
somit zum Stunning kommen (repetitive Stunning). Nach der Erholungsphase kehrt das Ge-
webe wieder in den Hibernating Zustand zuriick (ST. LOUIS et al. 2000). Es wird allerdings
diskutiert, ob es sich beim chronischen Hibernating nicht einfach um ein repetitives Stunning
mit normalem Blutfluss und reduzierter Kontraktilitdt handelt (HEUSCH und SCHULZ
2001).

Wihrend der Entstehung einer Ischdmie kommt es zu mehreren metabolischen Verédnderun-
gen, die typisch sind fiir das Hibernating. Unmittelbar nach der Reduktion des Blutflusses
sinkt der vendse pH-Wert, der Laktatspiegel féllt ab und der CO2-Spiegel steigt an. Diese Pa-
rameter normalisieren sich jedoch innerhalb von 3 Stunden. Die Glukoseaufnahme steigt
langsam an und bleibt fiir die ndchsten 24 Stunden erhoht. Es kommt zu einem langsamen

Abfall des ATP-Gehaltes wenn die Ischimie weiter anhilt. In Ubereinstimmung mit der abge-
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schwichten Laktatproduktion findet man eine sofortige Absenkung des Kreatininphosphatge-
haltes nach Einsetzen der Ischdmie. Auch dieser Parameter kehrt nach einiger Zeit in den
Normalbereich zuriick. Die genauen Mechanismen des Hibernatings sind noch nicht geklart
(SCHULZ und HEUSCH 2000).

Eine Rolle spielen sicherlich die 3-Rezeptoren. Bei chronischem Stunning und Hibernating,
kann eine Verringerung der 3-Adrenorezeptoren festgestellt werden. In akuten Fillen ist dies
nicht der Fall. Bei chronische Patienten nach einer Bypass-Operation, kommt es sowohl zu
einer Verbesserung der Kontraktilitit des Herzens, als auch wieder zu einer erhdhten Expres-
sion von B-Adreneorezeptoren. Die Rezeptoren sind also nicht verantwortlich fiir die Friih-
phase des "Hibernatings", aber eventuell an chronischen Verdnderungen und vor allem der
Grundeinstellung der kontraktilen Herzfunktion beteiligt (SCHULZ und HEUSCH 2000)
Auf der Suche nach moglichen Mechanismen wird auch der Ca-Gehalt in Betracht gezogen.
Bei reduziertem Blutfluss kommt es zu einer verminderten Ca-Passage sowie zur Absenkung
der kontraktilen Kraft ohne eine Verdnderung der hochenergetischen Phosphatverbindungen.
Auch die generelle Ca2+-sensibilitdt des Herzens ist beim Shortterm-Hibernating stark redu-
ziert, obwohl die Ursachen hier fiir unklar sind, da die Ca-regulierenden Proteine ( Bsp.
Phospholamban) unveridndert bleiben. Auch NO scheint keine direkte Verbindung mit der
Herunterregulierung der kontraktilen Funktion zu haben, obwohl bei jedem Blutfluss und O2-
Verbrauch die Kontraktilitdt des Myokards ohne NO niedriger ist als mit NO. Man vermutet,
dass das NO zur Reduktion des O2-Verbrauches beitrigt und die Kontraktilitdt auf einem ent-
sprechenden Level hilt ohne weitere Energie zu verbrauchen, wahrscheinlich durch die Erhal-
tung der Ca2+-Sensivitit (SCHULZ und HEUSCH 2000).

Auch die Vermutung, dass Opioide oder Prostaglandine bei den Entstehungskaskaden des
Hibernatings und Stunnings Einfluss haben, hat sich in entsprechenden Studien nicht bestétigt
(SCHULZ et al. 2001; GRES et al. 2002).

Zu den morphologischen Verdnderungen gehort bei akuten Ischdmieféllen die Reduktion der
Mpyofibrillen. Diese sind teilweise zerstort und haben sich um den Nukleus der Zelle ange-
sammelt. Glykogengehalt sowie Mitochondrienanzahl sind erhoht (SCHULZ und HEUSCH
2000).

Beide Verdnderungen ldssen sich allerdings global im gesamten erkrankten Herzen nachwei-
sen. Somit ist fraglich ob diese Erscheinungen eine direkte Konsequenz der Ischdmie sind und
ob anhand dieser Befunde auf die Chronizitéit der Dysfunktion geschlossen werden kann

(THOMAS et al. 2002).

14



SCHRIFTTUM

Bei Patienten mit chronischer Dysfunktion nach Bypassoperation sind die Myofilamente so-
wie das Sarkoplasmatische Retikulum vollkommen desorganisiert. Es finden sich viele kleine
Mitochondrien und die bereits erwdhnten Glykogendepots. Im Interstitium sind vermehrt
Makrophagen und Fibroblasten zu erkennen sowie ein Zuwachs an Kollagenfasern und ver-
einzelte Apoptosen. Es kommt zu einer Riickentwicklung der Myozyten. Es ist noch nicht
geklért ob diese Erscheinungen einen Adaptionsmechanismus auf die Atrophie oder eventuell
degenerative, nichtreversible, pathologische Verdnderungen darstellen (SCHULZ und
HEUSCH 2000).

25 Ameroidkonstriktor

Es gibt bereits viele Studien {iber reversible myokardiale Ischdmie. Um die dafiir notwendige
Koronarstenose oder einen volligen Verschluss einer Herzkranzarterie hervorzurufen wird
meist eine der drei verbreitetsten Methoden verwendet: ein hydraulischer Verschluss (eine Art
Ballon, der um das Gefal3 gelegt wird), eine fixierte Stenose oder der Ameroidkonstriktor
(HUGHES et al. 2003). Fiir den langsamen Verschluss einer Koronararterie ist der Einsatz
eines Ameroidkonstriktors die Methode der Wahl. Sie wurde bereits mehrfach am Schweine-
modell getestet und weiterentwickelt (WHITE et al. 1992). Der Konstriktor besteht aus einem
metallischen AuBBenring mit einem scheibenférmigen Kern aus einer Kaseinmischung. Dieser
ist hygroskopisch und quillt bei Kontakt mit Feuchtigkeit auf. Die dreieckige Aussparung im
Kern, welche nach dem Einsetzen in den Korper durch die Feuchtigkeit langsam innerhalb
eines bestimmten Zeitraumes zuquillt, komprimiert dabei langsam die umschlossene Arterie.
Die Definition der Zeitspanne fiir diesen Vorgang reicht von 10 +/-1 Tag (CARROLL et al.
1993) iiber 2 bis 3 Wochen (SYMONS et al. 1992) bis hin zu 30 oder mehr Tagen
(CARROLL et al. 1993). (Konstriktoren sind in mehreren Formen (oval, rund) erhéltlich. In
der vorliegenden Studie wird die runde Variante verwendet.) Laut CARROLL (1993) birgt
die runde Variante eine deutlich traumatischere Verschlussweise und somit eine hohere
Thrombosegefahr im betreffenden Gefdl (CARROLL et al. 1993). Die groten Nachteile im
Vergleich zu den anderen erwdhnten Methoden liegen in der Unbeeinflussbarkeit des Ver-
schlussgrades des Konstriktors (oft nicht ganz verschlossen) sowie in der ungenauen Definiti-
on der Verschlusszeiten. In dieser Beziehung gibt es hdufig grofere Diskrepanzen zwischen
den einzelnen Versuchstieren (HUGHES et al. 2003).

Bei einer dhnlichen Studie wie der vorliegenden, mit Ameroidkonstriktorverschluss der Koro-
nararterie konnte festgestellt werden, dass sich bei diesem Modell ein Zustand des chroni-
schen myokardialen Stunnings, eine verdnderte Form des akuten Stunnings, einstellt. Diese

Vermutung wird von der Tatsache untermauert, dass trotz langer Verlaufsmessungen nur die
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Kontraktilitdt nachldsst nicht aber der myokardiale Blutfluss verringert wird (SHEN und

VATNER 1995).

Casein-Inlay

Edelstahlring

Abbildung 2: Ameroidkonstriktor

2.6 Bildgebende Verfahren zur Kardiodiagnostik in vivo
26.1  Koronarangiographie

26.1.1 Kontrastmittel

Die heute verwendeten Kontrastmittel sind wasserloslich. Im Gegensatz zu den Mitteln, die in
der Kontrastechokardiographie zum Einsatz kommen, basiert ihre Wirkung auf dem Jodge-
halt. Sie besitzen alle eine gemeinsame Grundstruktur mit einem symmetrisch substituierten
Trijodbenzolring mit Jod als kontrastgebender Substanz. Man teilt sie ein in ionische und
nicht ionische Kontrastmittel. In Deutschland werden heute aufgrund der besseren Vertrag-
lichkeit und geringerer Nebenwirkungen fast ausschlieBlich nichtionische Agenzien verwen-
det. Einziger Schwachpunkt im Vergleich mit den ionischen Kontrastmitteln ist die geringere
antikoagulatorische Wirkung. Daher wird heute prophylaktisch bei jeder Koronarangiographie
Heparin verabreicht, um Thrombenbildung zu vermeiden. Die Nebenwirkungen der Kon-
trastmittel sind vielfaltig (Bsp: allergische Reaktionen), aber anhand guter Anamnese und

vorsichtiger Applikation weitestgehend vermeidbar (KRAKAU 1999).

2.6.1.2 Untersuchungsvorgang

Bis vor einigen Jahren verlie3 man sich bei der Diagnostizierung der koronaren Herzerkran-
kungen auf die Interpretationen der vielfachen subjektiven Symptome unter Belastung. Als
objektive Methode stand lediglich die Beurteilung der elektrokardiographischen Verdanderun-
gen zur Verfligung. Atherosklerotische Koronarverdnderungen konnten daher meist erst diag-
nostiziert werden, wenn sekundire Verdnderungen am Herzmuskel aufgetraten (NETTER

1990).
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Die Koronarangiographie ist die zur Zeit exakteste Methode zur Beurteilung der Herzkranzge-
falle. Ziel der Untersuchung ist die vollstindige Darstellung aller epikardialer Koronargefal3e
sowie Kollateralen. Die Befunde unterstiitzten die Entscheidung bei der anschlieenden The-
rapiewahl. Es sollte allerdings grundsétzlich in diesem Zusammenhang eine andere zusitzli-
che kardiologische Funktionspriifungen (Stressechokardiographie) beurteilt werden. Als Indi-
kationen fiir die Koronarangiographie gelten vor allem der Verdacht auf koronare Herzer-
krankungen (Bsp. akuter Myokardinfarkt), aber auch die Ausschlussdiagnostik, ventrikuldre
Tachyarrhythmien sowie Herzinsuffizienzen unklarer Genese, und die Koronardiagnostik vor
Operationen von z.B. angeborenen Vitien (KRAKAU 1999).

Zur Sondierung der Herzkranzarterien gibt es beim Menschen 2 verschiedene Vorgehenswei-
sen. Bei der élteren Technik nach SONES (1967) wird der Katheter unter Lokalandsthesie in
die rechte Brachialarterie eingebracht und retrograd in die Aorta eingefiihrt. Bei der neueren,
heute allgemein gebriduchlichen Methode nach JUDKINS (1967) wird der Katheter von der A.
femoralis aus in die Koronarostien vorgeschoben (NETTER 1990). Beim Schwein eignet sich
die letztgenannte Methode am besten, da hier die A. femoralis zwar tiefer liegt als beim Men-
schen, aber dennoch einfach erreichbar ist. Genaue Kenntnisse der topographischen Anatomie
der Herzkranzgefésse sind unerldsslich fiir die korrekte Durchfiihrung der Untersuchung. Be-
sonders die anatomischen Varianzen (Rechts-, Linksversorger) miissen beachtet werden. Nach
Sondierung der Koronargefif3e erfolgt unter Kontrolle der Druckkurve und des EKGs manuell
die Injektion des Kontrastmittels mit einer 10ml Spritze iiber etwa 1 bis 2 Sekunden. Die In-
jektionsgeschwindigkeit und die Menge des Kontrastmittels sollten genau den Perfusion-
sumstidnden des jeweiligen Herzens angepasst sein, um Komplikationen wie Volumeniiberlas-
tung zu vermeiden. Der Druck und die Menge sind korrekt gewédhlt, wenn es zu einer kurzzei-
tigen kompletten Fiillung der entsprechenden Koronararterie kommt. Bei zu geringer Menge
kommt es zu einer unvollstindigen Fiillung sowie zur Verschlierung des Bildes. Ist der Injek-
tionsdruck zu hoch, kommt es meist zur Dislokation des Katheters aus dem Ostium und
schlimmsten Falls zur Dissektion durch die Katheterspitze. Um eine Luftembolie zu vermei-
den, sollte die Spritze vor dem Gebrauch immer voll aufgefiillt , wihrend der Injektion nach
unten gehalten und nie ganz geleert werden. Wichtig bei der Durchfiihrung der selektiven
Koronarangiographie ist die Wahl der Projektionsebenen. Es werden grundsitzlich mehrere
Projektionen abgebildet, da es aufgrund anatomischer Verhéltnisse bei bestimmten Projektio-
nen zu Uberlagerung oder verkiirzter Darstellung einzelner GefédBabschnitte kommen kann

(NETTER 1990).
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Es sollte jede Koronararterie mit jedem Abschnitt mindestens in 2 Ebenen dargestellt werden.
Allerdings ist darauf zu achten, dass aus Strahlenschutzgriinden und auch wegen der Ge-
samtmenge des applizierten Kontrastmittels die Zahl der Projektionen sowie der Injektionen
auf ein Minimum beschrénkt wird. Zur Darstellung der linken Koronararterie verwendet man
6 Standardprojektionen: 1) Right anterior oblique (= rechte vordere Schragposition, RAO) 5-
15°,2) RAO 30° kaudal 20°, 3) Left anterior oblique (= vorder linke Schrigposition, LAO)
50-60° kranial 20°, 4) RAO 30°cranial 30°, 5) LAO 40-50° kaudal 20°, 6) linkslaterale Pro-
jektion (90°) (sieche Abb. 3). Die Winkelangaben kdnnen je nach individuellen Gegebenheiten
abgedndert werden (KRAKAU 1999).

Abbildung 3: Projektionsebenen der Koronarangiographie (aus Krakau 1999)

Fiir die rechtskoronare Darstellung geniigen meist 3 Projektionen: 1) LAO 60° (40°), 2) LAO
40-45° kranial 15° sowie 3) RAO 30-40°. Die hiufigsten Probleme bei der Koronarangi-
ographie sind die unzureichende Kontrastierung, der katheterinduzierte Koronarspasmus und
die superselektive Injektion bei besonders frither Aufteilung der linken Koronararterie. Dabei
kommt es durch falsche Katheterlage nur zur selektiven Abbildung eines Abzweigs, was den
Eindruck einer Stenose erwecken kann (KRAKAU 1999).

Zu den haufigsten Komplikationen der Koronarangiographie zahlt das Kammerflimmern,
verursacht durch zu kriftige Kontrastmittelinjektion in die kleinere rechte Koronararterie.
Auch ein induzierter Myokardinfarkt kann wéhrend der Untersuchung auftreten. Dieser wird
meist durch eine katheterinduzierte Dissektion, oder durch Koronarembolien mit Luft oder

Fibrinthromben verursacht. Tédliche Komplikationen treten heute nur noch sehr selten auf
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und sind meist entweder die Folge eines gro3en Myokardinfarktes oder eines Versagens des
linken Ventrikels (KRAKAU 1999).

Ein Problem bei der Bewertung der Koronarangiographie ist die subjektive Beurteilung der
Bilder. Untersucher tendieren dazu, den Schweregrad der Stenose in kritischen Féllen zu ii-
berschitzen, in milderen Féllen hingegen zu unterschitzen. Durch die Studie von DANCHIN
et al. (1993), ldsst sich jedoch nachweisen, dass die Diagnose des Untersuchers dhnlich prézi-
se ausfallt wie bei einer automatisierten Beurteilung mit dem Cardiovascular Angiographic
Analysis System (CAAS), wenn eine genaue Vorauswahl der zu beurteilenden Bilder vorge-
nommen wird und die Beurteilung der Aufnahmen als Standbild, im Gegensatz zu der sonst
iiblichen Videobeurteilung erfolgt. Ein gewisses Mal} an Erfahrung ist dabei natiirlich Vor-
raussetzung. Dies beweist, dass es anhand geringfiligiger Modifzierung der {iblichen Untersu-
chungsmethoden auch ohne aufwindige automatisierte Beurteilung zu einer korrekten Diag-

nose kommen kann (DANCHIN et al. 1993).

2.6.2  Laevoventrikulographie

Die Sondierung des linken Ventrikels ist Bestandteil beinahe jeder koronarangiographischen
Untersuchung. Um die entstehenden Volumen- und Druckbelastung besser den jeweiligen
Begebenheiten anpassen zu konnen, wird die Ventrikelsondierung meist erst nach der Koro-
narangiographie durchgefiihrt. Somit kann man sich erst ein Bild iiber den genauen Koronar-
befund machen. Anhand der Kontrastierung des linken Ventrikels konnen mehrere Befunde
erhoben werden:

1) Bestimmung der Ejektionsfraktion und Beurteilung der regionalen und allgemeinen
Ventrikelfunktion

2) Messung von Schlagvolumen, enddiastolischem sowie endsystolischem Volumen

3) Ventrikelgeometrie (wichtig bei hypertrophischer Kardiomyopathie)

4) Darstellung von Thromben in der linken Ventrikelwand

5) Diagnostizierung von Septumdefekten

6) Beurteilung der Regurgitationsfraktion bei Aortenklappeninsuffizienz (KRAKAU 1999)

Eine absolute Kontraindikation liegt bei einer Wandruptur oder -perforation sowie bei Aor-
tenklappenendokarditis vor. Man sollte auBerdem beachten, dass bei gewissen Vorerkrankun-
gen (z.B. Niereninsuffizienz) die Ventrikulographie durch Volumen und Kontrastmittel oft
eine zu starke Belastung bedeutet (KRAKAU 1999).

Der sogenannte Pigtailkatheter wird bei der Ventrikulographie standardmiBig eingesetzt. Er

ist in mehreren GroBen erhéltlich, so dass es moglich ist, individuell nach Patient und ge-

19



SCHRIFTTUM

wiinschter Kontrastmittelflussrate (zwischen 18 und 43ml/s) einen entsprechenden Katheter
zu wihlen. Das Einfiihren des Katheters erfolgt retrograd iiber die A. femoralis durch die Aor-
tenklappe. Nach Erreichen des Ventrikels muss unbedingt darauf geachtet werden, dass die
Katheterspitze mittig im Kavum platziert wird, da es sonst durch Kontakt mit der Herzwand
schnell zu Extrasystolen kommen kann. Die Lage der Katheterspitze 14sst sich leicht mit einer
kleinen Menge injizierten Kontrastmittels iiberpriifen. Nach der korrekten Platzierung des
Katheters wird die Hochdruck-Injektionspumpe an den Katheter angeschlossen. Das System
ist vor der Injektion streng darauf zu iiberpriifen, ob es Luftblasen enthilt. Die Kontrastmit-
telmenge und Injektionsgeschwindigkeit sind abhingig von der Kathetergrofle. Bei einem 5F-
Katheter fiir die Routinediagnostik betrégt die Injektionsgeschwindigkeit etwa 10 bis 12ml/s
bei bis zu 36ml Gesamtvolumen. Die Kontrastmittelfiillung des Ventrikels wird wihrend der
Injektion auf dem Bildschirm iiberwacht, um bei Komplikationen sofort eingreifen zu kdnnen
(KRAKAU 1999).

Fiir die Routine-Diagnostik werden 2 Projektionsebenen, die RAO 30° und LAO 60°, ver-
wendet. Die RAO-Projektion erlaubt eine Beurteilung der anterolateralen Wand, der Herz-
spitze und der inferioren Anteile der Hinterwand. Linker Vorhof und Ventrikel sind nicht ii-
berlagert und klar getrennt erkennbar. Sollte das Ventrikulogramm nur in einer Projektions-
ebene durchgefiihrt werden, ist die RAO-Projektion die mit der grofSten Aussagekraft. Beur-
teilung der Vorder- und Hinterwand hinsichtlich Wandbewegungsstorungen und Kontrakti-
onsabldufen ist hier am besten moglich. Die LAO-Projektion eignet sich hingegen zur Beur-
teilung des Septums sowie der posterolateralen Wand (KRAKAU 1999).

Haufige Komplikationen bei der Ventrikulographie sind unter anderem ventrikuldren Tachy-
arrhythmien, die durch falsche Lage des Katheters ausgelost werden und meist nach Lagekor-
rektur wieder sistieren. Intramyokardiale Kontrastmittelinjektionen sind eher selten und blei-
ben meist ohne ernste Folgen. Weitere seltenere Komplikationen Embolien durch Thromben
und Luft. Die Ventrikelperforation kommt ebenfalls sehr selten vor, kann dann aber todliche
Folgen haben (KRAKAU 1999).

Die Befundung des Ventrikulogramms erfolgt standardméBig qualitativ nach der von
HERMAN et al. (1967) eingefiihrten Nomenklatur:

Normokinesie— normale Wandbeweglichkeit

Hypokinesie — Eingeschriankte Wandbewegung
Akinesie — das Areal bleibt wihrend Systole und Diastole unbeweglich
Dyskinesie — Systolische Auswirtsbewegung des Myokards
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Aneurysma — dyskinetischer Abschnitt in Systole und Diastole deutlich von anderen
Arealen abgegrenzt

Asynchronie — zeitlich gegeneinander verschobener Kontraktionsablauf einzelner
Wandareale, wobei die systolische Kontraktion uneingeschréinkt sein
kann (HERMAN et al. 1967).

Die einheitliche Beurteilung der einzelnen Wandabschnitte erlaubt die Einteilung nach dem

Coronary Artery Disease Reporting System der American Heart Society. Bei der quantitativen

Erfassung der Wandbewegungsstdrungen hat sich keine der Methoden als allgemein aner-

kanntes Standardverfahren durchgesetzt. Deshalb spielt diese Bewertung in der Klinik eine

eher untergeordnete Rolle (KRAKAU 1999).

26.3 NOGA-Mapping (= Left ventricular electromechanical mapping system)

Die Mdoglichkeit der Wiederherstellung von defektem Myokard nach einem Infarkt ist direkt
abhéngig vom Ausmal des entstandenen Narbengewebes im Myokard. Bei Therapien, die
eine verbesserte Revaskularisierung anstreben, braucht man eine priazise Bewertung des
zugrundeliegenden Zielgewebes. Die zur Zeit géngigen Methoden zur Unterscheidung von
Narben- und normalem Gewebe sind unter anderem Single-photon emission computed to-
mography (SPECT), Positronen-Emissionstomographie (PET) und Magnetic resonance ima-
ging (MRI) (PERIN et al. 2002) sowie Echokardio- und Koronarangiographie. Eine neuere
Methode zur Untersuchung der Herzfunktion ist das NOGA-Mapping (NOGA - Training ma-
terials 2003).

2.6.3.1 Nutzungsmoglichkeiten des NOGA-Systems

Das NOGA System wurde zur Erstellung, Analyse sowie Darstellung von elektromechani-
schen Karten des linken Ventrikels (LV) konzipiert (NOGA - Training materials 2003). Es
handelt sich um ein dreidimensionales Mapping System, dass auf einer Katheteruntersuchung
des linken Ventrikels basiert. Die Technik des Systems ermdglicht es simultan genaue Daten
iiber regionale Kontraktilitit sowie die lokale elektrische Aktivitit des Ventrikels zu sammeln
(KECK et al. 2002). So ist es moglich, Narbengewebe von unbeschadetem Gewebe, sowie
vollig abgestorbenes von revitalisierbarem Narbengewebe anhand elektrischer und mechani-
scher Daten genau zu unterscheiden (KORNOWSKI et al. 1998a; KECK et al. 2002; PERIN
et al. 2002). Die Lokalisation der jeweiligen Schadigung kann hierbei bis auf wenige Millime-
ter genau eingegrenzt werden (GEPSTEIN et al. 1998). Laut WOLF und Arbeitsgruppe
(2001), sowie PERIN et al. (2002) ist es anhand der gesammelten Daten sogar moglich eine

Einteilung der Infarktgebiete nach transmuraler Ausbreitung vorzunehmen (WOLF et al.
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2001; PERIN et al. 2002). Der erste Test des NOGA-Systems am Menschen wurde 1998 von
KORNOWSKI et al. durchgefiihrt. (KORNOWSKI et al. 1998a; GYONGYOSI et al. 2001).

2.6.3.2 Gerateaufbau

Das System besteht aus mehreren Komponenten (siche Abb. 4):

NOGA-System Aufbau

Katheterlabor Kontrollraum

Monitor Monitor

NOGA-Einheit @
o
- rucker
Referengkatheter
SG-Arbeitsstation
hgkatheter

-
I Verbindungsbox

.

Lokalisationsunterlage Fuss-Schalter

Abbildung 4: Aufbau des NOGA-Systems (aus NOGA-Trainingmaterials 2003)

1) dem Lokalisationssensor

2) der Lokalisationsunterlage mit 3 Magnetfeld erzeugenden Spiralen (siche Abb. 5).

Lokalisation der Katheterspitze

| Location of the sensor |

Abbildung 5: L okalisation der Katheter spitze (aus NOGA-Trainingmaterials 2003)

S1, S2, S3 = Magnetfelderzeugende Spiralen
D1, D2, D3 = verschieden starke Magnetfelder (1, 2, 3 kHz)
Die Lage der Katheterspitze kann anhand der 3 unterschiedlichen Magnetfelder (D1, D2, D3) im Raum genau
detektiert werden, indem die Distanz zwischen der Katheterspitze und dem Mittelpunkt der einzelnen Magnet-
felder der Lokalisationsunterlage gemessen wird
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3) einer Arbeitsstation mit Display (Silicon Graphics Workstation)
4) dem FuBpedalset
5) einer Verbindungsbox

6) einem Referenzkatheter mit selbstklebender Elektrode

2.6.3.3 Untersuchungsablauf

Zunichst bringt man ein EKG am Patienten an, welches mit dem NOGA-System verbunden
ist. Die Referenzelekrode wird in Herzhohe zentral auf den Riicken des Patienten geklebt. Der
Referenzkatheter an dieser Elektrode dient der Lokalisation des Herzens inmitten des Map-
pingvolumens, und kompensiert die Bewegungen des Patienten in der X-,Y- und Z-Ebene.
Die Lokalisationsunterlage mit den 3 Spiralen wird auf Brustkorbhéhe unter dem Untersu-
chungstisch befestigt. Jede der Spiralen erzeugt ein separates ultraniedriges, externes Magnet-
feld (1, 2, 3 kHz). Zur Erstellung einer dreidimensionalen Karte des linken Ventrikels wird
ein 7 French Mapping-Katheter (NOGA Star™ Cardiology Catheter, Biosense Webster,
CA,U.S.A.) verwendet. Es handelt sich hierbei um einen sehr flexiblen, intrakardialen elekt-
rophysiologischen Katheter mit einer 2 mm grof3en Spitze. Diese enthélt 2 Ringelektroden,
sowie einem elektromagnetischen Sensor im oberen Teil. Die Position des Katheters kann bis
auf 0,2 mm in vitro und 0,7 mm in vivo genau festgestellt werden, indem die Distanz zwi-
schen der Katheterspitze und dem Mittelpunkt der 3 Magnetfelder der Lokalisationsunterlage
gemessen wird (GEPSTEIN et al. 1997). Ein zweiteiliger Fu3schalter ermdglicht dem Unter-
sucher, wihrend der Untersuchung die Punkte auf der Karte einzufrieren, zu bestitigen oder
wieder zu 16schen. Den Kurvaturtyp des Katheters (A,B,C oder D) wéhlt man individuell
nach Grofe des jeweiligen linken Ventrikels. Der Katheter wird durch eine Einfiihrschleuse in
die Femoralarterie eingefiihrt und von dort unter rontgenologischer Kontrolle retrograd bis zur
Aorta und schlieBlich, maximal deflektiert (um nicht in die Koronarien zu geraten), durch die
Aortenklappe in den linken Ventrikel vorgeschoben. Dort nimmt man mit der Katheterspitze
am Endokard unter Rontgenkontrolle 3 initiale Punkte: Einer am Apex sowie je ein Punkt im
Gebiet des Blutausflusses an der Aorten- und des Bluteinflusses der Mitralklappe. Diese die-
nen als eine Art Gertist fiir das dreidimensionale Bild. Weitere Punkte konnen ohne rontgeno-
logische Kontrolle gesammelt werden, da die NOGA-Software ein 3D-Bild des Kathers in
Echtzeit innerhalb des Ventrikels auf dem Bildschirm anzeigt, an dem die Katheterbewegun-
gen im Herzen nachvollziehbar sind und nach dem sich der Untersucher richten kann. Zusitz-
lich kann anhand von Farbkodierungen der Katheterspitze auf dem Monitor festgestellt wer-
den, welche Seite der Katheterspitze in welche Richtung weist. Die analogen Signale der

Punkte werden an die NOGA-Station weitergeleitet, wo sie analysiert, gefiltert, zu digitalen

23



SCHRIFTTUM

Signalen umgewandelt und dann an die Arbeitsstation (Silicon Graphics Workstation) weiter-
gegeben werden. Hier entstehen aus den Daten farbcodierte 3D-Karten, welche am Display

nachbearbeitet werden konnen (NOGA - Training materials 2003).

