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ZUSAMMENFASSUNG

Die vorliegende Arbeit zeigt zum ersten Mal die Auswirkungen der lokalen, retrograden
Applikation von LNA 92a am Herzen in einem Grofdtiermodell (Schwein) der chronischen
myokardialen Ischdmie. Durch den Einsatz eines Reduktionsstents in den Ramus circumflexus
des Herzens wurde initial eine 75 % Stenose des Gefafdes induziert. 28 Tage nach Implantation
konnte eine Totalokklusion des Gefafies gezeigt werden. Die Messungen der
hdmodynamischen Funktionsparameter zeigten bereits zu diesem Zeitpunkt eine
Verschlechterung der linksventrikularen Herzfunktion. An Tag 28 nach Stentimplantation
erfolgte eine lokale Applikation von LNA-92a in der Therapiegruppe der Versuchstiere mittels
selektiver druckregulierter Retroinfusion. Kontrolltiere erhielten eine PBS-Lésung ohne LNA.
Weitere vier Wochen spater, an Tag 56, erfolgten erneute Funktionsmessungen. Neben
Messungen der globalen Herzfunktion, erfolgte ebenso die Ermittlung der regionalen Funktion
mittels Sonomikrometrie nach Eréffnung des Thorax und des Perikards. Gleichzeitig wurde
eine angiographische Messung zur Quantifizierung der Kollateralausbildung nach
Totalokklusion durchgefiihrt mit darauffolgender Einteilung der distalen Gefafifiillung der
okkludierten Gefifde nach Rentrop. Postmortem erfolgte die histologische Untersuchung des
ischdmischen Gewebes zur Ermittlung der Auswirkungen der LNA-92a zum einen auf die
Kapillarausbildung (PECAM-1) und das Gefafdwachstum mit Perizytenbildung (NG2 positive
Zellen) und zum anderen zur Darstellung der Effekte auf Myozytengrofie (WGA Farbung) und
Ausbildung von kardialer Fibrose (Sirus Red Farbung).

Die Messungen an Tag 56 des Versuches zeigten in der Kontrollgruppe eine deutlich
eingeschrankte Herzfunktion mit herabgesetzter EF (Ejektionsfraktion) und einem
gesteigerten LVEDP (linksventrikulirem enddiastolischem Druck). Die mit LNA-92a
behandelte Gruppe, zeigten dahingegen eine verbesserte globale Herzfunktion (verbesserte EF
mit geringerem LVEDP) mit einer verbesserten regionalen Kontraktilitit unter
Funktionsreservebedingungen im Vergleich zur Kontrollgruppe. Zudem konnte anhand
weiterer Untersuchungen der vaskuloprotektive Effekt der miR-92a Suppression durch eine
verbesserte  Kollateralausbildung  und  Kapillarisierung  beschrieben = werden.
Histopathologische = Analysen  ergaben eine  herabgesetzte  Ausbildung von
Kardiomyozytenhypertrophie und Fibrose nach Applikation von LNA-92a gegeniiber

Kontrolltieren.

Zusammenfassend, konnte die miR-92a-Inhibition mittels LNA-92a durch ihre kardio- und
vaskuloprotektive Funktion, bei gleichzeitiger chronischer Myokardischdmie, eine neue
therapeutische Option darstellen, womit eine neue Perspektive fiir die Erhaltung einer

adiquaten Herzfunktion in einem hibernierenden Myokard geschaffen werden kann.
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Einleitung

1 EINLEITUNG
1.1 Koronare Herzerkrankung

In den heutigen Industrienationen gehéren Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems und in
diesem Zusammenhang der akute Myokardinfarkt sowie die meist vorangegangene koronare
Herzerkrankung (KHK) zu den haufigsten aller Todesursachen (Timmis et al., 2018). Laut dem
statistischen Bundesamt verstarben allein in Deutschland im Jahre 2017 120.731 Menschen
mit der Diagnose einer chronisch ischdmischen Herzkrankheit oder an einem Myokardinfarkt
(MI). Risikofaktoren wie z.B. Hypercholesterindmie, arterielle Hypertonie, Diabetes Mellitus,
zusammengefasst als sogenanntes ,Metabolisches Syndrom®, begiinstigen die Entstehung

dieser Pathologien (Framingham Herz Studie, Ross, 1999).

1.1.1  Pathophysiologie der koronaren Herzerkrankung

Bei der koronaren Herzerkrankung sind vor allem die Vasa privata des Herzens betroffen.
Dabei handelt es sich zum einen um die linke Koronararterie, die sich wiederum in ihren
Hauptstamm, den Ramus interventricularis anterior (RIVA; oder englisches Synonym left
anterior descending, LAD) und den Ramus circumflexus (RCx) teilt sowie um die rechte
Koronararterie (right coronar artery, RCA). Mehrere Endverzweigungen verbinden das
koronare System. Kommt es jedoch zu der Gefafdverengung und im weiteren Verlauf zu einem
kompletten Gefafdverschluss der Koronarien, reichen diese nicht aus, um die jeweilige

Herzregion zu versorgen (Herold, 2007).

In den meisten Fillen, entsteht die koronare Herzerkrankung aus der Interaktion von
Risikofaktoren und einer inflammatorischen Reaktion auf zelluldrer sowie biochemischer
Ebene. Durch den Einfluss von den oben genannten Risikofaktoren entstehen
Endothelldsionen und im weiteren Verlauf chronisch inflammatorische sowie
atherosklerotische Veranderungen; es bilden sich sogenannte artherosklerotische Plaques
aus, die zunehmend das Gefafdlumen einnehmen (Libby, 2002; Libby & Theroux, 2005; Ross,
1999; Wolf & Ley, 2019). Dabei entstehen die als Arteriosklerose bezeichneten
GefafRveranderungen vornehmlich an Verzweigungen und Bifurkationen, wo es vermehrt zu

verstirkten Fliissen mit ausgepragten Scherkraften kommt (Caro, 2009).

Bei Gefafdverengungen ab 50 % besteht bereits eine signifikante Stenose, die zu
Perfusionsstorungen fithren kann, hier ist im chronischen Verlauf der Einfluss von
ausgebildeten Kollateralgefiaf3en entscheidend. Verschlief3t sich das Lumen des Gefafses immer
weiter (> 75 %) bildet sich eine kritische Stenose aus. Dabei kommt es zur Erschopfung der

Koronarreserve (Differenz zwischen Koronardurchblutung in Ruhe und der maximal
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moglichen Koronardurchblutung) und die Sauerstoffversorgung des entsprechenden
Myokardareals kann nicht mehr stetig aufrechterhalten werden. Dies dufdert sich meist in
Form von pektangindésen Beschwerden. Kommt es zu einer Ruptur von arteriosklerotischen
Plaques konnen Koronarthrombosen entstehen, die zu dem Bild eines akuten

Myokardinfarktes fithren (Herold, 2007; Ross, 1999).

1.1.2 Pathophysiologie des Herzinfarktes

Im Rahmen einer Koronarokklusion findet eine Zerstérung des Gewebes mit sukzessiver
Ausbildung einer Nekrose statt. Diese entsteht durch die mangelnde Sauerstoffversorgung.
Zudem fiihrt ein intrazelluldrer Abfall des pH-Wertes zur Zerstérung von Zellorganellen,
Verlust von mitochondrialer Funktion, zu mikrovaskuladrer Destruktion sowie zu Himorrhagie
und infiltrierenden Leukozyten (Heusch & Gersh, 2016). Molekulare Prozesse wie zelluldre
Kalziumanreicherung durch ein Natrium-Uberangebot sowie die oszillatorische Freisetzung
und Aufnahme von Kalzium in das sacroplasmatische Reticulum mit daraus resultierenden
myofibrilliren Kontraktionen fiihrt zur vermehrten Bildung von Reaktiven Sauerstoffspezies
(ROS). ROS verstarken die Prozesse und tragen ihrerseits zu der Ausbildung einer Nekrose bei
(Heusch & Gersh, 2016; Ladilov, Siegmund & Piper, 1995; Tani & Neely, 1989). Dies wiederum
fiihrt zum Untergang von Kardiomyozyten und zu progredienten Einschriankungen in der
Herzfunktion. Aus diesem Vorgang resultierend, kann eine addquate Herzleistung langfristig
nicht weiter gewdahrleistet werden. Die Kontraktilitit des Herzmuskels wird zunehmend
vermindert. Daher kommt es bei anhaltender Sauerstoffunterversorgung und Deprivation von
versorgenden Stoffen durch Zelluntergang, Fibrosierung und Begrenzung der
Myokardfunktion zu einer progredienten Herzinsuffizienz. Im Rahmen sogenannter
Remodeling-Prozesse kommt es nicht nur zur Reduktion der Herzfunktion, sondern auch zu
Herzrhythmusstorungen, welche zum Tod fiihren kénnen. Eine zligige Revaskularisierung der
Gefafdverschliisse mithilfe von beispielsweise perkutaner transluminaler coronarer
Angioplastie (PTCA) oder einer Bypass-Operation ist aktuell die Therapie der Wahl (Ginks et
al,, 1972; Keeley, Boura & Grines, 2003).

1.1.3 Therapeutisches Vorgehen bei KHK und Folgeerkrankungen

Die klinischen Symptome einer Ischamie kénnen variieren. Dabei konnen sie in wenigen
Fallen, wie bei der stillen Ischdmie, unbemerkt bleiben, oder durch eine Angina pectoris
starkste Schmerzen verursachen oder gar zu todlichen Verlaufen fiihren, z.B. aufgrund des
akuten Verlustes der kardialen Pumpfunktion oder Herzrhythmusstérungen, wie

Kammerflimmern. Die Wiederversorgung des ischdmischen Myokards ist essentiell fiir die
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Versorgung von Kardiomyozyten sowie die Vermeidung von Nekrosen des Myokards. Die Zeit
bis zur Wiedereroffnung der Koronargefafie, die sogenannte Ischamiezeit, ist ausschlaggebend

fiir die Ausdehnung des Herzinfarkts.

Um die Wiedereroffnung der verschlossenen Herzkranzgefifle zu gewdhrleisten und die
erneute Sauerstoffversorgung des ischdmischen Myokards zu erreichen, stehen drei
unterschiedliche Ansatze im Vordergrund: zum einen das interventionelle Katheterverfahren
mittels PCI, des Weiteren die medikamentése Thrombolyse und zum dritten die Bypass-
Chirurgie, die allerdings in der Akutphase des Myokardinfartes obsolet ist. Zusammen mit der
prophylaktischen, pharmakologischen Therapie durch Statine,
Thrombozytenaggregationshemmer, Betablocker, Nitrate sowie Kalziumantagonisten tragen
diese Therapiemafdinahmen zu einer verbesserten Prognose bei. Auf diese Weise kommt es
perspektivisch zur vermehrten Akkumulation von Patienten mit kardiovaskularen
Erkrankungen und Folgeerkrankungen der chronischen Ischamie wie z.B. der Herzinsuffizienz
(Virani et al., 2020). Nach Ausschépfung jeglicher Therapieoptionen bleibt als ultima ratio die
Herztransplantation als lebensverlangernde Mafdnahme, die jedoch sehr limitiert ist. Nicht nur
der Zustand des Korpers, sondern der erhebliche Bedarf an Spenderorganen, der kaum

gedeckt werden kann, limitieren hier die Heilungschancen.

Zusammengenommen sprechen diese Aspekte dafiir, dass in Zukunft eine Erweiterung der
vorhandenen Therapieoptionen sowie eine Verbesserung der Therapieergebnisse eine immer
grofdere Rolle spielen werden. Hier riicken immer mehr verschiedene Tiermodelle in den

Vordergrund, die es ermoglichen neue Therapieoptionen zu testen und zu optimieren.

1.2 Chronische myokardiale Ischamie

Definitionsgemafd fiihrt die chronische myokardiale Ischdmie im Rahmen einer durch
Arteriosklerose hervorgerufenen KHK zu einer myokardialen Durchblutungsstérung, welche
zu einer Minderversorgung des Myokards fiihrt und sich in einer Herzmuskelschwache
manifestiert. Anders als beim Myokardinfarkt kommt es jedoch nicht zum akuten

Zelluntergang, da die Struktur sowie der Stoffwechsel der Kardiomyozyten erhalten bleiben.

1935 beschrieben erstmals Tennant und Wiggers die Auswirkung von Kkoronaren
Gefafdverschliissen auf die kardiale Kontraktionsfahigkeit am Hundeherzen. Es konnte gezeigt
werden, dass kurze Perioden myokardialer Ischdmie zu einer linksventrikularen Dysfunktion
fiihrten. Nach der Wiederherstellung des Koronarflusses, konnte bereits in kurzer Zeit eine

adaquate Kontraktilitdt gemessen werden (Tennant & Wiggers, 1935). Auf dieser Entdeckung
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basierend, wurden unterschiedliche Hypothesen aufgestellt, die dieses Phanomen erklaren
sollen (Braunwald & Kloner, 1982; Heyndrickx et al., 1978; Kloner, Przyklenk & Patel, 1989;
Rahimtoola, 1989). Schnell war klar, dass das kardiale Gewebe Adaptionsmechanismen besitzt,
die dazu fiihren, sich an Perioden der Minderfusion anzupassen. Nach Revaskularisierung und
Wiederherstellung eines adidquaten Blutflusses in den Koronaren beispielsweise durch
Bypass-Operationen, folgt eine Erholung der Funktionseinschrankung (Brundage, Massie &
Botvinick, 1984; Ginks et al,, 1972). Dabei wurden in der Vergangenheit unterschiedliche
pathophysiologische Konditionen beschrieben: die myokardiale Prakonditionierung, das
myokardiale Stunning sowie die hier im Fordergrundstehende myokardiale Hibernation

(Braunwald & Kloner, 1982; Braunwald & Rutherford, 1986; Rahimtoola, 1989).

Der Begriff myokardiale Hibernation beschreibt die molekularen und physiologischen
Anpassungsprozesse einer langanhaltenden subakuten oder chronischen Myokardischdmie
mit einer reversiblen kontraktilen Funktionseinschrankung (Heusch & Schulz, 1996;
Rahimtoola, 1989). Dieser Zustand ist vor allem aus der Zoologie bekannt und kann mit dem
Begriff ,Winterschlaf“ {ibersetzt werden. Dabei kommt es durch den Anbruch des Winters,
aufgrund eines reduzierten Energieangebotes im Tierreich, zu einer adaptiven Verringerung

des Energiebedarfs.

1.2.1  Die Pathophysiologie des hibernierenden Myokards

Rahimtoola beschrieb erstmals die Charakteristiken der Pathophysiologie der myokardialen
Hibernation im Rahmen von koronaren Bypass-Studien. Dabei konnte gezeigt werden, dass
Patienten mit chronischer koronarer Herzerkrankung und der daraus resultierenden
chronisch reduzierten, linksventrikuldren Funktion durch eine Revaskularisierung mittels
Bypass-Operation eine deutliche Besserung der Kontraktilitat erfuhren. Des Weiteren erklart
Rahimtoola den Zustand myokardialer Hibernation als ,einen Zustand prolongierter
subakuter oder chronischer Ischdmie“. Dabei erfolgt durch kontraktile Minderfunktion und
eine Herabsetzung des Metabolismus, eine voriibergehende Anpassung an die herabgesetzte
Perfusion der Koronarien. Auf diese Weise wird das Herzmuskelgewebe durch die Reduktion
der Kontraktilitit und des myokardialen Metabolismus vor Zellzerfall und der daraus
resultierenden Nekrose geschiitzt. Eine weitere Reduktion der Perfusion sowie die Steigerung
des Energiebedarfs wiirden zu einer kompletten Infarzierung des Gewebes fiihren (Heusch,

Schulz & Rahimtoola, 2005; Rahimtoola, 1989).

Lange Zeit beruhte das Prinzip der myokardialen Hibernation auf klinischen Beobachtungen,

doch weitere experimentelle Ansdtze ergidnzten den heutigen Stand der Forschung;
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insbesondere in Hinblick auf die Pathophysiologie (Vanoverschelde et al., 1993). Mehrere
Studien zeigten, dass vor allem der Umfang des myokardialen Defektes sowie die Reversibilitat
der Funktionsstéorung auf der Liange der Ischimiezeit sowie des Ausmafies der
Koronarokklusion basieren (Gallagher et al., 1985; Homans, Sublett, Lindstrom, Nesbitt &
Bache, 1988). Um dieses Phdnomen erstmals zu beschreiben, pragte Ross (1991) die

Bezeichnung Perfusions-Kontraktions-Gleichgewicht (engl.: perfusion-contraction matching).

Des Weiteren etablierte er, abhidngig von der Dauer der Ischdmiezeit, zwei verschiedene
Formen der myokardialen Hibernation: Kurzzeit-Hibernation (engl.: short-term hibernation)
und Langzeit-Hibernation (engl.: chronic hibernation). Wahrend fur die short-term hibernation
eine [schdmiezeit von wenigen Stunden charakteristisch ist, beschreibt die chronic hibernation
einen Status der Langzeit-Ischdmie mit schmerzlosem Charakter und reversibler
Funktionseinschrankung. Aktuellere Studien zeigten zudem, dass Episoden von repetitiver
Ischamie und Reperfusion bei herabgesetzter Koronarreserve, beispielsweise durch
korperliche Anstrengung (Sport, Stress etc.) bei Patienten mit KHK, zu den auslésenden

Mechanismen der Hibernation zdhlen kénnen (Camici and Rimoldi 1999; Kim et al.,, 2003).

Wahrend die Langzeit-Hibernation mit erheblichen morphologischen Verdnderungen
einhergeht, wie z.B. Verlust von Myofibrillen entweder durch Degeneration oder Umbau der
Kardiomyozyten, Verlust von Mitochondrien und Zunahme der Glykogenspeicher sowie
Zunahme von Fibrose (Borgers et al., 1993; Chen et al,, 1996), kommt es wahrend der Kurzzeit-
Hibernation ziigig zur Erholung des Substrat- sowie Energiestoffwechsels (Sawyer & Loscalzo,
2002; Vanoverschelde et al, 1997). Dabei besteht zu Beginn eine Dysregulation von
Laktataufnahme und -produktion. Es kommt zu einem koronarvendsen Anstieg des pCO2
sowie einer Abnahme des pHs (intrazelluldir und im Interstitium) und des
Kreatinphosphatgehaltes. Diese Prozesse fiihren zur Herabsetzung der Muskelarbeit des
Herzens. Trotz bestehender Durchblutungsminderung und eingeschrankter Kontraktilitat
passen sich alle Substrate nach nur kurzer Zeit wieder ihrem Ursprungsgleichgewicht an (Arai,
Pantely, Anselone, Bristow & Bristow, 1991; Heusch, Rose, Skyschally, Post & Schulz, 1996;
Schulz & Heusch, 1995). Vor allem die Akkumulation von anorganischen Phosphaten, aus dem
Abbau von ATP und Kreatinphosphat, steht im Zusammenhang mit der frithen Phase der
myokardialen Funktionseinschrankung (Martin, Schulz, Rose & Heusch, 1998). Eine weitere
Charakterisierung der frithen Phase der Hibernation beschreibt die erhaltene inotropische
Reserve. Dabei konnte gezeigt werden, dass es trotz des um 50 % erniedrigten Blutflusses,

nach Gabe von Dobutamin, zur Steigerung der Kontraktilitat in der betroffenen Region kommt.
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In irreversibel geschdadigtem Myokard wurde dagegen kein Erfolg verzeichnet. (Schulz, Guth,

Pieper, Martin & Heusch, 1992).

