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1. Einleitung

Folgen einer koronaren Herzkrankheit (KHK), wie Herzinsuffizienz und Myokardinfarkt,
gehdren weltweit zu den fuhrenden Todesursachen des Menschen. Aufgrund dieser Tatsache
ist die Therapie, insbesondere die praventive Therapie, fir die Humanmedizin von hoher
Relevanz. Zahlreiche Therapieoptionen, die die Morbiditat und Mortalitat deutlich reduzieren
konnten, sind bereits vorhanden. Trotzdem gibt es weiterhin Bestrebungen zusatzliche
praventive Therapiemodelle zu etablieren (Knuuti, Wijns et al. 2020). Die neuere
Praventionsforschung nutzt den Prozess der myokardialen Arteriogenese als Therapieansatz
(Carrao, Chilian et al. 2009, Gatzke, Hillmeister et al. 2018). Dabe:i ist die Arteriogenese einer
der wichtigsten endogenen Protektionsmechanismen gegen einen Herzinfarkt. Sie bezeichnet
das Auswachsen pra-existenter kollateraler Arterien in funktionelle Konduktanzarterien durch
GefalBumbau und Zellproliferation. Durch kollaterale Arterien kann ein ischamischer

Gewebeschaden vermindert werden (Buschmann und Schaper 1999).

Diese Dissertation beschaftigt sich mit dem Einfluss von Angiotensin-Rezeptor-Neprilysin-
Inhibitoren (ARNI) auf das kollaterale Arterienwachstum im koronaren Arteriogenesemodell in
der Ratte. Dazu wird, mit Hilfe des repetitiv-okkludierenden Programms, die myokardiale
Arteriogenese im Herzen der Ratte induziert und untersucht, ob es zu einer Verbesserung der

Perfusion Uber kollaterale Arterien, bei gleichzeitiger taglicher Anwendung von ARNI, kommt.

ARNI ist eine Wirkstoffkombination aus einem Neprilysin-Inhibitor und einem Angiotensin-
Rezeptor-Blocker (ARB). Seit kurzem wird ARNI, als neues Kombinationsmedikament aus
dem Neprilysin-Inhibitor Sacubitril und dem ARB Valsartan unter dem Namen Entresto® zur
Behandlung der Herzinsuffizienz eingesetzt. Die Mechanismen, durch welche Entrest®o das
Herz schitzt, sind weitgehend unbekannt. Die in dieser Dissertationsarbeit untersuchte
Hypothese ist, dass der Neprilysin-Inhibitor Sacubitril in Entresto® durch die Anreicherung von
Bradykinin die protektive myokardiale Arteriogenese therapeutisch stimuliert. Eine
therapeutische Stimulation der Arteriogenese Uber eine Modulation der Bradykinin Rezeptoren
konnte in der Forschergruppe um Prof. Dr. lvo Buschmann in Vorarbeiten nachgewiesen
werden. Weiterer Bestandteil der Hypothese dieser Studie ist, dass die ARB-Komponente von
Entresto® keine modulatorische Wirkung auf die Arteriogenese ausubt. Eine modulatorische
Wirkung von ARB konnte bereits in Vorarbeiten an einem zerebralen Arteriogenese Modell

nicht nachgewiesen werden (Hillmeister, Nagorka et al. 2021).

Sollte sich eine modulatorische Wirkung von ARNI auf die myokardiale Arteriogenese zeigen,
ergabe sich dadurch ein neuer Mechanismus, mit welchem ARNI eine Herzinsuffizienz

verhindern konnte. Die Herzinsuffizienz ist seit fast 50 Jahren als kritischer Faktor fiir eine
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unglnstige Prognose nach einem Myokardinfarkt bekannt. Der Nachweis einer protektiven
Wirkung von ARNI auf das Myokard kénnte zukunftig einen hohen Stellenwert in der praventiv-

medikamentdsen Behandlung der koronaren Herzkrankheit einnehmen.



2. Literatur

2.1. Koronare Herzkrankheit

2.1.1. Definition der koronaren Herzkrankheit

Die koronare Herzkrankheit (KHK) ist definiert als die klinische Manifestation
atherosklerotischer Umbauprozesse an den Koronararterien des Herzens (Knuuti, Wijns et al.
2020). Bekannt ist, dass die KHK aus einem komplexen Wechselspiel zwischen
Risikofaktoren, den Zellen der Arterienwande, dem Blut und molekularen Signalen entsteht.
Ausgehend von der Intima der GefalRe kommt es zu Anlagerungen von Lipiden und diffusen
Kollagenfasern (Ross 1999). Durch diese Vorgange verkleinert sich der Iluminale
Durchmesser, was einen geringeren Blutdurchfluss ermdglicht (Buschmann und Schaper
2000). Als Folge kénnen Herzrhythmusstérungen, Myokardinfarkte und ein plotzlicher Herztod
eintreten. Begleitet wird der Prozess der Atherogenese von dem Symptom der Entziindung,
das in allen Stadien eine wichtige Rolle spielt (Libby und Theroux 2005). Nachweislich
wachsen atherosklerotische Lasionen einen Grolteil ihrer Entwicklungszeit eher abluminal,
nach auflen, als nach luminal, ins Innere des Gefaltes (Glagov, Weisenberg et al. 1987). Dies
erklart, dass erhebliche Belastungen durch Atherosklerose flir den Koérper entstehen, ohne
dass es zunachst zu einer Stenose des arteriellen Innenbereiches kommt (Arnett, Isner et al.
1979, Schoenhagen, Ziada et al. 2000).

Bis 2013 wurde in den Leitlinien der European Society of Cardiology (ESC) das akute
Koronarsyndrom von der stabilen KHK unterschieden. Mit Veroffentlichung der neuen
Leitlinien ,ESC Guidelines for diagnosis and management of chronic coronary syndromes" im
Jahr 2019 wurde die koronare Herzkrankheit neu definiert (Knuuti, Wijns et al. 2020). Die neue
Unterteilung der koronaren Herzkrankheit wurde auf Basis aktueller Wissenserkenntnisse zu
Pathogenese, Klinik und Behandlungsméglichkeiten vorgenommen. Die aktuelle Leitlinie
unterscheidet zwischen dem akuten Koronarsyndrom (ACS) sowie dem chronisch koronaren
Syndrom (CCS). Aufgrund der grof3en Vielfalt der Symptome und klinischer Manifestation
unterscheidet man sechs klinische Szenarien innerhalb des CCS. Diese Szenarien sind wie
folgt: (1) Patienten mit Verdacht auf eine KHK mit den Symptomen einer stabilen Angina
pectoris und /oder Kurzatmigkeit, (2) Patienten mit neu diagnostizierter Herzinsuffizienz oder
linksventrikularer Fehlfunktion und Verdacht auf KHK, (3) Patienten mit oder ohne Symptomen
unter einem Jahr nach einem ACS oder eines kirzlichen Revaskularisationseingriffes, (4)
Patienten Uber einem Jahr nach Erstdiagnose oder Revaskularisation, (5) Patienten mit

Verdacht auf eine mikrovaskulare oder vasospastische Erkrankung mit Symptomen der
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Angina pectoris und (6) Patienten, die asymptomatisch und nachweislich an einer KHK
erkrankt sind (Knuuti, Wijns et al. 2020).

Das CCS kann sich sowohl zu einem akuten Koronarsyndrom entwickeln als auch nach einem
akuten Koronarsyndrom auftreten. Pathophysiologisch weist das CCS dynamische Merkmale
auf und kann auch subklinisch fortschreiten, weshalb es als schwerwiegend anzusehen ist,
selbst dann, wenn es nicht klinisch manifest ist (Silber 2019).

Subklinische
Phase

Héheres Risiko bei
unzureichend
kontrollierten
Risikofaktoren,
suboptimale
Anderungen des
Lebensstils und/oder
medizinischer
Therapie, erhéhtes
Risiko fiir eine
myokardiale Ischémie

Geringeres Risiko bei
optimal kontrollierten
Risikotaktoren,
Anderung des
Lebensstils,
angemessener
Therapie zur
Sekunddrpravention
(z. B. Aspirin, Statine,
ACE Inhibitoren) und
geeignete
Revaskularisierung

Herz-Kreislauf-Risiko (Tod, Myokardinfarkt)

am———

Zeit ACS = Akutas koronares Syndrom
CCS = Chronisch keronares Syndrom

©ESC 2019

Abbildung 1. Modifizierte schematische Darstellung nach Knuuti, Wijns et al. (2020) in den aktuellen Leitlinien der
European Society of Cardiology zur Diagnose und dem Management des chronisch koronaren Syndroms von
Knuuti und Kollegen (iber den zeitlichen Verlauf der koronaren Herzkrankheit und ihrer méglichen Einflussfaktoren
(Knuuti, Wijns et al. 2020).

Das charakteristische Symptom, das im Zusammenhang mit einer KHK genannt wird, ist die
Angina pectoris, die sogenannte Brustenge. Patienten beschreiben oft driickende sternale
und/oder prakordiale Schmerzen, welche in den linken Arm ausstrahlen (Kelemen 2006).
Frauen berichten nicht selten von atypischen Symptomen wie Oberbauchbeschwerden, ein
Ziehen zwischen den Schulterblattern oder Zahnschmerzen (Wenger 2010). Die Beschwerden
treten oftmals mit Kurzatmigkeit auf und werden in Zusammenhang mit kérperlicher Belastung
gebracht (Knuuti, Wijns et al. 2020). Ein typisches Symptom des CCS ist die sogenannte ,walk
through-Angina“ (Williams, Manou-Stathopoulou et al. 2014) oder ,warm-up-Angina“, wobei
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die Beschwerden nach anfanglicher kérperlicher Belastung auftreten, im Verlauf aber wieder
verschwinden (Knuuti, Wijns et al. 2020). Bereits 1772 wurde dieses Phanomen von dem
englischen Mediziner William Herberden beobachtet, dessen Patient beim taglichen

Holzsagen eine nachlassende Brustenge bemerkte (Seiler 2003).

2.1.2. Epidemiologie

Kardiovaskulare Erkrankungen stellen im Jahr 2020 mit 34,3% nach wie vor die haufigsten
Todesursachen in Deutschland dar. Damit liegen kardiovaskuldre Erkrankungen in
Deutschland zahlenmaRig deutlich vor allen anderen Todesursachen (siehe Abbildung 2 und
3) (Destatis Statistisches Bundesamt 2021).

