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1 Einleitung

1.1 Koronare Herzerkrankung

Die koronare Herzkrankheit (KHK) ist die hdufigste Manifestation einer kardiovaskuldren Er-
krankung und stellt die fithrende Todesursache weltweit dar. Nach Daten der WHO starben im
Jahr 2005 rund 7,6 Millionen Menschen an den Folgen einer KHK."’

In Deutschland verstarben im Jahr 2007 nach Angaben des Statistischen Bundesamtes 139 808
Menschen an einer chronisch ischamischen Herzkrankheit bzw. einem Myokardinfarkt.” Dies
entspricht rund 17 % aller registrierten Todesfélle. Aufgrund der demographischen Entwick-
lung ist in Zukunft in Deutschland mit einem weiteren Anstieg der Priavalenz zu rechnen. Vor

diesem Hintergrund besitzt die KHK eine erhebliche volkswirtschaftliche Relevanz.

Die KHK ist eine chronisch progrediente Erkrankung, welche die Manifestation der Athero-
sklerose in den Herzkranzgefiaflen widerspiegelt. Morphologisch treten in den Koronararterien
isolierte oder diffuse atherosklerotische Plaques auf, welche bei Ausbildung himodynamisch
relevanter Stenosen zu einer Minderperfusion des nachgeschalteten Myokardgewebes fiih-
ren (Koronarinsuffizienz). Bedingt durch diese flusslimitierenden Koronarstenosen wird der
Herzmuskel unzureichend mit Substraten und insbesondere Sauerstoff versorgt. Die hervorge-
rufene Myokardischdmie bewirkt zunéchst eine verminderte Kontraktilitit des Herzmuskels
(Kurzzeit-Hibernation),'*>'** bei anhaltender Unterversorgung konnen jedoch strukturelle Ver-
dnderungen sowie dauerhafte Gewebeschiadigungen bis hin zum Zelltod evoziert werden.'”

Je nach GroBe, Lokalisation und Dauer der myokardialen Ischimie resultieren verschiedene

Manifestationsformen der KHK:

- Angina pectoris (stabile/instabile)
- Myokardinfarkt
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- Ischimische Herzmuskelschidigung mit Herzinsuffizienz
- Herzrhythmusstorungen
- Plotzlicher Herztod

Aus prospektiv-epidemiologischen Untersuchungen (Framingham-Herz-Studie, u.a.) sind be-
ziiglich der vorzeitigen Entstehung einer koronaren Atherosklerose mittlerweile mehrere pra-
disponierende Faktoren bekannt. Diese konnen in konstitutionelle Zustdnde (Familienanamne-
se, Alter, Geschlecht) sowie in beeinflussbare Risikofaktoren (Nikotinabusus, arterielle Hyper-

tonie, Diabetes mellitus, Hypercholesterindmie, u.a.) unterteilt werden.

1.1.1 Endotheliale Dysfunktion

Das Endothel nimmt hinsichtlich der Aufrechterhaltung der vaskuldren Homoostase eine be-
deutende Position ein. Durch seine Fihigkeit, auf physische und chemische Reize mittels
Regulation verschiedener Mediatoren (Prostaglandine, Endothelin, Stickstoffmonoxid, u.a.)
zu reagieren, moduliert das Endothel den GefédBtonus, die Hamostase bzw. Thrombogenitit
des Blutes, die Permeabilitit der GefiBwand, inflammatorische Prozesse sowie das vaskulire
Wachstum und Remodeling.'®* Die oben genannten kardiovaskuldren Risikofaktoren konnen
jedoch proinflammatorische sowie proatherogene Prozesse initiieren, die zu einer funktionel-
len Dysbalance des vaskuldren Endothels fithren. Storungen dieser Homdostase werden in der
Literatur auch als endotheliale Dysfunktion bezeichnet und stellen eine Schnittstelle zwischen
kardiovaskuldren Risikofaktoren und atherothrombotischem Risiko dar.'*

In den letzten zwei Jahrzehnten zeigte sich, dass die endotheliale Dysfunktion wesentlich am
Prozess der Atherogenese beteiligt ist und eine Vorstufe bzw. einen frithzeitigen Marker der
KHK darstellt."™ Als Surrogat fiir die gestorte Integritit des Endothels wird insbesondere eine
verminderte Bioverfiigbarkeit von endothelialem Stickstoffmonoxid (NO) angesehen. In der
Literatur wird der Begriff der endothelialen Dysfunktion daher hiufig synonym mit Stérungen
des endothelialen L-Arginin-NO-Stoffwechsels gebraucht.'”

In einem wegweisenden Experiment stellten Furchgott und Zawadzki 1980 fest, dass ein in-
taktes Endothel essentiell fiir die Relaxation vaskuldrer glatter Muskelzellen durch Acetyl-
cholin ist.” In spiteren Untersuchungen wurde die vermittelnde Substanz, der endothelium-

derived relaxing factor, als NO identifiziert.”* Das elektrisch neutrale Radikal Stickstoft-
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monoxid wird im menschlichen Korper durch eine Familie von drei Isoenzymen, den NO-
Synthasen (NOS), hergestellt: die konstitutiv exprimierte endotheliale (eNOS) und neurona-
le (nNOS) NO-Synthase sowie die induzierbare NO-Synthase (iNOS), vorwiegend in Mo-
nozyten und Makrophagen). Wihrend iNOS durch proinflammatorische Zytokine hochregu-
liert wird und NO in der Folge zytotoxische Konzentrationen erreicht, bildet die Calcium-
Calmodulin-abhingige eNOS aus der Aminosdure L-Arginin, molekularem Sauerstoff sowie
mehreren Cofaktoren (u.a. Tetrahydrobiopterin) kontinuierlich physiologische Mengen von
NO."" Die Aktivitit der eNOS wird dabei insbesondere durch Calcium-mobilisierende Ago-
nisten (Bradykinin, Acetylcholin, VEGF, u.a.), aber auch mittels himodynamischer Scher-
krifte (Wandschubspannung, shear stress) streng reguliert.”” Die Freisetzung von NO fiihrt
iber die Synthese von zyklischen Guanosinmonophosphat (cGMP) anschlie3end zu einer po-
tenten Vasodilatation. Dariiber hinaus wirkt NO einer Leukozytenadhésion und -infiltration,”
einer Proliferation und Migration vaskuldrer glatter Muskelzellen* sowie einer Aggregation

von Thrombozyten entgegen und konterkariert dadurch den Prozess der Atherogenese.’

Im Jahr 1986 beobachteten Ludmer et al. eine eingeschrinkte NO-abhingige Vasodilatation
bzw. segmentale Vasokonstriktion der Herzkranzgefdle, nachdem bei kardiovaskuldren Ri-
sikopatienten mit milder sowie schwerer koronarer Atherosklerose Acetylcholin infundiert
worden war. Sie zeigten damit zum ersten Mal in einer klinischen Situation, dass bereits die
frithe Phase einer KHK, bei angiographisch noch unauffilligen Arterien, mit einer reduzierten

Endothelfunktion einhergeht.' Diese ldsst sich auf mindestens drei Defekte zuriickfiihren:

- reduzierte Expression von eNOS
- verminderte Aktivitit von eNOS

- Abfangen von NO durch freie Sauerstoffradikale

Die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) und der intra-
zelluldre Redoxzustand nehmen eine zentrale Rolle in der Entstehung der endothelialen Dys-
funktion ein.” Wihrend ROS in physiologischen Konzentrationen an der Signaltransduktion
beteiligt sind, enzymatische Reaktionen regulieren und fiir die Immunabwehr unentbehrlich
sind,” schidigt ein oxidativer Stress nicht nur zellulire Membranen, sondern verdndert auch
die Struktur sowie Funktion von Makromolekiilen (Proteine, DNA) und fiihrt zur Aktivierung
von proinflammatorischen Mechanismen.”

Die bekannten kardiovaskuldren Risikofaktoren sind mit einem erhohten oxidativen Stress
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an der GefdBBwand assoziert."” In der Folge wird NO, gebildet von einer noch funktionellen
eNOS, von freien Radikalen abgefangen und verbraucht. Aus dieser Reaktion gehen reakti-
ve Stickstoffverbindungen hervor, insbesondere Distickstofftrioxid (N,O3) sowie Peroxynitrit
(ONOQ™), welche ihrerseits signifikante Schiden zelluldrer Komponenten verursachen.” Im
Zuge dessen wird der wichtige eNOS-Kofaktor Tetrahydrobiopterin zu biologisch inaktiven
Produkten oxidiert und eine Entkopplung der eNOS Aktivitit (eNOS uncoupling) ausgelost.'”
Die entkoppelte, dysfunktionale eNOS selbst synthetisiert nun aus Sauerstoff reaktive Hyper-
oxidradikale."” Daraus resultiert ein Circulus vitiosus mit erhohtem oxidativen Stress sowie
verminderter Bioverfiigbarkeit von vasoprotektivem NO und somit die Progression zur endo-

thelialen Dysfunktion.

Neben dem hohen Stellenwert in der Aufrechterhaltung einer vaskuldren Homoostase, gilt NO
zudem als wesentlicher Mediator der Angiogenese und Arteriogenese. Aufgrund der zentralen
Bedeutung des proangiogenetischen Effektes von NO fiir diese Arbeit, wird dieser Regulati-

onsmechanismus im Abschnitt 1.2.4 separat behandelt.

1.1.2 Myokardiale Hibernation

Seit den Untersuchungen von Tennant und Wiggers im Jahr 1935, wurde bei KHK-Patienten
eine abnormale regionale Kontraktion des Myokards infolge einer Ischimie mit einer irre-
versiblen myokardialen Nekrose gleichgesetzt.'” In den letzten zwanzig Jahren zeigte sich
jedoch, dass das myokardiale Gewebe einer koronaren Ischimie nicht schutzlos ausgeliefert
ist, sondern iiber akute und chronische Adaptionsmechanismen verfiigt, die das Myokard vor
irreversiblen Schiden schiitzen. Besonders zwei Phinomene sind dabei in den Mittelpunkt des

Interesses geriickt: die ischdmische Prikonditionierung sowie die myokardiale Hibernation.

Das Phianomen der ischdmischen Prikonditionierung gilt als einer der stirksten protektiven
Mechanismen gegen eine ischdmische Herzmuskelschidigung. Murry et al. demonstrierten
im Jahr 1986, dass mehrere Episoden kurzdauernder Ischimien mit anschlieBender Reperfusi-
on zu einer erhohten Toleranz des Herzens gegeniiber einer lingerdauernden Ischémie fiihren,
ohne dabei kumulativ irreversible Schiden am Myokard zu verursachen.'™

Nach einem prikonditionierenden Stimulus lassen sich zwei Phasen der schiitzenden Anpas-

sung beobachten: die frithe Phase, welche einen stirkeren Einfluss auf die Infarktgrofle zu
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haben scheint und nach ein bis drei Stunden endet,'”” sowie die spite Phase, auch second
window of protection genannt, welche nach 24 Stunden auftritt und bis zu drei Tage dau-
ert.” Im Gegensatz zur frithen Phase besteht wihrend des zweiten Fensters ein ausgeprig-
ter, NO-vermittelter Schutz gegen eine prolongierte postischimische Dysfunktion (stunning,
s.u.)."” Der protektive Effekt der ischdmischen Prikonditionierung kann dabei auch in reizfer-
nen Myokardarealen nachgewiesen werden,"” bietet jedoch keinen effektiven Schutz vor den

126 Dennoch

Folgen eines definitiven Koronarverschlusses, der ldnger als 90 Minuten anhélt.
zeigte sich beispielsweise bei Patienten mit Angina pectoris maximal 24 Stunden vor dem In-
farktereignis eine geringere Infarktgrofe sowie Komplikationsrate als bei Patienten, die keine

vorangegangenen pectangindsen Beschwerden hatten.®

Der Begriff der myokardialen Hibernation beschreibt den Zustand einer anhaltenden subaku-
ten oder chronischen Myokardischidmie, bei welcher sich die kontraktile Funktion und damit
der Energiebedarf des Herzens an die reduzierte koronare Perfusion bzw. das reduzierte Ener-
gieangebot adaptiert. Das Herzmuskelgewebe wird dabei durch Reduktion des myokardialen
Metabolismus sowie der Kontraktilitit vor einer Infarzierung geschiitzt und kann bei Wie-
derherstellung eines adiquaten Blutflusses die kontraktile Funktion partiell oder vollstédndig

wiedererlangen.'"

Zur Beschreibung dieses Phinomens priagte Ross im Jahr 1991 den Aus-
druck des Perfusions-Kontraktions-Gleichgewichts (perfusion-contraction matching).'*

Das Modell der myokardialen Hibernation widersprach jedoch der bis dahin verbreiteten An-
nahme, dass eine myokardiale Ischdmie durch ein Ungleichgewicht zwischen koronarem Blut-
fluss und Kontraktilitdt gekennzeichnet ist. Vor diesem Hintergrund wurde von Hearse eine
Unterscheidung zwischen biochemischer und physiologischer Ischdmie vorgeschlagen.” Bei
der biochemischen Ischdmie versucht das Herz, trotz des mangelnden Energieangebots sowie
auf Kosten des metabolischen Gleichgewichts und der zelluldren Integritit, die kontraktile
Funktion aufrecht zu erhalten. Demgegeniiber wird im Rahmen der physiologischen Ischimie
dieses Ungleichgewicht aufgehoben. Im Sinne des Perfusions-Kontraktions-Gleichgewichts
kommt es zu einer proportionalen Adaption der Kontraktilitdt an die vorherrschende Perfu-
sion und in Folge dessen - auf Kosten einer verminderten Variabilitdt der Herzleistung - zu

einem protektiven Effekt auf das Myokard.™

Dariiber hinaus grenzte Ross, abhiingig von der Dauer der Myokardischidmie, die Kurzzeit-
Hibernation (Stunden, Tage) von der Langzeit-Hibernation (Wochen, Monate) ab. Die Grund-

voraussetzung fiir die Entwicklung einer myokardialen Hibernation ist indes eine gewisse
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Restdurchblutung des Gewebes. Das Myokard toleriert eine subendokardiale Durchblutung
von 0,17 ml/min/g bzw. eine transmurale Durchblutung von 0,25 ml/min/g (etwa 25 bis 30 %
der Ruhedurchblutung)."*>"** Eine weitere Reduktion der Perfusion bzw. eine konstante Stei-
gerung des Energiebedarfs wiirde letztlich in einer Infarzierung des Gewebes miinden.
Unmittelbar nach der Reduktion der koronaren Perfusion treten Stérungen des metabolischen
Gleichgewichts im Herzmuskelgewebe auf, infolge derer ein Anstieg der Laktatproduktion
und des koronarvendsen pCO, sowie ein Abfall des koronarvendsen pH und des Kreatin-
phosphatgehalts beobachet werden kann." Insbesondere die Anreicherung von anorganischen
Phosphaten aus dem Abbau von ATP sowie Kreatinphosphat wird in diesem Zusammenhang
fiir die frithe myokardiale Funktionseinschrinkung verantwortlich gemacht."' Im Rahmen
der Kurzzeit-Hibernation erholen sich die genannten Parameter jedoch kontinuierlich wieder,
wenngleich die regionale Minderperfusion und somit die myokardiale Dysfunktion bestehen
bleibt. Bei unverdnderter, aber anhaltender eingeschrinkter Durchblutung kann nach 12 bis
24 Stunden eine weitere Reduktion der Kontraktilitidt gemessen werden, die wiederum mit ei-
ner Abnahme des myokardialen Sauerstoffverbrauchs einhergeht.” Kennzeichnend in der frii-
hen Phase der Hibernation ist die mogliche Steigerung der Kontraktilitdt mit Dobutamin und
Kalzium, wihrend bei irreversibel geschidigtem Myokard dieser Versuch erfolgslos bleibt.
Die diagnostisch und therapeutisch nutzbare Stimulation der inotropen Reserve kann aller-
dings wiederum eine Dysbalance zwischen Energieangebot und Energiebedarf auslésen und
gefihrdet dadurch die Vitalitit des hibernierenden Myokards.” > !>

Die der Kurzzeit-Hibernation zugrunde liegenden Mechanismen sind grof3teils noch unge-
klirt. Sowohl eine Beteiligung der f3-Rezeptoren als auch die oben genannten Effekte der
ischamischen Prikonditionierung konnen weitestgehend ausgeschlossen werden, jedoch tritt
eine Storung der elektromechanischen Kopplung auf.*®"** Dabei ist die Ansprechbarkeit des
Myokards auf Kalzium reduziert, wobei insbesondere die maximal zu rekrutierende Kraft und
nicht die Empfindlichkeit der Myofibrillen herabgesetzt ist.”

Eine chronische Hibernation kann sich im Rahmen verschiedener Ausprigungen der KHK
manifestieren: bei Patienten mit stabiler oder chronisch instabiler Angina pectoris, im nicht ne-
krotischen Gewebe nach einem Myokardinfarkt und bei Patienten mit Herzinsuffizienz. Dieser
Zustand zur Zeit ausschlieBlich klinisch definiert und beschreibt eine chronisch andauernde,
schmerzlose ischdmische Dysfunktion, die sich nach Reperfusion bessert.®'*" Dariiber hinaus

geht die chronische Hibernation mit charakteristischen, progressiven morphologischen Verén-
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derungen einher, die mit dem Grad der Hypoperfusion korrelieren:*

Verlust von Myofilamenten

Desorganisation des Zytoskeletts bzw. der Sarkomere

flachenhafte Einlagerung von Glykogen

Funktionsverlust der Mitochondrien

Reduktion des sarkoplasmatischen Retikulums

Zunahme der interstitiellen Fibrose

Die Ausprdagung der morphologischen Alterationen bestimmt die Dauer und den spiteren Grad

der Erholung der kontraktilen Funktion nach Revaskularisation.*

Des Weiteren spielt das sogenannte repetitive stunning eine wesentliche Rolle in der Ent-
stehung von chronisch dysfunktionalem, vitalem Myokard. Der Begriff stunning beschreibt
das Phinomen einer prolongierten postischimischen kontraktilen Dysfunktion, obwohl eine
normale Perfusion wieder gegeben ist und keine irreversiblen Schiaden entstanden sind." In
einer wegweisenden Arbeit zeigte Tillisch bei Patienten mit nicht kontraktilen Myokardarea-
len, dass beide Phinomene gemeinsam auftreten konnen.'”

Letztendlich besteht die Therapie sowohl des hibernierenden, als auch des stunned Myokards
in der umgehenden Revaskularisation, weshalb eine Differenzierung zwischen beiden Entiti-
ten klinisch von untergeordneter Bedeutung zu sein scheint.'* Die Besserung der kontraktilen
Funktion kann dabei bereits wihrend oder frithzeitig nach der Reperfusion eintreten, kann

aber auch mehrere Monate beanspruchen.*”

1.2 Vaskulares Wachstum und Remodeling

Zur Aufrechterhaltung einer normalen Funktion miissen die Herzmuskelzellen iiber das koro-
nare Gefi3system ausreichend mit Sauerstoff versorgt werden. Bei einer chronischen Ischdmie
des Myokards reagiert der Korper, neben der zuvor beschriebenen protektiven myokardialen
Hibernation, vornehmlich mit drei Adaptionsmechanismen, welche ein vaskulidres Wachstum
und Remodeling induzieren und in der Folge zu einer verbesserten Perfusion des unterversorg-
ten Herzmuskelgewebes beitragen. Die Angiogenese beschreibt die Neubildung von Blutge-

fiBBen durch Aussprossung oder Intussuszeption von Kapillaren aus priexistierenden Gefil3en,
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wihrend die Arteriogenese das Remodeling bereits bestehender arterioldrer Anastomosen zu
funktionell relevanten Kollateralarterien darstellt. Der Begriff Vaskulogenese hingegen defi-
niert die De-Novo-Bildung eines primitiven kapilldren Gefid3plexus durch Differenzierung

endothelialer Vorlduferzellen, sogenannter Angioblasten.”*'®

1.2.1 Angiogenese

Die Angiogenese ist ein elementarer biologischer Prozess, der prinatal bei der Embryonal-
und Fetalentwicklung und postnatal im weiblichen Reproduktionssystem sowie beim Muskel-
und Fettaufbau eine wichtige Rolle spielt. Im adulten Organismus tritt eine Neubildung von
BlutgefiBlen zudem bei Adaptions- und Reparaturvorgidngen (Wundheilung, kardiovaskulédre
Erkrankungen) auf. Diese physiologische oder pathophysiologische Angiogenese wird dabei
durch pro- sowie antiangiogenetische Faktoren zeitlich und ortlich streng reguliert. Im Gegen-
satz dazu kann eine unkontrollierte, pathologische Angiogenese bei zahlreichen Erkrankungen
gefunden werden, beispielsweise der proliferativen Retinopathie, der Psoriasis, der rheuma-
toiden Arthritis sowie dem Tumorwachstum und der Tumormetastasierung.*>* Der komplexe
Prozess der Angiogenese ist noch nicht vollstindig aufgeklirt, kann aber grundsétzlich in vier

Schritte eingeteilt werden:

Aktivierung endothelialer Zellen durch angiogenetische Faktoren
Degradation der Basalmembran und der extrazelluldren Matrix durch Proteinasen

Proliferation und Migration von Endothelzellen

el

Bildung von tubulédren Strukturen und Stabilisierung durch akzessorische Zellen (Peri-

zyten, glatte Muskelzellen)

Im ischdmischen Myokard stellt eine Hypoxie des umliegenden Gewebes die treibende Kraft

fiir die Induktion der Angiogenese dar,”

wobei bedingt durch den reduzierten myokardia-
len Sauerstoffpartialdruck die lokale Bildung angiogenetischer und inflammatorischer Media-
toren (Transkriptionsfaktoren, Zytokine, Wachstumsfaktoren, Proteasen) induziert wird.” Im
Mittelpunkt der Signalkaskade steht der Hypoxie-induzierte Faktor (HIF), ein heterodimerer
Transkriptionsfaktor, bestehend aus drei Isoformen einer @-Untereinheit sowie einer konstitu-
tiv exprimierten f3-Untereinheit.””® Neben zahlreichen Wachstumsfaktoren und Zytokinen 16-

sen insbesondere hypoxische Bedingungen eine Akkumulation von o-Untereinheiten aus und
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fiihren zu einer erhohten Bildung von HIE." Infolge dessen stimulieren verschiedene HIF-
induzierte Molekiile als auch HIF selbst die Transkription wichtiger angiogenetischer Gene
und triggern damit das GefaBwachstum. Daneben wird die Expression einiger Faktoren aber
ebenso durch HIF-unabhingige Transkriptionsfaktoren in Gang gesetzt (siehe Tabelle 1.1)."*

Angiogenetischer Effekt Stimulierende Faktoren Einfluss von HIF

Vasodilatation eNOS

Erhohung der Gefdpermeabilitit VEGF
FLT-1
Kdr

Extravasation von Plasmaproteinen VEGF

Aussprossen von Endothelzellen Angiopoietin-2
Tie-2
Degradation der extrazelluldren Matrix MMP
TIMP-1
C-P4H
Endotheliale Zellproliferation und -migration VEGF
FGF
Angiopoietine
MCP-1
PDGF
Fusion der Endothelzellen und Lumenbildung VEGF
Angiopoietin-1
Tie-2
Rekrutierung von Perizyten und glatten Muskelzellen PDGF
TGF
Erhaltung, Differenzierung und Remodeling Angiopoietin-1
Tie-2

T TOo<TTIl<w<<0lIl<o<<<

1 ©

Tab. 1.1: Einfluss von HIF auf den angiogenetischen Effekt verschiedener stimulierender Tran-
skriptionsfaktoren

\/, direkte Transkriptionsziele von HIF; —, Hypoxie-sensible Gene, die durch HIF-vermittelte Signal-
wege induziert werden; ©, bislang kein direkter oder indirekter Einfluss von HIF bekannt

Zu Beginn der Angiogenese fiihrt die Hypoxie zu einer eNOS vermittelten Vasodilatation

sowie zu einer NO und HIF induzierten Synthese von VEGF, einer Familie von Proteinen,

