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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Die koronare Herzerkrankung

Die koronare Herzerkrankung (KHK) ist die héaufigste Todesursache in den westlichen Indus-
trielandern (WHO, 2008)). Allein in Deutschland starben im Jahr 2007 tiber 130000 Menschen
an KHK (Bundesamt, 2009). Sie wird durch atherosklerotische Verdnderungen in den Koronar-
arterien verursacht. Diese werden wiederum durch Risikofaktoren wie Hypercholesterindmie,
familidre Vorbelastung, Nikotinabusus, arterielle Hypertonie und Diabetes Mellitus begiinstigt
(Assmann et al., 2002; |[Fruchart et al., 2004). Wenn das Lumen einer Koronararterie um 50-70 %
eingeengt ist, kann die Arterie sich nicht mehr ausreichend erweitern, um den gesteigerten Blut-
fluss bei Belastung sicher zu stellen. Ist das Lumen schon um 80-90 % eingeengt, kann sie ihn
auch nicht mehr bei Ruhe sicher stellen (Uren et al., [{1994). Als Reaktion darauf stellen sich die
distal liegenden kleineren Arteriolen weit. Reicht diese Gegenregulation nicht mehr aus, kommt
es zu einer Minderperfusion des zu versorgenden Gewebes. Diese fiihrt intrazelluldr zu einem
pH-Abfall, dem Verlust von energiereichen Phosphatverbindungen und Kalium sowie zu einem
Anstieg von Natrium und Kalzium. Durch diese Verdnderungen kommt es zu Storungen der Me-

chanik und der Elektrophysiologie. Bei fehlender Intervention durch die perkutane transluminale
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Koronarangioplastie (PTCA) oder die Bypasschirurgie (CABG) fiihrt eine chronische myokar-
diale Ischdmie oft zur Fibrosierung, zu einem Verlust der Pumpfunktion und letztendlich zu einer
Herzinsuffizienz. Bis zu 12% der Patienten sind auf Grund von diffuser KHK, kleinen distalen
GefiBen und anderen Begleiterkrankungen weder durch die PTCA noch durch die CABG oder
medikamentos therapierbar ("no-option Patienten®) (Mukherjee et al., |1999)). Fiir diese Gruppe
miissen neue Behandlungsmoglichkeiten gefunden werden, wie zum Beispiel die therapeutische

Angiogenese (Isner, 2002).

1.2 Die Physiologie des GefiBBwachstums

Beim GefdBwachstum konnen drei unterschiedliche Vorgénge beobachtet werden. Diese werden
als Vaskulogenese, Angiogenese und Arteriogenese bezeichnet (Kupatt, 2007).

Vaskulogenese bezeichnet das de-novo-Entstehen neuer Gefid3e durch Endothel-Vorlduferzellen.
Lange Zeit wurde angenommen, dass dies nur in der Embryonalzeit moglich sei. Mittlerweile
wird die Vaskulogenese jedoch auch in adulten Organismen angenommen. (Kumar und Capli-
ce, 2010), auch wenn die Rolle der Vorlduferzellen nicht in allen Details geklart ist. Unter dem
Begriff Angiogenese versteht man das Entstehen neuer Kapillaren durch Aussprossung aus ei-
nem bereits vorhandenen Kapillarnetz (Simons et al., 2000). Dies wird unter anderem durch
Aktivierung des ,.hypoxia inducible factor* (HIF-1¢) und die nachfolgende Transkription von
Wachstumsfaktoren verursacht (Schaper und Buschmann, |1999). Sie kann aber auch durch eine
lokale Freisetzung von vaskuldren Wachstumsfaktoren ausgelost werden, zum Beispiel bei einer
Entziindung (Rajashekhar et al., 2006). Das Wachstum von kleinen Gefdflen wihrend der An-
giogenese ldsst sich in zwei Schritte einteilen. Zuerst bildet sich durch das Wachstum und die
Wanderung von Endothelzellen eine zylinderdhnliche Struktur aus. Dies geschieht entlang der
Gradienten der Angiogenesefaktoren. Im Anschluss wird das Gefid3 durch Perizyten stabilisiert

(Gerhardt et al., 2003} Dor et al., 2002} Jain, 2003). Die Arteriogenese, also die Ausbildung von
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GefiBlen mit einer relevanten glatten Muskulatur, ist ganz entscheidend fiir die Entstehung von
Kollateralen. Man weil} seit Jahrzehnten, dass am Herzen ein angelegtes Kollateralnetz besteht.
Aus diesem konnen bei einer Stenose einer Koronararterie groe Arterien und eine suffizien-
te Kollateralendurchblutung entstehen. Spétere Versuche haben einen ergédnzenden Einfluss von
zirkulierenden Zellen, insbesondere Monozyten, gezeigt. Diese infiltrieren die Winde der wach-
senden Gefidlle und setzen Wachstumsfaktoren frei, die fiir die Reifung zu Arterien wichtig sind

(van Royen et al., 2009) Abb.

1.3 Die therapeutische Angiogenese

Das Endothel eines Erwachsenen befindet sich normalerweise in einem Ruhezustand und das
GefiBnetz vergroBert sich nur in Folge von Stress, wie zum Beispiel bei Hypoxie. Die Ge-
faBneubildung ist ein komplexer Vorgang und es sind viele Faktoren dafiir notwendig (Luttun
und Carmeliet, 2003). Darunter sind 16sliche Peptide wie ,,Vascular Endothelial Growth Factor*
(VEGF), die Angiopoetine, die ,fibroblast growth factors* (FGF), die ,,platelet derived growth
factors“ (PDGF), der ,transforming growth factor-* (TGF-f3), der ,,tumor necrosis factor-ot*
(TNF-a), die ,,colony stimulating factors* und andere (Papetti und Herman, 2002). Aber auch
membranstdndige Proteine wie zum Beispiel Integrine, Cadherine, Syndecane, Ephrine und auch
mechanische Krifte spielen eine Rolle (Annex und Simons, 2005). Obwohl es durch diese phy-
siologischen Vorgénge zu einer Vergroerung des GefidBBnetzes kommt, reicht diese oft nicht aus,
um die Ischdmie zu beheben. Hier setzt die therapeutische Angiogenese an, die durch die Gabe
von angiogenetischen Wachstumsfaktoren oder derer Gene versucht, das ischdamische Gewebe

zu retten (Kupatt, |2007).
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1.3.1 Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)

Bei der Angiogenese spielt VEGF eine wichtige Rolle (Yla-Herttuala et al., 2007)). Die Expressi-
on dieses Wachstumsfaktors reagiert sehr sensibel auf den lokalen Sauerstoffgehalt im Gewebe.
Unter anderem wird hypoxisch der ,,hypoxia inducible factor* (HIF-1¢o) reguliert (Ferrara et al.,
2003).

Die Liganden des VEGF-Systems sind eine Familie von Glykoproteinen mit sechs Mitgliedern
(VEGF-A bis E und dem ,,placental growth factor* (PIGF)), aus denen durch alternatives Splei-
Ben einer Vorldufer mRNA noch eine Vielzahl von Isoformen transkribiert werden (Freedman
und [sner, 2002). VEGF-A wurde zuerst als ein Induktor der Durchlissigkeit von Tumorgefi3en
beschrieben (Senger et al., |1983) und wurde in den letzten dreiig Jahren intensiv erforscht.
Es existieren fiir VEGF-A Isoformen mit 121, 145, 165, 183, 189, und 206 Aminosiduren, wo-
bei sich diese in ihrem Bindungsverhalten und dadurch in ihrem Effekt unterscheiden (Harper
und Bates, |2008). VEGF 45 ist die hiufigste humane Isoform (Dvorak et al., |1995) und kiirz-
lich wurde eine neue Variante entdeckt, VEGF¢5,. Diese hat am C-Terminus sechs abweichende
Aminoséurereste (Harper und Bates, [2008). Es wurden fiir diese Isoform interessanterweise anti-
angiogenetische Effekte beschrieben (Bates et al., [2002; [Perrin et al., 2005). Die leichteste Iso-
form, VEGF;; kann frei diffundieren, wohingegen die schwereren Isoformen an Heparansulfat-
Proteoglykan auf der Zellmembran und im Extrazelluldrraum binden.

Die VEGF-Liganden binden als Dimere an Tyrosinkinaserezeptoren und aktivieren dadurch die
entsprechenden Signalkaskaden. Bisher sind drei strukturell verwandte Rezeptoren beschrieben
worden,VEGFR1 (Flt-1), VEGFR2 (Flk-1) und VEGFR3 (Flt-4). Die extrazelluldren Anteile
von VEGFR1 und VEGFR?2 bestehen aus sieben immunglobulin-dhnlichen Dominen, wohinge-
gen die fiinfte Doméne in VEGFR?2 durch Disulfidbriicken ersetzt wird. Alle drei Rezeptoren
haben eine transmembrandse Doméne, zweil Kinase Doménen, die durch eine Kinase Insert Do-
mine geteilt wird, und ein C-terminales Ende. Durch die Bindung von Rezeptor und Ligand,

kommt es zu Homo- und Heterodimerisation der Rezeptoren und nachfolgender Aktivierung der
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Tyrosinkinase (Dixelius et al., 2003 |Olsson et al., 2006). An den Rezeptor VEGFR1 binden
die Liganden VEGF-A, VEGF-B und PIGF. An VEGFR2 bindet normalerweise nur VEGF-A,
jedoch konnen auch proteolysierte VEGFC und VEGFD binden (Holmes et al., 2007). An VE-
GFR3 binden VEGFC und VEGFD.

Durch das VEGF-System wird einerseits eine Vielzahl von biologischen Prozessen reguliert. VE-
GFR1 und VEGFR2 sind wichtig fiir die Signale der Angiogenese, VEGFR3 fiir die Lymphan-
giogenese (Papetti und Herman, 2002). VEGFR1 scheint, wenn VEGF-A bindet, einen hemmen-
den Einfluss auf das GefaBwachstum zu haben (Ambati et al., [2007). VEGF-R2 ist fiir die Stei-
gerung der Angiogenese der wichtigste Rezeptor dieser Gruppe (Wu et al., 2010). Biologische
Mechanismen steuern die Aktivitit von VEGF. Je nach den lokalen Anforderungen an die An-
giogenese werden die Rezeptoren und die Liganden unterschiedlich exprimiert. Einerseits wird
durch Hypoxie, die hiufig wihrend der Embryogenese und bei groen Tumoren beobachtet wer-
den kann, die Expression sowohl von VEGFR (Ezhilarasan et al., 2007; Gerber et al., {1997 |Nils-
son et al., 2004), als auch von VEGF-A (Pugh und Ratcliffe, |2003)) hochreguliert. Andererseits
wird durch den Notch-Signalweg die Expression von VEGFR1 erhoht, jedoch die von VEGFR2
vermindert (Suchting et al.,[2007). Neben der unterschiedlichen Expression von Ligand und Re-
zeptor fithren auch die diversen Isoformen, mit ihren unterschiedlichen Bindungsfihigkeiten an
den Co-Rezeptor Neuropilin und Heparansulfat-Proteoglykan, zu Unterschieden bei der Bindung
an die VEGF-Rezeptoren. Ein gutes Beispiel hierfiir ist VEGF¢sj,, welches nicht an Neuropilin-
1 binden kann (Kawamura et al.l |2008) und nur schlecht an Heparansulfat-Proteoglykan bindet
(Suarez et al., 2006). Die Bindung von VEGF-A an Heparansulfat-Proteoglykan ist fiir eine star-
ke und lange Signaltransduktion an VEGFR2 wichtig (Jakobsson et al., 2006). Es wurden auch
Varianten von VEGFR?2 beschrieben, die durch Proteolyse entstanden sind (Ebos et al., [2004;
Kendall und Thomas| [1993)). Da VEGFR1 eine hohere Bindungsaffinitét hat als VEGFR2, kann
VEGFR1 durch eine kompetitive Hemmung mit VEGF-A die Signalkaskade von VEGFR2 nega-

tiv regulieren (Hiratsuka et al., [1998). Fiir unterschiedliche Tyrosinphosphatasen, zum Beispiel
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die T-Zell Protein Tyrosin Phosphatase (TCPTP) und die "Density-Enhance PTP 1"(DEP-1),
konnte gezeigt werden, dass sie durch Dephosphorylierung die Aktivitit von VEGFR2 hemmen

(Lampugnan et al., 2003} [Mattila et al., [2008).