Todesursachen nach Krankheitsarten 2020

in%

Krankheiten des Kreislaufsystems | N 5,3
Bosartigen Neubildungen (Krebs) I 2.5

Krankheiten des Atmungssystems I .2

Psychische und Verhaltensstdrungen _ 6,0

Krankheiten des Verdauungssystems _ 43

Verletzungen und Vergiftungen _ 4,2

Covid-19 I .0

Sonstige 17,4

Abbildung 2. Uberblick (iber die Todesursachen nach Krankheitsarten im Jahr 2020 (Destatis Statistisches
Bundesamt 2021).
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Sterbefalle durch Herz-Kreislauf-Erkrankungen insgesamt 2020

ICD-10 Anteil
=
Todesursache Gestorbenel .
.. in %
Positionsnummer

125 Chronische ischamische 75 482 22,3
Herzkrankheit

121 Akuter Myokardinfarkt 44 529 13,2
(Herzinfarlkt)

150 Herzinsuffizienz 34 855 10,3

111 Hypertensive Herzkrankheit 23 549 7,0

148 Vorhofflattern und 21 070 6,2
Vorhofflimmern

163 Hirninfarkt 14 879 4,4

169 Folgen einer zerebrovaskularen 12 650 3,7
Krankheit

164 Schlaganfall, nicht als Blutung 10 918 3,2
oder Infarkt bezeichnet

135 Nichtrheumatische 10 390 3,1
Aortenklappenkrankheiten

110 Essentielle (primare) Hypertonie 10 119 3,0

1: Ohne Totgeborene und ohne gerichtliche Todeserklarungen.

Die Tabelle zum Thema "Sterbefalle insgesamt nach den 10 haufigsten Todesursachen der
ICD-10" mit weiteren Informationen findet sich auch im Informationssystem der
Gesundheitsberichterstattung.

Abbildung 3. Die héaufigsten Todesursachen unter den Herzkreislauferkrankungen im Jahr 2020 (Destatis
Statistisches Bundesamt 2022).

Innerhalb der Herzkreislauferkrankungen flhrt die chronische ischamische Herzkrankheit mit
22,3% die Statistik der Sterbefalle an, gefolgt vom akuten Myokardinfarkt, welcher fur 13,2%

aller Sterbefalle verantwortlich ist.

Diese Statistik ist nicht nur fir Deutschland bedeutend. So berichtet die
Weltgesundheitsorganisation (World Health Organisation, WHQO) im Jahre 2019 (ber den
héchsten weltweiten Anstieg von Todesfallen seit 2000 bedingt durch ischamische
Herzkrankheit - von mehr als zwei Millionen auf insgesamt 8,9 Millionen Todesfalle. Damit ist
2019 die ischamische Herzkrankheit fir 16% aller Todesfalle weltweit verantwortlich gewesen
(World Health Organization 2020).

Die intensive wissenschaftliche Auseinandersetzung mit der koronaren Herzkrankheit hat

sowohl in Hinblick auf Mortalitat, Morbiditat als auch auf sozio6konomische Umstande groiite
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Relevanz. Trotz bemerkenswerter Fortschritte in der Behandlung bleiben kardiale

Erkrankungen eine grolte Belastung fur die Gesellschaft (Jenca, Melenovsky et al. 2021).

2.1.3. Bisherige Therapien

Die Therapiemoglichkeiten der koronaren Herzkrankheit lassen sich in (A) praventive
MalRnahmen, (B) medikamentdse (konservative) Mallnahmen, (C) invasive (interventionelle)

Malnahmen sowohl (D) neuere Mallinahmen zur Revaskualisierung unterscheiden.

Zu den praventiven MaRnahmen zahlen insbesondere die Erfassung und Behandlung von
Risikofaktoren. Neben unveranderlichen Risikofaktoren wie Alter, Geschlecht und
Familienanamnese gibt es beeinflussbare Risikofaktoren wie Adipositas, arterielle Hypertonie,
Bewegungsmangel, Diabetes mellitus, Dyslipidamie und Nikotinkonsum (Slater und Rill 2003).
Studienergebnisse haben gezeigt, dass sich durch die Modifizierung der beinflussbaren
Risikofaktoren praventiv das Risiko fir die Entwicklung einer kardiovaskularen Erkrankung

deutlich verringern lasst (Piepoli, Hoes et al. 2016).

Im Falle einer manifesten Erkrankung wird in den aktuellen Leitlinien eine medikamenttse
Therapie mit Betablockern, Kalziumkanalblockern, lang wirksamen Nitraten und Ranolazin
(einem Piperazinderivat) empfohlen. Weiterhin wird eine antithrombotische Therapie durch die
Gabe von Acetysalicylsaure (ASS) und/oder Clopidogrel empfohlen. Zudem stellt das CCS
eine Indikation zur lipidsenkenden Therapie mit Statinen dar (Jurisch und Laufs 2021). Bei
Patienten mit vaskularen Vorerkrankungen wie Diabetes mellitus oder arterieller Hypertension
wird eine Therapie mit Angiotensin-Converting-Enzym (ACE)- Hemmern empfohlen, da diese
die Gefahr minimieren, einen Myokardinfarkt zu erleiden und an einer Herzinsuffizienz zu
erkranken (Dagenais, Pogue et al. 2006). Bei Unvertraglichkeit wird ein
Angiotensinrezeptorblocker empfohlen. Darliber hinaus kann der Angiotensin-Rezeptor-
Neprilysin-Inhibitor (ARNI) LCZ696 (Entresto®), das bisher einzige Medikament dieser Klasse,

zum Einsatz kommen (Knuuti, Wijns et al. 2020, Jurisch und Laufs 2021).

Die invasive Therapiemalinahme der Wahl bei der koronaren Herzkrankheit ist die
Revaskularisation des Herzens entweder interventionell mittels perkutaner transluminaler
Angioplastie (Meier, Schirmer et al. 2013) oder operative mittels Bypassoperation. Doch auch
diese Behandlungsmaglichkeiten haben ihre Limitierungen und sind nicht bei jedem Patienten
erfolgreich. Begriinden Iasst sich dies durch Begleiterkrankungen und/oder vielseitige
pathologische Befunden innerhalb des Gefalsystems sowie wiederkehrende Re-Stenosen

der Gefalle, die diese wieder verschlieRen (Buschmann und Schaper 2000, Seiler 2003).
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Eine neuere MalRnahme zur Revaskualisierung als Behandlungsoption des chronischen
koronaren Syndroms ist beispielsweise die pulssynchrone externe Gegenpulsation (Enhanced
External Counter Pulsation, EECP). Bekannt ist, dass sich durch diese optionale
Behandlungsmethode vor allem bei Patienten, bei denen keine Koronarintervention in Frage
kommt, die Angina pectoris Schmerzen verringern (Lawson, Kennard et al. 2003) und die
Lebensqualitat (Michaels, Linnemeier et al. 2004) verbessert wird. Dabei wird wahrend der
Diastole das Blut von distal nach proximal, durch an den Beinen angelegte Druckmanschetten,
von der Peripherie zum Herzen gepumpt. Der Prozess wird aus diesem Grund durch EKG-
Messungen kontrolliert, um systolische Blutvolumenverschiebungen zu vermeiden, welche
sonst zusatzliche Arbeit gegen das schlagende Herz bedeuten wiirden (May und Khair 2013).
Es wird angenommen, dass sich folglich die intraarterielle Schubspannung und die Scherkrafte
auf die Endothelzellen in den Koronararterien erhohen (Cassar, Holmes et al. 2009) und es zu
einer Verbesserung der Hamodynamik und des koronaren Kollateralblutflusses kommt
(Feldman 2002, Manchanda und Soran 2007). Die Studienergebnisse Uber die
Wirkmechanismen von der EECP auf eine nachhaltige Senkung des Blutdruckes der Patienten
nach der EECP-Behandlung gehen allerdings auseinander. May und Khair konnten keine
Wirkung der EECP weder auf den systolischen noch diastolischen Blutdruck der Patienten
feststellen (May und Khair 2013). Hingegen berichten Campell et al. Uber eine systolische,
aber nicht diastolische Blutdrucksenkung (Campbell, Satran et al. 2008). Auf Grundlage der
externen Gegenpulsationstherapie wurde, als Modifikation und Erweiterung, in einer Studie
von 2016 der Studiengruppe um Prof. Dr. Ivo Buschmann die Individual-Shear-Rate-Therapy
(ISRT) entwickelt und erforscht (Buschmann, Brix et al. 2016). Die ISRT nutzt dabei einen
deutlich geringeren Druck in den Manschetten, welcher individuell fir den Patienten bestimmt
worden ist. Ergebnisse der Studie zeigen eine Senkung des Blutdrucks, eine signifikante
Steigerung der kardialen Fitness und Verbesserung der arteriellen Gefalisteifigkeit (Picard,
Panagiotidou et al. 2018). Da externe Pulsationstherapien die Arteriogenese durch
Flussbeschleunigungen ahnlich wie bei aktivem Sport steigern, wird dieses Verfahren auch
als biomimetische Therapie eines ,passiven® Trainings betrachtet (Brix, Buschmann et al.
2017). Da die Patientenkohorte vergleichsweise klein war, werden mehr aussagekraftige

Daten benétigt.

Eine neues Forschungsfeld konzentriert sich nun auf solche Revaskularisierungsstrategien als
Behandlungsmethode, welche auf eine therapeutische Modulation des kdrpereigenen
Kollateralgefalsystems abzielen. Der Kollateralkreislauf gewahrleistet, dass Blut in Gewebe
transportiert wird, welches aufgrund eines arteriellen Verschlusses unterversorgt ist (Seiler
2003). Klinische Forschung hat sich auf Konzepte zur Stimulation dieses natirlichen

Prozesses der Bildung sogenannter biologischer Bypasse konzentriert (Van Royen, Piek et al.
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2001). Dabei wurde in der Vergangenheit festgestellt, dass bei Auftreten eines
Myokardinfarktes die Infarktgréf3e durch eine ausgepragte Kollateralisierung reduziert ist. Dies
bewies, dass die Begrenzung der InfarktgroRe (Habib, Heibig et al. 1991) als auch das
Remodelling nach dem Infarkt positiv durch Koronarkollateralen beeinflusst wird (Kodama,
Kusuoka et al. 1996). Allerdings scheint die Geschwindigkeit, in der diese Prozesse unter
naturlichen Bedingungen ablaufen, nicht effizient genug. Es stellt sich die Frage, ob eine
pharmakologische Stimulation der Arteriogenese eine nicht invasive Méglichkeit darstellt, die
Prognose bei einer koronaren Herzkrankheit signifikant zu verbessern (Buschmann, Utz et al.
2009). Um die Arteriogenese gezielt zu aktivieren, ist es sehr wichtig, die verschiedenen
Formen des Gefallwachstums genau zu verstehen, um so gezielt die klinisch relevanten

molekularen Prozesse therapeutisch zu stimulieren.

2.2. Formen des GefalRwachstums

Der Organismus besitzt die Fahigkeit, durch die Bildung eines funktionstiichtigen

GefalBnetzwerkes, Gewebe mit Sauerstoff und Nahrstoffen zu versorgen.