10
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die zu den wichtigsten angiogenetischen Mediatoren zdhlen. Durch Modifikation der zel-
luldiren Membranstruktur und Reorganisation von Endothel-spezifischen Adhisionsmolekii-
len (PECAM-1, VE-Cadherin) erhéht VEGF zusammen mit Angiopoietin-1 die Permeabi-
litdt der GefidBe, worauf eine Extravasation von Plasmaproteinen erfolgt. Gleichzeitig lo-
cken diverse chemotaktische Mediatoren (u.a. der Tumor-Nekrose-Faktor ¢, das Monozyten-
chemotaktische-Protein, der Granulozyten-Makrophagen koloniestimulierende Faktor) zahl-
reiche zirkulierende Monozyten in das ischimische Myokard. Dort wandern diese in das Ge-
webe ein, differenzieren zu Makrophagen und sezernieren mehrere angiogenetische Fakto-
ren (u.a. Fibroblasten-Wachstumsfaktor) sowie Matrixmetalloproteinasen, welche an der De-
gradation der Basalmembran und der extrazelluldren Bindegewebsmatrix beteiligt sind. Im
weiteren Verlauf wird mittels einer komplexen Interaktion von Wachstumsfaktoren, Differen-
zierungsfaktoren sowie den entsprechenden Rezeptoren, welche aufgrund der Hypoxie eben-
falls hochreguliert sind, die Migration und Proliferation von Endothelzellen eingeleitet. Dabei
wachsen die endothelialen Zellen zunichst als solide Stringe in das aufgeloste Bindegewebe
ein und formen erst nachtréglich ein GefdBlumen. Dies wird durch eine Verdiinnung der Endo-
thelzellen, eine Apoptose Matrix-ferner Zellen sowie durch eine Fusion existierender Gefille
ermdglicht. Zur Stabilisierung der Struktur neugebildeter Gefidl3e werden letztendlich mit Hil-
fe verschiedener Faktoren (u.a. platelet derived growth factor, transforming growth factor)
Perizyten und glatte Muskelzellen rekrutiert, welche sich an das Gefall anlagern und zudem

selbst Wachstumsfaktoren, Zytokine und vasoaktive Proteine synthetisieren.”®'*

1.2.2 Arteriogenese

Im Gegensatz zur Angiogenese wird ein arteriogenetischer Prozess vor allem durch eine me-
chanische Stimulation ausgelost. Der initiale Trigger der Arteriogenese ist eine himodyna-
misch relevante Stenose einer Koronararterie, die zu einer Abnahme des poststenotischen
Perfusionsdruckes und aufgrund des hohen Druckgradienten anschlieend zu einer Umlei-
tung des Blutflusses in priexistierende Arteriolen fiihrt. Infolge der gesteigerten Durchblu-
tung dieser arterio-arterioldren Anastomosen, welche im physiologischen Zustand nicht oder
nur begrenzt an der Blutzirkulation beteiligt waren, werden die GefdBwinde einer gesteigerten

Schubspannnung (shear stress, SS) ausgesetzt.”* Die physiologische Reaktion auf die Wand-
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schubspannung ist eine initiale Schwellung sowie die Aktivierung endothelialer Zellen iiber
SS-spezifische Sensoren, wobei mittels sogenannter shear stress response elements (SSRE)
die Expression zahlreicher SS-sensibler Gene initiiert wird.” Dadurch kommt es zur Induktion
von eNOS sowie zu einer gesteigerte Synthese von Adhésionsmolekiilen (ICAM-1, VCAM)
und diversen Zytokinen (v.a. MCP-1, GM-CSF, TNF-o und TGF-f), woraufhin angelockte
Monozyten an die GefiBBwand adhérieren und in das Bindegewebe migrieren. Die Monozy-
ten oder - nach ihrer Transformation - Makrophagen sind im weiteren Verlauf sowohl bei
der Induktion der Proliferation vaskuldrer Zellen, als auch im Rahmen des vaskuldren Remo-
deling von entscheidender Bedeutung. Durch Produktion verschiedener Wachstumsfaktoren,
darunter zahlreiche der FGF-Familie (u.a. FGF-2), wird die Proliferation von Endothelzellen
sowie vaskuldrer glatter Muskelzellen stimuliert. Dariiber hinaus sind auch andere zirkulie-
rende Zellen wie Lymphozyten oder spezielle Vorlduferzellen iiber parakrine Mediatoren an
diesen Vorgidngen beteiligt.”*® Gleichzeitig wird mit Hilfe von Fibronektin, Proteoglykanen
sowie Proteasen, insbesondere Matrixmetalloproteinasen, die GefaBwand sowie die extrazel-
luldre Matrix der Arteriole moduliert und somit ein Raum fiir die Erweiterung der arteriellen
GefiBle geschaffen. Dadurch konnen sich die Kollateralarterien bis auf das 20-fache erweitern
und fiihren infolge dessen zu einer ziigigen Abnahme der Wandschubspannung, welche ein
Grund dafiir sein konnte, dass die spontane Arteriogenese vorzeitig gestoppt wird und somit
nur ungefihr 35-40 % des urspriinglichen Blutflusses wiederhergestellt werden. Die Kollate-
ralarterien bilden initial eine typische korkenzieherdhnliche Struktur, konnen jedoch im wei-

teren Verlauf hiufig nicht mehr von normalen Arterien unterschieden werden.>> %1%

Obwohl die Arteriogenese einige Mechanismen mit der Angiogenese gemein hat und beide
Prozesse sich gegenseitig ergénzen, sind die spezifischen Signalwege und die resultierenden
Effekte trotzdem unterschiedlich. Wihrend die Angiogenese eine Anpassungsreaktion des
ischidmischen Myokards an die Hypoxie darstellt und dabei vorwiegend zur metabolischen
Adaption beitrigt, ist insbesondere durch die Arteriogenese eine partielle Regeneration der
Durchblutung méglich. Im Rahmen einer effizienten Neovaskularisation ist die Induktion der

Angiogenese zum Schutz der zellulidren Integritéit aber dennoch unerlésslich.
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1.2.3 Vaskulogenese

Die Bildung des BlutgefiBsystems im Rahmen der Embryonalentwicklung wird neben der
Angiogenese vor allem durch die Vaskulogenese gesteuert. Zu Beginn differenzieren me-
senchymale Zellen in situ zu friithen Hiamangioblasten, um sich anschlieend zu zelluldren
Aggregaten, sogenannten Blutinseln, zu formieren. In der Folge entwickeln sich die inneren
Zellen dieser Inseln zu hiamatopoetischen Vorlduferzellen, wihrend die duflere Zellpopulati-
on zu primitiven endothelialen Zellen differenziert. Durch Fusion der Endothelzellen bildet
sich zunichst ein einfaches kapilldres Netzwerk, aus dem sich im weiteren Verlauf durch eine
Hypoxie-vermittelte Angiogenese ein komplexes Gefdf3system entwickelt.”'*

Lange Zeit wurde vermutet, dass eine Vaskulogenese ausschlieSlich in der Embryonalentwick-
lung stattfindet, wihrend die Angiogenese sowohl prinatal als auch postnatal eine Rolle spielt.
In den letzten Jahren konnten jedoch mehrere Untersuchungen zeigen, dass adulte Stammzel-
len sowie diverse Vorlduferzellen auch postnatal an Neovaskularisationsprozessen beteiligt
sind.* Dabei wurde angenommen, dass sich diese Zellen @hnlich wie bei der embryonalen
Vaskulogenese direkt in die GefdBwand inkorporieren. Nach neueren Untersuchungen wird
diesen Zellen allerdings eine vorwiegend parakrine Aktivitéit oder eine Rolle als monozytire

Vorlduferzellen zugesprochen.®

1.2.4 Die Bedeutung von Stickstoffmonoxid im postischamischen
Revaskularisationsprozess

In den letzten zehn Jahren mehrten sich die Hinweise darauf, dass im Rahmen des vaskula-
ren Wachstums und Remodelings die Bioverfiigbarkeit von NO eine Schliisselrolle einnimmt.
Anhand endothelialer Zellkulturen konnte zunéchst gezeigt werden, dass diverse NO-Analoga
oder -Donoren in der Lage sind angiogenetische Prozesse zu induzieren.® Unbehandelte Endo-
thelzellen beginnen frithestens 24 Stunden nach der Plattierung kapilldre Strukturen zu formen
und schlieen diese Entwicklung erst nach etwa 48 Stunden ab. Durch Stimulation der Zellen
mit dem NO-Donor S-nitro-N-acetyl-penicillamine (SNAP) kann die Zeit bis zur Ausbildung
kapilldrer Strukturen signifikant verkiirzt werden, wobei dosisabhiingig bereits nach vier Stun-

den 93 % der Entwicklung abgeschlossen sind.* Weitere Untersuchungen belegten, dass die
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exogene Supplementierung von NO auch in vivo angiogenetische Effekte auf Endothelzel-
len ausiiben kann und dabei unter anderem die endotheliale Zellproliferation und -migration
fordert."™

Im lebenden Organismus kann die Produktion von NO durch endogene Mechanismen gestei-
gert werden. Im Zuge eines postischdamischen Revaskularisationsprozesses kann die primére
Expression von eNOS entweder durch himodynamische Verdnderungen mit erhohter Wand-

169

schubspannung (siehe Abschnitt 1.2.2),'” oder durch eine Hypoxie des Gewebes mit nachfol-
gender Synthese von HIF hochreguliert werden (siehe Abschnitt 1.2.1)."*

Tierexperimentelle Untersuchungen an Hinterldufen von Kaninchen zeigten, dass nach einer
Ischimie eine vermehrte Synthese von eNOS mRNA respektive eNOS in hypoperfundierten
Arealen auftritt und letztlich eine erhohte Konzentration von cGMP, einem fiir NO sensiblen
second messenger, gemessen werden kann.'”'* Daneben werden iiber einen mechanischen
Reiz innerhalb weniger Sekunden die eNOS Aktivitit (Lipidierung, Phosphorylierung, Gly-
kosylierung, Nitrosylierung) sowie bei langerer Stimulation die Transkription und Stabilitét
der eNOS mRNA moduliert (Protein-Tyrosin-Kinase c-Src, Transkriptionsfaktor KLLF2, mi-
croRNA).* Dabei gilt vor allem die Phosphorylierung an Serin-1177 (S1177) mit nachfolgen-
der Aktivierung des Phosphoinositid-3-Kinase sowie des Akt/PKB Signalweges als zentra-
ler Mechanismus fiir eine Calcium-Calmodulin-unabhéngige Stimulation der NO-Synthese.*
Dariiber hinaus kann eine sekundédre Expression von eNOS durch verschiedene angiogeneti-
sche Molekiile induziert werden. Insbesondere die Faktoren der VEGF-Familie, die zu den
zentralen Regulatoren der Angiogenese gehoren, konnen durch eine Erhohung der Calcium-
Konzentration, durch die Rekrutierung von Hsp-90 oder durch eine aktivierende Phosphory-
lierung die Synthese von eNOS auslosen. Zusitzliche Untersuchungen zeigten des Weiteren,
dass auch andere Faktoren wie beispielsweise PDGF, Angiopoietin-1, Prostaglandin E, oder
Bradykinin die Expression von eNOS steigern konnen.'” Gleichzeitig ist NO jedoch selbst in

der Lage zahlreiche angiogenetische Faktoren und Signalwege zu modulieren.”

In der Literatur gilt NO infolge dessen als ein zentraler Mediator verschiedener angiogene-
tischer Stimuli und ist in komplexer - und zum Teil ungeklirter - Weise an vielen Prozes-
sen einer postischdmischen Revaskularisation beteiligt. Dabei partizipiert NO nicht nur an
der elementaren Regulation des Gefidftonus sowie an der endothelialen Zellproliferation und

168

-migration,” sondern ist auch an der Degradation der extrazelluldren Matrix,'® an der Modula-

tion von Adhésionsmolekiilen sowie an der Inhibierung einer Apoptose beteiligt.” AuBerdem
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unterstiitzt NO die Mobilisierung von hdmatopoetischen Stammzellen bzw. von endothelia-
len Vorlduferzellen aus dem Knochenmark,” und nimmt somit mafgeblich an der Ausbildung

neuer GefidBstrukturen im Rahmen des vaskuldren Wachstums und Remodelings teil.

Die Bedeutung von NO im postischdmischen Revaskularisationsprozess kann letztendlich mit

folgenden Beobachtungen zusammengefasst werden:

- im postischimischen Gewebe kommt es zu einer erhohten Expression von eNOS und
infolge dessen zu einer gesteigerten Synthese von NO

- pharmakologische Hemmung oder Genzerstérung von eNOS fiihren zu einer Abnahme
der NO-Konzentration und folglich zur Drosselung der ischimie-induzierten Revasku-
larisation

- eine Supplementierung von NO mittels exogener NO Analoga bzw. Donatoren oder eine
Konzentrationserhohung des endogenen NO stellen eine ischdmie-induzierte Revasku-

larisation wieder her

Die bei kardiovaskulidren Risikofaktoren bzw. vaskulidren Erkrankungen auftretende endothe-
liale Dysfunktion ist wie in Abschnitt 1.1.1 beschrieben mit einer reduzierten Bioverfiigbarkeit
von NO assoziiert. Dieser Zustand kann letztlich zu einer reduzierten Fihigkeit des Korpers
fiihren, im Rahmen von Reparatur- oder Adaptionsvorgingen eine effektive Neovaskularisati-

on zu induzieren.

1.3 Therapeutische Neovaskularisation bei koronarer

Herzerkrankung

Auf Grund der Fortschritte bei konservativ-medikamentdsen sowie invasiven Behandlungsver-
fahren (perkutane transluminale koronaren Angioplastie (PTCA), koronare Bypass-Operation),
steigt die Zahl der Patienten mit fortgeschrittener koronarer Herzerkrankung, die einer derarti-
gen Therapie nicht mehr zuginglich sind." In der Regel konnen die Patienten wegen diffuser
oder multipler koronarer Atherosklerose, vorangegangener Operationen, spezieller Komorbi-
ditdten oder anderer Kontraindikationen nicht suffizient interventionell behandelt werden und

bleiben trotz maximaler Therapie symptomatisch. Die therapeutische Revaskularisation mit
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Induktion eines vaskuldren Wachstums und Remodelings bietet daher eine optimale Mog-
lichkeit die myokardiale Blutversorgung dieser sogenannten no-option Patienten zu verbes-

sern.'”

In den letzten zwanzig Jahren wurden zahlreiche Wachstumsfaktoren in tierexperimentellen
und klinischen Studien intensiv untersucht. Allerdings durchliefen nur wenige den Prozess
von in vitro Studien zu priklinischen und klinischen Phase II Studien, darunter unter anderem
FGF-2 sowie VEGF-A |45. Anhand verschiedener Untersuchungen an Schweinen und Hunden
mit experimenteller chronischer Myokardischdmie konnte initial gezeigt werden, dass durch
die Verabreichung von VEGF oder FGF-2 ein vaskuldres Wachstum und Remodeling induziert
wird.>'* 130150 Zydem belegten Phase I Studien fiir VEGF und FGF-2 die Vertréiglichkeit und
Sicherheit der Anwendung am Menschen.””""®" Wihrend jedoch erste open-label-Studien mit
VEGF-A, FGF-1 und FGF-2 noch eine signifikante Verbesserung der myokardialen Durch-
blutung und Funktion aufwiesen,”* "> konnten in zwei groeren randomisierten Doppelblind-
Studien (VIVA-Studie! fiir VEGF-A 45, FIRST-Studie? fiir FGF-2) keine signifikanten The-
rapieerfolge im Vergleich zur Placebogruppe dokumentiert werden.”'"

Infolge dieser enttduschenden Ergebnisse wurden verschiedene mogliche Griinde diskutiert,
weshalb die vielversprechenden priklinischen Resultate in den klinischen Studien nicht um-
gesetzt werden konnten. Neben des weiterhin mangelnden Verstindisses der genauen Mecha-
nismen einer Revaskularisation bei chronisch myokardialer Ischdmie sowie der Wahl und der
Dosis der verabreichten Substanz, steht bis heute der Applikationsmodus im Mittelpunkt der

Diskussion.

1.3.1 Applikationsmodus

Im Rahmen einer neovaskularisierenden Behandlung konnen proangiogenetische oder proar-
teriogenetische Substanzen entweder konventionell als rekombinante humane Proteine oder
als ihr kodierendes Gen, d.h. mittels Gentransfer, eingesetzt werden. Im Vergleich zur Gen-
therapie ist durch die Infusion von Proteinen grundsitzlich eine prizisere Dosis-Wirkungs-

Beziehung zu erzielen. Damit es allerdings zu einer stabilen Neubildung von Gefaflen kommt,

"Vascular endothelial growth factor in Ischemia for Vascular Angiogenesis: intravendse und intrakoronare
Infusion von rekombinantem VEGF-A 45
2 FGF Initiating Revascularization Trial: intrakoronare Infusion von rekombinantem FGF-2

16



1 Einleitung

ist eine ausreichend lange Verweildauer des gefiBBbildenden Wachstumsfaktors im Myokard
erforderlich.'® Auf Grund der kurzen Halbwertszeit bzw. Wirkungsdauer der Proteine sind
daher nicht nur hohe Konzentrationen, sondern auch repetitive Behandlungen notwendig, um
eine addquate myokardiale Aufnahme unabhingig von der Applikationsroute zu erreichen.”
Infolge dessen steigt zum einen die Gefahr potentieller systemischer Nebenwirkungen (Hy-
potonie und Odeme bei VEGF sowie Animie, Thrombozytopenie und Nephrotoxizitit bei
FGF),”*'"* zum anderen gehen repetitive Behandlungen mit einer groeren Belastung fiir den
Patienten sowie mit zusétzlichen Kosten einher.""

Im Gegensatz dazu ist die Gentherapie mit geeigneten lang exprimierenden Vektoren in der
Lage, bereits nach einer einmaligen Behandlung eine anhaltende Synthese von Wachstumsfak-
toren zu induzieren.'” Zudem kann die Synthese und Sekretion von gefif3bildenden Substan-
zen auf einen bestimmten Zelltyp (beispielsweise Endothelzellen) beschrinkt werden. Da fiir
eine hohe Transfektionsrate des kodierenden Gens eine ausreichend hohe Konzentration der
Genvektoren am Zielgebiet erforderlich ist,'”'” kamen in den letzten Jahren - auch infolge
verbesserter Vektoren sowie geringerer systemischer Nebenwirkungen - vermehrt genthera-

peutische Ansitze mit lokalen Freisetzungsmethoden zur Anwendung.'®

Die intraperikardiale Injektion mittels PTCA bietet auf Grund der Reservoirfunktion des Pe-
rikards den theoretischen Vorteil einer ldnger dauernden Kontaktzeit zwischen Wirkstoff und
Gewebe. In tierexperimentellen Studien konnte eine effiziente Transfektionsrate mit Hilfe von
adenoviralen Vektoren gezeigt werden, jedoch erbrachten Untersuchungen zur kardialen Per-
fusion und Funktion zwiespiltige Ergebnisse. Dariiber hinaus ist die praktische Durchfiihrbar-
keit am Patienten mit schwerer KHK oft eingeschrinkt, da viele am Herzen voroperiert sind
und daher keinen ausreichenden perikardialen Raum zur Verfiigung haben.*” '

Die intrakoronare (arterielle) Gabe ist in einem Herzkatheterlabor relativ einfach durchfiihrbar
und kann bei den meisten Patienten mit KHK angewandt werden.'” Trotz der gezielten Frei-
setzung der Substanz in das koronare Gefdl3system weist die intrakoronare Applikation eine
relativ ineffektive myokardiale Retention auf. Laham et al. konnten zeigen, dass eine Stun-
de nach Injektion eines einzelnen Bolus lediglich 0,88 % der gesamten Menge im Myokard
verbleiben und nach 24 Stunden die Retention auf 0,05 % absinkt.” Bedingt durch den koro-
nararteriellen Blutfluss wird die applizierte Substanz ziigig ausgewaschen und gelangt in den
systemischen Kreislauf, wo ein GroBteil der Faktoren letztendlich in die Leber gelangt und

dem First-Pass-Effekt unterliegt.*”'* In tierexperimentellen Studien konnte die intrakoronare

17



1 Einleitung

Gabe daher nur bei Verldngerung der Kontaktzeit (Minipumpe, Doppelballon-Katheter, u.a.)
signifikante Ergebnisse erzielen,'™'” jedoch konnen diese Techniken nicht am Patienten ange-
wandt werden. Klinische Phase I und II Studien bestétigen in der Folge die Vertrdglichkeit und
Sicherheit der intrakoronaren Injektion,” allerdings zeigten nur vereinzelte Studien erfolgrei-
che Resultate beziiglich der myokardialen Durchblutung und Funktion.*'**

Die intramyokardiale Applikation gefdbildender Substanzen kann entweder transepikardi-
al im Rahmen einer Thorakotomie bzw. Thorakoskopie oder transendokardial im Zuge einer
Herzkatheteruntersuchung erfolgen.” Wihrend der transepikardiale Zugang auf Grund des
hohen interventionellen Risikos und der erheblichen Kosten in seiner praktischen Umsetz-
barkeit am Patienten limitiert ist, hat sich die transendokardiale intramyokardiale Injektion in
den letzten Jahren zur bevorzugten Behandlungsstrategie fiir eine therapeutische Revaskula-
risation entwickelt."’ Im Vergleich zu intraperikardialen und intrakoronaren Verfahren ist die
transendokardiale Applikation durch eine hohere Transfer- und Retentionsrate im Herzmus-
kelgewebe sowie durch eine geringere systemische Rezirkulation der injizierten Substanzen
gekennzeichnet.”* Da ein Grofteil der Faktoren iiber den Stichkanal sowie iiber das Blut-
oder Lymphsystem wieder ausgewaschen wird und nur ungefihr 43 % im Myokard erhalten
bleiben, ist auch diese Technik mit einer ungeniigenden Retention der applizierten Molekiile
assoziert.” Zudem fiihrt die Injektion durch eine Nadel zu einer limitierten rdumlichen Ver-
teilung des Arzneimittels. Nachdem in experimentellen Untersuchungen an Tieren teilweise
gute therapeutische Ergebnisse erzielt worden waren,'** '™ konnte in klinischen Phase I Studien
die Vertriglichkeit und Sicherheit der Anwendung am Patienten gezeigt werden." Allerdings
fehlt bislang ein klarer Nachweis eines signifikanten therapeutischen Nutzens in randomisier-

ten und doppelblinden klinischen Phase II Studien.**'*

Der klinische Erfolg der therapeutischen Neovaskularisation mit Induktion eines vaskuldren
Wachstums und Remodelings ist somit unter anderem wegen des Fehlens eines effizienten und
am Patienten anwendbaren Applikationsverfahrens eingeschrinkt. Die entscheidenen Kriteri-
en sind dabei zum einen die Verldngerung der Kontaktzeit zwischen Wirkstoff und Gewebe -
und damit eine hohere Transfektionsrate - sowie zum anderen eine gleichmifigere Verteilung
der applizierten Substanz. Das System der selektiven druckregulierten Retroinfusion stellt in
diesem Zusammenhang einen vielversprechenden Ansatz fiir eine selektive, homogene und

effektive Applikation von gefda3bildenden Faktoren dar.
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1.3.2 Das System der selektiven druckregulierten Retroinfusion

Bereits seit mehr als hundert Jahren ist der Koronarsinus als alternativer Zugangsweg fiir kar-
diale Eingriffe bekannt und war in der Herzchirurgie, bis zur Einfiihrung perkutaner Koronar-
Interventionen Ende der 70er Jahre, ein populidres Konzept zur Behandlung einer myokardia-
len Ischdmie.'"”""* Im Zuge der Entwicklung neuer Techniken und Materialien fiir die Herz-
katheteruntersuchung sowie der Entdeckung potenter angiogenetischer und arteriogenetischer
Faktoren, hat vor allem die selektive vendse Retroinfusion neues Interesse erlangt. Dabei ste-
hen insbesondere drei Therapieverfahren zur Behandlung von Patienten mit schwerer KHK
im Mittelpunkt aktueller Forschung: Erstens, die chronische Arterialisation von Koronarve-
nen zur retrograden Perfusion ischdmischen Myokards; zweitens, die regionale Applikati-
on von kardioprotektiven Arzneimitteln, Genen oder Zellen im Rahmen eines akuten Myo-
kardinfarkts; und drittens, die fiir diese Arbeit relevante retrograde Infusion von Proteinen,
Genen oder Zellen zur Induktion eines vaskulidren Wachstums und Remodelings im chronisch
ischdmischen bzw. hibernierenden Myokard."