2.6.3.4 Kriterien bei Datenerhebung und nachtraglicher Datenbear beitung

Das Volumen des Herzens ist am Ende der Diastole am grof3ten. Zu diesem Zeitpunkt im
Herzzyklus wird die Position der Katheterspitze an der Ventrikelwand registriert. Der ent-
sprechende Abschnitt des EKGs ist das R im QRT-Komplex (NOGA - Training materials
2003). Es diirfen nur Punkte registriert werden, wenn die Katheterspitze stabil am Endokard
anliegt, was anhand der Werte der "local activation time stability", "location stability", "loop
stability" und "cycle length stability" erkennbar ist (KORNOWSKI et al. 1998b). Die ,,Local
activation time stabiltity” (LAT) ist hierbei definiert als die Zeitdifferenz zwischen einem
bestimmten Zeitpunkt auf dem EKG und der tiefsten negativen Abweichung (Minimum
dV/dt) im unipolaren intrakardialen Elektrogramm der Katheterspitze (GEPSTEIN et al.
1997). Die ,,Location stability* (LS) vergleicht die Position der Katheterspitze zum Zeitpunkt
der Enddiastole mit der Position in der vorhergehenden Enddiastole. Die ,,Loop stability* ist
ein Parameter, der die Stabilitit der einzelnen Herzzyklen miteinander vergleicht. Die ,,Cycle
length*“(CL, gemessen in %) vergleicht die Zyklusdauer des aktuellen Herzschlages mit der
durchschnittlichen Zykluslidnge der letzten 100 gemessenen Punkte (NOGA - Training mate-
rials 2003).Das System arbeitet mit einem triangularen Algorithmus und errechnet anhand der
Punktedaten eine 3-dimensionale Karte des Ventrikels. Die endokardiale Oberfiche wird als
ein zusammenhingendes Netz von Dreiecken dargestellt, deren Ecken von den registrierten
Punkten gebildet werden(GEPSTEIN et al. 1997). Die Flachen zwischen den Dreiecken wer-
den entsprechend der elektrischen und mechanischen Aktivitit der Punkte farblich kodiert.
Dabei variieren die Farben je nach Aktivitdt von rot (minimale Aktivitét) iber griin, gelb und
blau (mittlerer Aktivitét) zu violett (maximale Aktivitdt). Die GroBe der Fliche (in mm?), die
um die genommenen Punkte vom System automatisch farblich aufgefiillt wird, kann vom Un-
tersucher mit dem sogenannten ,, Threshold“ bestimmt werden. Je hoher der Threshold-Wert
desto grofer die aufgefiillten Gebiete (NOGA - Software overview. Clinical and training
course for the biosense technology at the European Surgical Institute in Norderstedt
2000).Nach Beendigung der Datenkollektion kann die Karte nachbearbeitet werden. Hierfiir
eignet sich am besten die automatische Filterfunktion des NOGA-Programms, die mit zwei
unterschiedliche Stufen — méBigem und starkem Filtern - arbeitet. Durch dieses Programm

werden alle Punkte entfernt, die:
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a) deutlich im Lumen des linken Ventrikels liegen (mehr als 35mm entfernt von der Ventri-
kelwand) (NOGA - Software overview. Clinical and training course for the biosense technol-
ogy at the European Surgical Institute in Norderstedt 2000; PERIN et al. 2002)

b) eindeutig nicht zum linken Ventrikel gehdren (z.B. schon im Lumen der Aorta liegen, er-
kennbar an der Position des Punktes sowie anhand der P-Welle auf dem EKG)(LESSICK et
al. 2002)

c¢) nicht mit den festgelegten Stabilitétskriterien libereinstimmen (location stability <4mm;
loop stability < 6 mm; cycle length < 10 %)

d) wihrend des ST-Segmentes registriert werden (NOGA - Software overview. Clinical and
training course for the biosense technology at the European Surgical Institute in Norderstedt
2000; LESSICK et al. 2002; PERIN et al. 2002).

Nach der automatischer Filterung ist es moglich, weitere Punkte aus der Karte manuell zu
entfernen. AnschlieBend konnen die Daten der entstanden Karten mit Excel weiterverarbeitet

werden.

2.6.3.5 Dieverschiedenen Darstellungsmdglichkeiten des NOGA-Systems
Das NOGA-System bietet 5 verschiedene Moglichkeiten die gesammelten Daten als 3D-Bild

darzustellen. Alle Kartenarten sind farbcodiert, wobei die Farben je nach elektrischer bzw.
mechanischer Aktivitdt von rot (minimale Aktivitét) bis hin zu violett (maximale Aktivitét)
variieren (NOGA - Software overview. Clinical and training course for the biosense technol-
ogy at the European Surgical Institute in Norderstedt 2000). In der Studie werden diese 3 Kar-
ten erstellt:

e Linear Local Shortening (LLS)
Diese Karte zeigt die mechanischen Parameter der Herzbewegung. Die Berechnung beruht
auf der Theorie, dass myokardiale Kontraktion ein direktes Resultat der Verkiirzung der Myo-
fibrillen ist. Die Distanz jeder beliebigen 2 Punkte zueinander verkiirzt sich wéhrend der Sys-
tole. Daher ist die Messung der relativen Distanz zwischen 2 benachbarten Punkten iiber ei-
nen gewissen Zeitraum die Basis flir die Berechnung der regionalen Verkiirzung. Die Be-
stimmung des LLS basiert also auf Berechnung der linearen Distanz von jedem beliebigen
Punkt zu seinen Nachbarpunkten, jeweils zum Zeitpunkt der Enddiastole (Spitze der R-Welle)
und Endsystole (Zeitpunkt des kleinsten Ventrikelvolumens). Daraus resultiert eine akkurate
Beschreibung der lokalen myokardialen Dynamik. (GEPSTEIN et al. 1998) (NOGA - Soft-
ware overview. Clinical and training course for the biosense technology at the European Sur-
gical Institute in Norderstedt 2000; NOGA - Training materials 2003). Die Werte werden in

% angegeben.
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e Unipolar Voltage (UV)
Die Unipolar Voltage wird sowohl an einer der Ringelektroden der Katheterspitze als auch
mit dem Korper des Katheters gemessen. Hierdurch erreicht man eine rdumlich weitreichende
Messung. Die Karte prasentiert die Datenpunkte basierend auf einer Hochstwert-zu-
Hochstwert Messung der Amplitude des lokalen unipolaren Signals. Ein Zeichen von ver-
schlechterter elektrischer Aktivitdt ist eine niedrige Voltage im EKG, also auch eine niedrige-
re Amplitude. Je niedriger die Voltage, desto geringer die elektrische Aktivitit. Die Werte
werden in mV angegeben. (NOGA - Software overview. Clinical and training course for the
biosense technology at the European Surgical Institute in Norderstedt 2000)

e Bipolar Voltage (BV)
Die Bipolare Voltage wird im Gegensatz zur Unipolaren Voltage an der Katheterspitze und
gleichzeitig an der tiefer liegenden Ringelektrode gemessen. Die Voltage wird nur zwischen
diesen beiden sehr eng beieinanderliegenden Polen berechnet. Sie ergibt so eine bessere raum-
liche und zeitliche Auflosung im regionalen Bereich, ist allerdings aufgrund des kleinen
Messbereiches zur Diagnose des Myokardzustandes nur eingeschrankt verwendbar. Der Ka-
theter muss bei der Messung direkt senkrecht auf dem Myokard aufliegen, um eine korrekte
Messung durchzufiihren. Daher kommt es bei dieser Methode haufig zu falschen, besonders
zu falsch positiven Ergebnissen. Die Karte zeigt Punktedaten basierend auf der Amplitude des
bipolaren Signals. Auch diese Werte werden in mV angegeben (NOGA - Software overview.
Clinical and training course for the biosense technology at the European Surgical Institute in
Norderstedt 2000; NOGA - Training materials 2003).

e Bullseye View
Man kann alle 3 Karten als 3-dimensionales Bild und auch als sogenannten Bullseye-View
dargestellen. Hierfiir wird der virtuelle Ventrikel in 9 Segmente unterteilt und aufgeklappt.
Der Untersucher kann so die gleichmifBige Verteilung der Punkte besser kontrollieren. Auch
Vergleiche mit anderen Untersuchungsmethoden werden so vereinfacht. Segmente, die keine
Punkte enthalten, schlieft man sofort von der Auswertung aus (NOGA - Software overview.
Clinical and training course for the biosense technology at the European Surgical Institute in

Norderstedt 2000).
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Abbildung 6: NOGA-Map eines normalen linken Ventrikels (Bullseyeview links und Unipolar Voltage
Map rechts) (aus NOGA-Trainingmaterials 2003)

2.6.3.6 Limitationen, Vor- und Nachteile des Systems

e VorteiledesNOGA-Systems
Ein groBer Vorteil ist, dass die Erstellung der NOGA-Karten im Gegensatz zu anderen Me-
thoden fast ganz ohne Rontgenstrahlung moglich ist (GEPSTEIN et al. 1997; KORNOWSKI
et al. 1998b; NOGA - Training materials 2003). Lediglich das Einfiihren des Katheters und
die Aufnahme der ersten drei Punkte muf3 unter Rontgenkontrolle erfolgen. Beim NOGA wird
kein Kontrastmittel benétigt, so dass Komplikationen wie Nieren- oder Herzversagen durch
allergische Reaktionen auf die Injektion von hyperosmotischer Losung ausgeschlossen wer-
den konnen (GEPSTEIN et al. 1997). Ein weiterer Vorteil des NOGA-Systems ist die Mog-
lichkeit, gleichzeitig elektrische und mechanische Informationen iiber den lokalen sowie glo-
balen Vitalititszustand des Herzens zu sammeln (GEPSTEIN et al. 1997; GEPSTEIN et al.
1998; KORNOWSKI et al. 1998b; KECK et al. 2002). Durch die Nutzung des speziell entwi-
ckelten Katheters und die 3D Echtzeit Darstellung des Katheters ist es ohne weiteren Auf-
wand moglich, erst eine diagnostische Karte zu erstellen und direkt im Anschluss an die Un-
tersuchung eine Therapie, wie z.B. das injizieren von Wachstumsfaktoren ins Myokard sehr
prazise durchzufiihren (KORNOWSKI et al. 2000; PERIN et al. 2002). Vorbereitungen und
bendtigte Vorraussetzungen (Einfiihrschleuse, Rontgengerit) fiir das NOGA-Mapping sind
identisch mit denen der Koronarangiographie. Daher ist es direkt im Anschluss an das
NOGA-Mapping moglich, ohne weitere Vorbereitungen eine koronarangiographische Unter-

suchung durchzufiihren. Es muf3 lediglich ein anderer Katheter dafiir verwendet werden.
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e Nachteiledes NOGA-Systems
Fiir die Anwendung des NOGA-Systems benétigt man speziell geschultes Untersuchungsper-
sonal, um zuverldssige Werte zu erhalten. Mit Erfahrung des Untersuchers verkiirzt sich die
Untersuchungszeit auf ein moderates Mal3, anfangs ist allerdings mit wesentlich ldngeren Zei-
ten zu rechnen. Hinzu kommen hohe Kosten fiir die Gerite sowie die Ausbildung des Perso-
nals (BEN-HAIM et al. 1996).

e Limitationen und Vorraussetzungen fur die Unter suchung
Die Untersuchung ist sehr abhéngig von der Erfahrung des Untersuchers. Bei unerfahrenem
Personal besteht die Gefahr, dass bestimmte Gebiete des Ventrikels aufgrund ihrer Geometrie
und der mechanischen Gegebenheiten bei der Datenkollektion ausgelassen und somit die Er-
gebnisse verfilscht werden (GEPSTEIN et al. 1997). So ist es z.B. schwierig, direkt neben
den Papillarmuskeln den Katheter in die richtige Position zu bringen und ihn stabil zu halten,
was bei unerfahrenen Untersuchern zu nicht verwertbaren Daten fithren kann (LESSICK et al.
2002). Der Herzrhythmus muss wiahrend der gesamten Untersuchung relativ stabil sein, da
Daten fiir einen Punkt {iber mehrere Herzschldge gesammelt werden. Dies ist vor allem auf-
grund der Dauer der Untersuchung oft schwierig (GEPSTEIN et al. 1997). Durch die Ver-
wendung eines "Pacers" konnen Herzfrequenz und Zyklusldnge auch iiber einen langeren
Zeitraum stabil gehalten werden (LESSICK et al. 2002). Bei manueller Filterung der NOGA-
Daten kann es, je nach Untersucher, zu Schwankungen bei den entfernten Punktanzahlen
kommen. Daher sollte man hauptséchlich mit der automatischen Filterung arbeiten (LESSICK
et al. 2002). Beim Vergleich der NOGA-Karten mit einem zweidimensionalen Verfahren (E-
chokardiographie) besteht zudem noch eine gewisse Ungenauigkeit, da die Zuordnung der
anatomischen Strukturen des 3D-Bildes im Vergleich mit dem 2D-Bild trotz der vergleichba-
ren Segmenteinteilung schwierig ist (BOTKER et al. 2001).

2.6.4  Echokardiographie

Die Echokardiographie ist mittlerweile zu einer unentbehrlichen Untersuchungsmethode in
der Kardiologie geworden. Es gibt auf diesem Gebiet 3 verwandte Techniken: die ein-, die
zweidimensionale und die Doppler-Echokardiographie. Mittlerweile ist durch zweidimensio-
nale Echokardiographie auler der Herzfehlerdiagnostik auch die Analyse der Ventrikelfunkti-
on moglich. Die Grenzen der Ultraschallmethoden liegen hauptséchlich in der physikalischen
Penetration des Patienten durch den Schallstrahl, da die Eindringtiefe des Ultraschallstrahls ist
nicht unbegrenzt ist. Dies stellt besonders bei Patienten mit Ubergewicht ein groBes Problem
dar, weil es bei ihnen aufgrund der korperlichen Verfassung hiufig nicht moglich ist qualita-

tiv ausreichende Bilder zu erstellen. Die Ergebnisse hingen auBBerdem sehr von Geschick des
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Untersuchers ab. Eine Automatisierung ist deshalb auch auf lange Sicht eher unwahrschein-
lich. Jede Lageédnderung des Patienten muss beriicksichtigt werden, da sich dabei der Auf-
treffwinkel der Strahlen auf das Gewebe verdndert. Auch sind oft die "Schallfenster" (z.B.
Zwischenrippenrdume) so schmal, dass es nicht moglich ist mit den iiblichen Positionen alle

Ebenen sauber darzustellen (NETTER 1990).

2.6.4.1 Die 2D Echokardiographie zur Ermittlung der Ventrikelfunktion

Das Tier sollte sich zur Untersuchung in Riickenlage befinden. Bei der zweidimensionalen
Echokardiographie-Untersuchung achtet man primar auf pathologische Verdnderungen in der
Wandbewegung der Ventrikel. Es kann entweder im B- (=Brightness-Mode) oder im M-Mode
(=Motion Mode, eindimensionale Darstellung) untersucht werden (NETTER 1990). Anhand
des M-Modes ldsst sich die Wandstirke und deren Verdnderung wahrend des gesamten Herz-
zyklus, sowie das Kontraktionsvermogen des Myokards und die Ventrikelgrof3e wihrend Di-
astole und Systole ermitteln. Zusitzlich kann man Daten {iber die prozentuale Durchmesser-
verkiirzung (fractional shortening) gewinnen, welche ein MaB fiir Kontraktilitit der Kam-
merwand und des Septums ist (POULSEN NAUTRUP und TOBIAS 1998).

Fiir die Funktionsuntersuchung des linken Ventrikels wird der Schallkopf parasternal in
Léngs- und Querrichtung in 3 Schnittebenen, sowie apikal und subcostal in jeweils 2 Ebenen
angesetzt. Die Reihenfolge sollte zur Vereinfachung des Prozesses standardisiert werden. Da-
bei ist es vorteilhaft mit dem apikalen Vierkammerblick zu beginnen. Hier lassen sich am
besten die korrekte Lage des Herzens im Korpervolumen, die GroBBenverhéltnisse der Herz-
hohlen sowie die atrioventrikuldren Klappen beurteilen. Danach erfolgt eine 90°Rotation des
Schallkopfes. Parallel zum Septum erhdlt man den apikalen Zweikammerblick . AbschlieSend
erfolgt die Darstellung der parasternalen Schnittbilder (3. bis 5. ICR). Diese kurzen Achsen
zeigen den Querschnitt des linken Ventrikels in verschiedenen Abstdnden von der Spitze
(NETTER 1990). Beim Schwein miissen die Standardachsen entsprechend der etwas verscho-

benen Herzachse im Vergleich zum Menschen angepasst werden.

2.6.4.2 Kontrastechokardiographie

e Kontrastmittel fur Echokardiographie
Ein Agens welches in der Kontrastechokardiographie angewandt wird muss mehrere Bedin-
gungen erfiillen: es sollte einfach iiber einen peripheren vendsen Zugang in das Gefdflsystem
applizierbar sein, entweder als Bolus oder als Dauerinfusion, und es darf aufgrund der inneren
Anwendung nicht oder nur sehr méBig toxisch sein. Um mit geringen Mengen auszukommen,

sollte das Kontrastmittel so lange wie mdglich im Korper stabil bleiben. Es muss mindestens
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eine Lungen- bzw. Herzpassage liberstehen ohne seine Wirkung zu verlieren, damit dem Un-
tersucher genug Zeit bleibt alle entsprechenden Aufnahmen durchzufiihren (BECHER und
BURNS 2000; BURNS 2002).
Die meisten Kontrastmittel fiihren nach der Lungenpassage zu einer Verstiarkung des Ultra-
schallsignals in der Blutstrombahn. Abhédngig von Schallfrequenz und Schalldruckamplitude
des ausgesendeten Ultraschallstrahls (mechanischer Index, MI = Schalldruck /A Frequenz)
dndern die Blischen ihren Radius und somit ihre Streuoberfliche (KUCHERER et al. 2002).
Bei niedrigen Amplituden kommt es zu einer linearen Verstirkung des Ultraschallsignals
(FLACHSKAMPF 2002), bei hoheren Frequenzen hingegen kommt es durch Oszillation der
Bldschen zu einem nichtlinearen Signalintensitdtsanstieg (BURNS 2002). Dabei entstehen
auller der eingestrahlten Ultraschallfrequenz auch harmonischen Frequenzen, insbesondere
die doppelte Frequenz ("second imaging") (FLACHSKAMPF 2002). Diese spezielle Eigen-
schaft der Bldschen wird im sogenannten "Harmonic Imaging" genutzt, bei dem man selektiv
nur diese harmonischen Frequenzen registriert (FLACHSKAMPF 2002). Wird der Schall-
druck weiter erhoht werden die Kontrastmittelbldschen zerstort (KUCHERER et al. 2002).
Die gezielte Zerstorung der Bldschen kann ebenfalls zum Zweck der Diagnostik eingesetzt
werden (BURNS 2002). Hierbei implodiert das Mikrobldschen unter einmaliger Abgabe sehr
intensiver Schallsignale, welche aus unterschiedlichen Frequenzen bestehen. Diese "spontane
akustische Emission" macht man sich beim sogenannten "intermittent imaging" und beim
"triggered imaging" zur Beurteilung der myokardialen Perfusion zunutze (BECHER und
BURNS 2000).

e Einteillung der verschiedenen Kontrastmittel
Man kann die Kontrastmittel in 2 Gruppen unterteilen. Als erstes gibt es die sogenannten
"blood-pool" agens, die feine Bldaschen enthalten. Dabei handelt es sich entweder um Luft,
oder Gase mit niedriger Loslichkeit. Die Gasbldschen sind entweder frei oder mit verschiede-
nen Materialien, wie z.B. Gelatine eingekapselt.
Die Bldschen der neueren Kontrastmittel sind kleiner als Erythrozyten und kdnnen sich somit
frei in der Blutbahn verteilen, bis sie metabolisiert werden. Die Kapseln dieser Mikroblidschen
sind nur noch sehr diinn. Dies erlaubt der enthaltenen Luft frei auszutreten und wieder in Lo-
sung zu gehen. Der Effekt dieser Kontrastmittel hilt langer an als bei der vorhergehenden
Generation. (Zu dieser Gruppe gehdrt auch das in der Studie verwendete Optison.) Anstelle
von Luft enthalten sie meist eingekapselte Perfluorkarbone (BECHER und BURNS 2000).
Bei der 2. Gruppe, den sogenannten "selective uptake" agents, werden die Blaschen direkt

nach der Injektion selektiv vom Gewebe aufgenommen. Sie sind auch wéhrend der Metaboli-
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sierung noch im Ultraschall sichtbar. Es handelt sich meist um kolloidale Suspensionen von
Fliissigkeiten sowie Agenzien mit sehr dauerhaften Hiillen. Diese Substanzen werden aber
eher bei der Leberdiagnostik eingesetzt (BECHER und BURNS 2000).

e Vorbereitung und Applikationsmdglichkeiten
Es ist vor allen Dingen zu beachten, dass das Kontrastmittel vorsichtig aufgezogen wird, um
Zerstorung der Blidschen zu vermeiden. Auflerdem muss die aufgezogene Suspension stindig
in Bewegung gehalten werden, da sich die Blidschen sonst schnell separieren. Da es aullerhalb
des Korpers schneller dazu kommt, dass das Gas aus den Bldschen diffundiert, sollte nach
dem Aufziehen relativ zeitnah injiziert werden. Bei der Applikation ist vor allem darauf zu
achten, dass eine ausreichend groe Kaniile (mindestens 18G) verwendet wird, da sonst be-
reits im Vorfeld durch den Druckabfall bei der Injektion Blidschen zerstort werden (Bernoulli
Effekt). Je schneller die Injektionsgeschwindigkeit und je englumiger die Nadel, desto groBBer
der Druckabfall, und umso mehr Bldschen werden zerstort. Die Applikation erfolgt entweder
im Bolus oder als Infusion. Der Bolus ist dabei die einfachere Methode. Mit dieser Applikati-
onsart erreicht man am besten eine hohe Konzentration im Zielgewebe. Allerdings ist dieser
Effekt nur sehr kurzlebig und es kann es wihrend der Anflutungs- und Abflutungsphase zu
Schwierigkeiten bei der Beurteilung des betroffenen Gebietes kommen. Es ist es schwer die
Applikation des Bolus genau zum richtigen Zeitpunkt durchzufiihren und auerdem ist es hier
wesentlich komplizierter als bei der Dauerinfusion eine Reproduzierbarkeit bei Folgeversu-
chen zu sichern (BECHER und BURNS 2000).

e Prinzip und Methoden der Kontrastechokardiographie
Bei einer Kontrastechokardiographie wird eine echoproduzierende, biologisch kompatible
Losung in die Blutbahn injiziert. Erreicht die Losung den linken Ventrikel, ldsst sich anhand
der zweidimensionaler Echokardiographie oder per M-Mode anhand der Verteilung der Kon-
trastmittelwolken der intrakardiale Blutfluss darstellen (ROELANDT 1982). Neuere Verfah-
ren der Kontrastmittelechokardiographie ermodglichen sogar die simultane Beurteilung von
regionaler Wandbewegung und Myokardperfusion in Echtzeit, mit hoher raumlicher Auflo-
sung. Die normale Echokardiographie wird so sinnvoll ergéinzt. Dabei werden durch stabilere
Kontrastmittel und spezifizierte Bildgebungsverfahren Signalverstiarkungen des intramyokar-
dialen Blutpools erzielt, auf deren Basis Aussagen zur Herzmuskeldurchblutung getroffen
werden konnen. Dies ist speziell bei der Beurteilung der Myokardperfusion beim akuten Ko-
ronarsyndrom von Bedeutung (KUCHERER et al. 2002). Das Prinzip der Verfahren beruht
auf dem Verhalten der Kontrastmittel, die gasgefiillte Mikrobladschen enthalten. Die Gasbla-

schen werden durch eine stabilisierende Hiille lungenkapillargidngig und verhalten sich rheo-
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logisch wie rote Blutkdrperchen. Sie fiihren nach der Lungenpassage wie bereits oben be-
schrieben, abhéngig vom Mechanischen Index zu einer Signalintensititsverstarkung der kar-
dialen Blutbahn. Je nach Héhe des MI sind bei den Mikrobldschen 3 verschiedene Arten der
Reaktion zu beobachten (siche oben) (BURNS 2002; KUCHERER et al. 2002). Der mechani-
sche Index (MI) ist ein MaB fiir die mechanische Energie, welche wéhrend einer Untersu-
chung auf die Mikrobldschen ausgeiibt wird. In klinischen Studien liegt der MI im Bereich
zwischen 0,1 und 2,0. Wird ein hoherer Wert angewendet, kommt es zur Zerstorung der Mik-
robldschen. Der Index ist nicht nur abhéngig vom jeweiligen Gewebe sowie dem verwendeten
Kontrastmittel, es bestehen zusétzlich Varianzen zwischen den einzelnen Geréten. Daher soll-
te vor der Untersuchung stets auf die Herstellerinformation geachtet werden (BURNS 2002).
Mit dem korrekt gewéhlten MI kann eine optimale Balance zwischen Erhaltung der Mikrobla-
schen und der Streuverstirkung erreicht werden (SIESWERDA et al. 2003).

e Verschiedene Techniken der Kontrastmittelechokar diographie
Es wurden nacheinander mehrere Techniken entwickelt, welche die Eigenschaften der Kon-
trastmittelbldschen auf verschiedene Weise nutzen, um das Echo des Gewebes von dem des
Blutpools zu unterscheiden und somit die Perfusion beurteilen zu kénnen. Unter anderem gibt
es das "Harmonic imaging", welches auf der Selektion der harmonischen Frequenzen basiert
(siche oben). Der "Power Doppler" arbeitet wie ein reguldrer Doppler mit konsekutiven
Schallimpulsen, wertet allerdings die Leistung und nicht die Amplitude der Schallwellen aus.
Bei der "Pulse inversion" werden die nacheinander ins Gewebe gesendeten Impulse um 180°
gedreht, wodurch es hinterher moglich ist, das lineare Echo der Kontrastmittelbldschen von
dem nichtlinearen Echo des Gewebes zu unterscheiden. Da all diese Methoden noch technik-
bedingt vielseitige Probleme im Bezug auf die Nutzungsbandbreite und Bildqualitit aufwei-
sen, wurde als eine Kombination mehrerer Methoden die Power Pulse Inversion Technik ent-
wickelt (BECHER und BURNS 2000; FLACHSKAMPF 2002). (In der vorliegenden Studie
wird letztendlich aufgrund der vielseitigenund flexiblen Nutzungsmoglichkeiten die Power-
Pulse-Inversion-Technik eingesetzt.)

e Power Pulselnversion
Die "Power pulse inversion" (PPI) wird auch "Pulse inversions doppler" genannt. Sie kombi-
niert die Erfassungstechnik der "Pulse inversion" mit dem Vermdgen der "Power-Doppler"-
Technik bewegtes Gewebe gesondert zu beurteilen (BECHER und BURNS 2000). Es kann
also sowohl die hohe rdumliche Auflésung des Pulsinversionverfahrens als auch die Sensivitit
der Doppler-Methode eingesetzt werden (FLACHSKAMPF 2002). Mehrere Transmitterpulse

von wechselnder Polaritidt werden ins Gewebe gesendet. Die aufeinanderfolgenden Echos der
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Impulse werden so addiert, dass sich der Effekt der Gewebebewegung authebt. Das Echo des
bewegten Gewebes kann also unterdriickt werden. So ist es mdglich die Signale des Kon-
trastmittels in Echtzeit auch bei niedrigem MI auszuwerten. Somit wird vermieden, dass un-
gewollt die Blidschen zerstort werden (BECHER und BURNS 2000).

Mit der Triggereinstellung wird festgelegt , wann (z.B. alle 10 bis 15 Herzzyklen) der Schall-
kopf eine gezielt hohere Energie abgibt (Schallwellen mit hohem MI = Flash). Hierdurch
kommt es zu einem definierten Zeitpunkt zur Zerstdrung der im beschallten Gebiet befindli-
chen Kontrastmittelbldschen (FLACHSKAMPF 2002). Dabei geben sie Energie frei, die sich
als starkes nicht lineares Echo darstellt und welches der Beurteilung der Myokardperfusion
dient. In den darauffolgenden Zyklen lassen sich anhand der Reperfusionsgeschwindigkeit des
Kontrastmittel in das betreffende Gebiet weitere Aussagen iiber die Myokardperfusion ma-
chen (BECHER und BURNS 2000; MASUGATA et al. 2001). Mit der PPI Methode lassen

sich myokardiale Wandverdickungen, Wandbewegung sowie Perfusion simultan beurteilen.
26.5  Stressechokardiographie

2.6.5.1 Dobutamin

Dobutamin ist ein Derivat des Dopamin (LOSCHER et al. 1997). Inzwischen weil man, dass
die selektive Wirkung auf die Herzrezeptoren (1) durch das Zusammenspiel der unterschied-
lichen Wirkungen der im Dobutamin enthaltenen zwei Enantiomere entsteht. Durch die Kom-
bination der beiden Formen im Dobutamin kommt es zu einer Aufhebung der einzelnen Wir-
kungen, was in einer scheinbar Bi-selektiven Wirkung am Herzen resultiert. Dobutamin verur-
sacht entsprechend eine Zunahme der Kontraktionskraft und somit des Schlagvolumens. Es
wird daher in der Notfalltherapie bei Herzversagen eingesetzt. In hdherer Dosierung bewirkt
es zusétzlich einen Anstieg der Herzfrequenz. Allerdings fiihrt dies meist auch zu uner-
wiinschtem Blutdruckanstieg und Tachykardien. Da Dobutamin eine sehr kurze Halbwertszeit
hat sollte man es im Dauertropf oder per Perfusor verabreichen (FREY und LOSCHER 1996).
Aufgrund der selektiven Wirkung am Herzen ist Dobutamin fiir die Stressechokardigraphie

hervorragend geeignet.