1.3.2 Platelet Derived Growth Factor (PDGF)

PDGEF spielt bei der Reifung von Gefdllen (Betsholtz, |2004), aber auch bei der Neovaskulari-
sation im embryonalen und adulten Gewebe (Hao et al., 2004) eine grofle Rolle. PDGF ist ein
hydrophiles und hitzestabiles Protein. Es wird von einer Vielzahl von Zellen produziert, darun-
ter sind Makrophagen, Endothelzellen, Fibroblasten, Gliazellen, Astrozyten, Myoblasten, Glatte
Muskelzellen und Tumorzellen. Der grofte Teil wird aber in den Megakaryozyten gebildet, dort
wird es in Granula gespeichert und bei Aktivierung der Zellen ausgeschiittet (Betsholtz et al.,
2001). PDGEF ist der Familie der VEGF genetisch und strukturell nah verwandt. Beim Sduge-
tier kodieren neun Gene fiir vier PDGF- und fiinf VEGF-Ketten. Diese PDGF-Ketten (PDGF-A
bis PDGF-D) bilden Dimere, wobei in vivo hauptsichlich die homodimeren Formen PDGF-AA
und PDGF-BB vorkommen. Diese Isoformen binden mit unterschiedlicher Affinitit an die Re-
zeptoren(Fredriksson et al., [2004). Die PDGF-Rezeptoren werden ebenfalls von einer Vielzahl
von Zellen exprimiert, darunter sind Fibroblasten, Osteoblasten, Chondroblasten, Glatte Muskel-
zellen, Gliazellen und Endothelzellen (Heldin und Westermark, (1999). Es wurden bisher zwei
Rezeptoren beschrieben, PDGFR-« und - (Claesson-Welsh et al., [1991). PDGFR-« ist in der
Lage mit den Liganden PDGF-AA, PDGF-BB und PDGF-AB eine Verbindung einzugehen, wo-
hingegen PDGFR-f nur mit PDGF-BB und PDGF-AB bindet (Heldin und Westermark, |1990;
Heldin et al., 1992). Nach dem Binden kommt es zur Dimerisierung des Rezeptors mit einer
anderen o— oder B— Einheit (Bishayee et al., |[1989). PDGF bindet auch an extrazellulire Prote-
ine, wodurch zum Beispiel , liber die Interaktion mit bFGF, die Expression von PDGFR-o lokal

gesteigert wird (Brogi et al., [1994).
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Durch PDGF werden die Expression der PDGF-Rezeptoren, einiger anderer Membranrezepto-
ren und verschiedener Zytokine gesteuert. PDGF fungiert als chemotaktischer Faktor fiir Fi-
broblasten, himatopoetische Zellen, Mesemchymzellen, Monozyten, Neutrophile Granulozyten
und T-Lymphozyten (Daynes et al., [1991)). Es wurde eine Interaktion von PDGF mit VEGF
beschrieben. Hierbei kommt es iiber den PDGFR-3— zu einer Steigerung der Expression von
VEGEF (Brogi et al., 1994; Siegbahn et al., 1990). Wéhrend der Bildung von Kapillaren wan-
dern PDGFR— 3 tragende Perizyten, durch Chemotaxis gesteuert, zur neu entstehenden Kapilla-
re (Gerhardt et al., 2003)). Perizyten kommen zwischen dem Parenchym und dem Gefal3 vor. Sie
regulieren durch parakrine Signale das Endothel im Sinne der vaskuldren Homoostase (Gerhardt
und Betsholtz, 2003} Hirschi et al., 1999). In ,,knock out* Studien konnte gezeigt werden, dass
ein Fehlen von PDGF-B oder PDGFR-f3 zu Mikroaneurysmen und zum Tod kurz nach der Ge-
burt fiihrt (Hellstrom et al., [1999; [Lindahl et al.| [1997; [Hellstrom et al., [2001).

In einem Mausmodell konnte gezeigt werden, dass die postischdmische Applikation von PDGF-
CC zu einer gesteigerten Umwandlung von Endothelvorlduferzellen zu Endothel- und glatten
Muskelzellen fiihrte und dadurch zu einer besseren Revaskularisation am Herzen und am Hinter-
lauf fiihrte (L1 et al., 2005]).

Die Kombination aus VEGF-A und PDGF-BB wurde bereits in einem Modell eines akuten Herz-
infarkts an Ratten erprobt. Dabei wurden himatopoetische Stammzellen mit einer Uberexpressi-
on dieser beiden Proteine appliziert. Dabei kam es neben einer Neovaskularisation auch zu einer

verbesserten Herzfunktion (Das et al., 2009)).

1.3.3 Der Genvektor

Der ideale Vektor sollte nicht zytotoxisch, hoch effizient und nicht immunogen sein. Auler-
dem sollte er einen Gewebetropismus und eine grofle Kapazitit haben. Neben der Nutzung von
Plasmiden, Polymeren und der Elektroporation stellen virale Vektoren eine elegante und viel-

versprechende Moglichkeit dar, Gene zu transfizieren (Gaftney et al., 2007). Bei einer viralen
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Gentherapie werden die Viren gezielt verdndert um das gewiinschte genetische Material in vivo
oder auch in vitro in die Empfingerzelle einzuschleusen. Dieser Vorgang wird auch als Trans-
duktion bezeichnet und ist eine etablierte Methode in Industrie und Forschung (Knippers, [2006;
Enquist et al., 2003)).

Retroviren gehoren zu den ersten Vektoren, die fiir die Gentherapie an Gefdflen genutzt wurden
(Nabel et al.l 1990). Es sind RNA-Viren, die ihre RNA in das Genom des Empfingers inte-
grieren. Das fiihrt zu einer lang anhaltenden Expression aber auch zur Insertionsmutagenese
(Hacein-Bey-Abina et al.,[2003; Woods et al.,[2006). AuBerdem integrieren sie nur in Zellen, die
sich gerade teilen.

Lentiviren sind fiir den Gentransport modifizierte HIV-Viren und enthalten einzelstringige RNA.
Sie haben eine Kapazitit von ungefihr 8 kb und integrieren sich durch ihre Reverse Transkrip-
tase in das Wirtsgenom. Lentiviren haben den Vorteil sich sowohl in teilende als auch in nicht
teilende Zellen zu integrieren, was sie fiir die Verwendung am Myokard interessant macht. In den
bisherigen Studien konnte gezeigt werden, dass es bei Lentiviren zu keiner relevanten Immun-
reaktion kommt und sie insgesamt zu einer stabilen Langzeitexpression fiihren. Jedoch besteht
die Gefahr von Insertionsmutagenesen, was in der Anfangszeit der Gentherapie mit Lentiviren
zu einer gesteigerten Zahl von Leukédmien fiithrte (Mikkers und Berns, 2003). Um das Risiko von
Insertionsmutagenesen zu minimieren versuchen neuere Entwicklungen z.B. mit selbstabschal-
tende LTRs das Risiko zu zu vermindern (Montini et al., |2009), jedoch ist das Problem nocht

nicht vollig gelost.

Adenoviren sind die in der kardiovaskulidren Gentherapie am héufigsten eingesetzten Vek-
toren. Sie besitzen Doppelstrang-DNA und bieten eine hohe Kapazitit fiir das Zielgen (35kb).
Adenoviren konnen wie die Lentiviren auch nichtteilende Zellen transfizieren, was sie besonders
geeignet fiir den Einsatz am Herzen macht. Im Gegensatz zu den Retroviren integrieren sich Ade-

noviren nicht in das Wirtsgenom, sondern verbleiben episomal. Dies reduziert das Risiko einer



1.3 Die therapeutische Angiogenese 9

Tumorentstehung enorm. Adenoviren fithren zu einer frithzeitigen Expression des gewiinschten
Gens, allerdings kommt es zu einer starken Immunantwort, die eine wiederholte Applikation ge-
fahrlich macht. Diese Immunatwort ist bei Adenoviren aktuell noch ein Problem (Hinkel et al.|
2011).

Adeno-assoziierte-Viren (AAV) sind einzelstringige DNA Viren mit ikosaedrischem Kapsid aus
der Gruppe der Parvoviren (Muzyczka,|1992; Palomeque et al., 2007). Der Wildtyp ist im Genom
der meisten Menschen zu finden, ist aber nach heutigen Kenntnissen nicht pathogen (Jayandha-
ran et al., 2008; Mueller und Flotte, 2008). AAV sind mit einem Molekulargewicht von 5,5 10°
bis 6,2 % 10% Dalton die kleinsten bis heute bekannten eukaryotischen DNA Viren (Lu, [2004).
Der Lebenszyklus des Wildtyp-AAV kann in zwei Phasen aufgeteilt werden. In der ersten Pha-
se wird das Virus in die Empfangerzelle aufgenommen und in das Wirtsgenom integriert. Dies
geschieht beim Menschen bevorzugt am Chromosom 19 in Position 19g-13.4qter (Kotin et al.,
1990; Samulski et al., [1991; Weitzman et al.l |1994). Allerdings findet dieser Schritt in neue-
ren Generationen des AAV nicht mehr statt. Die zweite Phase setzt die gleichzeitige Infektion
mit Helferviren (Adeno, Herpes-Simplex, Papilloma, HHV6, CMV) voraus (Palomeque et al.,
2007; Muzyczkal 1992 | Berns und Giraud, |1996), daher werden AAV auch der Untergruppe der
Dependoviren zugeordnet. Diese Helferviren tragen Gene beli, die die Genexpression regulieren
und fiir virale DNA Polymerasen oder Helikasen kodieren (Berns und Giraud, 1996). Dadurch
kann die Replikation der AAV stattfinden. Momentan sind iiber 120 Varianten des AAV bekannt
(Palomeque et al., 2007} |Gao et al., 2002).

AAYV haben gegeniiber anderen Vektoren einige Vorteile. So kdnnen Zellen sowohl in vivo, als
auch in vitro transduziert werden und das unabhingig davon, ob sie sich gerade in der Zellteilung
befinden (A. L. Baert, 2006). Ein weiterer Vorteil besteht in der effizienten und langfristigen Ex-
pression des genetischen Materials, kombiniert mit einem geringen Risiko fiir Mutationen durch
Insertion in das Empfiangergenom (McCarty et al., 2001; [Pacak et al., 2006} |Gao et al., [2006;

Danos, 2008} [Fechner et al., [2008)). AuBerdem lassen sich AAV-Vektoren einfach und in groBer
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Menge produzieren, sie sind gewebsspezifisch und I6sen nur eine minimale Immunantwort aus
(Lu, 2004). Am Tiermodell konnten in diversen Studien gute Ergebnisse erzielt werden (Acland
et al., 2001; Wang et al., 2002; De et al.,|2004; Raake et al.,|2008). Auch beim Menschen wurde
AAV im Rahmen von Gentherapiestudien bei Himophilie-B, Morbus Parkinson und Zystischer
Fibrose eingesetzt (Kay et al., 2000; Manno et al., 2003} (Carter, 2005} Warrington und Herzog,
2006; Mueller und Flotte, [2008;; [Fiandaca et al., 2008)).

Es gibt beim AAV aber auch gewisse Nachteile. So betrigt die Aufnahmekapazitit fiir geneti-
sches Material nur 4,7 kbp (Lu, 2004). Um diese Begrenzung zu umgehen sind Strategien wie
zum Beispiel die Heterodimerisation entwickelt worden (Sun et al., 2000; |Yan et al., 2000; Nakai
et al., 2005; Duan et al., 2001). Haufig besteht eine Immunitit gegen den Wildtyp-AAV, was die
Einsetzbarkeit von AAV als Vektoren einschrinkt (Palomeque et al., [2007; Mueller und Flotte,
2008).