Die venosen Gefédlle des Herzens bleiben selbst bei fortgeschrittener KHK von atheroskleroti-
schen Veridnderungen iiberwiegend unbeeinflusst. Dariiber hinaus verfiigen die Koronarvenen
auf Grund ihrer dichten netzwerkartigen Struktur im normalen Zustand iiber eine ungenutzte
Volumenkapazitit und stellen somit eine attraktive Applikationsroute zur homogenen Vertei-
lung gefilbildender Substanzen dar.'"” Das System der selektiven druckregulierten Retroinfu-
sion (SSR) ist ein von Boekstegers et al. entwickeltes, klinisch anwendbares Verfahren, wel-
ches die Koronarvenen zur retrograden Infusion von arteriellem Blut und kardioprotektiven
Substanzen nutzt.'"'*'® Die Durchfiihrbarkeit, Sicherheit und Wirksamkeit dieser Methode
zur Myokardprotektion bei akuter Ischimie wurde in klinischen Studien mehrfach nachge-

wiesen.'>

Daneben wird dieses Verfahren in tierexperimentellen Studien als neue Applikationsroute fiir
Proteine, Gene oder Zellen bei chronischer Myokardischdmie eingesetzt. Angiographische
Studien an Schweinen und Menschen konnten zeigen, dass im Vergleich zur antegraden (arte-
riellen) Infusion die Passagezeit von Kontrastmittel dank des SSR zehnfach verlidngert werden
kann." Ahnliche Untersuchungen bestitigten eine lingere Kontaktzeit zwischen Wirkstoff und
Gewebe und konnten infolge dessen eine deutlich vermehrte Gewebebindung der Substanz im

Myokard beobachten (u.a. 3-Blocker, Kalziumantagonisten).®''*'* Weitere Experimente be-
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legten, dass durch die druckregulierte Retroinfusion eine selektive Applikation am Zielort er-
moglicht wird und daraus keine unerwiinschten systemischen Nebenwirkungen oder negative
lokale Effekte am nicht-ischdamischen Myokard resultieren.”'*'** Mit dem Ziel einer verbes-
serten Transfektion wurde daher ein neues Verfahren zur perkutanen transluminalen retrogra-
den Genfreisetzung entwickelt, welches die genannten Vorteile des SSR ausschopft.” In einer
tierexperimentellen Untersuchung zeigte sich in der Folge, dass der Gentransfer mittels SSR
im Vergleich zu intramyokardialen Injektionstechniken zu einer verstirkten und homogeneren

transmuralen Genexpression im Zielareal fiihrt.'*

1.3.3 Liposomale Transfektion von komplementarer DNA (cDNA)

Im Rahmen einer neovaskularisierenden Therapie stehen verschiedene Vektoren fiir einen
Gentransfer gefiB3bildender Faktoren zur Verfiigung, darunter Plasmide, Adeno-assozierte Vi-
ren und Liposomen. In der vorliegenden Arbeit wurde den Versuchstieren liposomale eNOS
S1177D komplementidre DNA retrograd in die Koronarvene infundiert. Liposomale Vektoren
zeichnen sich durch eine einfache Herstellung, eine fehlende Pathogenitit und eine geringe
Immunogenitit aus, weisen aber eine niedrigere Transfektionsrate als virale Genvektoren auf.
Die Transfektion mit liposomalen Vektoren fiihrt dabei lediglich zu einer transienten Genex-
pression iiber wenige Tage. Im Rahmen einer therapeutischen Neovaskularisation hat eine li-
mitierte Bildung des gefdaf3bildenden Faktors den Vorteil, dass unerwiinschte Nebenwirkungen,
wie beispielsweise eine kontinuierliche, pathologische Angiogenese, vermieden werden.”’
Die Phosphorylierung von eNOS an Serin-1177 (S1177) mit nachfolgender Aktivierung des
Phosphoinositid-3-Kinase- sowie des Akt/PKB-Signalweges gilt als zentraler Mechanismus
fiir die Stimulation der NO-Synthese.* Bei der mutanten Form von eNOS, welche statt Serin-
1177 das phosphomimetische Aspartat enthilt (eNOS S1177D), wird dieser Phosphorylierungsschritt
umgangen, wodurch eNOS konstitutiv aktiv ist und es zu einem signifikanten Anstieg der NO-

Synthese kommt.***
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1.4 Fragestellung

Die therapeutische Neovaskularisation im chronisch ischdmischen, hibernierenden Myokard
setzt sich das Ziel, die zelluldre Integritit sowie die myokardiale Funktion nach ischdmischer
Schidigung wiederherzustellen. Das vaskuldre Wachstum und Remodeling bedarf dabei ei-
ner streng regulierten und koordinierten Aktivierung von Transkriptionsfaktoren, Zytokinen,
Wachstumsfaktoren, Proteasen sowie verschiedener an der GefidBBbildung beteiligter Zellen.
Stickstoffmonoxid ist ein zentraler Mediator zahlreicher angiogenetischer und arteriogeneti-
scher Prozesse. Die Induktion der Signalwege, die zu einer erhohten Bioverfiigbarkeit von NO
fiihren, gelten daher als vielversprechender Ansatz neuer revaskularisierender Behandlungs-
strategien.

Neben der Wahl des geeigneten Agens stellt insbesondere der gewéhlte Applikationsmodus
einen limitierenden Faktor fiir die Wirksamkeit und nicht zuletzt der Anwendbarkeit in der
klinischen Praxis dar. Vielversprechende Ergebnisse zeigte diesbeziiglich das System der se-
lektiven druckregulierten Retroinfusion. Gegenstand der vorliegenden Arbeit war daher die
therapeutische Neovaskularisation im chronisch ischdmischen Myokard mittels retrograder
Infusion liposomaler eNOS S1177D cDNA. Folgende Fragestellungen sollten dabei erstmals

am porcinen Groftiermodell beantwortet werden:

1. Ist durch die retrograde Infusion von eNOS S1177D cDNA in die Koronarvene eine
effektive Transfektion mit signifikanter Steigerung der Synthese von Stickstoffmonoxid

zu erzielen?

2. Welchen Einfluss hat eine erhohte Bioverfiigbarkeit von Stickstoffmonoxid auf Prolife-
ration vaskulidrer Zellen, die Bildung neuer kapilldrer Strukturen sowie auf die Bildung

kollateralisierender Anastomosen?

3. Inwieweit wirkt sich eine nachweisbar induzierte Angiogenese und Arteriogenese auf

den regionalen myokardialen Blutfluss aus?

4. Welchen Effekt hat eine erhohte, teilweise regenerierte Perfusion im hibernierenden

Myokard auf die globale und regionale myokardiale Funktion?
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Die vorliegende Studie wurde in der Abteilung fiir Kardiologie der Medizinischen Klinik und
Poliklinik I des Universitétsklinikums der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen (LMU)

unter der Leitung von Prof. Dr. med. Gerhard Steinbeck ausgearbeitet.

2.1 Gerate, Verbrauchsmaterialien und Arzneimittel

Geréate

Beatmungsgeriit
Blutgasanalyse-Geriit
Druckabnehmer

Durchleuchtungsgerét
Schrittmacher

Federwaage
Sonomikrometer
Sonomikrometrie-Kristalle
Sonomikrometrie-Software

Verbrauchsmaterialien und Reagenzien

Katheter: Amplatz, Cournand, Judkins, Pigtail
Katheterschleuse

Katheterspitzenmanometer

Mikrosphéren

Naht-Material

Fithrungsdraht

PTCA-Katheter

PTFE-Stent

Ventilog®, Driger (Liibeck)

ABL 300 Radiometer (Kopenhagen, Didnemark)
Statham Transducer, Hellige (Freiburg)
Leycom Sigma-5DF, Cardiodynamics,
(Zoetermeer, Niederlande)

Siemens (Miinchen)

Siemens-Elma AG (Solna, Schweden)
Mettler Waagen GmbH (Giessen, Schweiz)
Triton Technology Inc. (San Diego, USA)
Sonometrics (Ontario, Kanada)

SonoSoft, SonoMetrics (Ontario, Kanada)

Cordis (Miami, USA)

Cordis (Miami, USA)

SPG-572, Millar (Houston, USA)
Molecular Probes (Eugene, USA)

Ethicon - Johnson & Johnson (Norderstedt)
Cordis (Miami, USA)

Cordis (Miami, USA)

Jomed (Schaffhausen)
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Retroinfusionskatheter

eNOS-Antikorper
iNOS-Antikorper
Ki67-Antikorper
PECAM-1-Antikorper
PVDF-Membran
SDS-Polyacrylamid-Gel
Sekundir-Antikorper
Transfektionsreagenz
Triphenyltetrazolium

Arzneimittel

Acetylsalicylsidure

Azaperone
Cefuroxim
Clopidogrel
Enflurane
Enrofloxacin
Fentanyl
Nadroparin
Heparin
Ketamin
Kontrastmittel
Midazolam
Piritramid
Propofol

eGFP cDNA

eNOS S1177D cDNA
L-NAME

2.2 Zellkultur

PTC Pro-Med Technology Consult GmbH
(Modling, Osterreich)

BD Transduction Lab. (Lexington, USA)

BD Transduction Lab. (Lexington, USA)
Novocastra (Newcastle upon Tyne, UK)

Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, USA)
Bio-Rad Lab. (Hercules, USA)

Mini-Protean® II, Bio-Rad Lab. (Hercules, USA)
Jackson ImmunoResearch Lab. (WestGrove, USA)
Effectene™, Qiagen (Hilden)

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Aspirin®, Bayer Vital (Leverkusen)
Aspisol®, Bayer Vital (Leverkusen)
Stresnil®, Janssen-Cilag (Neuss)
Cefuroxim, Fresenius Kabi (Bad Homburg)
Iscover®, Bristol-Myers Squibb (Miinchen)
Ethrane®, Abbott (Hannover)

Baytril®, Bayer Vital (Leverkusen)
Fentanyl®-Janssen, Janssen-Cilag (Neuss)
Fraxiparin®, GlaxoSmithKline (Miinchen)
Heparin-Natrium, BIBRAUN (Melsungen)
Ketamin, Inresa (Freiburg)

Solutrast®, Bracco Imaging (Konstanz)
Dormicum®, Roche (Grenzach-Wyhlen)
Dipidolor®, Janssen-Cilag (Neuss)
Disoprivan®, AstraZeneca (Wedel)

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Stickstoffmonoxid gilt wie bereits beschrieben als bedeutender Induktor der endothelialen
Zellproliferation. Die Wirkung einer Transfektion von eNOS S1177D (mit Effectene™ als

Transfektionsreagenz) wurde - neben der spiteren Untersuchung am porcinen Herzen - auch
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in vitro analysiert. Zur Verwendung kamen dabei neonatale, kardiale Endothelzellen der Rat-
te. Der erhohte Metabolismus von acetylierten low density Lipoproteinen (LDL) diente dabei
zur Identifikation und Isolation dieser Zellen."”* Die Evaluation der Zellproliferation mit oder
ohne Transfektion erfolgte durch Fiarbung des Ki67-Antigens mit Hilfe von Antikérpern. Zur
in-vitro Simulation einer Reperfusionssituation (Ischdmie gefolgt von Reperfusion) wurde da-

neben das Verfahren der Hypoxie und Reoxygenierung angewandt.

2.3 Perkutane Implantation des Reduktionsstents als Modell

myokardialer Hibernation

Die Tierexperimente erfolgten mit Genehmigung der Tierschutzkommission der Regierung
von Oberbayern und wurden gemi3 den Vorgaben (insbesondere § 8) des deutschen Tier-

schutzgesetzes (in der Fassung vom O1. Juni 1998) durchgefiihrt.

2.3.1 Versuchstiere

Als Versuchstiere dienten vierzig Hausschweine deutscher Landrasse, welche vom Lehr- und
Versuchsgut der LMU in OberschleiBheim bezogen wurden. Die Schweine wurden im Tier-
stall des Walter-Brendel-Zentrum fiir Experimentelle Medizin (Direktor: Prof. Dr. U. Pohl) in

Gruppen von bis zu fiinf Tieren gehalten und von Tierpflegern und zwei Tierdrzten betreut.

2.3.2 Pramedikation und Narkoseeinleitung

Fiir das Modell der myokardialen Hibernation (sieche Abschn. 2.3.6) sollte eine vorzeitige
Stentokklusion innerhalb der ersten sieben Tage vermieden werden. Die Implantation des sehr
thrombogenen Reduktionsstents sowie die dadurch hervorgerufene Endothelldsion und die
Verianderung des Blutflusses an der induzierten Stenose erforderten daher eine ausreichende
Hemmung der Thrombozytenaggregation. Am Tag vor dem ersten Eingriff wurde den Tieren
prophylaktisch eine Sittigungsdosis von 300 mg Clopidogrel und 100 mg Acetylsalicylsidure
oral verabreicht.
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Zur Einleitung der Narkose wurden die niichternen Schweine in einen separaten Raum ge-
lockt und durch eine intramuskulidre Bolusinjektion von Ketamin 20 mg/kg KG, Azaperone
10 mg/kg KG und 0,5 mg Atropinsulfat in die Nackenmuskulatur sediert. Nach Erreichen ei-
ner ausreichenden Analgosedierung wurde den Tieren ein peripherer vendser Zugang mit-
tels einer 20 G Venenverweilkaniile in eine subkutane Ohrvene gelegt und zur Narkoseeinlei-
tung 0,5 mg/kg KG Midazolam und 0,5 mg/kg Piritramid intravends appliziert. Im Anschluss
wurden die Tiere unter kontinuierlicher Beobachtung der Spontanatmung in den OP-Bereich
transportiert, auf dem Operationstisch in Riickenlage fixiert und orotracheal mit einem Magill-

Tubus (Innendurchmesser (ID) 6,0 — 8,0 mm) unter laryngoskopischer Sicht intubiert.

2.3.3 Narkosefuhrung und Narkoseliberwachung

Die Erhaltung der Narkose erfolgte im Rahmen einer balancierten Anésthesie, um unerwiinsch-
te Wirkungen der Anésthetika, insbesondere auf das Herz-Kreislauf-System, zu reduzieren.
Die Tiere wurden volumenkontrolliert mit Sauerstoff und Stickstoff unter Zumischung von 0,5
bis 2 % Enflurane maschinell beatmet und erhielten 5-7 mg/kg KG/h Propofol als Dauerinfu-
sion. Die Beatmungsparameter wurden mittels eines Pulsoxymeters sowie durch regelmifige
arterielle Blutgasanalysen kontrolliert und individuell angepasst. Zur Beurteilung der Narko-
setiefe wurden der Reflexstatus, die Herzfrequenz und der arterielle Blutdruck herangezogen.
Die Uberwachung der Herzaktivitit erfolgte dabei anhand eines 3-Kanal-Oberflichen-EKG,
wihrend die arterielle Druckkurve nach Einfiihren einer 9-French-Schleuse in die rechte bzw.

linke A. carotis communis iiber einen Druckabnehmer invasiv gemessen wurde.

Begleitend zur Allgemeinanésthesie bekamen die Tiere kontinuierlich 10 ml/kg KG/h Voll-
elektrolytlosung und zur Kreislaufstabilisierung nach Bedarf zusitzlich eine kolloidale Lo-
sung infundiert. Zudem wurde zum Schutz vor Hypothermie die physiologische Korpertem-

peratur durch Heizmatten konstant gehalten.
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2.3.4 Peri- und postoperatives Management
2.3.4.1 Antikoagulation und Antibiotikatherapie

Zur weiteren Reduktion thrombotischer Komplikationen wurden die Schweine bei jedem Ka-
thetereingriff intravenos antikoaguliert. Wihrend am Tag O und Tag 28, aufgrund des erhohten
interventionellen Risikos, 20.000 IE Heparin und zusitzlich 500 mg Acetylsalicylsdure 1. v.
appliziert wurden, erhielten die Tiere am Tag 7 und Tag 49 intraoperativ 10.000 IE Heparin.
Die Thrombozytenaggregationshemmung wurde iiber die gesamte Dauer des Versuchs téglich
mit 150 mg Clopidogrel p. 0. und 250 mg Acetylsalicylsidure p. o. aufrechterhalten. Aulerdem
erfolgte in der ersten Woche nach der Stentimplantation eine Antikoagulation mit 2850 L.E.

Fraxiparin i. m pro Tag.

An den ersten drei Versuchstagen wurde den Tieren zum Schutz vor Infektionen intravends
750 g Cefuroxim verabreicht. Bei Zeichen einer Infektion der Operationswunde wurde zwi-
schen den Operationen zudem eine intramuskulidre Antiobiotikatherapie mit 2,5 mg/kg KG

Enrofloxacin im Tierstall durchgefiihrt.

2.3.4.2 Arterielle und venése GefaBzugéange

Fiir die Interventionen mussten bei den Tieren Katheterschleusen platziert werden, wofiir die
vordere Halsregion zunichst griindlich rasiert und desinfiziert wurde. AnschlieBend erfolgte
unter sterilen Bedingungen iiber einen ungefihr sechs Zentimeter langen Hautschnitt die sau-
bere chirurgische Darstellung der A. carotis communis sowie der V. jugularis externa. Nach-
dem das jeweilige Gefall mit einem Faden distal ligiert worden war, konnte nach einer kleinen
Inzision der GefidBwand mit Hilfe eines Fithrungsdrahtes die Katheterschleuse in das Gefif3
eingefiithrt und fixiert werden. An allen vier Versuchstagen wurde arteriell eine 9-F-Schleuse
und vends eine 11-F-Schleuse in das Gefill eingebracht. Fiir die ersten beiden Eingriffe er-
folgte die Préaparation an der rechten Halsseite, wéahrend bei der zweiten und dritten Operation
die linke A. carotis communis und die linke V. jugularis externa verwendet wurden. Insbe-
sondere am letzten Versuchstag misslang fallweise das Einfiihren der Katheterschleuse auf
Grund von Vernarbungen oder Thrombosierung des Gefdlles. Gegebenenfalls wurde daher die

A. femoralis freipréapariert und wie oben beschrieben eine 7-F-Schleuse im Gefil3 platziert.
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Am Ende der Intervention wurden die Schleusen wieder entfernt und die GefdBle proximal
der Inzision ligiert. Dank guter Kollateralkreisldaufe tiber die A. vertebralis, die A. basilaris
sowie den Circulus arteriosus Willisii stellt das Abbinden beider Karotiden beim Schwein

keine Gefahr fiir die Durchblutung des Gehirns dar.

2.3.5 Vorbereitung des Reduktionsstents

Die chronische myokardiale Ischidmie respektive myokardiale Hibernation wurde bei den
Tieren durch perkutane Implantation des Reduktionsstents in die LAD der linken Koronar-
arterie erreicht. Zur Vorbereitung wurde ein mit PTFE beschichteter koronarer Stent (Lédnge:
13 mm) mit einer Kaniile (17 G) aufgefiddelt und nachfolgend in der Mitte mit einem Faden
(Stirke USP 5-0) so ligiert, dass der Restdurchmesser dem Ausgangsdurchmesser der 17 G
Kaniile entsprach. AnschlieBend wurde der priparierte Stent auf einen PTCA-Ballon (Durch-
messer 3,0 mm, Ldange 20 mm) gekrempt, mittels Inflation des Ballons auf 1 atm fixiert und im
weiteren Verlauf in die proximale LAD platziert (siche Abb. 2.1(a) und 2.1(b))."

2.3.6 Einfluss des Reduktionsstents auf den myokardialen Blutfluss und
die Myokardfunktion

Der Reduktionstent als Modell einer myokardialen Hibernation wurde im Jahr 2003 von unse-
rer Arbeitsgruppe etabliert. Von Degenfeld et al. untersuchten in diesem Zusammenhang den
Einfluss des Reduktionsstents auf den myokardialen Blutfluss und die Myokardfunktion.'**
(Wegen des sachlichen Zusammenhangs wird in folgendem Abschnitt auf spiter dargestellte
Methoden vorgegriffen; siehe im Einzelnen die entsprechenden Verweise).

Die Implantation des Reduktionsstents induzierte bei den Schweinen eine ca. 70 %ige koronar-
arterielle Stenose im proximalen LAD-Segment mit konsekutiver Progression zu einer voll-
standigen Okklusion bis zum Tag 28 der Untersuchung. Mittels Mikrosphéren (siehe Abschn.
2.5.4.1) konnte am Tag 7 und insbesondere am Tag 28 nach Platzierung des Stents im Vergleich
zum nicht-ischdmischen Kontrollareal des RCx eine signifikante Abnahme des transmuralen
Ruheblutflusses sowie eine deutliche Verminderung des Adenosin-induzierten Maximalflus-

ses im Stromgebiet der LAD gesehen werden. Zudem bestétigte eine Positronenemissions-
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tomographie eine deutlich vermehrte Aufnahme von Fluordesoxyglucose (FDG) distal des
Reduktionsstents, ein Indiz fiir minderperfundiertes aber noch vitales Gewebe (siehe Abschn.
1.1.2)."

Am Tag 28 konnte anhand von sonomikrometrischen Daten (sieche Abschn. 2.5.4.2) eine si-
gnifikante Abnahme der myokardialen Kontraktilitdt (Hypokinesie) im proximalen und dis-
talen Perfusionsareal der LAD nachgewiesen werden. Bei Erhohung des Sauerstoffbedarfes
des Herzmuskels mittels rechtsatrialem Pacing verstirkte sich die Hypokinesie im Vergleich
zum nicht-ischamischen Kontrollareal bis hin zu einer deutlichen Dyskinesie im Bereich der
distalen LAD."®

Abb. 2.1: Vorbereitung des Reduktionsstents zur Erzeugung einer sanduhrférmigen Stenose

(a) Nicht entfalteter PTFE-Stent auf einer 1,5 mm dicken Kaniile; in der Mitte des Stents ist der eng
gebundene, blaue Faden zu erkennen. (b) Ballonkatheter mit zuvor pripariertem PTFE-Stent im entfal-
teten Zustand; die Ligation mit dem chirurgischen Faden verhindert die Aufdehnung des Stents in der
Mitte und fiihrt zu einer sanduhrférmigen Stenose.'®

2.4 Das System der selektiven druckregulierten

Retroinfusion

Das System der selektiven druckregulierten Retroinfusion (SSR) umfasst eine Rollerpumpe,
einen kleinen extrakorporalen Kreislauf mit einem Hochdruckreservoir sowie ein Exzenter-
Ventil, einen vierlumigen Katheter und eine Absaugeinheit.'"”* Des Weiteren sind ein Druck-

abnehmer und eine Ballonpumpe in das Gerit integriert.'""
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Die vier Lumen des Reperfusionskatheters werden an die Absaugeinheit, an das Hochdruck-
reservoir, an die Ballonpumpe sowie an den Drucksensor angeschlossen. Anschlieend wird
das System vollstindig entliiftet. Das Hochdruckreservoir wird nun mittels druckkontrollierter
Steuerung der Rollerpumpe bis zu einem frei wihlbaren Druckniveau mit arteriellem Blut aus
der 9-F-Schleuse in der A. carotis communis gefiillt. Dieser Vordruck ermdglicht die Infusion
des arteriellen Blutes vom Reservoir in die anteriore interventrikuldre Vene (AIV) und somit
die retrograde Infusion von Blut beziehungsweise gefiB3bildenden Faktoren. Zur Vermeidung
von druckbedingten Schiaden durch zu hohe Spitzendriicke in der Koronarvene, und demnach
zur Sicherung der Wirksamkeit, wird der retrograde Blutfluss im zufiihrenden Schenkel des
Systems gemessen (Transonic© Flowprobe, Transonic Systems Inc.) und mittels einer Druck-
regulation des nachgeschalteten Exzenter-Ventils gesteuert.'>'* Die retrograde Infusion erfolgt
dabei zyklisch und kann mit Hilfe eines Oberflichenelektrokardiogramms R-Zacken getrig-
gert kontrolliert werden. Sowohl der Modus (Kopplung von Infusionszyklus und Herzaktion,
zum Beispiel 1:2) als auch die Latenz zwischen R-Zacke und Infusionsbeginn sind regulierbar

und ermdglichen auf diese Weise eine rein diastolische Retroinfusion.'-"

2.5 Therapeutische Neovaskularisation im hibernierenden
Myokard mittels retrograder Infusion von eNOS S1177D
cDNA in die anteriore Koronarvene

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob die retrograde Infusion von liposomaler
eNOS S1177D komplementirer DNA einen Einfluss auf das vaskulidre Remodeling und die
Funktion im ischdmischen Myokard hat. Als Versuchstiere dienten insgesamt vierzig Haus-
schweine, denen am Tag O der Untersuchung zur Induktion eines hibernierenden Myokards
ein Reduktionsstent implantiert wurde. Wihrend sechzehn Schweine das Ende der Versuchs-
reihe nicht erreichten und daher deren Ausschluss aus der Studie erfolgte, wurden von den
verbleibenden 24 Tieren 18 in drei gleich grole Gruppen A bis C (n=6) eingeteilt. Als zwei-
ter Schritt erfolgte am Tag 7 eine Koronarangiographie, um die Durchgingigkeit des Stents
sicherzustellen. Nach weiteren drei Wochen wurden die Versuchstiere ihrer Aufteilung ent-

sprechend mittels retrograder Infusion in die Koronarvene behandelt:
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Gruppe A: eNOS S1177D cDNA
Gruppe B: eNOS S1177D cDNA und nachfolgende Behandlung mit L-NAME
Gruppe C: eGFP cDNA (enhanced green flourescent protein; Kontrollgruppe, Schein)

Sowohl am Tag?28 als auch am Tag49 der Studie erfolgten in Gruppe A bis C himodyna-
mische Messungen zur Bestimmung der globalen Herzfunktion: Herzfrequenz (HF), links-
ventrikuldrer enddiastolischer Druck (LVEDP), linksventrikulérer systolischer Druck (LVSP),
Kontraktions- sowie Relaxationsgeschwindigkeit (dP/dtpax, dP/dtyin). Zur spéteren Analyse
des regionalen myokardialen Blutflusses wurden an beiden Versuchstagen fluoreszierende Mi-
krosphéren eingesetzt und mit Hilfe der Sonomikrometrie konnte am Tag 49 zudem die regio-
nale Myokardfunktion als subendokardiale Segmentverkiirzung ermittelt werden. Alle Mes-
sungen erfolgten dabei unter Ruhebedingungen und wéhrend rechtsatrialem Pacing (erhohter
O,-Bedarf, funktionelle Flussreserve) bei 120 oder 140 Herzschldgen pro Minute. Da eine
Infarzierung iiber 8 % der linksventrikuldren Masse als Ausschlusskriterium galt, wurde nach
Totung der Tiere und Explantation des Herzens mittels Triphenyltetrazoliumchlorid-Féirbung
( TTC) die InfarktgroBe bestimmt. AuBerdem wurde fiir die spitere Analyse des Kollatera-
lenwachstums eine postmortale Angiographie durchgefiihrt. Zur Ermittlung des regionalen
Blutflusses, der Expression von eNOS und der Kapillardichte im hibernierenden Myokard so-
wie zur Untersuchung des vaskuldren Remodelings erfolgte die Entnahme von Gewebeproben

aus dem linken Ventrikel.