Zusatzlich dazu konnten wahrend der gesteigerten Herzarbeit in einem Modell der
chronischen Ischdmie eine erh6hte Laktatproduktion sowie erniedrigte Kreatinphosphatlevel
gemessen werden. Die Verlangerung der regionalen Infusion von Dobutamin verursacht eine
weitere Ausreizung der Koronarreserve. Es kommt zunidchst zu einer Zunahme der
Wandverdickung und bei weiterer Steigerung fiihrt diese zur Verstarkung der kontraktilen
Funktionseinschrankung mit Verschlechterung des metabolischen Stoffwechsels bis hin zur
Ausbildung eines myokardialen Infarktes (Chen et al., 1995; Heusch et al., 1996, 2005; Schulz
et al.,, 1992; Schulz, Rose, Martin, Brodde & Heusch, 1993).

Zur weiteren histopathologischen Beschreibung des hibernierenden Myokards entnahm
Elasser (1998) wahrend Bypass-Operationen von Patienten mit KHK transmyokardiale
Biopsien aus Regionen mit hibernierendem Myokard. Die Befunde ergaben mehrere
unterschiedliche Verdanderungen. Neben einem vergrofierten extrazelluliren Raum, konnte
ein vermehrtes Vorkommen von Makrophagen, Fibroblasten sowie Kollagen aufgezeigt
werden. Zudem zeigte sich neben einer Verbreiterung der Basalmembran und dem Verlust von
Myofibrillen sowie Zytoskelettstrukturen, eine Reduzierung der kontraktilen Proteine Myosin,
Titin und Actinin. Diese Beobachtungen lassen chronische Umbauprozesse, sogenannte
Remodeling-Prozesse vermuten, die bei anhaltendem Myozytenverlust zu einer ischdmischen
Narbenbildung fiihren koénnen. Eine zeitnahe Revaskularisierung konnte diesen Prozess
aufhalten und eine ziigige Verbesserung der Funktion herbeifiihren (Chiariello, Perrone-
Filardi & Ambrosio, 1993; Elasser et al., 1998; Hajin, Fallavollita, Hard, Kerr & Canty, 1999;
Heusch & Schulz, 1996; Mari & Strauss, 2002; Page et al., 2015).

Der Mechanismus einer prolongierten Adaption der Myozyten an eine
Hypoperfusion/Ischdmie ist bisher nicht ganzlich geklart, jedoch deuten experimentelle
Studien daraufhin, dass eine reduzierte Verfligbarkeit intrazellularen Kalziums eine wichtige

Rolle spielen kdnnte (Chiariello et al., 1993).

1.2.2 Tiermodelle der chronischen myokardialen Ischamie

Studien zur chronisch myokardialen Ischdmie im Menschen beruhen meist auf Beobachtungen
sowie nicht-invasiven Messungen (Vanoverschelde et al, 1993, 1997). Aufgrund der
limitierenden, sehr kleinen humanen Biopsieproben und erschwerten gleichwertigen
Experimentbedingungen (Ischdmiezeit, Ausmafd der Gefafdokklusion, Alter, Multimorbiditat,

Risikofaktoren) sind somit experimentelle Vorgehensweisen mithilfe von Tiermodellen
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unumganglich, um die Auswirkungen und die Pathophysiologie chronischer Myokardischamie
besser beschreiben zu koénnen. Definitionsgemafd sollten Auswirkungen der chronischen
myokardialen Ischdmie, wie sie das hibernierende Myokard darstellt, anhand von
Langzeitexperimenten evaluiert werden. Messungen des koronaren Blutflusses sowie der
kardialen Kontraktilitat geben hierbei wichtige Aufschliisse iiber den funktionalen Status des
Myokards.

Dabei sind reversible und den Zelltod vermeidende Bedingungen notwendig. Ebenso sind die
erneute Wiederherstellung der Funktionsparameter sowie der biochemischen und zellularen
Formation nach Revaskularisierung essentiell, um so die Adaptionsprozesse einer chronischen
Ischamie adidquat beschreiben zu kénnen. Diese Voraussetzungen kénnen zu einer optimalen
Charakterisierung eines hibernierenden Myokards fithren. Zudem ist ebenso die

Vorgehensweise zur Induktion einer Stenose relevant.

Am offenen Herzen wurden hydraulische Manschetten sowie Ameroidkonstriktoren
angewandt, jedoch ist der Einsatz nur nach Thorakotomie und Perikarderoffnung moglich.
Adhasionen, Fibrose sowie die Unterbrechung koronarer Innervation sind nicht selten die
Folge (Corday et al., 1974; Hood et al., 1970; Khouri et al.,, 1968; Vineberg et al., 1960). Zudem
erlaubt die Induktion einer Stenose am offenen Thorax zwar das detaillierte Eruieren der
regionalen Funktionsweise sowie des Metabolismus, allerdings stellen die Konsequenzen
solch eines Eingriffes und die damit verbundenen Kosten, sowie langen postoperativen
Erholungsphasen wichtige, limitierende Faktoren dar (Corday et al., 1974). So kam es in der
weiteren Entwicklung der Modelle zur Anwendung von Herzkatheter-Techniken. Dabei kann
durch perkutane Koronarintervention durch den Einsatz eines Reduktionsstent, eine
komplette oder partielle Koronarstenose verursacht werden (Corday et al., 1974). Degenfeld
et al. gelang es 2003 durch den Einsatz eines Reduktionsstents eine progrediente Okklusion
der LAD hervorzurufen und dadurch ein ausfiihrlich beschriebenes, addquates Modell der

chronischen Ischdmie im Schwein zu etablieren (von Degenfeld et al., 2003).

Einer weiteren Arbeitsgruppe von Jameel et al. gelang es in einem Schweinemodell eine
chronische Ischamie iiber insgesamt 6 Monate zu induzieren. Dabei konnte gezeigt werden,
dass unter Ruhebedingungen, trotz  fortbestehender = Hypoperfusion  und
Kontraktilititseinschrankung, iiber 6 Monate ein konstant reguldrer Energiestoffwechsel im
hibernierenden Myokard herbeigefithrt werden kann. Bei erh6hter Herzarbeit kommt es
jedoch zum Abfall von zelluldren Kreatinphosphat/ATP und weiterer kontraktiler
Funktionseinschrankungen im Vergleich zu gesundem Myokard (Jameel et al.,, 2011). Diese

Erkenntnisse entsprechen bisherigen Beobachtungen, dass eine Mehrbelastung des Herzens
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mit einer zunehmenden Einschrankung der Koronarreserve einhergeht und in einer Abnahme

der Kontraktilitit resultiert.

1.2.3 Nicht-invasive Diagnostische Verfahren zur Bestimmung der myokardialen Vitalitat
und Funktionseinschrankung

Die diagnostische Feststellung lebensfihigen Myokards kann anhand verschiedener

Parameter evaluiert werden, zum einen durch Wandverdickung bzw. durch

Wandbewegungsstorungen und die kontraktile Reserve, zum anderen durch den

myokardialen Metabolismus oder das myokardiale extrazellulare Distributionsvolumen. Diese

Parameter zusammengenommen, kénnen ebenso durch nicht-invasive Verfahren bestimmt

werden (Bogaert, Gheysens, Dymarkowski & Goetschalckx, 2014).

Zur Verfligung stehen zum einen die Dobutamin-Stressechokardiographie, zum anderen die
Vitalitatsdiagnostik (Perfusion und Metabolismus) mittels Einzelphotonen-
Emissionscomputertomographie (engl.: single-photon-emission-computed-tomography,
SPECT) und die Positronemissionstomographie (PET) oder zum anderen die Darstellung
mittels Myokardszintigraphie (Thallium oder Technetium). Dabei kann im PET oder in der
Myokardszintigraphie vitales von nekrotischen Myokard abgegrenzt werden. Dagegen wird
mithilfe der Stressechokardiographie das Vorhandensein einer kontraktilen Reserve sowie
anatomische Pathologien, wie linksventrikuldre Dilatation, Wandbewegungsstérungen oder
eine fehlende Wandverdickung dynamisch betrachtet (Mari & Strauss, 2002; Medical Advisory
Secretariat, 2005; Voller, Nixdorff & Flachskampf, 2000).

Eine weitere Darstellung des Myokards gelingt mit kardiovaskuldrer Computertomographie
(CT) sowie kardiovaskuldrer Kernspintomographie (MRT, engl.: magnetic resonance imaging,
MRI) (Bogaert et al.,, 2014). Hierbei findet vor allem die Kernspintomographie Anwendung.
Mithilfe von Kontrastmittel lasst sich umgebautes, narbiges Gewebe direkt darstellen, da sich
das Kontrastmittel vorwiegend im fibrotischen Anteil des Gewebes anreichert (van Assche,

Kim & Kim, 2013).

Aktuell ist eine Kombination von mehreren Verfahren zu bevorzugen. Dabei ist zu Beginn der
Diagnostik das am schnellsten zugingliche sowie kostenglinstige Verfahren, die
Echokardiographie, der aufwendigen Diagnostik vorzuziehen. Jedoch lasst sich erst durch die
erweiterte bildgebende Diagnostik mittels der PET und des MRT eine ausfiihrlichere Aussage
beziiglich der Herzfunktion, Herzanatomie sowie der Lebensfahigkeit betroffener

Herzregionen machen (Patel et al,, 2013).
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1.3 microRNAs

MicroRNAs (miRNAs, miRs) sind kleine 21-23 Nukleotide lange, nichtkodierende RNAs, die
spezifisch an eine Ziel-mRNA binden und auf diese Weise post-transkriptionale Genexpression
regulieren. Sie spielen eine wichtige Rolle in verschiedenen zelluliren Funktionen, wie zum
Beispiel der Zelldifferenzierung, der Proliferation sowie dem Zelliiberleben (Hinkel, Ng &
Kupatt, 2014; Lucas, Bonauer & Dimmeler, 2018; Urbich, Kuehbacher & Dimmeler, 2008). Vor
allem in den letzten Jahren nahmen sie als neue Therapiestrategie vermehrt an Bedeutung zu.
Das menschliche Genom beinhaltet 1917 miRNA loci, die wiederum 2654 reife miRNAs
codieren, wovon jede mehrere Ziel-mRNAs besitzt. Aufgrund der Koexpression und simultaner
Zielregulation werden reife miRNAs in sogenannte Cluster zusammengefasst (Kozomara,
Birgaoanu & Griffiths-Jones, 2019; Lytle, Yario & Steitz, 2007).

1.3.1  Wirkmechanismus von microRNAs

miRNAs werden im Zellkern synthetisiert. Es entstehen zunachst lange Primartranskripte, die
durch die RNA-Polymerase Il transkribiert und unter anderem von den Enzymen Drosha sowie

DGCR8 weiter prozessiert werden.

Nachdem die miRNA durch Exportin-5 im Komplex mit GTP-bindendem RAS-related Nuclear
Protein in das Zytoplasma ausgeschleust und durch das Enzym RNAse III Dicer weiter
prozessiert wurde, verbindet sich Dicer mit anderen Proteinen, um den sogenannten RNA-
induced Silencing Complex (RISC) zu formen. Dieser dient dazu, eine iiberwiegend
komplementire Ziel-mRNA post-transkriptional zu regulieren, indem es zu Inhibition der
Translation oder des Abbaus der mRNA kommt (Bartel, 2009; Gregory et al., 2004; Hinkel et
al,, 2014). Zusammenfassend fiihrt die Modulation einer einzigen miRNA zur Beeinflussung
eines ganzen genetischen Netzwerkes wodurch komplexe Erkrankungen modifiziert werden
kénnen (van Rooij, Marshall & Olson, 2008).

1.3.2 Relevanz der miRNAs in der Forschung

Die Entdeckung von microRNAs erfolgte 1993. Zunachst konzentrierten sich die anfianglichen
Studien auf die Auswirkungen von miRNAs bei Krebserkrankungen, viralen Infektionen sowie
entwicklungsbiologischen Prozessen (Almeida, Reis & Calin, 2011; Esquela-Kerscher & Slack,
2006; Jopling, Yi, Lancaster, Lemon & Sarnow, 2005; Lee, Feinbaum & Ambros, 1993).
Beispielsweise zeigte He et al. 2005 erstmalig die Beteiligung von miRNAs in der Entwicklung
von Krebszellen in in vivo-Experimenten. Dabei kam es nach der Uberexpression des miR-17-
22 Clusters, welcher sich in menschlichen Lymphomen hochreguliert zeigt, zu
Lymphomagenesie in einem Mausmodell fiir das B-Zell Lymphom (He et al., 2005). Seit ca.

2006 riickte die Beteiligung von microRNAs an der Entstehung oder Progression von
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kardiovaskuldren Erkrankungen, wie z.B. Artherosklerose, Myokardinfarkt, Fibrose sowie
Herzinsuffizienz, immer mehr in den Vordergrund (Hinkel, Boekstegers & Kupatt, 2012; Lucas
et al,, 2018; Mann, 2007; van Rooij et al., 2006; Small, Frost & Olson, 2010; Thum et al., 2008).

Abbildung 1 fasst die miRs zusammen, die fiir etwaigen Prozesse verantwortlich sind.
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Abbildung 1 | Uberblick Uber die Funktionen von miRNAs im kardiovaskularen System

Darstellung der Einfliisse der wichtigsten miRNAs an verschiedenen kardiovaskuldren Prozessen (Lucas et
al, 2018).

Schidden am Myokard in Form von Ischamien kénnen das Vorkommen der miRNAs vor Ort
verandern (van Rooij, Marshall, et al., 2008). Dies gibt wiederum Hinweise auf einen moglichen
Zusammenhang zwischen miRNAs und deren Auswirkung auf kardiovaskulare Erkrankungen.
Darauf basierend zeigten vorangegangene Studien den Einfluss von miRs auf
Remodeling-Prozesse am Herzen vornehmlich nach pathologischen, ischidmischen
Ereignissen. In einer Studie von Hullinger et al. (2012) konnte gezeigt werden, dass miRs der
miR-15 Familie, bestehend aus verschiedenen benachbarten miRs (miR-15a, miR-15b, miR-
16-1, miR-16-2, miR-195, and miR-497), eine wichtige Rolle in der Regulierung von Hypoxie-
induzierten Zelltod nach einem Myokardinfarkt spielen. Dabei kam es nach Inhibition der miR-
15 in einem Modell der Ischdmie und Reperfusion zur Steigerung der Resistenz von Myozyten
gegeniiber Zelltod (Hullinger et al, 2012). Wahrend der Umbauprozesse nach einem
Myokardinfarkt kommt es aufderdem nicht nur zur Auslésung verschiedener biochemischer
Prozesse, sondern ebenso zur Verdnderung von zelluliren Vorgangen, wie die Vermehrung
von Fibrose, ein Bestandteil des kardialen Remodelings. MiR-21 zusammen mit miR-29 zahlen

zu den bedeutsamen Regulatoren dieses Prozesses (Lucas et al., 2018; van Rooij, Sutherland,
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et al.,, 2008; Thum et al., 2008). Aufserdem moduliert miR-21 neben dem kardialen Wachstum
ebenso die fetale Genaktivierung in primaren Kardiomyozyten. Zudem verdndert sie die
Proliferation und inhibiert Apoptose in transformierten Zellen (Cheng et al., 2007). Weiterhin,
wirkt sich die Antagonisierung von miR-29 positiv auf das Remodeling von
arteriosklerotischen Plaques aus, als Ansatz zur Stabilisierung instabiler Lasionen (Ulrich et

al,, 2016). Abbildung 2 zeigt eine Ubersicht iiber die verschiedenen Funktionen der miRs nach

Infarktereignis.
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Abbildung 2 | Relevante Regulation verschiedener Prozesse nach Myokardinfarkt

Durch mehrere miRNAs werden verschiedene Optionen fiir neue Therapiestrategien aufgezeigt. Dabei zeigen
einige miRs entgegengesetzte Wirkungen auf. (Thum, 2012)

Auch in der Ausbildung von Arteriosklerose wirken miRs als Regulatoren an unterschiedlichen
Prozessen mit (Zernecke et al., 2009). In verschieden Studien wurden die Auswirkungen von
Scherkraften auf Gefafiendothelien beobachtet (Boon, Hergenreider & Dimmeler, 2012;
Holliday, Ankeny, Jo & Nerem, 2011; Wang et al., 2016; Weber, Baker, Moore & Searles, 2010).
Sie fithren zu Anderung der Genexpression und zur Regulation verschiedener miRs, wobei es
zu morphologischen sowie funktionalen Veranderungen der Endothelzellen kommt, welche

eine Arteriosklerose beglinstigen konnen (Boon et al., 2012).

1.3.3 Die Funktion des miR-17~92a Cluster sowie Auswirkungen der miR-92a - Modulation

Die in dieser Promotionsarbeit verwendete miR-92a befindet sich auf Chromosom 13 und

gehort zu dem miR-17~92a Cluster. Dieser ist ubiquitir exprimiert und besteht aus 7 maturen
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miRs, miR-17-3P, miR-17-5P, miR-18, miR-19a und 19b, miR-20, und miR-92a. Knock-out
Mause des miR-17~92a Clusters zeigen neben einer inadidquaten B-Zellreifung, eine
Lungenhypoplasie sowie eine ventrikuldre Dysfunktion (Ventura et al., 2008). Transgene
Mause, die miR-17 liberexprimieren, zeigen ein allgemein retardiertes Wachstum mit einem
reduzierten Herzgewicht sowie einen verringerten Raum zwischen den papilliren Muskeln.
Zudem konnte ebenfalls eine herabgesetzte Zellmigration von Endothelzellen beobachtet
werden (Shan et al., 2000). Einige Studien beschrieben den Einfluss des Clusters auf weitere,
spezifische Entwicklungsprozesse. Beispielsweise profitierte die Proliferation von kardialen
Endothelzellen von einem hohen Expressionslevel des Clusters. Dabei kommt es durch den
Einfluss des vascular endothelial growth factor (VEGF) zur Aktivierung der mitogen activated
protein kinase (MAPK) sowie zur Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors Elk-1. Ein
Verlust des Clusters fiihrt zu einer defekten Gefafibildung (Fiedler & Thum, 2016). Anhand
dieser Studien kann angenommen werden, dass diese miR-Familie eine essentielle Rolle in

verschiedenen Wachstumsprozessen zu spielen scheint.

Somit ist es nicht verwunderlich, dass dieses Cluster initial als mdglicher Regulator der
Tumorgenese in der onkologischen Forschung beschrieben wurde. Eine konstante
Uberexprimierung des Clusters wurde in B-Zell-Lymphom beobachtet und férderte das
Wachstum von Zellen des Bronchialkarzinoms (Hayashita et al., 2005; Ota et al., 2004) . Das
selektive Inhibieren von miR-17-5p und miR-20a des Clusters hingegen fiihrte zur Apoptose
von Zellen des Lungenkarzinoms (Matsubara et al., 2007). Des Weiteren konnte eine direkte
Aktivierung des Clusters durch das Protoonkogen c-myc oder die Kombination von c-myc und
Ras gezeigt werden (Dews et al., 2006; O’'Donnell, Wentzel, Zeller, Dang & Mendell, 2005).