Es werden hierbei drei verschiedene Prozesse des GefdalBumbaus bzw. der Neubildung
unterschieden. Aufgrund ihrer Steuerung sowie morphologischen und zeitlichen Kriterien
werden diese unterteilt in die Vaskulogenese, Angiogenese und Arteriogenese (Buschmann
und Schaper 1999).

2.2.1. Vaskulogenese

Der Beginn der Gefalientwicklung im frihen Embryo wird als Vaskulogenese bezeichnet. Hier
differenzieren sich primitive mesodermale Zellen zu Endothelzellen, welche als Angioblasten
bezeichnet werden. Die frlhsten erkennbaren Gefalistrukturen sind sogenannte Blutinseln,
die auch Hamangioblasten genannt werden und ein primitives Gefal3netz bilden. Das erste
funktionelle Organsystem, das sich im Wirbeltierembryo entwickelt, ist das Herz-Kreislauf-
System (Risau und Flamme 1995). Auch im postnatalen Leben kann die Vaskulogenese eine
physiologische Rolle spielen, wie beispielweise bei Gefallerkrankungen (Springer, Chen et al.
1998, Maniotis, Folberg et al. 1999).
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2.2.2. Angiogenese

In der Angiogenese entstehen, nach der Bildung des primaren Gefalgeflechts, durch
unterschiedliche Prozesse neue Kapillaren. Dabei kommt es entweder zur Aussprossung von
Endothelzellen aus ihren Urgefalien, zur Teilung eines Gefalles oder zur Bildung neuer
Kapillaren durch Invagination. Der Prozess, bei dem neue kapillare BlutgefalRe aus bereits
vorhandenen Blutgefallen aussprossen, wird als Angiogenese bezeichnet. Die Bildung von
GefaRgeflechten, die Gewebe versorgen, findet sowohl in der embryonalen Entwicklung als
auch post partum statt (Risau 1997, Buschmann und Schaper 1999). Die Angiogenese spielt
auch bei Prozessen wie Entzindung, Wundheilung und Tumorerkrankungen eine wichtige
Rolle. Als treibende Kraft der Angiogenese gilt die Ischamie, die z.B. aufgrund einer Okklusion
eines oder mehrerer arterieller Gefalle entsteht. Durch ischdmische Vorgange wird der
Hypoxia-inducible Factor -1 (HIF-1) und Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), der auch
die Aussprossung neuer Kapillaren induziert, freigesetzt (Risau 1997, Van Royen, Piek et al.
2001). Es kommt zu Wechselwirkungen zwischen Gefallkomponenten wie den glatten
Muskelzellen, Endothelzellen, Wachstumsfaktoren und der extrazelluldaren Matrix. Wichtige
Zytokine und Stimulatoren der Angiogenese sind weiterhin Platelet-devired growth factor
(PDGF), Transforming Growth Factors (TGFs) und der Fibroblast-Growth Factor-2 (FGF-2).
Weitere Regulatoren sind endogene Peptide wie Erythropoietin (EPO), Interleukine und der
Granulocyte-Macrophage Colony-stimulating Factor (GM-CSF) (Rizzi, Benagiano et al. 2017).
Durch das Zusammenspiel dieser und weiterer Faktoren bilden sich bei der Angiogenese neue

kleinste Gefalle.

2.2.3. Arteriogenese

Als Arteriogenese wird die Umgestaltung bereits praexistenter kollateraler Arterien in grofiere
und funktionelle arterielle Leitungsgefalle bezeichnet. Dieser Prozess wird durch die Erhéhung
der Schubspannung in kollateralen Arterien in Folge eines arteriellen Verschlusses in einer

Hauptarterie angestof3en (Schaper und Buschmann 1999).

Bereits der englische Anatom Richard Lower (1631-1691) erwahnte Kollateralarterien und
deren Fahigkeit, als Anastomosen zu kommunizieren und im Falle einer Strdomungsanderung
einen alternativen Blutfluss darzustellen (Franklin 1931, Lower 1932). Der Embryologe Richard
Thoma erfasste erstmals den Zusammenhang zwischen Blutfluss und GefaRdiameter (Thoma
1893). Dies lasst sich wie folgt einfach zusammenfassen: Wenn viel Blut fliet, wird eine

Arterie grof3. Wenn wenig Blut flie3t, wird eine Arterie klein.
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Schaper et al. zeigten 1971, dass es sich bei dem Wachstum der kollateralen Gefalke nicht
nur um eine Verbreiterung durch Vasodilatation handelt, sondern dass im Ruhezustand
liegende Kollaterale in einen Zustand der aktiven Zellproliferation wechseln und sich so zu
grolkeren KonduktanzgefalRen umbilden zu kénnen (Schaper, De Brabander et al. 1971). So
formt sich das Gefal in Schleifen und Windungen (Schaper und Buschmann 1999). Aufgrund
dieser Erkenntnisse wurde Ende der neunziger Jahre der Begriff Arteriogenese definiert und
von dem Begriff der Angiogenese abgegrenzt (lto, Arras et al. 1997, Arras, Ito et al. 1998,
Buschmann und Schaper 1999). Mit der Arteriogenese existiert also eine von der Angiogenese
unterschiedliche Form des GefalBwachstums (Abaci, Oguzhan et al. 1999). Die Arteriogenese
ist im Gegensatz zur Angiogenese unabhangig von Ischamie. Die treibende Kraft bei der
Arteriogenese ist die Erhohung des Druckgradienten im GefaRsystem, welche einen héheren
Blutfluss in die bereits vorhandenen Kollateralen bedingt. Es kommt zu einem Umbau des
GefalBes durch aktive Zellproliferation. Der Durchmesser einer Arterie vergroflert sich als
Reaktion auf die Zunahme der Wandschubspannung innerhalb des Gefalles. Eine Arterie
kann sich dabei auf das bis zu 20-fache ihres anfanglichen Diameters vergrélRern. Diese
Umgestaltung ist durch eine Aktivierung des Endothels und zirkulierender Zellen, vor allem
Monozyten, charakterisiert (Hillmeister, Lehmann et al. 2008). Diese Zellen produzieren unter
anderem Wachstumsfaktoren, die pro-arterogen wirken (Kamiya und Togawa 1980,

Buschmann und Schaper 1999, Buschmann und Schaper 2000).

Die physiologische Bedeutung der Arteriogenese wird bei der Betrachtung des Gesetzes von
Hagen-Poiseuille deutlich (Hirshfeld und Nathan 2020). Auf physikalischer Ebene beschreibt
das Gesetz von Hagen-Poiseuille, welche Faktoren den Fluss des Blutes beeinflussen und
unter anderem wie, auf den Blutkreislauf Ubertragen, sich der Druckgradient je nach

Schubspannung in einer Arteriole verandert (Wheeler und Brenner 1995).

~ Ap - IIr?
- n-8l1

Abbildung 4. Gesetz von Hagen Poiseuille: Ap=Druckdifferenz zwischen den beiden Enden des betrachteten
Rohrabschnittes; r= Innenradius des Rohres; V= Volumenstromstérke; I= Ldnge; n=Viskositét.

Vv

Bei einem konstanten Durchstréomungsdruck steigt der Volumenstrom (V) mit der vierten
Potenz des GefaRradius. Das bedeutet, dass die kleinste Anderungen im GefaRradius durch

die aktiven Umbauprozesse der Arteriogenese zu grolen Blutflussveranderungen flihren

11
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kénnen, wodurch das umgebende Gewebe versorgt werden kann (Wheeler und Brenner
1995).

Zu Beginn der Arteriogenese aktiviert der Anstieg der Schubspannung (shear stress) die sonst
ruhenden Endothelzellen (Buschmann und Schaper 1999, Buschmann und Schaper 2000). In
einem zweiten Schritt werden (ber eine erhéhte Chemokin-Ausschittung im wachsenden
Gefall Monozyten rekrutiert, die sich Uber das Adhasionsmolekil Mac-1 (Macrophage-1
Antigen) an das ICAM-1 (Intracellular Adhesion Molecule 1) der Endothelzellen anhaften (Heil
und Schaper 2004, Hoefer, van Royen et al. 2006). Durch eine MCP-1 (Monocyte-
Chemoattractant Protein-1) vermittelte Signalwirkung wandern die Monozyten dann in den
perivaskularen Bereich der wachsenden kollateralen Arterie und entwickeln sich in
Makrophagen. So gelangen Makrophagen zum Ort des vaskularen Remodelling, wo sie als
Zytokinproduzenten den Umbauprozess steuern. Chemokine wie GM-CSF unterstitzen
hierbei die Lebenslange und Funktion der Makrophagen. Arteriogenese wird also durch einen
lokalen inflammatorischen Prozess gesteuert (Shyy, Hsieh et al. 1994, Arras, Ito et al. 1998).
Dies zeigten Scholz und Ito auch praklinisch am Hinterlauf Ligatur Modell am Kaninchen
(Scholz, Ito et al. 2000). Diese Studie bewies, dass die experimentelle Gabe von MCP-1 oder
GM-CSF das Wachstum der Kollateralen stimuliert. Durch die Ausschittung des
Wachstumsfaktors Transforming growth factor B (TGF-B) 12 wandern weitere Monozyten in
den perivaskularen Raum ein. Weiterhin wird der Basic Fibroblast Growth Factor (bFGF)
(Ohno, Cooke et al. 1995), Tumor Necrosis Factor a (TNFa) und auch Metalloproteinasen
vermehrt im wachsenden Gefalk exprimiert. Somit kommt es nach der Okklusion eines grof3en
GefalRes zu einer schnellen Zellwandproliferation in den kollateralen Arterien und dieser
Prozess der Arteriogenese vermittelt einen verbesserten Blutfluss im minderperfundierten
Bereich distal der Okklusion (biologischer Bypass) (Arras, Ito et al. 1998, Buschmann, Busch
et al. 2003). Die Arteriogenese gilt daher als der endogen wichtigste
Kompensationsmechanismus im Falle einer arteriellen Stenose. Zudem wird endotheliale
Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) vermehrt exprimiert, welches eine direkte pro-arteriogene
Wirkung auf die Umbauprozesse ausubt (Troidl, Tribulova et al. 2010). Ebenso hat die
Stickstoffmonoxid Synthese auch zur Folge, dass durch die anhaltende Schubspannung die
Kollateralen dilatieren, einen Vorgang den man, wie bei allen anderen Arterien, als ,flow
mediated” Vasodilatation bezeichnet. Durch den erhohten Blutfluss im Gewebe, kommt es zu
einer GefalRausdehnung (Dai und Faber 2010).

