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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Eine Minderdurchblutung des Herzmuskels galt urspriinglich als ein Alles-oder-Nichts-
Ereignis, das entweder zur Nekrose des Muskels flihrte oder keinen bleibenden Schaden
hinterlieB. Fiir eine umschriebene kontraktile Minderfunktion wurde ausschlieBlich
infarziertes Gewebe verantwortlich gemacht. Allméhlich zeichnete sich jedoch ab, dass ihr
moglicherweise auch eine reduzierte Funktion noch vitalen Gewebes zugrunde liegen kann.
Dabei wurden folgende Krankheitsphdnomene herausgearbeitet: das ,,hibernierende und das
»stunned Myokard sowie die ischdmische Prakonditionierung [HORT und ARNOLD, 2000].
Bei allen Phidnomenen spielt die Ischdmie eine wesentliche Rolle.

Erstmals erkannten DIAMOND et al. (1978), dass ein minderdurchbluteter, nicht infarzierter
Myokardanteil in einem Zustand der ,,Hibernation” (= Winterschlaf) verharren kénne, und
RAHIMTOOLA (1989) definierte diesen Begriff. Entscheidende Vorarbeiten hatten schon
FLAMENG et al. (1981) geleistet. Sie fanden bei schwerer koronarer Herzerkrankung ohne
Infarkt nach einer Bypassoperation eine Normalisierung reduzierter Wandbewegungen.

Die weitgehend ungeklirte Atiologie der ischimischen Herzerkrankung macht eine intensive
Forschung nach den verdnderten molekularen pathophysiologischen Mechanismen des Myo-
kardstoffwechsels sowie histologische Verdnderung im ischdmischen Herzmuskel erforder-
lich. HORT und ARNOLD (2000) wiesen auf das nicht einheitliche morphologische Bild des
hibernierenden Myokards hin. Es handelt sich vielmehr um ein histologisches Bild mit allen
Ubergiingen zwischen fast normaler Morphologie bis zum Fast-Infarkt, je nach AusmaB der
Minderdurchblutung.

Bei der koronaren Herzkrankheit (KHK) spielt der Glukosestoffwechsel bei der Adaption des
Myokards an ischdmische Bedingungen eine wichtige Rolle. Einen entscheidenden Fortschritt
brachte die Positronen-Emissions-Tomographie (PET), weil sie nicht nur einen Einblick in
den koronaren Blutfluss, sondern auch in Stoffwechselkomponenten erlaubt. Klinische PET-
Untersuchungen ergaben im ischdmisch geschddigten Herz eine erhdhte Aufnahme des
Glukose-Analoges Fluor-18-Deoxyglukose (‘*FDG) bei gleichzeitig verminderter Durch-
blutung, was auf noch vitales Gewebe mit gesteigertem Glukosemetabolismus hindeutet
[KALFF et al., 1992].

Die molekularen Ursachen fiir diese Verdnderungen sind unklar und spiegeln den momentan
noch inkonsistenten und spérlichen Wissensstand wieder, was nicht zuletzt auch an der
Schwierigkeit liegen mag, ein geeignetes In-vivo-Modell zu finden, das ischdmisch bedingte

Verdnderungen des Stoffwechsels dhnlich dem menschlichen Krankheitsbild entwickelt.
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Ziel der vorliegenden Arbeit ist es daher, ein Tiermodell einer ldnger andauernden Myokard-
ischdamie (,,Hibernating Myokard*) zu etablieren und einen Beitrag zum besseren Verstdndnis
der unterschiedlichen Auspriagungen der Verdnderungen im histologischen Bild eines hiber-
nierenden Myokards zu leisten. Die Immunhistochemie stellt eine wesentliche Ergdnzungs-
methode fiir die Diagnostik des hibernierenden Myokards dar [MARI und STRAUSS, 2002].
In der vorliegenden Arbeit wird die Expression des a-smooth muscle actin (a-SMA) der Myo-
fibroblasten und der Gehalt an Entziindungszellen immunhistologisch nachgewiesen
[SHIOJIMA et al., 1999]. In vielen Studien ist der CD 3 Antikorper als hochspezifischer
Marker von T-Zellen eingesetzt worden [CAMPANA et al., 1987; PICKER et al., 1987;
ANDERSON et al., 1991]. Der Fibrosegrad des Myokards (Elastica van Gieson Firbung)
sowie Glykogeneinschliisse der Zelle (PAS- Féarbung) werden ebenfalls untersucht. Die
Untersuchungen werden am 7. bzw. 28. Tag nach der Stentimplantation am Myokard des

Schweines durchgefiihrt.
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2 SCHRIFTTUM

2.1 Das Schwein als Myokardischimiemodell

Das Hausschwein wird von vielen Arbeitsgruppen, die sich mit der chronischen myokardialen
Ischdmie befassen, als Modell bevorzugt [FALLAVOLLITA et al., 2002]. Um die Stoff-
wechselvorgéinge der koronaren ischdmischen Herzerkrankung objektiv beurteilen zu koénnen,
sollte ein Tiermodell benutzt werden, das die Pathomechanismen des ,,Hibernating Myo-
kards* beim Menschen hinreichend simuliert.

Das Herz des Schweines ist im Verhiltnis zum Korpergewicht mit nur ca. 0,30% des Korper-
gewichts beim Schwein gegeniiber ca. 0,43% beim Menschen relativ klein. Die A. coronaria
dextra (right coronary artery = RCA) geht als R. circumflexus im Sulcus coronarius in die
Pars dextra iiber und zieht in den Sulcus interventricularis subsinosus hinein. Die Ernédhrung
der Wand der rechten Herzkammer sowie die Blutversorgung der Wand des rechten Atriums
erfolgt iiber verschiedene, vom R. circumflexus dext. abgehende Aste. Die A. coronaria
sinistra teilt sich in R. interventricularis paraconalis (left anterior descending coronary artery
= LAD), der dem Sulcus interventricularis bis in die Herzspitze folgt. Der Stamm der A.
coronaria zieht weiter als R. circumflexus (left circumflex coronary artery = LCX) im Sulcus
coronarius bis zur Kaudalfliche des Herzens (Abb. la und 1b) [SCHUMMER und
HABERMEHL, 1984].

Entsprechend der Verzweigung der Herzkranzarterien spricht man beim Schwein von einem
,beidseitig koronaren Versorgungstyp, der mit dem ,,ausgeglichenen Typ* des Menschen
vergleichbar ist. Hierbei sind beide Koronararterien zu gleichen Teilen an der Blutversorgung
des Herzmuskels und Septums beteiligt [SCHUMMER und HABERMEHL, 1984].

In der kardialen Morphologie und in der Organisation der arteriellen Gefdllversorgung beim
Schwein ist ein Grundmuster dhnlich dem des Menschenherzens zu erkennen. Zwei subepi-
kardial verlaufende Koronararterien entspringen als einzige Aste der Aorta ascendens un-
mittelbar oberhalb der Semilunarklappen [ALLWORK, 1987].

Beim Menschen wird hinsichtlich der arteriellen Blutversorgung des Myokards zwischen drei
verschiedenen Versorgungstypen differenziert, je nachdem welche Anteile des Myokards von
der rechten oder der linken Herzkranzarterie versorgt werden [ANDERSON und BECKER,
1982].
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Abb. 1a Abb. 1b

Abb. 1a: Facies auricularis eines Schweineherzens (aus SCHUMMER und HABERMEHL 1984)

a rechtes Herzohr, b linkes Herzohr, ¢ Margo interventricularis sin., d Margo interventricularis dext.,
e Ventriculus dext., f Ventriculus sin., g Sulcus interventricularis paraconalis, h Conus arteriosus, i Sulcus
coronarius sin., k Apex cordis, | Incisura apicis

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

A. = Arteria, V. = Vena, sin. = sinistra, dext. = dextra, R. = Ramus, prox. = proximalis, dist. = distalis
Abb. 1b: Facies atrialis eines Schweineherzens (aus SCHUMMER und HABERMEHL 1984)

a Atrium sin., b Atrium dext., ¢ Sinus venarum cavarum, d Sinus coronarius, ¢ Ventriculus sin., f Ventriculus
dext., g Margo ventricularis sin., h Margo ventricularis dext., i Sulcus interventricularis subsinosus, k Sulcus
coronarius dext., 1 Sulcus coronarius sin., m Apex cordis, n Incisura apicis

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

R. prox. ventriculi dext.

A. = Arteria, V. = Vena, sin. = sinistra, dext. = dextra, R. = Ramus, prox. = proximalis, dist. = distalis
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In ca. 70% der Fille handelt es sich um eine sogenannte ,,Rechtsherzdominanz®, bei rund
15% ist hingegen die linke Kranzarterie stirker an der Blutversorgung des Herzmuskels be-
teiligt. Als weitere Form haben ungefdhr 15% aller Menschen einen ,,balancierten Ver-
sorgungstyp®, bei dem der hintere Teil des Septums sowohl von Asten der rechten als auch
der linken Kranzarterie oder von einem Astgeflecht aus beiden versorgt wird [ALLWORK,
1979].

Der Hauptstamm der A. coronaria sin. teilt sich beim menschlichen Herzen schon nach
wenigen Millimetern in die left anterior descending coronary artery (LAD) und die left
circumflex coronary artery (LCX). Die LAD ist mit ihren Seitenésten fiir die Versorgung der
Wand des linken Ventrikels und die proximalen Anteile des Septums verantwortlich; die LCX
ist dagegen fiir die Versorgung des linken Vorhofes, verschiedener Teile des linken
Ventrikels, des Papillarmuskels und bisweilen auch des Sinusknotens verantwortlich. Die
Hinterwand des Herzens, Teile des Papillarmuskels, des Septums, der rechte Vorhof, der
rechte Ventrikel, der Sinusknoten und der AV-Knoten werden von der right circumflex
coronary artery (RCX) versorgt [MEYER et al., 1994]. Als die dominierende Kranzarterie
wird die Arterie bezeichnet, die den absteigenden R. interventricularis posterior liefert. Bei
der Mehrzahl der Menschen stellt dieses Gefdll die Verldngerung der rechten Koronararterie
dar, wodurch der Begriff der ,,Rechtsherzdominanz“ geprigt wurde [ALLWORK et al.,
1982].

Ahnlichkeiten zwischen Mensch und Schwein gibt es auch auf dem Gebiet der Herzphysio-
logie, z.B. betragen die Ruhewerte der Herzfrequenz des Menschen 60 bis 80/min
[SCHEUNERT und TRAUTMANN, 1987], die Herzfrequenz des Schweines betrdgt 80/min
[ENGELHARDT und BREVES, 2000]. Die Versorgung des menschlichen Myokards erfolgt
mit 5% des Herzzeitvolumens [BOCKER et al., 1997], die des Schweines mit etwa 5 bis 10%
des Herzzeitvolumens [SCHEUNERT und TRAUTMANN, 1987].

Das Schwein ist als Modell der chronischen myokardialen Ischdmie besonders geeignet, weil
es neben dem ganz &dhnlichen Blutgefilsystem des Menschen auch gleiche Merkmale
ischdmischer Verdnderungen und Schiden (z.B. Herzinfarkt) in einem relativ kurzen Zeit-
raum entwickelt. Das Schweineherz entwickelt zudem kaum Kollateralisierung der Gefille,

was die Zuordnung der Versorgungsgebiete erleichtert [SCHAPER et al., 1967].

2.1.1 Kollateralen am Herzen des Schweines und des Menschen

Koronare Kollateralen sind Geféal3e, die sowohl ihrer Grofe als auch Struktur nach Arteriolen

entsprechen. Sie stellen eine Verbindung der einzelnen Versorgungsgebiete der ent-

5
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sprechenden Koronargefdle dar [SCHAPER et al., 1972]. Widerspriichliche Ansichten be-
stehen in der Frage, inwieweit das koronararterielle GefaBBsystem des Schweines iiberhaupt
Kollateralen bzw. Anastomosen besitzt. BARGMANN (1977) vertritt die Meinung, dass sich
zwischen den Koronararterien eine Vielzahl von Anastomosen finden. Im Gegensatz dazu
seien nach SCHUMMER und HABERMEHL (1984) Anastomosen bei den Haussdugetieren
generell selten.

Neuere Untersuchungen haben gezeigt, dass sich diese Gefde generell nur unter
ischdmischen Zustéinden entwickeln [SCHAPER, 1995]. Nach SCHAPER (1995) kann jedoch
das Schwein auch bei langsam fortschreitendem Verschluss der Herzkranzgefaf3e keine epi-
kardialen Kollateralen bilden, wie das z.B. beim Hund geschieht. Die reichliche Kollateral-
versorgung macht den Hund als Tiermodell fiir die Infarktforschung ungeeignet [ALLWORK,
1987]. Beim Schwein entstehen in dem ischdmischen Gebiet lediglich Gefde, die kaum
grofer als Kapillaren sind [SCHAPER, 1995]. Im Gegensatz dazu haben HARADA und seine
Kollegen (1994) eine vermehte Kollateralbildung nach dem Verschluss der LAD durch einen
Ameroidkonstriktor am Schweineherzen beobachtet. Nach der Dobutamin-Stress-
echokardiographie (DSE) sind keine Wandbewegungsstorungen mehr aufgetreten, was fiir
die Ausbildung eines funktionell wirksamen Kollateralkreislaufs sprechen wiirde.

Beim menschlichen Herz sind von Geburt an zahlreiche englumige Kollateralen mit einem
Durchmesser von etwa 20 bis 350 um angelegt [BAROLDI, 1971], die aber fiir einen
funktionell wirksamen Kollateralkreislauf nicht ausreichend sind [STRAUER, 1991]. Ein
Ausbau zum effektiven Kollateralkreislauf erfolgt erst bei ldnger anhaltenden oder rezi-
divierenden Ischimiephasen [MEYER et al., 1994] und die Kollateralen konnen ein Kaliber
von etwa 2 mm erreichen [BAROLDI, 1971].

Diese Kollateralen sollen die Versorgung nicht mehr durchbluteter Myokardbezirke gewéhr-
leisten [ALLWORK, 1987], und somit klinische Manifestationen oder sogar pathologische
Verdnderungen des Herzmuskels verhindern, die sich im Verlauf anhaltender Gefal3-
verlegungen entwickeln wiirden [ANDERSON, 1971]. Somit kann man von einem wirk-
samen Kollateralkreislauf sprechen, wenn ein GefdBBverschluss ohne Folgen toleriert wird
[STRAUER, 1991]. Die Kollateralgefia3e des Myokards verlaufen im Vergleich zu denen des
Schweines nicht nur auf prikapillarer Ebene, sondern auch zwischen gréferen Gefillen
[ANDERSON und BECKER, 1982].

Zusammenfassend gesagt liegen Gemeinsamkeiten zwischen Mensch und Schwein in der eher

schlechten Entwicklung von Kollateralen, wobei der Mensch im Unterschied zum Schwein
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Kollateralen groferen Kalibers ausgebildet und somit einen stirker ausgeprdgten funktionell

wirksamen Kollateralkreislauf unter ischamischen Zustianden aufweist.

2.2 Die Koronare Herzkrankheit (KHK)

2.2.1 Allgemeines

Die koronare Herzkrankheit (KHK) ist in den hoch entwickelten Industrielindern mit 5-7%
die haufigste Todesursache. Durch die Verengung der versorgenden Arterien kommt es zu
einem regionalen Missverhéltnis zwischen koronarem Sauerstoffangebot und myokardialem
Sauerstoffbedarf [BOTTINGER und FLEISCHER, 1994]. Dies fiihrt zum klinischen Bild der
Angina pectoris und bei ldnger anhaltendem Sauerstoffmangel zum Myokardinfarkt
[STRAUER, 1991].

Koronarangiographische Untersuchungen sowie post mortem Studien an den Koronargefdf3en
betroffener Patienten zeigen, dass in liber 90% der Fille artherosklerotische Verédnderungen in
Form stenosierender Plaques die Ursache fiir einen verminderten Blutfluss in den Herzkranz-

gefdlen sind [BUJA und WILLERSON, 1991].

2.2.2 Ursachen, Entstehungsmechanismen und Folgen der KHK

Die Ursache fiir das Krankheitsbild der KHK stellen also koronarsklerotische Verdnderungen
dar, die aus variablen Kombinationsmoglichkeiten arterieller Intimaverdnderungen bestehen
konnen: herdférmige Anhdufungen von Lipiden, komplexen Kohlenhydraten, Blut und Blut-
bestandteilen, fibroésem Gewebe und Ablagerung von Kalziumverbindungen, begleitet von
Verinderungen in der Media [MORL, 1989].

Bei atherosklerotisch verdanderten Gefdllen ist meist eine Fissur oder Ruptur im Bereich einer
bereits bestehenden Plaque der Ausgangspunkt, an dessen freiliegenden, subendothelialen
Strukturen sich Thrombozyten anlagern. Dies fiihrt bei weitergehender Organisation des ent-
standenen Thrombus zu einem Fortschreiten der Obstruktion bei gleichzeitigem Freisetzen
vasokonstriktorischer Substanzen (Serotonin) aus den Thrombozytengranula. Durch das Ver-
langsamen der Blutstromung bis hin zur Stase kann dieser Prozel3 schlielich in einem
kompletten Gefaflverschluss miinden [ROSS, 1986; IP et al., 1991; RIEDE et al., 1995].
Prognostisch von Interesse ist die Frage, ab welchem Stenosegrad der Circulus vitiosus in

Gang gesetzt wird. MERINO et al. (1994) stellten in einem Versuch an Karotiden mit ca. 4
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mm Durchmesser fest, dass bei einer Stenose mit 65 bis 70% Gefiallumenverengung ein
baldiger vollstindiger Verschluss mit grofiter Wahrscheinlichkeit zu erwarten ist.

Im weiteren Verlauf der KHK fiihrt der Sauerstoffmangel des Myokards zu einer zentralen
Anregung der Sympathikusaktivitit, worauthin die Herzfrequenz, die Kontraktionsge-
schwindigkeit und oft auch der Blutdruck ansteigen. Damit sind die Herzarbeit und der Sauer-
stoffverbrauch sprunghaft erhoht. Der Sauerstoffmangel dehnt sich nun auf grofere Ab-
schnitte des linken Ventrikels aus, es kommt zu einer regionalen oder auch totalen Kontrak-
tionsschwiiche des Herzmuskels [MORL, 1989]. Der enddiastolische Druck im linken
Ventrikel steigt iber die Norm an, wodurch die extravaskuldre Widerstandskomponente zu-

nimmt und die Koronardurchblutung weiter sinkt [WAGNER, 1985].

Eine Koronarinsuffizienz kann sich in folgender Weise klinisch manifestieren:
e als Angina pectoris
e als Herzrhythmusstdrungen bis hin zum Kammerflimmern

e als Myokardinfarkt

Die Angina pectoris stellt ein klinisches Syndrom dar, das durch organisch bedingte, anfalls-

weise retrosternale und prékordiale Schmerzen charakterisiert ist [SULYMA, 1985].

Herzrhythmusstorungen sind nicht selten Begleitsymptome der KHK. Auslésender Faktor
ist eine direkte ischdmische Schiddigung des Erregungsbildungs- und Erregungsleitungs-
systems. Im Extremfall wird ein Kammerflimmern provoziert und ein ,,plétzlicher Herztod*
kann die Folge sein. Ca. 25% der KHK-Patienten fallen dieser Form der Herzrhythmus-
storung zum Opfer, ohne jemals an einer Angina pectoris gelitten zu haben (,,stumme KHK*)

[MORL, 1989].

In der Humanmedizin ist der Herzinfarkt ein relativ hiufig auftretendes Krankheitsbild, das
durch eine Ischdmie des betroffenen Herzmuskelareals verursacht wird [STRAUER, 1991].
Der Myokardinfarkt ist durch eine umschriebene Nekrose des Parenchyms und Mesenchyms
charakterisiert [ BARMEYER, 1977].

Pathogenetisch liegt dem Herzinfarkt ein Verschluss oder eine Stenose von Koronararterien
bzw. deren Aste zugrunde, der wiederum einen akuten Sauerstoffmangel im Myokard zur
Folge hat. Die physiologische Besonderheit der koronaren Blutversorgung und einige fiir das

Myokard spezifische Charakteristika des Energiestoffwechsels bedingen die geringe Toleranz
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des Herzmuskelgewebes gegeniiber einem lidnger andauernden Sauerstoffdefizit. Eine rasch
einsetzende Ubersiuerung der Herzmuskelzellen und der Mangel an ATP, der eine Ver-
schiebung des Elektrolytgradienten hervorruft, fithrt zu einem irreversiblen Zugrundegehen
der Muskelzellen [DAHME und SCHRODER, 1990b].

In ca. 95% der Fille ist der betroffene Myokardbereich im linken Ventrikel lokalisiert. Meist
erfasst das Infarktgeschehen als ,,transmuraler Infarkt alle Wandschichten und geht stets mit
einer akuten, verschlieBenden Thrombose einher. Letzteres muss beim ,,Innenschichtinfarkt®,
bei dem nur die subendokardiale Schicht des Myokards betroffen ist, nicht der Fall sein.
CAESAR (1984) spricht dann von einem Infarkt, wenn die nekrotische Herzmuskelzone
mindestens einen Durchmesser von 2,5 bis 3 cm aufweist. Kleinere Nekrosebezirke werden,
absteigend in ihrer GroBe, ,,Mikroinfarkt®, ,,Fasergruppennekrose® oder ,,Einzelfasernekrose

genannt [CAESAR, 1984; RIEDE et al., 1995].

Pathologische Anatomie

Makroskopisch ist bereits nach vier Stunden ein Herzinfarkt durch ein Abblassen der Musku-
latur erkennbar. Zudem ist eine frische Herzmuskelnekrose gegeniiber den umliegenden Ge-
webe méBig erhaben, farbt sich nach acht bis zwolf Stunden lehmgelb und wird von einem
diinnen, hdmorrhagischen Randsaum umgeben. Der abgestorbene Myokardbereich sinkt nach
ca. zwei bis vier Wochen ab und erscheint rétlich-grau. Nach fiinf bis acht Wochen ist das
grau-weifle, derbe Narbengewebe zu erkennen (siehe Tabelle 1) [BENEKE, 1974; MULLER,
1986; THOMAS, 1992].