Stenosegrad Hibernierendes
100% - Myokard

| 1 1 ]
I I 1
Tag7 Tag 28 Tag 49

Angiographie Retrograde Behandlung Analyse der regionalen
- Perfusion und Funktion

eNOS S$1177D (n=6)
eNOS S1177D + L-NAME (n=6)
eGFP (Kontrollgruppe, n=6)

Abb. 2.2: Schematische Darstellung des Versuchsprotkolls in Gruppe A bis C.

Die restlichen sechs Hausschweine wurden in zwei Gruppen mit jeweils drei Versuchstieren

aufgeteilt. Nach einer Woche wurden die Tiere entweder mit eNOS S1177D (Gruppe D) oder
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mit eGFP (Gruppe E) behandelt und drei Tage spiter zur Analyse der eNOS S1177D cDNA

Transfektion das Herz explantiert.

2.5.1 Versuchstag 0: Implantation des Reduktionsstents in die LAD

Nach erfolgreicher Narkoseeinleitung wurden am Versuchstier eine arterielle und eine veno-
se Katheterschleuse platziert. Anschliefend wurde unter Rontgen-Durchleuchtung ein rechts-
koronarer Judkins-Katheter (8 F) iiber die Schleuse in der A. carotis communis vorgescho-
ben, das linke Koronarostium aufgesucht und der Verlauf der A. coronaris sinistra durch eine
Kontrastmittel-Angiographie dargestellt. Mit Hilfe des Fiihrungskatheters konnte nun ein Fiih-
rungsdraht (14 inch) bis in das distale Segment der LAD eingefiihrt werden. Der Ballonka-
theter mit dem bereits vorbereiteten Reduktionsstent wurde darauthin tiber den Fiihrungsdraht
avanciert und distal des ersten Diagonalastes der LAD positioniert. Im néchsten Schritt wurde
der PTCA-Ballon mit 16 atm inflatiert und der Druck fiir ungefihr zwanzig Sekunden konstant
gehalten. Wihrend die Mitte des Implantats auf Grund der Fadenligatur dabei den urspriingli-
chen Durchmesser beibehielt, entfaltete sich der Reduktionsstent an seinen beiden Enden voll-
stindig, wodurch eine sanduhrférmige Stenose entstand. Im Anschluss konnten der Katheter
sowie der Fiihrungsdraht nach Deflation des Ballons wieder vollstindig entfernt werden. Zur
Verifikation der korrekten Lage des Stents und Abschidtzung des erzielten Stenosegrades, wel-
cher durchschnittlich ungefihr 75 % betrug, erfolgte eine erneute Koronarangiographie. Ab-
schlieend wurden alle Instrumente aus dem Korper des Tieres entfernt und die Halswunde
unter sterilen Bedingungen sorgfiltig zugeniht. Nach Ausleitung der Narkose und Extubation

wurde das Schwein unter Kontrolle der Vitalparameter zuriick in den Tierstall gebracht.

2.5.2 Versuchstag 7: Kontrolle des Blutflusses in der LAD mittels
Koronarangiographie

Das Studiendesign implizierte, dass Versuchstiere mit einer frithzeitigen Stentokklusion in-
nerhalb der ersten Woche ausgeschlossen werden. Damit sollte die Induktion einer graduel-
len Ischidmie und folglich einer myokardialen Hibernation sichergestellt werden. Sieben Ta-

ge nach Stentimplantation wurde aus diesem Grund eine Kontrollangiographie der LAD, bei

31



2 Material und Methoden

welcher eine erhaltene Blutpassage durch die Stenose iiberpriift wurde, durchgefiihrt. Vorbe-
reitung und Umsetzung der Angiographie erfolgte hierbei wie in Abschn. 2.5.1 beschrieben.
Fiinf von vierzig Tieren wurden dem Protokoll entsprechend nach Tag 7 von der Studie aus-

geschlossen.

2.5.3 Versuchstag 28: Selektive venose, druckregulierte Retroinfusion
von eNOS S1177D und eGFP cDNA in die anteriore Koronarvene

2.5.3.1 Hamodynamische Parameter der globalen Herzfunktion und regionale
Perfusion

Die Versuchstiere wurden wie an den beiden vorangegangenen Interventionen narkotisiert und
mit zwei Katheterschleusen versehen. Im Anschluss erfolgte die Messung himodynamischer
Parameter der globalen Herzfunktion, welche spiter als Referenzwerte nach der Behandlung
mit eNOS S1177D dienen sollten. Hierfiir wurde ein Katheterspitzenmanometer iiber die ar-
terielle Schleuse im Apexbereich des linken Ventrikels platziert und darauthin HF, LVEDP,
LVSP sowie dP/dtpax und dP/dt,,;, aufgezeichnet. Zur Analyse des regionalen myokardialen
Blutflusses wurden nun iiber einen Pigtail-Katheter 107 fluoreszierende Mikrosphiren, sus-
pendiert in 20 ml Natriumchloridlosung, innerhalb einer Minute gleichméBig in den linken
Vorhof appliziert."” Zeitgleich mit dem Beginn der Injektion wurde mit der Entnahme von
Referenzblut aus der arteriellen Katheterschleuse begonnen und bei einer Rate von 4,1 ml/min
fiir drei Minuten fortgesetzt (sieche Abschn. 2.5.4.1). Die Messungen der Herzfunktionspara-
meter sowie die Gabe der Mikrosphiren erfolgte dabei sowohl unter Ruhebedingungen als

auch wihrend rechtsatrialem Pacing mit 140 Schldgen pro Minute.

2.5.3.2 Applikation von eNOS S1177D cDNA und eGFP cDNA

Im néchsten Schritt konnte der Retroinfusionskatheter in die AIV, welche parallel zur LAD
liegt und dessen Perfusionsgebiet drainiert, vorgeschoben werden. Dazu wurde zunichst ein
7 F Katheter (Cournand oder Amplatz links) iiber die Jugularvene eingefiihrt und unter Durch-
leuchtung der Sinus coronarius aufgesucht. An dieser Stelle musste mittels Kontrastmittelgabe

der Abgang der V. coronaria sinistra von der Miindung der V. azygos unterschieden werden, da
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Letztere beim Schwein, im Gegensatz zum Menschen, in den Sinus coronarius miindet. An-
schlieBend avancierte der Katheteriseur einen Fiihrungsdraht (18 inch) durch den liegenden
Katheter in die V. coronaria sinistra und weiter in die AIV. Nach Entfernen des Fiihrungska-
theters wurde der Retroinfusionskatheter mit Hilfe des Drahtes in der AIV platziert, wobei
der Ballon an der Spitze des Katheters auf Hohe des implantierten Reduktionsstents zum Lie-
gen kam. Daraufhin konnten die vier Lumina des Katheters mit dem vorbereiteten SSR-Geriit
(siehe Abschn. 2.4) konnektiert werden. Fiir die regionale Applikation von eNOS S1177D
cDNA und eGFP cDNA wurde dabei eine modifizierte Technik angewandt, bei welcher dem
Versuchstier kein Blut entnommen und reinfundiert wurde, sondern das Hochdruckreservoir
(2,5 atm) stattdessen mit 37°C warmer Natriumchloridlosung (0,9 %) gefiillt wurde. Im wei-
teren Verlauf wurde der Ballon des Retroinfusionskatheters in der AIV fiir dreilig Sekunden
inflatiert und bei erhaltener arterieller Perfusion das individuelle systolische Plateau des Ve-
nenverschlussdruckes (VVD) bestimmt. Dieses ermdglicht die Anpassung des Retroinfusions-
druckes an das individuelle Koronarvenensystem, womit Hyper- oder Hypoperfusion der AIV
vermieden werden, und dadurch eine Optimierung der Myokardprotektion.” Der ideale Infu-
sionsdruck, welcher am SSR-Geriit eingestellt wurde, liegt nach fritheren Ergebnissen etwa
20 mm Hg iiber dem VVD und wird von dem Exzenter-Ventil durch Anderung der Flussrate
innerhalb von Millisekunden reguliert.” Nachdem die korrekte Lage des Retroinfusionskathe-
ters mittels Kontrastmittelgabe nochmals iiberpriift und der Ballon mit 150 mm Hg inflatiert
worden war, konnte die Retroinfusion mit einer Flussrate von 20 ml/min gestartet werden.
Der Katheterballon verzogerte unterdessen das Abfluten des Retroinfusats und verlidngerte die
Kontaktzeit der Substanzen mit dem ischimischen Myokardareal auf durchschnittlich sieben
Sekunden." Die in 0,9 %iger Natriumchloridlosung suspendierte cDNA von eNOS S1177D
und eGFP wurde unterdessen mit einem Perfusor iiber ein Riicklaufventil in den zufiihrenden

Schenkel, unmittelbar nach dem Reservoir, eingespeist.

Die Versuchstiere aus Gruppe A und Gruppe B wurden folglich zwei Mal fiir zehn Minu-
ten mit eNOS S1177D cDNA enthaltenden Liposomen behandelt (1,5 mg cDNA pro Tier).
Die Schweine der Gruppe B erhielten dariiber hinaus iiber drei Wochen Trinkwasser, das mit
500 umol/l L-Nitroargininmethylester (L-NAME) versetzt war. Dieser unspezifische Inhibitor
der NO-Synthase sollte den erwarteten positiven Effekt der eNOS S1177D cDNA Transfekti-
on auf die Neovaskularisation verhindern. Um ferner einen akuten Effekt der NOS-Hemmung

auszuschlieBen, wurde die Gabe von L-NAME 24 Stunden vor den Messungen des Versuchs-
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tages 49 abgesetzt.

Bei der Kontrollgruppe C erfolgte mit zwei Zyklen iiber zehn Minuten gleichermalen die
retrograde Applikation von liposomaler, eGFP komplementirer DNA in die anteriore Koro-
narvene (1,5 mg cDNA pro Tier). Die Codon-optimierte Variante des GFP weist eine fiinf- bis
zehnfach stirkere Expression als der Wildtyp auf und erméglichte im weiteren Verlauf eine

Identifikation mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops.

Nach Abschluss der Retroinfusion wurden der Ballon des Retroinfusionskatheters wieder de-
flatiert und sdmtliche Instrumente entfernt. Die A. communis interna sowie die V. jugularis
externa wurden ligiert, die Wunden am Hals daraufhin steril versorgt und nach Ausleitung
der Narkose wurde das Tier unter Beobachtung der Vitalparameter zuriick in den Tierstall

gebracht.

2.5.4 Versuchstag 49: Analyse der regionalen Myokardperfusion und der
Myokardfunktion nach Retroinfusion

Die Versuchstiere wurden wiederum narkotisiert und mit einer arteriellen Katheterschleuse in
der A. communis interna sowie einer vendsen Katheterschleuse in der V. jugularis externa ver-
sehen. Bei manchen Schweinen war wegen Thrombosierung oder Bildung von Granulations-
gewebe am Halsbereich nicht moglich die Katheterschleuse zu platzieren, weshalb fallweise
auf die rechte A. femoralis ausgewichen wurde. Anschlieend erfolgte tiber einen Judkins-
Katheter eine Koronarangiographie der LAD und mit Hilfe eines Katheterspitzenmanometers

die Ermittlung der genannten Parameter der globalen Herzfunktion.

2.5.4.1 Regionaler myokardialer Blutfluss: Mikrosphéaren

In dieser Studie wurde der regionale myokardiale Blutfluss mittels multipler, fluoreszierender
Mikrosphiren bestimmt."” Bereits 1967 wurde diese Technik anhand von radioaktiv markier-
ten Mikrosphiren beschrieben und in den darauf folgenden Jahren von mehreren Autoren auf
Funktionalitdt sowie Anwendbarkeit in verschiedenen Organsystemen iiberpriift.”” Mehr als

zwanzig Jahre spiter erfolgte die Einfithrung von kolorierten Mikrosphiren® und im Jahre
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1993 wurden erstmalig fluoreszierende Mikrosphiren eingesetzt,” welche sich gegeniiber ih-

ren beiden Vorgingern als iiberlegen zeigten.”"”!

Die Mikrosphédrenmethode beruht auf der Injektion von 15 um groB3en, sphirischen Polymer-
partikeln in den linken Vorhof. Durch die dort herrschende turbulente Stromung werden die
Mikrosphiren gleichmifig im Blut verteilt und gelangen anschlieBend mit dem arteriellen
Blutstrom in die Peripherie. In den Gefdlen der Endstrombahn bleiben die Partikel auf Grund
thres Durchmessers hingen, wobei sich die Anzahl der im Gewebe haftenden Mikrosphiren
direkt proportional zum konkomitierenden Blutfluss verhilt. Zum Zeitpunkt der Injektion wird
zudem eine arterielle Referenzblutprobe entnommen, welche als Bezugsorgan mit bekanntem
Blutfluss (Entnahmerate) und Sphérengehalt (Fluoreszenzaktivitit) dient.**'”” Die dabei er-
mittelten Daten ermdéglichen nun die Berechnung des absoluten, regionalen Blutflusses des

untersuchten Myokardareals nach folgender Formel:

Probe) Referenz)

Regionaler Blut fluss ( Entnahmerate (

Fluoreszenzaktivitit Probe) —— Fluoreszenzaktivitiit (Referenz)

2.1

Um einen Ausgangswert fiir die spitere Analyse der regionalen Myokardperfusion zu erhal-
ten, wurde den Tieren in dieser Studie bereits am Tag der Retroinfusion (Versuchstag28)
107 fluoreszierende Mikrosphiren appliziert. Drei Wochen nach der Behandlung mit eNOS
S1177D c¢DNA und eGFP cDNA erfolgte erneut die Gabe von 107 Mikrosphiren, welche
tiber einen Pigtail-Katheter innerhalb einer Minute konstant in das linke Atrium injiziert wur-
den. Gleichzeitig wurde iiber die arterielle Katheterschleuse mit Hilfe einer Prazisionspumpe
mit der Entnahme von Referenzblut (4,1 ml/min) begonnen und fiir drei Minuten fortgesetzt.
Die Applikation der Mikrosphéren fand an dieser Stelle wiederum fiir beide Herzfrequenzen
statt. Hierfiir kamen zwei unterschiedlich fluoreszierende Mikrosphiren zur Anwendung, wel-
che durch ihr charakteristisches Exzitations- und Emissionsmaximum exakt einem Farbstoff
zugeordnet werden konnen.

Nach der Explantation (sieche Abschn. 2.5.4.2) wurde das Herz nach einem vorab festgeleg-
ten Schnittmuster pripariert. Am Apex beginnend wurden parallel zur Herzbasis ungefihr
ein Zentimeter breite Scheiben des ischamischen Myokards abgetrennt und anschlieend von
jeder Ebene subendokardiale sowie subepikardiale Proben des ischimischen und des nicht-
ischamischen, RCx-perfundierten Muskels, entnommen. Nachdem die Gewebeproben eine

Woche in Formalin fixiert und mit einer Federwaage gewogen worden waren, konnte die
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Fluoreszenzaktivitdt dieser Muskelschnitte und der Referenzblutproben der Versuchstage 28

1% welches den Verlust

und 49 gemessen werden. Mit Hilfe eines speziellen Filtersystems,
fluoreszierender Partikel verhindert, wurden die Mikrosphédren aus dem Myokard sowie aus
dem Blut standardisiert riickgewonnen und im néchsten Schritt nach dem Prinzip der Fluo-
reszenzspektrometrie vollstindig automatisiert detektiert.'”” Zur besseren Vergleichbarkeit bei
der Auswertung wurde mittels des Gewichts der Gewebeproben die relative regionale Myo-

kardperfusion (ml/min/g Gewebe) berechnet.

2.5.4.2 Regionale Myokardfunktion: Sonomikrometrie

Fiir die Bestimmung der regionalen Myokardfunktion mittels Sonomikrometrie musste bei den
Versuchstieren eine mediane Léngssternotomie durchgefiihrt werden, weshalb die Analgesie
bei den Versuchstieren vorab mit 5 um/kg KG Fentanyl verstirkt wurde. Zunéchst erfolgte ein
longitudinaler Hautschnitt, welcher sich von der Incisura jugularis sterni bis zum gut tastbaren
Processus xiphoideus erstreckte. Unter Verwendung eines Elektrokauters wurde daraufhin das
Sternum sowie der Processus xiphoideus vom subkutanen Fettgewebe und von der Muskulatur
freipréapariert. Nach elektrischer Blutstillung konnte nun mit einer kriftigen scharfen Schere
das Brustbein von kaudal beginnend vorsichtig durchtrennt werden, wobei Knochenwachs zur
lokalen Blutstillung am Markraum eingesetzt wurde. Sobald der Brustkorb mit einem Thorax-

spreizer behutsam aufgespannt worden war, konnte das Perikard y-formig er6ffnet werden.

Das Prinzip der Sonomikrometrie beruht auf der Messung der Laufzeit, welches ein Ultra-
schallsignal fiir den Weg von einem Transmitter zu einem Empfinger bendtigt.”' In dieser
Untersuchung wurden sphirische Ultraschallkristalle mit einem Durchmesser von zwei Mil-
limetern verwendet, welche dank des piezoelektrischen Effektes und unter Verwendung eines
digitalen Sonomikrometers simultan als Sender und Empféinger agieren konnen. Beim inver-
sen Piezoeffekt wird durch Anlegen einer Wechselspannung eine periodische Verformung der
Kristalle ausgelost, sodass mechanische Schwingungen, also Schallwellen, entstehen. Ana-
log konnen Schallwellen eine piezoelektrische Substanz verformen und dadurch eine mess-
bare elektrische Spannung erzeugen (direkter piezoelektrischer Effekt). Sofern nun die Aus-
breitungsgeschwindigkeit des Ultraschalls im fortleitenden Medium bekannt und konstant ist,
kann anhand der Formel 2.2 der Abstand zwischen den beiden im Gewebe fixierten Kristal-

len kontinuierlich bestimmt werden und daraus auf das Bewegungsausmal des untersuchten
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Gewebes geschlossen werden.”
[Abstand der beiden Kristalle] =  [Ausbreitungsgeschwindigkeit] x [Laufzeit] (2.2)

Das Auflésungsvermogen dieser Methode hédngt von der exakten Detektierung des empfange-
nen Ultraschallsignales sowie von der Bestimmung der Laufzeit durch den Transceiver ab.
In weichem Gewebe respektive im Myokard kann eine durchschnittliche Ausbreitungsge-
schwindigkeit von 1540 m/s angenommen werden, womit sich bei einer Abtastrate von un-
gefdahr 65 MHz ein rdumliches Auflésungsvermdgen von 24 um errechnet. Dadurch ermég-
licht die Sonomikrometrie eine sehr sensible Erfassung der regionalen Kontraktionsstrecke
des Myokards (Segmentverkiirzung), welche eng mit den lokalen Perfusionsverhiltnissen des
Gewebes korreliert.'*'>"! Diesbeziiglich ist anzumerken, dass aus technischen Griinden nur
eine subendokardiale Platzierung der Kristalle moglich ist und somit in dieser Arbeit keine
Vergleichsdaten zwischen der Kontraktion endokardialer und epikardialer Myokardschichten

vorliegen.

Nachdem bei den Versuchstieren der Gruppen A bis C der Thorax sowie der Herzbeutel eroft-
net worden waren, konnten die Ultraschallkristalle zur Messung der regionalen kontraktilen
Myokardfunktion eingesetzt werden. Zunéichst wurde der Herzmuskel mit einem spitzen Skal-
pell im proximalen und distalen ischimischen Areal der LAD sowie im nicht-ischimischen
RCx-Gebiet jeweils zweimal inzidiert, ohne aber dabei das Endokard zu durchstoBen. Im
nédchsten Schritt wurden die Kristallpaare im Abstand von ungefihr 1,5 bis 2 Zentimetern an
den Inzisionsstellen eingefiihrt, bis der elastische Widerstand des Endokards zu spiiren war.
Um bestmogliche Kontraktionswerte zu erhalten und anwendungsbedingte Messfehler zu mi-
nimieren, wurden die Kristalle parallel zum Verlauf der epikardialen Herzmuskelfasern und
senkrecht zur langen Herzachse platziert.*>'* AnschlieBend konnte mit der Aufzeichung der
Messdaten begonnen werden, welche durch eine spezielle Software des Herstellers zusammen
mit einer Ableitung des Elektrokardiogramms sowie der linksventrikuldren Druckkurve regis-
triert und auf einem Desktop-Rechner gespeichert wurden.

Zur Normierung der erhaltenen Daten wurden bei der Auswertung jeweils fiinf Herzzyklen

analysiert und daraufthin mit den Mittelwerten die subendokardiale Segmentverkiirzung (SES),
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ausgedriickt in Prozent der enddiastolischen Strecke, nach folgender Formel berechnet:

SES [%] = (enddiastolische Distanz — endsystolische Distanz) x 100 (2.3)

enddiastolischeDistanz

Die Bestimmung der Messzeitpunkte fiir die Segmentstrecke erfolgte mit Hilfe der ersten Ab-
leitung des linksventrikuldren Druckes. Das Ende der Diastole wurde mit dem Moment kurz
vor Beginn einer positiven Druckidnderung (dLVP/dt [mm Hg/s]) gleichgesetzt, das Ende der
Systole wurde durch den maximalen Abfall des Druckes definiert (dLVP/dt min [mm Hg/s]).