12
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Abbildung 5. Modifiziert nach Schirmer, van Royen et al. 2009. In der Ausgangssituation [A] finden sich praexistente
kollateralarterielle Anastomosen. Diese sind klein und mit geringem Blutfluss. Nach Stenose einer gré8eren Arterie
kommt es zum Anstieg des Druckgradienten (ber die Kollateralarteriolen [B]. Die entstehende erhéhte
Schubspannung aktiviert das kollateralarterielle Endothel (iber membransténdige Rezeptoren, das endotheliale
Zytoskelett sowie die Glykokalyx. Es folgt eine gesteigerte Chemokin-Expression zur Attraktion von Monozyten, die
tiber das Adhésionsmolekiil Mac-1 an ICAM-1 der Endothelzelle adhérieren. Monozyten transmigrieren in den
perivaskuldren Raum und sezernieren Wachstumsfaktoren und Metalloproteinasen [C]. Proliferation und
GroéBenwachstum der Kollateralarterien stellen schlie8lich Perfusionsdruck und Sauerstoffséttigung im distalen
Gewebe wieder her.

Der Kardiologe Wolfgang Schaper gilt als einer der Begrunder der Arteriogenese-Forschung.
Er beschreibt das kollaterale Remodelling und teilt es in verschiedenen Stadien ein. Das
Geschehen wird eingeleitet durch eine relativ ,stille“ Ruhephase von bis zu zwei Tagen nach
der Okklusion/Stenose, in der es zur Aktivierung von Endothelzellen sowie Adhasion und

Transmigration von Leukozyten in die kollateralen Arterien kommt. Dann beginnt das erste
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Stadium, das durch phéanotypische Endothelzell- und glatte Muskelzellveranderung
gekennzeichnet ist, die zur Erhéhung der Blutgefaldurchlassigkeit fuhrt. AnschlieRend wird
durch die Verdauung des extrazellularen Gefaldgerist der gezielte Umbau des
Kollateralgefalies durch aktive Zellproliferation induziert. Es kommt hier zu einem Anstieg der
mitotischen Aktivitat von Endothelzellen und einen Tag spater von glatten Muskelzellen. Es
kommt dann zu einer Verbindung zwischen den Zellen durch den kreisférmigen Gerlstbau der
glatten Muskelzellen, wobei Kollagen und Elastin gebildet werden. In dieser sogenannten
Reifungsphase entsteht das groRere Gefald. Im letzten Stadium werden im Wettstreit um den
besseren Blutfluss die kleineren Gefalle durch extreme Intimaproliferation geschlossen und

danach abgebaut (Pruning). Die vergréflerten Kollateralen bleiben bestehen (Schaper 2009).

Herzog et al. demonstrierten in einer tierexperimentellen Studie an Ratten den Mechanismus
der Arteriogenese. Es wurden hier mittels Gefaflabdriicken und postmortaler Angiographien
die Oberschenkelarterie und die kollateralen Gefalte vor und nach Okklusion der A. femoralis
untersucht. Es bildeten sich keine neuen Gefalle, stattdessen kam es zu einem deutlichen

Gefallwachstum der kollateralen Arterie durch Arteriogenese (Herzog, Sager et al. 2002).

14



Literatur

Abbildung 6. Postmortale Angiographie (Kontrastmittelgabe und Réntgen) der Hintergliedmal3e einer Sprague-
Dawely Ratte. Die Studie von Herzog, Sager et al. (2002) zeigt die HintergliedmalBe mit den prd-existenten
arteriellen Anastomosen, die die Arteria iliaca interna mit der Arteria poplitea verbinden (Abbildung A). Die untere
Abbildung zeigt die signifikant vergréerten arteriellen Anastomosen nach dem siebentégigen Verschluss der
Arteria femoralis. Die Anastomosen haben das charakteristisch korkenzieherartige Aussehen einer kollateralen
Arterie (schwarze Pfeile) (Abbildung B) (Herzog, Sager et al. 2002).

Trotz allen bisherigen Erkenntnissen zu den zellularen und molekularen Ablaufen der
Arteriogenese sind alle Prozesse noch nicht im Detail verstanden. 2011 konnte durch
Hillmeister et al. gezeigt werden (Hillmeister, Gatzke et al. 2011), dass die Arteriogenese auch

durch Bradykinin-Rezeptor-Signalwirkung maf3geblich gesteuert wird (siehe Punkt 2.4).
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2.2.4. Der biologische Bypass im Herzen

Anhand pathologisch-anatomischer Untersuchungen beobachteten Mitte des 20.
Jahrhunderts erstmals Fulton, dass sich im Herzen zahlreiche Kollateralgefafe befinden, auch
ohne dass diese im Zusammenhang mit einer Verschlusskrankheit stehen (Fulton 1964).
Weitere Untersuchungen am Herzen zeigten, dass ein arteriolares GefaRgeflecht im
menschlichen Herzen zu finden ist, das aus kollateralen GefalRen besteht, die keine
Endarterien darstellen (Baroldi und Scomazzoni 1967). Habib et al. untersuchten in ihrer
Studie von 1991 am Menschen die GréRe des Myokardinfarktes in Abhangigkeit vom
Vorhandensein von Kollateralen. War ein kollaterales GefalRgeriist gut ausgepragt, war das
Infarktgeschehen kleiner und die Funktion des Herzes nach diesem Infarkt deutlich verbessert
(Habib, Heibig et al. 1991).

Mittels Studien am Hundeherz wurde nach mehrfachen Okklusionen des Ramus circumflexus
der Arteria coronaria sinistra gezeigt, dass Hunde mit einem natirlich angeborenem und gut
ausgepragten koronaren Kollateralsystem ein beschleunigtes Wachstum der Gefale
aufwiesen, als jene ohne ein gut ausgebildetes koronares Kollateralsystem (Fujita, Yamanishi
et al. 1994). Ein gut entwickeltes kollaterales Gefallsystem kann daher bei Menschen mit
einem chronischen Koronarsyndrom entscheidend fur den weiteren Verlauf der Erkrankung
sein. Die kardiale Sterblichkeit minimierte sich mit einem gut ausgebildeten Kollateralsystem
bei einem kurzzeitigen Koronarverschluss um ein Viertel im Vergleich zu den Patienten, die

wenig oder keine Kollateralen aufwiesen (Meier, Gloekler et al. 2007).

2.3. Tiermodelle in der Arteriogeneseforschung

Es wurden verschiedene Tiermodelle entwickelt, um die Verschlusskrankheiten in der
Peripherie, im Gehirn und im Herzen zu simulieren und zu erforschen (lto, Arras et al. 1997,
Toyota, Kawaguchi et al. 2007). Seit mehr als 40 Jahren leisten diese tierexperimentellen
Modelle einen grofRen Beitrag bei der Erforschung der interventionellen Kardiologie und der
daraus folgenden Behandlung der Patienten, um die Morbiditat und Mortalitdt zu senken
(Allahwala, Weaver et al. 2019). Beispielsweise wurden so medikamentenbeschichtete Stents
(Suzuki, Kopia et al. 2001) und auch die ersten Transkatheter-Herzklappen am Tiermodell
erforscht (Cribier 2012).

Um den Prozess der Arteriogenese in einem pra-klinischen Modell zu untersuchen, ist es
ausschlaggebend, eine fortschreitende Okklusion einer versorgenden Hauptarterie zu

erzeugen. Dabei wird zunachst die Durchblutung des umliegenden Gewebes verringert, um
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so die Moglichkeit des Remodelling der kollateralen GefalRe zu bewirken. Dabei ist, wie oben
beschrieben, die Erhéhung des Blutflusses, und daraus resultierend die Schubspannung, der
entscheidende Initiator der Arteriogenese (Schaper und Pasyk 1976, Nagel, Resnick et al.
1994, Sampath, Kukielka et al. 1995).

Bei Untersuchungen zur therapeutischen zerebralen Arteriogenese wurde von Busch et al. ein
Drei-Gefalk-Verschluss (3-VO) an der Ratte etabliert, wobei drei von vier zum Gehirn fihrende
Arterien verschlossen werden. Durch die resultierende zerebrale Minderperfusion kommt es
zu einer Umleitung des Blutflusses Uber die kollateralen Anastomosen des Circulus arteriosus
Willisi, welche das Hypoperfusionsareal mit Blut versorgen. In Folge kommt es zu einem
kompensatorischen Wachstum dieser Kollateralgefalde im Gehirn (Busch, Buschmann et al.
2003). Mit demselben Modell konnte gezeigt werden, dass diese Form der adaptiven
Arteriogenese pharmakologisch moduliert werden kann. So zeigte sich zum Beispiel, dass der
Wirkstoff Acetylsalicylsaure (ASS) die zerebrale Arteriogenese im Gehirn der Ratte hemmt,
Clopidogrel dies aber nicht tut. Beides sind Wirkstoffe, die oftmals zur sekundaren Pravention
von Gefalverschllissen eingesetzt werden (Duelsner, Gatzke et al. 2012). Das Wissen Uber

die pharmakologische Modulation der Arteriogenese hat also klinische Relevanz.

Im peripheren Kreislauf wurden verschiedene Modelle zur Induktion der Arteriogenese
etabliert. Wichtig ist hier das Hinterlauf-Ligaturmodell bei Maus, Kaninchen und Schwein, wo
durch den experimentellen Verschluss der A. femoralis das Wachstum der Kollateralgefalle
untersucht werden kann. Vorteile der Nutzung der Spezies Schwein und Hund liegen in ihren
dem Menschen &ahnlichen anatomischen Charakteristika wie beispielsweise GroRe des
Herzens und das ausgepragte Kollateralsystem im Herzen. Allerdings sind als Nachteile
besonders ethische Grinde zu nennen. In Studien am Schwein zeigte sich zudem, dass die
Grolke der Tiere in Bezug auf das handling bei der Arzneimittelgabe, aber auch wegen der
grolien Menge der zu verabreichenden Pharmazeutika, nachteilig ist und den Ablauf der
Experimente erschweren. Daher werden primar Nagetiere wie Mause und Ratten in der
Forschung genutzt. Diese Tiere bieten den Vorteil eines weniger komplizierten handling und
schneller Reproduktion. Durch das Zuchten von transgenen Stdmmen konnen gezielt
molekulare Untersuchungen durchgeflinrt werden, in denen einzelne Moleklle durch das Tier
nicht mehr oder auch vermehrt gebildet werden kénnen. So lassen sich Mechanismen in /oss-
of-function oder gain-of-function Modellen gezielt untersuchen und vergleichen. Neben der
Maus und Ratte ist noch das Kaninchen als ein weiteres intensiv untersuchtes Tier in der

Arteriogeneseforschung zu nennen (Schaper und Schaper 2004).

Unabhangig von jedem genutzten Tiermodell ist zu bedenken, dass kein Tiermodell den

Organismus des Menschen perfekt spiegelt - weder in seiner Physiologie noch hinsichtlich der
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Pathophysiologie (Sorop, van de Wouw et al. 2020). Auch wenn stetig im Sinne der 3 R (siehe
vorne) nach Alterativmethoden gesucht wird (Rusche 2003, Petetta und Ciccocioppo 2021),
ist die Erforschung der Arteriogenese im Herzen dennoch bisher nur am Tiermodell zu

bewerkstelligen.