Pathologische Histologie

Den meisten Autoren zufolge, darunter BENEKE (1974), lassen sich eindeutige lichtmikros-
kopische Befunde erst vier bis sechs Stunden nach dem Infarktgeschehen erheben. Diese sind
gekennzeichnet durch den herdformigen Verlust der Querstreifung der Muskelzellen,
Kondensation des Zytoplasmas, verstirkte eosinophile Anfarbbarkeit des Zytosols, korniger
Zerfall der Herzmuskelfasern, degenerative Zellkernverdnderungen sowie Immigration von
Granulozyten.

Innnerhalb der ersten drei Tage kommt es im Zentrum der fortschreitenden Koagulations-
nekrose zum Verschwinden der Muskelzellkerne, zur Homogenisierung des Zytoplasmas auf-
grund des Verlustes der Querstreifung und zu einer welligen Anordnung der Herzmuskel-
zellen. Im Randbereich der Nekrosezone finden sich vakuolisierte und verfettete Muskel-

fasern, dilatierte Kapillaren sowie granulozytére Infiltration. Der himorrhagische Randsaum
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mit seinem Reichtum an GefiBen und Erythrozyten markiert den Ubergang zum intakten
Myokard [BENEKE, 1974; MULLER, 1986; WHEATHER et al., 1987; THOMAS, 1992;
RIEDE und DREXLER, 1995].

Schon am vierten Tag beginnt die Organisation des nekrotischen Muskelareals. Von der Peri-
pherie wandern Makrophagen und Fibroblasten ein, letztere differenzieren sich spiter zu
Fibrozyten und Angioblasten. Der Durchmesser des Nekroseherdes kann so innerhalb von ca.
10 Tagen um etwa 1 mm verkleinert werden. In einem Zeitraum von vier bis sechs Wochen
erfolgt die vollstindige Organisation eines mittelgroen Infarktes zum Narbengewebe (sog.
,Remodeling*), wohingegen bei groferen Infarkten noch nach zwei bis drei Monaten zentrale

Nekroseherde nachweisbar sein konnen [BENEKE, 1974; RIEDE und DREXLER, 1995].

Tabelle 1: Herzinfarkt beim Menschen im zeitlichen Ablauf (modifiziert nach MULLER 1986 und
THOMAS 1992)

Makroskopisch Mikroskopisch Andere
Veridnderungen
1-3 evtl. Faserodem, Elektronenmikroskopische
Hyalinisierung der Verdnderungen; verminderte
Stunden Fasern, Sarkoplasma- Aktivitdt der Dehydrogenase im
verklumpungen, fettige | Infarktbereich
Degeneration
4-6 Geringe Aufhellung Nekrose, leukozytire Verminderung von Enzymen im
des Myokards (nach Infiltration Infarktbereich
Stunden | 5 h)
9-48 Infarktgebiet gelb, vollausgepragte Anstieg herzmuskelspezifischer
trocken, fest, evtl. mit | Nekrose Enzyme (Creatinkinase, Aspertat-
Stunden hédmorrhagischem Aminotransferase, a-Hydroxybutyrat-
Randsaum Dehydrogenase) im Serum
2.-3. Infarktgebiet rétlich- Granulationsgewebe
grau, eingesunken
Woche
5.-8. Infarktgebiet weil3, Narbengewebe
derb, sehnenartig
Woche
223 Vorkommen von Atherosklerose und Herzinfarkt beim Schwein

Im Tierreich spielt die Atherosklerose eine untergeordnete Rolle, da schwere Folgeer-
scheinungen des GefédBleidens in der Regel ausbleiben [VON SANDERSLEBEN, 1989].

DAHME und SCHRODER (1990a) konnten atherosklerotische Verinderungen mit ent-
sprechender atheromatdser Komponente, wie sie bei Menschen auftreten, nur bei bestimmten
Spezies wie dem Schwein beobachten. FRENCH et al. (1965) fanden bei Schweinen athero-

sklerotische Herde in der GefdBwand von Koronarien und der Aorta, die im histologischen
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Bild groBe Ahnlichkeit mit entsprechenden menschlichen Gewebepriparaten aufwiesen. Der-
artige erkennbare, fortgeschrittene atherosklerotische Verdanderungen treten beim Schwein oft
im Alter zwischen vier und acht Jahren auf [MULLER et al., 1992]. Bei der meist landwirt-
schaftlich genutzten Tierart kommt es allerdings wegen der normalerweise geringen Lebens-
dauer (vorzeitige Schlachtung) nicht zur Auspragung klinischer Symptome.

Fiir die Erprobung von Therapiemallnahmen gegen die Atherosklerose, werden neben dem
Schwein auch Ratten, Kaninchen, Hunde und Primaten als Tiermodelle verwendet, bei denen
durch tiberméBig cholesterinreiche Diédt, Thyreodektomie oder genetische Manipulation
atherosklerotische Verdnderungen induziert werden [VESSELINOVITCH, 1988; MULLER
et al., 1992].

Bei den Haussdugetieren spielen Herzmuskelinfarkte auf der Grundlage atherosklerotischer
Herzkranzgefédverdnderungen eine untergeordnete Rolle. In einigen seltenen Féllen treten
jedoch im Tierreich Myokardinfarkte nach einer Thromboembolie der Koronararterien auf,
wobei meist eine Thromboendokarditis des linken Ventrikels vorliegt [DAHME, 1988]. Die
Ursache fiir die Thromboendokarditis ist oft die Folge einer Bakteridmie, die sich meist aus
lokal oder systemischen bakteriellen Infektionen entwickelt. Bei Hunden werden héufiger
intramurale Mikroinfarkte im Zusammenhang mit kardiovaskuldren Erkrankungen gefunden,

regelrechte Myokardinfarkte sind selten [FOX, 1988].

224 »Hibernating* und ,,stunned*“ Myokard

,Hibernation* und ,,Stunning* kennzeichnen bestimmte Zustinde einer koronaren Herzkrank-
heit [HEUSCH und SCHULZ, 1998].

Ein Myokardinfarkt, verbunden mit einem irreversiblen Verlust der kontraktilen Funktion,
tritt nach einer schweren Ischidmie, die ldnger als 20 bis 40 min andauert, ein. Wenn die myo-
kardiale Ischdmie weniger schwer, aber dennoch lang anhaltend ist, kann das Myokard vital
bleiben, seine kontraktile Funktion ist jedoch chronisch reduziert. Die kontraktile Funktion
normalisiert sich dann nach Reperfusion. Dieser Zustand wird nach RAHIMTOOLA (1985)
als ,,hibernating* Myokard bezeichnet.

Durch Reperfusion kann eine Myokardischdmie beseitigt werden, und eine vollstdndige Er-
holung der kontraktilen Funktion reversibel geschddigten Myokards erfolgt. Die Erholung ge-
schieht jedoch nicht unmittelbar, sondern kann erhebliche Zeit erfordern [HEYNDRICKX et
al., 1975]. KLONER et al. (1981) zeigten an einem 15 miniitigen ,,Hunde-Ischdmie-Model*,

dass liber 72 Stunden nach der Reperfusion noch kontraktile Dysfunktionen im linken

11
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Ventrikel auftraten. Dieses Phidnomen einer postischdmischen Dysfunktion wird als myo-
kardiales ,,Stunning* bezeichnet [BOLLI et al., 1990].

Zusammenfassend sind also ,,hibernating und ,,stunned* Myokard durch einen Zustand re-
versibler, kontraktiler Dysfunktion gekennzeichnet. Im ,,hibernating* Myokard ist die Durch-
blutung reduziert, im ,,stunned* Myokard ist die Durchblutung vollstindig oder nahezu voll-
standig wiederhergestellt [HEUSCH und SCHULZ, 1998].

2.2.4.1 Frithischimische kontraktile Dysfunktion

Die Mechanismen, die eine rasche kontraktile Dysfunktion im akut ischdmischen Myokard
hervorrufen, sind noch weitgehend unklar [GUTH et al., 1993]. Die Anreicherung von an-
organischem Phosphat aus dem Abbau von ATP und Kreatinphosphat ist am ehesten der
zentrale Mediator des frithischdmischen Funktionsverlustes [MARTIN et al., 1998]. Der An-
stieg des anorganischen Phosphates konnte dabei die kontraktile Funktion iiber eine direkte
Bindung an die kontraktilen Proteine, eine Entkoppelung der myofibrilliren ATP-ase-
Aktivitit sowie eine Desensitivierung der Myofibrillen gegeniiber dem freien Kalzium redu-
zieren [HEUSCH und SCHULZ, 1998].

Der wichtigste Mechanismus des ,,short-term hibernating™ Myokards ist die Reduktion der
Kalziumansprechbarkeit, die auf einer Reduktion der maximalen Kraftentwicklung beruht
[HEUSCH et al., 1996].

Des Weiteren findet nach einer akuten Reduktion der Koronardurchblutung eine signifikante
Laktatproduktion, ein Anstieg des koronarvendsen pCO, [FEDELE et al., 1988], eine Re-
duktion des myokardialen Kreatinphosphatgehaltes [HEUSCH et al., 1996; PANTELY et al.,
1990; SCHULZ et al., 1992] sowie eine Abnahme der freien Energie der ATP-Hydrolyse
[MARTIN et al., 1998] statt. Die genannten Parameter erholen sich jedoch allmihlich, trotz
anhaltender regionaler myokardialer Minderperfusion, verringertem Sauerstoffverbrauch und
unverdnderter regionaler kontraktiler Dysfunktion [FEDELE et al., 1988; HEUSCH et al.,
1996; MARTIN et al., 1998; PANTELY et al., 1990; SCHULZ et al., 1992]. Diese Befunde
weisen darauf hin, dass die regionale kontraktile Funktion nach moderater Minderdurch-
blutung abnimmt und damit iiber die Zeit eine partielle Normalisierung Ischimie induzierter
metabolischer Verdnderungen gestattet [HEUSCH und SCHULZ, 1998].

Die Erholung der metabolischen Parameter wihrend andauernder Ischdmie charakterisieren
das ,,short-term hibernating” Myokard. Im Gegensatz zum ebenfalls dysfunktionalen, aber
irreversibel geschiddigten Myokard kann im ,,short-term hibernating* Myokard die kontraktile

Funktion durch eine inotrope Stimulation mit Dobutamin [SCHULZ et al., 1992] oder

12
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Kalzium [HEUSCH et al.,, 1996] gesteigert werden, obwohl die Basisfunktion des
ischamischen Myokards reduziert ist und bleibt.

Die sogenannte Dobutamin-Stre3-Echokardiographie (DSE) erlaubt bei Koronarpatienten die
Beurteilung der Vitalitdt des hibernierenden Myokards, d.h. die Funktionserholung vorherzu-
sagen. Die Steigerung der kontraktilen Funktion wéhrend inotroper Stimulation erfolgt dabei
auf Kosten der metabolischen Erholung. Die Abnahme des myokardialen Glykogens und die
erneute Zunahme der Laktatproduktion, die sich zuvor teilweise normalisiert hatte, legen eine
anaerobe Energiebereitstellung wihrend der inotropen Stimulation nahe. Der erneute Abfall
des Kreatinphosphats bei Steigerung der regionalen myokardialen Funktion weist darauf hin,
dass dieses Energiereservoir rascher genutzt als wieder aufgefiillt wird. Die inotrope
Stimulation kann also offensichtlich wiederum ein Ungleichgewicht zwischen Angebot und
Bedarf ausldsen, das zuvor durch Ischdmie induzierte Abnahme der regionalen kontraktilen

Funktion zumindest teilweise korrigiert worden war [HEUSCH und SCHULZ, 1998].

Ein sehr empfindlicher Prozess liegt in der Friihphase der Ischdmie vor. Wird innerhalb der
ersten Minuten einer Ischidmie, die in ihrer Ausprigung (subendokardiale Durchblutung von
0,17 ml/min/g bzw. transmurale Durchblutung von 0,25 ml/min/g) myokardiales , Hiber-
nating® erlaubt, die Durchblutung weiter reduziert oder der Energiebedarf durch dauernde
inotrope Stimulation anhaltend gesteigert, so wird die Entstehung der myokardialen ,,Hiber-

nation* verhindert, und das Myokard infarziert [HEUSCH und SCHULZ, 1998].

2.2.4.2 Langer andauerndes ,,hibernating* Myokard

Linger andauernde ,,Hibernation* geht mit erheblichen morphologischen Verédnderungen ein-
her. In Biopsien aus dem Myokard von Patienten, die nach einer Bypass-Operation reversible
Dysfunktionen aufwiesen, wurden in den Myozyten eine Verminderung des kontraktilen
Apparates (Myofilamente) mit darauffolgender Anhdufung von Glykogen v.a. perinukleédr und
in der Zellperipherie, ein Verlust des sarkoplasmatischen Retikulums und eine geringgradige
Zunahme des kollagenen Bindegewebes manifest [FLAMENG et al., 1981; BORGERS und
AUSMA, 1995]. ELSASSER et al. (1998) fassen die Fibrose als Folge eines Verlustes der
Herzmuskelzellen im chronischen minderperfundierten Myokard auf. Hier muss bedacht
werden, dass es wahrscheinlich kein einheitliches morphologisches Bild des hibernierenden
Myokards gibt, sondern — je nach AusmaB der Minderdurchblutung — alle Uberginge
zwischen fast normaler Morphologie bis zum Fast-Infarkt moglich sind [HORT und
ARNOLD, 2000]. Elektronenmikroskopisch wurde eine Formverédnderung und Verkleinerung
der Mitochondrien beobachtet.

13
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Die typischen zelluldren Verdnderungen der Kardiomyozyten im linger andauerndem ,,hiber-
nating Myokard sind nicht von degenerativer Natur, sondern es handelt sich hier moglicher-
weise um einen Prozess der Dedifferenzierung [BORGERS et al., 1993; AUSMA et al., 1998;
WIINS et al., 1998]. MARI und STRAUSS (2002) sind der Meinung, dass die zelluldre De-
differenzierung (fetaler Phenotyp) im ,stunned Myokard (reversible, kontraktile Dys-
funktion, bei der die Durchblutung (nahezu) vollstindig wiederhergestellt ist) beobachtet
wird. Dieses Krankheitsphdnomen stellt im menschlichen Herzen den dominierenden Prozess
dar. Hingegen wird im Tiermodell eine zellulire Degeneration mit einem hoheren Fibrosegrad
und einer ldngeren Rekonvaleszenzzeit beobachtet. Diese unterschiedlichen histologischen
Muster sprechen fiir eine zelluldre Entwicklung, die von Dedifferenzierung bis hin zur De-
generation reicht und schlieBlich zur Nekrose und zum Untergang des Gewebes fiihrt, wenn
eine Revaskularisation ausbleibt [MARI und STRAUSS, 2002].

Kardiomyozyten, die einer chronischen Ischdmie ausgesetzt sind, exprimieren ,,smooth
muscle actin®. Die Exprimierung dieses Zellproteins entspricht der der embryonalen Kardio-
myozyten [BORGERS und AUSMA, 1995].

Embryonale Zellen sind durch eine h6here Ischamie-Toleranz charakterisiert. Das embryonale
oder neugeborene Herz weist im Gegensatz zum erwachsenen Herz eine bessere funktionelle
Erholung nach einer Ischdmie auf. In der Studie von KAGIYA et al. (1991) wurde beobachtet,
dass neonatale Myozyten aus dem Herzen von Ratten in der Kultur eine Dysfunktion bei hyp-
oxischen Zustinden aufweisen, die sich nach Reoxygenierung wieder normalisiert.

GRICE et al. (1987) konnten mit ihrer Studie nachweisen, dass sich embryonales Myokard
besser an geringere partielle Sauerstoffgehalte adaptieren kann und Glukose als Energiequelle
dient, die hauptséchlich von Glykogenreserven gewonnen wird.

Embryonale Kardiomyozyten tolerieren hypoxische Zustinde besser, weil die Zellen eine
hohere Glykolyse-Aktivitdt und einen groferen Glykogen-Speicher bei geringer kontraktiler
Funktion aufweisen. In mehreren Studien konnten im embryonalen Myokard hohere Adeno-
sintriphosphat- (ATP) und Adenosinmonophosphat- (AMP) Werte nach einer kurzen (15 bis
60 min) Ischdmieperiode gemessen werden [ABT-ELFATTAH et al., 1986; GRICE et al.,
1987; MASK et al., 1989].

Histologische Verdnderungen einer akuten Ischdmie, wie Mitochondrienzerstorung, Glyko-
genspeicher-Erschopfung (Depletion), zellulires Odem, Pyknose und Nekrose, konnten in der
Studie von AUSMA et al. (1998) nicht beobachtet werden. Es sind 21 Biopsien des linken
Ventrikels von Patienten mit chronisch ,hibernating® Myokard (CHM) histologisch unter-

sucht worden.
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2.2.4.3 Diagnose des ,hibernating“ Myokards

Ein Charakteristikum des ,hibernating“ Myokards ist das sog. ,perfusion-contraction-
matching™ [ROSS, 1991]. Der Nachweis eines ,,perfusion-contraction-matching® (reduzierte
kontraktile Funktion bei reduzierter Durchblutung) kann durch die Positronen-Emmisions-
Tomographie (13-N, 15-O) erzielt werden. Eine gleichzeitige Erfassung der regionalen myo-
kardialen Funktion, z.B. durch Ventrikulographie oder Echokardiographie, ist bei dieser
Technik erforderlich.

Des Weiteren wird mit der Positronen-Emmisions-Tomographie (18-FDG) eine erhohte gly-
kolytische Aktivitit bei reduzierter Durchblutung (,,perfusion-metabolism-mismatch) nach-

gewiesen [HEUSCH und SCHULZ, 1998].

2.2.4.4 Therapie von Koronarverengungen durch perkutane transluminale koronare
Angioplastie (PTCA)

Das Prinzip der PTCA besteht in der Aufdehnung einer Koronargefa3stenose mit Hilfe eines
ballondilatierbaren Stents. Die Stents werden {iber ein Ballonkathetersystem in die Lumen-
engstelle eingebracht und dort durch Aufpumpen des Ballons entfaltet. Die von der Ballon-
dehnung ausgehenden Druckkrifte bewirken eine plastische Verformung des Stents, die zu
einer Umfangs- und Lumenerweiterung der rohrenférmigen GefaBstiitze und des umliegenden
GefaBsegments fiihrt. Nach der Expansion wird der Druck im dilatierten Ballon abgelassen.
Der nicht-kollabierte Stent verbleibt im aufgedehnten Zustand am Einsatzort und der Ballon-
katheter wird zuriickgezogen. Nach den ersten erfolgreichen Dilatationen von Koronararterien
auf diese Weise glaubte man, die GefiaBBerweiterung allein durch eine Kompression des
Plaquematerials zu erreichen [GRUNTZIG et al., 1979]. Die histologische Untersuchung von
Koronararterien obduzierter Patienten zeigte jedoch Einrisse im atherosklerotischen Beet, die
nicht selten bis in die Media hineinreichten. Dariiber hinaus wurden héufig zirkuldre Einrisse
vor allem zwischen atherosklerotischen Plaques und normalen Wandbezirken beobachtet, die
zu relativ ausgedehnten subintimalen oder submedialen Dissektionen fiihren kénnen [BLOCK
et al., 1981; GRAVANIS und ROUBIN, 1989]. Heute weill man, dass der Einrif3 im Bereich
der Stenosestelle einerseits zum normalen Wirkungsmechanismus der erfolgreichen PTCA
gehort, andererseits aber die Schwelle zur Komplikation (akuter bis subakuter GefaBBver-
schluss, chronischer Langzeitverschluss) darstellt [STRAUER, 1991].

Nach BOEKSTEGERS (1995) werden Stents heutzutage vorrangig in der Therapie von

Koronarstenosen eingesetzt. Als Hauptindikationen fiir die koronare Stentimplantation gelten
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akute HerzkranzgefaBBverschliisse, rezidivierende Stenosen nach vorangegangener PTCA

sowie mangelhafter Akuterfolg einer PTCA [GRANT, 1990].

23 Nuklearmedizinische Untersuchungsmethoden

Nichtinvasive Diagnostik beschreibt die Bioverteilung radioaktiv markierter Tracer oder
Pharmaka durch Messung ihrer gewebsdurchdringenden y-Strahlung von auflen. Konkret be-
deutet dies, dass z.B. die Glukoseaufnahme mit dem Glukose-Analogon 18-F-Fluorodesoxy-
glukose, der Fettsdurestoffwechsel mit 123-I-markierten Fettsduren oder die Mikrozirkulation
z.B. mit 201-TI-Chlorid oder mit 99m-Tc-Methoxy-isobutylisonitril regional differenziert in
verschiedenen Myokardabschnitten durch nichtinvasive Messung von aullen erfasst werden

kann [SCHICHA und VOTH, 1994].

2.3.1 Allgemeines

In den letzten 10 Jahren sind zahlreiche invasive und nicht-invasive Technologien zur
Charakterisierung der koronaren Herzkrankheit entwickelt worden. Eine koronare Herz-
krankheit kann mit hoher Sensitivitdt und Spezifitit durch nicht-invasive bildgebende Ver-
fahren entdeckt werden. Die diagnostische Koronarangiographie ist ein etabliertes invasives
Verfahren zur Charakterisierung von Ausmafl und Schweregrad der koronaren Herzkrankheit.
Hierbei werden iiber einen Herzkatheter, der {iber die freigelegte A. brachialis (Methode nach
SONES) oder tiber die A. femoralis (Methode nach JUDKINS) eingefiihrt wird, selektiv die
Kranzarterien des rechten und linken Ventrikels mit Rontgenkontrastmittel dargestellt. Ein
exaktes Abbild des GefaBlumens kann so unter Durchleuchtung auf einem Bildschirm sicht-
bar gemacht werden [MORL, 1989]. Somit ist eine genaue Bestimmung der Lage, Anzahl und
GroBe von Koronarstenosen moglich. Distale GefdBabschnitte sowie ein eventuell ent-
standener Kollateralkreislauf kdnnen angiographisch beurteilt werden.