2.6.5.2 Stressechokar diologische Untersuchung

Die pharmakologische Stressechokardiographie ist mittlerweile ein etabliertes Verfahren auf
dem Gebiet der Vitalitits- und Ischdmiediagnostik und ergédnzt die Kontrastechokardiographie
sinnvoll bei der Indikationsstellung fiir revaskularisierende Maflnahmen bei chronischer koro-
narer Herzerkrankung (KUCHERER et al. 2002). Vor allem zur Einteilung der Patienten mit

einer koronaren Herzkrankheit in Risikogruppen ist die Beurteilung der Wandbewegungssto-
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rungen sowie die Perfusion des Myokards wihrend des Stresszustandes wichtig
(SIESWERDA et al. 2003). Da es technisch schwierig ist, die Diagnose am bewegten Patien-
ten zu erstellen, ist eine Untersuchung mit der PPI und niedrigem MI wéhrend pharmakolo-
gisch durch Dobutamin erzeugtem Stress vorzuziechen. Auf diese Weise konnen Wandbewe-
gung uns Perfusion einfach in Echtzeit begutachtet werden. PORTER et al. zeigten 2001 so-
gar, dass die Kombination von PPI mit Dobutaminstress die Sensibilitdt der Methode verbes-
sert. Besonders die Kontraktilitdtsreserve des Myokards 14sst sich anhand der Low-dose-
Dobutaminuntersuchung leicht feststellen, was klinisch sehr wertvoll ist (SIESWERDA et al.
2003). Bei geringer Dosis wird die Schlagkraft des Herzens noch durch Nutzung vorhandener
Energiereserven im Gewebe erhoht. Dauert die Stresssituation jedoch ldnger an oder wird die
Dosis des Dobutamin zu sehr erhdht, erschopfen sich die Reserven besonders bei geschiddig-
tem Myokard schnell. Es kommt also zu einer sogenannten biphasischen Reaktion des Myo-
kards. Diese ist z.B. ein typisches Anzeichen fiir das in 2.4 erkldrte Hibernating des Gewebes
(ST. LOUIS et al. 2000). Dobutamin sollte nicht wéhrend der akuten Phase der koronaren
Herzkrankheit angewendet werden (SIESWERDA et al. 2003). Man untersucht sowohl bei
der Kontrast- als auch bei der Stressechokardiographie die selben Schnittebenen wie bei der
herkdmmlichen Ultraschalluntersuchung, mindestens sollten aber 2 Apikalschnitte beurteilt
werden. Auch sollte man in Betracht ziehen, zusétzlich leicht verédnderte Einstellungen zu den
Standards zu untersuchen, um eine bessere Beurteilung der lateralen und vorderen Herzwand

zu ermdglichen (BECHER und BURNS 2000).

2.6.5.3 Vor-und Nachteileder Echokardiographie

Die Vorteile der Echokardiographie, vor allem die der neuen Kontrastbildverfahren liegen auf
der Hand: Bei den zur Zeit als klinischer Standard geltenden Methoden, wie die SPECT oder
Koronarangiographie ist die Injektion radioaktiver Substanzen bzw. Nutzung von Rontgen-
strahlen notig. Fiir diese Untersuchungen bendtigt man sowohl gesonderte Rdumlichkeiten,
als auch spezielle Lizenzen. Auch die Kosten, besonders fiir Gerdte und Materialien (Radio-
isotope) sind sehr hoch. Aufgrund der komplizierten Anwendung sind Routine- und Serienun-
tersuchungen kaum moglich. Beim Ultraschall entféllt dieser Aufwand. Die Untersuchung ist
nicht invasiv und kann durch die Mobilitéit des Gerétes sogar direkt am Patientenbett durchge-
fiihrt werden. Es ist eine sichere, gut reproduzierbare Methode, die ohne grofles Risiko und
ohne weitere Vorbereitung eingesetzt werden und verlédssliche Daten {iber die regionale Mik-
rozirkulation des Myokards erbringen kann (SIESWERDA et al. 2003). Bei der Beurteilung
wirkt sich besonders eine ewaige falsche Konzentration des Kontrastmittels negativ aus, was

speziell bei der Bolusapplikation hdufig vorkommt. Verwendet man zu viel Kontrastmittel
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kommt es zu einer Verschattung des Gewebes, so dass keine Beurteilung mehr moglich ist
(BURNS 2002). Eine Schadigung des Patienten durch die freigesetzte Energie bei der Bla-
schenzerstérung oder durch den Kavitationseffekt und Bildung freier Radikale werden zur

Zeit zwar diskutiert, konnten aber bisher nicht klinisch nachgewiesen werden (BURNS 2002).
2.7 Bildgebende Verfahren durch Ex-vivo-Auswertung

271  Bestimmung deskardialen Blutflusses mit Mikrospharen

Die Blutversorgung des Herzens kann entweder anhand des koronaren Blutflusses (CBF) (Vo-
lumen pro Zeiteinheit) zu einem bestimmten Zeitpunkt in den Koronararterien oder als regio-
naler myokardialer Blutfluss (RMBF) (ml/min/g) in einer bestimmten Region gemessen wer-
den. Der RMBF ist beim Bestimmen des Grades einer myokardialen Ischdmie von besonderer
Bedeutung. Zu den heute gingigen Methoden der regionalen Blutflussmessung gehoren das
Laser-Doppler-Flowmeter, Transillumination, Indikatorverdiinnungstechniken (SAKKA et al.
1996) sowie PET und verschiedene Arten Mikrosphiren (HEUSCH und SCHULZ 2001).
Mikrosphéren werden seit liber dreiflig Jahren zur Messung lokaler Durchblutung benutzt. Die
Methode basiert auf dem Prinzip biologisch inaktiver Mikrosphéren. Diese bleiben aufgrund
ihres Durchmessers (15um ) nach intravasaler Applikation im Endstromgebiet der Organe
hingen (MAKOWSKI et al. 1968). Die Verstopfung der Kapillare im Endstromgebiet durch
die Sphéren ist dabei quantitativ nicht relevant und hat keinen Einfluss auf die Himodynamik
oder die Mikrozirkulation (SOMMER et al. 2000). Wéhrend und nach der Applikation einer
definierten Menge Mikrosphéren wird eine arterielle Blutprobe nach MAKOWSKI und Mit-
arbeitern (1968) mit Hilfe einer Saugpumpe als ,,kiinstliches Organ‘ entnommen. Sie dient als
Referenzwert zur Berechnung der quantitativen Perfusion individuell entnommener Organe
(THEIN et al. 2000). Auf diesem Wege kann die Durchblutung von Herz und anderen Orga-
nen bestimmt werden (RAAB et al. 1999). Ein groBler Vorteil im Vergleich zu den oben ge-
nannten Methoden ist die hohere rdumliche Auflésung der Mikrosphiarenmethode (bis 100mg
im Gegensatz zu 10g bei PET). Dies ermdoglicht es selbst im Normalzustand kleinste Verdnde-
rungen des Blutflusses innerhalb des Herzens zu erfassen (HEUSCH und SCHULZ 2001).
Man unterscheidet drei verschiedene Typen von genutzten Mikrosphéren: radioaktiv gekop-
pelte Mikrosphéren (RM), Farben-gekoppelte Mikrosphiren (CM) und Fluoreszenz-
gekoppelte Mikrosphiren (FM).

2.7.1.1 Radioaktiv-gekoppelte Mikrosphéren (RM)

Die Mikrosphdren werden nach der 1967 eingefiihrten Methode von RUDOLPH und
HEYMANN (1967) an radioaktive Isotope gekoppelt. Somit ist die Radioaktivitit proportio-
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nal zur Anzahl der Mikrosphéren. Per y-Zéhler wird die Radioaktivitdt des Organs in Zerfal-
len pro Minute bestimmt. Die Methode ist relativ einfach in der Anwendung und die Korrekt-
heit mehrfach dokumentiert (HALE et al. 1988). Die Nachteile von RM liegen nahe. Chroni-
sche Experimente sind aufgrund der kurzen Halbwertszeit der Isotope nur schlecht moglich.
In einer vergleichenden Langzeitstudie von Blutflussmessungen durch RM und FM zeigte
sich die beschriankte Anwendbarkeit von RM. Schon nach einem Tag fallen die Durchblu-
tungswerte der RM im Vergleich zu den Werten der FM ab. Dieses Absinken kommt neben
dem natiirlichen Zerfall der Aktivitdt durch ein Abldsen der radioaktiven Isotope von den
Mikrosphéren zustande. Die radioaktive Substanz reichert sich darauf hin in anderen Berei-
chen des Organismus an, so dass die Blutflussmessung bzw. die Aktivitdtsbestimmung eines
bestimmten Organs in vivo ungenau wird. Aus diesem Grund sind die Messungen bei RM nur
innerhalb von 24 Stunden sinnvoll (VAN OOSTERHOUT et al. 1998). Des Weiteren birgt
das Arbeiten mit radioaktiven Substanzen Gefahren fiir Anwender in der Forschung sowie fiir
die Umwelt. Somit muss das Forschungspersonal gesondert geschult werden. Zudem ist die
Entsorgung von radioaktivem Gewebe aufwindig und kostspielig (THEIN et al. 2000).
Ahnlich der Methode der einfachen RM funktionieren Mikrosphiren welche mit stabilen Iso-
topen markiert sind. Die Isotope dieser Mikrosphédren werden anhand von Neutronenstrahlung
nachtréglich aktiviert und sind erst im Anschluss an diese Aktivierung radioaktiv. Auf diese
Weise ist es moglich selektiv nur die Isotope in den entsprechenden Ex-vivo-proben zu akti-
vieren um sie auszuwerten. Die Mikrosphéren im restlichen Gewebe bleiben hingegen unakti-
viert und somit unschédlich. Somit ist es moglich sowohl die radioaktive Strahlung bei der
Probenauswertung maf3geblich zu erniedrigen als auch die Menge an radioaktivem Abfall
wesentlich zu verringern. Diese Methode bietet weiterhin die Vorteile der RM, wie kurze
Auswertungszeit und wenig Verlust an Mikrosphdren durch direkte Auswertung ohne weitere
Verarbeitung (Verdauungsvorgénge usw.). Ein Nachteil ist allerdings der Mangel an entspre-
chenden stabilen Isotopen in ausreichender Menge welche sich fiir derartige Untersuchungen
eignen. Daher spielt diese Methode wahrscheinlich auch weiterhin eher eine untergeordnete

Rolle in der Forschung (REINHARDT et al. 2000).

2.7.1.2 Farben-gekoppelte Mikrospharen (CM)

Die CM sind Styroporkiigelchen, die mit bis zu neun unterschiedlichen Farben gekoppelt
werden konnen. Hier werden die Mikrosphdren aus den Proben durch enzymatische und che-
mische Verdauung freigesetzt und dann iiber Lichtmikroskopie im Himozytometer gezéhlt

(HALE et al. 1988).
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Eine weiterentwickelte Methode misst die Farbkonzentrationen mit dem Spektrophotometer.
Dadurch verringert sich die Streuung der Messwerte. Die Qualitdt der Ergebnisse gleicht de-
nen der RM (KOWALLIK et al. 1991). Bei CM liegen die Nachteile der Methode in der Ver-
arbeitung, da die Freisetzung der Mikrosphéren aus dem Gewebe eine labor- und zeitintensive
Arbeitsphase erfordert (THEIN et al. 2000). Um 100 Proben auszumessen benétigt man etwa
20 Stunden (KOWALLIK et al. 1991).Die Bearbeitung ist zudem sehr eintdnig, solange die
Bearbeitungsschritte nicht automatisiert durchgefiihrt werden konnen (HALE et al. 1988).

2.7.1.3 Fluoreszenz-gekoppelte Mikrosphéaren (FM)

Die Nutzung der FM schlieft die mit der Radioaktivitit verbundenen Nachteile aus
(PRINZEN und GLENNY 1994). Von den FM konnen bis zu 7 Farben im gleichen Experi-
ment verwendet werden. Somit werden genaue Verlaufsmessungen moglich, die den Ergeb-
nissen der radioaktiven Mikrosphérentechnik entsprechen (VAN OOSTERHOUT et al. 1995).
Verglichen mit den farbigen Mikrosphédren zeichnet sich die Fluoreszenz-Methode durch ge-
ringere Laborintensivitét, mehr Sensitivitdt und geringere Kosten aus (GLENNY et al. 1993).
Doch auch hier ist die Freisetzung der Mikrosphéren mit relativ langwierigen Arbeitsschritten
verbunden, die oft zu einem Verlust an messbaren Mikrosphéiren fiihren. Dabei unterscheidet
man die Sedimentationsmethode und die Filtrationsmethode (PRINZEN und GLENNY 1994;
THEIN et al. 2000). Bei der Filtrationsmethode wird die Gewebeprobe des jeweiligen Organs
fiir 24 Stunden in 4 M KOH verdaut. Das verdaute Material wird durch einen Polyesterfilter
mit 10 pm-Poren unter Druck gefiltert. Dabei werden die Mikrosphiren vom verdauten Ge-
webematerial getrennt. Zur Auflosung der Mikrosphdren und Freisetzung des Farbstoffes wird
ein Dimethylformamid als Losungsmittel auf den Filter gegeben. Die Fluoreszenz der gefilter-
ten Fliissigkeit wird nach weiteren Reinigungsschritten (Dauer 4 bis 24 Stunden) im Fluores-
zenz-Spektrophotometer bestimmt (GLENNY et al. 1993). Als nachteilig sind die vielen Ar-
beitsschritte mit verschiedenen Probengefiflen zu sehen, die zu einem Verlust an Mikrosphé-
ren fithren kénnen (THEIN et al. 2000).

Die Sedimentationsmethode beinhaltet ebenfalls eine Verdauung der Gewebeproben mit 2 M
KOH, die mit einem Wasserbad (60°C) angeregt wird. Durch verschiedene Zentrifugati-
onsschritte wird aus dem Uberstand eine klare fluoreszierende Fliissigkeit gewonnen. Diese
Prozedur dauert 48 bis 60 Stunden. Die Fluoreszenz der Losung wird iiber ein Lumineszenz-
Spektrophotometer bestimmt (VAN OOSTERHOUT et al. 1995). Wird bei dieser Methode
der Uberstand nicht komplett abgesondert, kommt es auch hier zum Verlust von Mikrosphi-

ren (THEIN et al. 2000). Ein genereller Vorteil gegeniiber den farbigen Mikrosphiren ist das
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Losungsvolumen der fluoreszierenden Farbstoffe (1-3 ml statt 0,1 ml). Dadurch wird die
Messmethode sensitiver und der Messfehler verringert (PRINZEN und GLENNY 1994).

Mit Hilfe einer von RAAB et al. (1999) und THEIN et al. (2000) entwickelten sample-
processing unit (SPU) ist eine komplette Riickgewinnung der 15um groBen FM moglich ge-
worden. Hierzu werden alle Arbeitsschritte wie Wiegen, Verdauen, Spiilen, Filtern und Frei-
setzten der fluorszierenden Farbstoffe in einem SPU durchgefiihrt (RAAB et al. 1999; THEIN
et al. 2000). Da die Prozeduren der Mikrosphérenfreisetzung bzw. — quantifizierung sehr zeit-
aufwendig sind, wire eine automatisierte Verarbeitungsweise erstrebenswert (PRINZEN und
GLENNY 1994). Mit Hilfe eines Roboters konnen die Gewebeproben heutzutage, in Anleh-
nung an die herkdmmliche Messmethode, automatisch untersucht werden. In Kombination
mit einem automatisch arbeitenden Spektrophotometer kann die Messung computergesteuert

durchgefiihrt werden (THEIN et al. 2000).

2.7.2  Histolopathologische Verénder ungen des Her zmuskelgewebes

Degenerative Herzmuskelverdnderungen, von der Parenchymverfettung bis hin zur Myokard-
nekrose bezeichnet man allgemein als ischdmische Herzkrankheit. Die Verdnderungen entste-
hen aus einem Missverhiltnis von Sauerstoffbedarf und —angebot im Herzmuskel. In den
meisten Féllen liegt als Ursache eine koronare Herzkrankheit vor (Koronarsklerose oder —
thrombose). Der Myokardinfarkt ist dabei die schwerste Form der ischdmischen Herzkrank-
heit (THOMAS 1998). Die Auswirkungen der Ischimie auf das Gewebe sind abhéngig vom
zeitlichen Ablauf des Koronarverschlusses. Entsprechend kénnen die Symptome akut oder

schleichend einsetzten (GOVAN et al. 1993).

2.7.2.1 Der akutelnfarkt

Bei akutem Verschluss einer Koronararterien kommt es innerhalb kiirzester Zeit zu verschie-
denen Gewebsverdnderungen. Die Reihenfolge der Ereignisse lduft dabei gesetzmifBig immer
gleich ab. Nach einer Stunde entwickelt sich, als erstes Zeichen der morphologischen Zell-
schiadigung bereits ein Faserodem. Weitere drei Stunden spéter ist bereits der Beginn einer
Koagulationsnekrose im Myokard erkennbar. Die Kardiomyozyten zeigen bei Anfarbung ein
homogenes eosines Zytoplasma. Es finden sich Granulozyten und spater auch Makrophagen
im Zwischengewebe, die vom Rand her in die Nekrose einwandern. Nach 6 Stunden ist die
Nekrose voll entwickelt. Es kommt zu einem Verlust der Querstreifung sowie zum Zerfall der
Muskelfasern (Myolysis). Die Zellkerne der Myozyten sind zunidchst hyperchromatisch
(Kernpyknose), im weiteren Verlauf kommt es zur Fragmentierung (Karyorrhexis) und

schlieBlich zur Auflosung (Karyolyse) der Kernstrukturen. Das Zytoplasma zeigt eine starke
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Azidophilie. Nach 24 Stunden bildet sich ein roter Randsaum um die Nekrose. Er besteht aus
kleinen Blutungen sowie kleineren GefaB3en. Spater kommt es zum Austritt von Granulozyten
die einen leukozytiren Randsaum bilden. Hierdurch wird der Beginn der Organisationsphase
angezeigt (THOMAS 1998). Bereits ab dem 4. Tag beginnen Kapillare in das Gebiet einzu-
sprossen, gefolgt von Histio- und Fibrozyten die das nekrotische Gewebe phagozytieren. Die
Granulozyteneinwanderung erreicht ihren Hohepunkt um den 5.Tag herum. Die Fermente,
welche beim Zerfall der Leukozyten freigesetzt werden unterstiitzen den Abbau des nekroti-
schen Muskelgewebes (EDER und GEDIGK 1975). Die Nekrose wird innerhalb von 2 bis 3
Wochen abgebaut und von Granulationsgewebe ersetzt. Zwischen den einsprossenden Kapil-
laren finden sich weiterhin reichlich Histiozyten. Kollagene Fasern findet man in dieser Phase
noch eher selten. Nach Wochen bis mehreren Monaten, abhingig vom Ausmaf des Infarktes,
wird das Granulationsgewebe durch Narbengewebe ersetzt. Dieses ist meist zell- und kapil-
lararm enthilt dafiir aber reichlich kollagene Fasern. Im Laufe der Zeit werden die zuerst zar-
ten Kollagenfasern in hyaline Fasern umgewandelt. Nach Jahren lassen sich zusétzlich kleine
Ansammlungen von Fettzellen beobachten (THOMAS 1998). Kleine Myokardnarben
schrumpfen nach einiger Zeit, wihrend bei groflen transmuralen Narben aufgrund des systoli-
schen Muskelzuges an den Réndern der Narbe diese Schrumpfung auszubleiben scheint

(EDER und GEDIGK 1975).

2.7.2.2 Chronischelschamie

Bei einem ldnger andauernden Ungleichgewicht zwischen Sauerstoffbedarf und -versorgung
durch eine Koronarsklerose oder Herzhypertrophie kommt es ebenfalls zur Bildung von Herz-
schwielen. Allerdings ist schon makroskopisch ein wesentlicher Unterschied zum akuten In-
farkt erkennbar, da statt einer groBen Nekrose hier nur kleinfleckige, disseminierte
Verschwielung des Herzmuskels vorkommt. Diese Schwielen sind mit der van Giesson-
Féarbung gut als rotgefarbte Areale sichtbar (THOMAS 1983). Die Lokalisation des Defektes
ist abhéngig von der betroffenen Koronararterie. Infarkte der rechten Kammer sind recht sel-
ten, bei einem Hinterwandinfarkt kann sie aber mit beteiligt sein. Bei gleichzeitigem Ver-
schluss der beiden Hauptkoronararterien entsteht ein Zirkumferenzinfarkt. Er umfasst die ge-
samte Wand der linken Kammer. Beim transmuralen Infarkt sind alle Wandschichten betrof-
fen, wobei im Endokard vereinzelt noch erhaltene Myozyten auffindbar sein kénnen. Die
meisten Todesfille sind auf diese Form des Infarktes zuriickzufiihren. Beim subendokardialen
Infarkt zeigt die innere Schicht der Kammerwand multible Nekrosen. Dies ist meist ein Zei-
chen einer bereits langer bestehenden Koronarstenose. Eine weitere Einteilung der Infarkte

erfolgt nach der Grof3e des betroffenen Gebietes. So werden Defekte mit einem Durchmesser
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von lber 2,5 cm als Makroinfarkt, die mit einem Durchmesser kleiner als 2,5 cm als Mikroin-
farkt bezeichnet. Die kleineren Infarkte bezeichnet man auch als Einzel- oder Gruppenfaser-

nekrose (THOMAS 1996).

2.7.2.3 Farbungen

Zur Untersuchung der histopathologischen Veridnderungen werden folgende Farbungen an-
gewendet:

e Hamatoxylin-Eosin Farbung (H.E.)
H.E. ist die typische Routinefdrbung in der Histologie. Hier stellen sich die Zellkerne, ribo-
somenreiche Areale und Gebiete mit grolen Mengen rauhem endoplasmatischem Retikulum
aufgrund der Farbung mit Himatoxylin blauviolett dar (JUNQUEIRA und CARNEIRO 1996;
WELSCH 2002). Auch Bakterien und Kalkablagerungen werden blau angefarbt (THOMAS
1983). Kollagenfasern und Zytoplasma sind durch das Eosins rot angeférbt, elastische Fasern
bleiben hingegen farblos bis rosa. Die violette Farbung beruht auf der negativen Ladung der
entsprechenden Préparatanteile (z.B. DNA) (JUNQUEIRA und CARNEIRO 1996; WELSCH
2002).

e van Gieson Farbung (v.G.)
Diese Féarbung dient hauptsdchlich dem Nachweis von Kollagenfasern durch die Anférbung
mit Eisenhdmatoxylin, Pikrinsdure und Séurefuchsin. Die kollagenen Fasern stellen sich dabei
durch das Fuchsin rot dar, die Zellkerne sind schwarz-braun bis blau (Eisenhdmatoxylin). Das
Zytoplasma, sowie die Muskulatur, Fibrin, Fibrinoid und Amyloid sind durch die Pikrinsdure
gelb bis hellbraun (THOMAS 1983; JUNQUEIRA und CARNEIRO 1996). Elastische Fasern
sind hier nicht speziell gefarbt sondern nur bei starker Verdichtung wie in elastischen Memb-
ranen oder Béndern als gelblich Fasern zu erkennen (JUNQUEIRA und CARNEIRO 1996;
WELSCH 2002).
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3 Eigene Unter suchungen

31 Zielsetzung

Die vorliegende Arbeit ist Teil eines GroBprojektes, in dem die Wirkung einer intramyokardi-
alen Injektionstherapie mit einem Wachstumsfaktor auf die GefaBversorgung am ischidmi-
schen Herzmuskel des Miniaturschweines getestet werden soll. Anhand der Ergebnisse soll
die Eignung des Modells fiir die folgenden Therapieversuche beurteilt werden. Dabei gilt es
festzustellen:

1. welches AusmalB die Ischdmie annimmt und

2. mit welchen Methoden das entstandene ischdmische Gebiet am besten lokalisiert und

vom gesunden Gewebe unterschieden werden kann.

Der Versuch wird in 3 Phasen durchgefiihrt:
In Phase 1 erfolgt die Konstriktorimplantation auf den R. circumflexus sin. Im Abstand von je
3 Wochen folgen Phase 2 und 3. Wéhrend dieser beiden Termine werden die Tiere verschie-
denen diagnostischen Verfahren unterzogen, um die Folgen der protrahierten Konstriktion zu
untersuchen. Es wird eine Koronarangiographie erstellt, um zu tiberpriifen ob der Konstriktor
stenosiert hat und ob sich Kollaterale gebildet haben. Zu festgelegten Zeitpunkten wird die
Myokardperfusion iiber fluoreszierende Mikrosphiren bestimmt. Anhand einer Echokardio-
graphie mit anschlieBender Stressechokardiographie werden etwaige Wandbewegungsstorun-
gen und mit einer NOGA-Untersuchung die lokale und globale mechanische und elektrische
Verdanderungen am Myokard erfasst. Beim 3. Untersuchungstermin handelt es sich um einen
Finalversuch. Nach diesem Termin werden zur Uberpriifung morphologischer Veriinderungen
zur histologischen Untersuchung Proben aus jedem Herz entnommen.
Eine Arbeit mit Ergebnissen iiber die durchgefiihrte Injektionstherapie mit dem Wachstums-
faktor am ischdmischen Myokard wird im Rahmen dieses GroBprojektes von MANDEL (in
Vorb.) angefertigt.
Das Tierversuchsvorhaben wurde geméss § 8 Abs.1 des Deutschen Tierschutzgesetztes vom
25. Mai 1998 durch das Ministerium fiir Umwelt, Natur und Forsten des Landes Schleswig-
Holstein genehmigt (Tierschutzgesetz vom 25. Mai 1998 In: BGBI. I vom 25.05.1998, S.
1105).

3.2 Material und Methoden

3.21 Versuchstiere

Fiir die Versuche werden weibliche Schweine der Rasse Gottinger Miniaturschwein herange-

zogen. Die Tiere stammen aus einer SPF-Zucht (Ellegard, Daalmose, Ddnemark) und unter-
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liegen dort der tierdrztlichen Kontrolle. Zum Zeitpunkt der Konstriktorimplantation haben die

Tiere eine durchschnittliche Kérpermasse von 30 bis 40 Kilogramm und sind etwa 1 Jahr alt.

Tabelle 3: Daten der Versuchstiere

Tier Nr. Ohr Nr. Gewicht (kg) Geschlecht
1 81 28,2 weiblich
2 82 27,9 weiblich
3 83 28,2 weiblich
4 84 29.8 weiblich
5 85 34,5 weiblich
6 86 37,5 weiblich
7 87 37,7 weiblich
8 88 39,7 weiblich
9 89 40,2 weiblich
10 91 39,6 weiblich
11 92 36,4 weiblich
12 93 38 weiblich
13 94 37,5 weiblich

3.2.2  Haltungsbedingungen und Vorbereitung

Die Tiere werden mindestens 2 Monate vor Versuchsbeginn in den institutseigenen Ver-
suchstierstall {iberfiihrt. Die Unterbringung der Tiere erfolgt in 2 bis 3 m? grof3en einstreulo-
sen Boxen mit Gummimatten, deren Raumtemperatur konstant zwischen 18 und 21 °C gehal-
ten wird. Die Luftfeuchtigkeit betriigt 40 bis 50%. Uber eine kiinstliche Beleuchtungseinrich-
tung wird ein 12-Stunden-Tag-Nacht Rhythmus simuliert. Wéhrend der ganzen Aufstallungs-
phase haben die Schweine Sicht- und Schniiffelkontakt zu anderen, klinisch gesunden Artge-
nossen. Nach einer Akklimatisierungsphase von 1 Woche werden alle Tiere mit jeweils 2 ml
Stellamune One (Pfizer GmbH, Tiergesundheit, Karlsruhe) und Rusiovac (WDT, Pharmazeu-
tische Handelsgesellschaft) gegen Mykoplasmen und Rotlauf grundimmunisiert. Nach weite-
ren 4 Wochen erfolgt eine Boosterimpfung woran sich eine weitere einwochige Erholungs-

phase anschlief3t.

3.2.3  Versuchsplan und Gruppeneinteilung

Der Versuch findet in 3 Phasen statt. Gruppen von jeweils drei bis vier Tieren werden 3 mal
im Abstand von je 3 Wochen verschiedenen Operationen und Untersuchungen unterzogen.
Samtliche operativen Eingriffe erfolgen durch entsprechende Fachérzten. Die Tiere werden 24

Stunden vor der Operation unter Nahrungskarenz gehalten, wobei Wasser ad libitum zur Ver-
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fiigung steht. In der préoperativen Phase werden die Tiere klinisch untersucht, um den Ge-
sundheitszustand zu tiberpriifen und die Operationstauglichkeit sicherzustellen.

In der ersten Phase platziert man bei allen Tieren einer Gruppe ein Ameroidkonstriktor - ein
offener Metallring mit einem Kaseinkern (SS-9x4-CS, Type Pie-shaped, Research Instru-
ments, SW, Escondido, California, USA) - um den R. circumflexus der linken Koronararterie
(A. coronaria sin.). Dies erfolgt durch eine Minithorakotomie im 4. Interkostalraum. Der Kon-
striktor soll einen langsamen Verschluss des Gefdfes bewirken und somit eine kiinstliche,
begrenzte Ischimie hervorrufen.

In der zweiten Phase, nach 3 Wochen wird eine Einfiihrschleuse in die rechten Leistenarterie
(A. femoralis dextra) gelegt, um mehrere diagnostische Verfahren durchzufiihren. Man erstellt
eine Koronarangiographie, um zu kontrollieren ob der Konstriktor komplett oder nur teilweise
verschlossen ist. Hiernach erfolgt eine NOGA-Untersuchung, um die Position einer eventuell
entstandenen Ischdmie zu lokalisieren und deren Ausmafle zu definieren. Im Anschluss daran
bestimmt man die Herzdurchblutung im Ruhezustand tiber fluoreszenzfarbstoffmarkierte
Mikrosphéren. Danach wird eine Echokardiographie sowie eine Stressechokardiographie
durchgefiihrt, um eventuelle Wandbewegungsstdrungen nachzuweisen. Zum Schluss der 2.
Phase erfolgt erneut eine Durchblutungsmessung des Herzens mit fluoreszierenden Mikro-
sphiren, diesmal im Stresszustand. Die Schleuse wird nach anschlieend entfernt, die Wunde
verndht und das Tier wird postoperativ versorgt.