2.3.1. Das koronare Arteriogenesemodell

In den letzten 50 Jahren wurden an einer Reihe von Tieren koronare Arteriogenesemodelle
entwickelt. Die anatomischen Gegebenheiten unterscheiden sich je nach Spezies. GréRere
Tiere wie Schwein und Hund wurden in den letzten Jahrzehnten oftmals in Studien zu
ischamischen Herzkrankheiten genutzt. Anatomische Unterschiede sind beispielsweise im
Verlauf der Koronararterien zu beachten. Auch wenn sich alle Herzkranzgefal’e auf der
epikardialen Seite des Herzens befinden, so verlauft das Koronargefal3system beim Schwein
rechts-, beim Hund links-dominant (James und Burch 1958, Crick, Sheppard et al. 1998). In
der Koronaranatomie der Nagetiere liegen die Arterien tiefer im Herzmuskel mit einer
dinneren Schicht an glatten Muskelzellen. Das Herz der Maus und Ratte wird von einer linken
und einer rechten Koronararterie versorgt (Roder, Hiller et al. 1997, Kumar, Hacker et al.
2005). Die Kapazitat des koronaren Blutflusses ist bei Ratten und Mausen allerdings geringer
als bei Grolitieren (Maxwell, Hearse et al. 1987). Wenn man wiederum den Vergleich zwischen
Menschen und Ratte zieht, so ist das Koronargefa3system beim Menschen, anders als bei der
Ratte, meist rechtsdominant. Die rechte Koronararterie versorgt sowohl die rechte
Herzkammer als auch die Hinterwand des linken Ventrikels mit Blut. Die Versorgung der
vorderen und seitlichen Wand des linken Ventrikels geschieht durch den Ramus
interventricularis anterior und den Ramus circumflexus der linken Koronararterie (James und
Burch 1958). In der Human- und Tiermedizin weichen die Bezeichnungen fur manche Gefalle
voneinander ab. So ist der Ramus interventricularis anterior (RIVA) der Arteria coronaria
sinistra die gebrauchlichste Bezeichnung fur das Gefall in der Humanmedizin, wohingegen
die Tiermedizin dieses Gefald als Ramus interventricularis paraconalis im gleichnamigen
Sulcus benennt (WAVA 2017). Im Folgenden wird die Abkirzung RIVA / LAD genutzt, um die

Vergleichbarkeit mit dem Menschen deutlich zu machen.

Um die koronare Arteriogenese zu simulieren, kommen unterschiedliche Techniken zur
Anwendung. Zum einen machte man sich die Ameroid-Technik zu Nutze. Ameroid-
Konstriktoren bestehen aus einem Ring aus Kunststoff, Edelstahl oder Titan, die im Inneren
ein Kaseinmaterial umschlieBen (Klocke, Tian et al. 2007, Keeran, Jeffries et al. 2017). Der
Ameroid-Konstriktor wird von aufen an der Koronararterie befestigt, um Flissigkeit zu

absorbieren und das Gefall luminal zu verkleinern. Auf diese Weise wird ein
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Koronarverschluss provoziert (Elzinga 1969, Schaper, Flameng et al. 1976, Radke, Heinl-
Green et al. 2006). Die Ameroid-Technik lasst sich allerdings aufgrund der anatomischen
Grolenverhaltnisse nicht auf die Maus oder Ratte Ubertragen, was aus tierschutzrechtlichen
Aspekten und ethischen Fragen notwendig ist. Es musste ein anderes Modell gefunden
werden, um das koronare kollaterale GefaRsystem in Maus und Ratte weiter zu erforschen
(Schaper 2009).

Das in der vorliegenden Studie genutzte Modell wurde von Toyota et al. 2007 etabliert. Ziel
von Toyota und Kollegen war es, eine ischamische Kardiomyopathie durch wiederkehrende
Ischamie und Reperfusion zu provozieren. In diesem Versuchsaufbau wird eine
Koronarstenose  imitiert, die  mit interstitieller  Fibrose, Matrixumbau  und
Entzindungsreaktionen einhergeht (Toyota, Kawaguchi et al. 2007). Andere
Forschungsgruppen nutzten das Modell von Toyota et al. und entwickelten es weiter, um die
koronare kollaterale GefaRbildung zu induzieren und die Mechanismen auf molekularer Ebene
zu erforschen (Weihrauch, Tessmer et al. 1998, Gu, Weihrauch et al. 2003). In dem hier so
genannten repetitiven okkludierenden Modell (ROP) nach Toyota et al., wird den Tieren unter
Narkose ein Ballonokkluder auf die linke Koronararterie (LAD) implantiert. Dieser
Ballonkatheter wird mit Hilfe eines computergesteuerten vollautomatischen Programms mit
Luft inflatiert. Dieser repetitive Verschluss geschieht bei erhaltenem Herzkreislaufsystem und
vollem Bewusstsein, ohne scheinbare weitere Beeintrachtigung des Gesundheitszustandes
des Tieres (Toyota, Warltier et al. 2005, Toyota, Kawaguchi et al. 2007). Wie zuvor
beschrieben, ist bei einem Tier ohne relevante Vorerkrankungen nachgewiesen, dass es durch
den wiederholten Verschluss der Koronararterie zum Umbau von kleinen Arteriolen zu
grolkeren Konduktanzarterien kommt, die in der Lage sind, das Gewebe distal des
Verschlusses zu versorgen (Matsunaga, Warltier et al. 2000, Seiler 2003, Reed, Kolz et al.
2008). In Studien an Ratten zeigte das repetitive Okklusionsmodell erfolgreich, dass die
Kollateralentwicklung im Herzen durch den wiederholten Verschluss der linken Koronararterie
stimuliert werden konnte (Carrao, Chilian et al. 2009, Hutcheson, Terry et al. 2013, Gatzke,
Hillmeister et al. 2018).
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2.4. Molekulare Prozesse der Arteriogenese

Neben den bereits aufgefihrten Mechanismen zum kollateralen Remodelling hat auf
molekularer Ebene das Kallikrein-Kinin-System (KKS) eine wichtige regulatorische Wirkung
auf das vaskulare System im Allgemeinen sowie auf die Arteriogenese im Speziellen
(Hillmeister, Gatzke et al. 2011).

2.4.1. Grundlagen

Anfang des 20. Jahrhunderts zeigten Abelous und Bardier erstmals die hypotensive
Eigenschaft menschlichen Urins auf, nachdem sie diesen intravends in das BlutgefalRsystem
von Hunden appliziert hatten. Diese Eigenschaft fihrten sie auf den hohen Kiningehalt im
menschlichen Urin zuriick (Abelous 1909, Abelous und Bardier 1909). Bis dato waren die
vielschichtigen Funktionen des KKS nicht bekannt. Frey et al. fanden die im Urin enthaltende
Substanz auch in Blut, Pankreas und den Speicheldrisen (Frey, Kraut et al. 1932). Sie
benannten die Substanz daraufhin Kallikrein, abgeleitet von dem griechischen Wort
wkallikréas*” fur Pankreas, wo sie den Ursprung vermuteten (Kraut, Frey et al. 1930, Kraut, Frey
et al. 1934). Aufgrund seiner Einflisse im Blutdrucksystem und seiner hypotensiven
Eigenschaften ordneten die Forscher Schmidt und Fritz 1989 das Kallikrein den
Kreislaufhormonen zu und wiesen erstmalig auf die Verknipfung zum Renin-Angiotensin
System hin (Schmidt und Fritz 1989).

Das komplexe KKS greift mit seinen bioaktiven Peptiden in viele physiologische wie auch
pathologische Prozesse ein. Beispiele hierfir sind die Regulation des Blutdrucks, die
Natriumhomoostase sowie Entziindungsprozesse. Das Enzym Kallikrein definiert sich zum
einen als Gewebekallikrein und zum anderen als Plasmakallikrein (Rhaleb, Yang et al. 2011).
Plasmakallikrein liegt in seiner zymogenen Form im Plasma vor. Es ist an physiologischen
Prozessen wie der Fibrolyse, der Gerinnung und der Aktivierung des Komplementsystems
beteiligt (Colman 1980, Scicli, Mindroiu et al. 1982, Kaplan und Silverberg 1987). Das
Gewebekallikrein hingegen kommt in vielen verschiedenen Geweben wie Arterien (Nolly, Scicli
et al. 1985), Nebennieren (Scicli, Nolly et al. 1989) und Herz (Nolly, Carbini et al. 1994) vor.
Plasma- und Gewebekallikrein vermitteln die enzymatische Umwandlung von Kininogen in die
vasoaktiven Kinine, genannt Bradykinin und Kallidin. Gewebekallikrein setzt bei Nagetieren
Bradykinin frei, beim Menschen hingegen wird Kallidin freigesetzt (Alhenc-Gelas, Marchetti et
al. 1981, Mindroiu, Scicli et al. 1986). Kinine gehdren zu den instabilen Oligopeptiden und

werden als hauptsachlich lokal wirksame Hormone definiert (Erdés 1979).
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Das Wort ,Bradykinin® wurde von Rocha et al. festgelegt und stammt auch aus dem
Griechischen von brady = langsam und kinin = Bewegung. Sie beobachteten, dass eine
Substanz aus Globulin und Trypsin freigesetzt wird, die sowohl eine blutdrucksenkende
Wirkung als auch eine langsam fortlaufende Darmwandkontraktion im Meerschweinchen
hervorrief (Rocha, Beraldo et al. 1949).

Kininogene werden in der Leber synthetisiert und sind die Vorlaufer der Kinine. Nach ihrem
molekularen Gewicht unterscheiden sie sich in hochmolekulares Kininogen (HMWK) und in
niedermolekulares Kininogen (LMWK). Durch die proteolytische Spaltung von HMWK durch
Kallikrein entsteht im Plasma Bradykinin (BK 1-9). Im Gewebe wird aus hochmolekularem und
niedermolekularem Kininogen durch Kallikrein das Kallidin (Lys-Br-1-9) abgespaltet (Proud,
MacGlashan et al. 1985). Im KKS wird die biologische Wirkung von Bradykinin, Kallidin oder
anderen Kininen letztlich durch zwei Bradykinin-Rezeptoren vermittelt (Bradykinin-Typ-1-
Rezeptor, Bradykinin-Typ-2-Rezeptor, siehe 2.4.2). Bradykinin kann ebenfalls aus der
Aminopeptidase-vermittelten Spaltung von Kallidinpeptiden gebildet werden. Charakteristisch
fur diese Peptide ist, dass sie eine starkere Wirksamkeit am Bradykinin-Typ-2-Rezeptor
aufweisen (Regoli, Rhaleb et al. 1989). Dabei wird unterschieden in hydrolysierte und nicht
hydrolysierte Kinine, die eine ahnliche biologische Aktivitat besitzen (Regoli, Rhaleb et al.
1989, Kato und Enjyoji 1992).