2.5.4.3 Bestimmung der InfarktgréBe: TTC-Farbung

Um eine konstante InfarktgroBe in allen Versuchsgruppen sicherzustellen, wurde das Aus-
mal der linksventrikuldren Gewebsnekrose durch Fiarbung mit Triphenyltetrazoliumchlorid
(TTC) quantifiziert. Das wasserlosliche und farblose TTC fungiert dabei als Redoxindikator,
indem es die Elektronen der Atmungskette abfiangt und zu rotem Triphenylformazan redu-
ziert wird."® Das Versuchstier wurde vorab durch Injektion von 20 ml Kaliumchlorid in den
linken Ventrikel euthanasiert und nach Explantation des Herzens eine postmortale Angiogra-
phie durchgefiihrt (sieche Abschn. 2.5.4.4). Fiir die Farbung wurde danach eine Kaniile iiber
das linke Koronarostium in der LAD platziert und 15 ml einer 10 %igen TTC-LOsung mit ei-
nem Druck von 80 bis 100 mm Hg eingespritzt.'"* Bei erhaltenem Stoffwechsel in den Zellen
des Myokards wird das TTC nun zum wasserunloslichen Formazan reduziert und farbt noch
vitales Gewebe rot, wihrend infarzierte Areale ohne mitochondriale Aktivitidt ungefirbt blei-
ben.'® Dadurch kann das avitale Myokard deutlich vom noch lebenden, stoffwechselaktiven
Herzmuskel abgegrenzt werden. Im weiteren Verlauf wurde das Herz in ein Zentimeter dicke,
axiale Schichten geschnitten und vor der Probenentnahme einzeln digital fotografiert. Anhand
der Bilder erfolgte spiter die planimetrische, computerassistierte Vermessung des infarzierten
Areals, welches bezogen auf das gesamte linksventrikulidre Volumen angegeben wurde. Tiere

mit einer Infarzierung tiber 8 % wurden von der Studie ausgeschlossen.'"*
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2.5.4.4 Analyse des Kollateralenwachstums

Um eine therapeutische Stimulation der Arteriogenese durch die Transfektion von eNOS
S1177D cDNA zu evaluieren, wurde nach Explantation des Herzens eine Angiographie durch-
gefiihrt.”® Das Herz wurde zunichst mit einer Natriumchloridlosung gespiilt und fiir eine
rechts-anteriore oblique Projektion auf einem sauberen Tisch gelagert. Nachdem der linke
Hauptstamm anschlieBend mit einem 8 F Katheter aufgesucht worden war, konnten 10 ml Kon-
trastmittel unter einem konstantem Druck von 100 mm Hg in die A. coronaria sinistra injiziert
werden. Fiir die spitere Auswertung zeichnete das Durchleuchtungsgerit wihrenddessen eine
Bildsequenz auf, aus der darauthin das Bild ausgewihlt wurde, bei welchem sich die distale
LAD und der umliegende Gefidlbaum maximal darstellt. Die Auszéhlung der Kollateralen er-
folgte am Ende doppelblind durch zwei unabhéngige Untersucher. Dabei wurde als Kollaterale
ein Blutgefidl definiert, welches den RCx, die proximale LAD oder den ersten Diagonalast mit

der distalen LAD verbindet und zu dessen Perfusion beitragt.'”

2.6 Immunologische Methoden

Fiir eine weitergehende Analyse der eNOS S1177D Transfektion und der therapeutischen
Neovaskularisation sollten verschiedene immunologische Methoden zur Anwendung kom-
men. Aus diesem Grund wurden direkt postmortal mehrere Proben des ischdmischen und
nicht-ischdmischen linksventrikuldren Myokards, sowie Kontrollbiopsien des durch die RCx

perfundierten Gewebes, entnommen.

2.6.1 Immunoblotting (Western-Blot)

Beim Immunoblotting werden homogenisierte Gewebeproben beziehungsweise Zell-Lysate
auf eine Trigermatrix aufgebracht und durch Anlegen eines elektrischen Feldes entsprechend
ihres isoelektrisches Punktes, ihres Molekulargewichts oder ihrer elektrischen Ladung auf-
getrennt. Beim eigentlichen blotting werden die Proteine mittels Elektrophorese oder einem
angelegten Fliissigkeitsstrom (Elektro-, Kapillar-, Vakuum-Blot) auf eine Nitrozellulose- oder

Polyvinyldifluorid-(PVDF)-Membran iibertragen und immobilisiert. Anschliefend miissen die
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unspezifischen Bindungstellen der Membran durch ein Bad in einer Losung von Milchpulver
oder Rinderserumalbumin geblockt werden. Die Detektion der spezifischen Proteinbanden
gelingt am Ende mit Hilfe zweier Antikorper: zunichst bindet ein Primér-Antikorper direkt
an das zu bestimmende Protein und nachfolgend wird ein zweiter Antikdrper hinzugegeben,
welcher hochspezifisch fiir den Primir-Antikorper ist und letztendlich durch seine radioaktive

Markierung oder durch ein gekoppeltes Enzym nachgewiesen werden kann.

In dieser Studie wurde das Immunoblotting zum Nachweis einer eNOS-Expression im ischdmi-
schen Myokard eingesetzt. Die hierzu verwendeten Proben stammten aus den Experimenten
der Gruppen E und F, deren Versuchstiere am Tag 7 nach Implantation des Reduktionsstents
mit eNOS S1177D cDNA oder eGFP cDNA behandelt und drei Tage spiter zur Explanta-
tion des Herzens euthanasiert wurden. Die Gewebeproben wurden mittels Aceton und Tro-
ckeneis auf 12 %igen sodium dodecyl sulfate (SDS)-Polyacrylamid-Gelen eingefroren. Nach
dem Ubertragen und Immobilisieren auf einer PVDF-Membran wurden anschlieBend murine

eNOS Antikorper sowie anti-Maus-IgG Ziegen-Antikorper zur Detektion eingesetzt.

2.6.2 Immunhistochemie

In der Immunhistochemie wird das Prinzip der spezifischen Antikdrperbindung zur Detektion
und Lokalisation von Proteinen in histologischen Schnitten genutzt. Wihrend bei der direk-
ten Methode bereits der Primérantikorper mit einem Detektionssystem gekoppelt ist, wird bei
der sensitiveren indirekten Methode ein zweiter Antikorper eingesetzt, welcher sich spezi-
fisch gegen den ersten Antikorper richtet. Dieser Sekundérantikorper ist seinerseits mit einem
Fluoreszenzfarbstoff oder einem Enzym konjugiert und ermoglicht dadurch den Nachweis des

gesuchten Proteins.

Die Proben der immunhistochemischen Untersuchungen wurden in fliissigem Stickstoff schock-
gefroren und anschlieBend bis zur weiteren Verarbeitung in einem minus 80°Ckalten Gefrier-
schrank gelagert. Fiir die Immunhistochemie wurden spéter drei verschiedene Antikorper ein-
gesetzt: eNOS- und iNOS-Antikorper zur Ermittlung des Transfektionserfolges, Antikorper
gegen Ki67 zur Evaluation der Zellproliferation sowie Antikorper gegen den Endothelmarker
PECAM-1 (CD31-Firbung) zur Bestimmung der Kapillardichte. Zur Quantifizierung wurden
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nachfolgend fiinf mikroskopische high power Felder (jeweils 0,0875 mm?) pro Region und
Herz ausgezihlt.

2.6.3 Radioimmunoassay

Der Radioimmunoassay ist eine sehr sensitive und spezifische Methode um kleinste Sub-
stanzmengen eines Antigens (zum Beispiel Hormone oder Enzyme) quantitativ zu bestim-
men. Hierbei wird zunéchst eine definierte Menge eines radioaktiv markierten Antigens mit
Antikorpern gegen dieses Antigen zur Reaktion gebracht. AnschlieBend wird das zu bestim-
mende Substrat zu dieser Losung hinzugefiigt, welches nun mit dem markierten Antigen um
die Bindungsstellen der Antikorper kompetitiv konkurriert. Nach geniigend langer Inkuba-
tion stellt sich entsprechend dem Konzentrationsverhiltnis und der Reaktionskonstanten ein
Gleichgewicht ein. Je hoher die Konzentration des hinzugefiigten Substrats dabei ist, desto
mehr markiertes Antigen wird dementsprechend von den Antikérpern verdringt. Am Ende
werden die gebundenen von den nicht-gebundenen Antigenen getrennt (zum Beispiel durch
Immunprézipitation) und die Strahlungsaktivitét im Préazipitat gemessen. Anhand dieses Wer-
tes kann schlieBlich durch Vergleich mit Standardkurven die Menge des zu bestimmenden

Substrats ermittelt werden.

In dieser Studie wurde der Radioimmunoassay zur Bestimmung des Gehalts an zyklischem
Guanosinmonophosphat (cGMP) in myokardialen Gewebeproben angewandt. cGMP stellt
einen fiir NO sensiblen second messenger dar. Drei Tage nach der Applikation von eNOS
S1177D konnte somit die funktionelle Wirksamkeit der gesteigerten eNOS-Expression iiber-

priift werden.

2.7 Statistische Verfahren

Die Daten sind als Mittelwerte + Standardabweichung (SEM) dargestellt. Unterschiede zwi-
schen den Behandlungsgruppen wurden mit dem ANOVA-Test untersucht. Im Falle eines
statistisch signifikanten Unterschiedes nach dem ANOVA-Verfahren, wurde ein Gruppenver-

gleich nach der Bonferroni-Methode durchgefiihrt. Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch
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signifikant angesehen. Die Daten wurden mit SPSS (SPSS 13.0, SPSS Inc., Chicago, USA)

analysiert.

Zur Planung und Durchfiihrung eines Tierversuches ist es erforderlich, die optimale Gruppen-
grofe zu ermitteln. Das Ziel dabei ist, die Anzahl der benétigten Tiere zu reduzieren, ohne
dabei die statistische Aussagekraft soweit zu beeinflussen, dass die primdre wissenschaftliche
Frage nicht beantwortet werden kann. Die Gruppengrofe in dieser Arbeit wurde - in Riick-
sprache mit unseren statistischen Mitarbeitern - anhand eigener Erfahrungswerte, der Literatur
sowie unter Annahme einer zu erwartenden Differenz von 20% und einem Signifikanzniveau
von 5% bestimmt. Fiir die Anwendung des ANOVA-Verfahrens ergab sich eine erforderliche

Anzahl von fiinf Schweinen pro Gruppe.
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Mit dem Ziel der Induktion einer myokardialen Hibernation wurde in der vorliegenden Un-
tersuchung bei vierzig Hausschweinen deutscher Landrasse ein Reduktionsstent implantiert.
In den ersten vier Wochen starben dabei elf Versuchstiere: fiinf in den ersten sieben Tagen
sowie ein Tier zwischen Tag 28 und 49 der Versuchsreihe. Fiinf weitere Schweine wurden auf
Grund eines Herzinfarkts groBer als 8 % der linksventrikuldren Muskelmasse von der Studie
ausgeschlossen. Ursédchlich dafiir war eine frithzeitige Stentokklusion innerhalb der ersten sie-
ben Tage, welche durch die Koronarangiographie am Tag 7 nachgewiesen werden konnte. Die
verbleibenden 24 Versuchstiere wurden in die Gruppen A bis E eingeteilt und nachfolgend
ithrer Aufteilung entsprechend behandelt. AbschlieBend wurde die Expression von eNOS, die
endotheliale Proliferation, die Neovaskularisation und die myokardiale Perfusion im Gewebe

untersucht sowie die globale und regionale Herzfunktion ermittelt.

3.1 Therapeutische Neovaskularisation durch retrograde
Infusion von eNOS S1177D in die anteriore

interventrikulare Koronarvene

3.1.1 eNOS Expression nach Retroinfusion von eNOS S1177D cDNA

Angesichts des Versuchmodells musste initial verifiziert werden, dass die retrograde Infusion
von liposomaler cDNA zu einer erfolgreichen Transfektion von eNOS S1177D fiihrt. Hier-
fiir wurde bei den Tieren der Gruppen D und E die Expression von eNOS im myokardialen
Gewebe analysiert.
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Im Vergleich zu den Kontrolltieren konnte unter dem Fluoreszenzmikroskop 72 Stunden nach
retrograder Behandlung eine gesteigerte endotheliale eNOS-Expression im ischdmischen Are-
al transfizierter Herzen beobachtet werden (Abb. 3.1(a) sowie 3.1(b)). Durch eine Antikorper-
markierung gelang gleichermal3en die optische Detektion der induzierbaren Isoform (iNOS).
Die Abbildungen 3.1(c) und 3.1(d) veranschaulichen, dass die Expression von iNOS iiber-
wiegend auf runde Zellen, zum Beispiel Makrophagen, beschrinkt blieb und bei diesen keine

Expression von eNOS stattfand.

(b)

(© @

Abb. 3.1: Gesteigerte eNOS-Expression 72 h nach retrograder Infusion von eNOS S1177D ¢cDNA
in die anteriore interventrikulire Koronarvene (Fluoreszenzmikroskop)

Im Vergleich zu einem Kontrollherzen (a) fiihrte die Transfektion von eNOS S1177D zu einer gestei-
gerten eNOS Expression im ischdmischen Gewebe (b); die Markierung von iNOS (Pfeile) zeigte eine
Beschrinkung auf runde Zellen (c), welche eNOS nicht exprimierten (d) (Fluoreszenziiberlappung).
Roter Balken = 50 um.
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Die quantitative Evaluation der eNOS-Expression erfolgte mittels Immunoblotting von eNOS
im ischdmischen und nicht-ischimischen Myokard. Dieses war entweder mit eGFP cDNA
oder mit eNOS S1177D cDNA behandelt worden. Nach retrograder Infusion zeigte sich eine
2,3-fache Steigerung der eNOS-Expression im ischimischen LAD-Stromgebiet (Abb. 3.2).

RCx LAD RCx LAD

Atin Ab | S A S S

W—J W—J
eNOS Schein-
S1177D transfektion

Abb. 3.2: Quantitative Bestimmung von eNOS im myokardialen Gewebe

Immunoblotting von eNOS offenbarte eine 2,3-fache Steigerung der eNOS Expression im ischimi-
schen Myokard der mit eNOS S1177D behandelten Tiere (reprédsentativer Western-Blot aus drei
Experimenten).

In Abbildung 3.3 ist ergiinzend der Gehalt von cGMP im ischdmischen Gewebe prozentual
zur Menge im nicht-ischimischen Areal angegeben. Die Versuchstiere, welche ausschlie3-
lich mit eGFP cDNA behandelt worden waren, wiesen im Radioimmunoassay eine cGMP-
Konzentration von 68,4 % auf, wihrend nach der Transfektion von eNOS S1177D ein Anstieg
des cGMP-Gehaltes auf 117,1 % verzeichnet wurde. Die gesteigerte Expression von eNOS
induzierte demnach im minderperfundierter Myokard eine vermehrte Bildung von cGMP, ei-
nem fiir NO sensiblen second messenger, und iibertraf sogar den cGMP-Gehalt in der normal-
durchbluteten RCx-Region. Dieser Effekt konnte durch Koapplikation von L-NAME wieder-
um verhindert werden, wobei die cGMP-Spiegel anndhernd die Werte der mit eGFP cDNA

behandelten Kontrollgruppe erreichten.
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Abb. 3.3: Vermehrte myokardiale Bildung von cGMP nach Behandlung mit eNOS S1177D ¢cDNA
Detektion der cGMP-Spiegel mittels Radioimmunoassay zeigte eine signifikante Erhéhung der cGMP-
Bildung im ischdmischen Myokard, welches mit eNOS S1177D cDNA behandelt worden war. Bei Ko-
applikation von L-NAME konnte kein vermehrter cGMP-Gehalt beobachtet werden (3 Tiere / Gruppe,
jeweils drei Gewebeproben).

3.1.2 Endotheliale Proliferation in vitro und in vivo nach Transfektion
von eNOS S1177D cDNA

In der Literatur wird endotheliales NO als bedeutender Mediator der Angiogenese beschrieben
und iibt hierbei entscheidenden Einfluss auf die Zellproliferation aus. In vier unabhéngigen
Experimenten wurde daher die endotheliale Zellproliferation nach Transfektion von eNOS
S1177D in vitro untersucht.

Aus Abbildung 3.4 ist ersichtlich, dass die gesteigerte Produktion von NO in der Lage ist,
die Proliferation von hypoxischen koronaren Endothelzellen deutlich zu steigern. In diesem
Zusammenhang ist hervorzuheben, dass die Anzahl der mit Ki67 markierten proliferieren-
den Zellen nach Transfektion von eNOS S1177D nicht nur gegeniiber der Kontrolle, sondern
auch gegeniiber den Zellen nach alleiniger Hypoxie und Reoxygenation erhoht ist. Durch
Koapplikation von L-NAME konnte der positive Effekt auf die endotheliale Zellproliferation

wiederum deutlich abgeschwicht werden.

Zur Bestitigung der Beobachtungen in vitro erfolgten entsprechende Untersuchungen am Tier-
modell. Die Abbildungen 3.5(a) und 3.5(b) zeigen exemplarisch zwei histologische Schnitte

aus ischdmischem myokardialen Gewebe, welches mit eGFP (Kontrollgruppe) oder eNOS

46



3 Ergebnisse

80 7

60 4

40 1

20

Ki67 positive Zellen pro Feld

Kontrolle H/R H/R H/R

eNOS S1177D eNOS S1177D
+ L-NAME

Abb. 3.4: Endotheliale Zellen proliferieren nach Transfektion von eNOS S1177D in vitro
Proliferation von hypoxischen koronaren Endothelzellen ist nach Transfektion von eNOS S1177D
(mit Effectene) erhoht und iibertrifft die Anzahl proliferierender Zellen nach Hypoxie / Reoxygenation-
Stress (vier Experimente). H/R = Hypoxie/Reoxygenation.

S1177D transfiziert worden war. Nach Fidrbung mit dem Proliferationsmarker Ki67 ist eine
Zunahme Ki67-positiver Zellen im eNOS S1177D cDNA behandelten Myokard zu erkennen
(Abb. 3.5(b); braun gefiarbte Zellkerne). Die quantitative Analyse anhand der histologischen
Schnitte ergab einen Zuwachs von 5,5 auf 14,9 Zellen pro Feld. Dabei konnte die Gabe von
L-NAME den Effekt auf die Zellproliferation im ischdmischen LAD-Areal auch in vivo deut-
lich mindern. Die Anzahl proliferierender Zellen in der nicht-ischdmischen RCx-perfundierten
Region blieb weitestgehend unverédndert (Abb. 3.5(c)).

Aus der Literatur ist bekannt, dass fiir eine therapeutische Neovaskularisation mittels eNOS-
Aktivierung die Stimulation von endothelialen Zellen maBgeblich ist, wihrend eine unge-
hemmte Proliferation von vaskulidren glatten Muskelzellen ein negatives Remodeling bewirkt.'*
Die histochemische Firbung mit dem Proliferationsmarker Ki67 erlaubte jedoch keine eindeu-
tige Kategorisierung der markierten Zellpopulation. Aus diesem Grund erfolgte eine Inkuba-
tion mit Ki67-Antikorpern, mit dem Endothelmarker PECAM-1 sowie mit AntikOrpern gegen
o-Actin glatter Muskelzellen (Abb. 3.6). Dank dieser zusitzlichen Farbungen konnten unter
dem Fluoreszenzmikroskop 42 +5 % der proliferierenden Zellen als Endothelzellen identi-
fiziert werden. Lediglich 21 +2 % der Ki67-positiven Zellen wiesen hingegen das a-Actin

Antigen auf.
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Abb. 3.5: Vermehrte Zellproliferation im myokardialen Gewebe nach Transfektion von eNOS
S1177D in vivo

Histochemische Analyse der Proliferation (Ki67-Firbung) nach Transfektion von eGFP (a) sowie
von eNOS S1177D (b). Roter Balken = 50 um. (¢) Quantitative Bestimmung ergab eine Steigerung
der Proliferation im eNOS S1177D transfizierten LAD-Areal. Koapplikation von L-NAME konn-
te den Zuwachs an proliferierenden Zellen unterbinden (3 Experimente/Gruppe mit jeweils fiinf
Gewebeproben).
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(a) (b)

(0

Abb. 3.6: Qualititative Charakterisierung proliferierender Zellen (Fluoreszenzmikroskop)

Die fluoreszenzmikroskopischen Bilder der Gewebeschnitte nach Fiarbung mit Ki67 sowie PECAM-1
werden tiiberlagert und der prozentuale Anteil der proliferierenden Subpopulation ermittelt. Roter
Balken = 10 um.
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3.1.3 Neovaskularisation im hibernierenden Myokard
3.1.3.1 Angiogenese

Endotheliale Zellen sind neben muralen Zellen unentbehrliche Protagonisten der Angiogene-
se. Inwieweit die erhohte Anzahl proliferierender vaskuldrer Zellen nun zur Ausbildung neuer
kapilldrer GefaBstrukturen fiihrte, wurde durch histologische Analyse myokardialer Gewebe-
proben, die mit PECAM-1 gefiarbt worden waren (Abb. 3.7(a)), ermittelt.

Die Untersuchungen zeigten, dass nach der Transfektion von eNOS S1177D ein signifikanter
Anstieg der Kapillardichte im hibernierenden Myokard beobachtet werden kann. Drei Tage
nach der retrograden Behandlung in Gruppe E betrug die Zahl der Kapillaren in der ischami-
schen Region 219,8 pro Feld, wihrend bei den Tieren, die zusitzlich mit L-NAME behan-
delt worden waren, 156,7 Kapillaren pro Feld gezihlt wurden (Abb. 3.7(b)). Drei Wochen
nach der Transfektion von eNOS S1177D war der proangiogenetische Effekt abgeschwicht,
jedoch zeichnete sich mit 172 + 13 Kapillaren pro Feld weiterhin eine Tendenz zu erhohter
Gefildichte ab. Dem gegeniiber betrug die Zahl der Kapillaren nach Koapplikation von L-
NAME 155 £ 8 pro Feld und war im Vergleich zur Kontrollgruppe weitestgehend unverindert
(145 £ 7 Kapillaren pro Feld; Abb. 3.7(c)).

3.1.3.2 Arteriogenese

Der Prozess der Neovaskularisation beruht, neben der Ausbildung neuer kleiner Arteriolen
und Kapillaren (Angiogenese), auf der Entstehung von Kollateralarterien aus priexistieren-
den arterioldren Anastomosen (Arteriogenese). Aus diesem Grund wurde bei den Versuchs-
tieren anhand der Angiogramme der Versuchstage 28 und 49 die Anzahl der Kollateralen

bestimmt.

Nach retrograder Infusion von eGFP ¢cDNA wurde in der Kontrollgruppe C keine wesentliche
Verbesserung des Kollateralenwachstums festgestellt (Tag 28: 2,4 +0,4 Kollateralen; Tag 49:
1,9 +7 Kollateralen). Bei der Auszéihlung der Kollateralen im postmortalen Angiogramm (Ver-

suchstag 49) zeigte sich jedoch ein signifikanter Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und
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Abb. 3.7: Angiogenese nach Transfektion von eNOS S1177D komplementiirer DNA in vivo

(a) Beispiel eines fluoreszenzmikroskopischen Bildes nach Inkubation des myokardialen Gewebes mit
dem Endothelmarker PECAM-1 (Roter Balken = 100 um). (b) Drei Tage nach retrograder Behandlung
zeigte sich eine signifikante Zunahme der Kapillaren im ischdmischen Areal eNOS S1177D behandel-
ter Versuchstiere. (¢) Drei Wochen nach der Applikation von eNOS S1177D cDNA wurde ebenso eine
proangiogenetische Wirkung beobachtet, diese erreichte jedoch keine statistische Signifikanz.
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denjenigen Tieren, die mit eNOS S1177D cDNA behandelt worden waren. Die Gabe von L-
NAME und damit die Hemmung der NO-Synthase fiihrte wiederum zu einer Abschwéchung
des proarteriogenetischen Effekts (Abb. 3.8).
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Abb. 3.8: Arteriogenese nach Transfektion von eNOS S1177D komplementirer DNA in vivo
Drei Wochen nach Retroinfusion von liposomaler eNOS S1177D cDNA war im Angiogramm eine
deutliche Zunahme des Kollateralenwachstums zu verzeichnen (n =6/ Gruppe)

3.1.4 Myokardialer Blutfluss und Herzfunktion nach Behandlung mit
eNOS S1177D cDNA

3.1.4.1 Regionale Perfusion

Die Transfektion von eNOS S1177D regte das Wachstum neuer mikrovaskuldrer Gefidlle an
und leitete gleichzeitig den Prozess der Arteriogenese ein. Damit waren zwei grundlegen-
de strukturelle Voraussetzungen einer effektiven Neovaskularisation respektive einer verbes-
serten Perfusion gegeben. Am Versuchstag 28 sowie drei Wochen nach der retrograden Be-
handlung wurde folglich mit Hilfe fluoreszierender Mikrosphiren das Niveau der regionalen

Durchblutung im hibernierenden Myokard bestimmit.
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Versuchsgruppe Kontrollgruppe eNOS S1177D eNOS S1177D + L-NAME
Perfusion
[ml/min/g] epikardial endokardial epikardial endokardial epikardial endokardial
Tag 28
LAD 1,08 £0,15 1,08 £0,08 0,99 £0,07 1,01+£0,07 0,97+0,11 0,99+0,10
RCx 1,60 +0,04 1,62+0,15 1,60+0,12 1,57+0,06 1,49+0,14 1,55+0,04
Tag 49 Ruhe
LAD 0,85£0,06 0.73£0,05 1,09 +0,06* 1,06+0,06* 0,94+0,07 0,82+0,06
RCx 1,38 £0,05 1,23 +0,06 1,39+0,07 1,45+0,05 1,37+0,09 1,29 +0,06
Tag 49 Pacing
LAD 1,19+£0,07 1,08 £0,06 1,62+0,12* 1,41£0,09* 1,45+0,06 1,34 +0,09
RCx 1,77+0,07 1,72+0,04 1,97 £0,08 1,80+0,07  2,02+0,15 1,93+0,11

Tab. 3.1: Regionaler myokardialer Blutfluss in epikardialen und endokardialen Gewebeproben
Retrograde Infusion von eNOS S1177D cDNA fiihrte sowohl in Ruhe als auch unter Pacing zu einer
verbesserten Perfusion im ischdmischen LAD-Areal. Additive Zugabe von L-NAME unterband die
positive Wirkung der Transfektion auf den Blutfluss.