In Phase drei erfolgen erneut sémtliche Untersuchungen aus Phase zwei. Nach abschlieen-

der Mikrosphdrenmessung werden die Tiere noch wéhrend der Narkose euthanasiert.
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Tabelle 4: Versuchsablauf

Tag Vorgenommene Eingriffe
Tag 0 Konstriktorimplantation
Tag 21 Unter suchungen:
Koronarangiographie

NOGA-Mapping

Echokardiograophie inklusive Stressecho

Mikrosphdrenmessung unter Ruhe- und

Stressbedingungen

Tag 42 Unter suchungen:

Koronarangiographie

NOGA-Mapping

Echokardiograophie inklusive Stressecho

Mikrosphirenmessung unter Ruhe und

Stressbedingungen

Anschliessende Euthanasie

3.24  Versuchsdurchfihrungin Phasel

3.24.1 Anaésthese

e Narkoseeinleitung
Uber eine intramuskulire Injektion wird jedes Schwein mit 3,0 mg/Tier Atropin (Atropinum
sulfuricum solutum 1% , WDT Garbsen) anticholinerg vorbehandelt und mit Ketamin (20
mg/kg KG, Ketavet®, Pharmacia & Upjohn GmbH, Erlangen) und Xylazin (2 mg/kg KG,
Xylazin 2% Bernburg, Medistar Arzneimittel-Vertrieb GmbH, Holzwickede) anésthesiert und
anschlieBend intubiert (Portex Tracheal Tubus, 7-7,5 mm, SIMS, UK). Zur lokalen Schleim-
hautanésthesie wird die Rachengegend zuvor mit einem Lokalandsthetikum (Acoin®,
COMBUSTIN Pharm. Priparate GmbH, Hailtingen) vorbehandelt. Des Weiteren legt man
einen vendsen Zugang in die Vena auricularis magna (Protectiv Acuvance ® 2 I.V. Safety
catheter, Johnson&Johnson), um wéhrend der Operation die Fliissigkeitszufuhr zu regeln,
sowie im Notfall die medikamentdse Versorgung zu sichern. Im intubierten Zustand findet die

Uberfiihrung des Tieres in den Operationssaal statt.
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e Erhaltungsanasthesie und perioperatives Monitoring
Nach fachgerechter Lagerung (siehe 3.2.4.2) auf dem Operationstisch beginnt eine Beatmung
mit einem Isofluran-Lachgas-Sauerstoff-Gemisch (Narkosegerit: Sulla mit PM 8050, Typ
Ventilog 2, Drager mit Verdampfer Isoflurane Vapor 19.3, Driager Medizintechnik GmbH,
Liibeck/Germany). Die Beatmung erfolgt mit einer Mischung aus 2 bis 3 Volumen% Isofluran
(Isofluran, Baxter), sowie 0,8 1/min Sauerstoff und 1,0 I/min Lachgas (N20). Zur Kontrolle
der Atemfunktion dient die periphere Sauerstoffsittigung des Blutes sowie die exspiratorische
CO2-Konzentration. Die periphere Sauerstoffsittigung wird zusammen mit der Pulsfrequenz
mit einem Pulsoximeter (Fa. Sensor Medics, Yorba Linda, CA, USA) in der Peripherie ge-
messen. Des Weiteren ldsst sich am Narkosegerit das Beatmungsvolumen sowie die Atem-
frequenz tiberpriifen und bei Bedarf dandern. Die Kontrolle des Blutdrucks erfolgt mit Hilfe
einer Druckmanschette (Dura-Cuf Latexfree, 12-19 c¢cm child, Critikon, Tampa, Florida, USA)
an den Extremititen. So wird alle 5 Minuten der systolische, der diastolische, sowie der mitt-
lere Blutdruck iiberpriift. Uber die gesamte Narkosedauer ist das Tier an ein EKG-Gerit (E-
lektrodenleitungen mit Klammern, 3-adrig mit vergossenem Stecker, 0,74cm, Driger Medical
AG&Co. KgaA, Liibeck, Deutschland) angeschlossen mit dem Puls und Herzfrequenz gemes-
sen werden sowie die Moglichkeit der Diagnose von Rhythmusverdnderungen besteht. Die
Korpertemperatur wird wihrend der gesamten Operation iiber eine im Osophagus liegende
Temperatursonde (ARBO® wiederverwendbare Temperatursonde, 30°C-42°C, YSI Incorpo-
rated, Ohio/USA) liberwacht. Zur Verhinderung des Korpertemperaturabfalls erfolgt die La-
gerung des Tieres auf einer Heizdecke. Die gesamten Uberwachungsdaten werden alle 15
Minuten in einem Operationsprotokoll vermerkt.

e Narkoseausleitung und postoper atives M anagement
Nach erfolgreicher Konstriktorimplantation wird bereits bei Beginn der Subkutannaht die
Lachgasgabe beendet sowie die Isofluranzufuhr auf 1,0 Volumen% gesenkt, nach Beendigung
der Hautnaht die Isoflurangabe ganz eingestellt. Nach weiteren 5 Minuten wird die automati-
sche Beatmung abgestellt und intermittierend bis zum Einsetzen der Spontanatmung manuell
beatmet. Bis zum Einsetzten des Schluckreflexes bleiben die Tiere intubiert. Zur Schmerzthe-
rapie bekommen die Tiere bereits wihrend der Narkose 0,15 mg/30 kg KG Buprenorphin
1.m.(Temgesic® Ampullen, Essex Pharma GmbH, Miinchen) und postoperativ zusitzlich fiir
3 Tage, spater nach Bedarf 1 mal tdglich 4 mg/kg KG Carprolen (Rimadyl®, Pfizer, Karlsru-
he) als Analgetikum verabreicht. Zur prophylaktischen Antibiose wird jedem Tier 200 mg/10
kg KG Terramycin (Terramycin®/LA, Pfizer GmbH, Karlsruhe/Deutschland) intramuskulér
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injiziert. Im Rahmen der Medikamentengabe erfolgt eine Kontrolle des Allgemeinzustandes,

der Korpertemperatur sowie der Futter- und Wasseraufnahme und des Kot- und Urinabsatzes.

3.2.4.2 Operation und perioperative M edikation

e Minithorakotomie und Platzierung des Ameroidkonstriktors (Phase )
Als Flissigkeitszufuhr verwendet man isotone Kochsalzlosung (NaCl 0,9% Isotone Kochsalz-
16sung, Baxter GmbH, Deutschland). Im Mittel betrdgt die Infusionsrate 10 bis 15 ml/kg/h.
Zur Operation wird das Tier auf dem Riicken gelagert und so fixiert, dass die linke Seite des
Brustkorbes gut zu erreichen ist. Zunéchst setzt man mit dem Skalpell (Sterilskalpell Typ: 23,
Aeskulap & CO. KG Tuttlingen/Germany) einen 10 cm langer Hautschnitt im 4. Interkostal-
raum. Danach erfolgt die weitere Freipréparation mit einem Ultraschallskalpell (UltraCision
Harmonic Scalpel, Generator 300, Klinge 5mm HS, Ethicon Endosurgery, Inc., Johnson &
Johnson Company, USA). Nach Eréffnung der Pleurahdhle wird die Wunde mit einem Tho-
raxspreizer aufgedehnt, um besseren Zugang zum Herzen zu erlangen. Mit einer Metzen-
baumschere erdffnet man nun das Perikard und fixiert es mit nichtresorbierbarem Nahtmateri-
al der Stiarke 2-0 (Prolene®, Ethicon) fiir die Dauer des Eingriffes an der Thoraxwand. Um
Thromben vorzubeugen erhélt das Tier zu diesem Zeitpunkt 5000 I.E. Heparin (Heparin-
Natrium Braun 25 000 L.E./ 5 ml, B. Braun Melsungen AG) intravends verabreicht. Die A.
coronaria sinistra sowie ihr Ramus circumflexus werden freipripariert. Nun legt man den Me-
tallring des Konstriktors um den Seitenast und bringt den Kaseinkern so in den Ring ein, dass
die dreieckige Aussparung des Kerns an der geschlossenen Seite des Metallringes anliegt und
das Gefal} direkt in dieser dreieckigen Aussparung verlduft. Somit verhindert man, dass das
Gefal3 vorzeitig gequetscht wird und es zu einem akuten Herzinfarkt kommen kann. Je nach
individueller Anatomie des Tieres verwendet man Konstriktoren mit 2,75mm oder 4mm Di-
cke. Ist aufgrund der anatomischen Varianz ein weiterer Seitenast vorhanden wird auch dieser

mit einem zusitzlichen Konstriktor umschlossen (siche Tab. 5).
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Tabelle 5: implantierte Konstriktoren

Pig Nr. Konstriktor gr63e& Anzahl
81 4mm
82 4mm
83 4mm
84 4mm
85 2,75mm
86 2,75mm
87 2,75mm
88 2,75mm
89 2,75mm + abgeklippter Marginalast
91 2 x Konstriktoren a 2,75mm
92 2 x Konstriktoren a 2,75mm
93 2 x Konstriktoren a 2,75mm
94 2 x Konstriktoren a 2,75mm

Nun wird etwa 3 cm kaudal der Thorakotomiewunde mittig ein 2 cm langer Einschnitt ge-
setzt, durch den man eine Silikondrainage in die Brusthohle legt. Die Drainage wird fiir die
Dauer der Operation mit nicht resorbierbarem Nahtmaterial (Prolene®, Ethicon) der Stérke
2/0 fixiert. Der Herzbeutel bleibt erdffnet, um einem eventuell auftretenden Perikarderguss
vorzubeugen. Die Interkostalmuskulatur sowie die Muskelfaszie und die Pektoralismuskulatur
verschlieft man durch Einzelhefte mit resorbierbaren Faden (Vicryl® 2-0, Ethicon). Die Sub-
kutannaht erfolgt fortlaufend mit resorbierbaren Fédden der Stirke 3-0 (PDS™ II, Ethicon).
Fiir die Hautnaht verwendet man eine Intrakutannaht, damit das Risiko der postoperativen
Manipulation durch die Tiere so gering wie moglich gehalten werden kann. Auch diese Naht
ist fortlaufend und man verwendet ebenfalls resorbierbaren Faden der Starke 3-0 (PDS™ II,
Ethicon). Zusétzlich wird auf die Hautnaht noch ein Hautkleber appliziert (Dermabond, Ethi-
con). Danach bléht man die Lunge des Tieres manuell und saugt gleichzeitig mit einer 50ml
Spritze, welche direkt an der Drainage angesetzt wird, die Luft aus dem Thorax ab. Dies wird
mehrmals wiederholt, wobei in den Pausen zwischen dem Bldhen die Drainage mit einer Ar-
terienklemme verschlossen wird, um ein erneutes Eindringen der Luft in den Brustkorb zu
verhindern. SchlieBlich wird die Drainage entfernt und die Einschnittstelle mit resorbierbarem
Nahtmaterial der Stirke 3-0 (PDS™ II, Ethicon) sowie abschlieSend mit Dermabond (Ethi-

con) verschlossen.
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3.25  Versuchsdurchfuhrungin Phasell

3.25.1 Anasthese

e Narkoseeinleitung, Erhaltungsanéasthesie, perioperatives Monitoring
Die Narkoseeinleitung und —erhaltung erfolgen zusammen mit dem Monitoring wie unter
3.2.4.1 beschrieben. Zum einfacheren Wechsel zwischen dem NaCl-Tropf und dem Dobuta-
minperfusor wird an den vendsen Ohrzugang zusitzlich ein Dreiwegehahn (Variostop®, Cli-
nico® , Bad Hersfeld Deutschland) angeschlossen.

e Narkoseausleitung und postoper atives M anagement
Die Narkoseausleitung erfolgt wie unter 3.2.4.1 beschrieben. Die Schleuse aus der A. femora-
lis dextra wird nach Abschluss der Untersuchungen entfernt und die Arterie mit einem resor-
bierbaren Faden der Stirke 2-0 (Vicryl®, Ethicon) ligiert. Anschlieend erfolgen eine fortlau-
fende Muskelfaszien- sowie eine Unterhautnaht ebenfalls mit Vicryl (Vicryl®, Ethicon).
Auch hier verschlie8t man die Haut wieder per Intrakutannaht mit Einzelheften aus resorbier-
barem Nahtmaterial der Stiarke 3-0 (PDS™ II, Ethicon). Die Naht wird zusétzlich mit Haut-
kleber (Dermabond, Ethicon) verstérkt.

3.25.2 Operation, perioperative Medikation und Unter suchungen

e Vorbereitenden Eingriffe
Das Tier wird in Riickenlage fixiert. Eine intravasale Einfiihrschleuse (8-French-Schleusentyp
Avanti®, Cordis Corporation, Florida/USA) wird nach Verlegen eines weichen Fiihrungs-
drahtes (Seldinger Technik) in die A. femoralis dextra eingebracht und mit resorbierbaren
Féaden der Stirke 2-0 (Vicryl®, Ethicon) fixiert. Nach Beendigung dieses Eingriffes erhilt das
Tier zur Thromboseprophylaxe 10.000 I.E. Heparin intravends verabreicht.

e Untersuchungen und intraoper ative Probenentnahme

e Koronarangiographie
Diese Untersuchung dient der Feststellung ob der Ameroidkonstriktor vollstindig verschlos-
sen ist. Man erfasst, ob noch Perfusion des Bereiches in geringem Mal} besteht und ob sich
Kollaterale gebildet haben. Die Kollateralenbildung wird post operationem per Videoband
begutachtet und je nach Ausmal} anhand einer modifizierten Einteilung nach RENTROP et al.
(1985) in die verschiedenen Grade Rentrop-Score (RS) 0-3 unterteilt. Mit der Lavoventriku-
lographie lassen sich die Ausmafe der entstandenen Wandbewegungsstdrungen ermitteln.
Auch diese beurteilt man subjektiv post operationem per Video (Normo-, Hypo-, Dys-, Aki-

nesie des jeweiligen Wandabschnittes).
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Uber die zuvor in die A. femoralis dextra eingebrachte 8 F Schleuse wird ein Linksherzkathe-
ter der GroBle SF (Impulsetm Flextrusion™ Shaft Multipack Angiographiekatheter, Standard
FR 4, Boston Scientific, Inc, Maple Grove, Main, USA) mit Hilfe eines Fiihrungsdrahtes
(Introguide F 150 cm-0,035%, feste Seele, beschichtet gerades flexibles Ende, J-Spitze 3 mm,
Angiokard Medizintechnik GmbH & Co KG, Friedeburg) eingefiihrt und unter rontgenologi-
scher Kontrolle (C-Bogen OEC Serie 9800 TM, Mobiles Digitales Bildgebungssystem; GE-
OEC Medical Systems, Inc, Salt Lake City, Utah, USA) zu den Herzkranzgefdf3en vorgescho-
ben und diese dann mit Hilfe von Kontrastmittel (Imeron® 350, Bracco Altana Pharma, Kon-
stanz) rontgenologisch auf dem Bildschirm dargestellt (1k x 1k Mobile Workstation, GE-OEC
Medical Systems, Inc., Salt Lake City, Utah, USA). Man kontrolliert hierbei die Durchgin-
gigkeit sowohl der linken als auch der rechten Herzkranzarterie und achtet auf eventuelle Kol-
lateralenbildung und retrograden sowie antegraden Blutriickfluss. Im Fall dieses Projektes
sind von den Standardebenen besonders die Projektionen RAO 30°kaudal sowie die LAO 40-
50° kaudal 20° (siehe auch 2.6.2) von Interesse, da diese die beste Beurteilung des R. cir-
cumflexus sin. erlauben. Sie miissen allerdings teilweise aufgrund der abweichenden Lage des
Schweineherzens im Korper leicht abgedndert werden.
Im Anschluss an die Koronarangiographie wird, nach Umverlagerung des Katheters ins
Ventrikellumen, eine Lavoventrikulographie durchgefiihrt. Hierfiir injiziert man 10 ml Kon-
trastmittel (Imeron® 350, Bracco Altana Pharma, Konstanz) mit moglichst hohem Druck ma-
nuell per Spritze (Kontrastmittelspritze mit Rotationsadapter 10 ml, DeRoyalin, Kells, Co.
Meath, Ireland) in den linken Ventrikel. Hierdurch lassen sich eventuelle Wandbewegungs-
storungen erfassen.

e NOGA-Untersuchung
Zur Erstellung einer NOGA-Karte (siehe 2.6.3) wird ein 7 French Mapping-Katheter (NOGA
Star™ Cardiology Catheter, 2 Elektroden 0,5mm Abstand, 2mm Spitze, Lange 115cm, Bio-
sense Webster, CA,U.S.A.) verwendet. Der Kurvaturtyp (A, B, C oder D) wird individuell
nach Grofe des jeweiligen linken Ventrikels ausgewihlt. Vor der Untersuchung wird dem
Tier die Referenzelekrode in Herzhdhe mittig auf den Riicken geklebt (direkt tiber der Wir-
belsdule auf Herzhohe). Der Referenzkatheter dient zur Lokalisation des Herzens inmitten des
Mappingvolumens und kompensiert zusétzlich die Bewegungen des Tieres. Der Katheter wird
in die Femoralarterie eingefiihrt und von dort unter rontgenologischer Kontrolle bis zur Aorta
und schlieBlich maximal deflektiert durch die Aortenklappe in den linken Ventrikel vorge-
schoben. Dort werden nun mit der Katheterspitze die 3 initialen Punkte definiert (siche 2.6.3).

Anschlielend werden weitere Punkte untersucht wobei darauf zu achten ist, dass diese
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gleichmaBig iiber den Ventrikel verteilt sind, da die Ergebnisse sonst verfilscht sein konnen.
Nach maximal 60 Minuten ist das NOGA-Mapping abgeschlossen.

e Echokardiographiein Ruhe
Fiir die sonographische Funktionsuntersuchung des linken Ventrikels verwendet man ein Ult-
raschallgerat (Modell Vivid™ 7, Fa. GE Medical Systems, Milwaukee, Wisconsin, USA) so-
wie einen M3S-Sektorscanner Schallkopf mit einer Ultraschallfrequenz von 1,5 MHz (Fa. GE
Medical Systems, Milwaukee, Wisconsin, USA). Auflerdem wird ein zusétzliches EKG ange-
schlossen, welches mit dem Ultraschallgerit verbunden ist. Das Tier befindet sich weiterhin
in Riickenlage, wird aber um die Untersuchung zu erleichtern um etwa 30° nach rechts ge-
dreht. Man arbeitet mit einem Mechanischen Index (MI) von 0,04 und setzt den Schallkopf
nacheinander parasternal in Ladngs- und Querrichtung in 3 Schnittebenen, sowie apikal und
subcostal in jeweils 2 Ebenen an. Bei dieser Untersuchung achtet man primér auf pathologi-
sche Verdnderungen in der Wandbewegung der Ventrikel. Die Beurteilung der Bewegungs-
storungen erfolgt nach dem Schema der Kardiologieabteilung des AK St. Georg in Hamburg.

e Stressechokardigraphie
Um das Tier wihrend der Untersuchung kiinstlich unter Stress zu setzen, verabreicht man
durch einen Perfusor (Perfusor® secura FT, B. Braun Melsungen, mit B. Braun Originalper-
fusor Spritze) Dobutamin (Dobutamin Solvay® 250mg/50ml Infusionslosung, Solvay Arz-
neimittel) iber die Ohrvene. Begonnen wird mit 10pg Dobutamin pro Tier pro Minute. Die
Dosis wird im Verlauf der folgenden 20 Minuten je nach individueller Wirkung erh6ht. Man
untersucht die bei der Echokardiographie benutzten Ebenen auf Wandbewegungsstérungen.
Wihrend der weiteren Untersuchung erhilt das Tier aulerdem mehrmals Optison® (Molecu-
lar Systems) im Bolus von jeweils 0,5 ml in die Ohrvene injiziert um eine Kontrastechokar-
diographie mit "Power Pulse Inversion" und "Flash imaging" (siehe 2.6.4.2) durchzufiihren.

e |Intraoperative Probenentnahme

e Proben zur Bestimmung des Kardialen Blutflusses (FM-methode)
Wihrend der Operation werden Proben zur Bestimmung des kardialen Blutflusses entnom-
men. Dazu injiziert man 10 Millionen Mikrosphéren = 3,3 ml (Dye Trak® Microspheres, 60
Mio. Microspheres (15 pm) in 20 ml, FMI Fohr Medical Instruments GmbH Seeheim/Ober-
Beerbach, Deutschland) je Messzeitpunkt. In Phase II verwendet man die Farben rot fiir die
Ruhe- und blau fiir die Stressmessung. Die Mikrosphéren werden {iber 30 Sekunden kontinu-
ierlich in den linken Ventrikel injiziert. AnschlieBend spiilt man mit der selben Spritze mit 5
ml NaCl (NaCl 0,9% Isotone Kochsalzlosung, Baxter GmbH, Deutschland) nach. Dies ge-

schieht wihrend jeder der beiden Operationen zu jeweils zwei vorgegebenen Zeiten. Zu jedem
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der beiden Messzeitpunkte entnimmt man iiber den femoralen Katheter eine arterielle Refe-
renzblutprobe. Durch die Gabe von 200ul Heparin (5000 1.E., Heparin-Natrium-5000-
ratiopharm®) verdiinnt in 4ml NaCl (NaCl 0,9% Isotone Kochsalzlosung, Baxter GmbH,
Deutschland) in die Perfusorspritze (Original-Perfusor®-Spritze OPS 50 ml Luer Lock + Ka-
niile, B. Braun Melsungen AG, Melsungen) verhindert man die Koagulation der Blutprobe.
AnschlieBend wird die Heparin-NaCl-Mischung blasenfrei in das Schlauchsystem gedriickt
und der Schlauch an den femoralen Katheterzugang angeschlossen. Die Probeentnahme be-
ginnt mit einem Vorlauf von 5 Sekunden vor der Mikrosphéirenapplikation iiber eine Dauer
von 90 Sekunden mit Hilfe einer Saugpumpe (Perfusor secura FT, B. Braun Melsungen AG)
mit konstanter Flussrate von 10 ml/min. Nach Ende der Probenentnahme wird zunéchst auch
das Blut aus dem Schlauchsystem in die Spritze gesaugt (1,25 ml Totvolumen des Pigtail-
katheters). AnschlieBend durchspiilt man das System mit NaCl und gibt die Spiilfliissigkeit
ebenfalls zu der Probe, um die Verluste an Mikrosphiren moglichst gering zu halten. So er-
hélt man 30 ml eines Blut-NaCl-Gemisches. Das Gemisch wird zum besseren Transport in ein
Testrohrchen (Falcon® 50 ml Polypropylene Conical Tube, 30x115 mm style, Becton Dickin-
son Labware, Franklin Lakes, NJ. USA) iiberfiihrt und bis zur weiteren Verarbeitung kiihl und
dunkel gelagert.

3.2.6  Versuchsdurchfuhrungin Phaselll

3.2.6.1 Anasthesieund Euthanasie

e Narkoseeinleitung, Erhaltungsanéasthesie, perioperatives Monitoring
Die Narkoseeinleitung und —erhaltung erfolgen zusammen mit dem Monitoring wie unter
3.2.4 beschrieben.

e Euthanasie
Nach Beendigung der Untersuchungen werden die Tiere noch im narkotisierten Zustand eu-
thanasiert. Hierfiir erhalten sie 10 ml T 61 (= 2g Embutramid, 0,5 g Mebenzoniumjodid,

0,05¢g Tetracainhydrochlorid) (Intervet) intravends.

3.2.6.2 Operation, perioperative Medikation und Unter suchungen

e Vorbereitende Eingriffe
Zur Durchfiihrung der Untersuchungen bringt man auch vor dieser Operation eine Schleuse
wie in 3.2.5.2 beschrieben in die Femoralarterie ein. Allerdings auf Grund der Vernarbungen
in der rechten Leiste dieses Mal in die A. femoralis sinistra. Auch hier verabreicht man pro-

phylaktisch 10.000 I.E. Heparin.
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e Untersuchungen und intraoper ative Probenentnahme

e Untersuchungen
Alle Untersuchungen erfolgen wie bereits in Phase II unter 3.2.5 beschrieben.

e Intraoperative Probenentnahme

e Proben zur Bestimmung des K ar dialen Blutflusses (FM-M ethode)
Auch hier flihrt man wie unter 3.2.5.2 aufgefiihrt zu zwei Zeitpunkten der Operation Bestim-
mungen des kardialen Blutflusses durch. Fiir die Messungen in Phase III wihlt man die Far-
ben gelb fiir die Ruhemessung und violett fiir die Stressmessung.

e Postoperative Probenentnahme
Direkt im Anschluss an die Euthanasie des Tieres wird durch beidseitige Durchtrennung der
Brustwand in Hohe der Rippenknorpel der Thorax eréffnet und das Herz nach dem Durch-
trennen der zu- und abfiihrenden Gefif3e als Ganzes entnommen, duflerlich mit NaCl gereinigt
und anschlieBend zur Fixierung in Formalin (3,5%ig) eingelegt. In dieser Losung verbleibt

das Herz fiir mindestens eine Woche, bevor es weiterverarbeitet wird.
3.27 Verarbeitung der FM-beladenen Proben

3.2.7.1 Bearbetungsbehalter

Zur weiteren Verarbeitung und Fluoreszenzmessung der Gewebe- sowie der Referenzblutpro-
ben verwendet man spezielle Filterbehilter. Die sample-processing-unit (SPU) besteht aus
drei Einheiten: der Filtereinheit (B), dem Filterhalter (C) und dem Probenréhrchen (D). Das
Probenrohrchen sowie die gesamte SPU wird mit Deckeln (E und A) verschlossen (siche Abb.

7).
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Abbildung 7: Sample processing unit

Die SPU besteht aus Polypropylen, einem gegeniiber Laugen und anderen organischen Lo-
sungen sowie Temperaturen bis 115°C resistenten Material. Das Herzstlick der SPU ist die
Filtereinheit. Hier findet die Verdauung der Proben, die Filtration, das Waschen und die Farb-
extraktion statt. Der Filter besteht aus Polyamid und hat eine Dicke von 37 um. Der Poren-
durchmesser betrdagt 7 um, so dass die 15 um FM aufgefangen werden. Das Polyamid ist re-
sistent gegeniiber Kalilauge (KOH), Isopropanol, hohen Temperaturen und besitzt eine hohe

Zugfestigkeit (41-67 daN/mm?).

3.2.7.2 Losungen

Zur Verdauung der Gewebe- sowie der Blutproben wird eine KOH-Losung (4 M 224,4g /
1000 ml fiir die Blutproben und 16 M 897,76g / 1000 ml fiir die Gewebeproben) mit einem
Detergens (Tween 80, 20%ig) verwendet. Wahrend der Verdauung sind die Farbstoffe in den
Sphéren gebunden und werden durch die KOH-L6sung nicht freigesetzt. Um zu vermeiden,
dass die Farbstoffe nach der Extraktion durch die KOH zerstort werden, wird die Filtereinheit
nach dem Filtervorgang mehrmals mit NaCl (NaCl 0,9% Isotone Kochsalzlosung, Baxter
GmbH, Deutschland) gespiilt. Zur Extraktion der Farbstoffe aus den Sphéren verwendet man

N, N-Dimethyl-Formamide (DMF, ACS Reagent, Sigma® Chemicals, St.Louis, USA).