Betrachtet man die miR-92a isoliert, konnten neuere Studien ebenso die Beteiligung an der
Tumorentstehung aufzeigen. Das betrifft vor allem Leukdmie, Bronchial-, Lungen- sowie
Ovarialkarzinome (He et al., 2005; Takakura et al., 2008). Das Auftreten der miR-92a wurde in
den humanen Zelllinien HL60, Jurkat und MCF beobachtet, die entweder als leukdmische
Krebszellen oder als Zellen des Brustkrebses beschrieben wurden (Abasi et al.,, 2017; Kohram
etal,, 2018).

Des Weiteren konnte durch Somel et al. eine Beteiligung der miR-92a an der
Gehirnentwicklung in Abgrenzung zu nicht-humanen Primaten charakterisiert werden (Somel
etal,, 2011).

Immer mehr riickte die miR-92a in das Visier der kardiovaskularen Forschung. Beginnend bei
der Ausbildung der KHK wurde sie bereits mehrfach als pro-inflammatorischer Regulator in
Endothelzellen beschrieben. Dabei aktiviert die miR-92a Prozesse zur vermehrten Bildung von

inflammatorischen Zytokinen und Chemokinen und induziert auf diese Weise die monozytire
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Adhasion bei der Bildung von Atherosklerose (Loyer et al., 2014). Zusatzlich wurde durch die
Inhibition der miR-92a zum einen die Gefiafsbildung im Infarktgewebe verbessert, zum
anderen konnte die Re-Endothelialisierung nach vaskuldrem Defekt gesteigert werden und

somit die Ausbildung neointimaler Lasionen reduziert werden (Daniel et al., 2014).

In einer Studie von Bonauer et al. konnte ferner gezeigt werden, dass die Uberexpression der
miR-92a in humanen Endothelzellen die Ausbildung adidquater Gefiafdnetzwerke inhibierte.
Dabei kam es zur reduzierten Zellmigration sowie Zelladhdsion an Fibronectin. Zusatzlich
fiihrte die Hochregulation der miR-92a ebenso zu Defekten der intersegmentalen
Gefafdbildung in vitro und im Zebrafisch. Eine Hemmung von miR-92a hingegen fiihrt zur einer
Verbesserung der Gefafdneubildung nach Ischdmie im Hinterlauf-Ischimiemodell sowie im
Myokardinfarkt-Modell (LAD-Ligation) in der Maus (Bonauer et al., 2009). Eine weitere Studie
von Hinkel et al. zeigte in einem Grof3tiermodell der Ischdmie und Reperfusion eine Reduktion
der Infarktgrofle sowie der eingeschrinkten Herzfunktion durch eine Suppression der
miR-92a. Aufierdem Kkonnte der Inhibition der miR-92a eine zellprotektive und

anti-inflammatorische Wirkung zugesprochen werden (Hinkel, Penzkofer, et al., 2013).

1.3.4 Regulierung der miRNA-Expression

Um das Wirkungsprofil der miRs beeinflussen zu kénnen, d.h. eine Uberexpression bzw. eine
Runterregulierung bzw. Inhibition zu erreichen, stehen unterschiedliche Mechanismen zur
Verfiigung. Einige vorangegangene Forschungsarbeiten konnten den Einsatz von
miR-Antisense Molekiilen, sogenannte AntimiRs als eine erfolgreiche Methode in diversen
Tiermodellen aufzeigen (Bonauer et al., 2009; van Rooij, Marshall, et al., 2008; Thum, 2012).
Dabei handelt es sich um chemisch modifizierte, einzelstringige sowie gegenlaufig
komplementire Oligonukleotide, die an mature miRNA binden und daraus resultierend eine
kompetitive Inhibition auslésen. Zudem konnen sie ebenso an eine pra-miRNA binden und eine
weitere Prozessierung hemmen oder das Verlassen der pra-mRNA aus dem Zellkern

erschweren (van Rooij, Marshall, et al.,, 2008).

Basierend auf dem Pathomechanismus der miR, fiihrt eine Inhibition der miRNA zur
Aktivierung der Genexpression wohingegen die Uberexpression der miRNA eine Suppression
der entsprechenden Genexpression verursacht (van Rooij & Olson, 2007). Die alteste Form der
Inhibition erfolgt iiber die sogenannten Antagomirs. Antagomirs sind Cholesterin-konjugierte
2‘-O-methyl-phosphothioat Antisense Oligonukleotide. Die Bindung an Cholesterin erleichtert

eine Aufnahme in die Zelle und verbessert zudem die Stabilitit.

2005 konnten Kriitzfeldt et al. den ersten Antagomir zur Inhibition der leberspezifischen miR-
122 in vivo beschreiben. Dabei konnten, verglichen zur Kontrolle, nach intravendser Injektion

der Antagomire erniedrigte miRNA Level gemessen werden (Kritzfeldt et al., 2005).
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Seither konnten zum einen die Stabilitat gegeniliber Nukleasen verbessert und zum anderen
mehrere chemische Modifikationen etabliert werden, die die Bindungsaffinitit der
Zielstrukturen starkten und somit die in vivo Transfektion begiinstigten. Des Weiteren stellten
Sharp und Kollegen 2007 sogenannte miRNA Sponges vor, welche eine Technik darstellen, die

es erlaubt, ganze miRNA Familien zu inhibieren (Ebert, Neilson & Sharp, 2007).

Eine weitere Alternative zur Inhibition der miR Expression sind Locked-nucleid acid (LNA)
Molekiile. Dabei handelt es sich um modifizierte antisense RNAs zur Inhibition von miRNAs
mit enger struktureller Ahnlichkeit zu Nukleinsdureanalogons, wodurch eine verbesserte
Wasserloslichkeit entsteht (Petersen & Wengel, 2003). LNAs sind komplett phosphosulfierte
Oligonukleotide mit einer Lange von 16 Nukleotiden. Sie zeichnen sich durch eine vermehrte
Stabilitdt aufgrund einer zusitzlichen 2-0-, 4‘-C Methyl-Bindung zum C5-Atom des
Ribosegeriists aus. Dadurch kann die Affinitit zur komplementiren RNA erhoht sowie eine
hohere Schmelztemperatur erreicht werden (Bonauer et al.,, 2009; van Rooij & Olson, 2007,

2012; Stenvang, Petri, Lindow, Obad & Kauppinen, 2012; Wahlestedt et al., 2000).

""""" Pre:miRNA miR inhibition miR enhancement
Dicer*
,,,,,,,,,, miRNA Single stranded |~ miRNA Double stranded
miRNA* antimiR miRNA* miR mimics
1., Antaggml&_ u_u_\;u;urmIRNA momr
* (chol) (cnol? """
imiR -
2 LNA miR’:d‘A :
JYNEVIVENTTY REE Man“mla RAARRARRASS
RISC ¥ RISC e RISC
3 2'-MOE’ oo / .
RN FYTTTTIINITY W ic
‘»\!
Translational * ¥ Enhanced l ‘ ’ ‘*:
repression mRNA degradation Enh d tr rep d deg
N 5 ) ) NI .
)-onF \,AAA # ORF r\, AAA ) [_o’ar AAA \)[:);F AAA __JORF f,/‘j AAA # ORF \, AAA
Ribosome Ribosome Ribosome Ribosome
B Pairing Mechanism Reference
miR
Sponge (_Promoter ) (1 BS )_Bs ) BS )) bGHpolyA bulgedor  scavenging Ebert ‘07 (64)
n perfect miRs
1\‘ miR
Target Masking AAA perfect blocks miR  Xiao ‘07 (41)
binding
miR miR
Eraser a perfect scavenging Sayed ‘08 (27)
miRs

Abbildung 3 | Darstellung verschiedener AntimiRs

Darstellung von Antagomir im Vergleich zur LNA und 2°MOE sowie die Inhibierung der Translation. (van
Rooij, Marshall, et al., 2008).
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2 ZIEL DER ARBEIT

Basierend auf den bisherigen Ergebnissen der Suppression der mirRNA-92a in der Zellkultur
sowie im Klein- und Grofdtiermodellen, ergaben sich bereits deutliche Verbesserungen im
Hinblick auf Neovaskularisierung und Verminderung von Apoptose und Infarktgrofie
(Bonauer et al., 2009; Hinkel, Penzkofer, et al., 2013).

In bisherigen Studien wurde der Einfluss der miR-92a Inhibition in der akuten myokardialen
Ischamie oder in Infarkt-Modellen untersucht. Dahingegen sind die Auswirkungen der

miR-92a Inhibition fiir die chronische Ischimie am Herzen bisher unklar.

In dieser Arbeit sollen die Auswirkungen der Inhibition der miR-92a im Rahmen einer
chronischen Myokardischdmie untersucht werden. Dazu werden LNA-92a zur Inhibition von
miR-92a, sowie Reduktionsstents verwendet, die mit der Zeit zu einer sukzessiven
Totalokklusion von Gefafden fiihren. Als Modell wurde im Schwein die Okklusion im Ramus
circumflexus des Herzens verwendet, um die Ausbildung eines hibernierenden Myokards zu
induzieren. In diesem Modell wurde der Einfluss der LNA-92a auf die Herzfunktion, das

Kollateralwachstum sowie die Kapillarisierung untersucht.

Daraus resultierend, ist das Ziel dieser Arbeit, die Auswirkungen der miR-92a -Inhibition auf
die chronische Myokardischdmie in einem Grofdtiermodell zu untersuchen, wobei die

Zielparameter Myokardfunktion und -perfusion im Zentrum der Untersuchung standen.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Versuchsablauf

0 75% 28 56
Stenose
100%
Tage
I I

Implantierung Stent Retrograde Applikation LNA-92a Kardiale Funktion

‘ Kardiale Perfusion

:‘%\E‘M . Post mortem Angiografie
' Histologie

Abbildung 4 | Detaillierte Darstellung des Versuchsablaufs

An Tag 0 erfolgt die Implantation des abgebildeten Reduktionsstents. Diese Maf3nahme fiihrte
bereits zu einer Stenose von 75%. Im weiteren Verlauf kam es zu einem sukzessiven
Verschluss des Gefiafdes mit einer Totalokklusion an Tag 28 (100% Stenose), welche mit
Herzkathetertechnik in Durchleuchtung bestatigt werden konnte. Zu diesem Zeitpunkt (Tag
28) erfolgte ebenso die Applikation der LNA-92a mithilfe eines Katheters zur Selektiven
druckregulierten Retroinfusion in der Therapiegruppe. An Tag 56 wurden die kardiale
Funktion (global und regional) sowie die Perfusion in beiden Gruppen ermittelt. Aufserdem
wurde eine post mortem Angiographie (Kollateralausbildung) sowie die Entnahme der Herzen

aus dem Thorax durchgefiihrt, um histologische Untersuchung vorzunehmen (Abbildung 4).
3.2 Versuchstiere

In dem Versuchsablauf wurden Versuchstiere der Rasse Deutsches Landschwein
(Kontrollgruppe n = 5; LNA-92a- Gruppe n = 4) verwendet, deren Haltung, angepasst an die
gegebenen Richtlinien des Deutschen Tierschutzgesetzes, mit Genehmigung der Regierung
Oberbayerns durchgefiihrt wurde. Die Haltung erfolgte im Walter-Brendel-Zentrum, in
Miinchen. Es handelte sich um mannliche, kastrierte Schweine im Alter von ca. drei bis vier

Monaten mit einem Gewicht zwischen 25 * 3 kg.
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3.3 Modell myokardialer Hibernation mittels perkutaner Implantation eines

Reduktionsstents

Zu Untersuchung der Auswirkungen der Inhibition von miR-92a auf eine chronische
myokardiale Ischdmie verwendeten wir ein bereits in ausfithrlichen Vorarbeiten etabliertes
Modell (von Degenfeld et al, 2003). Dabei fiihrte die Implantation eines sogenannten
Reduktionsstent in die LAD zu einem hibernierenden Myokard in einem praklinischen
Grofdtiermodell am Schwein. Untersucht wurden die funktionelle Auswirkung des Stents vor,
nach und ohne Applikation von LNA-92a. Im Folgenden werden die genauen Ablaufe sowie die

verwendete Apparatur beschrieben.

Zunachst wurde der Stent zentral ligiert, dass bereits eine 75 % Stenose vorgegeben wird
(Abbildung 4). Eine dufiere Kunststoffschicht, die sogenannte Polytetrafluorethylen- Membran
(PTFE-Membran) schiitzt vor einem Blutfluss zwischen den bestehenden Maschen nach dem
Einsatz in einem Gefaf3. Dabei wurde der Stent auf eine 17 G Kantile aufgefadelt und mit einem
Faden ligiert, sodass der Durchmesser dem der Kaniile entsprach. Fiir den prazisen Einsatz des
Stents in die RCX, wurde dieser auf einem PTCA (perkutane transluminale koronare
Angioplastie) Ballon, fixiert. Nach 28 Tagen kam es allméahlich zur Totalokklusion des Gefafies
durch den kompletten Verschluss des Stents (Ausbildung einer 100 % Stenose des betroffenen
Gefafles) ohne Ausbildung eines Infarktareals. Auf diese Weise entstand ein hibernierendes
Myokard. Ein Nachweis dessen gelang mithilfe eines 14 C-Glucose- und NH4-PET in dem distal
des Reduktionsstents gelegenen Myokards (siehe Abbildung 5, (von Degenfeld et al., 2003)).
Dies resultierte in einer Verschlechterung der globalen und regionalen Herzfunktion. Zudem
konnte nach vier Wochen ein Anstieg der LVEDP und eine Reduktion der Ejektionsfraktion
gezeigt werden. Eine weitere Verschlechterung konnte ebenso am Tag 56 gemessen (von
Degenfeld et al., 2003).

18 13
FDG NH3
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Abbildung 5 | Darstellung eines hibernierenden Myokards mittels PET

Den Versuchstieren wurde am Tag 0 ein Reduktionsstent (Abbildung 4) in die proximale RCx implantiert,
welcher initial zu einer 75 %igen Lumenreduktion fiihrt. Im weiteren Verlauf kam es zu einem kompletten
Verschluss des Gefafdes (nach 28 Tagen). Es kam nicht zu einer Ausbildung einer Infarktnarbe, sondern ein so
genanntes hibernierendes Myokard entstand. Mithilfe von 14C Glucose- (Hypermetabolismus) und NH4-PET
(Hypoperfusion) kann in dem distal des Reduktionsstents gelegenen Myokard ein Hibernieren definiert
werden. (von Degenfeld et al., 2003)

3.4 Versuchsablauf der Tierversuche

3.4.1 medikamentdse Versorgung und Uberwachung

Pramedikation und antibiotische Prophylaxe

300 mg Clopidogrel (Plavix 75 mg, Bristol-Myers Squibb, New York, USA) als Loading Dose
wahrend des gesamten Versuchszeitraums eine Erhaltungsdosis von 75 mg tédglich.

Am Ende der Intervention an Versuchstag 1 und 28 jeweils 500 mg Cefuroxim (Cefuroxim Hikma,
Hikma Farmaceutica, Terrugem, Portugal) i.v.

Narkoseeinleitung

Azaperone (zomg/kg KG, Stresnil ®, Janssen - Cilag, Neuss, Deutschland)
Atropinsulfat (o,5 mg, Atropinsulfat Braun ®, B. Braun, Melsungen, Deutschland)

Ketamin (20 mg/kg KG, Ketavet ® 100 mg/ml, Pfizer Deutschland GmbH, Berlin, Deutschland)

Narkosevertiefung

Midazolam (0,2 mg/kg/KG, Dormicum ®, Hoffmann La Roche, Grenzach Wyhlen, Schweiz)
Fentanyl (0,00 2 mg/kg/KG, Fentanyl ® Janssen, Cilag GmbH, Neuss, Deutschland)
Propofol (10 mg/kg/KG/h, Recofol 20 mg/ml, CuraMED Pharma GmbH, Karlsruhe, Deutschland)

Supportive intraoperative Infusionen

Hydroxyethylstarke 6 % (Volumenersatz bei Blutverlust)
Kochsalzldsung (NaCl 0,9 %) 500 ml Infusionsflasche zur Protektion von Herzrhythmusstorungen:

1 Ampulle Magnesium (100omg) (Magnesiocard® 3 mmol Injektionslésung, Verla Pharm Arzneimittel,
Tutzing, Deutschland) / sooml NaCl 0,9 %

1 Ampulle Amiodaronhydrochlorid (Amiodaronhydrochlorid Hexal ® 150 mg/3 ml, Hexal AG,
Holzkirchen, Deutschland) / sooml NaCl 0,9 %

Die Einleitung der Narkose erfolgte in einer separierten Einleitungs- sowie Aufwachbox im
Tierstall des Walter-Brendel-Instituts. Mittels intramuskuldrer (i.m.) Injektion in die
Nackenmuskulatur wurde die Narkose eingeleitet. Nachdem eine ausreichende Narkosetiefe

der Tiere erreicht werden konnte, erfolgte die Anlage einer peripheren Verweilkaniile (22G
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(0,9 x 25 mm) Introcan Safety W ®, B. Braun AG Melsungen, Deutschland) méglichst an einer
randstandigen Ohrvene. Zur Vertiefung der Narkose wurden des Weiteren Midazolam und
Fentanyl (s.0.) verwendet gefolgt von einer ziigigen endotrachealen Intubation der Schweine,
da eine selbststindige Atmung aufgrund der muskularen Relaxation nicht mehr moglich ist. Im
Anschluss darauf wurden die intubierten Versuchstiere mit einem Beatmungsbeutel bis zur
Versorgung mit einem Beatmungsgerat im Operationssaal per Hand rhythmisch ventiliert. Im
OP-Saal erfolgte eine Platzierung der Tiere mit der Riickseite auf den OP-Tisch gefolgt von
einer Fixierung an den Vordergliedmafien. Anschliefiend wurden die Beatmungsschlauche
angebracht, die das Tier mit Raumluft und Sauerstoff (Servo Ventilator 900C, Siemens-Elema,
Schweden) versorgten. Eine Verlaufskontrolle der Sauerstoffsattigung im Blut wurde durch
einen Pulsoxymeter (Ohmeda Biox 3700e Puls-Oximeter, Chalfont St Giles, Grofdbritannien)
sichergestellt. Zur weiteren Sicherung der Narkose wurde eine Injektionsnarkose mit
Propofol-Dauerinfusion durchgefiihrt. Als weitere Uberwachungsmethode wurde die Anlage
eines EKGs (Sirecust 304 D, Siemens, Miinchen, Deutschland) mit drei Klebeelektroden ventral

an den Schultern, sowie am linken Hinterlauf, durchgefiihrt.