Die einzelnen AAV-Serotypen unterscheiden sich durch die Aminosiduresequenz der Kapsidpro-
teine. Das kann fiir einen gezielten Einsatz auf bestimmten Oberflichenproteinen genutzt wer-
den. Am héufigsten war bisher der Einsatz von AAV-2 (Muzyczkal [1992; Mueller und Flotte,
2008; Rabinowitz und Samulski, 2000). Dieser wurde verstérkt fiir die Untersuchung und The-
rapie kardialer Dysfunktionen benutzt (Palomeque et al.,|2007). Ein anderer Serotyp, der fiir die
kardiale Transduktion geeignet erscheint, ist AAV-9 (Mueller und Flottel 2008; McCarty et al.,
2001} Inagaki et al., 2006; Sarkar et al., 2006). In der Arbeit von Miyagi et al. wurde an Rat-
tenherzen in vitro AAV-9 in verschiedenen Dosierungen appliziert. Mit der hochsten Dosis von
2 % 10! Viruspartikeln konnte eine myokardiale Transduktion von 74 % erreicht werden. Die
Transduktion war iiber einen Zeitraum von drei Monaten stabil, und es konnte keine Transduk-
tion an anderen Organen nachgewiesen werden (Miyagi et al. [2008). Eine in vivo Studie an
Primaten von Pacak et al. konnte ebenfalls einen deutlichen kardialen Gewebetropismus von
AAV-9 zeigen. Der Vektor konnte bei systemischer Gabe in das adulte Myokard effizient trans-

duzieren und es traten keine Nebenwirkungen im transduzierten Gewebe auf (Pacak et al., 2006).
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Eine Moglichkeit die Vor- und Nachteile der einzelnen AAV-Serotypen neu zu verteilen, stellt
die die Rekombination von Anteilen dieser Serotypen dar (Du et al., 2004). Dadurch lésst sich
zum Beispiel der Nachteil, dass man bei AAV2 kein Heparin geben kann, riickgiingig gemacht.
Wir entschieden uns fiir eine Kombination aus AAV2 und AAV9, den Pseudotyp 2/9. Dabei ist
der Anteil des AAV2 fiir die Transduktion des gewiinschten Gens und der Teil mit AAV9Y, auf-
grund dessen hohen kardiale Affinitit, fiir den Gewebetropismus zustdandig. Fiir diesen Pseudotyp

AAV?2/9 wurde eine sehr effektive kardiale Transduktion beschrieben (Pacak et al., [2006)).

1.3.4 Applikationswege

Da bei atherosklerotischen Koronararterien der antegrade Weg ineffektiv ist (Markkanen et al.,
2005; Feldman und Stegl |1997; |Steg et al., 1994} Hator1 et al., [1991; Miyazaki et al., |1990)
wurden andere Wege zur Applikation von Substanzen in das Herz gesucht, darunter die direkte
intramyokardiale Injektion, die perkutane intramyokardiale Injektion und auch die Retroinfusion
tiber die Koronarvenen (Szelid et al., 2010; Hinkel et al.| [2008; Raake et al., 2004; Rothmann
et al.,(1996; French et al., |1994alb)).

Die ersten perkutanen Retroperfusionen wurden mit Ballonkathetern in den Sinus Coronarius
durchgefiihrt (Mohl et al., 1984; Meerbaum et al.| |1976). 1990 wurde die Retroinfusion mit se-
lektiver Absaugung entwickelt (Boekstegers et al., 1994, 1990) und 1991 kam die Methode der
Elektrokardiogramm-gesteuerten diastolischen Retroperfusion auf (Costantini et al., 1991} |[Kar
et al., 1991; |(O’Byrne et al., 1991). 1992 wurden erste Experimente zur Druck-Fluss Beziehung
wihrend der Retroinfusion durchgefiihrt (Oh et al.,|1992). Der nichste Schritt war, den Infusions-
druck an den individuellen Druck im koronarvendsen System anzupassen, die selektive druck-
regulierte Retroinfusion (von Degenfeld et al., [1997). Diese Methode zeigte auch in klinischen
Studien Erfolge (Pohl et al., 2004; Boekstegers et al.,|1998). Die Applikation von Genen mit der
druckregulierten Retroinfusion wurde zuerst im Schweinemodell untersucht (Boekstegers et al.,

2000). Der Vorteil der selektiven druckregulierten Retroinfusion gegeniiber der intramyokardia-
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len Injektion ist, aufler, dass keine Thorakotomie erforderlich ist, eine hohere und gleichmiBigere
Genexpression (Raake et al.l 2004). Dies liegt am ehesten an der ldngeren Kontaktzeit der ap-
plizierten Substanz mit dem Myokard und daran, dass das vendse Endothel in der Regel nicht
verdndert ist. Ein interessanter Punkt der einen Einfluss auf die Effektivitiit der retrograden Infu-
sion liber die Koronarvenen haben konnte ist konnten Kristy Red-Horse et al. zeigen (Red-Horse
et al.,|2010). Sie konnten nachweisen, dass vendse Zellen eine gewisse Plastizitéit haben, sie kon-
nen sich wenn sie ins Myokard wandern entdifferenzieren und sich zu Arterien umformen. Fiir
die therapeutische Angiogenese zeigte sich auch in klinischen Studien, dass der antegrade und
der intramyokardiale Weg zu keiner klinischen Verbesserung der Patienten fiihrt (Yla-Herttuala
und Alitalo| |2003). Bisher existieren fiir die retrograde Applikation von GefdBBwachstumsfakto-
ren nur Studien am Tiermodell. Hier zeigten sich im Schweinemodell jedoch Erfolge (Kupatt

et al., 2007; Fearon et al., 2004} von Degenfeld et al., 2003} Boekstegers et al., 2000).

1.4 Fragestellungen

Wir gingen der Fragestellung nach, ob PDGF-B durch das Anlocken von muralen Zellen die Ef-
fektivitdt von VEGF-A steigern kann. Dazu haben wir einen langwirksamen adeno-assoziierten
viralen Vektor mit der cDNA von VEGF-A und PDGF-B beladen und die Hypothese am Myo-

kard von Schweinen getestet:

1. Lisst sich mit adeno-assoziierten Viren als Vektoren eine stabile Expression von PDGF-B

und VEGF-A erzielen?

2. Fiihrt die kombinierte Gabe von PDGF-B und VEGF-A zu einer besseren Gefd3versorgung

des Myokards und damit zu einer besseren Funktion des Myokards als VEGF-A alleine?



Kapitel 2

Versuchstiere und Methoden

2.1 Versuchstiere

Die Studie wurde durch die Regierung von Oberbayern genehmigt (AZ 55.2-1-54-2531-67/07).
Es wurden 28 Schweine der Rasse Deutsches Landschwein von dem Lehr- und Versuchsgut
der LMU in Oberschleiheim bezogen. Die Tiere wurden nach den Richtlinien des Deutschen
Tierschutzgesetzes gehalten.

Die Tiere wurden fiir die gesamte Dauer des Versuchs in Gruppen bis zu drei Tieren auf 15.25m?
im Walter-Brendel-Institut in Miinchen gehalten. Am ersten Versuchstag waren die Schweine
durchschnittlich 10 Wochen alt und 27 kg schwer, am Tag 28 betrug das Gewicht durchschnittlich
45 kg und am Tag 56 durchschnittlich 85 kg. Die Gruppenstruktur des Versuchs kann der Tabelle

2.Ilentnommen werden.

2.2 Gerite und Pharmaka

Die Narkoseeinleitung erfolgte mit 10?—5 Azaperon (Stresnil®, Janssen, Neuss), 0.02111(1—gg Atro-

pinsulfat (Braun, Melsungen) und 20 I]?—gg Ketamin (Hameln Pharmaceuticals, Hameln), jeweils



14 2. Versuchstiere und Methoden

Anzahl
mit rAAV.PDGF-B/VEGF-A behandelt 6
mit rAAV.VEGF-A behandelt 4
mit rAAV. Placebo behandelt 7
vorzeitig verstorben 7
Ausschluss wegen Myokardinfarkt > 8% der linksventrikuldren Masse | 2

Tabelle 2.1: Hier sieht man die Genvektoren und die entprechende Anzahl der Tiere. Insgesamt wur-
den 9 Tiere von den Versuchen ausgeschlossen.

intramuskulir. Uber die Ohrrandvene wurde die Narkose mit 5mg Midazolam (Ratiopharm,
Ulm) und 0,05 mg Fentanyl (Janssen, Neuss) vertieft. Die Tiere wurden mit einem Laryngo-
skop endotracheal intubiert und in unserem Operationsaal an den Extremititen fixiert. Unter
EKG-, Aorten- und Blutsauerstoffsittigungskontrolle wurde die Narkose mit 5 mfl Propofol 2 %
(MCT Fresenius, Bad Homburg) und Isofluran 1 % (Forene®, Abbott, Wiesbaden) fortgesetzt.
Zum Volumenersatz und zur Rhythmusstabilisierung erhielten sie 0,51 6 % ige Hydroxyethyl-
starke (Braun), sowie 150 mg Amiodaron (Cordarex®, Sanofi Aventis, Frankfurt am Main) und
737,6 mg Magnesiumaspartat-hydrochlorid (Magnesiocard®, Verla-Pharm, Tutzing) geldst in
0,51 Natriumchlorid (Braun) intravends. Als Zugangswege fiir die Herzkatheteruntersuchung
wurden 9F- und 11 F-Katheterschleusen (Cordis, Miami, USA) verwendet. Desweiteren be-
nutzten wir einen 9 F-Judkins Rechts Fiihrungskatheter (Cordis) einen 0,018 /180 cm und einen
0,014 /180 cm Fiihrungsdraht, einen PTCA-Ballon (3 mm Durchmesser, 20 mm Linge), einen
6 F-Pigtail-Katheter (Cordis), einen 6 F-Cournard-Katheter (Cordis) sowie einen Inflator. Als
Rontgenkontrastmittel wurde Iomeprol (Imeron 350®, Altana Pharm, Konstanz) benutzt. Dane-
ben benutzen wir den temporidren Herzschrittmacher Medtronic 5320 (Medtronic, Diisseldorf).
Fiir die Druckmessung wurde ein Conductance-Katheter verwendet (Millar pressure tip catheter
SPC 560, Millar Transducer Control Unit MIL-TC-510, Millar Instruments, Texas; USA). Der
Reduktionsstent wurde selbst priapariert. Ein halbes Teflon Stent-Graft (Linge=13 mm) mit ei-
ner Polytetraflourethylen-Membran (Jostent, Abbott, Wiesbaden) wurde auf eine 16 G/1,5 mm

Kaniile (Becton Dickinson, Heidelberg) gefiddelt. In der Mitte wurde zuerst eine Kerbe mit Hilfe
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Abbildung 2.1: Fin Foto eines Reduktionsstents, wie er bei den Versuchen benutzt wurde. Er hat
eine Linge von 13 mm und einen Durchmesser von 3 mm. Modifiziert nach

Degenfeld et al., 2003).

eines Fadens der Grofle O (Suprolene 91414®, Ethicon, Norderstedt) geknotet, der Faden wurde
dann entfernt. In diese Kerbe wurden erneut 5 Knoten mit einem Faden der Grofie 5-0 (Prolene
8880H®, Ethicon, Norderstedt) geknotet. AnschlieBend wurde der Stent auf den PTCA-Ballon
mit einem Druck von 1 atm fixiert. So entstand ein Stent mit einer zenralen Durchflusséffnung

von 1,77 mm?. Dies wird in den Abbildungen und [2.3| veranschaulicht.