3.2.7.3 Verarbeitung der Blut und Gewebeproben

Die Blut- und Gewebeproben werden nach einer modifizierten Variante der Filtrationmethode

mit Hilfe der SPU verarbeitet.
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3.2.7.3.1 Blutproben

Zur Aufbereitung der Blutproben mischt man diese zuerst mit einem Vortexgerit (Type: Reax
Top, Heidolph, Germany) gut durch, dann werden aus jeder Probe 5 ml des Blut-NaCl-
Gemisches entnommen und in ein Falcontube iiberfiihrt. Zum Schutz der Filtereinheit vor zu
langem Kontakt mit dem KOH fiihrt man den gesamte Verdauungsvorgang in diesem Falcon-
tube durch. Zu der Blutprobe gibt man nun entsprechend 3,3 ml einer 16M KOH-Losung
(siehe 3.2.7.2) sowie 0,15 ml 20%ige Tween 80 Losung (siche 3.2.7.2). Die Fliissigkeiten
werden gut durchmischt und anschlieend in einem 80°C warmem Wasserbad fiir 2 Stunden
inkubiert. Wihrend der 2 Stunden nimmt man die Proben zwei mal fiir wenige Minuten her-
aus und vortext sie erneut um eine gleichméfBige Verdauung des Gemisches zu gewéhrleisten.
Nach den 2 Stunden werden die Testrohrchen aus dem Wasserbad genommen und nach einer
Abkiihlungsphase von 5 Minuten mischt man den Inhalt ein letztes Mal durch.

e Filtration und Spilung
Zunéchst fiillt man die Proben in vorher mit den speziellen Filtereinheiten (Teil der SPU) ver-
sehene Falcontubes um. Da die Filter laut Hersteller nur fiir etwa 2 Stunden gegen die hoch-
konzentrierte KOH resistent sind, verschlie3t man die Tubes und zentrifugiert sie bei 500 rpm
5 Minuten lang (Rotana 460 Typ 5600, Hettich Zentrifugen, Tuttlingen). Auf diese Weise
lasst sich das Blut-KOH-Gemisch schnellstmoglich von den Filtern entfernen, wiahrend die
Mikrosphéren auf dem Filter zuriick bleiben. Um sicher zu gehen, dass es keinen Mikrosphé-
renverlust gibt, wihlt man aus jeder Charge von 8 Proben das Filtrat einer Probe blind aus und
untersucht es mikroskopisch auf Mikrophéren. Die Filter werden nun mit je mit 20 ml NaCl
(NaCl 0,9% Isotone Kochsalzlosung, Baxter GmbH, Deutschland) gespiilt. Um den Verlust an
Mikrosphéren so gering wie moglich zu halten, spiilt man auch die ersten Falcontubes mit 10
ml NaCl und gibt die Spiilfliissigkeit mit auf den Filter. In Anschluss daran werden die Pro-
ben erneut bei 500 rpm 5 Minuten zentrifugiert. Spiilung und Zentrifugiervorgang sollte man
mindestens 3 mal wiederholen, um sicher zu stellen, dass kein KOH mehr auf den Filtern zu-
riickbleibt und die Filter bereits durchs zentrifugieren relativ trocken sind. Die Filtereinheiten
legt man dann fiir weitere 2 bis 3 Stunden zum Trocknen auf eine saubere, trockene Unterla-
ge.

e Farbstoffextraktion und Fluoreszenzbestimmung
Zur weiteren Bearbeitung steckt man die getrockneten Filtereinheiten in den Filterhalter und
das Probenrohrchen wird an dem Halter befestigt. Zur Extraktion des Farbstoffes werden je
300 pl N, N-Dimethyl-Formamide (DMF, ACS Reagent, Sigma® Chemicals, St.Louis, USA)

auf jede Filtereinheit gegeben. Nach 5 Minuten Einwirkzeit zentrifugiert man die Filter bei
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1000 rpm, so dass sich die gesamte Fliissigkeit im Probenrdhrchen sammelt. Danach wird die
fluoreszierende Fliissigkeit aus dem Rohrchen abpipettiert und erneut auf den Filter gegeben.
Zusitzlich pipettuert man erneut 300 ul DMF auf jeden Filter. Nach erneuter fiinfminiitiger
Einwirkzeit zentrifugiert man die SPUs noch einmal bei 1000 rpm um sicher zu gehen, dass
sich die gesamte Fliissigkeit mit dem geldsten fluoreszierenden Farbstoff im Probenréhrchen
befindet. Die Fluoreszenzintensitit der Fliissigkeit ldsst sich nun mit einem Fluores-
zenzspektrophotometer (Typ LS 500, DR.LANGE Spektralphotometer) messen. Hierbei gibt
man die jeweils zu messende Wellenldnge auf dem Display ein. Dann wird das Gerdt mit Hil-
fe von 600 pul DMF in der Kiivette auf Null gesetzt. Nachdem die einzelnen Proben in die
Kiivette gefiillt sind misst man deren jeweilige Extinktion. Hierbei ist darauf zu achten, dass
man nach jedem Messvorgang die Kiivette mit Alkohol reinigt, um Verfdlschungen des Mess-
ergebnisses durch Vermischung der Proben zu vermeiden. Die erhaltenen Extinktionswerte

lassen sich spéter wieder auf die urspriingliche Menge von 30ml hochrechnen.

3.2.7.3.2 Gewebeproben

e Praparation des Herzgewebesfur die Mikrospharenunter suchung
Zur Untersuchung des Gewebes wird das Herz im Anschluss an die Fixierung nach einem
standardisierten Schema prépariert: Zunichst entfernt man Gewebsreste des Herzbeutels. Zur
Bestimmung des Mikrosphirengehaltes zum jeweiligen Messzeitpunkt erfolgt eine Entnahme
von 20 Proben an vorgegebenen Stellen. Man eroffnet das Herz mit einem Schnitt entlang der
vertikalen Herzachse und entimmt anschlieBend lamellenférmig die Proben (siche Abb. 8):
Vom postalen (P), dem septalen (S), dem postolateralen (LP), dem anterioren (A) und dem
lateroanterioren (LA) Wandabschnitt wird jeweils eine Lamelle von 0,5 mm Dicke aus dem
Gewebe entnommen. Jede dieser Lamellen zerschneidet man anschlieBend in 4 gleich grof3e

Teile, welche man von der Basis bis zur Apex durchnummeriert (1=Basis bis 4=Apex).
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Abbildung 8: Schema der Probenentnahme fiir die Mikrospharenmessung

Die so entstandenen 20 Gewebeproben pro Herz wiegt man einzeln auf ein tausendstel
Gramm genau.

e Verdauung des Herzgewebes
Nach dem Wiegen wird jedes Probenstiick in ein entsprechend beschriftetes Falcontube gege-
ben. Zur Verdauung vermischt man die Proben mit 20 ml 4 M KOH sowie 200 pl 20% Tween
80 als Detergenz. Bei der Mischung ist darauf zu achten, dass das KOH nur langsam zu dem
Tween zu geben ist, da es sonst zu starker Klumpenbildung kommt. Auch die Gewebeproben
stellt man nach kurzem Durchmischen zur Inkubation fiir 2 Stunden in ein 80°C warmes Was-
serbad.

e Filtration und Spulung
Die Vorginge der Filtration und der Spiilung werden, wie bereits unter 3.2.7.3.1 beschrieben,
durchgefiihrt.

e Farbstoffextraktion und Fluoreszenzbestimmung
Auch die Farbstoffextraktion erfolgt wie unter 3.2.7.3.1 beschrieben. Allerdings misst man
die Gewebeproben einmal bei jeder der vier Wellenldngen, da in jeder Probe alle 4 verwende-

ten FM-Farben enthalten sind und diese einzeln bestimmt werden miissen.

3.2.7.4 Berechnung desregionalen kardialen Blutflusses

In Kenntnis der genauen Praperategewichte, des Fluoreszenzgehaltes der Gewebeproben und
der Blutreferenzproben sowie der Geschwindigkeit mit der die Referenzprobe entnommen
wurde (10ml /min) ldsst sich der Gewebeblutfluss des Herzens in ml/min/g mit folgender

Formel berechnen:
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MBForg = [( fli / flref )*R] / Gorg

MBForg - Blutfluss im Organ in ml/min/g

fli - Fluoreszenz der Mikrosphéren im Herzgewebe pro g

R - Flussgeschwindigkeit der Referenzprobe in ml/min

flret - Fluoreszenz der Mikrosphéren in der Referenzblutprobe
Gorg - Gewicht des Herzgewebes in g

3.2.8 Histopathologische Untersuchung

Zum Zeitpunkt der Probenentnahme fiir die Mikrosphéren entnimmt man gleichzeitig von
allen Tieren aus dem Herzen Proben fiir die histologische Untersuchung. Die histologische
Untersuchung dient neben der Erfassung des Einflusses der Mikrosphéren auf das Gewebe der
Feststellung von infarktbedingten Schiaden des Myokards. Gleichzeitig entfernt man aus je-

dem Herz wieder den Konstriktor und tliberpriift seinen Verschlusszustand.

3.2.8.1 Anfertigung und Bearbeitung der Par affinschnitte

Die Probenentnahme geschieht nach einem standardisierten Schema. Hierbei entnimmt man
aus jedem Herz jeweils ein Gewebestiick aus dem Versorgungsgebiet des R. circumflexus sin.
und als Referenz ein Stiick aus dem Septum. Die bereits in Formalin fixierten Proben werden
mit Leitungswasser gewaschen, mit einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert und an-
schlieBend, um den Alkohol auszutauschen, mit Methylbenzoat und Benzol gewaschen. Im
Anschluss daran bettet man die Proben in Paraffin ein. Nach der Aushéartung des Paraftins
lassen sich die Blocke mit einem Mikrotom (Schlittenbahn Mikrotom, Leica) zu Serienschnit-
ten von 4um Dicke verarbeitet. Diese werden mit einem Eiwei3- Glycerinfilm auf Objekttra-
ger aufgebracht und mit Xylol entparaffinisiert und ein letztes Mal mit einer absteigenden
Alkoholreihe ausgewaschen (JUNQUEIRA und CARNEIRO 1996). Die eine Hélfte der Pra-
parate farbt man nun nach der Hamatoxylin-Eosin Methode (H.E.) die andere Hélfte aus ent-
sprechend gleichen Gebieten nach der van Gieson Methode (v.G.) (LUNA 1968). Nach abge-
schlossener Farbung dehydriert man die Priaparate erneut mit 95%igem Alkohol und iiberde-
ckelt sie unter Verwendung eines xylolhaltigen Mediums (Eukitt®). Um Farbabschwéchun-

gen zu vermeiden werden die Schnitte im Folgenden dunkel gelagert.

3.2.8.2 Qualitative histopathologische Unter suchung

Die Untersuchung der Praparate wird ohne Vorkenntnis der Herkunft der jeweiligen Probe
durchgefiihrt. Die Tiernummer ist dem Untersucher nicht bekannt. Die Analyse erfolgt visuell
mit einem Zeiz Fotomikroskop in Vergroferungen zwischen 100 und 400. Die Befunde wer-

den fotodokumentiert. Als pathologische Befunde bewertet man die bekannten Myokardin-
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farktzeichen. Die Schnitte werden nach folgenden Kriterien gescreent: Anfarbbarkeit in der
HE-Férbung, zelluldire Abraumreaktion, Bindegewebsproliferation. Es erfolgt eine Bewertung
dieser Kriterien und eine semiquantitative summarische Zusammenfassung in drei Katego-
rien: nicht vorhanden, vorhanden aber nicht ausgepragt, deutlich ausgeprigt. Zusitzlich in

diese Bewertung wurde die Infarktausdehnung integriert.

3.29 NOGA-Nachbearbeitung

Per Katheter erstellt man von jedem Tier 3 dreidimensionale Karten des linken Ventrikels.
Aufgrund der hohen Fehlerquellen bei der Bipolar Voltage Map werden lediglich die Unipo-
lar Voltage- und die Linear Local Shortening-Ergebnisse ausgewertet. Die Unipolar Voltage
(UV) Karte zeigt den lokalen elektrophysiologischen Zustand des Myokards an, die Linear
Local Shortening (LLS) Karte informiert {iber die mechanische Aktivitdt des Ventrikels. Die
Punktedaten lassen sich mit Excel bearbeiten und auswerten. Zu diesem Zweck erfolgt eine
Segmenteinteilung der Karten nach einem standardisierten Schema, in das sogenannte Bull-
seye(siehe 2.6.3.4). Segmente die keine Punkte enthalten werden von der Bewertung ausge-
schlossen. Insgesamt muss eine Karte nach Bearbeitung noch mindestens 40 Punkte enthalten
um zur Auswertung zugelassen zu sein. Anhand der 2 Karten (UV und LLS) wird bei jedem
Tier die Region des R. circumflexus sin. begutachtet und mit dem restlichen Ventrikel vergli-

chen.

3.2.10 Vergleich der verschiedenen Unter suchungsmethoden unter einander

Um sicherzustellen, dass die verschiedenen Methoden miteinander vergleichbar sind, definiert
man zunéchst das Versorgungsgebiet des R. circumflexus. Dieses Gefdl3 versorgt die postero-
lateralen Segmente der Herzwand. Folglich werden diese Segmente als "Region of Interest"
(RI) definiert. Aus diesem Gebiet werden sowohl die histologischen Proben als auch die Ge-
webeproben flir die Mikrosphédren entnommen. Als definitiv nicht ischdmisches Referenzge-
webe (Ref) dient in der histologischen Untersuchung das Septum, bei der Mikrosphérenanaly-
se die entnommen Lamellen ebenfalls aus dem Septum sowie anderen nicht betroffenen Ge-
bieten (siehe 3.2.7.3.2). Der Bullseye-View des NOGA ist bereits in entsprechende Segmente
unterteilt. Die RI entspricht auch hier den Segmenten posterolateral. Um festzustellen wie
genau die Einteilung der Karten im Vergleich zur Anatomie ist, wird bei 2 Tieren zum Zeit-
punkt des letzten Untersuchungstermins kurz vor der Euthanasie die RI am Rand mit Tusche-
injektionen markiert. Die Tuschemarkierungen werden anschlieBend mit der Anatomie und

den entstandenen Karten abgeglichen. Um die NOGA-Ergebnisse auch mit dem zweidimensi-
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onalen Echokardiographiebefunden vergleichen zu konnen wird eine Tabelle erstellt , welche

die Zugehorigkeit der entsprechenden Segmente festlegt.

Tabelle 6: Vergleich der NOGA- und Echokardiographiesegmente

Segment Echo. Segment NOGA

apikal anterior apical
apikal lateral apical
apikal septal apikal

apikal posterior apikal

mitt-anterior

mitt-anterior

mitt-lateral

mitt-lateral

mitt-septal

mitt-septal

mitt-posterior

mitt-posterior

mitt-inferior

mitt-posterior

mitt-ant. septal

mitt-septal

basal lateral

basal lateral

basal posterior

basal posterior

basal inferior

basal posterior

basal ant. septal

basal septal

basal septal

basal septal

basal anterior

basal anterior

3.2.11 Statistische Berechnung und Dokumentation

Die echokardiographischen, die koronarangiographischen sowie die histopathologischen Er-
gebnisse bewertet man nicht statistisch, sondern beurteilt sie lediglich quantitativ bzw. quali-
tativ (Histologie). Statistisch ausgewertet werden die Daten der NOGA- und der Perfusions-
messungen. Da laut FUCHS et al. (2001) und GYONGYOSI et al. (2001) die Basalsegmente
bei den NOGA-Messungen auch generell sehr niedrige Werte haben, werden die Mittelwerte
der "Region of Interest" zunidchst mit den Mittelwerten aller Basalsegmenten verglichen
(FUCHS et al. 2001; GYONGYOSI et al. 2001). Da nicht fiir jeden Parameter komplette
Messreihen vorliegen, sind die vorhandenen NOGA-Messungen gemittelt worden. Es werden
ausgewdhlte Subgruppen in Abhingigkeit von Lokalisation (ischdmisches bzw. nicht ischdmi-
sches Gewebe), Stresssituation (Stress, kein Stress) und Messtag (21., 42.), mit dem gepaar-
tem Wilcoxon Test auf Gleichheit gepriift. Alle quantitativen Daten werden deskriptiv anhand
des Mittelwertes, der Standardabweichung sowie dem 95% Konfidenzintervall des Mittelwer-
tes beschrieben. Die graphische Darstellung erfolgt mit Boxplots. Die Innersubjekteffekte
werden anschlieBend mit einem varianzanlytischen Modell fiir gepaarte Messungen (doppel-
multivariate Messwiederholungen) berechnet, wobei nur noch vollstindige Messreihen be-
riicksichtigt werden. Dabei betrachtet man die Interaktionen des Gewebeareals, der jeweilige

Stresssituation und der verschiedenen Zeitpunkte zueinander. Alle Tests sind zweiseitig und
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werden nominal interpretiert, eine Alpha-Adjustierung bzgl. multipler Datenvergleiche wird
nicht durchgefiihrt. Einzelne Datenreihen beurteilt man zusétzlich anhand des Student-T-Tests
(parametrische Daten bei gleichgroBen Gruppen). Ein p-Wert < 0,05 wird als statistisch signi-
fikantes Ergebnis betrachtet. Die Daten werden in Microsoft© Excel 2000 ( Microsoft
Corp.©, Redmond, WA, USA) gesammelt. Die statistische Analyse erfolgt mit dem Software
Paket SPSS® (SPSS fiir Windows Version 11.5, Inc. 1989-2002, Chicago, Illinois, USA).
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3.3 Ergebnisse

3.3.1 Uberlebensrate

Die Gesamtzahl der im Versuch verwendeten Tiere belduft sich auf 13. Bei zwei Versuchstie-
ren (Tier Nr.85 und 89) tritt der Exitus lethalis post operationem beim ersten Termin direkt
nach der Implantation auf. Von den verbliebenen 11 Tieren {iberleben 7 Tiere bis zum Ende
des Versuchzeitraumes (42 Tage). Bei 3 Tieren (Tier Nr. 92, 93 und 94) kommt es zum Exitus
lethalis intra operationem am 21. Tag zu verschiedenen Zeitpunkten der Untersuchungen.
Auftallig hierbei ist, dass jedes dieser 3 Tiere aufgrund seiner Anatomie beim 1. Termin zwei
Konstriktoren eingesetzt bekommen hat. Einzig Tier 91 mit 2 Konstriktoren und iiberlebt bis
zum Ende von Tag 42. Tier Nr. 87 zeigt 2 Tage vor der 2. Operation ein stark reduziertes kli-
nisches Allgemeinbefinden mit Diarrhoe und Anorexie. Es iiberlebt ohne Probleme bis ans
Ende des ersten Untersuchungstermins (Tag 21) wird aber aufgrund des schlechten Allge-
meinzustandes in den letzten 2 Tagen noch wéhrend der Narkose euthanasiert. Ingesamt er-
gibt sich so eine Ausfallrate von 46,2%. Die 2 am Implantationstermin verstorbenen Tiere
werden mangels ausreichender Daten von der Auswertung ausgeschlossen. Die Untersuchun-
gen und die nach Exitus entnommenen Proben der anderen 11 Tiere werden soweit vorhanden

nach Protokoll bearbeitet und in der Auswertung beriicksichtigt.

3.3.2 Konstriktoren

Bei allen Tieren sind die Konstriktoren zum Zeitpunkt der Entnahme vollstdndig verschlos-
sen. Zur Uberpriifung des Verschlusszeitraumes der Konstriktoren werden vor der ersten OP 5
Konstriktoren in vitro gestestet. Sie werden zu diesem Zweck in korperwarmer NaCl-Losung
inkubiert und téglich tiberpriift. Nach 10 +/- 2 Tagen sind alle 5 Konstriktoren komplett ver-

schlossen.
3.33 Phasel —Implantation

3.3.3.1 Operationsdaten

Zum Zeitpunkt der ersten Operation besteht die Gruppe aus n=13 Tieren (sieche Tabelle 5). Es
wird eine Minithorakothomie mit anschlieBender Konstriktorimplantation durchgefiihrt. Im

Mittel dauert die Operation 61,9 Minuten (+ 17 Minuten).

3.3.3.2 Hamodynamische Daten fur Phasel

Der physiologische Wert der Herzfrequenz (HF) bei Schweinen liegt nach ENGELHARDT
und BREVES zwischen 80 bis 92 Schlidgen pro Minute (siche auch 2.1). Die durchschnittliche

Frequenz wéhrend der Operation liegt bei 95 Schlidgen/min und ist somit minimal héher als
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der Normalbereich. Der mittlere arterielle Blutdruck (MAP) wihrend des Eingriffes betrigt
im Durchschnitt 43 mmHg. Damit liegt der Wert unterhalb des Referenzbereiches (70-
90mmHg nach SCHEUNERT und TRAUTMANN, 1987 und ENGELHARDT und BREVES,
2000).

Tabelle 7: Hdmodynamische Daten Phase | (Tag 0)

Pig Nr. HF durchschn. M AP durchschn.
Schlage/min mmHg
81 100 50
82 87 48
83 95 60
84 92 33
85 84 40
86 99 48
87 112 53
88 91 40
89 86 34
91 98 37
92 100 38
93 94 35
94 102 40
MW 95,4 42,8
SD 7,6 8,2

SD = Standardabweichung, MW = Mittelwert, HF = Her zfrequenz, MAP = mittlerer arterieller Blutdruck
3.34  Phasell —Untersuchung

3.34.1 Operationsdaten

Am Tag des zweiten Termins (Tag 21) besteht die Gruppe noch aus n=11 Tieren. Es werden

bei jedem Tier mehrere diagnostische Verfahren angewendet (siche Tab. 8).
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Tabelle 8: durchgefiihrte Untersuchungen Phasell (Tag 21)

PigNr.| Koronar- [Lavoventri-NOGA| FM |Echokardio-| Stressecho- FM
angiographigkulographie in Ruhe | graphie |kardiographie Stress

81 v v v / v v /
82 \ \ v \ \ v v
83 v \ V \ \ V V
84 \ \ \ \ \ \ \
85 X X X X X X X
86 v \ V \ \ V V
87 v v v v / / v
88 \ \ v \ \ v v
89 X X X X X X X
91 J V v A V V X
92 X X \ \ X X X
93 \/ X X X X X X
94 \/ \ X X X X X

X = Untersuchung nicht durchgefiihrt, y = Untersuchung durchgefiihrt, / = Ergebnisse nicht auswertbar

3.3.4.2 Hamodynamische Daten fur Phasel |

Die Herzfrequenz wéhrend der Untersuchung liegt im Durchschnitt bei 95 Schliagen/min, was
minimal iiber dem Referenzwert liegt, der MAP liegt bei 36 mmHg und ist somit erniedrigt.
Waihrend der Stressechokardiographie ergebt sich im Mittel eine HF von 139 Schlidgen/min
und Maximalwerte von bis zu durchschnittlich 161 Schligen/min. Der MAP wiéhrend der
Stressmessung liegt im Mittel bei 49 mmHg und steigt innerhalb der Stressphase auf einen
Maximalwert von 62 mmHg an. Zum Zeitpunkt 1 der Mikrosphdrenmessung betragt die Herz-
frequenz im Durchschnitt 99 Schldge/min, zum Zeitpunkt 2 liegt sie bei 155 Schlédgen/min.
Der MAP liegt bei 41 mmHg zu Zeitpunkt 1 und 51 mmHg zu Zeitpunkt 2. Verglichen mit
den Normwerten (siche 2.1) sind die gemessenen durchschnittlichen Ruhewerte der Herzfre-
quenz alle leicht iiber dem Normbereiches wéhrend die gemessenen MAP Werte alle unter-
halb des Referenzbereiches liegen. Alle himodynamischen Werte von Phase II sind in Tabel-

len 9 und 10 aufgefiihrt.
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Tabelle 9: Hamodynamische Daten Phase Il (Tag 21) (Teil 1)

Pig HF MAP Schw:min MAP mmHg Schw:min MAP mmHg max.HF |max.MAP mmHg
Nr. [Schl./minjmmHg| ohne Echo | ohneEcho | Stressecho | Stressecho | Stressecho Stressecho
81 101 37 95 36 131 41 170 72

82 110 50 109 48 116 58 154 64

83 106 37 101 37 133 42 165 45

84 103 43 102 42 107 50 140 63

86 108 50 97 48 165 58 168 89

87 115 42 104 40 166 53 176 61

88 102 42 98 39 132 63 166 63

91 120 36 115 37 149 30 153 31

92 102 52 92 48 150 50 155 73

93 105 46 / / / / / /

94 120 32 / / / / / /
MW| 1083 | 42,5 101,4 41,6 138,7 49,2 160,8 62,3
SD 7,1 6,5 7,2 5,1 20,5 10,4 11,1 16,6

SD = Standardabweichung, MW = Mittelwert, HF = Her zfrequenz, MAP = mittlerer arterieller Blut-

druck, / = nicht gemessen

Tabelle 10: Hamodynamische Daten Phase Il (Tag 21) (Teil 2)

Pig HF Schl./min MAP mmHg HF Schl./min MAP mmHg
Nr. Zeitpunkt 1 Zeitpunkt 1 Zeitpunkt 2 Zeitpunkt 2
81 85 36 156 51
82 91 49 150 64
83 105 38 165 45
84 100 43 129 63
86 88 61 159 48
87 93 30 175 48
88 99 40 150 38
91 149 31 / /
92 85 40 / /
93 / / / /
94 / / / /
MW 99,4 40,8 154,9 51,0
SD 19,8 9,6 14,4 9,5

SD = Standardabweichung, MW = Mittelwert, HF = Her zfrequenz, MAP = mittlerer arterieller Blut-

druck, / = nicht gemessen

3.3.4.3 Koronarangiographieund Lavoventrikulographie

Lediglich bei den Tieren 88 und 94 sind keine Kollateralen sichtbar (RS= 0). Korrelierend zu

diesem Befund ist bei diesen zwei Tieren eine Hypokinesie zu diagnostizieren. Bei den restli-
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chen Tieren sind Kollateralen in verschiedener Auspragungsstirke sichtbar, entsprechend sind
hier keine Wandbewegungsstorungen diagnostizierbar. Bei Tier Nr. 92 kann die Untersu-
chung nicht mehr durchgefiihrt werden, da es vorher verstirbt. Tier 93 hat nur geringfiigige

Kollateralen und verstirbt wéhrend der Ventrikulographie (siche Tab. 11).

Tabelle 11: Ergebnisse Koronarangiographie und Ventrikulographie, Phasell (Tag 21)

Versuchstier Nr. Konstriktor Rgr;t;gp L avokardiogr afie
81 verschlossen 2 Normokinesie
82 verschlossen 2 Normokinesie
83 verschlossen 2 (antegrad) Normokinesie
84 verschlossen 2 Normokinesie
86 verschlossen 1 Normokinesie
87 minimaler Restfluss vorh. | 3 (antegrad) Normokinesie
88 verschlossen 0 apikal Hypokinesie
91 verschlossen 1 Normokinesie
92 verschlossen verst. n.d.

93 verschlossen verst., 1 n.d.
94 verschlossen 0 Hypokinesie posterolateral

n.d. =nicht durchgefiihrt, verst. = verstorben

lh,  Coronarangiographie

Abbildung 9: Koronarangiographie ohne Kollateralen (4mm Konstriktor)

3.3.4.4 NOGA-Untersuchung

Anhand aller Werte (n=9) aus den zwei unterschiedlichen Karten Unipolar Voltage (UV) und
Linear Local Shortening (LLS) wird bei jedem Tier der Versorgungsbereich des R. circumfle-
xus sin. (RI) begutachtet und mit dem restlichen Ventrikel verglichen. Zunichst werden die
Mittelwerte jedes einzelnen Segmentes berechnet. Von 81 moglichen Segmenten werden fiir
die Linear LLS-Auswertung 73 verwendet, die restlichen Segmente erfiillen nicht alle Bewer-
tungskriterien (siehe 2.7.4, 2.7.5.4 und 3.2.9). Bei der Bewertung der UV werden 79 der 81

Segmente begutachtet. AnschlieBend werden alle Segmente der RI zusammengefasst und es
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wird ein Mittelwert bestimmt. Da von jeden Tier 2 Segmente zu der RI zdhlen — in der Tabel-

le ist pro Tier der Mittelwert der jeweiligen 2 Werte angegeben - ist die Segmentanzahl (n)

hier doppelt so hoch wie bei den einzelnen Basalsegmentgruppen. Dieser Mittelwert wird

zunéchst mit den Mittelwerten der anderen Basalsegmente verglichen. Es ergeben sich zwar

geringfiigige Absenkungen bei UV und LLS, es sind aber keine signifikanten Unterschiede

zwischen den Basalsegmenten und der RI zu erkennen. Die genauen Werte inklusive Stan-

dardabweichungen sind in den nachfolgenden Tabellen dargestellt (siehe Tab. 12, 13).

Tabelle 12: NOGA: Vergleich Basalsegmente mit " Region of Interest” (RI), Linear Local Shortening

(LLS), Phasell (Tag 21)

Pig Nr. Anterior Basal| Septal Basal | RI(Laterobasal/Posterobasal)
Pig 81 10,48 23,32 11,69
Pig 82 5,67 4,86 7,17
Pig 83 2,80 12,20 5,23
Pig 84 / 16,62 6,60
Pig 86 12,81 / 8,71
Pig 87 3,29 25,18 7,65
Pig 88 8,45 5,96 17,40
Pig 91 19,67 20,02 6,48
Pig 92 13,05 21,98 13,41
MW 9,53 16,27 9,37
SD 5,70 7,83 3,99
n 8 8 17
p (Anterior Basal/RI) 0,94
p (Septal Basal/RI) 0,08

SD = Standardabweichung, MW = Mittelwert, / = nicht gemessen, n = Gesamtsegmentanzahl
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Tabelle 13: NOGA: Vergleich Basalsegmente mit " Region of Interest” (RI), Unipolar Voltage (UV), Phase
Il (Tag21)

Pig Nr. Anterior Basal| Septal Basal | RI (Laterobasal/Poster obasal)
Pig 81 16,80 22,12 8,01
Pig 82 10,11 7,88 6,56
Pig 83 6,79 8,36 6,56
Pig 84 5,75 9,51 7,94
Pig 86 6,10 6,32 9,86
Pig 87 11,09 9,11 491
Pig 88 10,98 6,92 7,87
Pig 91 9,48 7,23 10,35
Pig 92 13,02 23,05 18,83
MW 10,01 11,17 8,99
SD 3,56 6,56 4,05
n 9 9 18
p (Anterior Basal/RI) 0,54
p (Septal Basal/RI) 0,25

SD = Standardabweichung, MW = Mittelwert, / = nicht gemessen, n = Gesamtsegmentanzahl

Der Mittelwert der RI wird nun mit dem Durchschnittswert der restlichen zusammengefassten
Segmente verglichen. Bei der Berechnung der LLS ergibt sich ein Wert von 9,37% Verkiir-
zung in der RI, der im Vergleich zum Ref-Wert von 14,2 % signifikant vermindert ist (p =
0,005). Die UV in der RI liegt im Mittel bei 8,99mV. Auch hier ist der Wert im Referenzge-
webe mit 13,73 mV durchschnittlich signifikant hoher(p = 0,001). Die Mittelwerte und Stan-
dardabweichungen sowie die Konfidenzintervalle des Mittelwertes sind in Tabelle 14 und 15

aufgefiihrt.

67



ERGEBNISSE

Tabelle 14: NOGA: Linear Local Shortening-Gesamtmessung, Phasell (Tag 21)

Pig Nr. Refer enzgewebe Region of Interest
Pig 81 16,06 11,69
Pig 82 9,31 7,17
Pig 83 7,02 5,23
Pig 84 14,25 6,60
Pig 86 13,01 8,71
Pig 87 14,33 7,65
Pig 88 16,66 17,40
Pig 91 18,78 6,48
Pig 92 18,36 13,41
MW 14,20 9,37
SD 3,95 3,99
Konfidenzintervall
Untergrenze 11,17 6,30
Obergrenze 17,23 12,44
n 56 17
Gesamt n (Ref+RI) 73
p (Ref/RI) 0,005
Tabelle 15: NOGA: Unipolar Voltage-Gesamtmessung, Phase |l (Tag 21)
Pig Nr. Refer enzgewebe Region of Interest
Pig 81 17,21 8,01
Pig 82 12,82 6,56
Pig 83 10,91 6,56
Pig 84 10,50 7,94
Pig 86 10,83 9,86
Pig 87 11,74 491
Pig 88 13,32 7,87
Pig 91 15,32 10,35
Pig 92 20,91 18,83
MW 13,73 8,99
SD 3,50 4,05
Konfidenzintervall
Untergrenze 11,04 5,82
Obergrenze 16,42 12,08
n 61 18
Gesamt n (Ref+RI) 79
p ( Ref/RI) 0,001

SD = Standardabweichung, MW = Mittelwert, n = Segmentanzahl
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Da nur 7 der 9 Tiere vollstandig gemessen wurden (Tag 21 und 42) werden die 7 zusétzlich

separat deskriptiv gepaart verglichen. Dabei zeigt sich eine signifikante Differenz zwischen

dem Ref-Gewebe und der RI fiir LLS- (p = 0,031) und UV-Messung (p = 0,003). Mittelwerte,

Standardabweichungen und Konfidenzintervalle sind in Tabelle 16 und 17 aufgefiihrt. Box-

plots finden sich unter 3.3.5.4.