3.4.2 Anlage von arteriellen und vendsen Katheterschleusen

Durch Anwendung eines Herzkatheters konnte der Zugang zum Herzen geschaffen werden, um
dort den Einsatz der geplanten LNA-92a moéglich zu machen. Dafiir mussten die Versuchstiere
mit Katheterschleusen versorgt werden. Zunichst erfolgte die Praparation der rechtsseitigen
Arteria carotis und Vena jugularis externa mit chirurgischen Prézisionsinstrumenten
(Wundhaken, Skalpell, Pinzette, Spatel, Schere, Faden). Hierfiir erfolgte ein ca. 3 cm grofder
Schnitt mit dem Skalpell im Zentrum des Dreiecks gebildet von: Schultergelenk, oberes
Sternumende und Kieferwinkel. Nach addquater Detektion und Praparation der Gefifde
(Inzision von subkutanem Fett- und Muskelgewebe), konnte nach Antikoagulation mithilfe
eines Heparin-Bolus (10.0001E des Heparin-Natrium; 25000 L.E./5 ml, B.Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland) die externe Vena jugularis mit einer 11 French Katheterschleuse und
die A. carotis mit einer 8F French Katheterschleuse (beide Radiofocus Introducer II, Terumo,
Tokyo, Japan) kaniiliert und aufgefddelt werden (Abbildung 6). Zur Orientierung dient stets

der M. strenocleidomastoideus. Dabei befindet sich medial die Arterie und lateral die Vene.
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Abbildung 6 | Chirurgische Anlage einer Katheterschleuse

Implantation einer Katheterschleuse in die Vena jugularis externa. Zwei Wundhaken erlauben
uneingeschrankte Sicht.

Nach Abschluss der Messungen an Tag 0 und Tag 28 wurden die Katheterschleusen (Tag 0 nur
Arterielle Schleuf3e, Tag 28 und 56 vendse zusatzlich) entfernt und die Gefafie ligiert zusatzlich
wurde eine subkutane sowie eine kutane Naht (Supolene 3.5/0, Resorba, Niirnberg,
Deutschland) zum Wundverschluss durchgefiihrt. Ein ausgepragter thorakaler bis
subskapuldrer Kollateralkreislauf mit grofdziigiger Verbindung zum Gehirn sowie Riickenmark
erlaubt eine uneingeschrankte Durchblutung des Gehirns trotz Ligation der entsprechenden
Gefafde (Strauch, Lauten, Zhang, Wahlers & Griepp, 2007). Fiir die Narkoseausleitung wurden

die Tiere wieder in die vorgesehenen Tierstille gebracht.

3.4.3 Hamodynamische Messungen (Tag o, 28 und 56)

Zur Detektion der Auswirkungen der eingesetzten LNA-92a erfolgte die Messung
hdmodynamischer Parameter: Zum einen erfolgte die Messung des arteriellen Drucks (AP) zur
Darstellung der systemischen Zirkulation, aufierdem wurden der linksventrikuldre Druck
(LVP) und die Ejektionsfraktion (EF) zur Ermittlung der Pumpfunktion des linken Ventrikels
sowie die subendotheliale Segmentverkiirzung (SES) als Maf3 fiir die regionale Kontraktilitat
des Herzens bestimmt (nur an Tag 56 nach Thoraxerdffnung). Die globalen
Funktionsmessungen fanden an allen drei Versuchstagen statt. Am ersten Versuchstag (Tag 1)
wurden vor und nach Stentimplantation Baseline-Messungen erstellt, danach folgten weitere
Messungen der Himodynamik an Tag 28 und 56 jeweils nach Praparation der Versuchstiere
nach oben beschrieben Vorgehen (Praparation der Gefidfde Einsatz von Katheterschleusen,

Einsatz von Herzkathetern). Alle Aufzeichnungen von Messwerten wurden mithilfe des
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Programms CardioSOFT (3.1.5, Sonometrics Corporation, London, Ontario, Kanada)

durchgefiihrt.

3.4.3.1 Arterielle Druckmessung

Die Messung der Aortendruckkurve als Mafd des systemischen Perfusionsdrucks erfolgte
mithilfe einer arteriellen Schleuse, die durch einen Dreiwegehahn zusammen mit einem
Druckabnehmer (CardioSOFT 3.1.5, SonoMetrics, Ontario, Kanada) verbunden wurde. Die
Kalibrierung des Systems erfolgte durch Bespiilung des Systems mit NaCl 0,9 %
(Natriumchlorid 0,9%, B. Braun, Melsungen, Deutschland; frei von Luftblasen) sowie Eichung

dieses mithilfe des Umgebungsluftdruck als Referenz auf 0OmmHg.

3.4.3.2 Messung des linksventrikulairen Drucks (LVP) und des linksventrikuldaren
enddiastolischen Drucks (LVEDP)

Ein wichtiger Parameter der globalen Herzfunktion ist der linksventrikulare enddiastolische
Druck (LVEDP). Hierbei handelt es sich um den Druck der entsteht nach Fiillung des Ventrikels,
somit der gemessene Druck am Ende der Diastole, er ldsst sich wie die zuvor beschriebenen
Parameter ebenso mit der Herzkatheter-Technik bestimmen. Kommt es zu einer
Mehrbelastung des Herzens und einer zunehmenden Einschriankung der Dehnbarkeit und
somit Bewegung des Herzens/linken Ventrikels im Rahmen einer beispielsweise chronischen
Insuffizienz des Herzens, induziert durch eine chronische Ischamie, steigt dieser Druck
(Carroll, Hess, Hirzel, Turina & Krayenbuehl, 1985). Durch die Stent-induzierte Ischimie
kommt es auch in diesem Experiment zum Zelluntergang und einer eingeschrankten
Kontraktilitdt, es verbleibt mehr Blut nach der Systole im Ventrikel wodurch eine

Volumenbelastung und Druckerh6hung (LVEDP) entsteht.

Die Messung des linksventrikuldren Drucks (LVP) erfolgte durch Einlage eines Pigtail-
Messkatheters (7.0 F VSL Pigtail, Transsonic Scisense Inc., Ontario, Kanada) iiber die arterielle
Schleuse in den linken Ventrikel. Dabei wurden Aufnahmen unter Ruhebedingungen
(Baseline) und unter Funktionsreservebedingungen (Pacing, Herzfrequenz 120/min,
150/min) erstellt. Fir die Funktionsreservebedingungen wurde zusitzlich eine
Schrittmacherelektrode an der Wand des rechten Herzohrs platziert und die Herzfrequenz

mithilfe eines EKG kontrolliert.

Die sichere Lage des Katheters konnte unter Durchleuchtung (Exposcop 8000,
Instrumentarium Imaging Ziehm GmbH, Niirnberg, Deutschland) sowie mithilfe der
Aufzeichnung einer addquaten Druckkurve iiber das angebrachte System (ADV500 PV System,

Transsonic Scisense Inc., Ontario, Kanada) verifiziert werden.
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Zur Messung des LVEDP wurde die linksventrikuldre Druckkurve nach der Zeit abgeleitet
(dLVP/dt). In dem neu zusammengefiigten Kurvenverlauf entspricht das diastolische
Maximum dem LVEDP, entsprechend dem maximalen R-Zackenausschlag im EKG. Mithilfe des
dLVP/dt konnen Aussagen iber die linksventrikulire Druckentwicklung und
Kontraktionsgeschwindigkeit (Zeit fiir Kontraktilitdt und Relaxation) getroffen werden; dabei
erfolgen folgende Messungen: maximaler Druckanstieg (dp/dt max) in der Anspannungsphase
des Ventrikels und die Druckabfallgeschwindigkeit (dp/dt min) wahrend der Entspannung des

Herzens.

3.4.3.3 Ejektionsfraktion (EF)

Die Ejektionsfraktion entspricht der Auswurfleistung des Herzens und kann mittels Ermittlung
des Schlagvolumens berechnet werden. Zur Bestimmung der EF wurde eine linksventrikulare
Angiographie mit Zugabe von Kontrastmittel durchgefiihrt. Die Darstellung erfolgte erneut
zum einen unter Ruhebedingungen und zum anderen unter Reservebedingungen (Pacing: HF
120/min sowiel50/min). Die EF wird in Prozent angeben, dabei wird das Schlagvolumen
durch das enddiastolische Volumen des linken Ventrikels geteilt und mit 100 multipliziert. Die
Ermittlung des Schlagvolumens und des enddiastolischen linksventrikuldren Volumens erfolgt
nach der LV-Angiografie mithilfe der Software Image] (Version 1.43u, National Institutes of
Health, Bethesda, Maryland, USA).

3.4.3.4 Regionale Herzfunktion (Sonomikrometrie)

Die regionale myokardiale Funktionsbestimmung erfolgte mittels Sonomikrometrie
(SonoMetrics, Ontario, Kanada) an Tag 56. Die Messung erfolgt iiber die Bestimmung der
subendothelialen Segmentverkiirzung (SES) (Heimisch, 1989). Dies beruht auf einer
Veranderung der myokardialen Kontraktilitit in vitalem gegeniiber narbig umgebautem,
ischdmischen Gewebe (Heimisch, 1989; Ross & Franklin, 1976). Dafiir erfolgte nach
suffizienter Relaxation mittels intravendser Verabreichung von Pancuronium (Pancuronium
Inresa 4 mg/2 ml, Inresa Arzneimittel, Freiburg, Deutschland), sowie durch eine verstarkte
Analgesie mit Fentanyl und unter tiefer Narkose eine Sternotomie. Des Weiteren wurde
mithilfe von einer Pinzette und einem Skalpell die Er6ffnung des Perikards durchgefiihrt, um

einen direkten Zugang zum Herzen zu schaffen.

Nachdem mit einem Skalpell kleine Schnitte bis in das Endokard vorgenommen wurden,
konnten dort zwei piezoelektrische Kristalle bis in das Endokard platziert werden. Dabei
erfolgte die Platzierung der Kristalle paarweise im chronisch ischdmischen Myokardgewebe,
das RCx- Areal und in einem Kontrollareal, LAD-Areal (Abbildung 7). Dadurch konnte eine

Differenzierung von vitalem und geschadigtem Gewebe stattfinden.
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Die Feststellung der regionalen Herzfunktion mittels Sonomikrometrie erfolgte durch die
Messung von Ultraschalllaufzeiten im Herzmuskel. Dabei sendet ein Kristall
Ultraschallimpulse, wahrend das andere diese als Empfanger aufnimmt. Diese Impulse werden
an ein Sonomikrometriegerdt weitergeleitet, wobei die Differenz der Laufzeit der Signale
gemessen wird. Die dabei entstehenden Kurven dienten zur Bestimmung der lokalen
Kontraktilitdt beruhend auf der Messung des Abstandes (Segmentlange wahrend Enddiastole
und Endsystole). Zudem erfolgten die Messungen entsprechend der zuvor genannten
Aufnahmen erneut unter Baseline- sowie Funktionsreserve-/Pacing-Bedingungen. Zur
weiteren Bestimmung der regionalen Kontraktilitit wurde die Verkiirzung des Segmentes als
prozentuale Veranderung der Segmentldnge (engl.: segment shortening, SS) verwendet. Die

verwendete Formel lautet wie folgt:

EDL — ESL
SS = (—

x 1009
EDL ) %

SS: Veranderung der Segmentlange in %; EDL: enddiastolische Lange; ESL: endsystolische Lange.

- RCx

LAD

Abbildung 7 | Lokalisation des Einsatzes piezoelektrischer Kristalle in das Endokard

3.4.4 Quantifizierung und Einteilung angiographisch sichtbarer Kollateralen nach Rentrop

Zur Beurteilung der Ausbildung von Kollateralen und ihrer Perfusion nach Behandlung mit
LNA-92a erfolgte nicht nur einer Quantifizierung der Kollateralen, sondern auch eine
angiographische Einteilung nach Rentrop (Rentrop, Cohen, Blanke & Phillips, 1985). Zur
Einteilung wurden die angiographisch sichtbaren Kollateralen von einem erfahrenen
Untersucher nach der mehrstufigen Rentrop-Klassifikation eingeteilt, wobei Grad 0 keine
Fiillung von sichtbaren Kollateralen zeigt. Eine Fiillung kleiner Seitenaste liber Kollateralen
entspricht Grad 1. Kommt es zu einer partiellen retrograden Fiillung der stenosierten

Koronararterie durch Fillung grofier Seitendste mit epikardialen Anteilen erfolgt die
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Einteilung nach Grad 2. Die vollstandige Fiillung des Gefaf3es iiber das Kollateralgefaf3system
entspricht Grad 3.

3.4.5 LNA Applikation
Neben der systemischen, intravendésen Gabe der LNA- 92a wurden ebenso regionale

Applikationen untersucht (Hinkel, Penzkofer, et al., 2013).

Da der anterograde Applikationsweg iiber das okkludierte Koronargefafd nicht offen stand,
wahlten wir in diesem Projekt die retrograde Applikation mithilfe eines Katheters zur
Selektiven druckregulierten Retroinfusion (selective pressure-regulated retroinfusion, SSR; fiir
SSR Katheter siehe Abbildung 8) (Boekstegers, Diebold & Weiss, 1990; von Degenfeld et al.,
2003; Hinkel, Lebherz, et al., 2013; Hinkel et al., 2012; Hinkel & Kupatt, 2017).

Die verwendete LNAs wurde von Miragen bereitgestellt. Kontrolltiere erhielten eine PBS-
Losung von 2 ml ohne LNA. Die Therapiegruppe wurde mit 5 mg LNA-92a/kg Herzgewicht
retrograd via 7 French SSR Katheter (4-lumig) (Myoprotect SSR, PTC, Médling, Osterreich)
appliziert.

Balloon
Infusion
Balloon for Presssli:?;on
blocking the ﬁ
vein

Connection

Abbildung 8 | Darstellung eines Katheters zur selektiven druckregulierten Retroinfusion

Der Katheter besteht aus 4 verschiedenen Zugéngen: rot- Verbindung zum Katheter-Ballon fiir den Verschluss
von Gefafien, blau- erlaubt die Infusion der gewiinschte Agenzien, grau- stellt einen Zugang zum Absaugen
dar, schwarz- erlaubt die kontinuierliche Druckmessung in der Vene, wodurch eine druckregulierte
Verabreichung von Agenzien mdglich ist. Abb. modifiziert nach (Hinkel & Kupatt, 2017)

In Abbildung 9 ist der Vorgang der retrograden Applikation mit SSR Katheter dargestellt. Dabei
wurde der SSR Katheter (Abbildung 9B) in die Vene platziert, die das ischdmische Gebiet der
betroffenen Koronaraterie versorgt, in diesem Fall ist es die Vena cardiaca mediana (mittlere
Herzvene). Solange wurde das distale Ende der Vene blockiert (Abbildung 9B, , Occlusion®).
Der selektive retrograde Fluss durch die Vena cardiaca media (VCM) wurde durch das
proximale Blocken (mittels PTCA Ballon) der Vena intraventricularis anterior (AlV)
gewahrleistet. Die Kontrastdarstellung entspricht dabei dem Verlauf der LNA-92a Losung. Um

eine addquate Verteilung der L6sung und somit eine effektive Versorgung des RCx-Zielgebietes
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zu garantieren, wurde iiber den SSR Katheter eine EKG getriggerte, druckregulierte
Infusionseinheit angebaut. Zum Zeitpunkt der Diastole wurde die LNA-92a-Lésung durch
Druckerhéhung und Flussumkehr kontrolliert bis in das Kapillarbett retroinfundiert, zum
Zeitpunkt der Systole hingegen konnte ein Absaugen durch den SSR Katheter erfolgen (Hinkel
& Kupatt, 2017; Vachenauer, 2009).

_7 Arterial side | B _ Venous side

"2

- Occlusion

Abbildung 9 | Angiographische Darstellung zur Selektiven druckregulierten Retroinfusion (SSR) in die
mittlere Herzvene

(A) Angiographie der LAD und des RCx (rote Pfeile). Zudem mit einem roten Pfeil markiert ein
Reduktionsstent im RCx nach Implantation an Tag 0. (B) Die rechte Abbildung zeigt die angiographische
Darstellung der mittleren Herzvene (Vena cardiaca media). Abb. nach (Hinkel & Kupatt, 2017)

3.5 Molekulare Experimente

Fiir alle histologischen Farbungen wurden 5pum dicke Kryoschnitte des gewonnen
hibernierenden Myokards angefertigt und pro Objektriager (Thermo Scientific Superfrost ®
Plus Menzel GmbH & Co KG Braunschweig, Deutschland) ca. 3-4 Schnitte aufgezogen. Zur

Lagerung vor Verarbeitung wurden die Objekttrager mit Material bei -80 °C aufbewahrt.
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3.5.12  Kapillar- und Perizyten-Farbung

Verwendete Materialien

PBS

Nacl 8¢ B. Braun MelsungenAgG,
Melsungen Deutschland

KCl 0,29 Carl Roth GmbH & Co

KG, Karlsruhe,
Deutschland
Na2HPO4 1,44 ¢ Carl Roth GmbH & Co
KG, Karlsruhe,
Deutschland
KH2PO4 0,244 Carl Roth GmbH & Co
KG, Karlsruhe,
Deutschland

Aqua dest. 1000 Ml

Zusatze

Aceton 4°C Merck, Whitehouse
Station, USA

Hydrophober Stift (Dako Pen) Dako, Hamburg,
Deutschland

Vectashield Mounting Medium Vector Laboratories,

mit DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol) Burlingame, USA

Blocking Solution (gelost in PBS)

Bovine Serum Albumine (BSA) 2% Sigma-Aldrich, Hamburg,

Deutschland

Triton-x-100 0,2% Sigma-Aldrich, Hamburg,
Deutschland

Antikorper

CD31/Pecam-1/Rabbit IgG 1:50 Santa Cruz

in Blocking Solution Biotechnology,
(Priméarantikorper) Heidelberg, Deutschland
Anti-Goat IgG-R (Donkey) 1:50 Santa Cruz

in Antibody Diluent Biotechnology,
(Sekundarantikorper) Heidelberg, Deutschland
Anti-NG2, Rabbit IgG 1:200 Chemicon GmbH, Nirnberg,
(Primarantikorper) Deutschland

Anti-rabbit IgG, Alexa 488 1:200 Invitrogen GmbH, Karlsruhe,
(Sekundarantikorper) Deutschland
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Mit einer weiteren histologischen Methode erfolgte die fluoreszenzmikroskopische
Darstellung von Kapillaren und Perizyten, sogenannte Stiitzzellen der Kapillaren, wodurch
Aussagen iiber die Neubildung sowie Reifung und Festigkeit der entstandenen Gefifie
getroffen werden konnten. Mithilfe einer Antikérperdoppelfarbung, wofiir Fluoreszenz-
markierte Antikdrper verwendet wurden, konnten durch eine Antikdrper-Antigen-Bindung
Kapillaren/Endothel (CD31 positive Zellen; PECAM positive Zellen: platelet endothelial cell
adhesion molecule-1) sowie Perizyten (NG2 positive Zellen: Neural/ Glial Antigen 2) sichtbar
gemacht werden. Verwendet wurde ein in unserem Labor bereits etabliertes Protokoll fiir
Kryoschnitte von Schweineherzgewebe. Die PECAM-NG2 Doppelfarbung bot eine Mdoglichkeit
sowohl Endothelzellen als auch Perizyten parallel zu beurteilen, um somit nicht nur eine
Aussage liber die Neuentstehung von Kapillaren zu treffen, sondern auch iiber deren Reifung

durch Anlagerung von Perizyten.