Analysen der regionalen und globalen Funktion, Perfusion und koronaren Anatomie haben
wichtige diagnostische und prognostische Aussagen bei akuter und chronischer koronarer
Herzkrankheit ergeben. Dennoch bestehen diagnostische Probleme bei der Beurteilung der
Vitalitdit des Gewebes bei Patienten mit fortgeschrittener koronarer Herzkrankheit
[WOLPERS und SCHWAIGER, 1990].

Da zahlreiche groB3 angelegte klinische Studien belegt haben, dass Patienten mit schlechter

linksventrikuldrer Funktion am meisten von einer Revaskularisation profitieren, hat die diag-
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nostische Unterscheidung zwischen infarziertem und ischdmisch geschéddigtem, aber noch
vitalem Myokard, klinisch grofle Bedeutung [MARI und STRAUSS, 2002].

Die Thallium-201-Szintigraphie unter Belastungsbedingungen wird weithin zur Unter-
scheidung von ischdmischen, aber noch vitalen Myokards von Narbengewebe verwandt.
Untersuchungen haben jedoch gezeigt, dass diese Technik das Ausmall der Narbenbildung
iiberschitzt und daher bei der Auswahl von Patienten fiir eine Revaskularisation von
begrenztem Wert ist [BRUNKEN et al., 1987; ELSASSER et al., 1998].

Da die Vitalitit eines Gewebes auf seiner verbleibenden metabolischen Aktivitit zur Energie-
produktion begriindet ist, wurde der Gebrauch von Radio-Pharmaka, die den Herzstoftf-
wechsel charakterisieren konnen, fiir die Definition von vitalem Gewebe vorgeschlagen. Mit
einem solchen Ansatz, in Kombination mit Positronen-Emissions-Tomographie (PET),
[SCHELBERT und BUXTON, 1988] wurde die spezifische Diagnostik von vitalem Myokard

moglich.

2.3.2 Prinzipien der Positronen-Emissions-Tomographie (PET)

Die bildgebende Analyse der myokardialen Anreicherung von Markern durch die PET wird
durch die spezifischen Eigenschaften des Positronenzerfalls begriindet. Das energiereiche
Positron durchdringt das Gewebe und vereint sich mit einem Elektron. Beim Zerfall
(Annihilation) der 2 Partikel umfassenden, atoméihnlichen Struktur entsteht ein Photonenpaar
in einem Winkel von etwa 180° und mit einer Energie von 511 KeV, das durch kolinear an-
geordnete Detektoren, die den ganzen Kdorper umgeben, erfasst wird. (Abb. 2). Diese einzig-
artige Charakteristik der Positronenannihilation wird zur Bildgebung ausgenutzt [HOFFMAN
und PHELPS, 1986].

Das Grundprinzip der kardialen PET ist die Markierung physiologisch aktiver Substrate mit
Positronen emittierenden Radionukliden und die Erfassung von Querschnittsbildern der
Radionuklidverteilung im Herzen nach Injektion der Marker [WOLPERS und SCHWAIGER,
1990].
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Positronen-Emissionstomographie
(PET) - Prinzip

[Neutron]

Positron ® e*

v (511keV) v (511keV) AN

Vernichtungsstrahlung

(2 x 511keV) Koinzidenzmessung

Abb. 2: PET-Prinzip (mit freundlicher Genehmigung von Dr. F. Bengel, Klinik fiir Nuklearmedizin des
Klinikums rechts der Isar in Miinchen)

2.3.2.1 Analyse der myokardialen Durchblutung

Die myokardiale Durchblutung steht in enger Beziehung zum myokardialen Sauerstoffver-
brauch [KHOURI et al.,, 1965]. Daher gestattet die Analyse und Quantifizierung der
regionalen myokardialen Durchblutung eine indirekte Schitzungen des myokardialen Sauer-
stoffverbrauchs. Da sowohl der Antransport als auch der Verbrauch von Substraten den meta-
bolischen Zustand definieren, gestattet die kombinierte Charakterisierung der regionalen myo-
kardialen Durchblutung und der metabolischen Aktivitdt die spezifische Definition von patho-
physiologischen Verdnderungen wihrend myokardialer Ischdmie. Im Rahmen experimenteller
Studien steht eine Reihe von Techniken zur Messung der Durchblutung zur Verfligung (wie
z.B. Mikrosphiren). Obwohl diese Techniken detaillierte Messungen gestatten, sind sie
invasiv und konnen nicht ohne Weiteres auf die klinische Situation iibertragen werden. Im
Vergleich dazu sind nicht-invasive Methoden zur Messung der Koronardurchblutung beim
Menschen ungenau und gestatten in erster Linie nur eine qualitative Analyse. Die Prinzipien
der PET gestatten jedoch eine quantitative, nicht-invasive Messung der regionalen
myokardialen Durchblutung, wie in neueren Untersuchungen belegt wurde [MARI und
STRAUSS, 2002; LUSS et al., 2002]. Die am hiufigsten verwandten Marker zur Messung der
myokardialen Durchblutung sind Rubidium-82 und N-13-Ammoniak, die eine hohe
unmittelbare Extraktionsrate durch das Myokard aufweisen (etwa 80% fiir N-13-Ammoniak

und 60% fiir Rubidium). Rubidium-82 ist ein Kalium-Analog, das mit dem Kalium-Ion
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zumindest partiell den Natrium-Kalium-Transportmechanismus teilt, wihrend N-13-
Ammoniak hauptsédchlich iiber die Glutamin-Synthetasereaktion und ein geringerer Teil liber
die Ketoglutarat-Glutaminsdure-Reaktion zu N-13-Glutamin (N-13-Glut) umgewandelt wird
(Abb. 3) [SCHELBERT, 1981]

— | “h‘era:“MH: FLOW —-—)

3 4 extravasc. compartment

L — .

a-KG —N-GI-A

metabolic compartment
|

*
glutamine synthetase

Abb. 3: Drei- Kompartiment- Modell der Verstoffwechselung von N-13-Ammoniak (nach SCHELBERT
1981)

GI-A = Glutaminsiure, Glut = Glutamin, a- KG = a- Ketoglutarat, Flow = intravasal, extravasc.
compartment= extravaskulidres Kompartiment, metabolic compartment = intrazellulires Kompartiment

2.3.2.2 Analyse des Herzstoffwechsels

Regionale Unterschiede in der myokardialen Durchblutung unter Ruhebedingungen oder Be-
lastung zeigen nicht notwendigerweise eine myokardiale Ischdmie an. In klinischen
Situationen, wie etwa wihrend der Reperfusionsphase, kann eine voriibergehende Dis-
soziation zwischen regionaler Durchblutung und den metabolischen Anforderungen bestehen.
Da Ischdmie eine pathophysiologische Situation auf zelluldrem Niveau darstellt, mag die
Analyse der Zellfunktion durch metabolische Parameter eine myokardiale Ischidmie spezi-
fischer als die Analyse der Durchblutungsparameter anzeigen. Die invasive Charakterisierung
des Herzstoffwechsels durch Bestimmung arteriovendser Blutgasproben ist auf globale
Messungen beschriankt. Die koronare Herzkrankheit betrifft jedoch regionale Perfusions-
storungen. Daher ist eine regionale Definition der Gewebefunktion notwendig, um Ausmal
und Schweregrad der Erkrankung zu analysieren. Die dreidimensionale Datenerfassung durch
die PET gestattet die Analyse regionaler Verdnderungen des myokardialen Substratstoff-

wechsels [WOLPERS und SCHWAIGER, 1990].
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Fluor-18-2-markierte Deoxyglukose (‘*FDG) wird zur nicht-invasiven Analyse der Glukose-
aufnahme verwandt. Es handelt sich hier um ein radiomarkiertes Substratanalog, das wie
Glukose von den Zellen aufgenommen und phosphoryliert wird [GROPLER, 1994].

Diese Technik wurde zuerst von SOKOLOFF et al. (1977) zur autographischen, bildgebenden
Analyse des Hirnstoffwechsels entwickelt und in der Folge zur Messung des Glukosetrans-
ports im Herzen und in anderen Organen verwandt [PHELPS et al., 1978].

FDG markiert die beiden initialen metabolischen Schritte der Glukoseaufnahme und Phos-
phorylierung durch Hexokinase. Das phosphorylierte Produkt wird dann jedoch nicht weiter
durch Glykolyse, Glykogen-Synthese oder den Pentose-Phosphat-Zyklus verstoffwechselt. Da
die Dephosphorylierung von FDG-6-Phosphat im Herzen langsam ist, bleibt FDG-6-Phosphat
im Wesentlichen im Myokard gespeichert und akkumuliert proportional zum Glukose-

transport (Abb. 4).

——
] . Glykogen
intrazellulir
- ]I
Hexokinase FDG-1-Phosphat
T Tx
Lo EFDG-6-
1' FDG " FDG-6-Phosphat =JE>  Phosphe-
¥
RN glﬂkﬂﬂﬂ-
Ky * lakion
F-Frukiose-6-Phosphat ﬂ
Glukose- Glukose-6 P
transporier- Jl HRIP
protein Glykolyse Shunt
—_— F_\_-_-—ﬂ—_.___\___-

Abb. 4: Myokardialer "*FDG- Stoffwechel (nach PHELPS et al., 1978)

Im Vordergrund der Myokard-PET mit FDG steht der Vitalitdtsnachweis. Diese Methode gilt
momentan als ,,golden standard* zum Nachweis von Narbe bzw. Restvitalitit [SCHICHA und

VOTH, 2000].
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233 Magnetresonanztomographie (MRT)

Die Magnetresonanztomographie (MRT) wird in der diagnostischen Kardiologie zur Beur-
teilung der Wandbewegung (linksventrikulire Pumpfunktion), der Perfusion und als Vita-
litdtsnachweis eingesetzt [BAER et al., 1992; FEDELE et al., 1994]. Im Gegensatz zu den
beiden erst genannten Untersuchungsparametern gehdrt gegenwirtig die quantitative Per-
fusionsmessung noch nicht zur klinischen Routineuntersuchung. Von Vorteil bei dieser
Technik ist nicht nur die geringe Belastung des Patienten und des Untersuchers, sondern

hauptséchlich die dreidimensionale Abbildung des Koronarsystems [VAN ROSSUM, 1997].

234 Metabolische Verinderungen im ischimischen Myokard

Die myokardialen Energiespeicher reichen fiir etwa 10 Herzschldge nach experimentellem
Koronararterienverschluss, wobei die myokardiale kontraktile Funktion rasch abnimmt. Die
begleitenden metabolischen Verdnderungen im Myokard umfassen eine Storung der Fett-
sdureoxidation, einen Glykogenabbau und eine gesteigerte Glykolyse. Zyklisches Adenosin-
Monophosphat akkumuliert frith im ischdmischen Gewebe, und der Mangel an Sauerstoff
hemmt den oxidativen Fettsdurestoffwechsel. Diese Hemmung fiihrt in der Folge sowohl zur
Aktivierung des Glykogenabbaus als auch zu einer gesteigerten Glukoseaufnahme und
Glykolyse [WOLPERS und SCHWAIGER, 1990].

Die Beziehung zwischen Restdurchblutung, anaeroben und aeroben Stoffwechsel und Vitali-
tiat der Zellen wurde mit verschiedenen metabolischen Markern im Tierversuch untersucht.
Experimente mit FDG haben eine eindrucksvolle Abhingigkeit der FDG-Akkumulation von
der Restdurchblutung im Zentrum des ischiimischen Gewebes und in der Ubergangszone
zwischen normalem und ischdmischem Gewebe wihrend eines akuten Verschlusses des
Ramus interventricularis anterior der linken Koronararterie beim Hund ergeben [KALFF et
al., 1989; RUSSELL et al., 1989]. Wahrend der Glukosestoffwechsel und die Durchblutung in
normalem Myokard korrelieren, ist die FDG-Aufnahme im Verhéltnis zur Durchblutung in
den ischdmischen Zonen iiberproportional gesteigert. Diese Befunde belegen eine beschleu-
nigte Glykolyse wahrend milder und méBiger Ischamie. Die FDG-Aufnahme war jedoch in
den Regionen mit schwerer Ischdmie, d.h. einer Restdurchblutung unterhalb von 20% des
Ausgangswertes, stark vermindert. Diese Daten weisen auf einen Schwellenwert der Durch-
blutung fiir die Aufrechterhaltung der Glykolyse hin. Die empfindliche Kopplung zwischen
ischdmischer Durchblutung und aufrechterhaltenem Glukosestoffwechsel mag das Aus-
waschen von Laktat und anderen schidlichen Metaboliten, die die Glykolyse behindern,

wiedergeben. Auf der anderen Seite mag die anaerobe Produktion energiereicher Phosphate
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bei reduziertem Angebot von exogener Glukose zu niedrig sein, um den Energiebedarf zu
decken, der fiir das Uberleben der Zelle notwendig ist. Der Befund, dass die FDG-Aufnahme
und damit die restliche metabolische Aktivitit jenseits einer kritischen Durchblutungs-
schwelle rasch abfillt, macht deutlich, dass geringfligige Verdnderungen der Durchblutung
von &dullerster Bedeutung fiir die Aufrechterhaltung der Gewebevitalitit sein konnen
[WOLPERS und SCHWAIGER, 1990].

In einem tierexperimentellen Modell des myokardialen ,,stunning* erwies sich das Ausmal
der restlichen Kollateraldurchblutung im ischdmischen Territorium als die entscheidende De-
terminante fiir die funktionelle Erholung wahrend der Reperfusion [BOLLI et al., 1988].
Ausgeprigte metabolische Storungen, die durch die PET entdeckt wurden, konnten nach 3 h
Ischdmie in einem chronischen Modell am Hund aufgezeigt werden [SCHWAIGER et al.,
1985]. Eine verzogerte funktionelle Erholung ging mit anhaltenden Verdnderungen der C-11-
Palmitat-Kinetik {iber einen Zeitraum von bis zu einer Woche einher. C-11-Palmitat wurde in
zahlreichen experimentellen und klinischen Studien zur nicht-invasiven Charakterisierung des
myokardialen Fettsdurestoffwechsels eingesetzt [SOBEL et al., 1977; KLEIN et al., 1979;
GOLDSTEIN et al., 1980; SCHELBERT et al., 1982; SCHELBERT et al., 1983; SOBEL et
al., 1984; SCHWAIGER et al., 1985]. Unter physiologischen Bedingungen stellt Palmitat
etwa 25 bis 30% der zirkulierenden Fettsduren dar, und seine Oxidation ist fiir etwa 50% der
myokardialen Energieproduktion verantwortlich [ROTHLIN und BING, 1961; BERGMANN
et al,, 1985]. Die anhaltenden Verdnderungen der C-11-Palmitat-Kinetik im chronischen
Hundemodell sprechen fiir eine Reduktion der Fettsdureoxidation. Diese Reduktion korreliert
mit einer regionalen Steigerung der FDG-Aufnahme und legt damit eine Verlagerung des
Substratstoffwechsels im reperfundierten Myokard nahe.

Vergleichende histochemische Untersuchungen zeigen, dass die FDG-Aufnahme nur im
reversibel geschadigten, nicht aber im nekrotischen Myokardgewebe gesteigert ist [SOCHOR
et al., 1987]. Da die FDG-Aufnahme nicht zwischen oxidativer oder nicht-oxidativer Glu-
koseverwertung unterscheidet, wurden zusdtzlich in dem selben Modell Untersuchungen mit
C-14-markierter Glukose durchgefiihrt. Diese biochemische Untersuchung ergab eine an-
haltende nicht-oxidative Glukoseverwertung nach 24 h Reperfusion, die sich in einer betrécht-
lichen C-14-Laktatproduktion niederschlug [SCHWAIGER et al., 1989]. Die regionale Stei-
gerung der Glukoseverwertung fiihrte jedoch auch zu einer gesteigerten C-14-Kohlendioxid-
produktion und zeigt damit, dass auch der oxidative Glukosestoffwechsel im reperfundierten
Myokard gesteigert ist. Diese Daten legen die Koexistenz verschiedener Grade einer

zelluldren Schéddigung in einem reperfundierten Territorium nahe. Eine anhaltende anaerobe
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Glykolyse kann dann in den am stdrksten geschadigten ischdmischen Zellen auftreten,
wihrend eine vorzugsweise oxidative Glukoseverwertung einen mittelgradigen Schiadigungs-

wert wiedergibt, bei dem die Fettsdureoxidation beeintrichtigt ist.

2.3.5 Glukosetransporter (GLUT)

Der Herzmuskel hat die Moglichkeit, abhidngig von der Belastung, aus verschiedenen
Substraten ,,Energie” zu gewinnen [DEPRE et al., 1998; DEPRE et al., 1999]. In der ,,Ruhe-
phase werden von den Myozyten bevorzugt Fettsduren verstoffwechselt, jedoch gewinnt die
Glukose als Energiequelle bei Ischimie, Insulin- oder Katecholaminstimulation oder bei ver-
mehrter Herzleistung an Bedeutung.

In verschiedenen Studien beobachtete man bei chronischer kardialer Uberbelastung und
Hypertrophie des Herzens eine Kompensation der Minderdurchblutung durch einen erhéhten
Glukosestoffwechsel [FRIEHS et al., 1999; LIAO et al., 2002].

Durch spezifische Glukosetransporter (GLUT) gelangt Glukose in die Kardiomyozyten
[MUECKLER, 1990; MANCHESTER et al., 1994]. Der im Herz dominierende GLUT 4 ist
hauptsichlich in intrazelluldren Vesikeln gespeichert und transloziert bei Insulin- oder Kate-
cholaminstimulation, Ischdmie und Hypoxie zur Plasmamembran [SLOT et al., 1991; SUN et
al., 1994; BROSIUS et al., 1997; FISCHER et al., 1997]. Etwa 50% des GLUT 1 ist im
Herzen auf der Plasmamembran lokalisiert und fiir den basalen Glukosetransport
verantwortlich. Aber auch bei einer Insulinausschiittung oder einer chronischen Ischdmie wird
GLUT 1 aus den intrazelluldren Speichern zum Sarkolemm geschleust [FISCHER et al.,
1997; YOUNG et al., 1997; EGERT et al., 1999]. In einer Studie von BROSIUS et al. (1997)
konnte eine erhohte GLUT 1-mRNA-Expression sowohl in hibernierenden Myokardarealen
von Patienten mit einer koronaren Herzkrankheit (KHK), als auch in einer Zellkultur mit
chronisch hypoxischen, neonatalen Kardiomyozyten von Ratten beobachtet werden. Dem
zufolge werden bei einer akuten myokardialen Ischdmie hauptsidchlich GLUT 4- Molekiile
aus intrazelluliren Kompartimenten auf die Plasmamembran verlagert, wahrend eine langer
andauernde Ischdmie eine erhohte GLUT 1-mRNA-Expression induziert.

Die Ergebnisse einer Studie von SIMOES et al. (2003) bestdtigen diese Erkenntnisse weit-
gehend. Méuse ohne GLUT 4-Gen zeigten erst nach ca. 60 Minuten eine erhohte FDG-Auf-
nahme nach Insulininjektion, hingegen war bei den Kontrolltieren bereits kurz nach der
Insulininjektion eine 3,5-fache Erhéhung des Glukoseanalogs FDG im PET zu messen. Hier

wird einerseits deutlich, dass GLUT 4 der wichtigste insulininduzierte Transporter ist, und
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dass andererseits GLUT 4 anscheinend zu einem gewissen Teil durch GLUT 1 kompensiert
werden kann.

Es wird angenommen, dass die Glykolyse eine wichtige Rolle als ,,Schutzmechanismus*
wiahrend einer Ischimie oder im Herzinfarktgeschehen spielt [BROSIUS et al., 1997;
APSTEIN, 1998; KUDE]J et al., 2002] und letztendlich dem Zellenuntergang entgegen wirken
kann. Diese Erkenntnisse unterstreichen die Notwendigkeit nach weiteren Forschungen auf
dem Gebiet des kardialen Glukosestoffwechsels und seiner Mechanismen, um die Entwick-
lung von neuen Therapiestrategien voranzutreiben [FARTH-ORDOUBADI und BEATT,
1997; TAEGTMAEYER, 2002].
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3 EIGENE UNTERSUCHUNGEN

31 Zielsetzung

Die vorliegende Arbeit ist Teil eines GroBprojektes, in dem ein besseres Verstindnis der
pathophysiologischen Stoffwechselvorgénge bei koronarer ischdmischer Herzerkrankung er-
langt werden soll, speziell auf dem Gebiet des Glukosestoffwechsels.

Die Arbeit beinhaltet die makroskopischen und histologischen post mortem- Untersuchungen,
die eine wesentliche Erginzungmethode zur Diagnose des hibernierenden Myokards dar-
stellen. Die Expression des a-SMA der Myofibroblasten sowie der hochspezifische Marker
(CD3-Antikorper) von T-Zellen werden immunhistologisch nachgewiesen. Des Weiteren
werden der Fibrosegrad des Myokards mit Hilfe der Elastica van Gieson-Fiarbung und die
Glykogeneinschliisse der Zelle (PAS-Farbung) untersucht.

Die Stent-Beschaffenheit und der Lumenquerschnitt sowie die exakte Platzierung (Modell)
des Stents in die LAD beim Schwein wurde im Rahmen einer Studie von VON DEGENFELD
et al. (2002) entwickelt und durchgefiihrt. Es wurden bereits In-vivo-Untersuchungen beim
Schwein durchgefiihrt.

In zahlreichen klinischen wie experimentellen Untersuchungen mittels Positronen-Emissions-
Tomographie (PET) konnte eine erhohte Aufnahme des Glukoseanalogs Fluor-18-Deoxy-
glucose ("*FDG) in ischdmischen Herzregionen festgestellt werden (KALFF et al., 1992). In
der eigenen Studie werden die PET und das MRT zum Vitalitdtsnachweis des Myokards im
Bereich der LAD, und in Kontrollregionen, herangezogen. Die Auswertungen dieser Messung
werden im Rahmen des GroBprojektes von SIMOES durchgefiihrt.