* p < 0,05 verglichen mit entsprechendem Gewebe der Kontrollgruppe

Am Tag der retrograden Behandlung (Versuchstag 28) sowie am Versuchstag 49 konnte zwi-
schen den Gruppen A, B und C keine relevante Perfusionsdifferenz im normoxischen RCx-
Areal festgestellt werden (Abb. 3.9(a) und 3.9(b)). Im Gegensatz zum RCx-Stromgebiet war
vier Wochen nach Implantation des Reduktionsstents der Blutfluss im LAD-versorgten Myo-
kard jedoch erwartungsgemill vermindert, wobei ein abnehmender Perfusionsgradient von
der Herzbasis zum Apex beobachtet wurde (Abb. 3.10(a) und 3.10(b)). Am Versuchstag 49
erreichte der Blutfluss in der Kontrollgruppe C lediglich 62+4 % (Ruhebedingungen) be-
ziehungsweise 65 +3 % (Pacing mit 140/min) des RCx-Niveaus. Die Durchblutung im nor-
moxischen Myokard steigerte sich bei erhohtem Sauerstoffbedarf unterdessen um 36 % des

Ruhewertes.

Die Abbildungen 3.10(a) bis 3.11(b) zeigen, dass die Transfektion eNOS S1177D zu ei-
ner Verbesserung der regionalen Perfusion im ischdmischen LAD-Stromgebiet fiihrte. Am
Versuchstag 49 betrug die Durchblutung unter Ruhebedingungen 77 +3 % des RCx-Niveaus,
wihrend bei einer Stimulationsfrequenz von 140 Herzschlidgen pro Minute (funktionelle Re-
serve) 80 +5 % des RCx-Niveaus erreicht wurden. Die deutlichste Steigerung des Blutflusses
konnte dabei im Bereich der Herzspitze beobachtet werden (Abb. 3.10(b)). Die Analyse der
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Abb. 3.9: Unverinderte Perfusion des Gewebes im Kontrollareal am Versuchstag 28 und 49

In allen drei Versuchsgruppen war sowohl am Versuchstag 28 (a) als auch am Versuchstag 49 (b) un-
ter Ruhebedingungen eine dhnliche Perfusion in der nicht-ischimischen RCx-Region zu verzeichnen
(Schicht 1 = basisnéchste ischimische Ebene, Schicht 4 = Apex).
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Abb. 3.10: Verbesserte Perfusion in der apikalen Herzregion nach forcierter Expression von
eNOS S1177D

(a) Die Durchblutung des LAD-Areals war am Versuchstag 28 in allen drei Versuchsgruppen in glei-
chem Mafe reduziert. (b) Im Vergleich zu der Kontrollgruppe und den zusétzlich mit L-NAME behan-
delten Tieren fiihrte die gesteigerte Expression von eNOS zu einer signifikant verbesserten myokardia-
len Perfusion im apikalen LAD-Stromgebiet.

(n=6 fiir Kontrolle, eNOS S1177D; n=5 fiir eNOS S1177D + L-NAME)
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Gewebeproben der Gruppe B demonstrierte wiederum, dass die Koapplikation von L-NAME
den positiven Effekt der eNOS S1177D Transfektion abschwicht und folglich kein signifikan-
ter Anstieg der Perfusion im hypoxischen Areal mehr gemessen werden kann (Ruhebedingun-
gen: 69 +3 %, Pacing: 70+ 5 % des RCx-Niveaus).
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Abb. 3.11: Signifikant gesteigerte Durchblutung sowohl in Ruhe als auch unter Pacing

Im Vergleich zu den Kontrolltieren war die Ratio der LAD/RCx-Perfusion in eNOS S1177D behandel-
ten Tieren sowohl in Ruhe als auch bei atrialer Stimulation signifikant verbessert.

(n =06 fiir Kontrolle, eNOS S1177D; n=>5 fiir eNOS S1177D + L-NAME)
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3.1.4.2 Globale Herzfunktion

Die vorangegangenen Ergebnisse zeigten, dass die Uberexpression von eNOS mit resultie-
render erhohter Synthese von NO die Neovaskularisation im hibernierenden Myokard mittels
endothelialer Zellproliferation sowie Kollateralenwachstum fordert, und dadurch eine gestei-
gerte Perfusion im hypoxischen Gewebe erméglicht wird. Zwei weitere Untersuchungen soll-
ten abschlieBend darlegen, inwieweit sich die verbesserte Sauerstoffversorgung der ischdmi-
schen Areale positiv auf die globale sowie regionale Herzfunktion des Myokards auswirkt. Zur
Bestimmung der funktionellen Reserve des Herzens erfolgten die Messungen der regionalen
Herzfunktion dabei sowohl unter Ruhebedingungen, als auch wihrend erhthtem Sauerstoff-

bedarfs bei rechtsatrialem Pacing mit 120 und 140 Herzschldgen pro Minute.

eNOS S1177D

Versuchsgruppe Kontrollgruppe eNOS S1177D + L-NAME
HF [min™']

Tag 28 88+6 774 84+7

Tag49 85+4 815 85+6
LVEDP [mm Hg]

Tag 28 18,7+1,2 19,5+0,6 184+1,1

Tag49 20,5+ 1,1 17,1£0.,8 20,6+1,8
LVSP [mm Hg]

Tag 28 103+4 100+4 102+3

Tag49 94+4 96+4 106£5
dP/dt pax [mm Hg/s] 1,358 111 1,334 +75 1,385+24
dP/dt i, [mm Hg/s] - 1,195+175 -1,122+46 -1,316+122

Tab. 3.2: Himodynamische Parameter der globalen Herzfunktion

dP/dt .« = Druckanstiegs- bzw. Kontraktilitdtsgeschwindigkeit; dP/dt i, = Druckabfall- bzw. Relaxa-
tionsgeschwindigkeit; LVEDP =linksventrikuldrer enddiastolischer Druck; LVSP =linksventrikulédrer
systolischer Druck.

In der Tabelle 3.2 sind die Messergebnisse verschiedener Parameter der globalen Herzfunk-
tion aufgelistet. Die Auswertung offenbarte keine deutlichen Unterschiede zwischen den drei
Versuchsgruppen A, B und C. Bei den mit eNOS S1177D cDNA behandelten Tieren zeichnete

sich jedoch drei Wochen nach retrograder Behandlung ein tendenziell niedriger linksventriku-
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larer enddiastolischer Druck ab, wihrend in der Kontrollgruppe sowie in der Versuchsgruppe B

der LVEDP im Vergleich zum Versuchstag 28 anstieg.

3.1.4.3 Regionale Herzfunktion

Am Versuchstag 49 wurde mit Hilfe der Sonomikrometrie die subendokardiale Segmentver-
kiirzung (SES) des ischdmischen Gewebes ermittelt und mit der SES des normalperfundierten
Gewebes verglichen. Die Abbildung 3.12(a) veranschaulicht, dass im Bereich der proximalen
LAD beim Vergleich aller drei Versuchsgruppen unter Ruhebedingungen kein mafigeblicher
Unterschied der SES zu beobachten war (Kontrollgruppe: 63 + 12 % des RCx-Areals). Dariiber
hinaus konnte durch rechtsatriales Pacing mit 120 sowie 140 Herzschldgen keine wesentliche
Einschrinkung der myokardialen Funktion in den unbehandelten Gruppen induziert werden.
Jedoch ist zu erkennen, dass wihrend erhohtem Sauerstoffbedarfs die myokardiale Funktion
in der behandelten Gruppe A erhalten bleibt, wihrend in der unbehandelten Gruppe C sowie
in der Gruppe B die SES abnimmt.

Aus Abbildung 3.12(b) ist hingegen ersichtlich, dass im distalen Versorgungsbereich der LAD
eine deutliche Diskrepanz zwischen der Kontrollgruppe und den mit eNOS S1177D transfi-
zierten Tieren festgestellt werden konnte. In allen drei Versuchsgruppen fiihrte das rechtsa-
triale Pacing, insbesondere bei 140 Herzaktionen pro Minute, zu einem Abfall der regionalen
Segmentverkiirzung. Bei einer Herzfrequenz von 140/min sank die myokardiale Funktion bei
der mit eGFP behandelten Gruppe C auf 7+4 % des RCx-Areals ab, wihrend in der Gruppe
A im Gegensatz dazu eine signifikant bessere SES respektive funktionelle Reserve sowohl bei
120 (41 £ 8 % des RCx-Areals) als auch bei 140 Herzschldgen pro Minute (33 =7 % des RCx-
Areals) erhalten blieb. Die regionale Kontraktion des ischimischen Areals der Tiere in der
Gruppe B, welche mit eNOS cDNA sowie L-NAME behandelt worden waren, zeigte erneut
keinen signifikanten Unterschied im Vergleich zur Kontrollgruppe und nahm bei der Erh6hung

der Herzfrequenz durch rechtsatriales Pacing erheblich ab.
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Abb. 3.12: Verbesserte regionale Herzfunktion im distalen LAD-perfundierten Areal

(a) Wihrend im proximalen LAD-Stromgebiet zwischen alle drei Gruppen kein deutlicher Unterschied
der subendokardialen Segmentverkiirzung zu beobachten war, (b) zeigten die mit eNOS S1177D be-
handelten Tiere insbesondere bei erhohtem Sauerstoffbedarf eine deutlich bessere Herzfunktion im
apikalen Bereich. (n =6/ Gruppe)
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In der vorliegenden Studie wurde die retrograde Infusion von eNOS S1177D cDNA in die
anteriore Koronarvene zur Induktion eines therapeutischen vaskuldren Wachstums und Remo-
delings im chronisch ischdmischen (hibernierenden) Myokard untersucht. Diese Arbeit stellt
dabei die erste priklinische Untersuchung an einem porcinen Groftiermodell dar, bei welcher
mit Hilfe einer regionalen Uberexpression von Stickstoffmonoxid das Ziel einer signifikanten
Revaskularisation mit funktionell relevanter Kontraktilititsteigerung des Myokards verfolgt

wurde.

4.1 Das Modell der myokardialen Hibernation am GroBtier

4.1.1 Auswahl der Versuchstierspezies

Das kardinale Kriterium bei der Auswahl der Versuchstierspezies in préiklinischen Untersu-
chungen ist die Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den Menschen. In kardiovaskuliren Studi-
en mit myokardialer Ischdmie war dabei fiir viele Jahrzehnte der Hund die bevorzugte Tierart.
Seit den Untersuchungen von Maxwell et al. (1987) hinsichtlich des breiten Spektrums des
Kollateralblutflusses in verschiedenen Saugetierspezies, hat jedoch das porcine Modell deut-
lich an Bedeutung dazu gewonnen und sich dabei auch als Modell der myokardialen Hiberna-
tion etabliert.”'"

Schweine und Menschen teilen wichtige anatomische und physiologische Charakteristiken des
Herzens: Das Herzgewicht eines typischen, dreiBig Kilogramm schweren Schweines betréigt
etwa 0,5 % des Korpergewichts und ist mit dem Verhéltnis beim Menschen vergleichbar. Eben-

so ist die Ruheherzfrequenz, das Erregungsleitungssystem, der relative koronare Blutfluss, der
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Metabolismus sowie die Entwicklung einer Atherosklerose bei beiden Spezies dhnlich. Im Ge-
gensatz zum Hund verfiigt das Schwein zudem {iiber ein koronares Dreigefa3-System, welches
dem des Menschen insbesondere in der Entwicklung und im Verlauf der linken Koronararterie
mit LAD und RCx verwandt ist.””"*

Sowohl das Schwein als auch der Mensch besitzen ein relativ schlecht entwickeltes kollate-
rales GefidBnetzwerk. Wihrend das Koronarsystem des Hundes ein ausgeprégtes epikardiales
Kollateralsystem formt, weisen die Herzen der anderen beiden Spezies vornehmlich ein dich-
tes subendokardiales Netzwerk auf, welches dem des Hundes allerdings nicht gleichwertig
ist."”* Aus diesem Grund kann das porcine sowie das menschliche Herz den akuten Verschluss
einer epikardialen Koronararterie nicht im selben Umfang kompensieren. Wihrend beim Hund
nach der Okklusion ein koronarer Restblutfluss von 15,9 % im entsprechenden Versorgungs-
gebiet verbleibt, konnen beim Schwein lediglich 0,6 % der urspriinglichen Durchblutung ge-
messen werden.”'"” Daneben fiihrt die ungleiche Kollateralisierung zu einer unterschiedlichen
Verteilung des residuellen Blutflusses an den ischdmischen Randzonen, wobei beim Schwein -
dhnlich wie beim Menschen - eine deutlich homogenere Grenze zum nicht-ischdmischen Areal
beobachtet werden kann.'” Aufgrund der genannten Analogien mit dem Menschen beziiglich
der kardiovaskuldren Physiologie, der Anatomie sowie spezieller Perfusionseigenschaften und
Kompensationsmechanismen bei myokardialer Ischémie, ist das porcine Herz in der derzeiti-
gen Forschung weit verbreitet. Dariiber hinaus sind tierexperimentelle Studien mit Schweinen,
verglichen mit Untersuchungen an Hunden oder Primaten, meist mit geringeren Kosten sowie

mit geringeren ethischen Bedenken assoziert.”

Zur Untersuchung der therapeutischen Revaskularisation wurde in dieser Studie daher das
Hausschwein deutscher Landrasse als Versuchstierspezies eingesetzt. Angesichts der Uberle-
benszeit von sieben Wochen ab Ankunft erleichterte der Einsatz junger Schweine das Ma-
nagement der Tiere. Gleichzeitig wiirde die Herzgrofle bei adulten Schweinen mit bis zu
320 kg Korpergewicht die Verwendung humanmedizinischer PTCA-Instrumente wesentlich

einschrianken.

4.1.2 Experimentelle Modelle chronischer myokardialer Ischamie

In den letzten Jahrzehnten kamen in tierexperimentellen Studien verschiedene Verfahren zur

Induktion einer myokardialen Ischimie zum Einsatz, darunter der Ameroid-Konstriktor, der
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hydraulische Okkluder, die sogenannte fixierte Stenose sowie die in dieser Untersuchung an-

gewandte Implantation eines priparierten Reduktionsstents.” '™

4.1.2.1 Ameroid-Konstriktor

Das Ameroid-Konstriktor-Modell stellt die bislang am héufigsten verwendete Methode fiir
eine chronische Ischdmie beim Schwein dar und wurde in zahlreichen Studien zur therapeuti-
schen Revaskularisation umgesetzt.”*'*'* Der urspriinglich von Litvak et al. entwickelte Kon-
striktor besteht aus einem metallischen Auflenring, welcher einen scheibenférmigen Kern aus
hygroskopischem Kasein umhiillt."” Nach Implantation des Rings um eine epikardiale Ko-
ronararterie, in der Regel der RCx, schwillt der Konstriktor durch Absorption von Wasser
an und verursacht im Zeitraum von vierzehn bis dreilig Tagen eine vollstindige Okklusion
des GefiaBes."” Allerdings verursacht der Konstriktor ein mechanisches Trauma des Endothels
mit nachfolgender Plittchenaggregation und Thrombusbildung.'” Infolgedessen kann sowohl
der Zeitpunkt als auch das Ausmal} des koronaren Verschlusses mit diesem Verfahren kaum
kontrolliert werden, weshalb eine erhebliche Variation in der Grof3e des infarzierten Gewebes
prozentual zur area at risk beobachtet wird.'”'*'%"2 In diversen Studien mit Schweinen wur-
de nach Okklusion der RCx als Konsequenz dessen eine Mortalititsrate von anndhrend 30 %
berichtet.* "

Zahlreiche Untersuchungen konnten zwar zeigen, dass bei Belastung oder forcierter Vasodi-
latation (Adenosin) die regionale Perfusion reduziert ist, unter Ruhebedingungen wird durch
den Konstriktor jedoch keine Einschrinkung der myokardialen Durchblutung hervorgerufen.
Dementsprechend konnte drei bis sechzehn Wochen nach Implantation des Ameroid-Rings
unter Ruhebedingungen kein signifikanter Unterschied der regionalen myokardialen Funk-
tion im Vergleich zur Kontrollregion beobachtet werden.'*"**'*!*> Dariiber hinaus kann der
Ameroid-Ring eine Kompression der benachbarten Koronarvene auslosen und folglich den ve-
nosen Blutfluss beziehungsweise eine effektive Retroinfusion negativ beeinflussen.'” "> Nicht
zuletzt erschwert die koronarvendse Anatomie des Schweines eine vergleichbare und repro-
duzierbare Retroinfusion des RCx-Areals. Im Gegensatz dazu ist die anteriore Koronarvene
bei vielen Spezies in hohem Maf3e konsistent, weshalb frithere Studien mit dem SSR an der
AIV durchgefiihrt wurden."”

Die restriktiven Eigenschaften sowie der normale regionale Blutfluss mit unverianderter myo-
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kardialer Funktion unter Ruhebedingungen limitieren daher den Einsatz des Ameroid-Konstriktor-

Modells in Studien zur therapeutischen Revaskularisation.”

4.1.2.2 Fixierte Stenose

Das Modell der fixierten Stenose wurde bisher vor allem zur Erforschung der Pathophysiolo-
gie des hibernierenden Myokards eingesetzt.***' Zur Induktion der Stenose kommen dabei
entweder Seidenbinder oder Okkluder mit einer konstanten inneren Offnung zur Anwen-
dung, welche in der Regel um die proximalen LAD implantiert werden.®®*' Im Vergleich
zum Ameroid-Ring besteht der wesentliche Vorteil dieses Verfahrens darin, dass eine rela-
tiv gleichmiBige Stenose bzw. myokardiale Ischidmie bei den Versuchstieren induziert werden
kann. Zudem ist die regionale Perfusion sowie die myokardiale Funktion auch unter Ruhebe-
dingungen reduziert und bietet somit einen zusitzlichen Parameter bei der Beurteilung einer
revaskularisierenden Therapie.*""** erklart.*"’

Das Modell der fixierten Stenose ist allerdings aufgrund technischer Anforderungen zur Zeit
nicht weit verbreitet und wurde bis dato in Untersuchungen zur Induktion eines therapeuti-

schen vaskuldren Wachstums und Remodelings kaum eingesetzt.”

4.1.2.3 Hydraulischer Okkluder

Die Technik des hydraulischen Okkluders ist ein gdngiges Verfahren und findet in der Erfor-
schung des hibernierenden Myokards sowie diverser revaskularisierender Behandlungsstrate-
gien Verwendung.”””" Analog zum Modell der fixierten Stenose kann auch mit dieser Me-
thode ein konstanter Stenosegrad einer Koronararterie herbeigefiihrt werden, jedoch wird die
Inflation des Okkluders mit Hilfe eines externen Katheters gesteuert. Wihrend erste Imple-
mentationen an dem LAD von Schweinen noch mit einer sehr hohen Mortalititsrate von 44 %
einhergingen," konnte an einem modifizierten Modell, bei welchem der hydraulische Okklu-
der um die RCx gelegt wurde und die Versuchstiere sich bis zur Inflation des Okkluders post-
operativ mehrere Tage erholen konnten, die Inzidenz fataler Herzrhythmusstérungen auf unter
1 % gesenkt werden.'” Dieses Verfahren ermoglicht dabei wie die fixierte Stenose die Induk-
tion einer verminderten Perfusion und Funktion im betroffenen Myokardareal, bietet dariiber

hinaus jedoch die Moglichkeit den Grad der Stenose mit Hilfe der zusitzlich angebrachten
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Blutflussmessung beliebig zu manipulieren.” Die wesentlichen Nachteile dieses Modells sind
zum einen die chirurgisch schwierige Priparation der Koronararterie sowie die Implantation
des Okkluders und der Blutflussmessung, zum anderen die aufwendigere Betreuung der Tiere

mit aus dem Korper ausgeleiteten, externen Geréten beziehungsweise Materialien.”

4.1.2.4 Reduktionsstent

Im Gegensatz zu den oben beschriebenen Modellen erfordert die Implantation des Reduktions-
stents keine Thorakotomie, sondern kann mit Hilfe eines Herzkatheterverfahrens iiber einen
arteriellen Zugang durchgefiihrt werden. Dieser relativ junge Ansatz zur Induktion einer chro-
nischen myokardialen Ischimie wurde im Jahr 2003 von unserer Arbeitsgruppe entwickelt
und zeichnet sich unter anderem durch einen in hohem Male reproduzierbaren Stenosegrad
aus. Unmittelbar nach der Platzierung des priparierten koronaren Stents kann demzufolge an-
giographisch eine 72 + 3 %ige Verengung des LAD beobachtet werden, welche sich nach vier
Wochen - dhnlich wie beim Ameroid-Konstriktor-Modell - zu einer vollstandigen Okklusion
der epikardialen Arterie ausdehnt. Allerdings lédsst sich der Zeitpunkt des Verschlusses weder
prizise prognostizieren noch dokumentieren, weshalb in der vorliegenden Studie ausschlief3-
lich Tiere aufgenommen wurden, bei denen am Versuchstag 7 angiographisch ein Restfluss
durch den implantierten Stent ersichtlich war. Dies gewihrleistete eine langsame, aber stetige
Abnahme der myokardialen Durchblutung iiber vier Wochen und erméglichte dem Myokard
ohne schwerwiegende Infarzierung des betroffenen Gewebes in den Zustand der Hibernation
einzutreten. In diesem Zusammenhang konnte in der Untersuchung von v. Degenfeld et al.
28 Tage nach Implantation des Reduktionsstents sowohl unter Adenosin-Stress, als auch un-
ter Ruhebedingungen eine signifikante Verminderung des Blutflusses in dem LAD-versorgten
Myokardareal festgestellt werden, wobei durchschnittlich lediglich 2 % der linksventrikuldren
Masse nekrotisch wurden. Im Zuge der myokardialen Ischdmie wurde zudem eine deutlich
reduzierte globale Funktion und eine Abnahme der regionalen subendokardialen Segmentver-
kiirzung um 30 % unter Ruhe sowie um 38 % bei intrakoronarer Adenosingabe gemessen. Mit
Hilfe der Positronenemissionstomographie ermittelte diese Arbeitsgruppe dariiber hinaus eine
erhohte Aufnahme von Fluordesoxyglucose im ischimischen LAD-Areal, welche zusammen
mit der verminderten Perfusion und Funktion - bei erhaltener Vitalitit - den pathophysiologi-

schen Zustand der myokardialen Hibernation bestitigt.' "'
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Zusammenfassend ergeben sich durch die kathetergestiitzte perkutane Implantation des Re-
duktionsstents folgende Vorteile, aufgrund derer dieses Modell in der vorliegenden Untersu-

chung favorisiert wurde:

- geringerer technischer und zeitlicher Aufwand als bei einer Thorakotomie

- kaum Gewebetrauma, weniger Komplikationen sowie geringere Mortalitit

- einfachere postinterventionelle Betreuung der Versuchstiere

- Reduktion der myokardialen Durchblutung und kontraktilen Funktion auch unter Ruhe-
bedingungen

- keine funktionell relevante Infarzierung des ischdmischen Gewebes

- geringerer interventioneller Einfluss auf revaskularisierende Prozesse

- erwiesene Induktion einer myokardialen Hibernation

An dieser Stelle sei angemerkt, dass durch den Beginn der Retroinfusion vier Wochen nach der
Implantation des Reduktionsstents nicht nur das Vorliegen von hibernierendem Myokard ga-
rantiert werden sollte, sondern auch unmittelbare physiologische Reaktionen bzw. deren Aus-
wirkungen in Folge der akuten Ischidmie ausgeschlossen werden sollten. Die in Abschnitt 1.1.2
sowie insbesondere in Abschnitt 1.2 diskutierten Effekte im Zuge eines akuten Ischdmiereizes
hitten zwangsldufig mit dem therapeutisch induzierten vaskuldren Wachstum und Remodeling
interferiert und wiren in der Analyse der Ergebnisse kaum von den direkten Auswirkungen
der eNOS-Uberexpression zu unterscheiden gewesen.