Zuerst erfolgte die Fixierung der Schnitte auf dem Objekttrager bei 4 °C mithilfe von Aceton fiir
ca. 15 min. Anschliefdend folgten drei Waschgénge fiir je 5 min mittels PBS, das nach dem
letzten Waschgang vorsichtig abgeklopft wurde. Danach wurden die einzelnen Schnitte auf
dem Objekttrager mit einem hydrophoben Stift markiert, sodass geringere Mengen an Substrat
zur Farbung verwendet werden konnten und ein Auslaufen vom Objekttrager verhindert
wurde. Vor dem Farbeschritt wurden die Schnitte mit einer ,Blocking solution (Antibody
diluent) versehen, die unspezifische Bindungen verhindern sollte. Die Inkubationszeit betrug
20 min, gefolgt von drei fiinfminiitigen PBS-Waschgidngen zur Entfernung der Ldsung.
Daraufhin konnte die Farbung mittels Primarantikorper angeschlossen werden. Dabei wurde
der CD31 -AK in 2 % BSA gel6st und die Schnitte damit betraufelt. Die Inkubation erstreckte
sich tiber Nacht unter gekiihlten Bedingungen (4 °C). Am drauffolgenden Tag konnte der
Antikdrper mit erneuten drei fiinfminiitigen PBS-Waschgéngen entfernt werden, anschlief3end
wurde der Sekundarantikorper fiir zwei Stunden aufgetragen und bei Raumtemperatur
belassen. Es folgte ein erneutes dreimaliges Waschen mit PBS und der zweite Antikérper (NG2-
AK) konnte aufgetragen werden mit anschliefdender Inkubation iiber Nacht bei 4 °C. Nach dem
Abwaschen des Antikorpers mit reinem PBS (3x) konnte ein passender Sekundarantikorpers
zur Fluoreszenzdarstellung aufgetragen werden. SchliefRlich wurde auch dieser abgewaschen
und in einem letzten Schritt erfolgte das Versiegeln der Objekttrager mit Deckglas und einem

Medium (Vectashield Mounting Medium) das ebenso DAPI zur Zellkernfarbung enthielt.

Anschliefiend erfolgte die Betrachtung der bearbeiteten Gewebeproben unter einem
Fluoreszenzmikroskop. Zur weiteren Quantifizierung wurden mikroskopische Bilder mit high-
power field Vergroferung (40-fach) aufgenommen und 5 unabhéngige Aufnahmen pro Region

und Tier quantifiziert
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3.5.2 KardiomyozytengroRe: Wheat Germ Agglutinin Farbung

Zur Beurteilung einer Auswirkung der LNA-92a auf die Zellgrofde bzw. Zellzunahme erfolgte
eine Wheat Germ Agglutinin (WGA) Fluoreszenzfarbung des Zytoskeletts der Kardiomyozyten.
Anschliefend wurden die Bilder unter dem Fluoreszenzmikroskop beurteilt und fotografiert.
Fiir die Auswertung wurde die standardisierte Flache der Zellen pro definierten Rahmen
(5x5 pum) gemessen, dazu wurde das Programm Image] (Version 1.43u, National Institutes of

Health, Bethesda, Maryland, USA) verwendet.

Verwendete Chemikalien

Aceton Merck, Whitehouse
Station, USA

Wheat Germ Agglutinin 100 pg/ml Invitrogen GmbH,

Alexa Fluor ® 488 Conjugate Karlsruhe, Deutschland

CaCl2 1mM Carl Roth GmbH & Co

KG, Karlsruhe,
Deutschland

Vectashield Mounting Medium Vector Laboratories,
mit DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol) Burlingame, USA
PBS siehe oben

Initial wurden die frischen Kryoschnitte iiber 5-10min aufgetaut und anschliefdend 10 min mit
Aceton (4 °C) vorsichtig fixiert. Daraufhin wurde das Aceton drei Mal je fiinf Minuten mit PBS
abgewaschen. Nach dem Waschen folgte die WGA Farbung mit dem WGA Antikorper gelost in
1 mM Calciumchlorid und PBS iiber 1 Stunde. Anschliefdend konnte der Antikdrper erneut in
drei Waschrunden jeweils fiinf Minuten mit PBS abgewaschen werden. Zuletzt wurden die
eingefarbten Schnitte mit DAPI-Medium (Vectashield Mounting Medium) und einem Deckglas
versiegelt und kurzeitig bei 4 °C gelagert. Eine ziligige Auswertung ermoglichte ein besseres

Darstellen der Fluoreszenzfarbung, welche mit der Zeit verblasste.

3.5.3 Quantifizierung von Gewebsfibrose mittels Sirius Red Farbung

Vorangegangene Arbeiten zeigten eine Zunahme von Fibrose in Ischdmie-bedingt
geschadigtem Myokard (Creemers & Van Rooij, 2016; Krenning, Zeisberg & Kalluri, 2010;
Zeisberg & Kalluri, 2010). Fiir das mikroskopische Sichtbarmachen der Fibrose wurde eine
Sirus Red Farbung verwendet. Mithilfe dieser Farbung konnte eine Quantifizierung der Fibrose

erfolgen. Dabei wurden die Teile des Herzens verwendet, die das RCX-Areal repréisentierten.
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Verwendete Chemikalien

Sirius Red Polysciences Inc.,
Warrington, USA

HCI Merck, KGaA
Darmstadt, Deutschland

Hamalaun Roth, Karlsruhe, Deutschland

Xylol Merck, KGaA
Darmstadt, Deutschland

Entellan Euromex, Bratislava, Slowakei
Bouin-Ldsung

Gesdttige wassrige Pikrinsdureldsung 15 ml Sigma-Aldrich, Hamburg,
Deutschland

Eisessig 1ml Merck, Whitehouse
Station, USA
Formol 5 ml Roth, Karlsruhe, Deutschland

In der Sirus Red Farbung wird Kollagen rot gefarbt als Kontrast zu dem gelb gefarbten
Zellstroma. Zellkerne werden durch Hamalaunfiarbung blau dargestellt. Die Farbeschritte
verliefen wie folgt: Zunachst erfolgte fiir eine Stunde eine Inkubation der Gewebeschnitte in
Bouin-Ldésung bei 37 °C; gefolgt von einer Stunde Inkubation in 0,1 % Sirus Red/Pikrinsaure
Losung. Daraufhin wurden die Gewebeproben kurz in 0,01 N HCI Lésung eingetaucht, damit
Uberfirbungen vermieden werden. Die Salzsidure wurde in einem Waschgang in Aqua dest.
entfernt. Nach dem Waschgang konnte fiir 5 min die Kernfarbung mit Himalaun vorgenommen
werden. Danach wurden die Proben 5 min gewaschen. Zur Dehydrierung wurde das
Eintauchen in einer aufsteigenden Alkoholreihe benétigt: EtOH 70 % kurz, EtOH 96 % fiir 3 m,
EtOH 100 % fiir 3 m, EtOH 100 % fiir 3 m, EtOH 100 % fiir 2 m, Xylol fiir 10 m. Zum Schluss
erfolgte die Einbettung mittels Entellan.

Nach Abschluss der Farbung wurden die Gewebeproben unter einem Lichtmikroskop
betrachtet und fotografiert. Die Aufnahmen erfolgten mit einer 10-fach Vergréfierung (low
power field). Rote fibrotische Areale wurden prozentual mittels Image] (Version 1.43u,
National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA) in 5 unabhingigen Aufnahmen

quantifiziert.
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3.6 Statistik

Soweit nicht anders gekennzeichnet sind Resultate als Mittelwert + Standardfehler (engl.:
standard error of the mean, SEM) dargestellt. Signifikante Differenzen wurden mithilfe des
ungepaarter t-tests oder eine ANOVA-Analyse mit anschliefendem Bonferroni-Test berechnet.
Zur Berechnung wurde die Software GraphPad Prisma (version 8.2.0 fiir macOS, GraphPad

Software, San Diego, California USA, www.graphpad.com) verwendet.

Das Signifikanzniveau wurde mit einem p-Wert < 0.05 festgelegt. Signifikante Resultate
wurden mit einem Stern (*), hochsignifikante Ergebnisse hingegen mit zwei (**: p < 0.01) bzw.

drei (***: p < 0.001) Sternen gekennzeichnet.
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4 ERGEBNISSE
4.1 Versuchsablauf

Zur Untersuchung des Einflusses von LNA-92a wiahrend einer chronischen Myokardischdmie
wurde LNA-92a behandelte Schweine mit Kontrolltieren verglichen. Um eine chronischen
Myokardischdmie zu simulieren erfolgte der Einsatz von Reduktionsstents in den Ramus

circumflexum des Herzens. Der gesamte zeitlich Versuchsablauf ist in Abbildung 4 dargestellt.

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Einzelexperimente beschrieben.

4.2 Verbesserung der globalen myokardialen Funktion bei chronischer myokardialer

Ischamie nach LNA-92a Applikation

Die Bestimmung der globalen myokardialen Funktion erfolgte anhand von linksventrikularen
Druckmessungen sowie einer Messung der Auswurffraktion mit Hilfe von linksventrikularen
Angiographien (Abbildung 10). Dabei zeigte sich in beiden Gruppen bis Tag 28 nach
Implantation des Reduktionsstents ein Anstieg des LVEDP (Kontrolle: 16 + 1 mmHg;
LNA-92a: 15 + 1 mmHg) entsprechend einer Schiadigung des Myokards mit konsekutiver
eingeschrankter linksventrikuldrer Herzfunktion. Nach Applikation der LNA-92a an Tag 28,
konnte im weiteren Verlauf in der Therapiegruppe eine deutliche Reduktion des LVEDP an Tag

56 gemessen werden (Kontrolle: 17 + 1 mmHg; LNA-92a: 11 + 1 mmHg).
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Abbildung 10 | LNA-92a Applikation verbessert die globale Funktion bei chronischer myokardialer
Ischamie

(A) Der Linksventrikulare enddiastolische Druck (LVEDP) ist zundchst bei beiden Gruppen an Tag 28 erhdht
wohingegen an Tag 56 eine Reduktion des LVEDP nach regionaler Applikation der LNA-92a (n= 4 Tiere), nicht
aber in der Kontrollgruppe (n=5 Tiere) beobachtet werden konnte (p<0,0001). (B) Im Gegensatz zur
Kontrollgruppe (n=4 Tiere) konnte in der LNA-92a-behandelten Therapiegruppe (n=4 Tiere) eine Erholung
der linksventrikuldre Ejektionsfraktion (EF) zwischen Tag 28 und Tag 56 verzeichnet werden (p=0,0072).
Mittelwert + SEM.
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Die Bestimmung der Ejektionsfraktion (EF) erfolgte ebenso am Tag 28 und Tag 56. Die
Abbildung 10 zeigt eine eingeschrankte EF in beiden Gruppen an Tag 28 nach Implantation des
Reduktionsstents als Folge von chronisch ischamischen Schaden (Kontrolle: 30 + 2 mmHg;
LNA-92a: 28+ 2,5mmHg). Es =zeigt sich hingegen eine deutliche Erholung der
linksventrikuldaren EF nach Applikation von LNA-92a im Verlauf von Tag 28 zu Tag 56 und eine
weitere Verschlechterung der EF in der unbehandelten Kontrollgruppe (Kontrolle:
25+ 1,5 mmHg; LNA-92a: 39 + 4 mmHg).

Die Messung der Druckentwicklung iiber die Zeit (dP/dt) erbrachte hingegen keine

signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Tiergruppen (nicht gezeigt).
4.3 Verbesserung der regionalen myokardialen Funktion durch den Einsatz von LNA-g2a

Aufgrund der Notwendigkeit des Zugangs am offenen Herzen erfolgte die Analyse der
regionalen Myokardfunktion ausschliefdlich am Tag 56. Mittels Sonomikrometrie wurde die
subendokardiale Segmentverkirzung (SES) des ischdmischen Areals ermittelt und mit der SES
eines normal perfundierten, nicht ischdmischen LAD Areals verglichen. Dies erfolgte unter
Ruhe- und Funktionsreserve-Bedingungen mittels rechtsatrialem Pacing auf 120-150 Schlage
pro Minute. Die Abbildung 11 zeigt, dass es bereits in Ruhe zu einer tendenziellen
Verbesserung der Kontraktilitdt bei LNA-92a behandelten Tieren im Vergleich zu den nicht
behandelten Kontrolltieren kommt (Kontrolle: Baseline 35 #* 13 %; LNA-92a: Baseline:
68 £ 16 %).

Zur Analyse der Funktionsreserve wurden rechtsatriales Pacing auf 120 bzw. 150 Herzschlage
pro Minute induziert. Dadurch konnte eine deutliche Verschlechterung der regionalen
Herzfunktion in den nicht behandelten Versuchstieren aufgezeigt werden (Abbildung 11B;
Kontrolle: HF 120 25 + 9 %; HF 150 8 + 3 %), wahrend die mit LNA-92a behandelten Tiere eine
gleichbleibende Kontraktilitidt bei 120 und 150 Herzschlage pro Minute zeigten (Abbildung
11B; LNA-92a: HF 120: 74 + 19 %, p< 0,05; HF 150 70 + 11 %, p< 0,01).
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Abbildung 11 | Der Einsatz von LNA-g2a verbessert die regionale myokardiale Funktion

Die Subendotheliale Segmentverkiirzung bei Ruhe sowie unter funktioneller Reserve (120 und 150
Herzschlage pro min) dargestellt als Quotient (in %) der ischdmischen Region im Vergleich zu einem nicht
ischdmischen Areal (LAD). Die Behandlung mit LNA-92a (n=4 Tiere) fiihrte zu einer Verbesserung der
regionalen myokardialen Funktionreserve im Vergleich zu nicht behandelten Versuchstieren (n=5 Tiere;
HF 120: p=0,0393; HF 150: p=0,0059). Mittelwert + SEM.

4.4 Beeinflussung der Angiogenese durch LNA-g2a in chronischer myokardialer Ischamie

Der Einfluss der LNA-92a auf die Angiogenese wurde durch eine Untersuchung der
neuausgebildeten Kapillaren bestimmt. Dazu wurden Endothelzellen der Kapillaren und deren
Stiitzzellen, die sogenannten Perizyten, quantifiziert. Es erfolgte eine PECAM-1 Farbung zur
Darstellung der Endothelzellen in der betroffenen, hibernierenden Region des Herzens
(Abbildung 12A). Eine Auszdhlung der PECAM-1 positiven Zellen zeigte eine signifikant
erhohte Anzahl von Endothelzellen in der LNA-92a-behandelten Gruppe im Vergleich zur
Kontrolle (Abbildung 12B; LNA-92a: 680 * 25, Kapillaren pro Gesichtsfeld; Kontrolle: 440 * 28
Kapillaren pro Gesichtsfeld).

Mittels einer NG-2 Farbung konnten die Perizyten quantifiziert werden. Auch hier konnte im
Vergleich zur Kontrolle (Kontrolle: 328 £ 25 Perizyten pro Gesichtsfeld) ein signifikanter
Anstieg von Perizyten nach verabreichter LNA-92a in der Therapiegruppe gezeigt werden
(Abbildung 12B; LNA-92a: 479 + 26, Perizyten pro Gesichtsfeld).
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Abbildung 12 | LNA-g2a vermittelt Angiogenese

(A) Fluoreszenzaufnahmen von kardialen, ischdmischen Muskelgewebe nach PECAM-1 (rot)/NG-2
(griin)/DAPI (blau) Fluoreszenz-Farbung, Balken = 25 pm. Quantifizierung der PECAM-1 positiven Kapillaren
(B, p=<0,0001) sowie NG-2 positiven Perizyten (C, p = 0,0004) in der Kontrollgruppe (n=>5 Tiere) gegeniiber
LNA-92a behandelte Versuchstiere (n=4 Tiere). Mittelwert + SEM.

4.5 Auswirkungen der miRNA-g2a Inhibition auf die Arteriogenese

Die Auswirkungen der LNA-92a auf die Arteriogenese, die eine Kollateralausbildung aus
bereits existierenden arterioldren Anastomosen beschreibt, wurden an Tag 56 untersucht. Die
Ausbildung der Kollateralen, war in der Gruppe der Kontrolltiere deutlich eingeschrankt
(2,1 £ 0,5 sichtbare Kollateralen pro Herz; Abbildung 13B). Im Vergleich dazu zeigte die mit
LNA-92a behandelte Grofdtiergruppe am Tag 56 eine vermehrte Kollateralausbildung infolge
der chronischen Totalokklusion des RCx (6,0 £ 0,5 sichtbare Kollateralen / Herz; Abbildung
13B).

Auch die Einteilung der distalen Gefaf3fiillung der okkludierten Gefifse nach Rentrop (engl.:
Rentrop score) erreichte hohere Level in den LNA-92a behandelten (2,4 + 0,2; Abbildung 13C)
gegeniiber unbehandelten Schweinen (1,3 £ 0,2 Abbildung 13C).

34



Ergebnisse

A B 8 _ *k
Q o 6
= ©
S T 4 ‘
c T
S =
x 2 2
0
Kontrolle LNA-92a
*ok
3o
© gy
3 g 2- |
< Q
z o
= S 14
C
[}
o
0

Kontrolle LNA-92a

Abbildung 13 | LNA-g2a fordert Kollateralausbildung

(A) Kollateralwachstum bestimmt an Tag 56; die Pfeile zeigen den Sitz des Reduktionsstenz im RCx des
Koronarsystems. (B) Quantifizierung des Kollateralwachstums: LNA-92a behandelte Versuchstiere (n=4
Tiere) zeigten eine signifikant hohere Anzahl (p=0,0036) von Kollateralen im Vergleich zu Kontrolltieren (n=6
Tiere). (C) Die Einteilung des distalen Fiillungsgrades der Kollateralen nach dem Rentrop Score zeigte
signifikant héhere Level (p=0,0089) nach LNA-92a (n=4 Tiere) Applikation gegeniiber Kontrolltieren (n=6
Tiere). Mittelwert + SEM.

4.6 Reduzierung der myokardiale Fibrose durch LNA-g2a

Die Quantifizierung der fibrotischen Anteile des Ventrikels gibt Auskunft {liber den
Myozytenverlust durch die chronische Ischdmie und der daraus resultierenden
Fibroseausbildung. Die Darstellung von Fibrose im Gewebe erfolgte durch eine Sirius Red

Farbung (Abbildung 14A).

Die Ergebnisse der Quantifizierung zeigten an Tag 56 eine geringere Fibroseausbildung im
linken Ventrikel von mit LNA-92a behandelten Versuchstieren (12,5 + 0,5 %) im Vergleich zu
unbehandelten Kontrolltieren (18,0 + 0,3 %) (Abbildung 14B).
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Abbildung 14 | LNA-92a reduziert die Ausbildung myokardialer Fibrose

(A) Fluoreszenzaufnahmen von kardialen, ischdmischen Muskelgewebe nach Sirius Red Farbung zur
Darstellung von Gewebsfibrose. Zellstroma zeichnet sich in Gelb ab, wohingegen die fibrotischen Zellanteile
rot gefarbt sind. Balken = 100 um. (B) Quantifizierung der Fibrose in LNA-92a-behandelten gegeniiber nicht-
behandelten Tieren; Der Fibrosegehalt wird angegeben in Prozent Flichenanteil am linken Ventrikel. Im
Vergleich mit der Kontrolle (n=5 Tiere) zeigt die Applikation von LNA-92a (n=4 Tiere) eine quantitativ
verminderte Fibroseausbildung (p=0,0121, Welch’s t test). Mittelwert + SEM.