Zur Antikoagulation erhielten die Tiere vor dem ersten Versuchstag zwei Tage lang je 225 mg
Clopidogrel (Plavix®, Sanofi, Frankfurt am Main) per os. Wihrend der ersten Intervention er-
hielten sie 20000 IE Heparin (Ratiopharm) und 500 mg Acetylsalicylsiure (Aspirin i.v.®, Bayer)
intravends. Nach dem Setzten des Stents bekamen sie bis zum 10. Tag 75 mg Clopidogrel (Plavix®,
Sanofi) und 100 mg Acetylsalicylsiure (Aspirin®, Bayer) per os, sowie bis zum 7. Tag 3000 IE
Nadroparin (Fraxiparin®, Sanofi) sub cutan. Am Tag 28 und 56, also wihrend der zweiten und
dritten Intervention erhielten sie 10000 IE Heparin (Braun) intravends. Am Ende der ersten und
zweiten Intervention bekamen die Tiere 750 mg Cefuroxim (Hikma, Klein-Winternheim) zur In-

fektionsprophylaxe.
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Stent
ena cordis magna

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung der Koronargefif3e. Man sieht die Lage des Reduktionss-
tents im proximalen Ramus Circumflexus.

Stent im RCX

/

Abbildung 2.3: Koronarangiographische Darstellung der linken Koronararterie. Die Kontrastmit-
telaussparung im rechten Teil des Bildes entspricht dem Reduktionsstent im Ramus
Circumflexus.
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2.3 Versuchsablauf

Tag 1 | Implantation des Reduktionsstents
Tag 28 | 1. Angiographie

. Druckmessung

. Entnahme von Serum

. Mikrosphéren

. Selektive druckregulierte Retroinfusion
. Angiographie

. Druckmessung

. Entnahme von Serum

. Mikrosphéren

. Sonomikrometrie

. Post mortem-Angiographie

. Infarktfiarbung

. Biopsien

Tag 56

0NN AW ~=WLERA W =

Tabelle 2.2: Ubersicht iiber den Versuchsablauf an den einzelnen Versuchstagen.

Eine Ubersicht des Versuchsablaufs ist in Tabelle dargestellt. Am Tag 1 erfolgte die In-
duktion der myokardialen Ischamie mittels Implantation des Reduktionsstents in dem proxima-
len Abschnitt des Ramus circumflexus (RCX). Dazu wurde ein circa 3 cm langer Hautschnitt
unter Vollnarkose oberhalb des linken Musculus sternocleidomastoideus auf halber Hohe durch-
gefiihrt, die Arteria carotis externa freiprapariert und die 9 F-Schleuse in der Arterie fixiert. Nach
Sondierung der RCX mit der iiblichen Herzkathetertechnik wurde der Reduktionsstent im Be-
reich der proximalen RCX implantiert. Die Kontrolle der Stenose erfolgte mittels Angiographie.
Nach erkennbarer Stenose wurde die Schleuse entfernt und die Arteria carotis externa mit zwei
Fiden (PH-Seide®, Ethicon, Norderstedt) ligiert. Danach wurde die Wunde unter sterilen Be-
dingungen vernédht und das Tier unter selbststindigem Atmen wieder in den Stall gebracht. Am
Tag 28 wurden eine 9 F-Schleuse in die Arteria carotis externa und zusétzlich eine 11 F-Schleuse
in die Vena jugularis interna der rechten Seite gelegt. Zuerst wurde die Stenose angiographisch
dargestellt. Danach wurde die globale Myokardfunktion mit Hilfe des Conductance-Katheters

gemessen. Zur Messung des regionalen myokardialen Blutflusses benutzten wir die Methode der
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fluoreszierenden Mikrosphéren. Im Anschluss wurde unter Verwendung der selektiven druckre-
gulierten Retroinfusion (SSR) entweder bei den Kontrollen Tyrode Puffer oder bei den zu behan-
delnden Tieren in Phosphat-gepufferte Salzlosung suspendierte Adeno-assoziierte Viren (AAV)
appliziert. Der Wundverschluss und die Ausleitung erfolgten analog zum Tag 1. Fiir den letzten
Versuchstag, den Tag 56, wurden die arteriellen und vendsen GefidB3zugénge in die Arteria caro-
tis interna beziehungsweise in die Vena jugularis externa gelegt. Die Angiographie, die Druck-
messung und die Messung mit den Mikrosphidren erfolgten in gleicher Weise wie am Tag 28.
Es wurden lediglich zwei andere Spektralbereiche der Mikrosphérensuspensionen gewihlt. Die
regionale Myokardfunktion wurde mit der Ultraschalllaufzeitmethode bewertet. Dazu mussten
Sonomikrometrie-Kristallpaare in das schlagende Herz implantiert werden. Unter Analgesie und
Muskelrelaxation wurde das Sternum mittels Schere und Sternum-Sperrer eréffnet. Die Kristalle
wurden dann in das ischdmische RCX-Areal und in das nichtischdmische LAD-Areal implan-
tiert. Die Funktionsmessung erfolgte sowohl unter Ruhebedingungen als auch unter ,,atrialem
pacing®. Im Anschluss erfolgte die Totung durch Entnahme des durch kardioplege 40 mval Ka-
liumchloridlosung gelihmten Herzens. Zur Analyse der Kollateralen wurde eine post mortem
Koronarangiographie erstellt. Dafiir wurde {iber ein Insert einer 7 F Schleuse das Kontrastmittel
in den linken Koronarhauptstamm injiziert. Die spitere Auswertung erfolgte durch zwei unab-
hingige und verblindete Untersucher. Fiir die histologischen und immunhistochemischen Un-
tersuchungen sowie fiir die Messungen des regionalen myokardialen Blutfluss entnahmen wir 9

Proben aus dem RCX-Gebiet und 2-3 Proben aus dem LAD-Gebiet sowie Organproben.

2.4 Hard- und Software

Zur Messung des Linksventrikuldren Drucks benutzen wir einen Personal Computer (Pentium4,
3 GHz, 248 MB RAM) mit MS-DOS 6.22 (Microsoft, Redmond, USA) und dem Programm Con-
duct 2000 V.0150.9 (Cardiodynamics, San Diego, USA). Diesem wurde ein Sigma 5 DF®,CD
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@) = 2 : Absaugung

o\ ' : Infusion
o /. Druckmessung
' Balloninflation

o
*~._Ballon_.-* Venenlumen

Abbildung 2.4: Schematische Darstellung des SSR-Katheters. Die grauen Streifen entsprechen den
Lumina innerhalb des Katheters. Der gestrichelte Kreis stellt den aufblasbaren Bal-
lon dar mit dem das Venenlumen verschlossen werden kann.

Leycom, Zoetermeer, Niederlande) vorgeschaltet. Zur Speicherung und Auswertung des Links-
ventrikuldren Drucks, des Aortendrucks, des Elektrokardiogramms und des Signals der Sono-
mikrometrie benutzten wir einen PC (Pentium3, 733 MHz, 128§ MB RAM) mit Windows 98SE
(Microsoft, Redmond, USA) und dem Programm Sonosoft Version 3.4.26 RC3 (Cardiosoft, Hou-
ston, USA).

2.5 Methoden

2.5.1 Die selektive druckregulierte Retroinfusion

Zur Applikation der Viren verwendeten wir das System der selektiven druckregulierten Retroin-
fusion in die Koronarvenen (SSR). Die SSR wurde 1990 von Boekstegers et al. entwickelt und
steht seit 1997 in der heutigen Form zur Verfiigung (PTC Myoprotect SSR, Pro-Med, Mdodling,
Osterreich). Mit dieser Methode ist es moglich, ischimisches Myokard retrograd iiber die Herz-
vene mit arteriellem Blut zu perfundieren oder aber auch Substanzen zu infundieren. Hierfiir
wurde ein vierlumiger abgewandelter Swan-Ganz-Katheter in die Vena Interventricularis Anteri-
or platziert. Der Aufbau des Katheters kann der Abbildung[2.4entnommen werden. Die Retroin-
fusion erfolgte druckgesteuert und pulsatil wihrend der Diastole. Dafiir wurde in die Vena cordis

magna mit einem Druck, der 20 mmHg iiber dem Venenverschlussdruck lag, retroinfundiert. Der
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Abbildung 2.5: Koronarangiographische Darstellung der Koronarvenen. Im rechten Bildteil ist die
Blockierung der distalen Vena Interventricularis Anterior zu erkennen.

Venenverschlussdruck wurde zuvor bei geblocktem Ballon in der Systole bestimmit.

Das Legen des Katheters erfolgte iiber die vendse Schleuse, wobei der Sinus Coronarius mit ei-
nem 7F-Cournard-Katheter unter Rontgenkontrolle aufgesucht wurde und ein 0,18 Fiihrungs-
draht in die Vena coronaria sinistra, respektive die Vena interventricularis sinistra vorgeschoben
wurde. Uber diesen Draht lieB sich dann der SSR-Katheter im ischimischen Gebiet positionie-
ren. In Abbildung[2.5]sieht man eine angiographische Darstellung. Nach Blocken des Ballons im

distalen Teil der Vena interventricularis sinistra lieB sich mit dieser Technik eine Verweildauer

des Infusats von 9,5+2,5 s erzielen (Boekstegers et al., [2000).

Die Viren wurden in einer 50 ml Spritze mit 15 ml Phosphat-gepufferter Salzlosung aufgezogen
und in einen Perfusor eingespannt. Dieser fiihrte sie, geschiitzt durch ein Riickschlagventil, dem
Infusionsstrom zu, wobei wir als Infusion 0,9 prozentiger Kochsalzlosung benutzten. Die Ge-
samtdauer der Applikation betrug 10 Minuten.

Nach Beenden der Applikation wurde der SSR-Katheter entblockt und unter Rontgenkontrolle

entfernt.
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2.5.2 Die regionale myokardiale Perfusion

Zur Bestimmung der regionalen myokardialen Perfusion benutzten wir fluoreszierende Polysty-
ren Mikrosphiren (Fluospheres®, Invitrogen, Paisley, UK). Diese haben einen Durchmesser von
15 wm und bleiben dadurch in den Kapillaren hingen, denn diese haben einen durchschnittlichen
Durchmesser von 4-15 um. Dadurch ldsst sich nach Messung der Fluoreszenzaktivitit einer Ge-
webeprobe und einer Referenzprobe bei bekanntem Abzugsfluss die regionale myokardiale Per-

fusion nach der folgenden Formel berechnen.

; :
rmp(ml  g/min) = M (2.1)
irpxm

rmp = Regionale myokardiale Perfusion
fluss = Fluss der Referenzprobe

igp = Fluoreszenzaktivitit der Gewebeprobe
irp = Fluoreszenzaktivitit der Referenzprobe

m = Gewicht der Gewebeprobe

Die Mikrosphiéren sind in unterschiedlichen Spektralbereichen verfiigbar, wobei wir fiir jede
Messung einen anderen Spektralbereich benutzten. Wir verwendeten pro Spektralbereich 5 ml
Mikrosphirenlosung, die circa 5%*10° Mikrosphiren entsprechen. Die Mikrosphiren wurden mit-
tels Vortexer (Vortex Genie 2, Bender und Hobein, Ziirich, Schweiz) und Ultraschallbad (Sonorex
TKS52H, Bandelin, Berlin) durchmischt und dann in 10 ml 10 prozentigem Dextran suspendiert.
Die Suspension wurde mit einem 6 F-Pigtail-Katheter in den linken Ventrikel iiber 1 Minute in-
fundiert. Gleichzeitig wurde iiber die arterielle Schleuse mittels einer Riickzugspumpe (Harvard
Apparatus Withdrawal Pump, Holliston, USA) in mit Citrat gefiillte Spritzen die Referenzprobe
gewonnen. Der Abzugsfluss betrug 4,1 ml/min und die Abzugsdauer 3 Minuten, also zwei Mi-

nuten lidnger als die Infusion. Danach wurden die Mikrosphiren aus den Referenzproben durch
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jeweils einen Filter abgefangen. Wir fiihrten am Tag 28 und am Tag 56 jeweils eine Messung
unter der Ruhefrequenz und eine unter Schrittmachererregung durch (HF:130/min). Nach Ent-
nahme des Herzens wurden Proben aus dem gesamten linken Ventrikel gewonnen und nach epi-
und endokardialen Ursprung geteilt. Die Proben wurden in einem Floureszenzreader verdaut und

die Fluoreszenzaktivitit gemessen.