Die gewonnenen Erkenntnisse sollen zu einer individuell verbesserten Diagnosemdglichkeit
von Veridnderungen im Myokard des Patienten fiihren. Dariiber hinaus konnte aufgrund der
neuen Erkenntnisse eine Therapie der Erkrankung moglicherweise individueller gestaltet
werden.

Eine Arbeit mit molekularbiologischen Schwerpunkten wird im Rahmen dieses Grofprojektes
von PRAUSS (in Vorb.) angefertigt.

Das Tierversuchsvorhaben wurde gemill § 8 des Tierschutzgesetzes vom 27.04.1993 durch

die Regierung von Oberbayern genehmigt.
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3.2 Material und Methoden

3.2.1 Versuchstiere und deren Haltung

Die Untersuchungen werden an 16 klinisch gesunden, weiblichen Schweinen der Deutschen
Landrasse Hybrid mit einem Durchschnittsalter von 14 Wochen und einem durchschnittlichen
Korpergewicht von 35 kg (Schwankungsbreite: 32-45 kg) durchgefiihrt.

Die Tiere stammen aus einem staatlich anerkannten Zuchtbetrieb.

Sie werden drei Tage vor Versuchsbeginn aus dem Zuchtbetrieb in den Tierbereich des Insti-
tutes verbracht. Die Haltung erfolgt in Einzelboxen in einer Grofe von ca. 3 qm. Die Boxen
sind so konzipiert, dass die Tiere Sicht- und Geruchskontakt zu Artgenossen haben. Das Stall-
klima wird durch Zwangsbeliiftung geregelt. Die Raumtemperatur betrdgt 18 bis 21 °C, die
relative Luftfeuchtigkeit liegt bei 50 bis 70 %. Beleuchtet werden die Boxen mit maximal 500
Lux im geregelten Tag-Nacht-Rhythmus. Die Fiitterung erfolgt mit speziellem Schweinefutter
ad libitum in pelletierter Form, Wasser ist jederzeit verfiigbar.

24 Stunden vor der Operation erhalten die Tiere kein Futter mehr, Wasser kann weiterhin ad
libitum aufgenommen werden.

Wihrend der gesamten Versuchsdauer verbleiben die Tiere in den Stallungen des Institutes.

Eine tierirztliche Uberwachung der Schweine erfolgt téglich.

3.2.2 Zeitplan (siche auch Flussdiagramm Abb. 5, Seite 29)

Insgesamt werden 16 Tiere fiir den Versuch eingesetzt. Vorversuche sind in diesem Fall nicht
notwendig, da der Operateur selbst im humanmedizinischen Bereich routinemifig intra-
koronare Stentimplantationen durchfiihrt und Erfahrung beziiglich optimaler Implantations-
technik hat. Dieser Umstand trdgt auBBerdem zur Minimierung der fiir eine statistische Aus-
wertung notwendigen Tierzahl bei, da nur eine vergleichsweise geringe Anzahl von tech-
nischen Zwischenfillen zu erwarten ist.

Die Untersuchungen gliedern sich in 2 Gruppen:

Gruppe 1: Ischdmiemodell zum Zeitpunkt 1 Woche nach Versuchsbeginn

Gruppe 2: Linger andauerndes Ischdmiemodell zum Zeitpunkt des Versuchendes (nach 4

Wochen)
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Um chronisch ischdmische Regionen im Myokard zu generieren, wird ein vorpréiparierter
Stent mit initialem Stenosegrad von 75% in den Ast der linken Koronararterie im Ramus
interventricularis paraconalis (im Folgenden als LAD bezeichnet) implantiert.

Es wird darauf geachtet, den Stent in relativ gestreckt verlaufenden GefdBabschnitten zu
platzieren, um eine komplikationslose Implantation zu gewihrleisten und mdoglichst gleich-
artige rheologische Bedingungen zu erhalten.

Eine Woche nach der Stentimplantation werden die Storungen der Wandbewegung echo-
kardiographisch kontrolliert, die Tiere der Gruppe 2 werden zu diesem Zeitpunkt im MRI
untersucht. Zur Stentimplantation {iber einen Herzkatheter wird vor und nach der Implantation
eine Angiographie mit Bilddokumentation durchgefiihrt. Des Weiteren werden arterielle Blut-
proben vor der Stentimplantation, vor und nach der Positronen-Emissions-Tomographie und
bei Gruppe 2 noch am Tag 8 vor der MRI- Untersuchung entnommen. Folgende Blut-
parameter sind zu erheben: Glukose, Insulin, Laktat im Plasma und die freien Fettsduren im
Serum.

Ziel dieses Teils der geplanten Studie ist es, Stoffwechseluntersuchungen des Myokards zu
zwei Zeitpunkten durchzufiihren, an denen noch kein vollstindiger Gefdlverschluss vorliegt
und noch kein tddlicher Myokardinfarkt aufgetreten ist, aber bereits gravierende Wandbe-
wegungsstorungen und/oder Wandverdickungen vorhanden sind und auf Stoffwechsel-
anpassungen an eine Minderperfusion schlielen lassen:

Gruppe 1 wird zum Zeitpunkt eine Woche nach Versuchsbeginn untersucht, Gruppe 2 zum
Zeitpunkt einer fortgeschrittenen Gefél3stenose nach 4 Wochen. Nach diesen Zeitrdumen wird
eine Kontrollangiographie der Herzkranzgefif3e mit Bilddokumentation durchgefiihrt und die
Tiere zum Positronen-Emissions-Tomographen transportiert, in dem das Glukoseanalog
"EDG und der Durchblutungsparameter °NH; gemessen werden.

Hierauf erfolgt die Totung des Versuchstieres, die Sektion mit Offnung des Thorax und Herz-
entnahme.

AnschlieBBend erfolgt eine Spiilung der Herzkammern mit einem Eis-Phosphat buffered saline
(PBS)-Gemisch, nachdem die Koagel durch Vorspiilung im gekiihlten PBS entfernt wurden.
Es werden ca. 1,5 cm dicke koronare Schnitte angefertigt, die bei —70°C fiir molekularbio-
logische Untersuchungen aufbewahrt werden.

Daneben werden von allen Tieren paraffineingebettete transmurale Myokardproben histolo-

gisch untersucht.
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Die molekularbiologischen Untersuchungen (Quantifizierung der Expression von Glukose-
transportern und der Hexokinase II auf Ebene der Proteine und der mRNA im Herzmuskel)

sind Gegenstand der Arbeit von PRAUS und STICKEL (in Vorb.).
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Versuchsbeginn

klinische Untersuchung, Pramedikation
(Acetylsalicylsdure 100 mg/Tier und Clopidogrel 300 mg/Tier per o0s)
Narkose und operative GefaB3praparation

v

Blutentnahme
Heparin 20.000 IE/Tier und Acetylsalicylsdure 500 mg/Tier intravends

Koronare Angiographie (Ausgangsstatus)

Stentimplantation

v

Koronare Angiographie (nach Implantation)
Narkoseende

v

tagliche klinische Untersuchung und
Medikation (Acetylsalicylsdure 100 mg/Tier, Clopidogrel 75 mg/Tier, Heparin 5000 IE/Tier)

Gruppe 1 (n=6) / \ Gruppe 2 (n=10)

Tag 7: Narkose, Blutentnahme, Angiographie Tag 7: Narkose, Blutentnahme
und PET Angiographie, Ultraschall und MRT
Narkoseende

| |
tgl. klinische Untersuchung, Medikation
(bis Tag 21: Acetylsalicylsdure 100 mg/Tier,
Clopidogrel 75 mg/Tier, Heparin 5000 IE/Tier)
Euthanasie

Tag 28: Narkose, Blutentnahme, Angiographie
und PET

Euthanasie

'

Sektion und Prgbenentnahme
Mafinahmen nach Ende des Versuchszeitraums:
Pathologisch- anatomische und histologische Probenaufbereitung

Untersuchung der angefertigten Priparate, Dokumentation, statistische Auswertung

Abb. 5: Versuchsplan
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3.2.3 Versuchsdurchfiihrung

Tabelle 2: Versuchsplan, tabellarisch dargestellt

Nr | Schwein Gewicht | Stent- MRI/Ultraschall | PET/Ultraschall | Euthanasie

(Ohrmarke) | [kg] implantation | am Tag 8 am Tag nach [Tag]
am Tag 0 7 bzw. 28

1 |23165 39 X Tag 7 7

2 | 23129 36 X Tag 7 7

3 23243 34 X Tag 7 7

4 23192 35 X T (Tag 1)

5 |5146 36 X Tag 7 7

6 | 23242 35 X Tag 28 28

7 | 23507 35 X Tag 7 7

8 | 23712 45 X X Tag 28 28

9 |29 34 X X T (Tag 8)

10 | 24271 32 X X Tag 28 28

11 | 24494 35 X T (Tag5)

12 | 24464 33 X X Tag 28 28

13 | 24699 38 X T (Tag 8)

14 | 24581 33 X X T (Tag 8)

15 | 24977 32 X X Tag 28 28

16 | 26842 35 X T (Tag 2)

Schwein Nr. 4, 9, 11, 13, 14 und 16 sterben vor Versuchsende

3.2.3.1 Priparation des Gefif} verengenden Stents

Stents sind rohrenférmige mechanische Stiitzen, die normalerweise dem Offenhalten von Ge-
faBen bei einem drohenden Verschluss dienen.

In der vorliegenden Studie soll ein solcher Stent nicht zur Erweiterung des GefdBBlumens,
sondern zu seiner Verengung fiihren. Dazu verwendet man einen kommerziell erhéltlichen
Stent. Der Jostent® Coronary Stent (Fa. Jomed GmbH, Deutschland) wird mit einer scharfen
Schere unter dem Mikroskop auf einer Lénge von 13 mm durchtrennt, wobei die Drahtenden
umgebogen oder abgeschnitten werden, um eine Perforation des Ballons zu vermeiden. Der
Stent wird auf eine weille Kaniile gesteckt und in die Lange gezogen, um den Durchmesser
von 1,5 mm als innere Normgrofe zu erreichen. In der Mitte des Stents wird zweimal ein
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Faden (Prolene® 5/0, Fa. Ethicon GmbH, Norderstedt) gebunden, der mit Knoten fixiert wird
(Abb. 6a). Mit dieser Ligatur soll eine Teilstenose im Stent erreicht werden. Anschliefend
wird der Stent auf den Ballon (20 mm lang, 3,0 mm Durchmesser) aufgebracht, der mit 0,5-
1,0 atm leicht geblockt wird, um ein Abrutschen des vorpriparierten Stents zu vermeiden

(Abb. 6b). Somit wird ein initialer Stenosegrad von 75 % angestrebt.

Abb. 6a: Stent auf Kaniile Abb. 6b: Stent auf dem Ballonkatheter

3.2.3.2 OP-Vorbereitung

Drei Tage vor Versuchsbeginn werden die Tiere vom Zuchtbetrieb in die Stallungen des Insti-
tutes verbracht. Dort erfolgt eine klinische Allgemeinuntersuchung unter besonderer Beriick-
sichtigung von Herz-Kreislauf-System und Atmungsapparat.

Um das Koagulationsrisiko zu minimieren und die Thrombosebildung im Bereich des Stents
zu vermeiden, erhalten die Tiere zur Hemmung der Thrombozytenaggregation tiglich 100 mg
Acetylsalicylsdure (Aspirin®, Fa. Bayer, Leverkusen) und 300 mg Clopidogrel (Iscover®, Fa.
Bristol-Myers Squibb Pharma EEIG, GrofB3britannien) per os.

3.2.3.3 Anaisthesie

Eine halbe Stunde vor Narkoseeinleitung erhalten die Tiere zur Sedation intramuskulidr Aza-

peron 2 mg/kg KG (Stresnil®, Fa. Janssen GmbH, Neuss), Ketaminhydrochlorid 10 mg/kg
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KG (Narketan®, Fa. Chassot GmbH, Ravensburg) und Atropinsulfat 0,5 mg/Tier in einer
Mischspritze. Bei ausreichender Sedation nach ca. 15-20 Minuten erfolgt die Einleitung der
Narkose durch intravendse Injektion von Narcobarbital (Eunarcon®, Fa. Pharmacia &
Upjohn, Erlangen) in einer Dosierung von 10 bis 15 mg/kg KG iiber einen Venenverweil-
katheter (Veflon TM Pro, 1,1x 32 mm, Fa. Becton Dickinson, Helsingborg, Sweden) in eine
der Ohrrandvenen (Vena auricularis lateralis).

Nach endotrachealer Intubation (Magall-Tubus @ 6,5-8, Fa. Riisch, Waiblingen) erhalten die
Schweine zur antibiotischen Prophylaxe Cephalosporin (Cefuroxim 750, Fa. Brahms Arznei-
mittel GmbH, Wiesbaden) intravends, um einen ausreichend hohen Antibiotikaspiegel intra
operationem zu erzielen.

Anschliefend wird das Tier in den Operationsraum gebracht, in Riickenlage auf dem OP-
Tisch fixiert und an das Beatmungsgerdt (Driger Servo Ventilator 900B, Fa. Siemens AG,
Liibeck) zur kontrollierten Beatmung angeschlossen.

Praoperativ wird, um eine ausreichende Analgesie zu erhalten, Fentanyldihydrogencitrat
(Fentanyl-Janssen®, Fa. Janssen GmbH, Neuss) im Bolus ca. 0,025 mg/kg KG intravends
appliziert.

Wihrend der Stentimplantation wird eine totale intravendse Andsthesie mit Propofol
(Disoprivan® 2%, Fa. Astra Zeneca GmbH, Wedel) iiber einen Perfusor (Perfusor® Secura,
Fa. B.Braun) durchgefiihrt. Zur Narkoseaufrechterhaltung liegt die Dosierung in der Regel
zwischen 6 bis 12 mg/kg KG/h (8 bis 15 ml/h). Die Dosierung wird individuell der Reaktion
des Tieres angepasst.

Die Flissigkeitssubstitution erfolgt intra operationem mit Ringerlosung (Delta Pharma
GmbH, Boehringer Ingelheim, Pfullingen) in einer Dosierung von ca. 10 ml/kg KG/h.

Die Narkosetiberwachung erfolgt durch EKG (Lucius und Baer GmbH, Geretsried), Pulsoxi-
metrie (Lifestat 1600, Fa. Physio Control Corporation, Redmond USA), Atemgasmessung
(Capnomac Ultima, Fa. Datex, Helsinki, Finnland) sowie arterielle Blutdruckkontrolle
(HBV20, Fa. Biotronik- MeB- und Therapiegeridte GmbH, Berlin).

Zu Anisthesieende werden die Tiere mit reinem Sauerstoff beatmet und mit Einsetzen des
Schluckreflexes extubiert, in Einzelboxen aufgestallt und bis zur vollstindigen Rekon-
valeszenz permanent iliberwacht. Erst ungefdhr 12 Stunden nach Narkoseende wird die

Fiitterung wieder aufgenommen.

3.2.3.4 Operatives Vorgehen zur Stentimplantation

Bei dem in Riickenlage ausgebundenem Schwein wird die linke Halsseite rasiert, mit einer

Alkohol-Jod-Losung (Kodan®, Fa. Schiilke und Mayr GmbH, Norderstedt) desinfiziert und
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steril abgedeckt. Die Hautinzision erfolgt an der linken ventralen Halsseite auf einer ge-
dachten Verbindungslinie zwischen Kieferwinkel und Manubrium sterni.

Die A. carotis communis sinistra wird freipripariert und nach SELDINGER- Technik eine 7-
French-Gefialschleuse (Terumo®, Frankfurt/Main) angelegt, die mit einem Faden (Vicryl® 3-
0 USP, runde, atraumatische Nadel, Fa.Ethikon GmbH, Norderstedt) an das umliegende
Muskelgewebe fixiert wird.

Nach intravendser Gabe von 20.000 IE Heparin (Liquemin® N 25 000, Fa. Hoffmann- La
Rosche AG, Grenzsach- Wiihlen) und 500 mg Acetylsalicylsdure (Aspisol®, Fa. Bayer Vital,
Leverkusen) als Antikoagulans wird unter Durchleuchtungskontrolle (Exposcop 7000, Fa.
Ziechm GmbH, Niirnberg) ein Judkins-Right-3,5-Fiihrungskatheter (Fa. Cordis, Haan) {iber
den Truncus brachiocephalicus eingefiihrt und das linke Koronarostium im Bulbus aortae
sondiert. Um den Fiihrungskatheter am richtigen Ort zu platzieren, wird ein 0,035-inch-
Fiihrungsdraht (Fa.Cordis, Haan) verwendet. Zur leichteren Orientierung und zur Uber-
priifung der Lage der Herzkatheterspitze injiziert man durch den Katheter ein Kontrastmittel
(Imeron® 300, Fa. Byk Gulden, Konstanz).

Im Weiteren wird mit einem diinnen 0,014-inch-Fiihrungsdraht (Fa.Cordis, Haan), der iiber
den platzierten Fithrungskatheter eingefiihrt wird, der linke Ramus interventricularis para-
conalis (LAD) sondiert.

Ein der GefaligroBe entsprechender Ballonkatheter vom Typ Express (3,0 oder 3,5 express®,
Fa. Boston Scientific, Ratingen) wird im deflatiertem Zustand mit aufgesetztem modi-
fiziertem Stent (siche Kap. 3.2.3.1) iiber den Fiihrungsdraht in die LAD distal des ersten
GefaBabganges vorgeschoben. Nun erfolgt die Aufdehnung des Ballons mit Hilfe eines Dreh-
inflators (Intellsystem R25, Merit Medical, Ireland) bei durchschnittlich 16 atm. Die korrekte
Position und Expansion des Stents wird angiographisch unter Durchleuchtung gepriift und
dokumentiert.

Nach erfolgter Stentimplantation wird der Katheter gezogen, die Gefdllschleuse aus der A.
carotis communis sinistra entfernt und die Punktionsstelle ligiert. Der Wundverschluss erfolgt
zweischichtig durch fortlaufende Unterhautnaht (3-0 Vicryl®, Fa. Ethikon GmbH, Norder-
stedt) und Einzelheft- Hautnaht (2-0 Prolene®, Fa. Ethikon GmbH, Norderstedt).

3.2.3.5 Postoperative Versorgung

Die Tiere erhalten zur postoperativen Schmerzlinderung wihrend der Aufwachphase
langsam intravenos 20 bis 50 mg/kg KG Metamizol (Novalgin®, Fa. Aventis Pharma GmbH,
Bad Soden am Ts.) in 10 ml physiologischer Kochsalzlosung verdiinnt und am 1. bis 3. Tag 4

mg/kg KG Carprofen (Rimadyl®, Fa. Pfitzer, Karlsruhe) per os.
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Weiterhin wird als Antikoagulans den Schweinen niedermolekulares Heparin (Fraxiparin®,
Fa. Sanofi-Synthelabo GmbH, Berlin) 5000 IE subkutan gespritzt. Am darauffolgenden Tag
beginnt die tdgliche Medikation von 100 mg Acetylsalicylsdure (Aspirin® 100, Fa. Bayer,
Leverkusen) und 75 mg Clopidogrel (Iscover®, Fa. Bristol-Myers Squibb Pharma EEIG,
GrofBbritannien) per os. 5000 IE Heparin (Fraxiparin®, Fa. Sanofi-Synthelabo GmbH, Berlin)
werden subkutan iiber einen Zeitraum von 7 (Gruppe 1) bzw. 21 Tagen (Gruppe 2)

verabreicht. Des Weiteren wird téglich eine klinische Untersuchung der Tiere durchgefiihrt.

3.2.3.6 Operatives Vorgehen fiir Untersuchungen im PET und im MRT

Es wird in die zweite A. carotis (re. Halsseite) und in die A. femoralis eine Schleuse einge-
legt und eine Angiographie erfolgt. Zur Durchfiihrung der Angiographie und der MRT (Tag 8
post Stentimplantation) und PET nach Ablauf des Versuchszeitraums von 7 Tagen (Gruppe 1;
n = 5) bzw. 28 Tagen (Gruppe 2; n = 5) nach der Implantation des vorpriparierten Stents
werden die Tiere, im Anschluss an einer klinischen Untersuchung, erneut entsprechend der im
Kapitel 3.2.3.3 bereits beschriebenen Vorgehensweise andsthesiert. Wahrend der MRT- bzw.
PET-Untersuchung wird unter kontrollierter Beatmung die Anésthesie zusdtzlich per inhala-
tionem mit einem Triagergasgemisch aus Lachgas und Sauerstoff im Verhiltnis 2:1 und 0,8
bis 1 Vol % Isofluran (Forene®, Fa. Abott GmbH, Wiesbaden) fortgefiihrt.

Um Kontamination durch Urin wéhrend der ca. 3-stiindigen Tomographie (PET) zu ver-
meiden, wird den Tieren zuvor ein Blasenkatheter gelegt.

Die Durchfiihrung der koronaren Angiographie, zur visuellen Beurteilung des Grades der

Gefalistenose, entspricht im Allgemeinen der im Kapitel 3.2.3.4 beschriebenen Technik.

3.2.3.7 Vitalititsnachweis mit der Positronen Emissions Tomographie (PET)

Nachdem das Tier in den Ganzkorper-Scanner (CTI/ECAT 951R/31, Fa. Siemens/CTI) des
Tomographen verbracht ist, beginnt die dynamische Messung:

= intravendse Applikation (30 sec.) des Radiopharmakas (20 mCi *NH3)

= dynamische Messungen von 12x10 sec., 6x30 sec. und 3x300 sec

*= ecine halbe Stunde spiter intravendse Applikation des Radiopharmakas (10 mCi

BFDG)

» erneute dynamische Messung
Nach Beendigung der Untersuchung werden mit einem Computerprogramm die Ergebnisse
analysiert und ein dreidimensionales Bild des Herzens rekonstruiert. Somit ist eine Inter-

pretation der Verteilung der Radiopharmaka moglich (Abb.7).
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Abb. 7:Schema zur PET-Rekonstruktion (mit freundlicher Genehmigung von Alexander Praus)

Die Intensitit der Aktivitit wird in Prozent (0 bis 100 %) angegeben. Ein deutlich reduzierter Blutfluf3
liegt bei <50% vor

3.2.3.8 Messung der Wandbewegung und Vitalitit mit der
Magnetresonanztomographie (MRT)

Die Untersuchung der Schweine erfolgt an einem 1,5-T-Scanner (ACS NT, INCA Software,

Fa. Philips) mit einer speziellen Herzspule. Untersucht werden die linksventrikuldre regionale

Wandbewegung und die Vitalitét.