4.7 Verhinderung der Myozytenhypertrophie nach LNA-g2a Applikation in einem Modell

der chronischen myokardialen Ischamie

Beobachtungen zeigten, dass es durch den Einsatz des Reduktionsstents zu einer
progredienten Druckbelastung des linken Ventrikels kommt. Dies wird am ehesten induziert
durch die Einschrankung der Herzfunktion bei fehlender Durchblutung des betroffenen Areals
und der daraus resultierender Sauerstoffminderversorgung des Gewebes nach Implantation
eines Reduktionsstents in die RCx (von Degenfeld et al., 2003). Aufgrund dieser pathologischen
Remodeling-Prozesse wurden in der vorliegenden Arbeit Hypertrophie-Zeichen des
betroffenen, hibernierenden Gewebes untersucht. Dabei wurde zur Analyse der Zellgrofie eine
histologische WGA-Farbung durchgefiihrt. In der optischen Betrachtung der Ergebnisse in
Abbildung 15A ist bereits ein deutlicher Unterschied zwischen den Kontrolltieren und den
LNA-92a-behandelten Tieren festzustellen. Die Quantifizierung der Kardiomyozytenflache in
beiden Gruppen zeigte, dass die unbehandelten Kontrolltiere mit einer mittleren
Kardiomyozytenfliche von 269 + 10 um? deutlich gréfere, hypertrophierte Zellen aufwiesen
als die LNA-92a-behandelten Versuchstiere mit 187 + 4 um? (Abbildung 15B).
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Abbildung 15 | LNA-g2a verhindert Myozytenhypertrophie in einem Modell der chronischen
myokardialen Ischamie

Darstellung von Kardiomyozyten mittels WGA Farbung (s.0.) nach Herzexplantation an Tag 56; (A)
Fluoreszenzfarbung (WGA) und optische Darstellung der Kardiomyozyten. Balken =25 um. (B) Die
Quantifizierung der Kardiomyozytenflache zeigt deutlich mehr vergrofierte Zellen in der Kontrollgruppe (n=5
Tiere) als bei LNA-92a-behandelten Versuchstieren (n=4 Tiere). Mittelwert + SEM. Zahlen in den Balken
stellen die Anzahl der quantifizierten Zellen dar.
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5 DISKUSSION
5.1 Kardioprotektives Potential der regionalen miR-g2a Inhibition

Die hier prdsentierten Ergebnisse zeigen die Auswirkungen der regionalen retrograden
LNA-92a Therapie in einem Modell der chronischen myokardialen Ischamie, nach Induktion
eines hibernierenden Myokards. Dabei konnte an Tag 56 nach Einsatz eines Reduktionsstents
sowie 28 Tage nach Applikation der LNA-92a ein positiver Einfluss auf die Kapillarisierung und
Remodeling-Prozesse des Myokards sowie eine daraus resultierende Verbesserung der

hdmodynamischen Herzfunktion (EF) beobachtet werden.

In einigen wichtigen Vorarbeiten der letzten Jahre wurden bereits mehrfach die
pathophysiologischen Auswirkungen der miR-92a Inhibition beschrieben (Bonauer et al,
2009; Daniel et al.,, 2014; Fiedler & Thum, 2016; Hinkel, Penzkofer, et al.,, 2013). Auf diese
Weise riickte die miR-92a immer mehr in den Fokus als Agens zur Verstirkung
kardioprotektiver Mechanismen, bisher allerdings nur in Modellen eines akuten

Myokardinfarktes.

Darin zeigte die Arbeitsgruppe von Prof. Dimmeler und Kollegen, dass eine miR-92a Inhibition
nicht nur die Gefafdneubildung nach peripherer sowie kardialer Ischdamie in einem Mausmodell
induziert, sondern auch zu einer Verbesserung der regionalen und globalen Herzfunktion fiihrt
(Bonauer et al, 2009). Zusatzlich dazu konnten mithilfe vorangegangener Experimente
unserer Arbeitsgruppe einige fiir diese Arbeit wichtige Aussagen beziiglich der Wirksamkeit
und Dosierung der LNA-92a getroffen werden. Dabei wurde das therapeutische Potenzial der
LNA-92a in einem Modell des akuten Ischdamie-/Reperfusionsschaden untersucht. Die
LNA-92a Applikation erfolgte nach 60 min LAD Okklusion mit darauffolgender 72h
Reperfusion. Die LNA-92a wurde entweder systemisch oder regional (antegrad oder
retrograd) verabreicht (Dosis: 5 mg/kg Herzgewicht), eine weitere Gruppe wurde mit der
5-fachen Dosis behandelt. Die Ergebnisse zeigten, dass sowohl die systemische als auch die
regionale Applikation die Ziel microRNA im Herzen reduzieren konnten. Betrachtet man
jedoch die Ausdehnung der Infarktgrofde, ergab nur die regionale Infusion eine verminderte
Auspragung eines Infarktareals. Der Einsatz einer 5-fach hoheren LNA-Dosis erbrachte keinen
weiteren Vorteil. Des Weiteren zeigten ausgedehntere Untersuchungen, dass die LNA-92a die
postischadmische Inflammation und Apoptose reduziert. Dabei konnte in einem in vivo Modell
eine gesteigerten Kapillarzahl in dem ischdmischen Areal beschrieben werden. Aufderdem
fiihrte die miR-92a Inhibition zu einer verbesserten globalen und regionalen Herzfunktion
nach akutem Myokardinfarkt und darauffolgender Reperfusion (Hinkel, Penzkofer, et al,,
2013).
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Zusatzlich dazu ergab die Inhibition von miR-92a (-3p) mittels antimiR-92a Applikation eine
verstarkte Autophagie von Kardiomyozyten nach Myokardinfarkt und zeigt auf diese Weise
einen Einfluss auf die Regulierung von metabolischen Prozessen der Kardiomyozyten. Der hier
beschriebene Verdauungsprozess der Organellen von Endothelzellen ist ein wichtiger Prozess
zur Bereitstellung von lebensnotwendigen Substraten wahrend und nach einer Ischamie (Rogg
etal, 2018).

Diese Ergebnisse zusammengenommen ergeben bereits wichtige Hinweise beziiglich der
kardioprotektiven Rolle der Suppression der miR-92a beim Herzinfarkt. Jedoch bleibt die
Bedeutung fiir Langzeitfolgen im Rahmen einer chronischen Ischdmie, als wichtiger Indikator

einer progredienten Entwicklung einer Herzinsuffizienz, bis dato unklar.

5.1.1  Einfluss derInhibition der miR-92a auf die regionale und globale myokardiale Funktion

in einem Modell der chronischen myokardialen Ischamie

In der Zusammenschau der Ergebnisse dieser Arbeit fiihrten die Auswirkungen der Inhibition
der miRNA-92a mittels LNA-92a zu einer kardioprotektiven Auswirkung am Herzen in einem
Modell der chronisch myokardialen Ischdmie. Dies dufierte sich durch eine Verbesserung der

Hamodynamik sowie der Funktion des Herzens.

Nach retrograder Applikation der LNA-92a konnte eine regionale und globale
Funktionssteigerung beobachtet werden (Abbildung 10 und Abbildung 11). Die Messung der
regionalen Myokardfunktion erfolgte anhand der subendothelialer Segmentverkiirzung,
welche als Maf? der regionalen Kontraktilitit genommen werden kann. Unter Ruhefrequenz
zeigte sich eine leichte und unter Funktionsreservebedingungen eine deutlich signifikante
Verbesserung der Kontraktilitit nach Therapie mit LNA-92a. Zusatzlich dazu ergaben die
hdamodynamischen Messungen nach Applikation der LNA-92a an Tag 56 eine signifikante
Steigerung der globalen Herzfunktion, die durch einen Abfall des LVEDP sowie eine gesteigerte

Ejektionsfraktion in der Therapiegruppe gezeigt werden konnte.

Beides, der LVEDP als auch die EF, stellen wichtige Parameter zur Einstufung der
Herzinsuffizienz dar. Dabei Kkorreliert die Ejektionsfraktion mit der linksventrikularen
Pumpfunktion des Herzens, wodurch frithe Anzeichen einer kontraktilen Dysfunktion
diagnostiziert werden konnen. Mit dieser Erkenntnis ist es vorstellbar, dass der Einsatz von
LNA-92a bei chronischer Ischdmie, durch die Verbesserung der Herzfunktion eine Progredienz
der Herzinsuffizienz stoppt bzw. eine Verbesserung herbeifithrt. Zudem zeigt sich die
Ermittlung der EF als vorteilhafter und reproduzierbarer Parameter, der auch durch
Echokardiographie ermittelt werden kann. Diese Methode ist eine einfach anzuwendende und
gut zugiangliche Methode in der Herzdiagnostik und erlaubt so schnelle Aussagen und dient als

wichtige Methode zur regelméafiigen Verlaufskontrolle (Dickstein et al., 2008).

39



Diskussion

Die hier zum ersten Mal dargestellte Verbesserung der Herzfunktion durch die Applikation von
LNA-92a in einem Modell der chronischen Ischdmie lasst sich mit beispielsweise zuvor
beschriebenen Resultaten der Arbeitsgruppe von Prof. Dimmeler und Kollegen vergleichen,
wobei hierbei stets akute Ischdmie Modelle betrachtet wurden. Hier fiihrte die miR-92a
Inhibition nicht nur zur Verbesserung der Gefafneubildung nach peripherer sowie kardialer
Ischdmie in einem Mausmodell, sondern auch zu einer Verbesserung der regionalen und

globalen Herzfunktion (Bonauer et al., 2009).

Eine Verbesserung der hier beschrieben Funktionsparameter nach LNA-92a Applikation in
unserem Modell liefde sich zum einen auf die bereits zuvor beschriebene Reversibilitit der
Funktion nach Hibernation zuriickfiihren. Hierbei ist es wichtig zu betonen, dass es im Rahmen
einer chronischen Ischimie, wie sie das hibernierende Myokard darstellt, zu
Funktionseinschrankungen sowie morphologischen Veridnderungen kommt, die
definitionsgemaf eine Reversibilitit nach Auflésung bzw. Verbesserung der chronischen
Ischdamie aufzeigen (siehe Einleitung)(Borgers et al.,, 1993; Chen et al., 1996; Heusch et al,,
2005; Rahimtoola, 1989). Da in dieser Arbeit eine verbesserte Ausbildung von Kollateralen
sowie eine gesteigerte Kapillarisierung durch die LNA-92a Applikation erreicht werden
konnte, ist die daraus resultierende Verbesserung der Versorgung des chronisch ischdmischen
Areals vermutlich verantwortlich fiir eine Steigerung der regionalen sowie globalen
Herzfunktion. Es fehlen jedoch weitere molekulare Untersuchungen, die eine spezifischere

Aussage auf zelluldrer Ebene beziiglich der verbesserten Funktion erlauben.

Zusammengefasst konnten die regionale und globale Funktionssteigerung nach LNA-92a
Behandlung eine potentielle neue Therapiemdoglichkeit bieten, um die Entwicklung einer
chronisch andauernden Beeintrachtigung des Herzens in einem hibernierenden Mykoard und
die damit verbundenen Langzeitfolgen aufzuhalten. LNA-92a kann daher eine potentiell

wichtige klinische Relevanz zugesprochen werden kann.

5.1.2 Auswirkungen der LNA-g2a auf Angiogenese

Die metabolische Aktivitit des Herzens bedarf einer addquaten Versorgung mit Sauerstoff,
welche nur mittels ausreichenden Blutflusses erfolgen kann. Dabei spielt die Angiogenese,
definiert als das Wachstum neuer Kapillaren, eine wichtige Rolle (Boon & Dimmeler, 2015;
Cooley & Bikfalvi, 2018; Small & Olson, 2011). Wie bereits einleitend erlautert ist das gesamte
miR-17~92a Clusters als wichtiger Faktor fiir Wachstumsprozesse bekannt (Bonauer &
Dimmeler, 2009; Fiedler & Thum, 2016; Gu, Liu & Zhou, 2017; Shan et al., 2009; Ventura et al.,
2008). Besonders die Auswirkungen auf das Endothelium spielen hierbei eine wichtige Rolle
in der Entstehung des vaskuldren Wachstums. Unter den Mitgliedern des Clusters sind bisher

neben der miR-92a auch zusatzlich die miR-17/20 als wichtige Beteiligte am Wachstum von
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Endothelzellen in vitro als auch in vivo beschrieben worden (Doebele et al., 2010). Des
Weiteren wird auch die Proliferation von kardialen Endothelzellen von einem hohen Level an
miRs des Clusters stimuliert. Dabei kommt es durch den Einfluss des vascular endothelial
growth factor (VEGF) zur Aktivierung der mitogen activated protein kinase (MAPK) sowie zur
Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors Elk-1. Ein Verlust des Clusters hingegen fiihrt zu
einer defekten Gefaf3bildung (Fiedler & Thum, 2016).

Auf diesen Erkenntnissen aufbauend, erfolgte in der vorliegenden Forschungsarbeit die
Quantifizierung der neuausgebildeten Kapillaren sowie deren Stiitzzellen (Perizyten) mittels
immunhistochemischer Farbung. Darin zeigte sich neben einer signifikant erhohten
Endotheldichte ebenso eine erhohte Perizytendichte in der mit LNA-92a behandelten
Versuchsgruppe gegeniiber der Kontrollgruppe (Abbildung 12).

Neben Ausbildung und Wachstum der Kapillaren, ist deren Stiitzung mittels Perizyten und
vaskuldren Muskelzellen (engl.: vascular smooth muscle cells, VSMCs) wichtig fiir die Stabilitat

und Kontrolle der Perfusion (Carmeliet & Jain, 2011; Hinkel, Trenkwalder & Kupatt, 2011).

Zusatzlich zur Stabilisierung durch Perizyten, kontrollieren diese ebenso das Wachstum von
Endothelzellen sowie Kapillaren (Ribatti, Nico & Crivellato, 2011). Durch verschiedene
Molekiile wie platelet-derived growth factor (PDGF), transforming growth factor beta (TGF-3),
VEGF, Angiopoetin sowie verschiedene Signalwege, die Notch und Ephrine enthalten wird die
Interaktion zwischen Endothelzellen und Perizyten beeinflusst und so die Gefdfdmaturierung
gefordert (Ribatti et al.,, 2011; Von Tell, Armulik & Betsholtz, 2006).

Die genauen Auswirkungen von LNA-92a auf das Gefafiwachstum und die Ausbildung der

Stiitzzellen ist bis dato nicht ganzlich geklart.

Zuvor durchgefiihrte Studien zeigten die Beeinflussung von Proliferation und Migration von
Perizyten durch VEGF (Darland et al., 2003; Ribatti et al., 2011). Dabei zeigte eine Arbeit von
Darland et. al, dass die Produktion von VEGF durch Perizyten, geférdert von TGF-13, zum einen
als Stabilisator die Zellen stiitzt und zum anderen das Uberleben von Endothelzellen férdert
(Darland et al., 2003). Die Forschungsgruppe von laconetti et. al zeigte ergdnzend dazu keinen
direkten Nachweis fiir Perizyten, sie untersuchte jedoch den Einfluss von miR92-a auf
Endothelzellen und betrachtete dabei ebenso die Auswirkungen auf VEGF. Dabei ergab die
Uberexpression von miR-92a in Endothelzellen eine Inhibition der VEGF-induzierten
Proliferation der Zellen (Iaconetti et al.,, 2012). Detailliertere molekulare Experimente konnten

den Einfluss von miR92a auf das Vorkommen/ Wachstum von Perizyten besser beleuchten.

Betrachtet man weitere Untersuchungen der miR-92a Expression, ergaben vorangegangene

Studien ein vorwiegendes Vorkommen in vaskuldren Zellen mit nur geringer Auspragung in
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SMCs. Hieraus ergibt sich ein weiterer Punkt der darauf hinweist, dass miR-92a eine wichtige

Rolle in der endothelialen Zellfunktion spielt (Bonauer et al., 2009; Iaconetti et al., 2012).

So fiihrte eine Uberexpression der miR-92a in humanen Endothelzellen, in einem
dreidimensionalen Zellkulturmodell der Angiogenese, zum einen zur Inhibition der
Aussprossung und zum anderen zu einer reduzierten Ausbildung vaskularer Netzwerke. Zu
erklaren ist dies mit einer Herabsetzung der Endothelzellmigration sowie einer gehemmten
Adhadsion an Fibronectin (Bonauer et al, 2009). Eine Charakterisierung der in vivo
Auswirkungen einer miR-92a Hemmung gelang vorwiegend mittels Anwendung von
Antagomirs. Darin zeigte die Inhibition der miR-92a eine verbesserte Gefafdneubildung und
Perfusion nach Ischdamie im Hinterlauf-Ischimiemodell und im Herzinfarkt-Modell in der Maus
(Bonauer et al., 2009). Eine weitere Arbeit in einem Ratten-Ischdmie-Modell zeigte eine durch
Inhibition der miR-92 induzierte, signifikant erhohte Re-Endothelialisierung sowie reduzierte
neointimale Hyperplasie in Carotis-Arterien nach Ballonischdmie oder arteriellem Stenting

(Iaconetti et al.,, 2012).

Auch auf molekularer Ebene, auf der Suche nach verschiedenen Zielkomponenten, wodurch
die hier betrachtete miR-92 ihre Wirkung entfaltet, konnten in einer weiteren
Forschungsarbeit mit dem Target-Scan mehrere Zielstrukturen festgestellt werden. Dazu
gehoren Integrine, insbesondere das Integrin alpha-5 (ITGA5) welches Endothelzellen vor
Apoptose schiitzt und einen wichtiger Faktor in der Gefafsentwicklung darstellt (Bonauer et
al,, 2009; Urbich et al., 2002).

Ferner werden durch die miR-92a Gene supprimiert, die fiir vaskuloprotektive Proteine wie
Kriippel-Like Factor 2 (KLF2) und SIRT1 (NAD-dependent protein deacetylase Sirtuin-1)
codieren (Bonauer et al., 2009; Gracia-Sancho, Villarreal, Zhang & Garcia-Cardefia, 2010; Wu
et al, 2011). Beispielsweise unterdriickt die Hochregulation der miR-92a Expression in
humanen Umbilkalvenen (engl.: human umbilical vein ECs, HUVECs) die Expression einiger
durch KLF2 regulierte Gene wie die endothelial nitric oxide synthase (eNOS) und
Thrombomodulin (TM). Beide stellen wichtige Modulatoren der Gefafdneubildung dar
(Bonauer et al., 2009).

Die Aktivierung vaskuloprotektiver Gene nach miR-92a Inhibition unterstreicht die wichtige

Funktion der miR-92a in Wachstumsprozessen, insbesondere der Angiogenese.

5.1.3 Auswirkungen der LNA-g2a auf die Arteriogenese

Um die bereits im vorangegangenen Abschnitt beschriebene Angiogenese von der
Arteriogenese zu unterscheiden, ist es wichtig die verschiedenen Mechanismen zu erldutern.