2.5.3 Die globale Myokardfunktion

Zur Beurteilung der globalen Myokardfunktion mafen wir den endsystolischen linksventriku-
laren Druck (LVP), den enddiastolischen linksventrikuliren Druck (LVEDP), die Anstiegsge-

schwindigkeit des LVP (ALVP/At) und die Ejektionsfraktion (EF).

Messung des Aortendrucks

Die Messung des Aortendrucks (AP) diente der Uberwachung des Tieres wihrend der Operati-
on und erfolgte liber eine in der Arteria carotis communis liegende 9 F-Schleuse. Diese war mit
einem Druckabnehmer (Stetham Transducer, Hellige-Monitor, Freiburg) verbunden und wur-
de durch das Computerprogramm Sonosoft aufgezeichnet. Vor der Messung des AP wurde der

Druck = 0 mmHg mit dem aktuellen Luftdruck gleichgesetzt.

Linksventrikuldre Druckmessung

Die linksventrikuldren Driicke wurden mit einem Conductance-Katheter gemessen. Dieser wurde
unter Rontgenkontrolle in den linken Ventrikel platziert und auf die Werte 0 und 100 mmHg kali-
briert. Die Aufzeichnung erfolgte EKG-synchronisiert mit Sonosoft. Es wurde sowohl der endsy-
stolische linksventrikuldre Druck (LVP), als auch der enddiastolischen linksventrikuldren Druck
(LVEDP) gemessen. Der LVEDP dient zur Beurteilung einer Herzinsuffizienz. Dabei steigt die-

ser bei reduzierter Auswurfsleistung an. Aus der Verdnderung des LVP iiber die Zeit lief sich
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(ALVP/At) berechnen (Sonosoft). Dieser Wert gibt die Geschwindigkeit der Druckidnderung an

und gibt Auskunft iiber die Kontraktilitdt des Myokards.

Die linksventrikulire Ejektionsfraktion (EF)

Die EF wurde planimetrisch bestimmt (ImageJ, NIH, Bethesda, USA). Dazu wurden Ventriku-

lographiebilder aus der Endsystole mit Bildern aus der Enddiastole verglichen.

2.5.4 Die regionale myokardiale Funktion

Fiir die Bestimmung der regionalen myokardialen Funktion verwendeten wir die Methode der
Sonomikrometrie. Dieses Verfahren beruht auf der Messung von Ultraschalllaufzeiten. Dafiir
implantierten wir am Tag 56 am sternotomierten Tier jeweils zwei piezoelektrische Kristalle
(2 mm Durchmesser, Sonometrics, London, Canada) in das ischiamische (RCX) und das Kon-
trollmyokard (LAD). Die Implantation erfolgte nach Inzession des Myokards an je zwei Stellen
parallel zur Faserrichtung. Danach wurden die Kristalle bis kurz vor das Endokard vorgescho-
ben. Der eine Kristall sendet ein Ultraschallsignal mit 5 Megaherz aus, der andere empfangt es
und gibt es an das Messgerit (Sonometrics TRX Series 6) mit angeschlossenem PC weiter (siehe
Abbildung [2.6). Diese berechnen, bei bekannter Ausbreitungsgeschwindigkeit und gemessener

Ausbreitungszeit, den absoluten Abstand der Kristalle zueinander nach folgender Formel.

Abstand = Geschwindigkeit x Zeit 2.2)

Da wir gleichzeitig auch ein Elektrokardiogramm (EKG) ableiteten, konnten wir die Kristall-
absténde zu den endsystolischen (ESL) und den enddiastolischen Zeitpunkten (EDL) zuordnen.

Nach Formel [2.3] ldsst sich die relative Segmentverkiirzung (SES) berechnen. Wir benutzen fiir
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Systole

Abbildung 2.6: Schematische Darstellung der Sonomikrometriekristalle im Myokard. Links wird die
Situation wihrend der Diastole dargestellt, rechts die Situation wihrend der Systole.
Es kommt zu einer deutlichen Anderung des Abstands der Mikrokristalle zueinander.

die Segmentverkiirzung den Mittelwert aus fiinf Einzelberechnungen.

EDL —ESL
SES = ————x 100 (2.3)
EDL

2.5.5 Die Fiarbung des ischimischen Gewebes

Die Firbung des ischdmischen Gebiets wurde sofort nach der Entnahme des Herzens durchge-
fiihrt. Dazu wurde der linke Koronarhauptstamm (LCA) mit einer Katheterschleuse kaniiliert und
15 ml Tetrazoliumrot (10%) injiziert. Dadurch wurde das vitale Gewebe rot angeférbt und liefl
sich vom avitalen, fibrosierten Infarktgebiet abgrenzen. Das Herz wurde senkrecht zur langen
Achse in Scheiben geschnitten und digital fotografiert (MVC-FD81, Sony, Berlin). Anschlie-
Bend wurden die Fotos computergestiitzt vermessen (ImagelJ) und Infarktgroe/GroBe des linken
Ventrikel berechnet. Wenn der Infarkt iiber 8% der linksventrikulidren Masse betrug wurde das

Tier vom Experiment ausgeschlossen.

2.5.6 Virusproduktion

Als Vektoren benutzten wir 2/9-pseudotypisierte Adeno-Assoziierte Viren. Die viralen Vekto-
ren wurden mit drei Plasmiden hergestellt. Das erste Plasmid kodierte die Transgene (VEGF-A,

PDGE-B oder LacZ) unter der Kontrolle eines CMV-Promotors, der an die ,,cis AAV 2 internal
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terminal repeats® (ITR) grenzte. Das zweite Plasmid kodierte AAV 2 rep und ,,AAV 9 cap in
trans®. Das dritte Plasmid fiigte schlieBlich adenovirale Hilfsfunktionen hinzu. Die Transfekti-
on wurde an U293-Zellen durchgefiihrt. Dazu wurden die Zellen zuerst gesplittet, so dass am
nichsten Tag eine 70-80 prozentige Konfluenz entstand. Dann wurden die Zellen fiir 2 Stunden
in serumfreies ,,Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium* (DMEM) gegeben. Zur Vorbereitung
der Transfektion wurden die Plasmide mit Polyethyleneimin (PEI) und DMEM gelost und auf
die Zellen appliziert. 24 Stunden nach der Transfektion wurde das Medium zu DMEM/10%
FBS/1% P/S gewechselt. 48 Stunden spiter wurde das Medium abgesaugt und die Zellsuspen-
sion fiir 15 min bei 4°C und 4000 U/min zentrifugiert. Dann wurde das Zellpellet freigesaugt,
in phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) gelost und erneut zentrifugiert. Nach Absaugen des
PBS wurden die Zellen auf -80°C gefroren und anschlieend mittels Caesiumchlorid-Gradienten
gereinigt. Der Virustiter wurde mittels RealTime-PCR gegen den polyA Schwanz des Vektors
bGH bestimmt. Die Forward Primer Sequenz war 5’-tctagttgccagccatetgttgt-3’, die Reverse Pri-
mer Sequenz war 5’-tgggagtggcaccttcca-3’. Als Placebovektor wurde das AAV ohne codierende

Sequenz beladen (rAAV.Placebo).

2.5.7 Nachweis des Gentransfers

Zum Nachweis der Expression von VEGF und PDGF benutzten wir die Methode des Western-
Blots. Um die Proteine aus den Myokardproben zu isolieren wurden die auf -80°C gefrorenen
Gewebe in einen Priparationspuffer gegeben und gemorsert. AnschlieBend wurden die Proben
zuerst auf Trockeneis gelagert und dann bei 37°C schockgetaut. Die Zentrifugation erfolgte bei
4°C und 14000 U/min, danach wurde der Uberstand abgetrennt. Die SDS-PAGE-Elektrophorese
und das Western Blotting erfolgten nach Standardprotokoll. Bei der Auftrennung der Protei-
ne mittels SDS-PAGE benutzten wir ein 15%iges Acrylamidgel mit folgender Zusammenset-
zung fiir 100ml: 66,63 ml 30% Acrylamid, 16,6 ml 2M Tris pH8,9, 0,663 ml 0,5M EDTA,

16,11 ml Aqua dest. Die Proben wurden anschlieend in einem Tank auf eine PVDF-Membran
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(Immobilon-P, Millipore, Schwalbach) geblottet. Die benutzten Antikorper konnen der Tabelle

[2.3] entnommen werden. Die Entwicklung des Western Blots erfolgte mit dem Amersham ECL

Name Konzentration
primédrer AK VEGF rabbit polyclonal IgG to VEGF 147 (sc-507, Santa | 1:1000

Cruz, Heidelberg)
sekundirer AK VEGF | goat anti-mouse [gG-HRP (sc-2005, Santa Cruz) 1:3000
primédrer AK PDGF Rabbit polyclonal to PDGF BB (ab23914 Abcam, | 1:1000

Cambridge UK)
sekundirer AK PDGF | goat anti rabbit IgG-HRP (Zymed) 1:3000
primédrer AK Actin goat polyclonal IgG to Actin (I-19) (sc-1616, Santa | 1:1000
Cruz)

sekundirer AK Actin | donkey anti-goat [gG-HRP (sc-2033, Santa Cruz) 1:3000

Tabelle 2.3: Ubersicht iiber die fiir das Western Blotting verwendeten Antikorper.

Western Blotting System (GE Healthcare, Miinchen) und einem Rontgenradiographen.

2.5.8 Kapillardichte
Immunhistochemie

Wir untersuchten Gewebsproben aus den Bereichen des RCX und des LAD. Zuerst wurden 5 um
diinne Gefrierschnitte angefertigt und iiber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet. Dann wurden
die Schnitte fiinf Minuten lang mit Azeton fixiert und 10 Minuten getrocknet. Nachdem die ein-
zelnen Schnitte auf dem Objekttriger mit einem Papstift umfahren wurden, wurden sie fiir fiinf
Minuten mit PBS benetzt. Danach wurde fiir 30 Minuten Blockinglosung aufgetragen (Antibody
Diluent, Background Reducing, Dako, Hamburg). Die Kapillaren wurden mit primdren Anti-
korpern gegen PECAM-1 (SC1506 goat polyclonal, Santa Cruz) gefirbt. Diese wurden in einer
Verdiinnung von 1:20 und einer Menge von 100 ul pro Schnitt aufgetragen und iiber Nacht bei
4 °C inkubiert. Die Perizyten wurden analog dazu mit Antikdrpern gegen NG-2 (AB5320, rab-
bit polyclonal, Millipore, Schwalbach) gefirbt, allerdings in einer Verdiinnung von 1:200. Als

sekundire Antikorper kamen fiir das PECAM-1 Rhodamin-konjugierte Donkey-anti-Goat-IgG
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(8C2094, Santa Cruz) und fiir das NG-2 FITC-konjugierte Bovine-anti-rabbit-IgG zum Einsatz.
Beide wurden in einer Verdiinnung von 1:50 in einer Menge von 100 ul aufgetragen und bei
Raumtemperatur fiir 2 Stunden inkubiert. Danach wurden die Kapillaren und die NG-2 positiven

Zellen in jeweils fiinf Sichtfeldern durch einen verblindeten Untersucher ausgezahlt.

Firbung mit alkalischer Phosphatase

Die Firbung erfolgte nach dem Protokoll von Ziada et al. (Ziada et al., |1984). Die aufgetauten
und getrockneten Gefrierschnitte wurden iiber eine Stunde bei 37°C in der Férbelosung inkubiert.
Diese enthielt 30 mg nitroblue-tetrazolium (Sigma) und 6 mg 5-bromo-4-chloro-indolylphosphat
p-toluidin Salz (Sigma). Dies wurde in 30 ml Puffer (pH 9,2-9,4) mit folgender Zusammenset-
zung gelost: 6,9 mmol/l MgS04 (Merck), 27,5 mmol/l B4Na207 und Aqua Dest. Anschlie3end
wurden die Schnitte dreimal kurz in PBS getaucht, in 4 przentigem Formaldehyd (pH 7,3) iiber
5 Minuten fixiert und fiir eine Minute in Aqua Dest gewaschen. Zum Schluss wurde noch mit

Kernechtrot fiir eine Minute gegengefirbt und mit PBS gewaschen.