Das KKS muss in seiner Wirkung genau reguliert werden. Dabei spielen die Kininasen eine
entscheidende Rolle, da sie fur die Degradierung der Kinine verantwortlich sind. Kininasen
werden den Peptidasen zugeordnet und hydrolysieren Kinine und andere Peptide (Erdds
1979). Sie kommen sowohl im Blut als auch im Gewebe vor. Eine der bekanntesten Kininasen
ist das Angiotensin-Converting-Enzym (ACE) oder auch Kininase Il genannt, die sowohl Kinine
inaktiviert als auch Angiotensin | zu Angiotensin Il umwandelt. Neprilysin, auch als neutrale
Endopeptidase 24.11. (NEP) bekannt, gilt als eine weitere wichtige Kininase. Diese inaktiviert
nicht nur Kinine, sondern auch Endothelin, brain natriuretic peptide (BNP) und atrial natriuretic
peptide (ANP) (Skidgel, Schulz et al. 1987, Skidgel und Erdos 2004). ACE und Neprilysin
haben also eine wichtige regulatorische Funktion fur die Bradykinin Rezeptor Signalwirkung.
Charakteristisch flr die Kiniase | (Carboxypeptidase) ist Spaltung des C-terminalen Arginins
der beiden Kinine. Dadurch entsteht des-Arg9-Bradykinin und des Arg9-Kallidin (Skidgel,
Davis et al. 1984, Tan, Jackman et al. 1989), die eine hohe Wirksamkeit auf den Bradykinin-
1-Rezeptor haben (Campbell 2000).
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2.4.2. Bradykinin, seine Rezeptoren und Funktionen

Mitte des 20. Jahrhunderts stellten Holton et al. eine bemerkenswerte Erkenntnis Uber
Bradykinin vor. Nach subkutaner Injektion von Bradykinin traten die wichtigsten Symptome
einer akuten Entziindung wie Gefalierweiterung, erhdhte Gefalipermeabilitdt und Schmerz
auf(Holton und Holton 1952, Lewis 1964, Kellett 1965). In den darauffolgenden 70 Jahren

wurden viele weitere Erkenntnisse Uber die Kinine erlangt.

Kinine entfalten ihre vaskuldren Wirkmechanismen U(ber zwei G-Protein-gekoppelte
Rezeptortypen mit sieben Transmembran-Doméanen, den Bradykinin Typ 1 Rezeptor (BKB1R)
und den Bradykinin Typ 2 Rezeptor (BKB2R). Beide Rezeptoren lassen sich auf vielen
verschiedenen Zelltypen wie glatten Muskelzellen, Endothelzellen, Fibroblasten, Epithelzellen,
Lymphozyten, Monozyten, dendritischen Zellen, Osteoblasten und verschiedenen
Tumorzellen finden (Walker, Perkins et al. 1995, Bockmann und Paegelow 2000, Qadri und
Bader 2018). Unter physiologischen Bedingungen vermittelt Bradykinin seine Wirkungen
durch den BKB2R Rezeptor (Regoli und Barabe 1980). Die BKB1R sind unter physiologischen
Bedingungen oft nicht exprimiert bzw. nur in niedrigen Mengen vorhanden, wahrend es zu
einer gesteigerten Expression im Rahmen pathophysiologischer Vorgénge wie Entzindungen
oder Ischamien kommt. Bradykinin hat die Fahigkeit, die vaskulare Permeabilitat zu steigern
und eine Vasodilatation der Gefalle in verschiedenen Geweben zu bewirken (Regoli, Marceau
et al. 1981, deBlois, Bouthillier et al. 1991). Mechanistisch kommt es dabei zu einer
kininvermittelten Aktivierung der beiden Bradykininrezeptoren und in Folge zu einer
Freisetzung von Stickstoffmonoxid (NO). Uber den BKB2R kommt es zu einem Anstieg des
intrazellularen Calciums (Ca?*), welche das Enzym eNOS aktiviert und somit die Produktion
von NO fordert (Linz, Wohlfart et al. 1999, Heitsch 2003, Madeddu, Emanueli et al. 2007). Die
Aktivierung von BKB1R fihrt hingegen zur Produktion des Botenstoff cyclisches
Guanosinmonophosphat (cGMP). Dieser erméglicht das Eindringen von NO in die glatte
GefaBmuskelzelle, woraufhin diese dilatiert (Kuhr, Lowry et al. 2010). Zudem kénnen Kinine
uber den BKB2R regulatorisch auf das Wachstum und die Proliferation von Kardiomyozyten
sowie das Wachstum glatter Muskelzellen Einfluss nehmen. Macht man sich diesen
Mechanismus zu Nutze und inhibiert ihn, kdnnen negative Effekte, die bei erhdhtem Blutdruck
auftreten, wie die Verdickung der arteriellen Wande, reduziert werden (Emanueli, Maestri et
al. 1999, Madeddu, Emanueli et al. 2000, Maestri, Milia et al. 2003). Kinine triggern auch die
Transmigration von Blutzellen ins Gewebe. Zudem fordern sie die Prostaglandin- und
Zytokinsynthese durch Akkumulation von Leukozyten in entziindetem Gewebe und wirken auf
diesem Wege entziindungsférdernd (Regoli, Marceau et al. 1981, Couture und Girolami 2004).
An sensorischen Nervenenden wirken sie durch ihre Rezeptoren schmerzverursachend (Dray
und Perkins 1993).
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Campell et al. konnten nachweisen, dass zum Zeitpunkt eines Myokardinfarktes und bis zu
drei Tage nach dem akuten Geschehen vermehrt Kininpeptide im Herzen nachweisbar sind.
Dies lield vermuten, dass Bradykinin kardioprotektiv ist und es folglich zur Eindammung der
Infarktgré3e kommen kann (Duncan, Burrell et al. 1997, Campbell 2000). Weitere Studien an
Ratte und Hund zeigten, dass es zu einer signifikanten Reduktion der InfarktgroRe nach
intrakoronaren Bradykinin-Infusionen kam. Zudem wurde von weniger ventrikularen
Arrhythmien berichtet, die Herzleistung verbesserte sich und es kam zu einer Normalisierung
des Myokardstoffwechsel (Linz, Martorana et al. 1990, Martorana, Kettenbach et al. 1990,
Linz, Wiemer et al. 1992).

2.4.3. Bradykinin und die Arteriogenese

In Vorarbeiten der Forschungsgruppe um Prof. Buschmann wurde vor ca. 20 Jahren unter
Nutzung des Dreigefaliverschlusses (3-VO) im Rattenhirn das Wachstum der Kollateralgefalie
untersucht (siehe 2.3). Der bereits oben erwahnte Dreigefallverschluss erbrachte den
funktionellen Nachweis zur kompensatorischen Wirkung der adaptiven Arteriogenese und
einer Reduktion einer zerebralen Ischamie bei zusatzlicher Stimulation des kollateralen
Remodelling (Busch, Buschmann et al. 2003). Um die molekularen Prozesse der adaptiven
Arteriogenese weiter zu untersuchen, erforschten Hillmeister et al. mithilfe des 3-VO Modells
die Genexpression in der friihen Phase der Arteriogenese in wachsenden Kollateralarterien
(Hillmeister, Lehmann et al. 2008). Dabei konnte gezeigt werden, dass 91 Gene hochreguliert
und 73 Gene herunterreguliert wurden. Hier gehorte Kininogen zu den signifikant
hochregulierten Genen. Nach diesen Erkenntnissen geht man davon aus, dass Kininogene zu
den potenziellen Biomarkern der Arteriogenese zadhlen und dass Kininogen in den
wachsenden Kollateralgefalen gebildet wird, sowie einen Anteil am Umbau der extrazellularen
Matrix und des Gefalles hat (Hillmeister, Lehmann et al. 2008). Eine weitere Studie befasste
sich mit der Rolle der Kinin-Signallbertragung auf das periphere kollaterale GefaRwachstum
(Femoralis-Ligatur Modell), wobei knock-out Mause, welche keinen funktionellen Bradykinin-
Rezeptor exprimieren konnten, genutzt wurden (Hillmeister, Gatzke et al. 2011). In dieser
Studie wurde weiterhin untersucht, ob die Arteriogenese durch Bradykinin-Rezeptor-
Antagonisten und -Agonisten moduliert werden kann. Dabei wurde ebenfalls das 3-VO
Arteriogenesemodell in der Ratte genutzt. Die Ergebnisse geben Hinweis darauf, dass der
Bradykinin-Rezeptor-Signalweg als molekularer Link zwischen der flussinduzierten Erhéhung
der Schubspannung nach einem Arterienverschluss und der Freisetzung der
Entziindungsmediatoren fungiert. In dieser Studie konnte eine besondere Rolle des BKB1R

gegeniuber dem BKB2R flir die Arteriogenese ermittelt werden. Sowohl bei BKB1R-knock-out
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Mé&usen als auch im zerebralen Arteriogenesemodell in der Ratte, unter Nutzung eines BKB1R
Antagonisten, konnte eine signifikante Reduktion der Arteriogenese aufgezeigt werden.
Weiterhin konnte die zerebrale Arteriogenese in der Ratte mit BKB1R Agonisten signifikant
therapeutisch stimuliert werden. Das beweist eindrucksvoll, dass die Arteriogenese durch
pharmakologische Modulation des Bradykinin-Rezeptor-Signalweges inhibiert oder stimuliert
werden kann, und eréffnet neue klinische Perspektiven. Der BKB2R wurde in der hier
beschriebenen Studie ebenfalls untersucht, zeigte aber hier die gleichen Eigenschaften wie
der BKB1R, jedoch mit deutlich geringerer Beteiligung am kollateralen Remodelling
(Hillmeister, Gatzke et al. 2011).