Die Angiogenese beschreibt das Wachstum bzw. die Aussprossung von Kapillaren aus
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vorbestehenden Gefdf3dsten. Ausloser ist beispielsweise eine Hypoxie im Rahmen von
chronischer Ischamie, wodurch die Entstehung eines neuen Kapillarnetzwerkes angetrieben

wird (Heil, Eitenmtller, Schmitz-Rixen & Schaper, 2006).

Die Arteriogenese hingegen, kann als Wachstum von Arterien aus einem bereits bestehenden
Netz Kkleiner arterieller Verbindungen (arterio-arteriolaren Anastomosen) beschrieben
werden, wodurch erneut funktionsfihige Gefafie (Kollateralen) entstehen. Insbesondere
mechanische Scherkrifte, die auf Gefafde wirken, sind bekannt dafiir diesen Mechanismus zu

induzieren (Hoefer, Den Adel & Daemen, 2013; Hollander, Horrevoets & Royen, 2014).

Die Ausbildung von Kollateralen zeigte sich nach beschriebener chronischer Totalokklusion
der RCx (durch den Einsatz eines Reduktionsstents) im hibernierenden Myokard deutlich
eingeschrankt. In der vorliegenden Forschungsarbeit fiihrte die lokale, retrograde Applikation
von LNA-92a 28 Tage nach Totalokklusion der RCx zu einer vermehrten Kollateralausbildung
(Messungen am Tag 56 nach Stenteinsatz). Nach Rentrop (Rentrop score) erreichten die
LNA-92a therapierten Versuchstiere signifikant hohere Scores im Vergleich zu den
unbehandelten Schweinen (Abbildung 13).

Vorangegangene Forschungsarbeiten in einem Hinterlauf-Modell von Kaninchen und Maus
zeigten, dass der Verschluss der Arteria femoralis zu einer solchen Kollateralausbildung fiihrt.
Dabei beschleunigt die Inhibition von miR-92a die Angiogenese und fordert die Durchblutung
des betroffenen Gewebes. Aufierdem wurde mit Studien im Zebrafrisch gezeigt, dass es nach
einer Uberexpression der miR-92a vor allem zu Defekten in der Ausbildung von Gefilen

kommt (Bonauer et al., 2009).

Durch die Schubspannung verursacht durch den Druckgradient im Rahmen einer Ischidmie,
kommt es zur Aktivierung des Endothels, wodurch weitere Substanzen wie das Monozyten-
Chemotaktische-Protein-1 (MCP-1) exprimiert werden. Durch die Expression von
Adhéasionsmolekiilen an der Oberfliche des Endothels kommt es des Weiteren zur
Rekrutierung inflammatorisch-wirksamer Zellen (z.B. Monozyten). Eine fortschreitende
Differenzierung der Zellen und die weitere Stimulation von wachstumsférdernden Substanzen
fithrt zum Prozess der beschriebenen Arteriogenese (Bergmann et al., 2006; Bonauer et al.,
2009; Schaper, Konig, Franz & Schaper, 1976; Scholz et al,, 2000, 2002). Dies konnte eine
mogliche Erklarung fiir den positiven Einfluss auf die Arteriogenese durch die Inhibition der
miR-92a darstellen. Eine ausfiihrliche Erforschung aller beteiligten Mechanismen zur
Entstehung neuer Kapillaren nach Anwendung von LNA-92a bedarf jedoch weiterer

Experimente.

In der Zusammenschau der bisherigen in vivo und in vitro Ergebnisse, kann geschlussfolgert

werden, dass LNA-92a sowohl Angiogenese als auch Arteriogenese in einem Modell der
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chronischen myokardialen Ischdmie betrachtlich verbessern konnte. Dies kénnte von
besonderer Bedeutung sein, da bisher in verschiedenen Patientenstudien gezeigt werden
konnte, dass ein adiquat ausgeprigtes Kollateralsystem, nach Entstehung eines
Koronarverschlusses, eine Reduktion der Mortalitit um 25-36 % bewirkt (Hollander et al.,
2014; Meier et al., 2007, 2012).

5.1.4 Beeinflussung der pathologischen Kardiomyozytenhypertrophie durch microRNAs

Die Myozytenhypertrophie des Herzens wird durch unterschiedliche Mechanismen begiinstigt.
Sie kann physiologischer Natur sein oder auch pathologisch auftreten in Kombination mit
kardialer Dysfunktion. Dabei kommt es durch die Mehrarbeit, die das Herz leisten muss, zu

einer Vergrofierung der Kardiomyozyten (Hill & Olson, 2008).

Eine physiologische Hypertrophie entsteht unter verschieden Bedingungen, insbesondere
wahrend des Wachstums direkt postnatal, aber auch durch extremes Korpertraining bei
Sportlern, sowie voriibergehend in der Schwangerschaft. Dabei wachsen die Zellen in Linge
und Breite, eine reversible Zunahme von 10-20 % der Ausgangsmafde des Herzens ist in
diesem physiologischen Prozess zu verzeichnen. Bei der Myozytenhypertrophie handelt es
sich um einen langsamen Prozess, bei dem ebenso eine physiologische Anpassung des Herzens
insbesondere des Kapillarsystem erfolgt. Auf diese Weise kann eine stets ausreichende
Versorgung des Herzens mit Sauerstoff gewahrleistet werden. Es werden weder die kardiale
Funktion, noch auf zellulirer Ebene der fibrotische Umbau oder die Apoptose von
Kardiomyozyten beeinflusst (Hill & Olson, 2008; Nakamura & Sadoshima, 2018).

Faktoren wie eine hamodynamische Belastung des Herzens und die daraus resultierende
kardiale Dysfunktion, fithren zu metabolischen, strukturellen und funktionalen
Veranderungen. Hieraus resultieren verschiedene Remodeling-Prozesse, die wiederum zu
einer pathologischen Hypertrophie fithren kénnen (Dorn, Robbins & Sugden, 2003; Frey &
Olson, 2003; Hill & Olson, 2008; Nakamura & Sadoshima, 2018; van Rooij et al., 2006; Shimizu
& Minamino, 2016).

Beim Remodeling kommt es zu einer Verdnderung der metabolischen Ablaufe. Die Aktivierung
verschiedener Signalwege und entsprechender Zielgene fiihrt zu einer Zunahme der
Proteinbiosynthese sowie einer Akkumulation von Sakromeren. Auferdem kommt es zu einer
verstiarkten Glykolyse, um zunichst die kardiale Funktion und Kontraktilitit aufrecht zu
erhalten. Diese wird jedoch im weiteren Verlauf beeintrachtigt, wodurch die systolische sowie
diastolische Funktion des Herzes eingeschrankt wird. Anatomisch kommt es initial zu einer
Reduktion des ventrikuldren Volumens mit Zunahme der Wanddicke, was als ,Konzentrische
Hypertrophie“ bezeichnen wird. Zusitzlich dazu fiihrt ein paralleler Prozess von

progredienten fibrotischen Umbau mit Verlust von Kardiomyozyten zur Ausbildung einer
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Herzinsuffizienz, welche als langfristige Folgeerkrankung betrachtet wird. Abschliefsend
kommt es im weiteren Ablauf zu einer vermehrten Ventrikeldilatation durch Ausdiinnung der
Ventrikelwand und eine Verlangerung der betroffenen Kardiomyozyten, wodurch die kardiale
Kontraktilitdt beeintrachtigt wird. Hierbei spricht man von der ,Exzentrischen Hypertrophie“
(Nakamura & Sadoshima, 2018; Schiattarella & Hill, 2015).

Langzeitstudien wie die Framingham Studie zeigten, dass vor allem die linksventrikulare
Hypertrophie zu einer Herzinsuffizienz und zu Herzrhythmusstoérungen fithren kann, was
langfristig mit einer verkiirzten Lebenszeit einhergeht (Levy, Garrison, Savage, Kannel &
Castelli, 1990).

Bereits vorangegangene Forschungsarbeiten konnten eine Korrelation von microRNA-
Expression in Zusammenhang mit der Ausbildung von Hypertrophie zeigen. Dabei steht deren
modulatorische Funktion im Vordergrund. Nach Induktion von Hypertrophie in Mausen, zum
einen durch die Konstriktion der thorakalen Aorta und zum anderen in transgenen Mausen mit
Uberexpression von Calcineurin A, konnte eine vermehrte bzw. reduzierte Expression von
verschiedenen microRNAs dargestellt werden. Bei diesen Versuchen kam es zu einer
Uberexpression von miR-21, miR-23, miR-24, miR-125b, miR-195, miR-199a und miR-214,
und einer reduzierte Expression von miR-29c, miR-93, miR-150 sowie miR-181 (van Rooij et
al, 2006). Eine weitere Studie beschrieb miR-1 als einen wichtigen Zielregulator in der
kardialen Hypertrophie. Dabei entfaltet diese microRNA ihre Funktion indem sie mehrere
Signalmolekiile ansteuert. Es kommt zur Hemmung der Translation von Molekiilen, wie
Calmodulin, Mef2a, und Gata4, welche in der Ausbildung der kardialen Hypertrophie eine
wichtige Rolle spielen. Basierend auf diesen Daten kann der miR-1 eine protektive Rolle

zugesprochen werden (Ikeda et al.,, 2009).

In der vorliegenden Arbeit konnte ebenso eine positive Auswirkung der Inhibition von mir-92a
auf die Ausbildung der kardialen Hypertrophie nach Induktion einer chronischen Ischdmie
gezeigt werden. Die Quantifizierung der Kardiomyozytenflache ergab, dass die unbehandelten
Kontrolltiere deutlich grofiere, hypertrophierte Zellen aufwiesen als die LNA-92a-behandelten
Versuchstiere (Abbildung 15). Dies stellt einen weiteren Hinweis auf die kardioprotektiven
Eigenschaften der miR-92a dar, unter anderem weil Prozesse, die zur Einschriankung der
Ventrikelfunktion fiihren, verhindert werden. Von weiteren Untersuchungen beziiglich der
molekularen Zusammenhinge und Auswirkungen der Uberexpression oder Gegenregulation
wurde in der Literatur bisher nicht berichtet. Bereits beschriebene vorangegangene Arbeiten
der Arbeitsgruppe von Kupatt und Kollegen zeigten eine hemmende Auswirkung der LNA-92a
auf die Apoptose von Kardiomyozyten (Hinkel, Penzkofer, et al., 2013). Auch hier konnte

angenommen werden, dass durch das kardioprotektive Potenzial der miR-92a Inhibition
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mehrere verschiedene Mechanismen angestoflen werden, die das Herz vor pathologischen

Remodeling-Prozessen schiitzen.

5.1.5 Kardiale Fibrose als Resultat pathologischer Remodeling-Prozesse

Als kardiales Remodeling bezeichnet man verschiedene strukturelle, aber auch funktionelle
Anpassungsprozesse, die durch Stress auf das Herz entstehen koénnen. Neben bereits
erwahnten Prozessen wie der Hypertrophie von Kardiomyozyten ist auch die Fibrose ein
wichtiger Aspekt, der auf zellulirer Ebene beobachtet werden und zu funktionellen
Beeintrachtigungen, wie der linksventrikuldren Dysfunktion des Herzens fiihren kann
(Rockey, Darwin Bell & Hill, 2015; Schiattarella & Hill, 2015). Akute Ereignisse, beispielsweise
ein Mpyokardinfarkt, aber auch chronische Ereignisse, wie chronisch ischamische
Gefafdverschliisse oder arterielle Hypertonie, iiben extremen Stress auf das Myokard und seine
zelluldren Bestandteile aus. Dieser Stress flihrt, wie bereits im Vorkapitel beschrieben, zur
Induktion von kardialer Hypertrophie und im weiteren Verlauf zur vermehrten Akkumulation
und Uberexpression von extrazellulirer Matrix (engl.: extracellular matrix, ECM), der

sogenannten Fibrose (Rockey et al,, 2015; Zeisberg et al., 2007).

Es werden zwei verschiedene Formen der Fibrose beschrieben. Zum einen gibt es die reaktive
Fibrose, die vornehmlich perivaskuldr oder interstitiell Stiitz- oder Filillmaterial produziert.
Zum anderen dient Fibrose als Ersatz von apoptotischen Gewebe dort, wo Myozyten sterben
(Rockey et al., 2015). Fibrose entsteht durch eine Transformation von Zellen, die die Bildung
und Sekretion von weiteren Substanzen wie Kollagen I, Kollagen III sowie Fibronectin
induzieren (Schiattarella & Hill, 2015; Spinale, 2007). Kommt es also zu einer akuten oder
chronischen kardialen Belastung, werden bereits vorhandene myokardstandige Fibroblasten
durch Zytokine sowie mechanische und neurohumorale Prozesse mobilisiert und im Weiteren
zu muskeldhnlichen Myofibroblasten transformiert. Diese Myofibroblasten bilden wiederum
vermehrt ECM. Zuséatzlich dazu zeigen verschiedene Studien alternative zelluldre Strukturen,
die durch eine mesenchymale Transformation zu Myofibroblasten umstrukturiert werden
konnen. Dabei handelt es sich neben Endothel- sowie Epithelzellen auch um vaskuliare
Perizyten und glatte Muskelzellen (Davis & Molkentin, 2014; Krenning et al., 2010; Zeisberg et
al,, 2007; Zeisberg & Kalluri, 2010).

Im physiologischen Sinne fiigt sich die gebildete extrazelluldre Matrix mit den Kardiomyozyten
und dem vaskuldren System zusammen und unterstiitzt als Einheit das gesamte kardiale
System. Unter Normalbedingungen ist besonders eine Balance zwischen Bildung und Abbau
von ECM, je nach aktuellen Bedarf, sehr wichtig (Creemers & Van Rooij, 2016; Weber, Sun,
Tyagi & Cleutjens, 1994). Zudem beinhaltet die ECM weitere wichtige Strukturen wie Proteine

und Wachstumsfaktoren, die fiir die Proliferation, Differenzierung sowie Migration aller Zellen
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verantwortlich sind (Creemers & Van Rooij, 2016). Diverse, zuvor genannte, auf das Myokard
wirkende Stressfaktoren (Myokardinfarkt, arterieller Hypertonus, chronische Ischamie,
unterschiedliche Kardiomyopathien) fithren zu einer Stérung der Balance, wodurch eine
exzessive Vermehrung von ECM begilinstigt wird. Dies wiederum fiihrt zu einer Auspragung
von kardialer Fibrose, was zu einer Versteifung der Ventrikel fithrt. Im Weiteren Verlauf
kommt es ebenso zu einer Herzinsuffizienz mit moéglichen Arrhythmien und daraus

resultierenden plotzlichen Herztod (Creemers & Van Rooij, 2016; Weber et al., 1994).

Die genauen molekularen Abldufe, welche die Bildung von Myofibroblasten initiieren,
unterliegen einem komplexen Konstrukt von Signalwegen und Wachstumsfaktoren sowie
Chemokinen und Zytokinen wie Angiotensin II (Angll), Connective tissue growth factor
(CTGF), Endothelin-1 sowie Transforming growth factor § (TGFf), wobei TGF[ ein zentrale
Rolle in der Transformation von Myofibroblasten und der Ausbildung von ECM spielt
(Creemers & Van Rooij, 2016; Leask, 2010).

5.1.5.1 Reduktion der Ausbildung von kardialer Fibrose durch den Einfluss von microRNAs

Die Hemmung der tiberméfdigen Fibroseausbildung ist eine wichtige Komponente in der
Kardioprotektion und Erhaltung der Herzfunktion. Der Einfluss von miRs auf die kardiale
Fibrose ist bis dato nicht ausreichend untersucht. In aktuellen Arbeiten steht vor allem die
microRNA-21 im Fokus. Thum et al. zeigten in ihrer Forschungsarbeit erhohte miR-21 Level in
Fibroblasten in durch Herzinsuffizienz beeintrachtigtem Myokard. MiR-21 verstarkt den ERK-
MAP Kinase Signalweg in kardialen Fibroblasten. Dabei kommt es durch eine vermehrte
Ausbildung von Fibrose zu einer beeintrichtigten kardialen Struktur und Funktion. Die
Inhibition der miR-21 mittels Antagomir fiihrte dementsprechend zu einer Reduktion von
Fibrose sowie zu einer verbesserte Herzleistung in einem Modell der kardialen
Druckbelastung (Thum et al., 2008).

Zudem zeigte eine weitere aktuelle Studie von Hinkel und Kollegen, dass die Inhibition von
miR-21 mittels LNA-21 in einem Ischdmie-/Reperfusions- Modell im Grofstier ebenso zu einer
Reduktion von Fibrose sowie zusatzlich zur geringeren Kardiomyozytenhypertrophie fiihrte,

wodurch die Herzfunktion deutlich verbessert werden konnte (Hinkel et al., 2020).

In dieser Arbeit wurde hingegen die Auswirkungen der Inhibition der miR-92a in einem Modell
des chronisch ischdmischen Myokards untersucht. Die molekularen Prozesse des hier
angewandten Grofdtiermodells der Hibernation, mittels Platzierung eines Reduktionsstents in
den Koronargefaféen, wurden bereits mehrfach beschrieben. Transmyokardiale Biopsien aus
Regionen mit hibernierenden Myokard von Patienten mit KHK, gewonnen durch Bypass-
Operationen, zeigten diverse pathologische Verdanderungen. Neben einem vergrofierten

extrazelluldren Raum durch Anreicherung von ECM konnte ein vermehrtes Vorkommen von
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Makrophagen, Fibroblasten sowie Kollagen aufgezeigt werden. Ferner konnte eine
Verbreiterung der Basalmembran und ein Verlust von Myofibrillen und kontraktilen Proteinen
wie Myosin, Titin und Actinin aufgezeigt werden (Elsasser et al., 2002). Die Inhibition des
Voranschreitens der beschriebenen pathologischen Prozesse in diesem Modell dient wichtigen
Untersuchungen und kann zu einer verbesserten Protektion des Myokards auf molekularer

Ebene dienen.

In dieser Arbeit werden nicht nur die Auswirkungen von LNA-92a auf hdmodynamische
Funktionen des Herzens gezeigt, sondern ebenso die zelluldren Veranderungen. Die Inhibition
von miR-92a durch Anwendung von LNA-92a nach Induktion einer chronischen Ischamie fithrt
zu einer herabgesetzten Fibroseausbildung (Abbildung 14). Diese kann auch mit einer
verbesserten Mikrozirkulation nach LNA-92a zusammenhingen, da der Ubergang von
physiologischer zu pathologischer Herzfunktion gerade von der Kapillardichte, z.B. in

Hypertrophiemodellen abhangt (Shiojima et al., 2005).

Diese Erkenntnis, zusammen mit der verbesserten hdmodynamischen Funktion des Herzens
nach Applikation von LNA-92a unterstiitzen die These, dass die Inhibition der miR-92a durch
die verbesserte hamodynamische Perfusion des Herzens einen kardioprotektiven Einfluss auf

pathologische Prozesse im Myokard hat.
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5.2 Vorteile der Applikation von LNA-92a mittels selektiver druckregulierter Retroinfusion

Aufgrund einer méglichen Auswirkung der LNA-92a auf andere Organe, als das Zielorgan Herz,
ist eine regionale Applikation der systemischen vorzuziehen, trotz der einfacheren
Verabreichung iiber einen peripheren intravendsen Zugang (Hinkel, Penzkofer, et al., 2013;
Hinkel et al.,, 2011). Jedoch erschwert der verminderte Blutfluss wahrend eines Verschlusses
von Koronaren die Ausbreitung des systemisch verabreichten Agens und setzt daher eine
Erh6éhung der Dosis voraus. Im Gegensatz dazu kann bei einer regionalen Applikation eine
genauere Konzentration des Agens im Zielorgan erreicht werden. Eine Ausbreitung im

restlichen Korper findet nur geringfiigig statt. (Hinkel, Penzkofer, et al., 2013).