2.6 Statistik

Alle Ergebnisse wurden als Mittelwert 4+ Standard Error Of The Mean (SEM) angegeben. Zu-
nichst wurden die Ergebnisse im einseitigen ANOVA-Test gepriift. Bei einem signifikanten Un-
terschied wurden die Gruppen mit ,,Multiple Comparison Tests* nach Bonferroni analysiert.
Zwei Gruppen wurden mit dem Student’s T-Test verglichen. Als Statistiksoftware wurde SPSS

(Version 17.0.2) verwendet. Als Signifikanzgrenze wurde p<0,05 gewihlt.
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Kapitel 3

Ergebnisse

3.1 Nachweis des Gentransfers

Wir untersuchten die Genexpression in den Proben aus dem RCX- und dem LAD-Gebiet mittels
Westernblot. Hierbei konnte vier Wochen nach der Behandlung in beiden Gebieten eine erhohte

Expression sowohl von VEGF-A als auch von PDGF-B nachgewiesen werden (Abbildung [3.1]
B2 und B3).

rAAV.
raAv. raAv. rAAY. VEGF-A[
Placebo VEGF-A Placebo PDGF-B

a-VEGF-A a-PDGF-B
a-Actin a-Actin

Abbildung 3.1: Westernblot aus den untersuchten Myokardgebieten. Es zeigen sich erhohte Expres-
sionen von VEGF-A und PDGF-B.
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VEGF-A/Actin

rAAV.Placebo

rAAVVEGF-A rAAV.VEGF-A/ PDGF-
B

Abbildung 3.2: Die Abbildung zeigt die Quantifizierung der VEGF Expression mittels Densitro-

metrie.

0,6
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PDGF-B/Actin

0,2

0,1 -

rAAV.Placebo

rAAVVEGF-A/ PDGF-B

Abbildung 3.3: Die Abbildung [3.3| zeigt die Quantifizierung der PDGF Expression mittels Densito-

metrie.
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Abbildung 3.4: Quantifizierung der PECAM-1 und NG-2 positiven Zellen im ischdmsichen Gebiet,

vergleichen Sie auch[3.5]
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rAAV.
Placebo

rAAV.
VEGF-A

rAAV.
VEGF-A/
PDGF-B

PECAM-1 NG-2 Uberlagerung

Abbildung 3.5: Das ist ein Beispiel fiir eine immunhistochemische Farbung der PECAM-1 und NG-
2 positiven Zellen im ischdmischen Gebiet.
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3.2 Kapillardichte

Wir fithrten immunhistologische Farbungen zum Nachweis von PECAM-1 positiven Zellen, die
mit der Kapillardichte korrelieren, und von NG-2 positiven Zellen, die den Perizyten entspre-
chen, durch. Hierbei zeigte sich im ischimischen Gebiet bei beiden Zelltypen eine Zunahme der
Zellzahl am Tag 56. Obwohl die alleinige VEGF-A-Gabe die Kapillardichte um das 2,1-fache
erhohte, konnte es den Perizytenbesatz nicht steigern. (Abbildung [3.4und [3.5). Dies zeigt, dass
nur die kombinierte Gabe von rAAV.VEGF-A und rAAV.PDGF-B zu einer Bildung von stabilen

Kapillaren beziehungsweise mit Perizyten besetzen Kapillaren fiihrte.

3.3 KollateralgefifBie

Die Anzahl der Kollateralgefdae stieg von 2,740,5 in der Placebogruppe auf 9,0+0,4 in der
rAAV.VEGF-A/PDGF-B Gruppe (Abbildung[3.6). Abbildung [3.7]zeigt eine Darstellung der Ko-
ronargefdale nach der Injektion von Kontrastmittel in die linke Koronararterie. Hierbei ist die
Kollateralisierung in dem stenosierten RCX-Areal gut zu sehen. Zur qualitativen Bewertung der
Kollateralen benutzten wir den Rentrop Score (Cohen und Rentrop, 1986). Hierbei entsprechen
null Punkte einem nicht gefiilltem Gefil}, ein Punkt der Fiillung eines Nebenastes, zwei Punk-
te der teilweisen Fiillung eines Hauptgefidfles und drei Punkte der vollstindigen Fiillung eines
HauptgefaBes. Ein Effekt zeigte sich nur in der rAAV.VEGF-A/PDGF-B Gruppe (2,4+0,2 vs.
1,1+£0,2, p=0,02) (Abbildung[3.§).

3.4 Die regionale myokardiale Perfusion

Die Messung der regionalen Durchblutung mittels Mikrosphéren zeigte sowohl bei den Kontrol-
len als auch bei der AAV.VEGF-A Gruppe eine verminderte Perfusion im RCX-Gebiet (77£2%

und 85+2% des nicht ischdmischen Gebiets) (Abbildung [3.9). Bei der rAAV.VEGF-A/PDGF-
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Abbildung 3.6: Quantifizierung der Kollateralgefdle nach Auszdhlen von Angiographiebildern.

rAAV.Placebo rAAV.VEGF-A/PDGF-B

Abbildung 3.7: Angiographische Darstellung der linken Koronararterie. Der Pfeil zeigt auf den Re-
duktionsstent im Ramus Circumflexus.
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P=0.02

Rentrop Score
-
W

Abbildung 3.8: Der Rentrop Score dient der Beurteilung der Qualitéit der Kollateralen. Je hoher der
Wert, desto besser sind die Gefille gefiillt.
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Abbildung 3.9: Darstellung der regionalen Perfusion unter Ruhebedingungen mit einer Herzfrequenz

von 60/min.
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Abbildung 3.10: Darstellung der regionalen Perfusion unter Schrittmacherstimulierung mit einer

Herzfrequenz von 150/min.
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B Gruppe lag diese bei 974+5%. Um die Flussreserve zu beurteilen, haben wir die Messung
unter Schrittmacherstimulation (HF:150/min) wiederholt (Abbildung [3.10). Bei den Kontrollen
zeigte sich im nicht ischdmischen Areal eine Zunahme der Perfusion auf 144+6 % (p = 0,002)
im Vergleich zur Ruhe, im ischdmischen Areal blieb sie unverdndert. Dies deutet hier auf eine
stark eingeschrinkte koronare Flussreserve hin. In der rAAV.VEGF-A Gruppe stieg die Durch-
blutung auf 1124-7% im ischdmischen Gebiet und 147412% im nicht ischimischen Gebiet (p =
0,055). In der Gruppe mit rAAV.VEGF-A/PDGF-B war die koronare Flussreserve im ischdmi-
schen Gebiet noch ausgeprégter. Hier lie3 sich die Durchblutung auf 128+12% steigern, im nicht
ischamischen Gebiet auf 137+10% (p = nicht angegeben vs. nicht ischdmischen Gebiet, p < 0,05

vs. Placebo).

3.5 Die globale myokardiale Funktion

Die Ejektionsfraktion (EF) war am Tag 28 bei allen Tieren mittelgradig vermindert (Abbildung
[3.11). Am Tag 56 hatte sich diese weder in der Placebogruppe (von 38,1+2,3% auf 33,7+2,8%)
noch in der VEGF-Gruppe (von 32,2+1,9% auf 37,2+2,1%) signifikant verdandert. In der VEGF-
PDGF Gruppe hingegen stieg die Ejektionsfraktion von 35,8+2,6% auf 55,4+4,1% (p<0,05) und
war damit nur noch leichtgradig eingeschrinkt.

Der linksventrikuldre enddiastolische Druck (LVEDP) stieg vom Tag 28 zum Tag 56 bei den
Kontroll- und bei den VEGF-Tieren nicht signifikant von 17,1+1,2 auf 19,4+1 mmHg bzw. von
15,5406 auf 15,84-0,8 mmHg. Bei den Tieren, die mit rAAV.VEGF-A/PDGF-B behandelt wur-
den, sank der LVEDP von 16,8+0,9 auf 12,9409 mmHg (p=0,01) (Abbildung[3.13] Die Kontrak-
tionsgeschwindigkeit ALV P /Aty stieg nur bei rAAV.VEGF-A/PDGF-B (1731+104 mmHg/s)
im Vergleich zu dem Placebo 1337467 mmHg/s an (in Ruhe). In der VEGF-A Gruppe betrug sie
12754145 mmHg/s (Abbildung [3.14). Die Relaxationsgeschwindigkeit war passend dazu. Hier
mafen wir bei rAAV.VEGF-A/PDGF-B ein ALV P/ At;y, -1854+127 mmHg/s, bei rAAV.VEGF-
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Abbildung 3.11: Darstellung der durchschnittlichen Ejektionsfraktionen in den einzelnen Gruppen

am Tag 28 und 56.
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Abbildung 3.12: Darstellung der durchschnittlichen Relaxationsgeschwindigkeit in den einzelnen
Gruppen bei Ruhebedingungen und unter Schrittmacherstimulation.

A -10804+89 mmHg/s und bei dem Placebo -1206+174 mmHg/s (Abbildung [3.12]).

3.6 Die regionale myokardiale Funktion

In der Sonomikrometrie zeigte sich, dass die subendokardiale Segmentverkiirzung (SES) in der
Placebogruppe stark eingeschrinkt war. Diese betrug in Ruhe 40+£7% des nicht ischdmischen
Werts und sank mit steigender Herzfrequenz auf 9+£6% (HF:150/min). Durch die Behandlung
mit VEGF-A wurde dies nur nicht signifikant veridndert (42+4% (Ruhefrequenz) vs. 24+4%
(HF:150/min, p < 0,05). Andererseits kam es bei der Gruppe, die mit rAAV.VEGF-A/PDGF-B
behandelt wurde, zu einer funktionellen Verbesserung. Hier lag die SES in Ruhe bei 64+9%
(p = 0,07 vs. Placebo und rAAV.VEGF-A) und bei einer Herzfrequenz von 150/min noch bei
53£11% (p < 0,05) (Abbildung [3.15)).
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Abbildung 3.13: Darstellung des durchschnittlichen enddiastolische linksventrikuldre Drucks in den

einzelnen Gruppen am Tag 28 und 56.
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Abbildung 3.14: Darstellung der durchschnittlichen Kontraktionsgeschwindigkeit in den einzelnen
Gruppen bei Ruhebedingungen und unter Schrittmacherstimulation.
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: Darstellung der regionalen Funktion im ischdmischen Gebiet. Diese wurde in den
einzelnen Versuchsgruppen mit der Sonomikrometrie gemessen.
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Kapitel 4

Diskussion

Wir wollten die Moglichkeiten einer neuen Therapie fiir die Koronare Herzkrankheit bei no-
option Patienten untersuchen. In unserem Tiermodell gaben wir Scheinen mit einer kiinstlichen
Stenose des Ramus Circumflexus entweder VEGF oder VEGF-PDGF iiber die Koronarvene. Die

Auswertung zeigte signifikante Effekte auf die im Folgendem niher eingegangen werden soll.