1. Messung der linksventrikuldren Pumpfunktion (Wandbewegung):

Zur liickenlosen Erfassung des linken Ventrikels werden fortlaufende Kurzachsenschnitte in
,steady-state free-precession“-Technik (TE 1,4 ms; TR 2,9 ms; Schnittdicke 8 mm; raumliche
Auflosung 1,4x1,2 mm?; Flip-Winkel 60°, zeitliche Auflésung 42 ms) von der Herzspitze bis
zur —basis in Atemanhalttechnik (Finger auf Tubus) angefertigt. Die Beurteilung der Herz-
spitze erfolgt anhand von zwei Léngsachsenschnitte (2- und 4-Kammer-Blick) in gleicher
Aufnahmetechnik. Die Evaluierung der regionalen Wandbewegung wurde qualitativ visuell
mittels einer 5-Punkte-Skala durchgefiihrt: Normokinesie (1+), geringgradige (2+) und
schwere (3+) Hypokinesie, Akinesie (4+) sowie Dyskinesie (5+).
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2. Vitalitatsnachweis (late enhancement)

Die Vitalititsuntersuchung erfolgt 15 bis 20 Minuten nach der intravendser Applikation des
extrazelluliren Kontrastmittels Gadolinium-diethylentriamin- Pentasdure (Gd-DTPA) in einer
Dosierung von 0,2 mmol/kg KG (Magnevist®, Schering) Dabei wird eine dreidimensionale
LInversion-recovery turbo-gradient“-Echosequenz (TE 3,3 ms; TR 5,4 ms; EPI-Faktor 11;
Schnittdicke Smm; raumliche Auflésung 1,2x1,2 mm?; Flip-Winkel 15°; Akquisitionszeit 284
ms, TI nach visueller Beurteilung, zwischen 225 und 300 ms) verwendet. Die Beurteilung der
Vitalitdt erfolgt visuell (erhohte Signalintensitit von Narbengewebe durch erhohtes Ver-

teilungsvolumen sowie verzogerter ,,wash-out* im Narbengewebe).

3.2.3.9 Euthanasie, Sektion und Probenentnahme

Die Tiere werden im Anschluss an die in Kap. 3.2.3.7 beschriebenen und unter Vollnarkose
durchgefiihrten Untersuchungen mit Pentobarbital-Na (Narcoren®, ca. 160 mg/kg KG 1i.v.)
und 20 ml KCL-Ldsung i.v. euthanasiert.

Unmittelbar nach der Totung der Versuchstiere wird der Brustkorb beidseits auf Hohe der
Knochenknorpelgrenze der Rippen eréffnet und der Herzbeutel vorsichtig aufgetrennt, um die
Entnahme des Herzens durch Absetzen der zu- und ableitenden GefaB3e zu ermoglichen. Dabei
wird die Perikardhohle auf pathologische Zustinde wie Verwachsungen oder abnormen Inhalt
gepriift. Das Herz wird ebenfalls makroskopisch untersucht und zu Dokumentationszwecke
photographiert.

Anschlieend wird das entnommene Herz mit gekiihltem PBS (Phosphat buffered saline) vor-
gesplilt, um Koagel zu entfernen. Eine weitere Spiilung mit einem Eis-PBS-Gemisch erfolgt,
bevor 5 ca. 1,5 cm dicke koronare Schnitte (von der Spitze zur Basis) angefertigt werden, von
denen kleine Gewebeproben fiir die Histologie, Protein- und mRNA-Bestimmung entnommen

werden.

Anhand der ausgewerteten PET-Daten werden pro Tier folgende Gewebeproben entnommen
(Tab.3):
- Histologieschnitt 1 (Kontrolle):
transmurale Gewebeprobe aus dem linken Ventrikel (LV) im Bereich der LCX. In dieser
Region liegen im vorangegangenen PET weder Wandbewegungsstorungen noch eine

reduzierte Durchblutung vor
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Histologieschnitt 2 (,,fasted* mismatch):

transmurale Gewebeprobe aus dem linken Ventrikel (LV) im Bereich der LAD. Wand-
bewegungsstorungen, eine reduzierte Restdurchblutung und eine erhohte FDG-Aufnahme
konnen im vorangegangenen PET gemessen werden. Das Tier ist niichtern (,,fasted) und
es erfolgt keine Glukosegabe

Histologieschnitt 3 (,,post insulin® mismatch):

transmurale Gewebeprobe aus dem linken Ventrikel (LV) im Bereich der LAD.
Wiederum konnen Wandbewegungsstorungen und eine reduzierte Restdurchblutung
gemessen werden, jedoch liegt eine erhohte FDG-Aufnahme nur nach vorheriger Gabe
von Glukose und Insulin vor

Histologieschnitt 4 (match):

transmurale Gewebeprobe aus dem linken Ventrikel (LV) im Bereich der LAD mit
Wandbewegungsstorungen und reduzierter Restdurchblutung. Keine FDG-Aufnahme
nach Glukose- und Insulingabe kann beobachtet werden

Histologieschnitt 5 (Kontrolle):

Gewebeprobe aus dem rechten Ventrikel

Histologieschnitt 6 (Kontrolle):

Gewebeprobe aus dem rechten Vorhof

Teilweise konnen nicht alle Biopsien pro Schwein entnommen werden, weil kein ,,fasted*

oder ,,post insulin® mismatch (s.u.) nach der PET-Messung vorliegt.

Die Herzmuskelproben werden zur Fixation in 6 %ige neutrale Formalinldsung gelegt.
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Tabelle 3: Histologie- Code
Histologieschnitt PET-Daten Bezeichnung

LV: normale
1 Wandbewegung und KONTROLLE
Durchblutung

LV- LAD: reduzierte

Wandbewegung und
Durchblutung,

., FASTED*
2 erhohte FDG-

MISMATCH
Aufnahme (ohne

Glukose- und
Insulingabe)

LV- LAD: reduzierte

Wandbewegung und
Durchblutung, ,, POST INSULIN*
erhohte FDG- MISMATCH
Aufnahme nach
Glukose und Insulin*

LV- LAD: reduzierte

Wandbewegung und
Durchblutung, keine
4 MATCH
erhohte FDG-
Aufnahme nach
Glukose und Insulin*
5 Rechter Ventrikel KONTROLLE

6 Rechter Vorhof KONTROLLE

Hfasted” mismatch = niichtern und ohne Glukose- und Insulingabe mit reduzierter Durchblutung und
erhohter FDG-Aufnahme,

»post insulin® mismatch = nach Glukose- und Insulingabe mit reduzierter Durchblutung und erhéhter
FDG-Aufnahme,

match = reduzierte Durchblutung und keine erh6hte FDG-Aufnahme

*Insulinstimulation

Die FDG-PET des Myokards wird heute iiberwiegend unter Insulinstimulation (endogen oder
exogen) durchgefiihrt. Insulin fiihrt zu einer Steigerung des Glukosestoffwechsels bzw. der

FDG-Anreicherung im Myokard. Wiahrend bei niedrigem Insulinspiegel bevorzugt
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ischdmisches Myokard FDG speichert, kommt es unter Insulinstimulation zur Darstellung des
gesamten vitalen Myokards, was die Lokalisation pathologischer Befunde erleichtert

[SCHICHA und VOTH, 1994].

3.2.3.10 Histopathologie der Myokardproben

Die histopathologische Beurteilung der Schnitte erfolgt in einem Durchlichtmikroskop (Fa.
Leizz, Wetzlar).

Die Myokardproben werden im Hinblick auf Verdnderungen begutachtet, die fiir das ,,Hiber-
nating Myokard* als Folge einer ausgepriagten Stenosierung der Herzkranzgefal3e typisch

sind.

Zeichen eines ,.,Hibernating Myokard*

= Keine Nekrose

= In Myozyten: Glykogeneinlagerungen durch Abbau von Sarkomeren oder
Myofilamenten v.a. perinuklear und in der Zellperipherie => Nachweis mit der PAS-
Féarbung

=  Mesenchymale Zellen (z.B. Myofibroblasten) => Nachweis mit der a-SMA-Farbung

= Geringgradige Vermehrung von interstitiellem Kollagen => Nachweis mit der EvG-
Féarbung (Tab. 4)

Entziindungszeichen:

» Entziindungszellen (z.B. T-Zellen) => Nachweis mit der CD3-Férbung

=  Hyperdmie

Tabelle 4: Histologische Firbungen zur Charakterisierung eines Hibernierenden Myokards

Hibernierendes Myokard Entziindung
Ausdehnung und Zelldichte Stoffwechsel Entziindung
EvG-Fdirbung: o-SMA: PAS-Férbung: CD3:
Kollagengehalt | Myofibroblastengehalt | Glykogengehalt T-Zellen-Gehalt
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3.2.3.11 Verarbeitung der Proben

3.2.3.11.1 Paraffinhistologie

Nach Paraffineinbettung der formalinfixierten Proben — ausschlieSlich die den Stent ent-
haltenden Gewebestiicke — werden mit einem Serienschnittmikrotom ca. 5 um dicke Schnitte
angefertigt. Die Farbung der Schnitte erfolgt mit

= Himatoxilin- Eosin (HE)

= Elastica van Gieson (EvG)

» Perjodsédure-Schiffsches Reagenz (PAS) zur Identifizierung von Glykogenein-

schliissen (PAS-positive Zellen farben sich rosa an)

3.2.3.11.2 Immunhistochemie

Im Vordergrund dieser Untersuchung steht die Ermittlung
= des Gehalts mesenchymaler Zellen (a-SMA Férbung)
= des T-Zellengehalts (CD3 Férbung)

Bei der in Abb. 8 dargestellten Alkalische Phosphatase-Anti-Alkalische Phosphatase
(APAAP)-Methode bindet zunichst an einen unkonjugierten Primédrantikorper (Fa. Dako
Corporation, USA) ein Briickenantikorper (Fa. Dako ChemMate '™ Detection Kit, USA),
welcher gegen den Primédrantikdrper gerichtet ist. Darauf folgt der sogenannte APAAP-

Komplex, welcher an den Briickenantikorper bindet.

N

Briickenantikorper

7
/)\ Primarantikirper

Antigen

P T S

Abb. 8: Schema der APAAP- Methode (aus NOLL und SCHAUB-KUHNEN 2000)

Der APAAP-Komplex besteht aus dem Enzym Alkalische Phosphatase und aus einem Anti-
korper, der gegen das Enzym Alkalische Phosphatase gerichtet ist.
Der Primédrantikorper und der Antikdrper des APAAP-Komplexes stammen aus der selben

Spezies, so dass der Briicken- bzw. Sekundérantikorper diese verbinden kann.
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Die formalinfixierten und in Paraffin eingebetteten Proben werden wie folgt verarbeitet:

Die Schnitte werden iiber Nacht im Brutschrank bei 60 °C getrocknet.

Zur Entwisserung und Entparaffinierung werden die Schnitte in frisches Xylol und in
eine Alkoholreihe mit absteigender Konzentration eingetaucht und anschlieBend mit
Aqua dest. kurz gespiilt.

Die durch die Formalinfixierung verursachte Proteinvernetzung wird durch Erhitzen
der Schnitte in einer kalziumpréazipitierenden Losung (Citrat-Puffer pH 6,0) wieder
aufgehoben. So kann der Antikorper sein spezifisches Epitop wieder erkennen.
Dazu werden die Préparate in einen Kochtopf mit 2 Liter kochendem Citrat-Puffer
gestellt.

Die Schnitte werden herausgenommen und eine einstiindige Inkubation erfolgt nach
Zugabe des Primirantikorpers, ein monoklonaler Maus-Antikoérper (Anti-Human
Muscle Actin, Clone HHF35, Code No.: M 0635, Fa. Dako Corporation, USA).

Es erfolgt eine Spiilung mit Tris- Puffer (Trizma-Base in Aqua dest. geldst).

Der Sekundédrantikdrper (Anti- Maus Immunglobuline aus dem Kaninchen, Code No.
K 5000, Dako ChemMate ™ Detection Kit, USA), der eine Briicke zwischen dem
Primérantikérper und dem Komplex bildet, wird im Uberschuss zur Reaktion
zugegeben und 30 Minuten inkubiert.

Der Enzym-anti-Enzym-Komplex (Alkalische Phosphatase-anti-alkalische Phospha-
tase), der von der Firma Dako, USA als Fertigprodukt in sogenannte Detektionskits
angeboten wird, wird auf die Schnitte aufgetragen. Diese Kits beinhalten neben den
Komplexen auch die dazu passenden Briickenantikdrper (Sekundér-) und Chromo-
gene. In der vorliegenden Arbeit besteht der Komplex aus dem Enzym Alkalische
Phosphatase des Darmgewebes vom Kalb und monoklonalen Maus-Antikdrpern
gegen die intestinale A/kalische Phosphatase des Kalbs.

Zu guter Letzt erfolgt die Zugabe des Farbstoffes fiir die Immunhistochemie. Das
Chromogen fiir die Reaktion mit alkalischer Phosphatase ist ,,Fast Red* (rotbraunes

Farbprodukt), zur Gegenfarbung wird Hdmalaun (blau) verwendet.

Die oben beschriebene APAAP-Methode wird zum Nachweis des alpha-smooth-muscle-actin

(a-SMA) zur Bestimmung des Myofibroblastengehalts verwendet (Abb. 9). Die positiven

Zellen stellen sich rotbraun dar.

41



EIGENE UNTERSUCHUNGEN

/ APAAP-Komplex

Alkalische Phosphatase

s [ /
\\ (/ Maus Antikdrper anti Alkalische Phosphatase
Sekunddrantikérper Kaninchen anti Maus

/)\ Primarantikdrper Maus
Ab

Abb. 9: Schema der APAAP- Methode (modifiziert nach NOLL und SCHAUB-KUHNEN 2000)

Die CD 3 Férbung zur Bestimmung der Entziindungszellen (T-Zellgehalt) wird nach der
labeled Streptavidin-Biotin (LSAB)-Methode (Abb. 10) hergestellt. Bei dieser Methode wird
die starke Bindung zwischen Avidin und Biotin zunutze gemacht.

Das Untersuchungsmaterial wird, wie oben beschrieben, vorbehandelt. Nachdem die Schnitte
aus dem kochenden Citrat-Puffer entnommen sind, erfolgt die Hemmung der endogenen Per-
oxidase, um falsch positive Ergebnisse zu vermeiden. Das Enzym findet sich hauptsédchlich in
Granulozyten, Mastzellen und Erythrozyten, weniger in Diinndarmgewebe und in Nerven-
zellen. Das einfachste Mittel zur Eliminierung der endogenen Peroxidase ist eine Inkubation
des Préparates mit 3%-igem Wasserstoffperoxid (H,0O,) liber 15 Minuten.

Bei dieser Methode wird in der vorliegenden Arbeit ein polyklonaler Primérantikdrper aus
dem Kaninchen (Anti-Human T-cell, CD 3, Code No.: N1580, Fa. Dako Corporation, USA)
verwendet. Die Inkubationszeit betrigt wieder 1 Stunde.

Der im handelsiiblichen Detektionskit enthaltene biotinylierte Sekundérantikorper aus der
Ziege (Code No.: K 5001, Dako ChemMate "™ Detection Kit, USA) wird fiir eine halbe
Stunde auf die Priparate aufgetragen. Nach der Spiilung folgt die Zugabe des Streptavidin-
Peroxidase-Komplexes und des Substrates 3,3-Diaminobenzidin (DAB). Die T-Zellen stellen
sich braun dar. Die Gegenfarbung wird mit Hamalaun (blau) durchgefiihrt. AnschlieBend

werden die Priparate in eine aufsteigende Alkohollosung getaucht.
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X

NX
7 =

Sekundarantikarper
biotinyliert Ziege anti
Kaninchen

7\

Streptavidin- Peroxidase-Konjugat
(LSAB-Komplex)

X

Primarantikrper Kaninchen

AA -

Streptavidin-
Enzymkonjugat

X

Abb. 10: Schema der LSAB- Methode (modifiziert nach NOLL und SCHAUB-KUHNEN 2000)

3.2.3.11.3 Histomorphometrie

Im Vordergrund dieser Untersuchung steht die Ermittlung

= der Kollagenflache (Elastica van Gieson Fiarbung)

= des Myofibroblastengehalts (a-smooth-muscle-actin Farbung)

Fiir die Histomorphometrie werden zunéchst die angefertigten Schnitte fotografiert (3 CCD
Color Video Camera, AVT Horn, Aalen). Nach erfolgter Kalibrierung beginnt die Messung.
Durch Umfahren der rot gefarbten Bezirke mit der Maus kann die Flache mit Hilfe eines Bild-

analyseprogramms (Axio Vision) in Verbindung mit einem PC in pm? bestimmt werden.

In der Elastica-van-Gieson-Farbung stellen sich kollagenes Bindegewebe rot, die Muskulatur

gelb und elastische Fasern sowie Zellkerne schwarz dar (Abb. 11 und 12). Die gemessene rote

Kollagenfldche wird im Verhéltnis zur Gesamtflache des Gewebes gesetzt.

i ¢

Abb. 11: Schwein 8, rechter Vorhof, EvG-Firbung, 2,5x
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Abb. 12: Schwein 10, LAD-Region, EvG-Firbung, 2,5x

In der a-SMA-Farbung stellen sich die positiven mesenchymalen Zellen, die Aktin expri-

mieren rot dar.

3.24 Statistische Auswertung

Die Signifikanzberechnung zwischen den Vergleichsgruppen werden mit dem parameter-
freien Wilcoxon-Test fiir unverbundene Stichproben im Statistikprogramm SPSS® Version
11,5 (SPSS Inc., Cincinnati, USA) durchgefiihrt. Das Signifikanzniveau wurde auf 5% fest-
gelegt.

Fiir die ermittelten Daten werden in beiden Gruppen der Median, die Minimal- und Maximal-

werte berechnet und verbal, tabellarisch sowie graphisch durch Box-Plot dargestellt.
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33 Ergebnisse

3.3.1 Uberlebensrate

Von den insgesamt 16 Versuchstieren iiberleben 10 Schweine (62,5 %) die Spanne bis zum
Ende des Versuchszeitraums von 7 bzw. 28 Tagen.

Wihrend der Stentimplantation erleidet Schwein Nr. 4 (Ohrmarken-Nr. 23192) einen akuten
Herzstillstand, dem ein im EKG nachweisbares Kammerflimmern vorausgeht. Bei dem Tier
tritt das Kammerflimmern unmittelbar nach dem Einfiihren eines Fiihrungskatheters in den
Koronarsinus auf, bevor der Stent implantiert werden kann.

Das Schwein Nr. 9 (Ohrmarken-Nr. 29) verendet acht Tage post implantationem wihrend der
MRT-Untersuchung aufgrund einer akuten Ateminsuffizienz mit darauf folgendem Herz-
stillstand. Die Implantation der GeféaBstiitze war komplikationslos verlaufen.

Schwein Nr. 11 (Ohrmarken-Nr. 24494) stirbt fiinf Tage post implantationem an den Folgen
eines Herzinfarktes aufgrund eines vollstindigen Verschlusses des Gefidl3es.

Schwein Nr. 13 (Ohrmarken-Nr. 24699) verendet ohne vorherige klinische Anzeichen am
achten Tag post implantationem.

Schwein Nr. 14 (Ohrmarken-Nr. 24581) ist am achten Tage post implantationem in der Auf-
wachphase nach der MRT-Untersuchung euthanasiert worden. Eine ca. faustgro3e, derbe Um-
fangsvermehrung im ventralen Halsbereich kann palpiert werden, die zu einem akuten Atem-
stillstand in der Narkoseausleitung fiihrt.

Drei Tage post implantationem zeigt das Schwein Nr. 16 (Ohrmarken-Nr. 26842) ein stark
reduziertes klinisches Allgemeinbefinden mit Anorexie und Vomitus. Trotz tiermedizinischer
Betreuung und Medikation bessert sich das Allgemeinbefinden nicht, das Tier wird am 3. Tag
post OP eingeschléfert.

Die Sektionsergebnisse werden in Kapitel 3.3.2 beschrieben.

Somit bleiben fiir die Auswertung 10 Versuchstiere, die den kompletten Versuchszeitraum

von 7 bzw. 28 Tagen iiberleben.
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3.3.2 Postmortale Untersuchungen

3.3.2.1 Pathologisch-anatomische Befunde an den Herzen

Bei der Beurteilung der Brusthohle sind bei keinem der Tiere pathologisch-anatomische Ver-
anderungen, wie Verklebungen, Fliissigkeitsansammlungen oder hyperdmische Bereiche zu
erkennen.

Planmdfsig am Tag 7 bzw. 28 post implantationem euthanasierte Versuchstiere

Von den insgesamt 10 Schweinen, die den kompletten Versuchszeitraum iiberlebt haben,
weisen 7 Tiere makroskopisch sichtbare Befunde am Herzen auf.

Die Schweine Nr. 1, 2 und 5 zeigen alle bei der Sektion ein wei3-gelbliches, mit diinnem
rotem Randsaum umgebenes, trockenes Areal im Bereich der linken Kammerwand und der
Herzspitze. Diese Farbverdnderung umfasst alle Wandschichten von subendo- bis subepi-
kardial. Die beschriebenen Bezirke fallen durch eine starke Verminderung der Wanddicke
auf. Die Verdanderungen im Bereich der Herzspitze liegen im Versorgungsgebiet der LAD
bzw. ihres R. collateralis distalis, wiahrend die verdnderten Bereiche der linken Kammerwand
auf das Versorgungsgebiet des R. collateralis proximalis der LAD entfallen.