Tabelle 16: NOGA: Auswertung der vollstdngig gemessenen Tiere, Linear Local Shortening, Phasell

(Tag 21)
Pig Nr. Refer enzgewebe Region of Interest
Pig 81 16,06 11,69
Pig 82 9,31 7,17
Pig 83 7,02 5,23
Pig 84 14,25 6,60
Pig 86 13,01 8,71
Pig 88 16,66 17,40
Pig 91 18,78 6,48
MW 13,59 9,04
SD 4,18 4,23
Konfidenzintervall
Untergrenze 9,72 5,13
Obergrenze 17,45 12,96
n 42 13
Gesamt n (Ref+RI) 55
p (Ref/RI) 0,031

Tabelle 17: NOGA: Auswertung der vollstandig gemessenen Tiere, Unipolar Voltage, Phase |l (Tag 21)

Pig Nr. Refer enzgewebe Region of Interest
Pig 81 17,21 8,01
Pig 82 12,82 6,56
Pig 83 10,91 6,56
Pig 84 10,50 7,94
Pig 86 10,83 9,86
Pig 88 13,32 7,87
Pig 91 15,32 10,35
MW 12,99 8,16
SD 2,53 1,47
Konfidenzintervall
Untergrenze 10,64 6,69
Obergrenze 15,33 9,54
n 47 14
Gesamt n (Ref+RI) 61
p (Ref/RI) 0,003

SD = Standardabweichung, MW = Mittelwert, n = Segmentanzahl
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Da die Vergleichswerte von Schweinestudien in der Literatur extrem schwanken, werden
Werte aus einer humanmedizinischen Studie als Vergleich herangezogen. Die Grenzwerte fiir
normales Gewebe fiir Linear LLS liegen laut BOTKER et al. (2001) bei 10£5%, die fiir UV
bei 10,943, 7mV.

3.34.5 Myokardialer Blutfluss

Bei jedem Tier wird an zwei Zeitpunkten wihrend der OP eine Probe zur Bestimmung des
myokardialen Blutflusses (MBF) entnommen. Man vegleicht anhand der Gewebeproben das
Versorgungsgebiet des R. circumflexus sin. (RI) und das restliche eindeutig nicht ischdmische
Gewebe (Ref). In der Gesamtwertung (n=9) betrigt der MBF aller Tiere im Mittel zum ersten
Messzeitpunkt (Ruhe) im Ref-Gewebe 1,385ml/min/g, in der RI liegt er bei 1,029ml/min/g
und ist somit signifikant erniedrigt (p = 0,006). Zum zweiten Messzeitpunkt (Stress) liegt der
Durchschnittswert der RI bei 1,336 ml/min/g, der Ref-Wert bei 2,207 ml/min/g. Das heif}t es
gibt keine signifikante Absenkung des Blutflusses im RI-Gebiet (Tab. 18).

Tabelle 18: Myokardiale Flussraten aller Tiere, Phasell (Tag 21)

Pig Nr. d21 RuheRef |d21 RuheRI | d21 StressRef | d21 StressRI
PIG 81 X X X X
PIG 82 1,016 0,635 1,252 1,062
PIG 83 1,321 0,906 1,526 0,755
PIG 84 1,702 1,135 1,598 1,238
PIG 86 0,852 0,720 4,388 1,653
PIG 87 1,400 1,345 3,175 2,778
PIG 88 0,746 0,550 1,302 0,528
PIG 91 2,090 1,844 X X
PIG 92 1,950 1,102 X X
MW 1,385 1,029 2,207 1,336
SD 0,500 0,399 1,285 0,807
Konfidenzintervall
Untergrenze 0,967 0,672 0,858 0,489
Obergrenze 1,803 1,386 3,555 2,182
n 8 8 6 6
p (Ref Ruhe/RIl Ruhe) 0,006
p (Ref Stress/RI Stress) 0,073
p (Ref Ruhe/Ref Stress) X
p (Rl Ruhe/RI Stress) X

MW = Mittelwert, SD = Standar dabweichung, Ref = Refer enzgewebe, Rl = Region of Interest, X = nicht
auswertbar
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Die Mikrosphiarenmessung ist ein sehr empfindlicher Parameter. Deshalb werden nun im An-
schluss alle unvollstindig gemessenen Tiere von der Auswertung ausgeschlossen und die
vollstindig gemessenen Tiere (n=5) noch einmal separat betrachtet. Auch hier zeigt sich der
Unterschied zwischen Ref und RI in Ruhe als signifikant (p=0,012). Die Einzelwerte, Mittel-
werte sowie Standardabweichungen und Konfidenzintervalle der Mittelwertes sind in Tabelle

19 aufgetragen. Der entsprechende Boxplot findet sich unter 3.3.5.5.

Tabelle 19: Myokardiale Flussraten der Tiere mit vollstédndigen Messungen, Phase Il (Tag 21)

Pig Nr. d21 Ruhe Ref |d21 RuheRI | d21 Stress Ref | d21 StressRI

PIG 82 1,016 0,635 1,252 1,062

PIG 83 1,321 0,906 1,526 0,755

PIG 84 1,702 1,135 1,598 1,238

PIG 86 0,852 0,720 4,388 1,653

PIG 88 0,746 0,550 1,302 0,528

MW 1,127 0,789 2,013 1,047

SD 0,388 0,234 1,335 0,436

Konfidenzintervall
Untergrenze 0,646 0,498 0,355 0,506
Obergrenze 1,609 1,079 3,671 1,588
n 5 5 5 5

p (Ref Ruhe/RI Ruhe) 0,012
p (Ref Stress/RI Stress) 0,102
p (Ref Ruhe/Ref Stress) 0,257
p (RI Ruhe/RI Stress) 0,254

MW = Mittelwert, SD = Standar dabweichung, Ref = Refer enzgewebe, Rl = Region of I nterest

Die Normalwerte fiir den Myokardialen Blutfluss in Ruhe liegen beim Schwein laut

CARROLL et al (1993) bei 1,17+0,03 ml/min/g (Mittel zwischen Endo- und Epikard).

3.3.4.6 Echokardiographie und Stressechokar diographie

Bei der Echokardiographie werden nur die pathologischen Wandbewegungsstérungen wih-
rend Ruhe- und Stressphase erfasst und nach Schweregrad unterteilt (Normo-, Hypo-, Dys-,
Akinesie). Zusitzlich untersucht man die Perfusion des Gewebes mit der Kontrastechokardio-
graphie. Es sind bei allen Tieren (Nr. 81-84, 86 und 88) bis auf bei Nr. 91 posterolaterale
Wandbewegungsstorungen in verschiedenen Schweregraden diagnostizierbar. Perfusionssto-
rungen sind hingegen nur bei den Tieren Nr. 81, 88 und 91 in geringem Ausmal festzustellen.

Die genauen Ergebnisse sind in Tabelle 20 aufgelistet.
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Tabelle 20: Echokardiographieauswertung, Phasell (Tag 21)

Pig Nr. Tag 21 Tag 21
Wandbewegungsstor ungen Perfusionsstorungen
Pig 81 |in Ruhe 1 - laterobasal, posterobasal keine Ischdmie
bei Stref3 2 - laterobasal, posterobasal leichte Ischamie laterobasal, po-
sterobasal
Pig 82 |in Ruhe 1 - laterobasal, posterobasal keine Ischdmie
bei Stref3 0 keine Ischdmie
Pig 83 |in Ruhe 0 keine Ischimie
bei Stref 2 - posterolateral keine Ischdmie
Pig 84 |in Ruhe 1-2 - lateromed., posteromed. keine Ischdmie
bei Stref3 1-2 - lateromed., posteromed. keine Ischdmie
Pig 86 |in Ruhe 0 keine Ischdmie
bei Stref3 1 - laterobasal, posterobasal keine Ischdmie
Pig 87 |in Ruhe X X
bei Stref3 X X
Pig 88 |in Ruhe |1 - lateromid., laterobasal, posterobasal|Ischdmie laterobasal, posterobasal
bei Strel3|1 - lateromid., laterobasal, posterobasal Ischdmic laterobasal, p o;teroba—
sal, angedeutet medial
Pig 91 |in Ruhe 0 geringe Ischdmie laterobasal, po-
sterobasal
bei Stref3 0 keine Ischdmie
) . nicht durchgefiihrt da Schwein wahrend
Pig 92 | in Ruhe OP2 verstorben
bei Stref3
. . nicht durchgefiihrt da Schwein wéhrend
Pig 93 | in Ruhe OP2 verstorben
bei Stref3
Pig 94 |in Ruhe nicht durchgefiihrt da Schwein wéhrend

OP2 verstorben

bei Stref3

X =nicht interpretierbar; 0= normal; 1 = hypokinetisch; 2 = akinetisch

335

Phase |11 —Untersuchung und post oper ative Probenauswertung

3.35.1 Operationsdaten

Zum Zeitpunkt des dritten Termins werden die {iberlebenden Tiere (n= 7) allen Untersuchun-

gen die bereits beim 2 Termin durchgefiihrt wurden erneut unterzogen.
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Tabelle 21: Durchgefiihrte Untersuchungen Phase 11 (Tag 42)

Pig Koronar- |Lavoventrikulo-|NOGA| FM [Echokardio-| Stressecho- | FM |Histologie
Nr. |angiographie graphie in Ruhe| graphie [kardiographig Stress

81 V l l V V V x/ V
82 V \/ V V V \/ \/ V
83 V l l V V V V l
84 V l l V V V V V
85 X X X X X X X X
86 V l l V V V V l
87 X X X X X X X N
88 V \/ V V \/ \/ \/ V
89 X X X X X X X X
91 V l l V V V x/ V
92 X X X X X X X \
93 X X X X X X X X
94 X X X X X X X X

X = Untersuchung nicht durchgefiihrt, y = Untersuchung dur chgefiihrt

3.3.5.2 Hamodynamische Daten fir Phaselll

Nach Abzug der Frequenz- und MAP-Werte, die wiahrend der Stressechokardiographie ge-

messen werden féllt der durchschnittliche Wert der HF auf 93 Schldge/min, der des MAP

bleibt konstant bei 44mmHg. Wéhrend der Stressechokardiographie erhdht sich die HF zu

einem Mittel von 148 Schldge/min, der MAP steigt nur geringfiigig an auf 45 mmHg. Maxi-

mal wird wihrend der Stressmessung eine Frequenz von 157 Schldge/min gemessen, der

MAP steigt dabei bis auf maximal 61 mmHg. Zum Zeitpunkt 1 der Mikrosphirenmessung
misst die HF durchschnittlich 81 Schldge/min ,der Durchschnitt des MAP liegt bei 44 mmHg.

Zum Zeitpunkt 2 erhoht sich die Frequenz auf ein Mittel von 149 Schldage/min, der MAP

steigt auf 51 mmHg. Die gemessenen HF Ruhewerte liegen somit im Normbereich, wihrend

die Blutdruckwerte alle stark erniedrigt sind (siehe 2.1).
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Tabelle 22 : Hamodynamische Daten Phaselll (Tag 42) (Teil 1)

Pig HF MAP [HF Schl./minflM AP mmHgHF Schl./minMAP mmHg max.HF |max.MAP mmHg
Nr.|Schl./minfmmHg ohneEcho | ohne Echo | Stressecho | Stressecho | Stressecho Stressecho
81 112 25 91 26 171 24 173 78

82 103 41 92 40 151 43 156 49

83 98 49 92 41 121 80 146 91

84 101 47 94 50 143 25 150 32

86 123 54 104 61 160 40 171 57

88 98 46 89 45 147 53 150 59

91 116 47 91 43 144 52 154 59
MW| 107,3 | 44,1 93,3 43,7 148,3 45,1 157,1 60,7
SD 9,9 9,2 5,0 10,8 15,5 19,1 10,7 19,1

SD = Standardabweichung, MW = Mittelwert, HF = Her zfrequenz, MAP = mittlerer arterieller Blutdruck

Tabelle 23: Hamodynamische Daten Phase |1l (Tag 42) (Teil 2)

Pig HF Schl./min MAP mmHg HF Schl./min MAP mmHg
Nr. Zeitpunkt 1 Zeitpunkt 1 Zeitpunkt 2 Zeitpunkt 2
81 80 29 170 78

82 75 33 150 43

83 88 40 133 91

84 102 64 141 30

86 75 58 155 36

88 83 45 144 34

91 64 38 149 44
MW 81,0 43,9 148,9 50,9

SD 11,9 12,9 11,7 23,8

SD = Standardabweichung, MW = Mittelwert, HF = Her zfrequenz, MAP = mittlerer arterieller Blutdruck

3.3.5.3 Koronarangiographieund Lavoventrikulographie

Auch hier wird die Kollateralenbildung, sowie die Lavoventrikolographie wie unter 3.3.4.3

begutachtet und beurteilt. Es kdnnen hierbei keine schwerwiegenden Verdnderungen im Ver-

gleich zu Tag 21 festgestellt werden.

3.3.5.4 NOGA-Untersuchung

Es wird erneut der errechnete Mittelwert der RI aus allen Tieren (n=7) begutachtet und zu-

ndchst mit den anderen Basalsegmenten verglichen. Auch am Tag 42 zeigen sich hier keine

signifikanten Unterschiede zwischen den beiden verglichenen Gruppen. Die Werte des LLS

sind sogar im Vergleich zu den Basalsegmenten leicht erhoht. Die Mittelwerte und Standard-

abweichungen werden auch hier in den anschlieBenden Tabellen dargestellt (Tab. 24, 25).
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Tabelle 24: NOGA: Vergleich Basalsegmente mit der " Region of Interest” (RI), Linear Local Shortening

LLS), Phaselll (Tag 42)

Pig Nr. Anterior Basal| Septal Basal | RI (Laterobasal/Posterobasal)
Pig 81 10,50 4,38 12,19
Pig 82 13,60 13,58 11,19
Pig 83 6,03 13,19 13,84
Pig 84 7,52 4,72 8,72
Pig 86 8,45 11,11 6,43
Pig 88 7,02 13,97 11,56
Pig 91 7,95 13,70 16,24
MW 8,72 10,66 11,45
SD 2,56 4,28 3,21
n 7 7 14
p (Anterior Basal/RI) 0,15
p (Septal Basal/RI) 0,65

SD = Standardabweichung, MW = Mittelwert

Tabelle 25: NOGA: Vergleich Basalsegmente mit der " Region of Interest”, Unipolar Voltage, Phase |

(Tag 42)
Pig Nr. Anterior Basal| Septal Basal | RI (Laterobasal/Posterobasal)
Pig 81 10,20 5,21 11,57
Pig 82 14,64 16,25 9,96
Pig 83 9,33 11,50 6,89
Pig 84 11,44 5,59 9,62
Pig 86 6,58 8,91 10,72
Pig 88 11,60 8,86 8,00
Pig 91 9,41 15,32 8,64
MW 10,46 10,23 9,34
SD 2,49 4,36 1,62
n 7 7 14
p (Anterior Basal/RI) 0,37
p (Septal Basal/RI) 0,67

SD = Standardabweichung, MW = Mittelwert

AnschlieBend werden die Mittelwerte der RI erneut mit den Werten des restlichen Ventrikels

verglichen. Von den 63 untersuchten Segmenten sind 58 fiir die LLS Einzelsegmentauswer-

tung nutzbar. Bei der UV Messung stehen 62 Segmente zur Verfiigung. Die LLS im Refe-

renzgewebe liegt im Mittel bei 14,22%, die der RI ist mit 11,45% nur marginal signifikant
erniedrigt (p = 0,05). Der UV-Wert fiir das Ref-Gewebe betriagt 13,85mV und ist somit signi-

fikant hoher als der Wert der RI mit 9,34mV (p = 0,01) (Tab. 26, 27).
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Shortening, Phase |11 (Tag 42)
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Pig Nr. Refer enzgewebe Region of Interest
Pig 81 13,54 12,19
Pig 82 17,46 11,19
Pig 83 15,73 13,84
Pig 84 9,55 8,72
Pig 86 11,76 6,43
Pig 88 17,12 11,56
Pig 91 14,39 16,24
MW 14,22 11,45
SD 2,87 3,21
Konfidenzintervall
Untergrenze 11,57 8,48
Obergrenze 16,88 14,42
n 44 14
Gesamt n 58
p (Ref/RI) 0,05
p Varianzanalyse 0,0001

SD = Standardabweichung, MW = Mittelwert

Tabelle 27: NOGA: Gesamtauswertung Vergleich Referenzgewebe mit " Region of Interest” (RI), Unipo-

lar Voltage (UV), Phaselll (Tag 42)

Pig Nr. Refer enzgewebe Region of Interest
Pig 81 15,42 11,57
Pig 82 14,78 9,96
Pig 83 15,69 6,89
Pig 84 10,43 9,62
Pig 86 12,27 10,72
Pig 88 14,78 8,00
Pig 91 13,60 8,64
MW 13,85 9,34
SD 1,91 1,62
Konfidenzintervall
Untergrenze 12,09 7,85
Obergrenze 15,62 10,84
n 48 14
Gesamt n 62
p (Ref/RI) 0,01
p Varianzanalyse 0,002

SD = Standardabweichung, MW = Mittelwert
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Abbildung 10: NOGA: Gesamtvergleich Referenzgewebe mit " Region of Interest (RI), Phasell und I11
(Tag 21 und 42), Linear Local Shortening (LLS)
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Abbildung 11: NOGA: Gesamtvergleich Referenzgewebe mit " Region of Interest” (RI) Phasell und 111
(Tag 21 und 42), Unipolar Voltage (UV)
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Die Varianzanalyse ergibt eine Signifikanz von p = 0,0001 fiir LLS und fiir UV eine Signifi-
kanz von p = 0,002 fiir die Unterschiede im Gewebe. Der Vergleich der Ergebnisse von Tag
21 mit denen von Tag 42 zeigt zwar einen leichten Anstieg aller Werte bei LLS und UV, lésst
aber auf keine signifikanten Verdnderungen zwischen den beiden Untersuchungen schlief3en.

Auch hier werden die unter 3.3.4.4 angegebenen Normalwerte als Vergleich herangezogen.

3.355 Myokardialer Blutfluss

Wie in 3.3.4.5 beschrieben werden auch hier zu zwei festgelegten Zeitpunkten Proben fiir die
myokardiale Blutflussmessung entnommen, ausgewertet und verglichen. In der Gesamtaus-
wertung betrigt der RI-Wert zum Zeitpunkt der Ruhemessung im Mittel 0,768ml/min/g, in
dem nicht ischdmischen Gewebe ist er mit 0,965ml/min/g im Vergleich nur leicht erhoht.
Zum Zeitpunkt der Stressmessung liegt der durchschnittliche Wert der RI bei 1,885ml/min/g,
der Ref-Wert aus dem nicht ischdmischen Gewebe bei 3,26 Iml/min/g und ist somit signifi-
kant hoher als der Vergleichswert (p = 0,039). Die Mittelwerte und Standardabweichungen
sind im direkten Vergleich in der Tabelle 28 aufgefiihrt. Die graphische Darstellung des myo-
kardialen Blutflusses an Tag 21 und 42 erfolgt als Boxplot in Abbildung 11.

Tabelle 28: Myokardiale Blutflussraten aller Tiere (ml/min/g), Phaselll (Tag 42)

Pig Nr. d42 Ruhe Ref |d42 Ruhe Rl | d42 Stress Ref | d42 StressRI

PIG 81 1,624 0,734 5,094 1,079

PIG 82 1,106 1,016 1,844 1,750

PIG 83 0,356 0,585 2,262 1,291

PIG 84 1,225 1,168 1,717 1,620

PIG 86 0,612 0,497 4,784 2,528

PIG 88 1,118 0,755 2,292 0,987

PIG 91 0,715 0,618 4,834 3,939

MW 0,965 0,768 3,261 1,885

SD 0,429 0,242 1,554 1,043

Konfidenzintervall
Untergrenze 0,568 0,544 1,824 0,920
Obergrenze 1,362 0,992 4,698 2,850
n 7 7 7 7

p (Ref Ruhe/RIl Ruhe) 0,187
p (Ref Stress/RI Stress) 0,039
p (Ref Ruhe/Ref Stress) 0,009
p (Rl Ruhe/RI Stress) 0,041

SD = Standardabweichung, MW = Mittelwert, Rl = Region of Interest, Ref = Refer enzgewebe
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Abbildung 12: Myokardialer Blutflussaller Tiere (ml/min/g), Phasell und 111 (Tag 21 und 42)

Die separate Beurteilung der 5 vollstdndig gemessenen Tiere zeigt keinen signifikanten Un-

terschied zwischen Ref- und RI-Werten mehr (Tab.29 und Abb. 12).

Tabelle 29: Myokardiale Blutflussraten der vollstdndigen Tiere (ml/min/g), Phaselll (Tag 42)

Pig Nr. d42 Ruhe Ref |d42 Ruhe Rl | d42 Stress Ref | d42 Stress RI
PIG 82 1,106 1,016 1,844 1,750
PIG 83 0,356 0,585 2,262 1,291
PIG 84 1,225 1,168 1,717 1,620
PIG 86 0,612 0,497 4,784 2,528
PIG 88 1,118 0,755 2,292 0,987
MW 0,883 0,804 2,580 1,635
SsD 0,379 0,284 1,258 0,581
Konfidenzintervall
Untergrenze 0,413 0,452 1,018 0,914
Obergrenze 1,353 1,157 4,142 2,357
n 5 5 5 5
p (Ref Ruhe/RI Ruhe) 0,449
p (Ref Stress/RI Stress) 0,08
p (Ref Ruhe/Ref Stress) 0,063
p (Rl Ruhe/RI Stress) 0,057
PV | oos

SD = Standardabweichung, MW = Mittelwert, Rl = Region of Interest, Ref = Refer enzgewebe
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Abbildung 13: Myokardialer Blutflussder Tiere mit vollstdndigen Messungen Phasell und |11 (Tag 21
und 42)

Bei der Varianzanalyse der 5 Tiere ergeben sich beim multivariablen U-Test Signifikante
Werte fiir den Hauptfaktor (Unterschied zwischen gesamten ischdmischen und nicht ischédmi-
schen Geweben) (p = 0,043). Allerdings liegt das entsprechende Konfidenzintervall fiir die
Signifikanz mit der unteren Grenze sehr nahe bei 0 (0,028). Dies bedeutet, dass bereits die
Werte der 5 Tiere eine sehr starke Streuungsbreite besitzen und die Korrektheit dieser Signifi-
kanz sehr fraglich ist.

Die Werte der Stresszustidnde erhohen sich von Tag 21 auf Tag 42 signifikant (p = 0,015). Als
Vergleich werden die Werte aus der Literatur von 3.3.4.5 herangezogen.

Bei der mikroskopischen Testuntersuchung des Filtrates sind weder bei den Gewebeproben

noch bei den Blutproben von Tag 21 und Tag 42 Mikrosphiren nachweisbar.

3.3.5.6 Echokardiographie und Stressechokar diographie
Die Bewertung erfolgt wie an Tag 21 (siche 3.3.4.6). Hier werden lediglich bei den Tieren 81,

83, 86 und 88 geringradige Wandbewegungsstorungen festgestellt. Perfusionsstérungen wer-
den nur bei den Tieren 81, 86, 88 sowie 91 diagnostiziert. Die genauen Ergebnisse sind in

Tabelle 30 aufgelistet.
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Tabelle 30: Echokardiographieauswertung Phase 1l (Tag 42)

Pig Nr. Tag 42 Tag 42
Wandbewegungsst6r ungen Perfusionsstérungen
Pig 81 |in Ruhe 1 - laterobasal, posterobasal keine Ischdmie
Slzfelﬁ 1 - laterobasal, posterobasal Ischidmie laterobasal, posterobasal
Pig 82 |in Ruhe 0 keine Ischdmie
bei . .
Stre 0 keine Ischdmie
Pig 83 |in Ruhe 0 keine Ischdmie
bei . .
Stre 0 keine Ischdmie
Pig 84 |in Ruhe 0 keine Ischdmie
bei . .
StreB 0 keine Ischdmie
Pig 86 |in Ruhe 1 - laterobasal, posterobasal keine Ischimie
SEfelB 2 - posterolateral leichte Ischdamie laterobasal,lateromid.
Pig 87 |in Ruhe keine Werte da Schwein intra OP 2
verstorben
bei
Strel3
Pig 88 |in Ruhe 1 - posterolateral Ischdmie laterobasal, posterobasal
bei | - posterolateral Ischidmie laterobasal, posterobasal,
Strel3 P angedeutet medial
Pig 91 |in Ruhe 0 Ischidmie lateromedial, posterolateral
bei . .
StreB 0 Ischamie lateromedial, posterolateral
Pig 92 |in Ruhe keine Werte da Schwein intra OP 2
verstorben
bei
Strel3
Pig 93 |in Ruhe keine Werte da Schwein intra OP 2
verstorben
bei
Strel3
Pig 94 |in Ruhe keine Werte da Schwein intra OP 2
verstorben
bei
Strel3

X =nicht interpretierbar; 0= normal; 1 = hypokinetisch; 2 = akinetisch

Im Vergleich sind zwischen Tag 21 und 42 kommt es bei einigen Tieren zu einer leichten

Besserung. Es sind allerdings keine deutlich sichtbaren Unterschiede erkennbar.
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3.3.5.7 Histopathologische Ergebnisse

Makroskopisch sind bei keinem der Tiere Anzeichen eines Infarktes erkennbar. Die Auswer-

tung der histopathologischen Untersuchung ist in Tabelle 31 sowie in Abb. 13, 14 und 15 dar-

gestellt.

Tabelle 31: Histopathologische Veranderungen

Pig Nr. HE-Farbung v.G.-Farbung Entnahmeregion
Pig 81 / / Region of interest
Pig 81 / / Septum
Pig 82 Artefakte + Region of interest
Pig 82 / / Septum
Pig 83 ++ ++ Region of interest
Pig 83 / / Septum
Pig 84 ++ + Region of interest
Pig 84 / / Septum
Pig 86 / / Region of interest
Pig 86 / / Septum
Pig 87 ++ ++ Region of interest
Pig 87 ++ + Region of interest
Pig 87 / Artefakte Septum
Pig 88 / Artefakte Region of interest
Pig 88 / / Septum
Pig 91 + Perivask. Verdnderungen Region of interest
Pig 91 / / Septum
Pig 92 + + Region of interest
Pig 92 / / Septum
Pig 93 + + Region of interest
Pig 93 / / Septum
Pig 94 + + Region of interest
Pig 94 / / Septum

/ = keine sichtbaren Veranderungen, + = sehr geringfligige pathologische Veranderungen, ++ = etwas

starker e pathologische Veranderungen

Die Tabelle zeigt die Priaparate auf, welche pathologische Befunde aufweisen. Die histologi-

schen Verdnderungen sind in allen pathologischen Praparaten nur gering ausgedehnt, d. h. nur

fokal nachweisbar. Die Vorzugslokalisationen ist jeweils die subendokardiale Regionen im

Sinne von Innenschichtschidigungen. Transmurale Infarkte wurden nicht beobachtet.
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Abbildung 14: Préparat 1: HE-Farbung Endver gofierung 100-fach
Subendokardial und perivaskulér fokale
zellulére Reaktion. K eine Bindegewebsproliferation.