Gleichzeitig muss jedoch berticksichtigt werden, dass eine zu lange Ischdmiedauer vor dem
Beginn der therapeutischen Angio- und Arteriogenese eine signifikante Funktionssteigerung
des Myokards trotz verbesserter Perfusion verhindern konnte.”” Wie bereits beschrieben, weist
chronisch ischdmisches, aber vitales Muskelgewebe im Rahmen einer myokardialen Hiberna-
tion progressive morphologische Veridnderungen auf, welche mit einer kontraktilen Dysfunk-
tion des Myokards einhergehen. Verschiedene Untersuchungen konnten zeigen, dass eine Re-
vaskularisation bei Patienten mit bereits fortgeschrittener Schidigung der Myozyten zu einer
verminderten Erholung der myokardialen Funktion fiihrt als bei Patienten mit geringeren zel-
luldren Verdnderungen.*’'* Beanlands et al. untersuchten beispielsweise die Auswirkungen
einer chirurgischen Revaskularisation auf die linksventrikulire Funktion und die Mortalitit bei
Patienten mit hibernierendem Myokard. Dabei beobachteten sie, dass eine spite Operation im
Vergleich zur frithen chirurgischen Intervention mit einer erhShten praoperativen Mortalitét

sowie mit einer reduzierten Funktionsverbesserung des linken Ventrikels assoziert ist." Die
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Auspriagung der morphologischen Alterationen iibt demzufolge einen entscheidenden Ein-
fluss auf den Grad der Erholung der kontraktilen Funktion nach Revaskularisation aus. Da die
meisten klinischen Studien zur therapeutischen Revaskularisation mittels Wachstumsfaktoren
vor allem sogenannte no option Patienten mit schwerer KHK einschlossen, sollten diese Be-
obachtungen bei der Analyse der iiberwiegend enttiuschenden Resultate in Bezug auf einen

signifikanten klinisch-funktionellen Benefit mit in Betracht gezogen werden.”

4.2 Interpretation der Ergebnisse im Vergleich mit der

Literatur

4.2.1 Expression von eNOS in vivo

In Bezug auf das Studiendesign stellte die effektive Transfektion der eNOS cDNA mit darauf
folgender erhohter Expression von eNOS eine essentielle Voraussetzung sowie Ausgangs-
punkt fiir diese Untersuchung dar. Kupatt et al. konnten unter Anwendung eines liposomalen
Vektors bereits eine effiziente Transfektion von eNOS S1177D cDNA mittels retrograder In-
fusion in die anteriore Koronarvene erzielen.” Angesichts ihrer grundlegenden Bedeutung
wurde eine suffiziente Genexpression auch in der vorliegenden Untersuchung verifiziert. In
diesem Zusammenhang fiihrte die zweimalige Retroinfusion von insgesamt 1,5 mg cDNA zu
einer 2,3-fachen Uberexpression von eNOS im ischimischen LAD-Stromgebiet. Dieser Wert
bestitigt die Resultate von Kupatt et al., die unter Verwendung derselben Menge cDNA eine
2- bis 2,5-fache Steigerung der eNOS Expression festgestellt hatten und stimmt mit den Be-
obachtungen anderer Studien, welche ebenfalls einen myokardialen Gentransfer mittels ko-
ronarvendser Retroinfusion untersuchten, iiberein.'**>'* Die hohe Transfektionsrate mit ge-
steigerter Genexpression ist dabei insbesondere dem SSR zuzuschreiben, das eine verldngerte
Kontaktzeit zwischen liposomalem Vektor und myokardialem Gewebe ermoglicht. Nach den
Erfahrungen unserer Arbeitsgruppe fiihrt diese Methode der Retroinfusion dabei iiberwiegend
zu einer Transfektion von mikrovaskulidren Endothelzellen und koronaren Mikrogefdfen und
nicht von Myozyten.”

BekanntermaBen induziert freigesetztes Stickstoffmonoxid die Synthese des intrazelluldren

second messenger cGMP. Die erhohte Produktion von zyklischem GMP im Vergleich zu den
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mit L-NAME behandelten Versuchstieren sowie zum Kontrollareal bestitigte daher riickwir-
kend eine gesteigerte Bildung von NO und lisst cGMP-vermittelte Effekte in Folge der Uber-
expression von eNOS annehmen.* Diesbeziiglich ist anzumerken, dass NO an der Modulation
der Kontraktilitit sowie der Frequenz des Herzens beteiligt ist, womit eine nicht selektive
Hemmung nativer oder induzierter NO-Synthasen durch L-NAME die kardiale Funktion der
Schweine beeintrichtigen konnte. Kupatt et al. konnten allerdings bei derselben verwendeten
Menge von L-NAME keine eingeschrinkte Myokardfunktion beobachten.” Um ferner einen
akuten Effekt der NOS-Hemmung in dieser Untersuchung sicher auszuschlieen, wurde die
Gabe von L-NAME 24 Stunden vor den Messungen des Versuchstages 49 abgesetzt.

Zur Diskussion potentieller negativer Auswirkungen einer vermehrten Expression von eNOS

beziehungsweise Synthese von NO siehe Abschnitt 4.3.

4.2.2 Endotheliale Proliferation in vitro und in vivo

Die Proliferation vaskuldrer Zellen stellt einen grundlegenden Prozess der Angiogenese so-
wie der Arteriogenese dar.”® Fiir die Induktion einer Proliferation endothelialer sowie muraler
Zellen geniigt dabei wie bereits beschrieben eine Ischdmie des myokardialen Gewebes.”™ "
Aus diesem Grund musste in dieser Untersuchung die native Reaktion des Korpers auf die
Hypoxie von einem zusitzlich herbeigefiihrten proliferativen Effekt durch die Transfektion
von eNOS S1177D unterschieden werden. Erwartungsgeméal} war die Proliferation von hypo-
xischen koronaren Endothelzellen in vitro im Vergleich zur nicht-hypoxischen Kontrolle er-
hoht. Die proliferationssteigernde Wirkung wurde allerdings durch die Transfektion von eNOS
S1177D nicht nur in vitro, sondern auch in vivo nochmals deutlich iibertroffen (Abb. 3.4).
Angesichts der verminderten Zahl Ki67-positiver Zellen nach Koapplikation von L-NAME ist
letztendlich eine direkte Wirkung der eNOS-Uberexpression auf die vaskulire Zellprolifera-
tion, als Kennzeichen der revaskularisierenden Wirkung, anzunehmen. Da sich das Problem
einer verlidngerten Kontaktzeit dabei in vitro nicht stellt, konnen die positiven Ergebnisse in
vivo - zumindest zum Teil - wiederum dem SSR zugeschrieben werden.

Dariiber hinaus konnte mit Hilfe der PECAM-1-Firbung der Grofteil der Ki67-positiven Zel-
len in vivo als endotheliale Zellen identifiziert werden. Diese Ergebnisse entsprechen den
Erfahrungen anderer Arbeitsgruppen, die ebenfalls eine deutliche Zunahme der endothelialen

Proliferation und Migration infolge einer vermehrten eNOS-Expression feststellen konnten.**
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In diesem Zusammenhang muss ein vaskulidres Wachstum und Remodeling wéhrend eines re-
vaskularisierenden Prozesses ausdriicklich von einem sogenannten negativen Remodeling un-
terschieden werden. In der Literatur gilt NO als bedeutender Antagonist der Proliferation glat-
ter Muskelzellen."**"""7 So konnte beispielsweise in eNOS-knock-out-Miusen im Sinne eines
negativen Remodelings eine deutlich verstirkte, beziehungsweise unkontrollierte Proliferati-

146 wihrend

on glatter Muskelzellen nach Ligation der A. carotis externa beobachtet werden,
eine artifizielle eNOS-Expression die Proliferation und somit den Lumenverlust des Gefi3es
deutlich hemmen konnte."” Im Rahmen einer GefidBerkrankung, welche mit einer Stérung
der vaskuldren Homoostase respektive reduzierten Bioverfiigbarkeit von NO einhergeht, trigt
eine unkontrollierte Proliferation glatter Muskelzellen daher wesentlich zur Entwicklung einer
Atherosklerose oder Restenose bei.”"'*

Zusammenfassend unterstiitzen unsere Ergebnisse den Zusammenhang, dass eNOS iiber die
Aktivierung der endothelialen Zellproliferation sowie iiber die Hemmung einer iiberschie-
Benden Proliferation vaskuldrer glatter Muskelzellen die Revaskularisation im ischdmischen
Myokard kontrolliert.””"**"" Inwieweit die Wiederherstellung einer ausreichenden Synthese
von NO dariiber hinaus die Progression einer Athersklerose aufhalten konnte, bleibt abzuwar-

ten.

4.2.3 eNOS und Revaskularisation

Unger sowie von Post et al. stellten Uberlegungen iiber die verschiedenen moglichen experi-
mentellen Endpunkte in Studien zur therapeutischen Revaskularisation an.”*'”® Sie kamen zu
dem Schluss, dass diese Untersuchungen als Minimum eine Beurteilung der regionalen myo-
kardialen Funktion und Perfusion vor und nach Behandlung sowie eine histologische Evalua-
tion der Angiogenese und Arteriogenese beinhalten sollten. Die histologische Analyse sollte
des Weiteren immunhistochemische Farbungen fiir zellspezifische Marker einschlieen, um
die Existenz von endothelialen Zellen in den vermuteten Blutgefdllen zu bestitigen."*'”

Daneben konnten mehrere tierexperimentelle und klinische Studien zeigen, dass im Rahmen
sequentieller Perfusionsmessungen mit Bestimmung der absoluten Werte des myokardialen
Blutflusses sowohl eine rdumliche Heterogenitit zwischen verschiedenen linksventrikuldren
Arealen, als auch eine Variabilitit innerhalb einer bestimmten Region des Myokards zu beob-

achten ist. Aus diesem Grund wird fiir eine akkurate Einschidtzung potentieller Verdnderungen
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der myokardialen Perfusion eine Normalisierung der Messergebnisse verlangt, bei welcher
die regionale Durchblutung des ischimischen Areals prozentual zu der im nicht-ischdmischen
Gebiet angegeben wird. Ahnlich verhilt es sich bei der Evaluation der myokardialen Funktion
durch Bestimmung der subendokardialen Segmentverkiirzung mit Hilfe der Sonomikrome-
trie. Auch hier sollten die Ergebnisse zur besseren Vergleichbarkeit und Transparenz normiert
werden und beispielsweise prozentual zu den Werten im nicht-ischdmischen Kontrollareal
ausgedriickt werden.”"*'"

Die angewandten Methoden und Analysen in der vorliegenden Untersuchung erfiillen die oben
genannten Anforderungen fiir eine normgerechte Interpretation der Ergebnisse im Rahmen ei-

ner Studie zur therapeutischen Revaskularisation.

4.2.3.1 Angiogenese

Die Neubildung von Kapillaren aus préiexistierenden Blutgefiflen ist wesentlich an der me-
tabolischen Adaption des ischamischen Myokards an die Hypoxie beteiligt (siche Abschnitt
1.2.1) und gilt als wichtiger Parameter zur Beurteilung der Effektivitiit einer therapeutischen
Revaskularisation.”*'*'” Nach der Applikation von 1,5 mg eNOS cDNA in die anteriore Ko-
ronarvene kam es zu einer Zunahme der Kapillardichte im hibernierenden Myokardareal, wel-
che im Vergleich zu den mit L-NAME behandelten Tieren drei Tage nach der Transfektion sta-
tistisch signifikant war. Allerdings war der proangiogenetische Effekt drei Wochen nach der
retrograden Behandlung abgeschwicht, auch wenn die Differenz der Kapillardichte zwischen
gehemmter und induzierter eNOS-Expression dennoch auf eine gefid3bildende Wirkung von
NO hinweist. Dies steht im Einklang mit den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen, welche die
Wirkung einer Transfektion oder Aktivierung von eNOS in einem ischimischen Hinterlauf-
Modell erforscht haben und eine erhohte relative Kapillardichte beobachten konnten.***'** Die
Induktion der Proliferation vaskulédrer Zellen fiihrte somit zur Ausbildung neuer kapilléarer
GefiBstrukturen, welche jedoch im Vergleich zur beobachteten Proliferationssteigerung eine

schwichere Ausprigung zeigten.
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4.2.3.2 Arteriogenese

Im Gegensatz zur Angiogenese ist durch die Bildung von Kollateralarterien aus priexistie-
renden arterioldren Anastomosen (sogenannte natiirliche Bypdisse) eine partielle Regeneration
der Durchblutung des ischdmischen Myokards moglich (siehe Abschnitt 1.2.2). Einige Au-
toren postulieren daher, dass das primire Therapieziel im Zuge einer revaskularisierenden
Behandlung vor allem die Stimulation der Arteriogenese sein sollte.”*!"'%

In unserer Untersuchung war drei Wochen nach der Transfektion von eNOS S1177D die An-
zahl der Kollateralen im ischdmischen Myokardareal im Vergleich zur Kontrollgruppe signi-
fikant erhoht. Zudem war durch die Gabe des NOS-Inhibitors L-NAME der arteriogenetische
Effekt bedingt durch die eNOS-Uberexpression deutlich abgeschwicht. Diese Beobachtungen
bestitigen die These, dass NO im Rahmen einer Ischdimie am Prozess der Arteriogenese betei-
ligt ist, erlauben indes nicht die Annahme, dass allein die Transfektion von eNOS beziehungs-
weise das daraus gebildete NO zu der vermehrten Anzahl an Kollateralen gefiihrt hat. Wie in
Abschnitt 1.2.2 beschrieben fiihrt auch eine gesteigerte Wandschubspannung infolge einer ha-
modynamisch relevanten Stenose iiber die Aktivierung endothelialer Zellen zur Induktion von
eNOS. Die therapeutisch induzierte Arteriogenese ldsst sich somit mit hoher Wahrscheinlich-
keit durch einen bzw. eine Kombination dieser Mechanismen erklidren, kann aber nicht mit Si-
cherheit auf einen direkten Effekt der eNOS Uberexpression zuriickgefiihrt werden. Dennoch
bleibt anzumerken, dass in einem ischidmischen Hinterlauf-Modell am Kaninchen, welches
analog zum Schwein kaum Kollateralgefdae besitzt, sowie in einem Ameroid-Konstriktor-
Modell hypercholesterinimischer Schweine nach Gabe des NO-Donors L-Arginin, ein dhnli-
ches mikro- und makrovaskuldres Wachstum wie in dieser Untersuchung beobachtet werden

konnte.'*

In Anbetracht eines neuen ischdmischen Hinterlauf-Modells, das die Evalutation der Arterio-
genese ohne angiogenetische Einfliisse ermoglicht, bezweifeln Cai und Schaper hingegen eine
direkte Wirkung der endothelialen NO-Synthase auf die Arteriogenese.” Zwar kann in Miu-
sen mit ausgeschaltetem eNOS-Gen nach der Okklusion der Femoralarterie eine verzogerte
Erholung des Blutflusses beobachet werden, jedoch wurde mit Hilfe von morphometrischen
Analysen ein gewohnliches Kaliber sowie eine normale Anzahl der Kollateralarterien festge-
stellt."” Zudem konnte die Applikation eines NO-Donors die Perfusion wieder auf das Niveau

der Wild-Typ Méuse anheben.'” Sie folgerten aus diesen Ergebnissen, dass die Aktivitit von
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eNOS fiir eine NO vermittelte Vasodilatation der Kollateralgefd3e wihrend der Regeneration
der Durchblutung von entscheidender Bedeutung ist, allerdings keine Rolle in der Induktion
arteriogenetischer Prozesse spielt. Aufgrund der in der Literatur hdufig beobachteten Reduk-
tion arteriogenetischer Prozesse bei der Gabe von L-NAME stellten sie die Hypothese auf,
dass dieser relativ unspezifische NOS-Hemmer auch die induzierbare NO-Synthase von Mo-
nozyten beziehungsweise Makrophagen inhibiert und dadurch deren starke Wirkung auf das
Kollateralwachstum abschwicht.*'" Allerdings erklért dieses Modell die im Vergleich zur
Kontrollgruppe beobachtete erhohte Anzahl an Kollateralarterien in den mit eNOS S1177D
behandelten Schweinen nicht hinreichend. Neben der Speziesdifferenz konnte dafiir insbe-
sondere ein sogenanntes vascular backward signaling verantwortlich sein. Dabei fiihrt ein
induziertes Kapillarwachstum iiber einen gesteigerten Fluss zu einer erhohten Wandschub-
spannung in den vorgeschalteten Gefid3segmenten und folglich zu einer gesteigerten Bildung
von Kollateralen.” Daneben konnte in dieser Untersuchung keine vermehrte Stimulation der
Monozyten-Rekrutierung, bedingt durch die Uberexpression von eNOS, beobachtet werden.
Ferner scheint iNOS im Rahmen einer Revaskularisation im chronisch ischamischen Gewebe,

verglichen zur Tumorangiogenese, eine untergeordnete Rolle zuzukommen.”

Zur Detektion der Kollateralarterien mit Hilfe der Koronarangiographie muss der Durchmes-
ser der Gefdlle mindestens 130 um betragen. Dabei beeinflussen verschiedene schwierig zu
kontrollierende Faktoren die angiographische Darstellung der Kollateralen, darunter der Ge-
faBBtonus, die Menge des injizierten Kontrastmittels, der Injektionsdruck sowie die Medika-
tion, und erschweren somit die korrekte Analyse einer arteriogenetischen Stimulation durch
gefifbildende Substanzen.'® Da die angiographische Einstufung des Kollateralwachstums zu-
dem nicht mit der myokardialen Perfusion und Funktion korreliert, sind zur Evaluation einer

funktionell relevanten Revaskularisation ergéinzende Untersuchungen erforderlich.”

4.2.3.3 Perfusion

Die Wiederherstellung eines addquaten Blutflusses im ischdmischen Gewebe bildet die Grund-
lage fiir eine partielle bis vollstindige Regeneration der kontraktilen Funktion des hibernie-
renden Myokards. Infolge der Transfektion von eNOS S1177D und der daraus resultierenden
Induktion einer Angio- sowie Arteriogenese waren die strukturellen Voraussetzungen fiir eine

effektive Revaskularisation gegeben. Um schlieBlich eine relevante Steigerung der Perfusion
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zu verifizieren, wurde in dieser Untersuchung der regionale myokardiale Blutfluss mit dem
etablierten Mikrosphéren-Verfahren ermittelt.

Im Vergleich zum normoperfundierten RCx-Areal war die regionale myokardiale Durchblu-
tung des LAD-Areals unter Ruhebedingungen, vier Wochen nach der Implantation des Reduk-
tionsstents, in allen drei Gruppen deutlich reduziert. Dabei konnte zwischen den Versuchstie-
ren kein relevanter Unterschied der Perfusion im LAD-Stromgebiet festgestellt werden. Al-
lerdings war die Ischdmie in den apikalen Regionen des Myokards bei allen Tieren am deut-
lichsten ausgeprigt. Das gezielte und schonende Einsetzen des Reduktionsstents fiihrte somit
zu der erwiinschten Hypoperfusion im LAD-Areal ohne den Blutfluss in anderen Myokard-
arealen wesentlich zu beeintrichtigen. In der abgetrennten Myokardschicht am Apex betrug
der durchschnittliche relative Blutfluss 0,55 ml/min/g Gewebe, dies entspricht bei einem rela-
tiven transmyokardialen Blutfluss von 1,57 £ 0,04 ml/min/g im nicht-ischdmischen RCx-Areal
(Versuchstag 28), trotz regionaler Durchblutungsfluktuationen, annihernd 35 % der normalen
Ruheperfusion. Wie in Abschnitt 1.1.2 beschrieben, ist fiir die Induktion einer chronischen
myokardialen Ischimie ohne Infarzierung des Gewebes eine Restdurchblutung von iiber 25
bis 30 % der Ruheperfusion erforderlich. Die Implantation des Reduktionsstents mit nachfol-
gender Reduktion des Blutflusses auf maximal 35 % erfiillte somit auch in dieser Untersu-
chung die Grundvoraussetzung fiir die Entwicklung einer myokardialen Hibernation.'*>'>*
Drei Wochen nach der retrograden Behandlung mit eNOS S1177D war die myokardiale Durch-
blutung verglichen zu derjenigen der Kontrollgruppe und zu derjenigen der mit L-NAME be-
handelten Tieren insbesondere in den apikalen Arealen signifikant verbessert. Dies ldsst sich
zum einen durch die geringere basale Perfusion vor der therapeutischen Behandlung in den
Apex-nahen Regionen erklidren, zum anderen ist in der Literatur auch eine hohere Effizienz
des Gentransfers im ischimischen Gewebe bekannt.'””"” Inwieweit durch die ausgeprigtere
Ischdamie in den apikalen Arealen eine vermehrte Expression von eNOS S1177D im Myokard
erfolgte, kann in der vorliegenden Untersuchung jedoch nicht beantwortet werden. Gleicher-
malen war infolge der gesteigerten Durchblutung das Verhiltnis der LAD-/RCx-Perfusion
im Vergleich zur Kontrollgruppe sowohl unter Ruhebedingungen als auch unter Bedingungen
mit erhohtem Sauerstoffbedarf - als Hinweis auf eine erhaltene beziehungsweise wiederher-
gestellte funktionelle Reserve - signifikant erhoht. Allerdings konnte der Blutfluss distal des
Reduktionsstents nicht vollstdndig wiederhergestellt werden und erreichte daher auch nicht
den Wert nicht-ischdmischer Regionen. Entsprechend dem beobachteten Wachstum von Ka-

pillaren sowie Kollateralen nach der Transfektion von eNOS S1177D fiihrte die retrograde In-
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fusion aber zu einer effektiven Revaskularisation mit verbesserter Durchblutung des ischidmi-
schen Myokardareals. Betrachtet man dariiber hinaus den zum Versuchstag 28 unveridnderten
Blutfluss in der RCx-Region am Versuchstag 49 kann angenommen werden, dass durch die
selektive Freisetzung des liposomalen Vektors am Zielort keine gefidBbildenden Effekte im
nicht-ischdmischen Myokard ausgelost werden. Diese Ergebnisse stimmen mit den Erfahrun-
gen vorheriger Untersuchungen zur retrograden Infusion tiberein.'>'*'**

Eine weitere interessante Beobachtung ist die prozentual stirkere Regeneration der Durch-
blutung in den epikardialen Myokardschichten. Von Degenfeld et al. konnten diesbeziiglich
in einer Untersuchung, bei welcher den Versuchstieren FGF-2 retrograd in die anteriore Ko-
ronarvene appliziert wurde, dhnliche Resultate aufzeigen." Ursidchlich dafiir ist mit hoher
Wahrscheinlichkeit die transmyokardiale Verteilung pharmakologischer Substanzen und Gen-
vektoren im Gewebe, welche ein deutliches Konzentrationsgefélle zwischen subepikardialen
und subendokardialen Myokardschichten aufweist.'*'* Aus diesem Grund kann auch fiir die
retrograde Infusion von eNOS S1177D von einer vermehrten subepikardialen Transfektion
ausgegangen werden, die letztendlich zu einem verstirkten therapeutischen Effekt in diesen

Arealen fiihrte.

4.2.3.4 Funktion

Die Wiederherstellung bzw. Optimierung der kontraktilen Funktion des hibernierenden Myo-
kards stellt hinsichtlich der klinischen Anwendung einer therapeutischen Revaskularisation
am Patienten zweifellos das bedeutendste Behandlungsziel dar. Allerdings erzielten bisherige
klinische Studien zur Anwendung von gefid3bildenden Faktoren iiberwiegend keine signifi-
kanten Ergebnisse oder konnten auf Grund mangelnder Verblindung der Studienteilnehmer
einen Placeboeffekt (Bsp. Laufbandergometer) nicht ausschlieBen (siehe Abschn. 1.3).