Bei den Schweinen Nr. 7 (Abb. 13 und 14), 10, 12 und 15 (Abb. 15) fillt im Bereich der
linken Kammerwand und der Herzspitze ein rétlich-graues Areal auf, das wiederum alle

Wandschichten betrifft.

LAD

Infarkt

Infarkt

Abb. 13: Herz von Schwein Nr. 7 mit Infarktstellen im Versorgungsbereich der LAD (=linke
Koronararterie)
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Infarkt Infarkt

Abb. 14: koronare Schnitte des Herzens von Schwein 7 mit Infarktstelle im Bereich der linken
Herzkammer und des Septums

>Infarkt

Infarkt

Abb. 15: Herz von Schwein 15 mit einem groflen Infarkt im Bereich der Apex cordis (linke Abb.),
Versorgungsgebiet der LAD (=linke Koronararterie) und im Bereich der linken, zum Teil auch rechten
Herzkammer mit starker Wandverdiinnung (rechte Abb.)

Die tibrigen 3 Schweine (Nr. 3, 6, 8) zeigen keine makroskopisch sichtbaren Verdnderungen

am Herzen.
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Vorzeitig verstorbene Tiere

Die Sektion des intraoperativ an akutem Herzstillstand nach Kammerflimmern verstorbenen
Versuchstiers Nr. 4 (23192) ergibt keinen Anhalt fiir pathologisch-anatomische Verdnder-
ungen. Auch hinsichtlich der postoperativ verendeten Schweine Nr. 9 und 13 trigt die
Sektion nicht zu einer Kldrung der Ursache des vorzeitigen Todes bei. Die Koronargefilie
enthalten kein thrombotisches Material, die Stents sind ebenfalls komplett durchgingig.

Im Gegensatz dazu féllt bei der Sektion des am 5. Tag post implantationem verstorbenen
Tiers Nr. 11 ein pathologisch-anatomischer Befund auf: das entnommene Herz weist ein im
Durchmesser ca. 2 cm grof3es, umschriebenes, weilles, speckiges Areal im Bereich der Herz-
spitze auf. Im Bereich des Ramus collateralis proximalis der LAD weist das Myokard ein
2x2,5x3 cm groBles umschriebenes, gelbliches Areal mit einer rétlichen Umrandung auf.

Bei der im Anschluss an die Euthanasie des Schweines Nr. 14 durchgefiihrten Sektion fallt
eine ca. tennisballgrofe, rote, gallertartige, geruchslose Masse am ventralen Hals im Bereich
der A. carotis communis auf. Der Brust- und Bauchraum sind unauftillig.

Das Herz des Schweines Nr. 16 zeigt auf der Facies auricularis eine ca. 7x6x3 cm grofle
lehmgelbe, gegeniiber dem umliegenden Gewebe leicht erhabene Region im Verlauf der LAD

bis zur Spitze auf. Alle Wandschichten sind von dieser Verdnderung betroffen.

3.3.2.2 Histomorphometrische Ergebnisse

Diese Daten werden wie in Kapitel 3.2.3.11.3 beschrieben durch Umfahren der Kollagen-
bzw. Myofibroblastenfldchen ermittelt und berechnet.

Die gemessene Flache pro Schnitt wird im Folgenden als absolute Fldche in pm? (Tab. 5) und
als relative Flache (%) in Prozent (Tab. 6) dargestellt, d.h. die absolute Fliche wird im

Verhiltnis zur Gesamtfliche des Schnittes gesetzt.

3.3.2.2.1 Ergebnisse der histomorphometrisch ermittelten Kollagenfliche (EvG-
Farbung)

Die histologischen Untersuchungen werden nicht an den Kurzzeittieren Nr. 1, 2 und 3 durch-
gefiihrt. Bei diesen Schweinen erfolgt nur eine molekularbiologische Untersuchung, die
Gegenstand der Arbeit von PRAUS (in Vorb.) ist.

Bei der relativen Kollagenfliche (%) in Prozent ergibt sich fiir die Gruppe der Kurzzeit-
schweine (Nr. 5 und 7) ein Mittelwert von 0,1 (SD 0,1) fiir die Gruppe der Langzeitschweine
(Nr. 6, 8, 10, 12 und 15) ein Mittelwert von 0,06 (SD 0,09). Die Daten der einzelnen Schnitte

pro Schwein sind in der Tabelle 6 aufgefiihrt. Signifikante Unterschiede zwischen den
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internen Kontrollen (linker und rechter Ventrikel, rechter Vorhof, 0,02 %) und den

Ergebnissen der relativen Kollagenflache in den LAD-Regionen (0,12 %) sind in der Gruppe

der Langzeitschweine (p < 0,05) gegeben (Abb. 16). In der Gruppe der Kurzzeitschweine

bestehen keine signifikanten Unterschiede (p > 0,05). Jedoch ist in beiden Gruppen auffillig,
dass der Kollagengehalt in den LAD-Regionen erhdht ist (0,11 + 0,12 v.s. 0,04 + 0,05) (siche

Abb. 17).

Die absolute Kollagenfldche beider Gruppen ist in Tab. 5 aufgefiihrt.

Tabelle 5: Absolute Kollagenflache (um?) der einzelnen Schnitte

LV LAD LAD LAD RV RA
(Kontrolle) (,,fasted* (,,post insulin‘ (match) (Kontrolle) (Kontrolle)
mismatch) mismatch)
(pm?) (pm?) (pm?) (um?) (um?) (pm?)

Schwein 5 637.950,65 1.154.100,60 1.202.041,57 88.233,54 511.380,31 --
Schwein 7 315.640,06 16.230.457,73 | 33.261.088,56 3.230.395,06 1.423.126,31 --
Schwein 6 0,00 2.464.803,29 108.744,02 284.582,46 941.506,96 --
Schwein 8 7.199.128,75 4.515.590,95 8.190.172,23 -- 1.103.015,45 1.538.017,51
Schwein 10 769.185,05 10.623.166,29 -- 0,00 135.071,87 1.045.241,42
Schwein 12 493.563,95 748.874,94 1.383.403,36 | 10.113.054,94 300.882,09 1.571.269,87
Schwein 15 220.815,83 13.739.161,01 -- 17.755.442 .53 3.220.551,41 1.349.351,90
Schwein 5, 7: 7 Tage post OP

Schwein 6, 8, 10, 12, 15: 28 Tage post OP
nicht bestimmt

LV = linker Ventrikel,
LAD = left anterior descending coronary artery (linke Koronararterie),
RYV = rechter Ventrikel,
RA = rechter Vorhof,

»Hfasted = niichtern, d.h. ohne Glukose- und Insulinapplikation (intravenos),
»post insulin®“ = nach Glukose- und Insulinapplikation (intravends) zur Darstellung des gesamten vitalen

Gewebes,

mismatch = erhhte *FDG-Aufname, verminderte Durchblutung (Hibernation),
match = keine erhohte "*FDG-Aufname, normale Durchblutung
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Tabelle 6: Relative Kollagenfliche (%) der einzelnen Schnitte

LV LAD LAD LAD RV RA
(Kontrolle) (,,fasted* (,,post insulin‘ (match) (Kontrolle) | (Kontrolle)
mismatch) mismatch)

(%) () () (%) (%) ()
Schwein 5 5,32 3,61 10,02 1,10 3,20 --
Schwein 7 0,38 15,03 31,98 20,19 3,23 --
Schwein 6 0,00 2,37 0,16 0,79 1,24 --
Schwein 8 3,53 7,06 12,04 -- 1,97 0,77
Schwein 10 0,80 17,71 -- 0,00 0,24 1,63
Schwein 12 0,56 0,81 0,96 5,75 0,42 1,46
Schwein 15 0,35 28,62 -- 34,15 5,37 1,16
Schwein 5, 7: 7 Tage post OP

Schwein 6, 8, 10, 12, 15: 28 Tage post OP
- nicht bestimmt

LV =linker Ventrikel,

LAD = left anterior descending coronary artery (linke Koronararterie),

RYV =rechter Ventrikel,

RA =rechter Vorhof,

»Hfasted“ = niichtern, d.h. ohne Glukose- und Insulinapplikation (intravenos),

»post insulin® = nach Glukose- und Insulinapplikation (intravendés) zur Darstellung des gesamten vitalen
Gewebes,

mismatch = erhohte *FDG-Aufname, verminderte Durchblutung (Hibernation),

match = keine erhohte "*’FDG-Aufname, normale Durchblutung

RELATIVE KOLLAGENFLACHE (%) 28 TAGE POST OP
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Abb. 16: Relative Kollagenfliiche (%) 28 Tage post OP in den LAD- und Kontrollregionen

n = Anzahl der Proben der Langzeittiere (28 Tage post OP)
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RELATIVE KOLLAGENFLACHE IN %
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Abb. 17: relative Kollagenfliche (%) in den LAD-Regionen und Kontrollregionen

n = Anzahl aller Proben (n = 43) und aller Schweine (Nr. §, 6, 7, 8, 10, 12 und 15)

In dem Gebiet der LAD (n =17) berdgt die durchschnittliche relative Kollagenfldche aller
Proben 0,112 % (SD 0,117), bei den Kontrollproben (n =26) 0,037 % (SD 0,048). Es besteht
eine Tendenz zum signifikanten Unterschied zwischen den Kontrollproben und den Proben
aus den LAD-Regionen (p = 0,061) hinsichtlich des relativen Kollagenfldchenanteils (sieche
Abb. 17).
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Kollagen

Myozytendegeneration Herzmuskulatur

Abb. 18: Schwein 6, rechter Ventrikel, EvG-Firbung, 2,5x
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Relative Kollagenflache in % (7 Tage post OP)
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Abb. 19: Relative Kollagenfliche (%) 7 Tage post OP

Nach der PET-Messung zeigen die Proben 2 und 3 von Schwein 5 ein ,,mismatch® (ver-
minderte Durchblutung bei erhéhter "*FDG-Aufnahme). Ein Infarkt im Bereich des LAD-Ver-
sorgungsgebiet und ein vermehrter Kollagengehalt (10,02 %) liegen in dieser Region vor
(Schnitt 3, Abb. 19)

Das Herz von Schwein 7 hat einen grof3en Infarktbezirk, der sich bis in das Septum ausbreitet
(Abb. 13 und 14). In den LAD-Versorgungsregionen ist der Kollagengehalt stark erhoht
(Schnitt 2:15,028%, Schnitt 3: 31,982%, Schnitt 4: 20,190%) (Abb. 19).

Das Schwein 6 zeigt keine makroskopischen Verdnderungen. Im PET wird eine normale
Durchblutung sowie ein normaler Stoffwechsel trotz einer angiographisch gemessenen 90 %
Stenose der LAD. Es liegt kein vermehrter Kollagengehalt in allen histologischen Proben vor
(Abb. 19).
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Relative Kollagenflache in % (28 Tage post OP)
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Abb. 20: Relative Kollagenfléiche (%) 28 Tage post OP

Schwein 8 zeigt im Bereich der LAD-Region (Schnitt 2 und 3, Abb. 20) eine geringgradige
Erhohung des Kollagengehaltes (Schnitt 2: 7,056%, Schnitt 3: 12,044%). Es ist makrosko-
pisch kein Infarkt zu erkennen.

Der Stent hat bei Schwein 10 zu einem fast vollstindigen Verschluss der LAD gefiihrt. In
Schnitt 2 (LAD) liegt ein erhohter Kollagengehalt (17,705%) vor. In Histologieschnitt 4
(LAD match = keine vermehrte '*FDG-Aufnahme und normale Perfusion) liegt keine Erho-
hung des Kollagengehaltes vor.

Die LAD von Schwein 12 zeigt ebenfalls einen fast vollstindigen Verschluss. Eine gering-
gradige Vermehrung des Kollagengehaltes (Schnitt 2: 0,814%, Schnitt 3: 0,961%, Schnitt 4:
5,746%) wird in den LAD-Regionen beobachtet. Bei Schwein 15 féllt der sehr grofle,

makroskopisch sichtbare Infarkt mit einer Wandverdiinnung (Abb. 15) auf und eine hoch-
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gradige Kollagenvermehrung (28,623%, 34,145%) in den LAD-Regionen kann bei diesem

Tier gemessen werden (Abb. 20).

Tabelle 7: Histomorphometrisch ermittelte Kollagenfliche (in %) im LV (Kontrollschnitt) und Werte der
Messung der Wandbewegung (Count Increase in %) in der LCX (Kontrollmessung) im PET

Kollagenfliache in %: LV PET-Messung der Wandbewegung (Count
(Kontrolle) Increase in %): LCX (Kontrolle)
Schwein 5 5,32 24,7
Schwein 7 0,38 21,1
Schwein 6 0,00 30,8
Schwein 8 3,53 31,4
Schwein 10 0,80 32,1
Schwein 12 0,56 342
Schwein 15 0,35 26,4

LV =linker Ventrikel,

LCX =R. circumflexus der A. coronaria sinistra (left circumflex coronary artery),

PET = Positronen-Emissions-Tomographie,

Count Increase = Wandbewegung, gemessen in PET anhand der Signalintensitit des Tracers (NH?®) in

Systole und Diastole (Wanddicke)

Eine Wandbewegungsstorung liegt vor, wenn im PET ein Count Increase von <20 %

gemessen wird.
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Abb. 21: Graphische Darstellung der Korrelation Kollagengehalt (im histologischen Priparat) zur
Wandbewegung (gemessen in PET) in den Kontrollregionen, eine Wandbewegungsstorung liegt bei < 20

% vor (schwarze Linie)
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In Abb. 21 wird dargestellt, dass in der Kontrollregion (LCX) keine Wandbewegungs-
storungen im PET gemessen werden konnen und der Kollagengehalt in den Kontrollbiopsien
(LV) kaum erhoht ist (< 6 %). Die Graphik zeigt, dass bei einem niedrigen Kollagengehalt

keine Wandbewegungsstorungen vorliegen.

Tabelle 8: Histomorphometrisch ermittelte Kollagenfliiche (in %) in der LAD (mismatch-Schnitt) und
Werte der Messung der Wandbewegung (Count Increase in %) in der LAD im PET

Kollagenfldche in %: LAD PET-Messung im Bereich der LAD
(mismatch = Hibernation) (Count Increase in %)

Schwein 5 10,02 3.8

Schwein 7 31,98 -7,6

Schwein 6 2,37 24,2

Schwein 8 12,04 13,3

Schwein 10 17,70 21,9

Schwein 12 0,96 14,4

Schwein 15 28,62 2,8

LAD = R. interventricularis paraconalis der A. coronaria sinistra (left anterior descending coronary
artery),

mismatch = erhohte '*FDG-Aufname, verminderte Durchblutung (Hibernation) ,

PET = Positronen-Emissions-Tomographie,

Count Increase = Wandbewegung, gemessen im PET anhand der Signalintensitit des Tracers (NH?) in
Systole und Diastole (Wanddicke)
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Abb. 22: Graphische Darstellung der Korrelation zwischen Kollagengehalt (im histologischen Priiparat)
und Wandbewegung (gemessen in PET) in den LAD-Regionen, eine Wandbewegungsstorung liegt bei < 20
% vor (schwarze Linie)
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In der LAD-Region liegt bei nahezu allen Schweinen, auler bei Schwein 10 und 6, in PET
eine Wandbewegungsstorung (< 20 %, siche Abb. 22) vor und der Kollagengehalt ist in dieser
Region, zum Teil stark (Schwein 7 und 15), erh6ht (> 6 %) (Abb. 22). Schwein 6 zeigt, trotz
einer Stenose im Bereich der LAD, weder im PET, noch nach der makroskopischen und

histologischen Untersuchung Verianderungen.

3.3.2.2.2 Ergebnisse der Myofibroblastenflichenmessung (SMA-Fiarbung)

Die Ergebnisse zum Nachweis glatter Muskelzellen, die Aktin exprimieren, sind in Tab.9
(absolute Myofibroblastenfliche in um?) und Tab. 10 (relative Myofibroblastenfliche in %)
aufgefiihrt. Bei der relativen Myofibroblastenfliche (%) ergibt sich in den LAD-Regionen
aller Schweine (Nr. 5, 6, 7, 8, 10, 12 und 15) ein Mittelwert von 0,01 % (SD 0,01) und in den
Kontrollregionen ein Mittelwert von 0,003 % (SD 0,003). Der Myofibroblastengehalt (%) bei
den Langzeittieren (Nr. 6, 8, 10, 12 und 15) in den LAD-Regionen betrigt 0,006 % (SD
0,008) und in den Kontrollregionen dieser Tiere 0,003 % (SD 0,004). Die Myofibroblasten-
dichte liegt bei der Gruppe der Kurzzeittiere (Nr. 5 und 7) in den LAD-Regionen bei 0,02 %
(SD 0,02) und in den Kontrollregionen bei 0,005 % (SD 0,002). Es bestehen keine signifi-
kanten Unterschiede in den Ergebnissen zwischen LAD- und Kontrollregionen beider
Gruppen (p > 0,10). Der Myofibroblastengehalt der Proben aus dem LAD-Gebiet ist im Ver-
gleich zu den Kontrollregionen erhdht (0,01 + 0,01 v.s. 0,003 + 0,003) (siche Abb. 23).

Tabelle 9: Absolute Myofibroblastenfliiche (um?) der einzelnen Schnitte

LV LAD LAD LAD RV RA
(Kontrolle) (,,fasted* (,,postinsulin® (match) (Kontrolle) (Kontrolle)
mismatch) mismatch)
(pm?) (um?) (um?) (um?) (um?) (pm?)

Schwein 5 82.451,92 0 373.998,43 36.455,89 14.762,96 --
Schwein 7 533.517,24 5.246.545,01 1.718.204,23 90.603,38 13.4316,6 --
Schwein 6 0 492.680,89 310.386,47 120.313,92 275.811,49 -
Schwein 8 0 12.956,88 120.663,15 - 32.205,12 181.067,08
Schwein 10 42.487,80 331.745,09 -- 18.335,21 220.745,98 338.814,78
Schwein 12 654.689,33 0 491.794,95 373.255,03 824.964,83 35.443,09
Schwein 15 0 801.517,33 -- 1.209.767,80 449.414,77 64.559,90
Schwein 5, 7: 7 Tage post OP

Schwein 6, 8, 10, 12, 15: 28 Tage post OP
nicht bestimmt

LV = linker Ventrikel,
LAD = left anterior descending coronary artery (linke Koronararterie),
RYV = rechter Ventrikel,
RA = rechter Vorhof,

»Hfasted = niichtern, d.h. ohne Glukose- und Insulinapplikation (intravenos),

»post insulin® = nach Glukose- und Insulinapplikation (intravends) zur Darstellung des gesamten vitalen
Gewebes,

mismatch = erhhte *FDG-Aufname, verminderte Durchblutung (Hibernation),

match = keine erhohte "*FDG-Aufname, normale Durchblutung
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Tabelle 10: Relative Myofibroblastenfliche (%) der einzelnen Schnitte

LV LAD LAD LAD RV RA
(Kontrolle) (,,fasted* (,,postinsulin® (match) (Kontrolle) (Kontrolle)
mismatch) mismatch)

(%) (%) (%) () () (%)
Schwein 5 0,69 0,00 3,12 0,46 0,09 --
Schwein 7 0,64 4,86 1,65 0,76 0,31 --
Schwein 6 0,00 0,47 0,46 0,33 0,36 --
Schwein 8 0,00 0,02 0,18 -- 0,06 0,09
Schwein 10 0,04 0,55 -- 0,04 0,39 0,53
Schwein 12 0,74 0,00 0,34 0,21 1,15 0,03
Schwein 15 0,00 1,67 -- 2,33 0,75 0,06
Schwein 5, 7: 7 Tage post OP

Schwein 6, 8, 10, 12, 15: 28 Tage post OP
nicht bestimmt

LV = linker V

entrikel,

LAD = left anterior descending coronary artery (linke Koronararterie),
RYV =rechter Ventrikel,
RA =rechter Vorhof,

»Hfasted® = niichtern, d.h. ohne Glukose- und Insulinapplikation (intravenos),
»post insulin® = nach Glukose- und Insulinapplikation (intravends) zur Darstellung des gesamten vitalen

Gewebes,

mismatch = erhohte '*FDG-Aufname, verminderte Durchblutung (Hibernation),

match = keine erhohte "*’FDG-Aufname, normale Durchblutung
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Abb. 23: Relative Myofibroblastenfliiche (%) in den LAD-Regionen und Kontrollregionen

n = Anzahl aller Proben (n = 43) und aller Schweine (Nr. 5, 6, 7, 8, 10, 12 und 15)
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Die durchschnittliche relative Myofibroblastenfliche aller Proben und Schweine in dem
Gebiet der LAD (n = 17) betrdgt 0,01 % (SD 0,013) und aus den Kontrollproben (n = 26)
0,003 % (SD 0,003). Es besteht kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Proben-
gruppen (p > 0,10) (siche Abb. 23).
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Abb. 24: Relative Myofibroblastenfliche (%) 7 Tage post OP

Die Schweine Nr. 5 und 7 zeigen im Vergleich zu Schwein 6 einen erhéhten Myofibroblasten-
gehalt im Bereich der LAD-Regionen (Schnitt 3 von Nr. 5: 3,117%, Schnitt 2 von Nr. 7:
4,858 %) (Abb. 24)
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Relativer Myofibroblastengehalt in % (28 Tage post OP)
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Abb. 25: Relative Myofibroblastenfliche (%) 28 Tage post OP

In der Abb. 25 zeigt Schwein 8 im LAD-Bereich (Schnitt 3) eine geringgradige Gefafineubil-
dung (0,177 %). Bei Schwein 10 liegt in Schnitt 2 (LAD-Region) die GefaBineubildung bei
0,553 %, hingegen liegt der Wert der Myofibroblastenflidche in Schnitt 4 (LAD match) nur bei
0,035 %. Es fillt eine vermehrte GefdBBneubildung in den Schnitten 3 und 4 (0,342%, 0,21%)
und im rechten Ventrikel (Schnitt 5: 1,146) von Schwein 12 auf. In allen entnommenen
Proben (exkl. Schnitt 1 und 6) von Schwein 15 kann im Vergleich zu den anderen Schweinen
erhohte Werte gemessen werden. Eine besonders starke Gefdfneubildung ist in den LAD-

Regionen zu beobachten (1,670 % und 2,326 %).
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3.3.2.3 Ergebnisse der glykogenhaltigen Zellen (PAS-Firbung)

Ein weiterer histologischer Diagnoseparameter des hibernierenden Myokards ist der erhdhte

Glykogengehalt der Zellen. Die PAS-positiven Zellen werden im Verhiltnis zur Gesamtzahl

der Myozyten pro Schnitt gesetzt (angegeben in Prozent). In den LAD-Regionen betrdgt der
Mittelwert 0,06 % (SD 0,04) und in den Kontrollregionen 0,02 % (SD 0,04). In der Gruppe

der Langzeitschweine besteht ein signifikanter Unterschied (p < 0,05) zwischen den LAD-

und Kontrollregionen (0,05 v.s. 0,005) (Abb. 26), im Gegensatz zur Gruppe der

Kurzzeitschweine (0,1 v.s. 0,06), in der kein signifikanter Unterschied (p > 0,10) besteht. In

beiden Gruppen ist auffillig, dass ein erhohter Glykogengehalt (0,06 %) in den ischdmischen

Regionen im Bereich der LAD im Vergleich zu den Kontrollregionen (0,02 %) (siche Abb.