2.5. Zusammenhang zwischen dem Kallikrein-Kinin-System und dem

Renin-Angiotensin-Aldosteron System (RAAS)

Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) wird als eine Hormonkaskade
beschrieben, die in den Elektrolyt- und Flissigkeitshaushalt des Herz-Kreislaufsystems, der
Nieren und Nebennieren eingreift und zur mafigeblichen Steuerung des Blutdrucks beitragt
(Carey und Siragy 2003). Durch die Freisetzung von Renin aus den juxtaglomerularen Zellen
der renalen Glomeruli ins Blut wird Angiotensinogen zu Angiotensin | katalysiert. Dieses Peptid
kann von ACE gespalten werden und wird zu Angiotensin Il (Skeggs, Kahn et al. 1956, Ng und
Vane 1968). Angiotensin Il ist ein starker Vasokonstriktor und wirkt blutdrucksteigernd. Es
entfaltet unter anderem seine Wirkung auf das kardiovaskulare, adrenale und renale System
durch Bindung an den Angiotensin-1-Rezeptor (AT1R), der G-Protein gekoppelt ist und in
vielen Geweben vorkommt (de Gasparo, Catt et al. 2000). Zum anderen gibt es den
Angiotensin-2-Rezeptor (AT2R), dessen Rolle aktuell in der Forschung noch vielseitig
diskutiert wird (Ranijit, Khajehpour et al. 2021). Eine UbermaRige Produktion von Angiotensin
Il fihrt zur Vasokonstriktion und folglich zu einer Blutdruckerhéhung, die negative Folgen auf
das Herzkreislaufsystem haben kann (Regoli, Park et al. 1974, de Gasparo, Catt et al. 2000).
Myozytenhypertrophie, Myokardumbau und Fibrose, oxidativer Stress und eine erhohte
Aktivitat des Sympathikus sind Folge dessen und steigern die Morbiditat und Mortalitat (Weber
und Janicki 1989, Oskarsson und Heistad 1997). Ebenso kommt es zum pathologischen
Remodelling ausgeldst durch den erhohten Blutdruck, der die arteriellen Gefalkwande verdickt,

ohne das Lumen zu vergréfRern (Hansson, Lindholm et al. 1999).

Die auf mehreren Ebenen stattfindende Interaktion zwischen dem KKS und RAAS st

hinreichend bekannt. Dabei erkannten Yang und Kollegen erstmals, dass es sich bei ACE und
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der Kininase Il um die identische Kininase handelt und diese eine Doppelwirkung haben. Zum
einen wird, wie in Kapitel 2.4.1 erlautert, durch ACE Angiotensin umgewandelt und zum

anderen Bradykinin degradiert (Yang, Erdés et al. 1970, Igic, Erdés et al. 1972).

Zusammenfassend sind KKS und RAAS zwei starke regulatorische Systeme der
GefaBmedizin, die sowohl in physiologische als auch pathologische Prozesse eingreifen und
sich gegenseitig beeinflussen. Nach Mordi et al. stellt das KKS den wichtigsten

Hauptmechanismus in der negativen Regulation des RAAS dar (Mordi, Mordi et al. 2016).

2.6. Medikamentose Beeinflussung des RAAS

2.6.1. Angiotensinrezeptorblocker

Umfangreiche Forschungsarbeiten haben gezeigt, dass das RAAS an Endorganschaden
beteiligt ist, wenn es im Rahmen verschiedener Herzkreislauferkrankungen wie
Herzinsuffizienz, Hypertonie, Myokardinfarkt und Diabetes mellitus zu einer Uberaktivierung
des RAAS kommt. Studien weisen auf eine Verbesserung von Mortalitdt und Morbiditat bei
Patienten mit kardiovaskularen Erkrankungen durch eine medikamentdse Blockierung des
RAAS hin (Franzosi 1998, Pfeffer, McMurray et al. 2003). Diese Hemmung ist zum einen Uber
die ACE-Inhibitoren (ACEI), zum anderen Uber die Angiotensin-1-Rezeptorblocker (ARB)
moglich. Wird ein ACEI eingesetzt, kommt es zur Reduktion von Angiotensin Il und dadurch
zur Senkung des Blutdrucks (Neal, MacMahon et al. 2000). Ein anderer Effekt ist die Erh6hung
des Bradykininspiegels durch Verlangerung der Halbwertszeit von Bradykinin (Linz, Wiemer
etal. 1995, Nussberger, Cugno et al. 1998). Eine bekannte Nebenwirkung der ACE-Inhibitoren
wird der Bradykininerhdhung zugeschrieben und besteht in einem trockenen
therapierefraktaren Husten, seltener kommt es zur Entwicklung eines Angioddems (Coulter
und Edwards 1987, Nishio, Kashiki et al. 2011). Aus diesem Grund wurden in den 90ziger
Jahren als Therapiealternative die ARB auf den Markt gebracht. Diese filhren zur Hemmung
des AT1- Rezeptors und damit haben sie zudem eine unmittelbar hemmende Wirkung auf das
lokale gebildete Angiotensin Il (Goodfriend, Elliott et al. 1996, McMurray, Ostergren et al.
2003). Es kommt aber nicht zu einer Blockierung der Bindung von Angiotensin Il an den AT2-
R und es wurde kein Einfluss auf den Bradykininmetabolismus festgestellt (Hillmeister,
Nagorka et al. 2021, Li, Zemmrich et al. 2021).

Im Rahmen groR? angelegter Medikamentenstudien zur Herzinsuffizienz wurde die positive
Rolle von sowohl ACEI als auch ARBs im Menschen bestatigt (Pitt, Poole-Wilson et al. 2000,
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Yusuf, Pfeffer et al. 2003, Majani, Giardini et al. 2005). In der CHARM-Studie erfuhren
Patienten mit Herzinsuffizienz durch die Behandlung mit dem ARB Candesartan in
Kombination mit einem ACEI eine Verbesserung ihres Gesundheitszustandes (Yusuf, Pfeffer
et al. 2003). In der VALIANT Studie wurde als ARB Valsartan verwendet; es konnte zunachst
keine Reduktion der Gesamtsterblichkeit beobachtet werden. Diskutiert wurden die
Diskrepanzen im Behandlungsschema. Post-hoc-Analysen wiesen dann eine signifikante
Reduktion der Krankenhauseinweisungen wegen eines erneuten Myokardinfarktes auf. Zu
beachten waren arzneimittelbedingte Nebenwirkungen wie Hypotonie und renale
Nebenwirkungen (Pfeffer, McMurray et al. 2003). Azizi und Ménard schlussfolgerten aus den
beiden Studien, die sich im Hinblick auf die kardiovaskulare Mortalitdt unterschieden, dass
neben individuellen Prognosefaktoren der Patienten das absolute kardiovaskulare
Erkrankungsrisiko und die basalen Wirkungen des RAAS in die Dosisberechnung, das
Verabreichungsintervall und die Beachtung des Therapieschemas einzuberechnen sind (Azizi
und Ménard 2004).

Heute gehdéren ACEI und ARB zur Standardbehandlung von Patienten mit Herzinsuffizienz,
Myokardischamie, Diabetes mellitus und Nephropathien und werden in der Pravention der
koronaren Herzkrankheit eingesetzt (Knuuti, Wijns et al. 2020). Es ist allerdings weiterhin
klarungsbediirftig, welche Medikamentenkombination am besten geeignet ist, um einen

optimalen Schutz der Zielorgane zu gewahrleisten (Stojiljkovic und Behnia 2007).

In Vorarbeiten zur vorliegenden Dissertationsarbeit wurde der ARB Candesartan auch im
gleichen Arteriogenesemodell, unter Anwendung des repetitiv okkludierenden Programms, am
Herzen der Ratte untersucht, um einen mdglichen Effekt auf die Arteriogenese aufzuzeigen.
Dabei wurde anhand von EKG-Auswertungen und Messungen der Infarkigréf3e durch eine
Farbung mit 2,3,5-Triphenyltetrazolium (TTC) nachgewiesen, dass Candesartan allein keine
Auswirkung auf die Arteriogenese hat und so keine protektiven Eigenschaften auf myokardiale
Ischamien durch eine Stimulation des vaskularen Remodelling ausiibt (Gatzke, Hillmeister et
al. 2018). In einer weiteren kurzlich veréffentlichten Studie wurde ebenso eine mdgliche
Stimulation (oder auch Inhibierung) von ARB auf die zerebralen Arteriogenese im 3-VO Modell
an der Ratte analysiert. Es konnten hier ebenso weder eine stimulierende noch eine
hemmende Wirkung des ARB Candesartan auf die Arteriogenese im Gehirn der Ratte

festgestellt werden (Hillmeister, Nagorka et al. 2021).
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2.6.2. Medikament Entresto®: Angiotensin-Rezeptor-Neprilysin-Inhibitor

Das Medikament Entresto® besteht aus der festen Medikamentenkombination von Sacubitril
und Valsartan und wird der Gruppe der Angiotensin-Rezeptor-Neprilysin-Inhibitoren (ARNI)
zugeordnet. Der Wirkstoff Sacubitril ist dabei ein Neprilysin-Inhibitor, wahrend Valsartan ein
ARB ist. Die Wirkung von ARB wurde im Abschnitt zuvor beschrieben und hier soll nun die

Wirkung des Neprilysin-Inhibitors erlautert werden.

Die neutrale Endopeptidase Neprilysin (NEP) gehort zur Familie der Metallopeptidasen. Dazu
gehoren unter anderem auch das Endothelin-Converting-Enzyme 1 und 2 (Turner, Brown et
al. 2000). NEP verantwortet den Abbau von gefalRerweiternden Peptiden, wie dem atrialen
natriuretischen Peptid, Brain-type natriuretisches Peptid, Substanz P, Bradykinin und auch
Angiotensin Il (Gu, Noe et al. 2010). Die Medikamentenklasse der Neprilysin-Inhibitoren
nutzen die klinisch betrachtet positiven Wirkungen des endogenen natriuretischen

Peptidsystems, indem sie den Abbau der oben genannten Peptide verhindern.

Im Ischamie-Reperfusionsmodell am Kaninchenherzen konnten Schriefer et al. nachweisen,
dass es durch Hemmung von Neprilysin zu einem verminderten Abbau von Bradykinin kommt
(Schriefer, Broudy et al. 1996). Ende der neunziger Jahre durchgefihrte experimentelle
Studien bewiesen die Bedeutung einer gesteigerten Bradykinin-Konzentration und deren
kardioprotektive Wirkungen nach einer Hemmung von Neprilysin (Wiemer, Scholkens et al.
1991, Schriefer, Broudy et al. 1996, Heusch, Rose et al. 1997). Zu diesem Zeitpunkt war die

zugrunde liegende Pathophysiologie noch nicht hinreichend erforscht.

Weiteren Studien an transgenen Mausen ohne das Neprilysin-Gen (Mme) oder unter Nutzung
von Neprilysin-Hemmern, haben aber in den letzten Jahren auch von mdéglichen Gefahren
berichtet, die eine unkontrollierte Erhéhung von Bradykinin zur Folge haben kdnnte (Lu, Figini
et al. 1997) . Wird Neprilysin gehemmt, steigt das Risiko flir Angioddeme (Nussberger, Cugno
et al. 1998), Bronchokonstriktion (Crimi, Palermo et al. 1994) oder entziindliche Prozesse
(Fischer, Zernig et al. 2002). Weiterhin wird Neprilysin auch mit der Entwicklung von Alzheimer
(Vodovar, Paquet et al. 2015), der zerebralen Amyloid-Angiopathie und der altersbedingten
Makuladegeneration in Verbindung gebracht (Feldman, Haller et al. 2016). Menschen mit
einem Funktionsverlust oder einer Mutation im Mme weisen eine Pradisposition flr eine
axonale Polyneuropathie auf (Auer-Grumbach, Toegel et al. 2016, Higuchi, Hashiguchi et al.
2016).