4.1 Tierexperimentelles Modell

Als Versuchsorganismen fiir die therapeutische Neovaskularisation am Herzen kommen theore-
tisch viele Tieremodelle in Betracht, unter anderem Primaten, Schweine, Kaninchen, Hunde, Rat-
ten und Mduse. Fiir die Transduktion von GefidBwachstumsfaktoren liegt bereits viel Erfahrung
mit diesen Tiermodellen vor. Jedoch wollten wir ein Modell benutzen, das auch in seiner prakti-
schen Durchfiihrbarkeit in hohem Mafe auf den Menschen zu iibertragen ist. Die kleinen Tiere
kommen aufgrund unterschiedlicher Gréenverhiltnisse nicht in Frage. Primaten wiirden zwar
ausgezeichnet mit dem menschlichen Korper zu vergleichen sein, jedoch besitzen Primaten ein
Bewusstsein und daher besteht hier eine ethische Problematik. Schweine sind wegen der grof3en

Ubereinstimmung mit dem Menschen hinsichtlich der Koronaranatomie und -physiologie gut als
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Modellorganismus geeignet. Sie besitzen, dhnlich wie der Mensch, ein koronares Dreigefal3sys-
tem und nur ein schwach ausgeprigtes Kollateralsystem (Schaper et al., [1967; [Sjoquist et al.,
1984} White und Bloor, |1981). Auch sind die GroBe der GefidBle und des Herzens vergleichbar
mit denen des Menschen, so dass man die in der Klinik eingesetzten Gerite und Pharmaka auch
beim Schwein benutzen kann. Das fiihrt insgesamt zu einer recht groBen Ubertragbarkeit der Er-
gebnisse aus dem Tierversuch auf das Szenario am Menschen. Daher entschieden wir uns dazu,
als Modell einer chronischen myokardialen Ischiamie Tiere der Rasse Deutsches Landschwein zu
verwenden. Allerdings sind bei Patienten mit chronischer KHK die Koronarien atherosklerotisch
verdndert und die Patienten haben auch ein durchschnittliches Alter um die 60 Jahre, im Unter-
schied zu den jungen und gesunden Versuchstieren. Wir wollten die atheriosklerotisch verengten
Koronarien simulieren. Eine Moglichkeit dies zu erreichen ist der Ameroid-Quellring. Dabei
wird wihrend eines chirurgischen Eingriffs ein Ring um das zu untersuchende Gefa$ platziert.
Dieser quillt innerhalb von 3-4 Wochen auf und fiihrt so zu einer zirkulidren Stenose des Gefélles
in diesem Bereich (O’Konski et al., [1987; Tuzun et al., 2010). Das ist ein gutes und etabliertes
Modell zur Induzierung von Koronararterienstenosen. Allerdings ist dafiir eine Thorakotomie
notwendig und damit ist diese Methode sowohl mit einem hoherem Aufwand, mit mehr Kom-
plikationen, unter anderem mit einem Reiz durch eine Entziindungsreaktion, und mit héherem
Stress fiir die Tiere verbunden. Wir entschieden uns daher fiir die Implantation eines Reduktions-
stents, ein etabliertes Verfahren um eine Stenose in einer Koronararterie auszulosen. Hierfiir ist
jedoch keine Operation notwendig, der Stent kann im Rahmen einer Herzkatheteruntersuchung

schnell, sicher und mit minimalen Komplikationen platziert werden (von Degenfeld et al.,[2003).

4.2 Nachweis des Gentransfers

In anderen Studien wurde oft die Effektivitit des Adenovirus als Genvektor bei der therapeuti-

schen Angiogenese untersucht. Dabei zeigte sich, dass es damit zu einer hohen Wachstumsrate
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von GefiBzellen kam, aber eben auch zu einer ausgeprigten Immunantwort, die eine erneute
Anwendung im selben Tier ineffizient machte (Gruchala et al., 2004). Bei Adenoviren kam es im
Tierexperiment zu unerwiinschten Nebenwirkungen wie zum Beispiel peripheren Odemen und
ektoper Genexpression (Vajanto et al.,2002). In anderen Arbeiten wurde gezielt die Auswirkun-
gen einer Uberexpression von VEGF-A untersucht. Hier zeigte sich, dass es dadurch zur Bildung
von Himangiomen und zu Storungen der Reifung von neuen Gefidflen kommen kann (Springer
et al.| |1998; Masaki et al., 2002). Wenn VEGF-A nun aber mittels AAV transduziert wurde, kam
es in den Hinterldufen von Ratten zu einer Stimulation der Angiogenese und dadurch zu einer
Verbesserung der Durchblutung. Hierbei zeigte sich auch, dass die intramuskulidre Gabe effizi-
ent und stabil war. Jedoch kam es einerseits bei einer zu hohen Dosierung von VEGF-A leider
auch zu einer ektopen Expression (Shimpo et al., 2002) und auf der anderen Seite bei einer zu
niedrigen Dosierung zu keiner Verbesserung der Durchblutung (Kupatt et al., [2010). Dies liegt
wahrscheinlich zum einen an einer inhomogenen VEGF-A-Expression, die zu einem ungeord-
neten Kapillarnetz fiihrt (von Degenfeld et al., 2006) und zum anderen an der Inhibierung des
PDGF-R-Signalwegs in glatten GeféBmuskelzellen durch einen Komplex aus PDGF-Rf und
VEGF-R2 (Greenberg et al., 2008).

Um die negativen Auswirkungen einer Uberexpression von VEGF-A zu vermeiden, haben wir
uns fiir eine relativ niedrige Dosis von VEGF-A entschieden (2 * 1012 Viruspartikel fiir ein 40kg
schweres Tier). Die dabei zu erwartende ungeniigende Wirkung versuchten wir zu kompensie-
ren, indem wir VEGF-A mit einem PDGF-B transduzierenden AAV kombinierten(Zymek et al.,
20065 |Lindahl et al., [ 1997; |Schierling et al., 2009).

Da wiederrum aber eine zu hohe Dosis von PDGF-B zu einer Restenose der Koronararterien
fiihrt (Levitzki, 20035)), entschlossen wir uns fiir eine Dosis, die lediglich doppelt so hoch war wie

die von VEGF-A (4 % 10'2 Viruspartikel rAAV.PDGF-B).

Vier Wochen nach der Behandlung konnten wir im Myokard eine erhdhte Expression sowohl von
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VEGF-A als auch von PDGF-B nachweisen (Abb. [3.2lund Abb.[3.3). In diversen Studien konnte
bereits gezeigt werden, dass AAV zu einer langanhaltenden Expression von Genen fiihrte. Wir
wollten dies nun auch am Schwein fiir VEGF-A und PDGF-B nachweisen. In unserem Versuch
war sowohl VEGEF als auch PDGF vier Wochen nach der Retroinfusion iiber die Koronarvene
eindeutig im Myokard nachweisbar. Bei rAAV.VEGF-A war die Expression von VEGF-A um
163%, im Vergleich zum rAAV.Palcebo gesteigert. Bei rAAV.VEGF-A/PDGF-B war die Expres-

sion von VEGF-A um 88% und die von PDGF-B um 250% gegeniiber rA AV.Placebo erhoht.

4.3 Angiogenese

Nachdem tierexperimentelle Studien vielversprechende Ergebnisse erbrachten, wurden auch kli-
nische Studien zur therapeutischen Neovaskularisation durchgefiihrt. Losordo et al. zeigten in
einer Phase I Studie an fiinf Patienten, dass eine Injektion von reiner VEGF¢5 cDNA in das
Myokard die Angina Pectoris-Symptomatik reduzieren kann und zugleich sicher ist. Die Per-
fusion wurde mittels Single Photon Emission Computed Tomography (SPECT) und Korona-
rangiographie objektiviert. Dabei zeigte sich, dass sich sowohl in der SPECT die myokardiale
Perfusion verbesserte als auch in der Angiographie der Rentrop-Score stieg, also die darstellba-
ren Gefde von hoherer Qualitdt waren (Losordo et al., |1998)). Dieser Studie folgte eine place-
bokontrollierte doppelblinde Phase I/II Studie. Dabei wurde eine VEGF-2 Plasmid-DNA iiber
einen Herzkatheter und nicht mehr direkt intramyokardial injiziert. Dabei kam es erneut zu einer
deutlichen Besserung der Angina Pectoris-Symptomatik (Losordo et al., 2002). Diese guten Er-
gebnisse fiithrten zu weiteren Studien, die auch die langfristigen Erfolge untersuchen wollten. Die
NORTHERN Studie war eine placebokontrollierte doppelblinde Studie die die Verdnderungen in
der myokardialen Perfusion nach 3 und 6 Monaten mittels SPECT untersuchte. Jedoch zeigten
sich hierbei nach intramyokardialer VEGF-A g5 Injektion keine Verdnderungen (Stewart et al.,

2009). In einer weiteren placebokontrollierten doppelblinden Phase II Studie wurde der Erfolg
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eines virusvermittelten Gentransfers von Ad-VEGFj45 untersucht. Dabei wurden die Viren iiber
einen Katheter appliziert. Es zeigte sich, dass die Perfusion auch nach 6 Monaten gesteigert blieb
(Hedman et al., 2003)). Passend dazu zeigte auch die REVASC Studie, eine randomisierte klini-
sche Studie, dass es bei einer intramyokardialen Injektion von Ad-VEGF-121 transduzierenden
Adenoviren zu einer besseren Erholung von einer belastungsinduzierter Ischdmie kam (Stewart
et al., 2006)).

In Kontrast dazu zeigte die NOVA Studie, eine randomisierte Placebo kontrollierte Studie keine
Verbesserung der der Leistungsfihigkeit oder der myokardialen Perfusion. Hierbei wurden eben-
falls Adenoviren die VEGF-121 transduzierten intramyokardial injiziert (Kastrup et al., 2011)).
In Zusammenschau der Ergebnisse lédsst sich sagen, dass VEGF in klinischen Studien keine ein-

heitlich positiven Ergebnisse zeigte (Y 14-Herttuala, 2006).

Ein anderer Wachstumsfaktor der ebenfalls vielverspechende Ergebnisse in tierexperimentellen
Studien lieferte, ist der Fibroblast Growth Factor (FGF). Besonders die Isoformen FGF-1, 2, 4
und 5 wurden in Angiogenesestudien untersucht (Javerzat et al., 2002} |Giordano et al., [1996).
In einem GroBtiermodell am Schwein wurde die Wirkung von FGF-5 nach stressinduzierter
Ischidmie untersucht. Hierbei wurden FGF-5 transduzierende Adenoviren iiber einen Katheter in-
trakoronar appliziert. Nach 2 Wochen zeigten sich sowohl ein gesteigerter Blutfluss, eine hohere
Kapillardichte als auch eine bessere Herzfunktion. Diese Ergebnisse wurden in vorklinischen
Studien bei denen Ad5-FGF-4 intrakoronar appliziert wurde bestitigt (Grines et al., 2003). Die-
se guten Ergebnisse fiihrten zu klinischen Studien die FGF am Patienten untersuchten. In der
AGENTT1 Studie wurde bei einer kleinen Patientenzahl Ad-FGF-4 intrakoronar gegeben. Das
fiihrte zu einer besseren Belastungsfihigkeit nach 4 Wochen (Grines et al.l [2002). Allerdings
konnten die Folgestudien AGENT 3/4 diese positiven Ergebnisse nicht bestétigen (Henry et al.,

2007).
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Bei unserem Experiment am Schwein zeigte sich, dass die VEGF-A Gabe zu einer Verdoppelung
der Kapillaren fiihrt (Abb. [3.4)). Dies gilt sowohl fiir die alleinige Gabe von VEGF-A als auch
fiir Kombination mit PDGF-B. Allerdings wurde hierbei VEGF-A auch fiinffach hoher dosiert
als rAAV.VEGF-A/PDGEF-B. Die Anzahl der Perizyten, die der Reifung und Stabilisierung der
neugebildeten Kapillaren dienen, lieB sich bereits durch die VEGF-A-Gabe steigern. Bei der zu-
sdtzlichen Applikation von PDGF-B kam es zu einer noch stidrker ausgeprigten Zunahme der
Perizyten bei gleichbleibender Anzahl von Endothelzellen. Welche Auswirkungen hat nun die

kombinierte Gabe von VEGF-A und PDGF-B auf die Arteriogenese und die Maturation?