Abbildung 15: Praparat 2: HE-Farbung Endver gr 63er ung 100-fach
Endokardial fokal geringe zellulére Reaktion und
bindegewebige Proliferation
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Abbildung 16: Préparat 3: van Giesson-Farbung Endver gr 63erung 200-fach
Geringe fokale Bindegewebspr oliferation.
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4 DISKUSSION

4.1 Wahl des Tiermodells

Es stellt sich bei tierexperimentellen Untersuchungen grundsitzlich die Frage nach der Uber-
tragbarkeit auf den Menschen. Hierbei kommt es vor allem auf die passende Auswahl der
Versuchtierspezies an. Trotz guter Ubertragbarkeit der Resultate sprechen technische, wirt-
schaftliche und vor allem ethische Aspekte gegen die Nutzung von Primaten (Bsp. Rhesusaf-
fe) in experimentellen Studien. Der Hund scheidet aufgrund seiner reichlich vorhandenen
Kollateralversorgung fiir dieses Experiment ebenfalls aus (SCHAPER et al. 1967). Nicht zu-
letzt aufgrund seiner dem Menschen sehr dhnlichen Koronaranatomie hat sich das Schwein
hier besonders auf dem Gebiet der Erforschung der koronaren Herzkrankheit als geeignetes
Versuchstier erwiesen (WHITE et al. 1986; BOCKER et al. 2001). Es zeigt bei der Ausbil-
dung ischimischer Verinderungen nach einer Minderdurchblutung des Myokards groBe Ahn-
lichkeit mit dem Menschen. Das Schwein besitzt aulerdem, laut Literatur eine &dhnlich unge-
niigende Kollateralversorgung bei Koronarverschliissen wie der Mensch (HUGHES 1986).
Diese Aussage konnte allerdings in der vorliegenden Studie nicht bestétigt werden, da die
untersuchten Schweine mit Ausnahme von 2 Tieren sehr starke Kollateralenausbildung auf-
weisen. Dies stimmt mit den Ergebnissen von SCHAPER et al. (1967) {iberein, welche besa-
gen, dass bei langsamem Verschluss einer Koronararterie das Schwein durchaus in der Lage
ist eine fiir den Ruhezustand ausreichende Menge an Kollateralen zu bilden (SCHAPER et al.
1967). Zum Thema "Hibernating Myokard" wurden mit Schweinen bereits von mehreren
Gruppen experimentelle Studien durchgefithrt (RAHIMTOOLA 1989; ST. LOUIS et al.
2000). Die haufige, in der Literatur beschriebene Nutzung des Schweines, vor allem des
"chronischen ischdmischen Modells" ist wegen der entsprechend bestehenden
Vergleichsmoglichkeiten mit anderen Studien dieser Art von Vorteil (RAHIMTOOLA 1989).
In der vorliegenden Studie wurden grundsitzlich ausgewachsene Schweine (1Jahr) verwen-
det, da sich junge Tiere nach einem derartigen Eingriff in der Regel schneller und besser re-
generieren und daher als Vergleichsobjekt nicht geeignet sind. Die Nutzung von dlteren Ver-
suchstieren soll zu einer besseren Vergleichbarkeit mit der Klinik fiihren, da in der Human-
medizin auch meist éltere Patienten von pathologischen Herzverdnderungen betroffen sind.
Bei dlteren Versuchstieren ist die Wahrscheinlichkeit einer auf den Menschen iibertragbaren
Reaktion des Myokards auf einen ischdmischen Reiz groBer als bei Jungtieren, da diese teil-
weise noch teilungsfahige Zellen besitzen und somit anders auf den Reiz reagieren konnen.
Nicht zuletzt miissen fiir die Untersuchungen ausreichend grofle Tiere verwendet werden, da

sonst insbesondere die Katheteruntersuchungen, mit an den Menschen angepassten Kathetern,
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problematisch sein konnen. Schweine der Rasse "Deutsches Landschwein" oder dhnliche,
sind aufgrund ihrer Korpergro3e ausgewachsen nicht mehr geeignet. Daher werden in diesen
Versuchen Miniaturschweine verwendet. Diese haben neben ihrer geringeren Korpergrofe
und dem langsameren Wachstum den Vorteil robuster zu sein als normale Mastschweine
(HUGHES et al. 2003). Es wird in diesem Versuch ausschlieBlich mit weiblichen Tieren ge-
arbeitet, da sie im Vergleich zu médnnlichen Schweinen leichter zu hidndeln sind. Die Vermu-
tung, dass dies zu einer Verfélschung des Ergebnisses fiihrt, kann anhand der Studie von
PRYZLENK und Mitarbeitern (1995) widerlegt werden, die nachgewiesen haben, dass es im
Modellversuch mit Hunden keinen Unterschied zwischen médnnlichen und weiblichen Tieren
im Bezug auf Herzinfarktrisiko oder die Ausmalle des Infarktgebietes gibt. Dies ist mit grof3er

Wahrscheinlichkeit auch auf Schweine tibertragbar.

4.2 Uberlegungen zum Konstriktor modell

Das am weitesten verbreitete "chronische Ischdmie-Modell" ist das Konstriktormodell. Es
wurde bereits in mehreren experimentellen Studien zur Erforschung von Revaskularisie-
rungstherapien angewendet. Der Vorteil an diesem Modell ist die relativ leichte Handhabung
sowie der nur langsame, graduelle Verschluss des Gefa3es durch den Konstriktor. Im Gegen-
satz zum akuten Verschluss durch z.B. Abbinden des Gefdlles minimiert sich der Infarktbe-
reich von 75% (beim Akutversuch) auf etwa 37% und verringert so die Verlustrate an Ver-
suchstieren erheblich (bei akuten Verschliissen mindestens 35% Verluste). Dennoch hat auch
dieses chronische Modell weiterhin den Nachteil einer relativ hohen Verlustrate von etwa
30% (HUGHES et al. 2003). Dies kann anhand der vorliegenden Studie nur bestétigt werden.
Nicht bestitigt hat sich hingegen die Behauptung von CARROLL et al. (1993), dass der runde
Konstriktor im Gegensatz zum ovalen Modell eine hohere Thrombosegefahr birgt. Bei kei-
nem der untersuchten Tiere wurden Anzeichen fiir einen solchen akuten Verschluss nachge-
wiesen.

Aufgrund der ungenauen Angaben zur absoluten Verschlusszeit des Konstriktors (siehe 2.5)
ist es schwer fiir alle Tiere konstante Versuchsbedingungen zu schaffen. Ein weiteres Problem
bei diesem chronischen Ischimie-Modell ist die nach einiger Zeit einsetzende Kollateralen-
bildung, welche auch beim Schwein bei einem retardierenden Totalverschluss ein gewisses
Ausmal} annehmen kann. Somit wird die Entstehung eines Ischdmiegebietes verringert wenn
nicht sogar vollkommen verhindert. Aufgrund der guten Kollateralenversorgung am Schwei-
neherzen nach etwa 3 Wochen konnten HARADA et al. (1994) wahrend der Dobutamin-
Stressechokardiographie keine Wandbewegungsstérungen feststellen. Verbleibt hingegen ein

Restfluss, wie bei einer Stenose, ist die Kollateralenbildung nicht so ausgeprigt und der Myo-
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kardschaden im Vergleich groBer (ST. LOUIS et al. 2000). Generell gegen dieses Modell
spricht der invasive chirurgische Eingriff, der mit nicht unerheblichen Schmerzen und Beein-

trachtigungen der Tiere verbunden sein kann.
4.3 Diskussion der Unter suchungsmethoden

43.1 Physologische Werte

In der vorliegenden Studie sind generell keine Untersuchungen an einer Kontrollgruppe, um
physiologische Werte zu erlangen, durchgefiihrt worden. Dies hat mehrere Griinde. Eine Ext-
ragruppe nur fiir die Leerwerte wire aus der Sicht des Tierschutzes nicht zu verantworten.
Hinzu kommt der vermehrte Aufwand und der Zeitfaktor fiir eine zusitzliche Gruppe von
Versuchstieren. Daher wiére nur eine Messung an den Studientieren selbst mdglich. Die Aus-
fallrate bei dieser Art von Langzeitstudie ist bekanntermalen sowieso relativ hoch (HUGHES
et al. 2003). Die Studientiere sollten daher nicht durch einen weiteren Untersuchungstermin
vor Beginn Studie, zur Erstellung der Nullwerte gefahrdet werden, da jede weitere Operation
zusitzlichen Stress und somit Risiko fiir die Tiere birgt. Die Moglichkeit die Leerwerte wih-
rend der ersten Operation vor der Implantation durchzufiihren, wurde verworfen, da dies die
Operationszeit unnotig verlangert und die Ausfallrate vermutlich weiter erhoht hitte. Durch
die lange Narkosezeit konnen auflerdem die physiologischen Werte verfalscht werden (Tem-
peratur, HF, MAP). Die Leerwerte wéren also keine Leerwerte mehr und werden daher fiir die

entsprechenden Messungen aus der Literatur herangezogen.

4.3.2 Koronarangiographie

Die Koronarangiographie dient hauptsidchlich dem Zweck, zu priifen, ob der Konstriktor voll-
standig verschlossen ist. Zusétzlich ist mit dieser Untersuchung eine gute Beurteilung der
Kollateralenbildung méglich. Ein Problem hierbei stellt die zweidimensionale Abbildung der
dreidimensionalen Gefdfe und des Katheters dar. Da diese zusétzlich keine Parallelitit zur
Abbildungsebene zeigen, kann es zu Ungenauigkeiten bei der Einschétzung der verschiedenen

GroBenverhiltnisse kommen.

433 L avoventrikulographie

Die Lavoventrikulographie dient der Feststellung von Wandbewegungsstorungen des Myo-

kards. Im Vergleich zur Echokardiographie ist diese Beurteilung jedoch relativ oberflachlich,
da es hier nicht mdglich ist wie beim Ultraschall die Wandbewegung aus verschiedenen Win-
keln, so auch im Querschnitt zu betrachten, sondern immer nur die zweidimensionale Silhou-

ette des Herzens beurteilt werden kann.
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434 NOGA

Wie im Literaturteil (siche 2.6.3) bereits erklirt, konnen mit dem NOGA-System die elektro-
mechanischen Gegenebenheiten des Myokards und vor allem des Endokards untersucht wer-
den. AuBler den bereits vorne (siehe 2.6.3.6) erwidhnten meist gerdteabhdngigen Problemen bei
der Messung und Auswertung sollen hier noch ein paar Fakten erwéhnt werden, die vor allem
die Interpretation der Werte beeinflussen. Laut WOLF et al. (2001), sowie PERIN et al.
(2002) ist anhand der Werte feststellbar ob das geschiadigte Gebiet transmurale Ausdehnung
hat oder nur endokardial liegt. In der vorliegenden Studie konnen ausschlieBlich kleine endo-
kardial gelegene geschidigte Bereiche erkannt werden, transmurale Schéden sind daher nicht
nachweisbar. Es ist trotz den oben genannten Studien anzunehmen, dass aufgrund der gerin-
gen Eindringtiefe der NOGA-Messungen hauptséichlich die Situation im Endokard und der
nahen Umgebung wiedergegeben wird (GYONGYOSI et al. 2001). Daher ist es mdglich, dass
der Defekt, der im NOGA angezeigt wird, groBer ist als aus der Abbildung zu schliefen ist.
Tiefere Myokardschéden sind dann histologisch nachzuweisen.

Ein weiteres Problem bei der Auswertung stellen die generell niedrigeren Werte der Basal-
segmente dar (FUCHS et al. 2001; GYONGYOSI et al. 2001; LESSICK et al. 2002). Sie sind
teilweise hervorgerufen durch die niedrigen Werte der Mitralklappe, die bei der Bewertung
dieser Region zwangsliufig miteinbezogen werden (GYONGYOSI et al. 2001). Daher schlie-
Ben viele Studien diese Segmente grundsétzlich aus. Bei der vorliegenden Untersuchung war
dies nicht moglich, da sich ein grofer Teil der RI in dem basalen Gebiet befindet. Die RI wird
daher noch einmal separat mit den Basalsegmenten verglichen.

Ein generelles Problem bei der NOGA-Messung ist die Definition von Standardwerten. Meh-
rere Studien bestitigen, dass immer noch keine definitiven Grenzwerte feststehen (BOTKER
et al. 2001; PERIN et al. 2002). Speziell die Definition von LLS-Grenzwerten scheint kom-
pliziert zu sein. Das mag daran liegen, dass das System nicht zwischen aktiver und passiver
Bewegung unterscheiden kann und die Werte daher noch mehr interindividuelle Streuung
zeigen als die der Unipolar Voltage (KECK et al. 2002). In vielen Studien sind bereits
Grenzwerte erstellt worden, die zwar grob miteinander {ibereinstimmen, aber dennoch héufig
groBe Uberlappungen zeigen (BOTKER et al. 2001; LESSICK et al. 2002). Besonders wenn
es um die Unterscheidung von revitalisierbarem und vollkommen abgestorbenem Gewebe
geht, wird die Definition eines Grenzwertes schwierig. Dies wird teilweise auf die relativ gro-
Be individuelle Streuung zuriickgefiihrt (BOTKER et al. 2001). Besonders bei kleineren De-
fekten kann die Ursache aber auch in der Koexistenz von noch vitalen und bereits abgestorbe-

nen Zellen im geschidigten Gewebe liegen (GYONGYOSI et al. 2001). Besonders in den
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Randbereichen des ischdmischen Gebietes fiihrt dies hdufig zu falsch tiberhoht gemessener
elektrischer Aktivitdt obwohl das Gewebe geschédigt ist (GEPSTEIN et al. 1998). Je mehr
Fibrosierung des Bezirkes stattfindet desto geringer wird die gemessene elektrische Aktivitét
(BOTKER et al. 2001). Bei chronischen Schiddigungen sind die Verdnderungen der Aktivitét
wesentlich subtiler als bei akuten Ereignissen (FUCHS et al. 2001). FUCHS et al. (1999) stel-
len einen Trend fest nachdem der Erhalt der elektrischen Aktivitdt im Ischdmiegebiet teilwei-
se abhingig von der Kollateralenversorgung ist, das heil3t die elektrische Aktivitit erhalten
bleibt oder sich wieder verbessert, wenn das Myokard entsprechend versorgt wird. Dies kann
in der vorliegenden Studie zum Teil bestétigt werden.

Fiir die Katheteruntersuchung selbst ist ein gewisses Ausmal} des Herzvolumens nétig damit
sich die Katheterspitze frei bewegt werden kann. Dies wird auch von LESSICK et al. (2002)
postuliert. Obwohl es sich bei den Studientieren um ausgewachsene Miniaturschweine han-
delt, entsteht bei der NOGA-Untersuchung hiufig das Problem, dass der Katheter mangels
Raum wéhrend der Austreibungsphase nicht mehr bewegungsfihig ist. Ob dies einen Einfluss
auf die Ergebnisse hat, kann nicht definitiv ausgeschlossen werden. Daher ist zu iiberlegen, ob
bei einer weiterfiihrenden Studie grofere Tiere (Hybridschweine oder dltere Miniaturschwei-
ne) verwendet werden sollten.

Auch bei dem notigen Vergleich der NOGA-Messung mit der Echokardiographie kommt es
zu einigen Problemen. Die NOGA-Messung unterscheidet sich von der Echokardiographie
vor allem durch die dreidimensionale Darstellungsweise. Dies erleichtert die genaue Lokalisa-
tion des Defektes, erschwert aber auch einen Vergleich der beiden Untersuchungsmethoden
(BOTKER et al. 2001; KECK et al. 2002). Ein weiterer Unterschied ist der differierende
Messbereich. Wihrend beim Ultraschall transmural, also die ganze Wand erfasst wird, be-
trachtet man beim NOGA, wie bereits erwihnt, hauptséchlich das Endokard. Dies ldsst ver-
muten, dass das NOGA-System zumindest im endokardialen Bereich eine feinere Aufldsung
zeigt und somit sensibler fiir eventuell vorliegende Defekte ist. Dies kann auch durch die Stu-
die von KORNOWSKI et al. (1998a) bestitigt werden, in der die Befunde der posterioren
Wand im Echo noch als normal eingestuft werden konnten, wihrend im NOGA bereits eine

Schéadigung nachweisbar waren.

435  Echokardiographie

In der vorliegenden Studie wird lediglich eine semiquantitative Beurteilung der Wandbewe-
gung vorgenommen. Zusétzlich erfolgt mit der Kontrastechokardiographie in Ruhe- und
Stresssituation eine Uberpriifung der Myokardperfusion. Mit dem PPI-Verfahren sind diese

Untersuchungen simultan und in Echtzeit moglich. Dies hat allerdings den Nachteil, dass
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durch den hierfiir verwendeten niedrigen MI und Schallabschwéchungsartefakte die Darstel-
lung der Basalsegmente hiufig erschwert wird (PORTER et al. 2001; KUCHERER et al.
2002; SIESWERDA et al. 2003), dies geschieht vor allem bei apikaler Anlotung des Herzens
(FLACHSKAMPF 2002). Durch den niedrigen Index werden besonders kleinere Perfusions-
defekte bei starker Anflutung des Kontrastmittels iibersehen. Bei einer Bolusverabreichung ist
dies haufiger der Fall (SIESWERDA et al. 2003). MASUGATA et al. (2001) hatten dhnliche
Probleme mit der Darstellung der Wandbewegungen sogar bei der gesamten posterolateralen
Wand. Da es sich hierbei genau um das Gebiet von Interesse bei der vorliegenden Studie han-
delt, ist eine entsprechend sorgfiltige Untersuchung und kritische Auswertung notig. Die Ver-
schattung des Gewebe durch zu viel Kontrastmittel kann ebenfalls eine Limitierung fiir die
Auswertung darstellen (BECHER und BURNS 2000). Eine weitere Ursache fiir Artefaktbil-
dung kann eine tiberh6hte Dobutamingabe und die damit verbundene erhdhte Herzfrequenz
sein (SIESWERDA et al. 2003). Generell ist diese Untersuchung sehr abhingig vom jeweili-

gen Untersucher.

43.6  Mikrosphéarenflussmessungen

Die Mikrosphdrenmessung ist eine gute Methode zur Bestimmung des myokardialen Blutflus-
ses. Sie ist relativ einfach durchzufiihren und nur minimalinvasiv. Sie ermoglicht eine sehr
hohe rdumliche Aufldsung bei der Auswertung (bis zu 100pg im Vergleich zu PET mit
100mg) (HEUSCH und SCHULZ 2001). Allerdings ist diese Messung sehr empfindlich und
entsprechend storanfillig. Es ist darauf zu achten, dass Parameter wie Blutdruck und Herzfre-
quenz zu den jeweiligen Messzeitpunkten bei den einzelnen Tieren relativ konstant sind
(HALE et al. 1988). Bereits bei der Injektion kann es zu Fehlern kommen. Die in der vorlie-
genden Studie angewendete Injektion in den linken Ventrikel wird in der Studie von SAKKA
et al. (1996) als nicht optimal bezeichnet. Die Vermischung der Sphiren mit dem Blut wire
im Atrium besser. Die wichtigste Fehlerquelle allerdings, die es zu vermeiden gilt, ist der
Mikrosphérenverlust bei der Aufbereitung. Dies geschieht vor allem durch das Haften der
Mikrosphéren an den Probenréhrchen und durch Nutzung mehrerer Gefille zur Aufbereitung
(GLENNY et al. 1993; PRINZEN und GLENNY 1994; RAAB et al. 1999). Die Fehlerquellen
konnen zum Beispiel auch am fluoreszierenden Farbstoff liegen, der sehr empfindlich gegen-
liber nicht pH-neutralen Substanzen ist. Wird also nach der Filterung nicht ausreichend ge-
spiilt und KOH gelangt an den Farbstoff, kann dies zu einer Abschwéchung der Fluoreszenz
filhren (RAAB et al. 1999). Weitere Fehlerquellen sind ungleiche Verteilung der Mikrosphé-
ren in der Probe durch schlechte Vermischung, falsche Verdiinnung der Proben sowie Abwei-

chungen der Solvenzmengen zwischen den Proben. Besonders bei der manuellen Auswertung
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kann es daher schnell zu Abweichungen in den Messergebnissen kommen (GLENNY et al.
1993; RAAB et al. 1999). Eine automatische Auswertung ist deshalb auf jeden Fall vorzuzie-
hen (THEIN et al. 2000). Ist dies nicht moglich, muss mit dulerster Sorgfalt gearbeitet wer-
den. Weitere Probleme beziehen sich nur auf bestimmte Farben. So kann z.B. die Messung
der blauen Fluoreszenz verfélscht werden, da nicht nur der Mikrosphérenfarbstoff sondern
auch die verwendete Tweenlosung sowie in KOH gelostes Kollagen eine Extinktion in der
entsprechenden Wellenldnge hat (GLENNY et al. 1993; VAN OOSTERHOUT et al. 1995).
Gelangt etwas davon in die fluoreszierende Losung, so kommt es auch hier zur Verfélschung
der Ergebnisse der blauen Mikrosphéren (VAN OOSTERHOUT et al. 1995). In vielen Stu-
dien wird eine getrennte Bewertung des Epi- und des Endokards vorgenommen, um feinere
Unterschiede in der rdumlichen Verteilung erkennbar zu machen. Da die Ergebnisse in der
vorliegenden Studie manuell ausgewertet werden, ist hier aufgrund des mit der separaten

Auswertung verbundenen noch groBBeren Aufwandes auf diese Trennung verzichtet worden.
4.4 Diskussion der Ergebisse

441  Uberlebensrate

Bei dieser Studie werden insgesamt 13 Miniaturschweine verwendet. Von diesen iiberleben 7
Tiere bis zum Ende des Versuchszeitraumes (Tag 42). Dies entspricht einer Ausfallrate von
46,2%. Bei den Tieren Nr.85 und 89 tritt der Exitus lethalis post operationem beim ersten
Termin infolge eines akuten Infarktes ein, bei Tier Nr. 89 vermutlich hervorgerufen durch
einen wahrend der OP akut abgebundenen Marginalast. Bei Tier 85 lésst sich hingegen nur
vermuten, dass durch eine kurzzeitige Lageverdnderung des Konstriktors aufgrund der Herz-
bewegung das Gefal} fiir kurze Zeit akut verschlossen worden ist. Es kann jedenfalls bei der
Sektion kein Thrombus oder dhnliches festgestellt werden. Bei den Tieren Nr. 92, 93 und 94
kommt es nach Kammerflimmern intra operationem am 21. Tag zu verschiedenen Zeitpunk-
ten der Untersuchungen zum Exitus. Schweine reagieren sehr empfindlich auf Manipulationen
am Herzen. Es kommt bei mechanischer Reizung der Herzstrukturen schnell zu Herzrhyth-
musstorungen (MARKOVITZ et al. 1989). Es ist daher sehr wahrscheinlich, dass das Kam-
merflimmern durch die mechanischen Reize des Katheters oder der Fiihrungsdrihte zustande
gekommen ist. Nr. 93 und 94 sterben entsprechend wéhrend der Koronarangiographie und
Tier Nr. 92 wihrend der NOGA-Untersuchung. Da alle 3 Tiere 2 Konstriktoren implantiert
bekommen haben, ist es wahrscheinlich, dass die Tiere hierdurch noch empfindlicher reagie-
ren. Aufgrund der minimalen oder nicht vorhandenen Kollateralenversorgung ist die Sauer-
stoff-Versorgung des Myokards bei diesen Tieren vermutlich nicht ausgereichend und fiihrt

zum Tod, wenn der Sauerstoff-Bedarf durch eine Stresssituation (Untersuchung) erhéht wird.
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Nr. 87 tiberlebt bis ans Ende von Tag 21 wird aber nach Abschluss der Untersuchungen auf-
grund seines verschlechterten Gesundheitszustandes noch wiahrend der Narkose euthanasiert.
Aufgrund der relativ hohen Sterblichkeitsrate der Versuchstiere ist zu liberlegen, ob das ge-
nutzte Modell noch verbessert werden kann, z.B. durch weniger invasive Untersuchungsme-
thoden oder medikamentdse Prophylaxe gegen die Arrhythmien. Hierfiir geeignet wére z.B.
Nitroglycerin, welches auch in der Humanmedizin bei entsprechenden Eingriffen angewandt
wird. Dies miif3te dann allerdings standardisiert bei allen Tieren eingesetzt werden, um weite-

re Abweichungen bei den Messungen zu vermeiden.

442  Hamodynamische Daten

Die Herzfrequenz der Tiere liegt wihrend aller Phasen des Versuches im Normalbereich oder
minimal dariiber. Die Werte des mittleren arteriellen Blutdrucks hingegen befinden sich
grundsitzlich weit unter den in der Literatur genannten Normwerten. Dies kann ein einfacher
Messfehler sein, da der Druck in diesem Versuch lediglich anhand von Blutdruckmanschetten
gemessen wird, welche nicht ideal fiir die Extremitéten der Versuchtiere sind. Um den Mess-
fehler als Ursache auszuschlieen, wire zukiinftig eine invasive Messung des Blutdruckes
von Vorteil. Der Grund kann allerdings auch ein Fliissigkeitsmangel, also ein zu geringes In-
fusionsvolumen als Ursache haben. Dies ist allerdings anhand der infundierten Mengen mit
hoher Wahrscheinlichkeit auszuschlieBen. Ein weiterer moglicher Grund fiir die Blutdruck-
senkung ist die Nutzung von Isofluran als Inhalationsnarkotikum. Isofluran ist nicht nur atem-
depressiv, sondern senkt nachweislich auch den Blutdruck durch Vasodilatation in der Peri-
pherie (ERHARDT et al. 1998). Um dies zu vermeiden miisste auf eine andere Narkose um-
gestiegen werden. Eine gute Mdglichkeit bietet hier die intravendse Gabe von Propofol-
Fentanyl-Gemisch, welches als Dauertropf verabreicht und individuell nach Wirkung dosiert

wird (ERHARDT und HENKE 2004).

443  Koronarangiographieund L&voventrikulographie

Anhand der Koronarangiographie lésst sich feststellen, dass fast alle Konstriktoren am 21.
Tag verschlossen sind. Lediglich bei Nr. 87 ist noch ein leichter Fluss durch den Konstriktor
erkennbar. Bei allen bis auf 2 Tiere (Nr.88, 94) finden sich Kollaterale. Der durchschnittliche
RS betrigt 1,4. Tiere, bei denen keine Kollateralen beobachtet werden, weisen bei der Lévo-
ventrikulographie geringfiigige Wandbewegungsstorungen (Hypokinesie) im apikalen (Nr.
88) sowie im posterolateralen (Nr. 94) Bereich der Herzwand auf. Bei den anderen Tieren
lassen sich, korrelierend mit der Kollateralenausbildung und der dadurch entstandenen Er-

satzversorgung des Myokards keine Wandbewegungsstdrungen ausmachen. Die Tiere mit 2
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Konstriktoren (Nr. 91, 92, 93, 94) haben entweder sehr wenige (RS 1) oder gar keine Kollate-
ralen. Nr.92 verstirbt noch bevor ein Ergebnis feststeht. Es lédsst sich feststellen, dass trotz
gleicher Versuchsbedingungen die einzelnen Reaktionen auf den ischdmischen Reiz individu-
ell unterschiedlich stark ausfallen. Obwohl der Konstriktor bei allen bis auf ein Tier am Tag
21 verschlossen ist, kommt es bei einigen zu sehr starker, bei 2 Tieren hingegen zu gar keiner
Kollateralenausbildung. Die Implantation der 2 Konstriktoren hingegen hat anscheinend eine

stiarkere Kollateralenausbildung verhindert.

444  NOGA-Untersuchung

Bei dem Vergleich der Anatomie mit der 3D Karte kann anhand der Tuscheinjektionen eine
100%ige Ubereinstimmung bei der Bezeichnung der Segmente festgestellt werden.

Der Vergleich der UV- und LLS-Messung der Basalsegmente mit den RI-Werten am Tag 21
ergibt eine sehr geringe Absenkung der RI. Am 42. Tag sind die RI-LLS-Werte im Vergleich
zu den anderen Basalsegmenten sogar leicht erhoht. Der UV-Wert bleibt verringert der Unter-
schied ist allerdings weiterhin nicht signifikant. Es wire natiirlich vorstellbar, dass die Ischi-
mie auf die anterioren Anteile libergegriffen hat, da diese meist niedrigere Werte als die RI
zeigen, wihrend die septalen Basalsegmente im Vergleich meist noch relativ hohe Werte
aufweisen. Da aber aufgrund der anderen Untersuchungen angenommen werden kann, dass
die Basalsegmente nicht geschéddigt sind, obwohl sie dhnliche Werte aufweisen wie die RI,
liegt die Vermutung nahe, dass keine tiefgreifenden Schaden in dem Versorgungsgebiet des
R.circumflexus sin. vorliegen. Daher sind die Werte der RI immer noch dhnlich hoch wie die
der nichtgeschidigten Segmente.

Die Gesamtvergleiche der LLS- und UV-Ergebnisse an beiden Tagen weisen signifikante
Unterschiede zwischen der RI und den Ref-Werten auf. Daraus folgt, dass im fraglichen Ge-
biet sowohl die mechanische als auch die elektrische Aktivitit zu einem gewissen Grade ein-
geschrinkt ist. Dies zeichnet laut FUCHS et al. (1999) ein Stunned Myokard aus, wéihrend bei
Hibernating nur die mechanischen (LLS) Werte erniedrigt wiaren (FUCHS et al. 1999). Die
Studie von BOTKER und Mitarbeitern (2001) gibt fiir LLS in gesundem Gewebe als Nor-
malwert 10,1£5% oder dariiber an, fiir geschiadigtes aber noch lebensfahiges Gewebe den
Wert 5,613,9% und fiir nicht mehr lebensfahiges Gewebe den Grenzwert von 3,243,8%
(BOTKER et al. 2001). Da diese Werte sich in den Randbezirken relativ stark {iberschneiden,
ist eine eindeutige Einteilung schwer.

Allerdings ist definitiv ersichtlich, dass alle Referenzwerte an Tag 21 bis auf die von den Tie-
ren 82 (9,31%) und 83 (7,02%) deutlich im oberen Bereich fiir normales Gewebe oder dar-

iiber liegen und somit nicht geschiadigt erscheinen. Die Werte der anderen beiden Tiere fallen
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allerdings in den Uberschneidungsbereich des Normal- und des reversibel geschidigten Ge-
webes. Da die Werte der beiden Tiere generell sehr niedrig sind, ist aber anzunehmen, dass es
sich hier um individuelle Schwankungen handelt und die Werte des Referenzgewebes als
normal einzustufen sind.

Die Werte an Tag 42 liegen sowohl bei der Referenz- als auch in der RI-Gruppe im Normal-
bereich. Ausnahme ist der RI-Wert von Tier 86 (6,43%), welcher sich zwar von Tag 21 auf
Tag 42 sogar noch verschlechtert hat, aber immer noch im Bereich des reversibel geschéddig-
ten Gewebes liegt. Die Mittelwerte aller Ref-Proben sowohl von Tag 21 als auch von Tag 42
liegen ebenfalls eindeutig im Normalbereich.