Vorangegangene Experimente zeigten, dass nicht nur die Menge an zu infundierender Losung,
sondern auch die Verweilzeit der Therapie eine wichtige Rolle bei der Wirkung auf das
Myokard haben. (Hinkel & Kupatt, 2017).

Aus vorherigen Arbeiten in einem Grofdtiermodell des Ischdmie-/Reperfusionsschadens
konnten Hinkel et al. aufzeigen, dass eine 60-miniitige LAD Okklusion und 72 h Reperfusion
mit einer retrograden Applikation der LNA-92a in einer Konzentration von 5 mg/kg
Herzgewicht sowohl systemisch als auch regional die Ziel miRNA im Herzen deutlich
reduzieren konnten. Ferner zeigten Untersuchungen der globalen und regionalen
Herzfunktion eine deutliche Verbesserung nach retrograder Applikation der LNA-92a (Hinkel,
Penzkofer, et al.,, 2013). Aufgrund dessen, wurde fiir diese Arbeit die etablierte Methode mit
retrograder Applikation durch einen Katheter zur Selektiven druckregulierten Retroinfusion

gewahlt.
5.3 Grofdtiermodelle der chronisch ischamischen Kardiomyopathie

Viele der bekannten Tierexperimente zur Beschreibung der physiologischen sowie
pathologischen myokardialen Prozesse begannen traditionsgemafd im Hundemodell (Tennant
& Wiggers, 1935). Aufgrund der Kosten und des sozialen Stellenwertes der Tiere sowie der
teilweise eingeschrinkten Ubereinstimmung der pathophysiologischen Prozesse, verlor
dieses Tiermodell in der Herzforschung zunehmend an Bedeutung. Trotz einer insgesamt sehr
ahnlichen anatomischen Ubereinstimmung zeigt das Hundemodell beispielsweise ein komplex
ausgepragtes Kollateralsystem im Vergleich zu humanen Herzen, wodurch einige
Fragestellung, wie z.B. ischdmische Infarkte, andere, moglicherweise weniger stark
ausgepragte Auswirkungen aufzeigen konnen. Eine Translation der Ergebnisse auf den

Menschen scheint dann nur noch eingeschrankt moglich (Camacho, Fan, Liu & He, 2016).
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Angesichts der dem humanen Herzen aufierst dhnlichen Anatomie und Physiologie des
kardiovaskularen Systems, gilt das Schwein als etabliertes Standard-Grofdtiermodell in der
Forschung kardiovaskuldrer Erkrankungen (Camacho et al., 2016; Hughes, Post, Simons &
Annex, 2003). Wie das Herzgewicht des Menschen, entspricht das relative Herzgewicht beim
Schwein ca. 0,3-0,4 % des Korpergewichts, abhangig von der Spezies und Zielgrofie des
Schweins. Neben der Pathophysiologie und Histologie sind ebenso Hiamodynamik sowie
Funktionsweise des kardialen Systems miteinander vergleichbar. Ferner verlaufen
Infarktmuster und Arrhythmien nach einer Reperfusion mit darauffolgenden
Wundheilungsprozessen am Myokard iiberwiegend homolog (Swindel and Smith, 2000; White
et al,, 1986). Ergdnzend dazu, konnten White und Kollegen in ihren Experimenten am Schwein
zeigen, dass die maximale koronare Kapazitat der des Menschen stark dhnelt. Dabei ergab die
Induktion einer langsamen Okklusion der RCx in einem Schweinemodell fiir chronische
Ischamie eine limitierte Ausbildung von Kollateralen zusammen mit einer geringen
Ausbildung eines Infarktes. Dies konnte zuvor in vergleichbaren Ausmaf} analog zu humanen

Beobachtungen gezeigt werden (Milani-Nejad & Janssen, 2014; White et al., 1986).

5.4 Bedeutung von microRNAs fir die klinische Anwendung: eine mdgliche neue

Perspektive

Wie bereits einleitend beschrieben sind miRs vor allem in der Regulation der Genexpression
involviert und beeinflussen die posttranskriptionellen Prozesse. Bisher konnten verschiedene
Therapiestrategien erarbeitet werden. lhre Bedeutung fiir die Forschung wurde in
verschiedenen Modellen beschrieben. Einige aktuelle Studien nutzen das Vorkommen von
miRs im zirkulierenden Blut als sogenannte Biomarker fiir eine prognostische Einschitzung
eines Krankheitsverlaufs verschiedener Krankheitsbilder (Fichtlscherer et al., 2010; Leistner
et al.,, 2016; Mitchell et al., 2008; Skog et al.,, 2008; Weiland, Gao, Zhou & Mi, 2012). Dabei
spielen sie nicht nur eine wichtige Rolle in der bereits erwdhnten onkologischen Forschung,
sondern konnten auch als wichtige prognostische Marker kardialer Erkrankungen dienen
(Fichtlscherer et al., 2010; Ji et al,, 2009; Kukreja, Yin & Salloum, 2011). Im Hinblick auf diese
Erkenntnis, konnten die Arbeitsgruppen von Tuschl und Schulze in einer weiteren aktuellen
Studie zeigen, dass Herzmuskel-spezifische, zirkulierende miRNAs, sogenannte myomirs, in
Patienten mit fortgeschrittener Herzinsuffizienz, bis zu 140-fach erhoht sind, vergleichbar mit
ebenso erhohten Werten des bekannten und etablierten kardialen Markers Troponin (Akat et
al,, 2014).

Betrachtet man die verschiedenen Studien, ergeben sich neue Perspektiven fiir die klinische
Anwendung von microRNAs. Diese konnen als Biomarker zur Diagnose, Prognose und Verlauf

einer Erkrankung genutzt werden und bieten als geringinvasive Methode einen neuen Weg fiir

50



Diskussion

die Evaluation von Therapiestrategien. Es zeigen sich mehrere Vorteile in der Anwendung
dieser als Biomarker. Die Messungen sind zuverladssig und reproduzierbar und zudem kann
durch die wenig invasive Abnahme von Blut ein grofies Patientenkollektiv gesammelt und
verglichen werden. Hinzu kommt das Vorkommen von organspezifischen miRs, das eine
adaquate Unterscheidung der Systeme erlaubt und es somit eine Moglichkeit fiir Organ- sowie
Krankheitsspezifische Therapien mit speziellen Angriffspunkten schafft (Fichtlscherer et al.,
2010; Guo etal., 2013; Lucas et al., 2018; Weiland et al., 2012).

5.5 Vergleich ausgewahlter gentherapeutischer Ansatze

Kardiovaskulare Erkrankungen stellen weltweit eines der grofditen Probleme des
Gesundheitssystems dar. Dabei sind sie als fithrende Ursache fiir eine erhohte Mortalitat und
Morbiditiat verantwortlich (Mozaffarian et al., 2015). Des Weiteren kénnen die bisherigen
zugelassen Therapiemoglichkeiten (s.0.) aufgrund der Komplexitit der diffusen chronischen
Ischamie sowie der betrachtlichen Komorbidititen nicht jedem Patienten eine adidquate
Therapie bieten. Neue Therapieansitze wiirden somit einen groflen Beitrag zur Verbesserung
des bisherigen Outcomes leisten. Dabei sollen nicht nur die Symptome sondern die zellularen
Prozesse die zu der Pathologie fithren behandelt werden (Yla-Herttuala, Bridges, Katz &
Korpisalo, 2017). In den letzten Jahren sind einige vielversprechende Herangehensweisen in
Form von Gentherapie untersucht worden. Die Beeinflussung der Angiogenese und des
Kollateralwachstums im ischdmischen Myokard steht als wichtige Therapiestrategie zur
Verbesserung des bisherigen Outcomes vorhandener, zugelassener Therapiemoglichkeiten im

Vordergrund.

Neben der Inhibition von microRNAs durch Antimirs ergab der Einsatz von
Wachstumsfaktoren, wie vascular endothelial growth factor (VEGF) und fibroblast growth
factor (FGF) sowie Thymosin 4 (T[34) vielversprechende Resultate (Hinkel et al., 2017, 2011;
Kupatt et al,, 2010; Lavu, Gundewar & Lefer, 2011; Yla-Herttuala & Baker, 2017).

Beispielsweise, untersuchte eine aktuelle Phase 1/Ila Studie die Auswirkungen von VEGF-D
Applikation mittels Adenoviren in Patienten mit Koronarer Herzerkrankung mit einem Jahr
Verlaufskontrolle. Hierbei kam es zu einer verbesserten myokardialen Perfusion im Vergleich
zur Kontrollgruppe (Hartikainen et al.,, 2017). Jedoch birgt diese Form der Gentherapie durch
Anwendungen von viralen Vektoren auch einige unerwiinschte Nebenwirkungen. Bei der
invasiven intrakardialen, kathetergesteuerten Applikation kam es zu Erhdhungen der
Troponinwerte, als Zeichen des kardialen Stresses. Aufderdem bildeten 50% der Patienten

adenovirusspezifische Antikorper, was dazu fiihrte, dass eine Fortsetzung der Gabe des
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Therapeutikums aufgrund einer erhohte Immunreaktion nur eine eingeschrankte

Wirksamkeit zeigen konnte (Calcedo & Wilson, 2013; Hartikainen et al., 2017).

In den letzten Jahren kam es vermehrt zum Einsatz von viralen Vektoren (z.B. auch Retroviren,
Lentiviren und Adeno-assoziierten Viren) als Gentherapie. Diese konnen je nach gewiinschter
Anwendung entsprechend modifiziert werden. Allerdings wiirde man von einem idealen
viralen Vektor erwarten, dass er eine besonders hohe Transfektionsrate aufzeigt mit dem
Potenzial besonders grofde Genkonstrukte in einem ausgewdahlten Organsystem tibertragen zu
kénnen. Zudem ist eine geringe Toxizitat im Korpersystem wichtig. Dabei sollte es idealerweise
zu keiner Immunreaktion oder Ausbildung von malignen Erkrankungen kommen. Ein Vektor,
der all diese idealen Eigenschaften vereint, gibt es bisher noch (Gaffney, Hynes, Barry &
O’Brien, 2007; Markkanen, Rissanen, Kiveld & Yla-Herttuala, 2005). Allerdings sind
kardiotrope AAV (Adeno-assoziierte Viren) sehr effektiv und durch die Optimierung der
Applikationswege konnen die Nebenwirkungen bereits deutlich gesenkt werden (Hinkel &
Kupatt, 2017; Hinkel et al., 2011).

Daneben ist ebenso die Dosierungen der applizierten Subtanzen von wichtiger Bedeutung. Je
nach Konzentration eines Wachstumsfaktors konnen unterschiedliche Effekte entstehen. So
konnte gezeigt werden, dass unterschiedliche Dosierungen von VEGF zu einer fehlenden (zu
niedrig dosiert) oder abnormen Angiogenese (zu hoch dosiert) fiihrten (Kupatt et al., 2010;

Ozawa et al.,, 2004). Fiir die Findung der idealen Dosis bedarf es somit stets mehrerer Versuche.

In der aktuellen Arbeit wird durch die Anwendung der LNA-92a eine Alternative zu den
bisherigen Gentherapie-Formen aufgezeigt. Hierbei handelt es sich um chemisch modifizierte,
einzelstrangige, gegenldufig komplementare Oligonukleotide, die an eine Ziel- miRNA binden
und zu einer Inhibition fiithren (s.0.). Wie auch hier in dieser Arbeit ausfiihrlich vorgestellt,
zeigte sich der Einsatz der LNA als eine wirkungsreiche Strategie zur Suppression von Ziel-
miRNAs (Bonauer et al., 2009; Hinkel, Penzkofer, et al., 2013). Eine miRNA Inhibition mithilfe
von Antimirs bendtigt optimale Bedingungen. Dabei muss neben einer adiquaten
Bindungsaffinitat, eine verbesserte Resistenz gegeniiber Nukleasen und eine suffiziente in vivo

Applikation ermdglicht werden.

LNAs, verglichen zu anderen Antagomirs (siehe Einleitung, Abschnitt 1.3.4.), zeigen eine
hohere Resistenz gegeniiber Nukleasen. Aufierdem besitzen sie unter den AntimiRs die
stiarkste Affinitdt, wodurch niedrigere Konzentrationen bei gleicher Effektivitdt appliziert
werden konnen. Dies fiihrt dazu, dass auch weniger Nebeneffekte erwartet werden (Petersen
& Wengel, 2003; van Rooij & Olson, 2007, 2012). Bisher konnten nur wenige humane Studien
eine erfolgreiche Anwendung der LNAs belegen. Dabei konnte in einer ersten klinischen Phase

[la Studie die Anwendung von LNA-modifizierten antisense RNAs gegen miR-122 eine
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suffiziente Reduktion der Hepatitis Virus C (HCV) RNA Levels im Serum aufzeigen ohne
Evidenz einer viralen Resistenzbildung oder klinisch relevanten Nebenwirkungen im

Patienten (Janssen et al., 2013).

Im Hinblick auf die hier angewandte LNA-92a zeigten vorangegangene Untersuchungen im
Grofdtiermodell der Ischdmie und Reperfusion der Arbeitsgruppe von Hinkel et al., dass die
systemische Applikation von LNA-92a zur Hemmung der miR-92a nicht nur im Herzen,
sondern ebenso in anderen Organen wie Leber, Lunge und Niere fiihrte. Eine
histopathologische Auswirkung auf die Organfunktion wurde nach 3-7 Tagen nicht festgestellt,
jedoch wurde eine langfristige Untersuchung nicht durchgefiihrt (Hinkel, Penzkofer, et al,,
2013). Zusatzlich zur systemischen Applikation untersuchte die Arbeitsgruppe ebenso eine
lokale Verabreichung der LNA. Die mittels Herzkatheter intrakoronar oder auch retrograd,
somit lokal applizierte LNA-92a, fiihrte zu einer deutlich gesteigerten Inhibition im
ischdmischen Myokard im Vergleich zu dem intravendsen, systemischen Einsatz, wodurch eine
weitaus niedrigere Dosierung angewandt werden konnte. Zudem zeigte die lokale Gabe der
LNA-92a neben einem verminderten Infarktareal im Vergleich zu den Kontrollen, einen
starkeren positiven Effekt auf die Herzfunktion. Trotz des positiven Outcomes durch lokale
Applikation, mit einer Reduktion der systemischen Auswirkungen, konnten weiterhin in Leber

und Niere eine Inhibition der miR-92a festgestellt werden (Hinkel, Penzkofer, et al., 2013).

Diese Effekte zusammengenommen zeigen eine vielversprechende, perspektivische
Therapieoption mit variablen Modalititen, die es ermdglichen die individuellen Organsysteme
anzusteuern, um dort pathologische Prozesse zu supprimieren. Die Einschriankungen im
Wirkungsprofil mit Auswirkungen auf weitere Organsysteme jedoch fordern erweiterte

Untersuchungen in Langzeitstudien.
5.6  Schlussfolgerung und Ausblick

Basierend auf den bisherigen Ergebnissen der Suppression der mirRNA-92a konnte bereits
mehrfach eine kardioprotektive Rolle dieser Inhibition beschrieben werden, allerdings
erfolgten die Untersuchungen bis dato in Modellen eines akuten Infarktes. Hierbei wurde die
Rolle der miR-92a Inhibition vornehmlich in einem kurzzeitigen, akuten Zeitraum beschrieben
ohne langfristige Folgen zu beachten (Bonauer et al., 2009; Daniel et al., 2014; Doebele et al,,
2010; Hinkel, Penzkofer, et al., 2013).

Diese Arbeit zeigt zum ersten Mal die Auswirkungen der lokalen, retrograden Applikation von
LNA-92a am Herzen in einem Grofstiermodell der chronischen myokardialen Ischamie. Nach
Einsatz eines Reduktionsstents im Ramus circumflexus des Herzens wurden die Auswirkungen

einer lokalen Applikation von LNA-92a evaluiert. Messungen der globalen sowie regionalen
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Herzfunktion zeigten eine verbesserte globale Herzfunktion mit einer verbesserten regionalen
Kontraktilitdt unter Funktionsreservebedingungen im Vergleich zur Kontrollgruppe. Zudem
konnte anhand weiterer Untersuchungen der vaskuloprotektive Effekt der miR-92a
Suppression durch eine verbesserte Kollateralausbildung und Kapillarisierung beschrieben
werden. Weitere histopathologische Analysen ergaben eine herabgesetzte Ausbildung von
Kardiomyozytenhypertrophie und Fibrose nach Applikation von LNA-92a gegeniiber

Kontrolltieren (zusammengefasst in Abbildung 16).
Lokale Verabreichung von LNA-92a:

Verbesserte Angiogenese und Arteriogenese 1
Ausbildung von Kollateralen und verbesserte Perfusion f
Verbesserte regionale und globale Herzfunktion 1
Herabsetzung von zelluldrer Fibrose ‘

Herabsetzung von Myozytenhypertrophie L
Abbildung 16 | Effekte nach lokaler Verabreichung von LNA-92a

Daraus resultierend konnte die miR-92a-Inhibition durch den zuvor beschriebenen kardio-
und vakuloprotektiven Effekt bei gleichzeitiger chronischer Myokardischdmie eine neue
therapeutische Perspektive fiir die Erhaltung einer adidquaten Herzfunktion in einem

hibernierenden Myokard darstellen.

Betrachtet man die limitierenden Faktoren des ausgewahlten Modells, ist hier unter anderem
die Auswahl des Modells im Fokus. In diesem Projekt wurden Jungtiere verwendet, mit jungen
Organen, die eine deutlich bessere Regenrationsfahigkeit aufzeigen, da keine chronischen
Erkrankungen vorlagen. Bei Patienten, die an einer chronischen myokardialen Ischdamie leiden,
handelt es sich oft um altere, multimorbide Patienten, die in haufigen Fallen mehre erkrankte
Organsystemen aufweisen. Es spielen mehrere Risikofaktoren eine Rolle bei der Ausbildung
einer chronischen Ischdmie, die unter anderen unter dem Synonym , metabolisches Syndrom*
zusammengefasst werden. Die heutige Zielgruppe des hoheren Alters ist nicht nur durch eine
KHK belastet, sondern leidet oftmals beispielsweise unter den Komplikationen eines Diabetes
Mellitus. Diese Faktoren werden in dem vorliegenden Projekt nicht inkludiert und limitieren
so den Vergleich von Praklinik und Klinik. Zukiinftige Studien kénnten sich mit neuartigen
Modellen befassen, die mittels einer Kombination von Risikofaktoren eine noch bessere
Kongruenz und Vergleichbarkeit ermoglichen. Auf diese Weise kdnnte auf unvorhergesehene

Komplikationen neuer Therapieoptionen besser reagiert werden kann.
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