4.4 Arteriogenese und Maturation

Das Wachstum von neuen Kapillaren allein reicht fiir eine suffiziente und stabile Perfusion nicht
aus. Entscheidend sind auch die Maturation dieser neuen Gefdfle und das Wachstum von neu-
en Kollateralen. Mit VEGF alleine 146t sich keine ausreichende Angiogenese erreichen, da die
neuen GefidBe unregelmifBig geformt und sehr undicht sind (Carmeliet und Collen, |1999)). Ein
weitere Nachteil einer alleinigen VEGF Gabe ist, dass die neu gewachsenen Kapillaren nicht
von Dauer sind und eine kontinuierliche Applikation von VEGF benotigen. Dies ist am ehesten
auf die fehlende Maturierung zuriickzufiihren (Dor et al., [2002)). Der genaue Mechanismus der
Maturation ist noch nicht komplett verstanden. Allerdings scheint die Beschichtung der Kapilla-
re mit Perizyten ein entscheidender frither Schritt in der Reifung zu Arteriolen zu sein (Gerhardt
et al., 2003} |Dor et al., [2002; Jain, 2003)). Dies wird unter anderem durch PDGF erreicht. Die-
ser fiihrt iiber Chemotaxis zu der Anlagerung von Perizyten. Eine Kombination aus VEGF und
PDGF kann gleichzeitig sowohl die Neubildung als auch die Maturation von Geféden bewirken
(Kupatt et al.,|2010). Neben PDGF tridgt auch Angiopoietin-1 zur Maturierung bei Stratman et al.
(2010); Suri et al. (1996)); |Arsic et al.| (2003)). Fiir die Maturierung zu Arterien ist, im Gegenteil

zur Angiogenese, nicht so sehr ein lokaler Sauerstoffmangel entscheidend, sondern vielmehr ein
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Shear Stress (Schaper, 2009). Gefille reagieren auf einen gesteigerten Shear-Stress mit Wachs-
tum und Remodelling. Dabei wird der mechanische Reiz iiber Signalkaskaden in eine gesteigerte
Expression von Genen , wie z.B. das fiir das Intercellular Cell Adhesion Molecule (ICAM) -1
und -2 auf Endothelzellen iibertragen. An die ICAM konnen zirkulierende Monozyten iiber den
MAC-Rezeptor binden und in das perivaskuldre Gewebe wandern. Dort kdnnen sie Zytokine
abgeben, die noch mehr Monozyten anlocken und zum Wachstum von Endothel- und glatten
Muskelzellen beitragen (Schirmer et al., [2009). Auch klinisch wurde versucht die Monozyten-
vermittelte Arteriogenese zu steigern. In einer Studie wurde GM-CSF lokal in eine ischdmische
Extremitit appliziert. Dabei kam es jedoch zu schweren Nebenwirkungen, unter anderem zum
Akuten Koronarsyndrom (Zbinden et al., 2005)). Wenn man versucht die Arteriogenese iiber Mo-
nozyten, also Entziindungszellen, zu vermitteln, birgt das momentan auch gleichzeitig das Risiko

fiir eine gesteigerte Atheriosklerose.

Ich mochte wieder zuriick auf unser Experiment kommen. Als Korrelat einer suffizienten Ar-
tertiogenese und Maturation kann man die neu entstandenen Kollateralen und die NG2-positiven
Kapillaren sehen. Die Kollateralen bewerteten wir an Koronarangiographien vom letzten Tag des
Experiments. Deren Zahl lie} sich bereits durch VEGF-A verdoppeln, durch VEGF-A/PDGF-B
sogar verdreifachen (Abb. [3.6). Wie hoch ist nun aber die Qualitit dieser neuen Kollateralge-
fiaBe? Anhand des Rentrop Scores beurteilten wir die Fiillung der Gefialle (Cohen und Rentrop),
1986)). Hier zeigte sich, dass VEGF-A zu keinem signifikanten Effekt fiihrte (Abb. [3.8)). VEGF-
A/PDGF-B hingegen fiihrte nicht nur zu mehr Kollateralen, diese waren zudem auch besser
durchgéngig. Der positive Effekt auf die Kollateralisierung lésst sich durch zwei Dinge erkliren.
Zum einen konnte durch die verbesserte Mikrozirkulation der dadurch erhdhte Shear-Stress als
wichtiger Faktor der Arteriogenese dazu fiihren (Eitenmiller et al., [2006), zum anderen konnte
auch ein direkter Effekt von PDGF-B auf das Kollateralenwachstum dabei helfen (Schierling

et al., [2009).
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4.5 Die regionale myokardiale Perfusion

Zur Messung und Beurteilung der myokardialen Perfusion benutzten wir die Methode der Mi-
krosphéren. Hierbei zeigte sich in Ruhe, dass VEGF-A eine Steigerung der Durchblutung im
Vergleich zur ischdmischen Kontrolle bewirken kann. Jedoch war die Steigerung im Vergleich
zur Kontrolle nicht signifikant, im Unterschied zur VEGF-A/PDGF-B Gruppe (Abb. [3.9). Die-
se konnte ndmlich die Durchblutung in Ruhe auf Werte steigern, die d@hnlich dem im nicht-
ischdmischen Gebiet waren. Um zu sehen ob sich dieser Trend auch bei hoheren Herzfrequenzen
fortsetzte, fithrten wir die Messung nochmal bei einer Herzfrequenz von 150/min durch. Hierbei
kam es erneut bereits durch VEGF-A zu einer nicht-signifikanten Steigerung der Durchblutung,
wohingegen VEGF-A/PDGF-B die Durchblutung auf ungefihr 90% des nicht-ischimischen Are-
als anhob (Abbildung: [3.10). Es lie sich also ausschlieBlich mit VEGF-A/PDGF-B eine signifi-
kante Verbesserung der Perfusion erreichen.

Dabei ist anzumerken, dass in der VEGF Gruppe eine fiinffach hohere Dosierung vorlag
als in der VEGF-PDGF Gruppe und damit ist allerdings auch ein erhohtes Risiko von ektoper

Expression und unerwiinschten Nebenwirkungen verbunden.

4.6 Die myokardiale Funktion

Welche Auswirkung hat dies alles auf die letztlich entscheidende Grof3e, die Herzfunktion?

Eine verminderte Herzfunktion fiihrt in den meisten Fillen zu einer Herzinsuffizienz. Patienten
mit diesem Krankheitsbild leiden unter Luftnot und haben nur eine eingeschriankte Leistungsfa-
higkeit und Lebensqualitit. 70% der Patienten versterben innerhalb von 5 Jahren an der Herzin-
suffienz beziehungsweise an Komplikationen wie Arrhythien (Mosterd und Hoes, 2007). Wenn
man nun die Herzfunktion durch zum Beispiel unseren Ansatz verbessern konnte, dann kénnten
diese Patienten sowohl bei der Lebensqualitiit als auch bei der Lebenserwartung profitieren.

Wir wollten zunichst die Verdnderungen der globalen Funktion beurteilen. Sowohl die Kontraktions-
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als auch die Relaxationsgeschwindigkeit waren bei der VEGF-A/PDGF-B Gruppe deutlich er-
hoht. Bei der VEGF-A Gruppe waren diese hingegen etwas vermindert (Abb. [3.14] [3.12)). Als
nichstes wollten wir die Druckverhiltnisse im linken Ventrikel messen (Kapitel[2.5.3)). Der links-
ventrikuldre enddiastolische Druck, als wichtiges MaB fiir die Herzfunktion, stieg sowohl bei den
Kontrollen als auch bei der VEGF-A Gruppe vier Wochen nach der Behandlung nicht-signifikant
an. Bei der Gruppe mit VEGF-A/PDGF-B sank dieser jedoch signifikant von 16,81+0,9 auf
12,940,9 mmHg ab (Abb. @) Welche Auswirkungen lie3en sich bei der Ejektionsfraktion, ei-
nem wichtigen Prognoseparamter beobachten? Es zeigte sich, dass nur in der Gruppe mit VEGF-
A/PDGF-B die Ejektionsfraktion gesteigert werden konnte (Abb. [3.11)). Die kombinierte Gabe
von VEGF-A und PDGF-B fiihrte also in unserem Modell zu einer deutlichen Verbesserung der
globalen myokardialen Funktion. Die Verbesserung der globalen Herzfunktion lésst sich auf ei-
ne Verdnderung in der regionalen Funktion zuriickfiihren. Diese ldsst sich unter anderem durch
die Messung der subendokardialen Segmentverkiirzung beurteilen (Kapitel [2.5.4). Es gibt einen
gut belegten Zusammenhang zwischen der myokardialen Perfusion und der regionalen Funktion
(Stowe et al. 1978} Vatner, 1980). Das bedeutet auch, dass eine eingeschrinkte Kontraktili-
tit ein Hinweis auf eine eingeschrinkte Perfusion darstellt. Die Methode der Sonomikrometrie
beziehungsweise der Ultraschalllaufzeitmessung ermdglicht die Beurteilung der myokardialen
Funktion mittels einem Paar Piezokristallen. Die subendokardiale Positionierung der Kristalle
parallel zur kurzen und orthograd zur langen Herzachse hat sich als optimal fiir die Messung
der myokardialen Funktion erwiesen (Hagl et al., |1976). Hier lie3 sich durch VEGF-A ein Ef-
fekt erst bei Frequenzen iiber 120/min erkennen. VEGF-A/PDGF-B konnte zwar keine konstante
subendokardialen Segmentverkiirzung bei hohen Herzfrequenzen bewirken, aber die Werte lagen

deutlich iiber denen der Kontrolle und der VEGF-A Gruppe.
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4.7 Fazit

Wir untersuchten am Schweinemodell die Effektivitit einer Gentherapie bei chronischer Ko-
ronarer Herzerkrankung. Dafiir benutzten wir pseudotypisierte adeno-assoziierte Viren, die die
Expression von VEGF-A und PDGF-B verstérken sollten, um damit eine funktionell bedeutsame
therapeutische Neovaskularisation auszulGsen.

Wir konnten zeigen, dass die Kombination aus VEGF-A mit PDGF-B die Wirkung von VEGF-A
tibertrifft. Dies gilt insbesondere im Hinblick auf die mikrovaskulidre Reifung und das Kollatera-
lenwachstum. VEGF-A plus PDGF-B fiihrte zu einer signifikanten Zunahme der Perfusion und
der Herzfunktion.

Da wir VEGF-A niedrig dosierten und keine Verdanderung des VEGF-A-Spiegels im peripheren
Blut messbar war, ist diese Methode unserer Ansicht nach sicher. Die Kombination aus VEGF-
A mit PDGF-B und einem langwirksamen Genvektor konnte bei der Therapie von no-option

Patienten mit chronischer koronarer Herzerkrankung von therapeutischem Nutzen sein.



Zusammenfassung

Wir untersuchten die Auswirkungen einer AAV 2/9 vermittelten langanhaltenden Expression von
VEGF-A und PDGF-B am porcinen Modell einer chronischen Myokardischdmie. Dazu implan-
tierten wir Reduktionsstents in den Ramus Circumflexus von 27 Schweinen. Dies fiihrte bei 17
Tieren zu einer kompletten Okklusion der Arterie am Tag 28. Darauthin retroinfundierten wir
in die Koronarvene entweder rAAV.VEGF-A, rAAV.VEGF-A/PDGF-B oder rAAV.Placebo. Am
Tag 28 und 56 untersuchten wir die Ejektionsfraktion und den linksventrikuldren enddiastoli-
schen Druck. Die Retroinfusion von rAAV.VEGF-A/PDGF-B erhohte die regionale Blutfluss-
reserve im Myokard und die Kollateralzahl. Mit rAAV.VEGF-A lief} sich weder die Flussreser-
ve, noch die Kollateralzahl signifikant steigern. rAAV.VEGF-A/PDGF-B verbesserte die Ejekti-
onsfraktion, im Gegensatz zu rAAV.VEGF-A. Die Retroinfusion von rAAV.VEGEF-A induzier-
te Angiogenese, aber konnte weder das Kollateralenwachstum noch die Durchblutung steigern.
Dies wurde erst durch die Kombination mit PDGF-B moglich. Zusitzlich zur Neovaskularisa-
tion konnte rAAV.VEGF-A/PDGF-B auch die regionale und globale Funktion im Hibernating

Myokard steigern.
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