Der LLS Mittelwert sowie die Einzelwerte der RI liegen an Tag 21 gréBtenteils im Bereich
des normalen oder reversibel geschadigten Gewebes. Grenzfille sind die Tiere 83 (5,23%)
und 84 (6,6%) sowie 91 (6,48%), da deren Werte in der Uberschneidungszone zwischen re-
versibel und nicht reversibel geschidigtem Gewebe liegen. Bei Nr. 83 ist auch hier wegen der
generell niedrigen Werte anzunehmen, dass keine irreversible Schidigung vorliegt. Auch bei
den restlichen Untersuchungen finden sich hierfiir bei diesem Tier keine Anzeichen. Bei Nr.
84 ist aufgrund der Ergebnisse der anderen Untersuchungen ebenfalls keine ernsthafte Scha-
digung zu erwarten. Bei Tier 91 hingegen ist ldsst der extreme Werteabfall (18,36%im Refe-
renzgewebe auf 6,48% in der RI) eine Schiadigung vermuten, auch wenn die iibrigen Untersu-
chungen diese These nicht untermauern. An Tag 42 liegt der Mittelwert sowie die einzelnen
RI-Werte, bis auf eine Ausnahme sogar wieder im Normalbereich.

Die Werte fiir UV liegen laut BOTKER et al. (2001) bei 10,91£3,7mV fiir gesundes Gewebe,
bei §,1£3,ImV fiir reversibel geschiddigtes Gewebe und bei 4,812,1mV fiir endgiiltig gesché-
digtes Gewebe. Auch hier ergeben sich wieder Uberschneidungszonen, welche die Beurtei-
lung erschweren.

Die Ref-Werte, sowie der entsprechende Mittelwert an Tag 21 liegen alle im oberen Bereich
des Normalgewebes. Nr. 81 (17,21mV) und 92 (20,91mV) liegen sogar deutlich dariiber, was
erneut die Aussage der individuellen Schwankungen untermauert. Die Werte der RI liegen
auch hier groBtenteils innerhalb der Grenzen des reversibel geschddigten Gewebes. Einzige
Ausnahme ist Nr. 87 (4,91mV). Hier scheint eine irreversible Schiadigung vorzuliegen, was
auch mit den Ergebnissen der Histologie und dem schlechten Allgemeinzustand korreliert.
Die Referenzwerte an Tag 42 sind erneut alle im oberen Bereich der angegebenen Grenzen
oder dartiber. Im RI-Bereich sind alle Werte im Vergleich zu Tag 21 angestiegen und liegen
somit entweder bereits wieder im Normalbereich (Nr. 81, 86) oder weiterhin im Bereich des

reversibel geschiadigten Gewebes. Die Verbesserung von Tag 21 auf Tag 42 ist allerdings
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nicht signifikant. Auch bei LLS lassen sich keine signifikanten Verbesserungen von Tag 21
auf Tag 42 feststellen. Aus diesen Ergebnissen ldsst sich ersehen, dass durchaus Schadigun-
gen vorhanden sind, die aber meist nur sehr gering sind und das Myokard wahrscheinlich
nicht irreversibel geschadigt ist. Dies wird auch von der histologischen Ergebnissen unter-
stiitzt, die lediglich fleckige Nekrosen im endokardialen Bereich aufweisen. Laut FUCHS et
al. (1999) ist eine Verbesserung bzw. Aufrechterhaltung der elektrischen Aktivitédt auch teil-
weise auf die Kollateralenversorgung zuriickzufiihren. Daher ist es moglich, dass die Kollate-
ralen fiir die Erhaltung der noch relativ intakten elektrischen Werte verantwortlich sind. Bei

Nr.91 und 87 lasst sich allerdings eine ernstere Schadigung vermuten.

445  Echokardiographie

Bei Tier Nr. 81 sind sowohl an Tag 21 als auch an Tag 42 sowohl wihrend des Stress- als
auch wihrend des Ruhezustandes Wandbewegungsstérungen zu erkennen. Perfusionsstorun-
gen hingegen sind bei diesem Tier an beiden Tagen (Tag 21 und 42) nur wéhrend der Stresssi-
tuation festzustellen. Dies spricht fiir eine Stressischidmie, also eine Unterversorgung hervor-
gerufen durch gesteigerten Metabolismus wéhrend der Dobutamingabe und den begrenzten
Ausgleich hierfiir durch die Kollateralen. Die Wandbewegungsstorungen bei Nr. 81 wihrend
der Stressmessung verbessern sich vom 1. auf den 2. Termin von einer Akinesie zu einer Hy-
pokinesie. Dieser Befund ldsst vermuten, dass das Myokard durch die Kollateralen ausrei-
chend versorgt und sich bereits teilweise wieder regeneriert hat.

Bei Tier Nr. 82 ist lediglich am Tag 21 eine geringe Hypokinesie in Ruhe zu erkennen, die am
Tag 42 ganz verschwunden ist. Es ist also wahrscheinlich, dass die Kollateralenversorgung
mit einem Rentrop Score (RS) Grad 2 ausreichend ist, um den Anspriichen des Gewebes zu
geniigen und sich daher keine Ischidmie oder groBere Wandbewegungsstorungen ausgebildet
haben. Warum die Stérung lediglich in Ruhe und nicht wie vermutet dann auch beim Stress
erkennbar ist, 14sst sich schwer erkldren. Eine mogliche Ursache ist die unzureichende Dobu-
tamingabe, da sich die Kontraktilitét bei geringen Dosen héufig erst verbessert und erst bei
hoheren Dosen wieder Wandbewegungsstorungen auftreten (ST. LOUIS et al. 2000;
SIESWERDA et al. 2003).

Bei Tier Nr. 83 ist am Tag 21 lediglich bei Stress eine Wandbewegungsstérung zu erkennen
wihrend bei Tier Nr. 84 wihrend Ruhe- und bei Stressmessung eine Verminderung der Kon-
traktilitét sichtbar ist. Eine Perfusionsstorung hingegen liegt bei beiden Tieren nicht vor. Da
sich normalerweise zuerst die Perfusion und erst dann die Kontraktilitdt verschlechtert
(SIESWERDA et al. 2003) lasst dies die Vermutung zu, dass es sich hier moglicherweise be-

reits um ein Stunning des Myokards nach erfolgter Reperfusion durch Kollaterale handelt
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(beide Tiere RS 2). Beim 2. Termin ist keine Storung mehr feststellbar, was die Schlussfolge-
rung zulisst, dass sich nun auch die Kontraktilitdt wieder normalisiert hat, der Schaden also
reversibel war.

Bei Tier Nr. 86 kommt es am Tag 21 lediglich unter Stressbedingungen zu Wandbewegungs-
storungen. Auch hier kdnnte man ein Stunning vermuten. Die Stérungen sind am Tag 42 so-
gar noch verstérkt, so dass sie bereits in Ruhe sichtbar werden und sich bei Stress eine Akine-
sie sowie zusétzlich eine Perfusionsstdrung zeigt. Auch hier kann man von einer Stressisché-
mie sprechen. Die Ursache der Verschlechterung des Gesamtzustandes liegt vermutlich in der
relativ schlechten Kollateralenversorgung bei diesem Tier (RS 1), die sich auch bis zum Tag
42 nicht verbessert hat. Eventuell hat auch ein erneutes ischdmisches Ereignis zwischen den
Untersuchungen das Stunning wieder in ein Hibernating umgewandelt.

Die echokardiographische Untersuchung von Tier 87 ist aufgrund von Verschattungen im
fraglichen Bereich nicht auswertbar. Das Vorkommen solcher Artefakte wird von der Litera-
tur mehrfach bestitigt (MASUGATA et al. 2001; PORTER et al. 2001; FLACHSKAMPF
2002; KUCHERER et al. 2002; SIESWERDA et al. 2003). Anhand des RS (hier Grad 3) sind
hier allerdings keinerlei Storungen zu vermuten.

Bei Tier 88 ist festzustellen, dass korrelierend mit dem RS 0 und der Hypokinesie der Ventri-
kulographie auch hier eine Wandbewegungsstorung nachweisbar ist und zwar sowohl an Tag
21 als auch an Tag 42 unter Ruhe- und Stressbedingungen. Auch eine entsprechende Perfusi-
onsstorung ist an beiden Tagen wihrend Ruhe und Stress diagnostizierbar. Hier ldsst sich an-
hand der gesenkten Perfusion und der verringerten Kontraktilitdt ein Hibernating vermuten,
was auch mit den fehlenden Kollateralen iibereinstimmen wiirde. Allerdings miisste zur Ab-
klarung dieser Diagnose zusétzlich eine PET-Untersuchung durchgefiihrt werden, da Hiberna-
ting durch Ultraschall nicht eindeutig diagnostiziert werden kann. Bei Nr. 94 (RS ebenfalls 0)
kann diese Korrelation nicht iiberpriift werden, da das Tier, wie auch Nr. 93 vor der Echoun-
tersuchung verstorben ist.

Tier Nr. 91 zeigt keine Bewegungsstorung aber eine herabgesetzte Perfusion sowohl an Tag
21 als auch an Tag 42. Diesen Befund bestétigt PORTER et al. (2001) in ihrer Studie, in der
bei mehreren Patienten Perfusionsdefekte aber keinerlei Wandbewegungsstorungen diagnosti-
ziert wurden. Die Erklarung hierfiir ist laut PORTER et al. (2001) die vermutlich niedrigere
Schwelle (Dobutamin beim Stressecho) flir das Ausldsen eines Perfusionsdefektes als fiir eine
Wandbewegungsstorung.

Generell ldsst sich sagen, dass es keine direkte Korrelation zwischen der Kollateralenversor-

gung und den Wandbewegungsstorungen oder Perfusionsdefekten gibt, da die Reaktionen
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individuell stark variieren. Es ldsst sich aber ein Trend absehen, dass Tiere mit starker Ver-
sorgung (RS 2-3) tendenziell weniger Storungen haben als Tiere vollig ohne oder mit nur we-
nigen Kollateralen (RS 0-1). Die Perfusionsdefekte fallen hier im Allgemeinen relativ gering
aus. Bei den Mikrosphiren aber sind signifikante Unterschiede nachweisbar. Es ist zu iiberle-
gen, ob der Grund hierfiir bei der generell weniger sensitiven Methode der Perfusionsmes-
suung mit dem Ultraschall liegt, die Mikrospharenanalyse also aufgrund ihrer besseren Auflo-
sung eher Defekte erkennbar macht oder ob keine grofBeren Defekte vorliegen und die von
den Mikrosphiren erkannten Unterschiede so gering sind, dass sie von der Echomethode nicht
detektiert werden konnen. Um die Diagnose des Hibernating Myokards zu manifestieren,
miisste, wie oben bereits erwéhnt, zusitzlich eine PET-Untersuchung durchgefiihrt werden, da
keine der vorliegenden Untersuchungen den Stoffwechsel direkt messen kann und somit kein
eindeutiger Beweis fiir diesen Zustand des Myokards erbracht werden kann. Allerdings ist die
Existenz eines Hibernating Myokards eher unwahrscheinlich, da anhand der Literatur nach-
weisbar ist, dass Kollateralen die Ausbildung von echtem Hibernating verhindern (HARADA
et al. 1994).

44.6  Mikrospharenflussmessung

Ein groBBes Problem bei der Auswertung ist die bereits erwdhnte Streuung der Werte (siche
3.3.5.5). Selbst bei den 5 vollstindig gemessenen Tieren ist sie relativ gro. Die Ursache hier-
fiir liegt wahrscheinlich in der manuellen Auswertung und den damit verbundenen moglichen
Ungenauhigkeiten (siehe 4.3.5).

Betrachtet man die Werte zuerst nur in Relation zu einander, ergibt sich aber dennoch sowohl
an Tag 21 als auch an Tag 42 eine Absenkung der Werte vom Referenzgewebe zur RI. Aller-
dings ist lediglich ein signifikanter Unterschied zwischen der RI und dem Ref-Wert in Ruhe
am Tag 21(p=0,006) und zwischen RI und Ref am Tag 42 bei Stress (p=0,039) zu finden.
Vergleicht man anschlieBend nur die vollstindig gemessenen 5 Tiere, verschwindet die Signi-
fikanz an Tag 42 ebenfalls und die an Tag 21 verstérkt sich auf p=0,012. Die Stresswerte sind
grundsétzlich hoher als die Ruhewerte, da keine Berechnungen durchgefiihrt worden sind, um
die gemessenen Kreislaufparameter der beiden Messzeitpunkte (Ruhe und Stress) einander
anzugleichen (z.B. durch Errechnung des Herzindex mdglich). Eine signifikante Verbesse-
rung der Werte zwischen den Tagen liegt nur bei der Stressmessung vor (p=0,015).
Vergleicht man nun die Werte mit Referenzwerten aus der Literatur, stellt man einige Abwei-
chungen fest. WHITE et al. (1989) geben als transmuralen nicht ischdmischen Wert in Ruhe
1,30 ml/min/g an, fiir den ischdmischen Bereich 1,01 ml/min/g. Bei Stress erhohen sich diese

Werte auf 3,88 fiir den Ref-Bereich und 1,49 ml/min/g im RI-Gebiet. Die gemessenen Werte
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von Tag 21 liegen in Ruhe bei 1,127 ml/min/g fiir den Ref-Bereich und bei 0,789 ml/min/g
fiir das RI-Gebiet. Also ist im Vergleich mit den Literaturwerten hier eine Perfusionsstorung
zu erkennen, was auch durch den signifikanten Unterschied bestétigt wird. Bei der Stressmes-
sung liegt der Wert fiir den Ref-Bereich bei 2,013 ml/min/g und im RI-Gebiet bei 1,047
ml/min/g. Hier sind bereits die gemessenen Ref-Werte im Vergleich zu den Literaturwerten
relativ stark erniedrigt. Dies kann allerdings mit den unterschiedlichen Kreislaufsituationen
wihrend der Messung zusammenhéngen.

Ahnlich verhilt es sich bei den Stressmessungen am Tag 42 mit 2,58 ml/min/g im Ref-Gebiet
und 1,635 ml/min in der RI, wobei hier nur der Referenzwert im Vergleich mit den Werten
aus der Literatur zu niedrig ist wahrend der Wert des RI-Gebietes sich im oberen Bereich der
Vergleichswerte flir ischdmisches Gebiet befindet. Es besteht zwar auch hier ein Unterschied
zwischen dem Ref- und dem RI-Gewebe doch ist dieser weder am Tag 21 noch am Tag 42
signifikant. Die Ergebnisse der Ruhemessung am Tag 42 sind im Vergleich mit den Litera-
turwerten viel zu niedrig. Selbst die Werte des Referenzbereiches liegen unterhalb des ange-
geben Grenzwertes fiir ischdmisches Gewebe. Das ldsst vermuten, dass hier wahrscheinlich
ein Messfehler vorliegt, oder irgendetwas die Fluoreszenz der gelben Mikrosphéren beein-
flusst hat.

AbschlieBend ist zu sagen, dass bei Betrachtung der relativen Werte durchaus signifikante
Absenkungen zu erkennen sind, allerdings beschrinken sich diese auf Tag 21 in Ruhe. Diese
signifikante Absenkung der Werte im RI-Bereich weilt eindeutig darauf hin, dass ein Perfusi-
onsdefekt vorliegt. Dieser ist aber vermutlich nicht sehr schwerwiegend, was anhand der ge-
ringen Storungen in der Kontrastechokardiographie nur bestitigt werden kann.

In Zukunft sollte zur Vermeidung einer starken Streuung und Ungenauigkeit der Werte eine
automatische Auswertung vorgenommen werden. Auch sollte man eine Berechnung zum
Ausgleich der hdmodynamischen Gegebenheiten in Erwdgung ziehen, um die Werte unab-

héngig von der zum Messzeitpunkt vorliegenden Herzfrequenz vergleichen zu kdnnen.

447  Histologie

Die pathologischen Verdnderungen sind sehr gering. Bindegewebige Proliferation ist nur ver-
einzelt zu sehen. Die geschiddigten Gebiete liegen hauptsédchlich subendokardial. Da dieser
Bereich von den Kapillaren als letztes versorgt wird (siehe 2.2.) kommt es hier als erstes zu
Schéadigungen bei einem Gefdlverschluss. Da sich der Schaden auf dieses Endstromgebiet
begrenzt, kann davon ausgegangen werden, dass es sich hier um nur geringfiigige Myokard-

schidigungen handelt, welche keine grof3e Beeintrichtigung fiir das Tier bedeuten.
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448  Vergleich Uberlebende mit intra/post OP verstorbenen Tieren

Vergleicht man die Tiere welche bis zum Schluss tiberlebt haben mit den wihrend der 2. Ope-
ration verstorbenen (Nr. 87,92,93,94), sind anhand der erhobenen Parameter keine groflen
Unterschiede zwischen den Gruppen festzustellen. Allerdings ist es mangels ausreichender
Daten schwer eindeutige Aussagen zu machen. Auffillig ist allerdings, dass drei der verstor-
benen Tiere (92,93,94) aufgrund ihrer anatomischen Abweichungen der koronaren Versor-
gung zwei Konstriktoren implantiert bekommen haben. Von den Tieren 93 und 94 existieren
lediglich die Ergebnisse der Koronarangiographie, durch die sich sagen ldsst, dass beide Tiere
sehr wenige (Tier 93, RS 1) oder gar keine (Nr. 94) Kollateralen gebildet haben. Daher ldsst
sich vermuten, dass die Kollateralenbildung durch den "Doppelkonstriktor" herabgesetzt wor-
den ist und die Tiere mangels ausreichender Versorgung des Myokards verstorben sind.
Histologisch sind allerdings keine besonderen Auffalligkeiten sichtbar. Nr. 92 hat trotz seines
Todes wihrend OP 2 in allen Messungen (NOGA und Mikrosphéren) im Vergleich zu den
anderen Tieren paradoxerweise eher erhohte Werte. Histologisch sind auch hier keine heraus-
stechenden Auffilligkeiten zu erkennen. Nr. 87 wurde aufgrund seines schlechten Allgemein-
zustandes euthanasiert. Der Allgemeinzustand steht aber nicht zwingend im Zusammenhang
mit der Herzschiddigung. Anhand der Koronarangiographie und den Mikrosphirendaten lasst
sich keine Besonderheit erkennen. Die Koronarangiographie ldsst aufgrund des diagnostizier-
ten RS 3 eher eine sehr gute Versorgung und somit wenig Schidigung des Myokards vermu-
ten. Bei der NOGA-Messung von Nr. 87 sind allerdings die Werte der UV-Messung relativ
stark erniedrigt und weisen auf eine eventuell irreversible Schidigung des Herzens hin. Auch
die LLS Werte sind in der RI herabgesetzt, allerdings nicht extremer als bei einigen der ande-
ren Tiere welche bis zum letzten Termin iiberlebt haben. Bei der histologischen Untersuchung
lassen sich Zelldefekte im Myokard erkennen, die sind aber auch bei diesem Tier nur endo-
kardial und nicht sehr stark ausgeprigt. Abschlieend ist festzustellen, dass bis auf Tier Nr. 91

alle Tiere mit 2 Konstriktoren verstorben sind.

4.5 Schlussfolgerung und Ausblick

Anhand der Untersuchungsergebnisse 1ésst sich feststellen, dass bei allen Tieren zumindest
zeitweilig eine Ischdmie in unterschiedlicher Auspragung vorhanden ist. Es sind auch durch-
aus Schadigungen im Myokard zu finden, was sich anhand der Histologie nachweisen ldsst.
Die Absenkung der myokardialen Blutflussrate bei der Mikrosphdrenmessung am Tag 21 und
die Ergebnisse der Echokardiographie sind eindeutig ein Nachweis fiir eine Myokardschédi-
gung. Die Ergebnisse der NOGA-Untersuchung sowohl bei der LLS- als auch bei der UV-

Messung unterstiitzen diese Aussage. Bis auf Tier Nr. 87 lassen die Ergebnisse aber auf keine
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dauerhaften oder schwerwiegenden Schidigungen des Myokards schlieBen. Besonders die
histologischen Befunde zeigen nur geringfiige Schiadigungen im endokardialen Bereich. Bei
einigen Tieren konnten Anzeichen fiir ein Hibernating gefunden werden, was die geringflé-
chigen Myokardschidden erklaren wiirde. Zum eindeutigen Nachweis miisste man aber zusétz-
lich zu der Histologie eine PET-Untersuchung durchfiihren um die Stoffwechseltétigkeit im
Herzmuskel zu bestimmen, da dies der einzige definitive Nachweis fiir ein Hibernating wire.
Laut Vermerken in der Literatur ist die Existenz eines Hibernatings allerdings sehr unwahr-
scheinlich, wenn wie in diesem Fall eine starke Kollateralenbildung vorhanden ist, da Kollate-
ralen nachweislich einen solchen Zustand verhindern (HARADA et al. 1994).

Die Untersuchungsergebnisse bestirken die Vermutung iiber einen kérpereigenen Erhal-
tungsmechanismus im Myokard. Sie lassen darauf schlieBen, dass der Erhalt des Myokards
hier hochstwahrscheinlich von der Existenz der Kollateralen und der damit entstandenen bes-
seren Versorgung des Myokards bestimmt wird. Die Miniaturschweine besitzen also im Ge-
gensatz zu den Literaturangaben (PATTERSON und KIRK 1983; GEORGE et al. 1989) die
Féhigkeit im ausreichenden Maf3e Kollateralen auszubilden, um die Grundversorgung des
Myokards zu sichern und schwerwiegende Schiden zu verhindern. Eventuell ist dieser Me-
chanismus bei Miniaturschweinen, aufgrund ihrer speziellen genetischen Auswahl zur Ro-
bustheit, starker als beim Hausschwein.

Die Eignung des Miniaturschweines als Modell fiir die Fortfiihrung dieser Studie ist also mehr
als fraglich, da kein entsprechend groBles geschidigtes Areal entsteht. So wird es bei der vor-
liegenden geringen Schidigung des Myokards schwer, die therapeutischen intramyokardialen
Injektionen mit dem Wachstumsfaktor korrekt in das geschédigte Gebiet zu platzieren, auch
ist ein Erfolgsnachweis bei solch kleinen Gebieten fast nicht méglich. Hinzu kommt, bei der
nachgewiesenen starken Kollateralenversorgung, die Frage der Unterscheidung zwischen kor-
pereigener Regeneration und Therapieerfolg. Versucht man anhand von 2 implantierten Kon-
striktoren das geschidigte Gebiet zu vergroflern, werden die Tiere anscheinend so empfind-
lich, dass sie zu schnell versterben. Eine solch hohe Ausfallrate wire mit dem Tierschutz
nicht zu vereinbaren.

Ein geeigneteres Modell erscheint daher das fast ausgewachsene Hybridschwein, da es
hochstwahrscheinlich nicht iiber eine derart starke Kollateralenversorgung verfiigt wie das
Miniaturschwein.

Es konnte natiirlich auch eine andere Art des Koronarverschlusses in Erwidgung gezogen wer-
den (z.B. ein Stent). Durch den meist unvollstindigen Verschluss des Stents wird eine Kolla-

teralenbildung weitestgehend verhindert (ST. LOUIS et al. 2000).
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Die Untersuchungen sollten in der gewohnten Kombination (Mikrosphidrenmessung, Echo-
kardiographie mit Stressecho, NOGA-Untersuchung und Koronarangiographie mit Lévo-
ventrikulographie) weiterverwendet werden, da sie sich gut ergénzen. Zum Nachweis eines
eventuell existierenden Hibernatings miissten zusitzliche Nachweis-Methoden hinzugezogen
werden, um die Diagnose abzusichern. Die histologischen Ergebnisse sollten bei der weiteren
Studie durch Stoffwechseluntersuchungen (z.B. mit PET) ergiinzt werden. Bei der Mikrosphé-
renflussmessung wire in Zukunft eine automatisierte Messung angebracht, damit eine Verfal-
schung der Ergebnisse durch manuelle Aufbereitungsfehler definitiv ausgeschlossen werden
kann. Es sollte hierbei auch iiber die Nutzung einer anderen Farbe als Violett nachgedacht

werden, da diese anscheinend besonders empfindlich gegeniiber Storungen ist.
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5 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Studie soll die Auswirkung eines retardierenden Koronarverschlusses auf
das Myokard im Miniaturschweinemodell untersucht werden. Hierfiir wird zunéchst bei 13
Tieren ein Ameroidkonstriktor auf den R. circumflexus sin. gesetzt. Nach 21 Tagen erfolgt
eine Nachuntersuchung der Herzfunktion durch mehrere Verfahren. Mit der Koronar-
angiographie wird der Zustand der konstringierten Koronararterie sowie die Kollateralenaus-
bildung iiberpriift. Anhand einer Echokardiographie sollen Wandbewegungsstérungen und
Perfusionsdefekte in dem betroffenen Myokardgebiet nachgewiesen werden. Mit der NOGA-
Untersuchung lassen sich mechanische (Kontraktilitdt) und elektrische (Reizleitung) Verinde-
rungen im Myokard nachweisen. Zusétzlich wird zu zwei verschiedenen Zeitpunkten wahrend
der Operation eine myokardiale Blutflussmessung mit fluoreszierenden Mikrosphéiren durch-
gefiihrt, um auch Perfusionsdefekte auf minimaler Ebene zu erfassen. Sémtliche Untersu-
chungen werden drei Wochen spiter wiederholt, damit eventuelle Verdnderungen iiber diesen
Zeitraum erkennbar werden. Eine histopathologische Untersuchung soll das Auftreten von
Strukturschdden durch die Unterversorgung im Myokard tiberpriifen.

Eine Schéadigung des Myokards ist anhand samtlicher Untersuchungsergebnisse definitiv bei
allen Tieren vorhanden, wenn auch meist nur in geringem Ausmal, wie bei den histologi-
schen Befunden deutlich wird. Die Kontraktilitit sowie die elektrische Aktivitit im NOGA
sind im betreffenden Bereich erniedrigt. Auch die Flussrate bei der Mikrosphédrenmessung ist
erniedrigt und bei der Echokardiographie lassen sich in bestimmten Bereichen Wandbewe-
gungs- und Perfusionsstorungen nachweisen.

Es lasst sich anhand der Befunde nicht eindeutig nachweisen ob ein Hibernating oder ein
Stunning des Myokards vorhanden ist. Trotzdem ist, vermutlich aufgrund der guten Kollatera-
lenausbildung bei den meisten Tieren, die Versorgung des betroffenen Gebietes ausreichend
und somit die nachweisbare Schidigung eher gering. Obwohl alle Konstriktoren bis auf eine
Ausnahme am Tag 21 verschlossen sind, ldsst keine der Untersuchungen oder histologischen
Proben auf schwerwiegende oder dauerhafte myokardiale Defekte schlieBen.

Tiere bei denen zwei Konstriktoren implantiert wurden, das ischdmische Gebiet also theore-
tisch vergrofert sein sollte, versterben bis auf eine Ausnahme alle zu Beginn des ersten Unter-
suchungstermins. Anhand der an diesen Tieren durchgefiihrten Untersuchungen ist allerdings
trotzdem kaum ein morphologischer Unterschied zu den restlichen Tieren mit nur einem Kon-
striktor erkennbar. Lediglich die Kollateralenausbildung féllt bei den Tieren mit 2 Konstrikto-

ren wesentlich schwicher aus.
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Die présentierten Ergebnisse werden dahingehend interpretiert, dass das Miniaturschwein
aufgrund seiner relativ starken und schnellen Kollateralenbildung gut in der Lage ist, sich
selbst mit korpereigenen Mechanismen zu regenerieren. Es lassen sich zwar eindeutig Scha-
den im Myokard nachweisen, diese sind aber eher gering. Die Ursache hierfiir liegt vermut-
lich in der speziellen Ziichtung auf Robustheit. Entsprechend der vorliegenden Untersu-
chungsergebnisse ldsst sich sagen, dass das Miniaturschwein nicht die optimale Modellwahl

fiir eine nachfolgende Therapiestudie wére.
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SUMMARY

Study on the effects of aretarding coronary artery constriction on myocardial perfusion
In aminiature pig model

In this study we investigated the effects of a retarding coronary constriction on the myocar-
dium in miniature pigs. 13 pigs were taken and an ameroid constrictor was placed around
their R. circumflexus sin.. After 21 days the operation is followed by a check up of the heart
function by six different examinations. A coronary angiography is done to investigate the
state of the constricted coronary artery and the growth of collaterals. Wall movements and
perfusion defects in the afflicted area are examined by echocardiography and stressechocar-
diagraphy. With the NOGA procedure it is possible to study the mechanical (contractility) and
electrical (conduction system of the heart) changes within the myocardium. An additional
examination of the myocardial blood flow is performed by the use of fluorescent micro-
spheres at two fixed points in time during the examination procedure, showing even minimal
perfusion defects.

All examinations are repeated three weeks later to detect possible changes in the myocardium
over time.

Histopathologic examinations are done to show structure defects in the heart muscle emerging
from the oxygen deficit in the myocardium.

Damaged myocardium can definitely be found in all animals, although the damaged areas are
very small as can be seen in the histological examination. The contractility and the electrical
activity of the myocardium are lowered in the afflicted areas, which is shown in the NOGA
procedure. Also the perfusion rate, measured by the fluorescent microsphere method is low-
ered and in the echocardiography wall movement- and perfusion defects can be seen in these
areas.

It is not possible to prove the existence of either hibernating or stunning myocardium in any
of the animals. Still, probably due to the numerous formed collaterals, there is a sufficient
blood supply to the afflicted area and therefore the damage to the myocardium is only small.
Although all constrictors except one are completely closed at day 21 there is no sign in either
the in vivo examinations or the histology which prove heavy or permanent damage to the
myocardium.

Animals with two implanted constrictors, where the damaged area is expected to be bigger
theoretically, all died with one exception right in the beginning of the first check up. Accord-
ing to the examinations done on these animals there is no morphological difference compared
to the rest of the group. Only the number of newly formed collaterals in these animals is lesser

than in the other group.
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The results presented are interpreted as follows: miniature pigs are capable of forming new
collaterals quickly and in sufficient number and therefore restoring the hearts blood supply by
means of their body owned mechanisms. Myocardial damage can definitely be proven in all
of the pig hearts but only in rather small areas. The reason for this probably lies in the special
breeding for toughness in these pigs. According to the presented results one can resume that

the miniature pig is not the first choice animal model for the follow up therapy study.
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