27) vorliegt. Die Glykogengehalte der Zellen der beiden Gruppen sind in Tab. 11 aufgefiihrt

und in Abb. 27 graphisch dargestellt.

Tabelle 11: Glykogenhaltige Zellen (%)

LV LAD LAD LAD RV RA
(Kontrolle) (,,fasted* (,,postinsulin® (match) (Kontrolle) (Kontrolle)
mismatch) mismatch)

(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Schwein 5 3,40 15,70 6,20 8,20 6,40 --
Schwein 7 17,00 10,50 6,30 9,80 0,00 --
Schwein 6 0,00 0,00 0,00 0,50 0,70 --
Schwein 8 0,00 5,90 4,10 -- 0,00 1,20
Schwein 10 2,00 4,50 -- 0,00 0,80 0,80
Schwein 12 0,80 5,70 7,50 10,00 0,00 0,00
Schwein 15 0,00 9,40 -- 5,20 0,60 0,00
Schwein 5, 7: 7 Tage post OP

Schwein 6, 8, 10, 12, 15: 28 Tage post OP
nicht bestimmt

LV = linker Ventrikel,
LAD = left anterior descending coronary artery (linke Koronararterie),
RYV = rechter Ventrikel,
RA = rechter Vorhof,

»Hfasted = niichtern, d.h. ohne Glukose- und Insulinapplikation (intravenos),
»post insulin® = nach Glukose- und Insulinapplikation (intravends) zur Darstellung des gesamten vitalen

Gewebes,

mismatch = erhohte 18FDG-Aufname, verminderte Durchblutung,
match = keine erhohte "*FDG-Aufname, normale Durchblutung
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Abb. 26: Glykogenhaltige Zellen (%) 28 Tage post OP in den LAD- und Kontrollregionen

n = Anzahl der Proben der Langzeittiere (28 Tage post OP)
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Abb. 27: Glykogenhaltige Zellen (%) in den LAD-Regionen und Kontrollregionen

n = Anzahl aller Proben (n = 43) und aller Schweine (Nr. 5, 6, 7, 8, 10, 12 und 15)
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Der Glykogengehalt aller Proben aus dem Gebiet der LAD (n = 17) betrdgt 0,06 % (SD
0,041) und im Bereich der Kontrollregionen (n = 26) 0,02 % (SD 0,038). Es besteht ein signi-
fikanter Unterschied zwischen den Proben (p < 0,05) (siche Abb. 27)
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Abb. 28: Schwein 8, LAD-Region (mismatch), PAS-Firbung, 40x
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Abb. 29: Schwein 12, LAD-Region (,,post insulin“ mismatch), PAS-Firbung, 40x
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Glykogenhaltige Zellen in % (7 Tage post OP)
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Abb. 30: Glykogenhaltige Zellen (%) 7 Tage post OP

Bei den Kurzzeitschweinen ist in den LAD versorgenden Regionen der Glykogengehalt er-
hoht. Schwein Nr. 5 zeigt diese Erhéhung in den Schnitten 2 (15,7 %), 3 (6,2 %) und 4 (8,2
%), wobei die Kontrollprobe (Schnitt 1) ebenfalls vermehrte Zellen mit Glykogenan-
sammlungen (6,4 %) enthilt. In den LAD-Proben (Schnitt 2, 3, 4) von Schwein 7 farben sich
10,5 %, 6,8 % und 9,8 % der Zellen positiv fiir Glykogen. Schwein 6 zeigt in allen Schnitten
kaum glykogenhaltige Zellen (Abb. 30).
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Glykogenhaltige Zellen in % (28 Tage post OP)
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Abb. 31: Glykogenhaltige Zellen (%) 28 Tage post OP

Wie in Abb. 31 graphisch dargestellt ist der Glykogengehalt bei Schwein 8 in den LAD-
Proben (Schnitt 2 und 3) (Abb. 28, Seite 63) erhoht (5,90 % und 4,10 %). Schweine Nr. 12
(Abb. 29, Seite 63) (5,70 %, 7,5 % und 10,0 %) und 15 (9,40 %, 5,20 %) zeigen ebenfalls in
den ischdmischen Regionen (LAD) eine vermehrte intrazelluldre Glykogenansammlung. Bei
Schwein 10 ist der Glykogengehalt in Schnitt 4 (LAD match) nicht erh6ht und liegt in Schnitt
2 (LAD mismatch) bei 4,50 %.

3.3.2.4 Ergebnisse des T-Zellengehaltes (CD 3- Firbung)

Zur Bestimmung des Gehalts von Entziindungszellen wird der CD 3 Antikorper als
hochspezifischer Marker von T-Zellen eingesetzt. Es werden die CD 3 positiven Zellen pro

mm? gezdhlt. Die Ergebnisse aller Schnitte und Schwein sind in Tab. 12 dargestellt
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Tabelle 12: T-Zellzahl/ mm?

LV LAD LAD LAD RV RA
(Kontrolle) (,,fasted* (,,postinsulin® (match) (Kontrolle) (Kontrolle)
mismatch) mismatch)

(Zellzahl/mm?) (Zellzahl/mm?) | (Zellzahl/mm?) (Zellzahl/mm?) (Zellzahl/mm?) (Zellzahl/mm?)
Schwein 5 13,74 6,31 58,97 38,22 4,52 --
Schwein 7 19,36 36,94 45,71 16,76 10,08 --
Schwein 6 0,83 3,08 3,60 2,23 4,63 --
Schwein 8 9,22 48,24 17,24 -- 1,22 21,01
Schwein 10 8,57 15,83 - 11,66 2,71 23,57
Schwein 12 20,04 36,76 29,97 23,98 9,77 3,79
Schwein 15 2,52 81,35 -- 76,82 11,80 16,04
Schwein 5, 7: 7 Tage post OP

Schwein 6, 8, 10, 12, 15: 28 Tage post OP
- nicht bestimmt

LV = linker Ventrikel,

LAD = left anterior descending coronary artery (linke Koronararterie),

RYV =rechter Ventrikel,

RA =rechter Vorhof,

»Hfasted = niichtern, d.h. ohne Glukose- und Insulinapplikation (intravenos),

»post insulin® = nach Glukose- und Insulinapplikation (intravends) zur Darstellung des gesamten vitalen
Gewebes,

mismatch = erhohte 18FDG-Aufname, verminderte Durchblutung,

match = keine erhohte "*FDG-Aufname, normale Durchblutung
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Abb. 32: Schwein 15, rechter Ventrikel, CD 3- Firbung, 20x
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Abb. 33: Schwein 15, CD 3- Firbung, 20x

Massive Ansammlung von Entziindungszellen (T-Zellen) in der LAD-Region (match),
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T-Zellzahl/ mm? (7 Tage post OP)
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Abb. 34: T-Zellzahl/ mm? 7 Tage post OP

Bei Schwein 5 kann in der LAD-Region in Histologieschnitt 3 (58,97 Zellen/mm?) und 4
(38,22 Zellen/mm?) ein vermehrter Gehalt an Entziindungszellen gemessen werden. Bei allen
Schnittebenen von Schwein 6 kdnnen nur vereinzelt T-Zellen gezdhlt werden. In den LAD-
Regionen sowie im linken Ventrikel (19,36) von Schwein 7 liegt ein vermehter T-Zellenge-

halt (36,94; 45,71; 16,76 Zellen/mm ?) vor (Abb. 34).
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T-Zellzahl/ mm? (28 Tage post OP)
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Abb. 35: T-Zellzahl/ mm? 28 Tage post OP

In Schnittebene 2 (48,24 Zellen/mm?) von Schwein 8 liegt ein erhohter Gehalt an T-Zellen
vor. Bei Schwein 10 kann im rechten Vorhof eine Entziindung mit 23,57 Zellen/mm?
beobachtet werden. In den LAD-Regionen von Schwein 12 kann eine méfige Erhéhung an
Entziindungszellen gezdhlt werden (36,76; 29,97; 23,98 Zellen/'mm?). Eine massive
Vermehrung der T-Zellen kann im Schnitt 2 (81,35 Zellen/'mm?) und im Schnitt 4 (76,82
Zellen/mm?) von Schwein 15 (Abb. 33, Seite 67) beobachtet werden (Abb. 35). Im Gegensatz
dazu kénnen im rechten Ventrikel von Schwein 15 nur 11,80 Zellen/ mm? (Abb. 32, Seite 67)

gezéhlt werden.
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4 DISKUSSION

4.1 Einleitung

Die vorliegende Arbeit untersucht die pathologischen Verdnderungen im Schweinemyokard
mit regionaler ischdmischer Dysfunktion nach einer Stentimplantation in der LAD.

Die chronisch ischdmische linksventrikuldre Dysfunktion geht mit strukturellen Verdnderun-
gen der Kardiomyozyten sowie des Interstitiums einher [VANOVERSCHELDE et al., 1993;
VANOVERSCHELDE et al., 1997]. DEPRE et al. (1995) haben in ihrer Studie einen Verlust
des kontraktilen Apparates und der Myozyten und eine Zunahme extrazelluldren Binde-
gewebes beobachtet. In der Studie von ELSASSER et al. (1998) wird die Anhiufung von
kollagenem Bindegewebe in dem erweitertem interstitiellem Raum beschrieben und neben der
zelluldren Degeneration als Ma@} fiir die Erholung des dysfunktionellen Gewebes nach einer

Bypass-Operation angesehen.

4.2 Material und Methoden

4.2.1 Wahl der Versuchstierspezies

Grundsitzlich stellt sich bei jedem tierexperimentellen Ergebnis die Frage nach der Ubertrag-
barkeit auf den Menschen. Diese ist u.a. von der passenden Auswahl der Versuchstierspezies
abhingig. Das Schwein hat sich auf dem Forschungsgebiet der ,,Koronaren Herzkrankheit*,
die sich in der Regel auf Themen wie Atherosklerose, Thrombose, hibernierendes Myokard
und Therapiemethoden konzentriert, als geeignetes Versuchstier aufgrund der &dhnlichen
GefidlBanatomie des Menschens und gleicher Merkmale ischdmischer Verdnderungen und
Schaden (z.B. Herzinfarkt) erwiesen. Zahlreiche tierexperimentelle Untersuchungen zum
Thema ,Hibernating Myokard“ wurden mit dieser Versuchstierspezies bereits von
RAHIMTOOLA (1989), CHEN et al. (2000), LAI et al. (2000), ST LOUIS et al. (2000),
FALLAVOLLITA et al. (2002) und anderen durchgefiihrt. Sie machen iiberwiegend eine
Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den Menschen wahrscheinlich.

Mensch und Schwein weisen ein dhnliches relatives Herzgewicht auf [BAROLDI et al., 1956;
FRENCH et al., 1965; FOLTS und ROWE, 1983; BLOOR et al., 1992]. Zudem zeigt auch die
Anatomie des Koronarsystems Ubereinstimmungen [SCHAPER et al., 1967; BLOOR et al.,
1992].

Ferner bestehen bei Mensch und Schwein vergleichbare Verhéltnisse, was die Ausbildung

atherosklerotischer Plaques angeht: Neben dem Menschen und einigen anderen Primatenarten
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treten nur beim Schwein primér Atherosklerosen im Bereich von Gefal3verzweigungen, vor-
nehmlich der Aorta und der Koronarien, auf. Eine Fiitterung mit erhohtem Cholesteringehalt
verstirkt die Auspridgung dieser Erscheinungen. Die Hypercholesterindmie zdhlt auch beim
Menschen zu den Risikofaktoren fiir die Ausbildung atherosklerotischer Plaques [FRENCH et
al., 1965; ROWSELL et al., 1965; FUSTER und CHESEBRO, 1985; STEELE et al., 1985;
ROSS, 1986; WHITE et al., 1992].

Der Einsatz juveniler Tiere in dieser Studie hat den Vorteil, dass sie noch leicht sind und auch
nach 4 Wochen Uberlebenszeit noch relativ einfach zu handhaben sind. Fiir einen lingeren
Uberlebenszeitraum sind Schweine der Rasse ,,Deutsches Landschwein® aufgrund ihres
starken Wachstums ungeeignet. Mit einem Korpergewicht von ca. 300 bis 350 kg wéren
adulte Schweine im Management wesentlich problematischer. Zudem entspriche die Herz-
grofle in dieser Gewichtsklasse nicht mehr der eines erwachsenen Menschen, und wiirde die
Verwendung humanmedizinischer PTCA-Instrumente stark einschrinken. Fiir Langzeit-
studien sind daher ausgewachsene Minipigs geeigneter, deren Gewicht auch bei ldngeren
Uberlebenszeiten nur in geringem Mafe Schwankungen unterworfen ist.

Das Schwein besitzt, wie der Mensch, eine ungeniigende Kollateralversorgung im Bereich des
Koronarkreislaufs. Aus diesem Grund entwickeln sich bei Mensch und Schwein akute voll-
stindige Verschliisse von Koronararterien zu einem Infarkt in den versorgenden Myokard-
regionen. Wegen der Vergleichbarkeit beider Spezies, konnen aus den Erkenntnissen vom
Schwein wichtige Schliisse fiir humanmedizinische Fragestellungen gezogen werden. Zudem
weist der Mensch sogar noch vergleichsweise giinstigere Verhiltnisse auf, wenn es um die
Ausbildung von Kollateralen zur Versorgung hypoxisch geschéidigter Bereiche geht
[SCHAPER et al., 1967; BLOOR et al., 1992]. Beim Schwein entstehen in dem ischdmischen
Gebiet lediglich Gefif3e, die kaum groBer als Kapillaren sind [SCHAPER, 1995].

Aufgrund der reichlichen Kollateralversorgung erscheint der Hund als Tiermodell fiir die In-
farktforschung ungeeignet [ALLWORK, 1987].

Tierexperimentelle Studien an Primaten (z.B. Rhesusaffen) sprechen trotz guter Ubertragbar-
keit der Resultate aufgrund technischer, wirtschaftlicher und ethischer Aspekten gegen eine
Verwendung dieser Versuchstierarten.

Der in der Literatur beschriebene, weit verbreitete Einsatz des Schweines, besonders bei der
Erforschung eines ,,chronisch ischdmischen Modells®, ist wegen der Vergleichsmoglichkeit
der erzielten Resultate mit anderen, unter dhnlichen Bedingungen durchgefiihrten Experi-

menten von Vorteil [RAHIMTOOLA, 1989; FALLAVOLLITA et al., 2002].
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4.2.2 Dauer des Versuchszeitraums

Der Versuchszeitraum wurde in Anlehnung an eine Vielzahl von experimentellen Studien auf
eine Zeit von 7 bzw. 28 Tagen festgelegt [RAHIMTOOLA, 1989; FELDHAUS und LIEDKE,
1998; FALLAVOLLITA et al., 2002; VON DEGENFELD et al., 2002]. Einige vorange-
gangenen Untersuchungen ergaben, dass nach 4 Wochen durch eine fortgeschrittene Gefal3-
stenose eine linger andauernde Ischdmie im Sinne eines ,,Hibernating Myokards* vorgelegen
hat.

Bisher gibt es kein etabliertes und standardisiertes Tiermodell mit anndhernd konstanten
Langzeitbedingungen [CANTY und FALLAVOLLITA, 1995], wohl aber geeignete Ansétze.
SHEN et al. (1996) erzeugten bei Minischweinen mit allméhlich aufquellenden Ameroidkon-
striktoren innerhalb von 4 bis 6 Wochen Kranzarterienverschliisse mit multiplen Mikro-
infarkten, die von hellen Herzmuskelzellen umgeben waren. Aber auch hier schwankte die
Durchblutung. CHEN et al. (1996) entwickelte - ebenfalls beim Schwein — ein 24 h-Kurzzeit-

Hibernierungsmodell, dass reversible ultrastrukturelle Verdnderungen aufwies.

4.2.3 Uberlegungen zum Versuchsmodell

In der vorliegenden Studie ist ein ldnger andauerndes Ischimie - Modell am Schweineherzen
mit einer Stentimplantation reproduziert worden [VON DEGENFELD et al., 2002].

In einigen Studien wird durch Einsetzen eines Ameroidkonstriktors um die LAD eine
chronische myokardiale Ischdmie beobachtet [UNGER et al., 1993; SHEN et al., 1996;
MACK et al., 1998]. Der Nachteil dieses Ameroidkonstriktor- Modells liegt im vollstandigen
Verschluss der LAD nach ca. 2 bis 3 Wochen, der zu einer starken Kollateralbildung am
Schweineherzen fithren kann. Letzteres verhindert wiederum die Entwicklung eines hiber-
nierenden Myokards mit einem ,,perfusion-metabolism-mismatch® [HARIAWALA et al.,
1996; LOPEZ et al., 1998; DOMKOWSKI et al., 2000]. HARADA und seine Kollegen
(1994) haben in ihrer Studie beobachtet, dass durch die Kollateralbildung am Schweine-
herzen, ca. 3 bis 4 Wochen nach dem vollstdndigen Verschluss der LAD, keine Wandbewe-
gungsstorungen wahrend der Dobutamin-Stressechokardiographie (DSE) aufgetreten sind. Im
Gegensatz dazu konnten ST LOUIS und seine Kollegen (2000) Wandbewegungsstdrungen
bei der DSE beobachten, nachdem sie bei iiber 200 Schweinen eine Stenose der Koronar-
arterie mit der ,,hydraulic occluder-Technik provozierten. Daraus wurde geschlossen, dass
die Hydraulik-Technik ein geeignetes und reproduzierbares Tiermodell darstellt. Gegen diese
beiden Modelle spricht der invasive chirurgische Eingriff, der mit nicht unerheblichen

Schmerzen des Tieres verbunden sein kann.
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In der Studie von VON DEGENFELD et al. (2002), welch einen vorpriparierten Stent
verwendet, kann ein reproduzierbarer Stenosegrad von initial ca. 72 % bis ca. 91 % sieben
Tage nach der Implantation hervorgerufen werden. Eine myokardiale Ischdmie mit reduzierter
myokardialer Durchblutung wird beobachtet.

Ahnlich zum Ameroidkonstriktor — Modell [UNGER et al., 1993; HARADA et al., 1994;
MACK et al., 1998] kann der genaue Zeitpunkt des kompletten Verschlusses der Koronar-
arterie nach der Stentimplantation nicht vorhergesehen werden. Ein vollstandiger Verschluss
des vorpréparierten Stents erfolgt zwischen dem 7. und 28. Tag nach der Implantation.

In der vorliegenden Studie konnten nur bei einem Schwein Ergebnisse erzielt werden, die fiir
ein Vorliegen eines hibernierenden Myokards sprechen. Schwein Nr. 8 zeigt bei der PET—
Untersuchung eine vermehrte FDG-Aufnahme (Vitalititsnachweis) bei reduzierter Durch-
blutung im LAD-Bereich. In zahlreichen Studien ist die Positronen-Emissions-Tomographie
zum Nachweis von vitalem, dysfunktionellem Myokard herangezogen worden
[RAHIMTOOLA, 1989; FALLAVOLLITA et al., 1997; CANTY und FALLAVOLLITA et
al., 2001; FALLAVOLLITA et al., 2001; BAX et al., 2002; EGRED et al., 2003]. Das histo-
logische Bild von Schwein 8 zeigt, die in der Literatur beschriebenen, Verdnderungen mit er-
hohten Glykogengehalten, geringgradige Fibroseareale und das Vorliegen mesenchymaler

Zellen.

4.3 Diskussion der eigenen Ergebnisse

4.3.1 Uberlebensrate

Von den insgesamt 16 Versuchstieren sind 6 Schweine vor dem Ende des Versuchszeitraums
gestorben.

Schwein Nr. 4 erleidet wihrend der OP einen akuten Herzstillstand nach Kammerflimmern.
Laut MARKOVITZ et al. (1989) reagieren besonders Schweine sehr sensibel auf Herzmani-
pulationen. Durch verschiedenste Reize der erregungsbildenden und —leitenden Strukturen
konnen Herzrhythmusstorungen ausgelost werden. Als Reize kommen mechanische Irrita-
tionen durch die Spitze des Fiihrungskatheters bzw. der Fiihrungsdrihte oder frisch implan-
tierter Stents zum einen sowie hypoxische Reize infolge koronarer Spasmen, thrombotischer
Verschliisse oder Lumenblockade durch den Fithrungskatheter zum anderen in Frage. Bei
Schwein Nr. 4 ist mit gro3ter Wahrscheinlichkeit die mechanische Irritation durch den Fiihr-
ungskatheter oder ein koronarer Spasmus als Ursache der Herzrhythmusstérungen anzusehen.

Zum Zeitpunkt des Herzstillstandes ist noch kein Stent implantiert.
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In vielen experimentellen Studien mit PTCA oder Stentimplantation am Schwein werden
prophylaktisch Antiarrhythmika, wie z.B. Amiodaron (Cordarex®) oder Nitroglycerin,
appliziert.