Bei Betrachtung der isovolumetrischen Druckwerte LVEDP und LVSP sowie insbesondere
dP/dt yax, als Parameter der systolischen kontraktilen Funktion, und dP/dt ;,, als Kenngrofle
der diastolischen Relaxation, zeigte sich keine deutliche Differenz zwischen den drei Ver-
suchsgruppen. Die Uberexpression von eNOS S1177D scheint demnach zu keiner messba-
ren Verbesserung der globalen Herzfunktion gefiihrt zu haben. Jedoch muss in diesem Zu-
sammenhang auch die Aussagekraft der erhobenen Daten diskutiert werden. Bekanntermaf3en

beeinflussen zahlreiche endogene und exogenen Faktoren die kardiale und vaskulidre Hamo-
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dynamik. Insbesondere die fiir die Durchfiihrung der Versuche notwendige Vollnarkose stellt
dabei einen wichtigen potentiellen Storfaktor fiir die Messung himodynamischer Parameter
dar. Zwar erhielten alle Versuchstiere dieselben Anésthetika, jedoch war zum Erhalt einer
ausreichenden Narkosetiefe eine individuelle Anpassung der Narkotika- und Analgetikadosis
erforderlich. Zudem war auf Grund technischer Schwierigkeiten, zum Beispiel bei der Plat-
zierung der Katheter, die Dauer der Versuche und somit gleichermafen die Dauer der Narkose
von Tier zu Tier unterschiedlich. Letztendlich kénnen daher modulierende Auswirkungen der
Vollnarkose auf die Bestimmung der globalen Herzfunktion nicht ausgeschlossen werden.

Im Gegensatz dazu wurde die regionale myokardiale Herzfunktion durch die sensitive So-
nomikrometrie ermittelt. Diese erfasst bereits kleine Verdnderungen der Kontraktilitit und
ermoglicht dank ihrer lokalen Anwendung einen Vergleich von ischdmischen, behandeltem
Myokard und nicht-ischdmischem Gewebe. In unserer Untersuchung konnte im Bereich der
proximalen LAD kein signifikanter Unterschied der kontraktilen Funktion zwischen den Grup-
pen festgestellt werden, dennoch zeichnete sich verglichen zu den unbehandelten Tieren unter
Bedingungen mit erhhtem Sauerstoffbedarf eine Verbesserung der Kontraktilitit ab. Im Ver-
sorgungsareal des distalen LAD hingegen war wihrend rechtsatrialem Pacing mit 120 sowie
insbesondere mit 140 Schldgen pro Minute eine deutliche Optimierung der SES erkennbar.
Im Sinne des Perfusions-Kontraktions-Gleichgewichts stimmt diese Beobachtung mit der in
Abschnitt 4.2.3.3 beschriebenen signifikant verbesserten Perfusion in den apikalen Regionen
der Herzen eNOS S1177D transfizierter Tiere {iberein. Trotz dieser sehr spezifischen Methode
konnen allerdings auch hier storende Einfliisse auf die Messresultate, insbesondere durch die

hinzukommende Thorakotomie, nicht giinzlich ausgeschlossen werden.

Zusammenfassend induzierte die regionale Uberexpression von eNOS nach retrograder Be-
handlung mit dem SSR ein vaskuldres Wachstum und Remodeling im chronisch ischdmischen,
hibernierenden Myokard, welches vor allem in den apikalen Myokardarealen zu einer signi-
fikant vermehrten Durchblutung des Gewebes fiihrte. Die Wiederherstellung eines addquaten
Blutflusses mit gesteigerter Substratzufuhr verbesserte letztendlich insbesondere die kontrakti-
le Reserve (rechtsatriales Pacing), weshalb von einer funktionell relevanten Revaskularisation

gesprochen werden kann.
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4.3 Limitationen

4.3.1 Tierexperimentelles Modell

In Abschnitt 4.1.2 wurden verschiedene Moglichkeiten zur Induktion einer chronischen myo-
kardialen Ischdmie vorgestellt. In experimentellen Studien zur therapeutischen Revaskularisa-
tion werden dabei iiblicherweise junge, gesunde Versuchstiere eingesetzt, bei denen durch die
Implantation eines Konstriktors, Okkluders oder Reduktionsstents eine koronare Eingefidf3er-
krankung kiinstlich erzeugt wird. In der derzeitigen klinischen Praxis wiirde eine derartige
singuldre Verengung allerdings primér mittels PTCA oder einer Bypass-Operation behandelt
werden. Zudem bleiben die restlichen Gefille des Herzens von der artifiziellen Stenose unbe-
einflusst und sind auf Grund des jungen Alters der Schweine nicht im selben Malle atheroskle-
rotisch vorgeschidigt wie bei der klinischen Zielgruppe, d.h. den no-option Patienten mit the-
rapieresistenter Angina pectoris beziehungsweise fortgeschrittener KHK. Die Gefédle der Ver-
suchstiere weisen deshalb keine vergleichbare endotheliale Dysfunktion mit reduzierter Bio-
verfligbarkeit von NO auf und sind infolge dessen potentiell in der Lage, in hoherem Maf3e auf
einen revaskularisierenden Reiz zu antworten und dabei angio- sowie arteriogenetische Pro-
zesse zur Regeneration des Blutflusses zu induzieren. Neben der moglichen abgeschwichten
direkten stimulatorischen Wirkung von NO auf die Gefédlbildung bei Atherosklerose kommt
in diesem Zusammenhang ebenso eine erhohte Bildung von Angiostatin, einem bekannten In-
hibitor der Angiogenese, zum tragen, welche bei verminderter Synthese von NO beobachtet
werden kann.'” Die géingigen Ischamiemodelle stellen somit lediglich im erwiinschten End-
punkt, der Induktion einer myokardialen Hibernation, ein geeignetes KHK-Modell zur Erfor-
schung revaskularisierender Behandlungsstrategien dar. Die Limitationen des tierexperimen-
tellen Modells konnten daher eine weitere Ursache fiir die unterschiedlichen therapeutischen
Ergebnisse zwischen priklinischen und klinischen Studien darstellen. Die Entwicklung neuer
porciner Tiermodelle mit diffuser oder multipler Atherosklerose wiirde folglich eine bessere
Simulation des pathologischen Zustandes der Koronargefif3e am chronisch kranken Menschen
ermdglichen und letztendlich eine strengere und prézisere Beurteilung therapeutischer Effekte

in einem préklinischen Modell mit koronarer Eingefid3erkrankung erlauben.
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4.3.2 Klinische Anwendung
4.3.2.1 Retroinfusionsbehandlung am Patienten

Der Koronarsinus erlangte in den letzten Jahren als neuer Zugangsweg fiir verschiedene kar-
diale Interventionen neues Interesse. Im Zuge dieser Entwicklung untersuchten Langenberg et
al. in einer klinischen Studie mit 62 Patienten, bei welchen eine koronare Bypass-Operation
durchgefiihrt wurde, potentielle Komplikationen beim Einsatz eines Koronarsinuskatheters.
Uber einen juguliren Zugang gelang ihnen dabei in 92 % der Fille die Platzierung des Ka-
theters im Koronarsinus.” Vergleichbare Resultate - allerdings iiber einen femoralen Zugang -
erzielten Boekstegers et al. in einer klinischen Studie zur Retroinfusion, bei welcher unter An-
wendung eines Retroinfusionskatheters bei 57 von 60 Patienten (95 %) die Katheterisierung
des Sinus coronarius erfolgreich war. Das Vorschieben des Katheters in die anteriore Koronar-
vene war in allen Fillen ohne grofe Schwierigkeiten moglich."

Des Weiteren berichten Langenberg et al. bei 15 % ihrer Patienten interventionell bedingte
kardiale Komplikationen. Bei vier Patienten (6 %) wurde ein Hamoperikard beobachtet, in
drei dieser Fille konnte ein kleines Himatom im rechten Ventrikel nachgewiesen werden, bei
zwel anderen Patienten wurde wihrend der Katherisierung Kontrastmittel im Myokard des
rechten Ventrikels festgestellt und bei drei weiteren Patienten zeigte sich wihrend der Inter-
vention ein irreguldrer Herzrhythmus. Die Untersucher merkten diesbeziiglich an, dass keine
dieser Komplikationen sich in klinisch detektierbaren himodynamischen Veridnderungen du-
Berte und die Schiden am Herzen ohne die Thorakotomie fiir die Bypass-Operation unbemerkt
geblieben wiren. Sie schlossen daraus, dass die Platzierung des Koronarsinuskatheters zwar
geringe Schiden am Herzen verursachen kann, jedoch in den meisten Fillen klinisch inappa-
rent bleiben.” Gleichermaflen beobachteten Boekstegers et al. in einer Studie mit 42 Patienten
keine schwerwiegenden Komplikationen (Hamolyse, Perikardtamponade, schwere Herzrhyth-
musstorungen) im Zuge der Retroinfusionsbehandlung."

Technische Schwierigkeiten im Rahmen einer Retroinfusion konnen insbesondere bei revas-
kularisierenden Behandlungen auftreten, bei welchen der Retroinfusionskatheter in die rechte
Koronarvene eingefiihrt werden muss. Anatomische Untersuchungen ergaben, dass in 25 %
der Fille eine eindeutige Zuordnung einer Vene zu einer Arterie, vergleichbar mit der AIV
und dem LAD, nicht gegeben ist. Zudem drainiert die rechte Koronarvene gewdhnlich nicht

in den Sinus coronarius, sondern besitzt neben dessen Miindung einen eigenen, gesonderten
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Zufluss zum rechten Atrium. Trotz dieser anatomischen Variation ist die Katheterisierung der

rechten Koronarvene beim Patienten hiaufig durchfiihrbar.”

4.3.2.2 Uberexpression von eNOS beim Patienten

Bei der Betrachtung moglicher schiidigender Nebenwirkungen infolge der Uberexpression von
eNOS sollten prinzipiell direkte Einfliisse der eNOS-Uberexpression bzw. der NO-Produktion
von indirekten Nebenwirkungen durch die Induktion eines vaskuldren Wachstums und Remo-
delings unterschieden werden.

Verschiedene Studien konnten zeigen, dass eine pharmakologische oder gentechnische Hem-
mung von eNOS in Apolipoprotein E defizienten Miusen (ApoE”") die Entwicklung einer
Atherosklerose begiinstigt.*>* In Tiermodellen kann die endotheliale Funktion durch einen
Gentransfer von eNOS jedoch wieder verbessert werden und somit die Bildung atherosklero-
tischer Lisionen inhibiert oder sogar teilweise riickgidngig gemacht werden.”"*' Untersuchun-
gen an transgenen ApoE”" Miusen, welche eine Uberexpression von eNOS zeigten, ergaben
allerdings kontroverse Ergebnisse. So beobachteten Ozaki et al. eine beschleunigte Bildung

atherosklerotischer Lisionen,'*

wihrend van Haperen et al. in einem vergleichbaren Maus-
modell eine Reduktion der atherosklerotischen Formationen feststellten.'” Die Griinde fiir
diese abweichenden Resultate sind weitestgehend ungeklirt, es bleibt jedoch festzuhalten,
dass eNOS oder die Uberexpression von eNOS unter bestimmten Umstiinden atheroskleroti-
sche Prozesse fordern kann. In der Literatur wird in diesem Zusammenhang insbesondere die
anfangs beschriebene Entkopplung der eNOS Aktivitidt, bedingt durch erhohten oxidativen
Stress, als mogliche Ursache diskutiert. Analog dazu wurde in diversen préklinischen Studien
tiber einen proatherogenen Effekt nach Gabe von VEGF berichtet.””'** Klinische Studien der
letzten Jahre konnten allerdings eine beschleunigte Atherosklerose durch die Induktion eines
vaskuldaren Wachstums und Remodelings nicht bestétigen.””*

In der klinischen Anwendung einer Retroinfusion von eNOS S1177D wire eine verstirkte
Bildung atherosklerotischer Plaques in jedem Fall zu vermeiden. Kupatt et al. konnten in ei-
nem porcinen Modell keine zellschdadigenden Effekte nach Transfektion von eNOS S1177D
beobachten.” Sie schlossen daraus, dass die retrograde Behandlung zu einer moderaten Uber-
expression von eNOS S1177D fiihrt und das daraus synthetisierte NO bzw. andere reaktive

Stickstoffverbindungen die Toxizitdtsschwelle der Zellen nicht iiberschreitet. Inwieweit diese
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praklinischen Beobachtungen an Schweinen mit iiberwiegend gesunden Koronargefd3en auf
no-option Patienten mit vermutlich ausgeprigter endothelialer Dysfunktion iibertragbar sind,
kann in dieser Arbeit nicht beantwortet werden. Allerdings konnte eine Erhohung des eNOS-
Proteinspiegels unter pathologischen Bedingungen nicht zu einem vermehrten NO-Gehalt,
sondern zu einer gesteigerten Synthese von Hyperoxidradikalen fiihren, die nun zusitzliche
schidigende Effekte auf das vaskuldre Endothel ausiiben. In diesem Zusammenhang nimmt
der Kofaktor Tetrahydrobiopterin fiir eine physiologische Funktion von eNOS eine zentrale
Rolle ein (siehe Abschnitt 4.4). In zukiinftigen Studien an Patienten sollte daher eine potenti-
elle Progression der koronaren Atherosklerose aufmerksam untersucht werden.

Des Weiteren ist als mogliche direkte Nebenwirkung der eNOS-Uberexpression eine NO ver-
mittelte Vasodilation mit signifikanter Hypotonie denkbar, die auch den Blutdruckabfall bei
Applikation von rekombinantem VEGF erklért.”'® Die Verwendung des SSR gewihrleistet
zwar eine vorwiegende Transfektion am Zielort, allerdings ist eine systemische Freisetzung
auf Grund venovenodser oder venoarterieller Shunts nicht gédnzlich auszuschlieBen." Unge-
achtet dessen wurde diese Nebenwirkung in préklinischen und klinischen Studien, die VEGF
oder FGF-2 mittels Gentransfer einsetzten, unabhingig vom Genvektor, bislang noch nicht
beobachtet. Der mutmaBliche Grund dafiir ist die im Vergleich zum rekombinanten Protein
geringere Menge an zirkulierendem Genprodukt.” Dariiber hinaus werden in der Literatur,
insbesondere mit Bezug auf VEGEF, vaskulidre Malformationen, Retinopathien sowie Neopla-
sien als mogliche Nebenwirkungen genannt. Keine dieser pathologischen Verdnderungen wur-
de jedoch in klinischen Studien zur therapeutischen Revaskularisation bestatigt, weshalb sie
vermutlich ebenso bei der Transfektion von eNOS S1177D am Patienten eine untergeordnete

Rolle spielen werden.”'*

4.4 Klinische Relevanz und Perspektive

Der GroBteil aktueller Techniken und Methoden zur Induktion eines therapeutischen Wachs-
tums und Remodelings hat sich als sicher und durchfiihrbar erwiesen. Allerdings fehlt in
den bislang durchgefiihrten klinischen Studien der definitive Beweis einer signifikanten und
funktionell relevanten Wirksamkeit der eingesetzten gefibildenden Substanzen. Dank des

Systems der druckregulierten Retroinfusion steht mittlerweile ein komplikations- und neben-
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wirkungsarmes Verfahren zur Verfiigung, das eine selektive, homogene und effektive Appli-
kation von gefdbildenden Faktoren im Myokard ermdéglicht. Zukiinftige Fortschritte in der
klinischen Anwendung einer therapeutischen Revaskularisation sind aus diesem Grund ins-
besondere in der Identifikation neuer beziehungsweise unerforschter Substanzen zu erwarten,
welche die komplexen Prozesse der Angiogenese und Arteriogenese besser simulieren und
nachhaltiger stimulieren.

Stickstoffmonoxid ist in der Regulation des Blutflusses, in der Aufrechterhaltung der vasku-
laren Homdoostase sowie als second messenger fiir die Induktion einer stabilen Arteriogene-
se und Angiogenese von entscheidender Bedeutung. Dabei ist bemerkenswert, dass NO in
der Vermittlung proangiogenetischer sowie proarteriogenetischer Effekte von zahlreichen be-
kannten Faktoren, wie beispielsweise VEGF und FGF, beteiligt zu sein scheint. In Anbetracht
der hohen Privalenz kardiovaskulédrer Erkrankungen, deren Grundlage eine endotheliale Dys-
funktion mit einer reduzierten Bioverfiigbarkeit von NO bildet, stellt die Regeneration des
NO-Gehalts im Organismus eine interessante therapeutische Strategie fiir no-option Patienten

dar.

In der vorliegenden Untersuchung konnte gezeigt werden, dass die retrograde Infusion von
eNOS S1177D in die anteriore Korononarvene iiber die Uberexpression von eNOS ein NO
vermitteltes GefaBwachstum induzierte, welches mit einer gesteigerten myokardialen Perfusi-
on einherging und schlieBlich zu einer verbesserten kontraktilen Funktion im Zielgebiet fiihr-
te. Jedoch bleibt fraglich, ob die Transfektion von eNOS S1177D in der Lage ist das Ausmal}
der endothelialen Dysfunktion bei Patienten mit fortgeschrittener KHK zu reduzieren und
somit eine erhohte Bioverfiigbarkeit von NO zu ermdglichen. Nicht zuletzt konnten die oft
enttduschenden Resultate zahlreicher Studien zur therapeutischen Revaskularisation auf eine
verminderte Responsivitit endothelialer Zellen auf angiogenetische und arteriogenetische Sti-
muli zuriickzufiihren sein, deren Ursache moglicherweise in der endothelialen Dysfunktion
mit vermindertem NO-Gehalt liegt.

An dieser Stelle gewinnt Tetrahydrobiopterin als Kofaktor von eNOS zunehmend an Bedeu-
tung. Ein Mangel an BH4 gilt in der Literatur als Hauptmechanismus fiir die Entkopplung
der eNOS-Funktion, die wiederum eine wesentliche Ursache der endothelialen Dysfunktion
darstellt. Vermutlich ist ein erhohter oxidativer Stress, u.a. bedingt durch die bekannten kar-
diovaskuldren Risikofaktoren, fiir die Reduktion der BH4-Konzentration verantwortlich.®"'*

Die Bioverfiigbarkeit von NO ist somit eng mit der Bioverfiigbarkeit von BH4 assoziert. Ge-
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stiitzt wird diese Hypothese durch die Beobachtung, dass eine Supplementierung oder eine ge-
steigerte Synthese von BH, mittels Uberexpression der GTP-Zyklohydrolase I in transgenen
ApoE”-/eNOS Miusen, zu einer verminderten Bildung von atherosklerotischen Lisionen bei
gleichzeitig erhohter Synthese von NO und reduzierter Produktion von Hyperoxidradikalen
fithrt.’ Die Regulation beziehungsweise die Aufrechterhaltung einer normalen enzymatischen
Aktivitit von eNOS stellt folglich einen interessanten Ansatzpunkt fiir zukiinftige Studien zur
therapeutischen Revaskularisation dar.

Dartiiber hinaus versprechen verbesserte Bildgebungsverfahren, dabei vor allem die Magnetre-
sonanztomographie, eine sensiblere Detektion myokardialer Perfusions- und Funktionsénde-
rungen im ischdmischen Myokard und erlauben somit eine bessere Beurteilung einer revasku-

larisierenden Therapie im klinischen Rahmen.
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Neben der koronaren Bypass-Operation und der perkutanen transluminalen koronaren An-
gioplastie stellt die Induktion eines vaskuldren Wachstums und Remodelings einen vielver-
sprechenden neuen Therapieansatz fiir Patienten mit koronarer Herzerkrankung dar. Fiir eine
effektive therapeutische Revaskularisation ist dabei die Wahl des gefdfbildenden Substrats
sowie der Applikationsmodus von essentieller Bedeutung. Stickstoffmonoxid (NO) nimmt in
der Regulation des Blutflusses, in der Aufrechterhaltung der vaskuldren Homoostase sowie als
second messenger fiir die Induktion einer stabilen Arteriogenese und Angiogenese eine zen-
trale Rolle ein. Eine Uberexpression und damit Regeneration der reduzierten Bioverfiigbarkeit
von NO bei Patienten mit endothelialer Dysfunktion und KHK stellt somit einen interessanten
therapeutischen Ansatz dar. Dank des Systems der druckregulierten Retroinfusion steht dane-
ben ein komplikations- und nebenwirkungsarmes Verfahren zur Verfiigung, das eine selektive,

homogene und effektive Applikation von gefid3bildenden Faktoren im Myokard ermdglicht.

In der vorliegenden Arbeit wurde die retrograde Infusion von eNOS S1177D komplementa-
rer DNA (als konstitutiv aktive Mutante) in die anteriore Koronarvene zur Induktion einer
therapeutischen Revaskularisation im chronisch ischamischen, hibernierenden Myokard un-
tersucht. Durch eine regionale Uberexpression von NO wurde dabei anhand eines etablierten
porcinen GroBtiermodells erstmals im priklinischen Rahmen das Ziel einer funktionell rele-
vanten Kontraktilitdtsteigerung des Myokards verfolgt. Mittels perkutaner Implantation eines
priparierten Koronarstents wurde zunichst eine hochgradige Stenose im proximalen LAD-
Segment der linken Koronararterie herbeigefiihrt. Nach sieben Tagen wurde angiographisch
ein Restfluss dokumentiert, um eine langsame aber stetige Abnahme der myokardialen Durch-
blutung bis zur vollstandigen Okklusion zu gewihrleisten und die Induktion einer myokardia-
len Hibernation mit reduzierter kontraktiler Funktion ohne schwerwiegende Infarzierung des
Gewebes sicherzustellen. Drei Wochen spiter wurde den Tieren eNOS S1177D cDNA, eNOS
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S1177D und L-NAME (unspezifischer NO-Inhibitor) oder eGFP cDNA als Scheintransfekti-
on retrograd in die anteriore Koronarvene infundiert (n=6 pro Gruppe). Sowohl am Behand-
lungstag als auch am Tag 49 der Untersuchung (Versuchsende) wurden Parameter der globalen
Herzfunktion bestimmt. Zur Analyse der regionalen myokardialen Perfusion dienten fluores-
zierende Mikrosphiren; die Bestimmung der regionalen Myokardfunktion als subsegmentale
Segmentverkiirzung gelang mit Hilfe der Sonomikrometrie. Fiir das Kollateralenwachstum
wurden postmortale Angiographien ausgewertet. Dariiber hinaus war zur Ermittlung der Ex-
pression von eNOS, des regionalen Blutflusses und der Kapillardichte die Entnahme von Ge-

webeproben aus dem linken Ventrikel erforderlich.

In dieser Untersuchung demonstrieren wir, dass die retrograde Applikation von eNOS S1177D
cDNA iiber die Uberexpression von eNOS ein NO vermitteltes GefiBwachstum induziert,
welches mit einer gesteigerten myokardialen Perfusion einhergeht und schlieflich zu einer
verbesserten kontraktilen Funktion im Zielgebiet fiihrt. Die zum Kontrollareal 2,3-fach ge-
steigerte Expression von eNOS geht dabei iiber eine gesteigerte Bildung von NO respekti-
ve cGMP (117,1 % der RCx-perfundierten Region) neben einer Proliferation von Kapillaren
(Angiogenese) insbesondere mit der Bildung von kollateralisierenden Anastomosen (Arterio-
genese) einher. Aus diesem vaskuldren Wachstum und Remodeling resultiert im Vergleich
zur Kontrollgruppe arealabhiingig eine bis zu 2,2-fach gesteigerte myokardiale Perfusion, wo-
durch sich die regionale Herzfunktion (subsegmentale Segmentverkiirzung) bei erhohtem Sau-
erstoffbedarf von 7% auf 41 % (Herzfrequenz von 120 Schiigen pro Minute) respektive 33 %

(Herzfrequenz von 140 Schldgen pro Minute) des normoxischen Myokards regeneriert.

Zukiinftige Arbeiten werden die komplexen Prozesse des vaskulidren Wachstums und Remo-
delings weiter identifizieren und prizisieren miissen, um durch die Applikation von gefif3-
bildenden Faktoren gezielter und effektiver therapeutisch intervenieren zu kénnen. Die Ent-
wicklung eines priklinischen Groftiermodells, welches neben einer myokardialen Hibernati-
on auch die funktionelle Dysbalance einer endothelialen Dysfunktion beriicksichtigt, wird die
Anwendbarkeit und Umsetzung im klinischen Alltag verbessern konnen. Im Rahmen der the-
rapeutischen Revaskularisation mittels NO stellt die bei endothelialer Dysfunktion reduzierte
Bioverfiigbarkeit des eNOS-Kofaktors Tetrahydrobiopterin, als Hauptmechanismus einer ent-

koppelten eNOS-Funktion, einen interessanten Ansatzpunkt zukiinftiger Studien dar.
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