Schwein Nr. 9 zeigt wihrend der MRT-Untersuchung in Narkose eine hochgradige Hypoxie,
die sich trotz Beatmung nicht bessert und schlieBlich zu einer Apnoe und zum Tod fiihrt.

Die Tiere Nr. 11 und 16 scheinen entsprechend den Ergebnissen der Sektion an den Folgen
eines Herzinfarktes aufgrund eines vollstindigen Verschlusses des Gefdfles verstorben zu
sein.

Da in der vorliegenden Studie aus Kostengriinden mit wiederverwendeten, resterilisierten
Materialien aus vormals humanmedizinischer Verwendung gearbeitet wird, kann es
sporadisch zu Ausfillen von Instrumenten (Platzen von Dilatationsballonen, Starrwerden bzw.
leichteres Abknicken von Fiithrungsdréhten, etc.). Bei der Stentimplantation von Schwein 16
platzt der Dilatationsballon und die Lage des Stents muss korrigiert werden. Bei der Manipu-
lation fallen bereits infarkttypische Abweichungen vom physiologischen EKG auf. Eine ST-
Strecken-Anhebung bei hochpositiver T-Zacke kann beobachtet werden. Das Tier nimmt am
3. Tag post implantationem oft die Brustlage ein und zeigt Vomitus mit Inappetenz und ver-
stirbt eine Stunde nach dem Auftreten der oben beschriebenen klinischen Symptome.

Die konkrete Todesursache des Tieres Nr. 13, das acht Tage nach der Stentimplantation stirbt,
bleibt unklar. Die Sektionsergebnisse schlieBen das Vorliegen eines Infarktes aus.

Bei dem am Tag 8 des Versuchzeitraums verendeten Schwein Nr. 14 fillt eine faustgrof3e,
derbe Umfangsvermehrung an der ventralen Halsseite auf, die die Trachea so stark kompri-
miert, dass eine Atmung ohne Tubus unmdglich macht. Die Sektion im Anschluss der Eutha-
nasie zeigt massenhaft nicht geronnenes Blut, das aus der A. carotis sickert. Im Verlauf der
OP wurde wahrscheinlich das Gefdl leicht perforiert. Dazu kommt die starke Blutungs-
neigung der antikoagulierten Tiere mit systemisch verabreichten Medikamenten (Clopidogrel,
Acetylsalicylsdure und Heparin).

Es ist zu tiberlegen, ob nicht durch eine niedrigere Dosis systemischer, antithrombotisch wirk-
samer Medikamente die Gefahr von Blutungen vermindert werden kann. Gleichzeitig steigt

dann jedoch das Infarktrisiko der Tiere.

4.3.2 Ergebnisse der pathologisch-histologischen Untersuchungen

Der histologische Nachweis des hibernierenden Myokards nach Stentimplantation durch Er-
mittlung des Kollagen-, Myofibroblasten- und Glykogengehaltes ist in Anlehnung an ver-
schiedene Studien [BORGERS und AUSMA, 1995; ELSASSER et al., 1998; CANTY und
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FALLAVOLLITA, 2001; FRANGOGIANNIS et al, 2002; GUNNING et al., 2002]
durchgefiihrt worden.

43 Biopsien sind entnommen und untersucht worden. Die in der Literatur beschriebene histo-
logische Heterogenitit, von fast normalem Myokard bis hin zu ausgedehnten Bindegewebs-
arealen [HORT und ARNOLD, 2000; GUNNING et al., 2002], kann auch in der vorliegenden
Studie beobachtet werden. Die meisten histologischen Proben zeigen strukturelle Unter-
schiede, d.h. unterschiedlich groe Myozyten, welche entweder atrophiert oder hypertrophiert
sind. Es liegt je nach Degenerationsgrad ein unterschiedlicher Kollagengehalt vor und eine
vermehrte intrazytoplasmatische Glykogenansammlung. Schon ELSASSER und seine
Kollegen (1997) haben betont, dass das Myokard unter dem Einfluss von schédlichen Noxen
(z.B. Hypoxie) ein begrenztes Kompensationsvermdgen aufweist und es schnell zur Degener-
ation der Myozyten kommen kann.

Die Proben der einzelnen Versuchstiere zeigen interindividuelle Unterschiede, die vermutlich
durch den unterschiedlichen Grad der Stenose, und nicht zuletzt durch individuelle Unter-
schiede in der Anatomie der Herzkranzgefdlle sowie durch eine mehr oder weniger starke
Ausbildung von Kollateralen, hervorgerufen wurde.

Der unterschiedliche Fibrosegrad ist einerseits durch eine interstitielle Fibrose und anderer-
seits durch ganze Bindegewebsinseln gekennzeichnet. Letztere liegen beim histologischen
Bild eines Herzinfarktes vor. Die Schweine Nr. 5, 7 und 15 zeigen makroskopisch Infarkt-
regionen in den Versorgungsgebieten der LAD, die bei Schwein Nr. 7 (31,98 %) und Nr. 15
(34,15 %) histologisch durch stark erhohte Kollagengehalte und die massive Erh6hung von
Entziindungszellen (Schwein 7: 45,71 und Schwein 15: 81,35 Zellen/'mm?) charakterisiert
sind. Alle drei Schweine zeigen einen kompletten Verschluss des Gefdfles. Der Nachteil des
Stentmodells in der vorliegenden Studie besteht darin, dass ein genauer Zeitpunkt des voll-
standigen Verschlusses nicht vorhersehbar ist [VON DEGENFELD et al., 2002]. Schon nach
sieben Tagen liegt ein vollstindiger Verschluss der LAD beim Tier Nr. 5 und Nr. 7 vor. Hin-
gegen zeigt Schwein Nr. 6 am Ende des Versuchszeitraums (4 Wochen post implantationem)
lediglich eine 90 % Stenose der LAD. In der PET kann bei diesem Tier keine erhohte Auf-
nahme des Glukoseanaloges '"FDG und keine verminderte Perfusion gemessen werden.
Makroskopisch sowie mikroskopisch liegt kein infarziertes Myokard vor. Die Schweine Nr.
10 und 12 zeigen nach 4 Wochen post implantationem in der Angiographie eine 95 % Stenose
der LAD im Stentbereich. Makroskopisch sind rétlich-graue Areale im Bereich der linken
Kammer und der Herzspitze zu beobachten. Schwein Nr. 10 zeigt einen erhohten Kollagen-

gehalt (17,70 %) in der Ischdmie-Zone der LAD, was wiederum zum Vorliegen des Infarktes
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passt. Die geringgradige Erhohung (5,75 %) des Kollagengehaltes in der LAD in Schwein Nr.
12 wiirde fiir das Vorliegen eines hibernierenden Myokards sprechen, jedoch zeigte das Tier
in der PET eine unklare erhdhte '*FDG-Aufnahme im Bereich der LCX.

Schwein Nr. 8 weist makroskopisch keinen Infarkt auf, zeigt in der PET die typischen Ver-
dnderungen eines hibernierenden Myokards mit erhohter '*FDG-Aufnahme bei verminderter
Durchblutung im Bereich der LAD und in der sonographischen Untersuchung liegen Wandbe-
wegungsstorungen in diesem Bereich vor. Auch die geringgradige Erhohung des Kollagens
(7,06 %, 12,04 %) passt zum Bild des hibernierenden Myokards [ELSASSER et al., 1997:
GUNNING et al., 2002].

Im normalen und hibernierenden Myokard wird das fetale Protein a-smooth-muscle-actin nur
im Endothel und in den glatten Muskelzellen von BlutgefdB3en, nicht aber in Myozyten, ge-
funden [ELSASSER et al., 1997]. Fibroblasten spielen eine wichtige Rolle beim ,,Remodell-
ing“-Prozess der extrazelluldren Matrix, indem sie die extrazelluldren Matrixproteine synthe-
tisieren. Bei allen Schweinen korreliert der Myofibroblastengehalt mit dem erhdhten
Kollagengehalt in der Probe. Das heif3t reparative Prozesse werden in Gang gesetzt und eine
vermehrte Gefdfneubildung sowie eine Synthese von Matrixproteinen finden statt.

Das in Herzzellen gespeicherte Glykogen dient bei hypoxischen Zustéinden als ,,Energie-
quelle®, und wird in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe der histologischen PAS-Féarbung nach-
gewiesen [GRICE et al., 1987]. Schwein Nr. 5 zeigt in den ischdmischen Bezirken eine ver-
mehrte Glykogenansammlung (15,7 %, 6,2 %, 8,2 %) in den Zellen. Auch in den LAD-
Proben von Schwein 7 konnen erhohte Glykogenwerte (10,5 %, 6,8 %, 9,8 %) gemessen
werden. Jedoch zeigt Schwein 7 auch in Kontroll-Proben eine unklare Glykogenerhdhung.
Der Schnitt 4 aus der LAD-Region bei Schwein Nr. 10 stellt, nach der histologischen Unter-
suchung, annidhrend normales Myokardgewebe dar, d.h. der Kollagen-, Myofibroblasten- und
Glykogengehalt ist nicht erhoht. In der Region von Schnitt 2 liegt moglicherweise ein hiber-
nierendes Myokard vor, da der Glykogengehalt erhoht ist und eine midfige Vermehrung von
kollagenem Bindegewebe und aktiven Myofibroblasten vorliegt. Schwein 12 zeigt eine starke
Erhohung des Glykogengehalts in den LAD-Regionen, was flir einen verdnderten Stoff-
wechsel der Zellen spricht. Schwein 15 zeigt zusammen mit dem Herz von Schwein 8 histo-
logische Verdnderungen, die denen des hibernierenden Myokards im Menschen nahe
kommen. Es liegt eine vermehrte Glykogenansammlung in den Zellen vor und ein proportio-
naller Anstieg des Kollagen- und Myofibroblastengehalts ist zu beobachten.

Das Herz von Schwein 8 weist weder makroskopisch noch histologisch ein Vorliegen eines

Infarktes auf. Dieses Schwein entwickelt experimentell als einziges eine Situation im Herzen,
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die dem ,,Hibernating Myokard“ des Menschens gleich kommt. Am Ende des Versuchszeit-
raums ist das Gefal3 vollstindig geschlossen, die PET-Daten zeigen ein signifikantes ,,Mis-
match® und Wandbewegungsstérungen liegen vor. Parallel dazu liegen eine geringgradige
Fibrose mit aktivierten Myofibroblasten und eine vermehrte Glykogenansammlung in Zellen,
die einer Ischdmie ausgesetzt wurden, vor. In mehreren experimentellen Studien iiber das
,hibernating* Myokard konnten gleiche Ergebnisse erzielt werden [FLAMENG et al., 1981;
BORGERS und AUSMA, 1995].

4.4 Schlussfolgerung und Ausblick

Klinische sowie experimentelle Studien haben gezeigt, dass die myokardiale Hibernation eine
Form der reversiblen linksventrikuldren Dysfunktion darstellt, bei der eine chronische Hypo-
perfusion des myokardialen Gewebes besteht [BERRY und MASEK, 2002; MARI und
STRAUSS, 2002; CANTY und FALLAVOLLITA, 2001]. Es scheint eher eine Form der
Adaption und weniger eine Degeneration von Myozyten und extrazelluldrer Matrix vorzu-
liegen. Myozyten im hibernierenden Myokard unterscheiden sich durch verschiedene ultra-
strukturelle Veranderungen von denen, die durch Ischdmie irreversibel geschddigt wurden.
Solche histologischen Verdnderungen, die eine Verminderung der kontraktilen Elemente, eine
Akkumulation von Glykogen und eine méfBige Zunahme des kollagenen Bindegewebes
beinhalten, konnen in der eigenen Studie in mehreren Schweinen beobachtet werden. Diese
morphologischen und immunohistochemischen Verdnderungen sprechen moglicherweise fiir
eine Dedifferenzierung zum fetalen/embryonalen Stadium der Myozyten und fiir ein ,,Re-
modelling® der extrazelluldren Matrix. Durch diese Verdnderungen kann das Myokardgewebe
moglicherweise eine chronisch vaskulére Insuffizienz besser tolerieren.

Dennoch bleibt eine Vielzahl von Fragen unbeantwortet. Ein wesentlicher limitierender
Faktor besteht in der Problematik ein geeignetes Tiermodell zu etablieren, das ein so kom-
plexes klinisches Syndrom wie das hibernierende Myokard reproduziert. Die meisten gegen-
wiartigen Tiermodelle spiegeln die metabolischen und morphologischen Verdanderungen des
»short-term*“-hibernating Myokards wieder. Einige Ergebnisse (in der Studie: Schwein 8) sind
der Pathologie des menschlichen chronischen Hibernating dhnlich, aber dennoch existiert
noch kein Tiermodell, das alle komplexen Mechanismen des hibernierenden Myokards ver-
standlich macht und zuverlassig reproduziert. Initiale biochemische Signale, wie z.B. die Ein-
fliisse, die zu einer Verminderung der Kontraktilitidt fithren oder eine verdanderte Gen- und
Protein-Expression, die vielleicht durch die Minderperfusion hervorgerufen wird, sind zur

Zeit noch unklar. Aulerdem ist die Rolle der Apoptose und andere zelluldre und molekulare
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Mechanismen noch nicht vollstdndig verstanden. Ein geeignetes Klein- oder Grofitiermodell
konnte zur Kldrung beitragen.

Nicht zuletzt mag die Schwierigkeit darin bestehen, dass im menschlichen Herzen eventuell
nur kurze Ischdmie-Episoden zu einem ,,stunned* bzw. ,hibernating* Myokard fiithren. Diesen
Pathomechanismus in einem Tiermodell mit einer ,,fixen® Stenose und vor allem ohne
korperliche Anstrengung, die kurzzeitige Ischdmieperioden provozieren konnte, zu reprodu-
zieren ist sehr schwierig. Ein Ansatzpunkt fiir zukiinftige Studien sollte, um kurze Ischdmie-
Episoden zu induzieren, die tigliche Bewegung des Tieres, zum Beispiel auf einem Laufband,
sein. Das Phidnomen des akuten ,,Perfusions-Kontraktions“-Matching mit reduzierter myo-
kardialer Perfusion kann méglicherweise nur iiber einen begrenzten Zeitraum aufrechterhalten
werden und fiihrt unweigerlich nach ca. 24 Stunden in einen subendokardialen Infarkt. Die in
der Klinik zu beobachtenden flieBenden Ubergiinge der kardialen Krankheitsbilder bis hin
zum Infarkt, spiegeln den dynamischen Prozess, den interindividuell unterschiedlichen Ver-
lauf und nicht zuletzt das begrenzte Kompensationsvermogen des Myokards wieder. Genau
darin mag die Schwierigkeit bestehen ein geeignetes In-vivo- Modell zu finden, das
ischdmisch bedingte Verdnderungen des Stoffwechsels dhnlich dem menschlichen Krank-
heitsbild entwickelt. Aus diesem Grund iliberwiegen moglicherweise in der vorliegenden
Studie die myokardialen Infarkte und nur in einem Tier konnte das hibernierende Myokard

durch die Implantation eines Stents reproduziert werden.

78



ZUSAMMENFASSUNG

5 ZUSAMMENFASSUNG

Hintergrund: Myokardiale Hibernation geht mit erheblichen metabolischen und morpholo-
gischen Verdnderungen einher, die sowohl die Myokardiozyten als auch das Interstitium be-
treffen. Durch histologische und immunhistologische Untersuchungen soll ein besseres Ver-
staindnis der Stoffwechselverdnderungen insbesondere des Glukosemetabolismus erzielt
werden.

Methode: Durch die Implantation eines vorpraparierten Stents, der die Koronararterie (LAD)
einengt, wird bei 16 Schweinen (Deutsche Landrasse) modellhaft ldnger andauernde Minder-
perfusion mit Ischdmie induziert. Das Implantat weist einen initialen Stenosegrad von 75 %
auf und soll wihrend des Versuchszeitraums langsam zu einem vollstdndigen Verschluss des
GefaBes fiihren.

Wandbewegungsstorungen werden am Tag 7 post implantationem mittels Magnetresonanz-
tomographie und sonographischer Untersuchung ermittelt. Nach einer Positronen-Emissions-
Tomographie (PET) 7 (n = 6) bzw. 28 (n = 10) Tage post implantationem, bei der die
Durchblutung ("*°NH3) und der Stoffwechsel (‘*FDG) des Myokards gemessen werden, erfolgt
die Euthanasie der Tiere. Myokardiale Biopsien aus den ,,mismatch“-Regionen (erhohte
EDG-Aufnahme bei reduzierter Perfusion im PET) und den Kontrollproben aus dem
rechten, dem linken Ventrikel und dem rechten Vorhof werden histologisch und immunhisto-
chemisch untersucht.

Ergebnisse: Nach der PET konnten bei nahezu allen Versuchstieren ein reduzierter Blutflufl
(*’NH3) und eine erhhte glykolytische Aktivitat ("*FDG) im Bereich der LAD-Stenose
gemessen werden. Es lag ein sogenanntes ,,perfusions-metabolism-mismatch* vor. Die aus
diesem Bereich der LAD entnommenen Biopsien zeigten bei den Langzeittieren (28 Tage
post OP, n = 10) eine signifikante Erhdhung (p < 0,05) des Kollagengehaltes (0,12 + 0,12 %)
im Vergleich zu den Proben aus den Kontzrollregionen des Ventrikels und Vorhofs dieser
Tiere (0,02 + 0,02 %). Der Glykogengehalt in den ,,mismatch“-Regionen der LAD war eben-
falls signifikant (p < 0,05) erhdht (0,06 + 0,03 %) im Vergleich zu den Kontrollbiopsien
(0,005 + 0,006 %). Trotz der Schwierigkeit ein ldnger andauerndes ,,hibernating* Myokard im
Tierversuch modellhaft zu reproduzieren, ist es in der zugrundeliegenden Studie gelungen, ein
Tier (Schwein 8) zu gewinnen, dass eine Situation im Herzen entwickelte, die dem
,Hibernating Myokard“ des Menschens gleich kommt. Am Ende des Versuchszeitraums war
das Gefal3 vollstandig geschlossen, die PET-Daten zeigten ein signifikantes ,,Mismatch* und

geringgradige Wandbewegungsstorungen lagen vor. Parallel dazu lagen eine geringgradige
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Fibrose mit aktivierten Myofibroblasten und eine vermehrte Glykogenansammlung in Zellen,
die vermutlich repetitiv Ischdmie ausgesetzt waren, vor.

Schlussfolgerung: Im Gegensatz zu einigen Modellansitzen fiir das ,,short-term hibernating
myocard” existiert flir ldnger andauerndes Hibernating im Zeitraum von Wochen oder
Monaten noch kein anerkanntes und etabliertes Tiermodell. Dies mag mit der Grund dafiir
sein, dass die komplexen Mechanismen, die dem klinischen Syndrom des hibernierenden
Myokards zugrundeliegen, zur Zeit noch weitgehend unklar sind. Die in der Klinik zu
beobachtenden flieBenden Ubergiinge der kardialen Krankheitsbilder bis hin zum Infarkt,
spiegeln den dynamischen ProzeBl, den interindividuell unterschiedlichen Verlauf und nicht
zuletzt das begrenzte Kompensationsvermogen des Myokards wider. Genau darin mag die
Schwierigkeit bestehen ein geeignetes In-vivo-Modell zu finden, das ischdmisch bedingte
Verianderungen des Stoffwechsels dhnlich dem menschlichen Krankheitsbild entwickelt.

Jedoch wird jedes geeignete Klein- oder Grofitiermodell zur Kldrung etwas beitragen.
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6 SUMMARY

Pathologically-anatomical and immunhistochemistric investigation of ischemic

myocardium in the pig

Background: Different degrees of histological alteration have been seen in hibernating myo-
cardium. Hibernation is associated with structural myocardial changes, which involve both the
cardiomyocytes and the cardiac interstitium. The purpose of this study is to investigate the
effects of chronic myocardial ischemia on histological patterns to understand the underlying
mechanism of hibernation.

Methods: A model of ischemic injury was produced in 16 pigs (German land breed) by place-
ment of a modified stent graft in the left anterior descending artery (LAD), which initially
produced 75% stenosis, followed by a slow complete occlusion. Wall motion abnormalities
were investigated by Magnetic Resonance Imaging (MRI) and ultrasound images at day 7
after implantation. Metabolism and perfusion were imaged by Positron Emission Tomography
(PET) at day 7 (group 1) and at day 28 (group 2). After PET images the animals were
sacrificed and tissue samples were taken for histology.

Results: Viability in PET is defined by a relative decrease in perfusion in an area where there
is a relative increase in FDG (fluorodeoxyglucose) concentration. This is often referred to as a
“mismatch” pattern. In the study nearly all pigs showed this “mismatch” in the LAD area. The
following significant results could be found in the mismatched samples: the accumulation of
collagen (0,12 + 0,12 %, p < 0,05) in LAD samples compared to those taken from remote area
(0,02 + 0,02 %) and glycogen rich perinuclear zones in LAD samples (0,06 = 0,03 %, p <
0,05). Despite the difficulties of reproducing a long-term hibernating myocardium in an
animal model, one pig (No.8) demonstrated physiological alterations that can be compared to
those of human beings with hibernating myocardium. After 28 days the artery of the pig was
completely occluded. A mismatch was determined by PET, and wall motion abnormalities
were present. Furthermore in cells which were exposed to a repetitive ischemia, a small
degree of fibrosis and glycogen richness were shown.

Conclusion: In contrast to various short-term hibernating myocardium models, no equivalent
model exists for long-term hibernating myocardium over a time period of weeks or months
yet. For this reason, the complete mechanism of chronic hibernating myocardium is still un-
clear. The fluent transition of the different heart failure up to the infarct as seen in the clinic

reflect the dynamic process, the interindividuell differences and last but not least the reduced
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compensation abilities of the heart. Due to this it is difficult to find a matching in-vivo model
that shows the same mechanism as humans. Therefore every small and large animal model is

helpful for clarification.
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