In dieser Dissertationsarbeit wurde zum ersten Mal die Wirkung von ARNI auf die koronare
Arteriogenese im ROP-Modell an der Ratte untersucht. Praziser gesagt wird die Wirkung von
Neprilysin-Inhibitoren in Kombination mit ARB auf die Arteriogenese untersucht. Die

Kombination der beiden Wirkstoffe kann hier eine besondere Rolle fir das vaskulare
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Remodelling einnehmen, weil zum einen tber Neprilysin das Bradykinin angereichert wird und
zum anderen durch die Nutzung des ARB die negativen Folgen einer (berschielenden
Entziindungsreaktion, ausgelost durch den Einsatz des Neprilysin-Inhibitors, kontrolliert

werden konnte. Die Hypothese dazu wird unter 2.7. beschrieben.

. . X LCZ696 . . .
Natriuretisches Peptid System . rioa . Renin-Angiotensin System

Pro-BNP . .
Angiotensinogen
-'..“\ (Leber Sekretion)
o *ose,

NT-proBNP

ANP

Bradykinin
Substance P
Adrenomedullin
Angiotensin Il

Neprilysin

LBQ6&57

inaktive AT, Rezeptor

Fragmente

Vasodilation Vasokonstriktion
¥ Blutdruck 4+ Blutdruck
¥ Sympathikus-Tonus 4 Sympathikus-Tonus
¥ Aldosteron Spiegel 4 Aldosteron Spiegel
¥ Fibrose 4 Fibrose
¥ Hypertrophie 4 Hypertrophie

Natriurese / Diurese

Abbildung 7. Modifizierte Ubersicht nach Vardeny, Tacheny et al. (2013) (ber den pharmakologischen
Aktivierungsweg und Mechanismus von dem ARNI Entresto® (LCZ696) (Vardeny, Tacheny et al. 2013).

Seit Jahrzehnten wurden vorrangig ACEI in der Behandlung der Herzinsuffizienz eingesetzt
(Swedberg K. 1987). Im Jahr 2014 wurde die PARAGIM- HF Studie von MC Murray et al.
veroffentlicht, welche 8842 Patienten mit Herzinsuffizienz und einer verminderten
Auswurffraktion untersuchte. Therapeutisch wurde Entresto® mit dem ACEIl Enalapril
verglichen. Die Ergebnisse belegen einen signifikanten Vorteil durch die Behandlung mit
Entresto® im Gegensatz zu Enalapril, in Hinblick auf das relative Risiko fiir einen
Krankenhausaufenthalt, kardiovaskularen Tod und die Senkung der Gesamtmortalitat
(McMurray, Packer et al. 2014, McMurray, Packer et al. 2014). Daraufhin wurde das
Medikament Entresto® von der US-Food and Drug Administration (FDA) im Juli 2015 zur

Behandlung von Patienten mit einer Herzinsuffizienz nach der New York Heart Association
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Klasse Il bis IV und einer zeitgleich verminderten Ejektionsfraktion zugelassen (Feldman,
Haller et al. 2016).

Vorherige Forschungsergebnisse zeigten, dass Omapatrilat, ein Neprilysin-Hemmer und
ACEI, gegenlber Enalapril, einem ACEI, in den untersuchten Endpunkten keine Verbesserung
aufwies (Packer, Califf et al. 2002). Zudem traten als Nebenwirkung mehrfach schwere
Angioodeme auf (Hegde, Yu et al. 2011). Solomon et al. erforschten in der PARAMOUNT
Studie die Gabe von Entresto® im Vergleich zu Valsartan am Menschen. Primare Endpunkte
waren hier die Veranderung des NT-proBNP-Spiegels, ein Indikator flr die ventrikulare
Wandbelastung und den Schweregrad der Herzinsuffizienz, der zu Beginn der Studie und nach
12 Wochen gemessen wurde. Entresto® war Valsartan signifikant Gberlegen - sowohl bei der
Senkung der ventrikuldren Wandspannung als auch des Blutdrucks (Solomon, Zile et al.
2012). Eine weitere Studie lieferte neue Erkenntnisse Uber die Wirksamkeit des ARNI
Entresto®. Im Jahr 2017 begann die PARADISE-MI (Prospective ARNI versus ACE Inhibitor
Trial to Determine Superiority in Reducing Heart Failure Events after Ml) Studie. Die
Ergebnisse dieser Studie zeigten, dass Patienten mit einem akuten Herzinfarkt (innerhalb von
0,5-7 Tagen nach Auftreten) sowie einer linksventrikularen Auswurffraktion von < 40% oder
einer vorlibergehenden pulmonalen Stauung keinen signifikanten Unterschied
beziehungsweise Vorteil in der Behandlung mit dem ACE Hemmer Ramipril im Vergleich zu
dem ARNI Entresto® hatten (Jering, Claggett et al. 2021, Pfeffer, Claggett et al. 2022). Die
Indikation Uber den Einsatz des ARNI Entresto® nach dem Event eines Myokardinfarktes
wurde so aktuell erforscht. Allerdings bedarf es hier weiterhin einer Klarung der genauen
Wirkungsweise des ARNI. Dies wird in der Hypothese dieser Arbeit im folgenden Kapitel 2.7

aufgegriffen.

2.7. Auswertungsmethode: Mikrospharenperfusionsmessung

Die Mikrospharenperfusionsmessung ermoglicht einen direkten Nachweis fiir den Prozess der
Arteriogenese. In den regionalen Blutfluss verabreichte Mikrospharen (Mikrokugeln)
ermoglichen eine Aussage Uber die lokale Perfusion, welche in dem zu untersuchenden
Gewebe herrscht (Heymann, Payne et al. 1977). Dabei gilt, dass die Anzahl der sich in der
Region befindlichen Mikrospharen im Gewebe proportional zur Anzahl derer in der Blutbahn
ist (Buckberg, Luck et al. 1971). Es gibt drei verschiedene Messmethoden, welche
unterschiedliche Mikrospharenarten nutzen, namich die radioaktiven Mikrospharen, die

fluoreszierenden Mikrospharen sowie die mit stabilen Isotopen markierten Mikrospharen, die
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durch Neutronenaktivierungsanalyse gemessen werden. In dieser experimentellen Arbeit
wurde die Markierung von Mikrospharen mit stabilen Isotopen gewahlt, welche aktiviert werden
kénnen und durch emittierte Strahlung mit einer hochauflésenden Detektionstechnik
gemessen werden (Reinhardt, Dalhberg et al. 2001, Kingma, Simard et al. 2005). Diese
Methode wird sowohl im peripheren Blutkreislauf als auch im Herzen von verschiedenen
Tierarten wie dem Schwein (Halkos, Zhao et al. 2008), Hund (Zhang, Bissing et al. 2001),
Kaninchen (Grinberg, Hou et al. 2004), Ratte (Fukuda, Kaga et al. 2004, Hutcheson, Terry et
al. 2015) und Pferd (Manohar und Goetz 2005) genutzt.

2.8. Hypothese und Ziel der Arbeit

Die koronare Arteriogenese ist der wichtigste kompensatorische Mechanismus bei einer
myokardialen arteriellen Stenose. Das KKS wurde in Vorarbeiten der Arbeitsgruppe um Prof.
Buschmann als einer der starksten Modulatoren des kollateralen Remodelling identifiziert und
uber eine Anreicherung von Bradykinin zur Aktivierung der Bradykinin Rezeptoren kann die
Arteriogenese therapeutisch stark stimuliert werden. Zahlreiche Studien zeigten zudem eine
starke kardioprotektive Wirkung von Bradykinin, was als gro3e Chance gesehen werden kann.
Ausschlaggebend in der medikamentdsen Therapie ist, die durch den erhdhten Bradykinin-
Spiegel auftretenden positiven renalen und kardiovaskularen Effekte zu erzielen und die
negativen Auswirkungen zu kontrollieren (Campbell 2018). ARNI erhdhten einerseits tber
Neprilysininhibitoren das Bradykinin und andererseits kommt es zur Reduktion, der von
Bradykinin initiierten Uberschiissigen inflammatorischen Prozesse, welche durch den ARB
vermittelt wird. Auch wenn ARNI in verschiedenen grol3 angelegten Studien im Kontext der
Herzinsuffizienz erforscht wurde, sind die zugrundeliegenden Mechanismen weitgehend
unverstanden (Solomon, Zile et al. 2012, Jering, Claggett et al. 2021, Pfeffer, Claggett et al.
2022).

Die Arbeitshypothese dieser Studie besagt, dass die koronare Arteriogenese therapeutisch
durch ARNI stimuliert werden kann und somit den natlrlichen Zeitverlauf der Arteriogenese
beschleunigt. Eine therapeutische Stimulation der koronaren Arteriogenese wirkt protektiv auf
myokardiale Ischamien und verhindert so das Voranschreiten einer Herzinsuffizienz. Die
formulierte Hypothese begriindet eine pro-arteriogene Wirkung von ARNI hauptsachlich durch
eine Anreicherung von Bradykinin durch den Neprilysininhibitor sowie eine therapeutische
Steigerung der Arteriogenese Uber den Bradykinin-Rezeptor-Signalweg. In dieser
Dissertationsarbeit soll daher untersucht werden, ob ARNI die koronare Arteriogenese

therapeutisch steigert.
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3. Tiere, Material und Methoden

3.1. Tierversuchsgenehmigung

Die Tierversuche dieser Dissertationsarbeit wurden nach dem in den USA giiltigen
Tierschutzgesetz, AWA (Animal Welfare Act) und dem PHS (Policy on Human Care and Use
of Laboratory Animals) in Valhalla, New York, USA ausgeflhrt. Das IACUC (Institutional
Animal Care and Use Committee) des New York Medical College, Valhalla, USA, genehmigte
diesen Versuch unter der Genehmigungsnummer 80-1-1217 am 20.12.2018. Die Tierversuche
wurden im Zuge einer Kooperation zwischen Prof. Dr. Ivo Buschmann / Dr. rer. nat. Philipp
Hillmeister (Universitat Brandenburg, MHB, Dtl.) und PHD Petra Rocic (New York Medicial
College, USA) durchgefiihrt. Die Leitung des Versuchsvorhaben vor Ort hatte Frau PHD Petra
Rocic, Stellvertreter/in in Deutschland waren Frau Dr. Nora Gatzke (Universitat Brandenburg,
MHB) und Herr Prof. Dr. Michael Bader (MDC, Berlin). Der Tierversuchsantrag in Deutschland
lief unter der Genehmigungsnummer (G0326/17).

3.2.  Versuchsdesign

Insgesamt wurden 32 Ratten fur die Studie hinzugezogen. Diese wurden randomisiert auf vier

Gruppen aufgeteilt, sodass jede Gruppe n = 8 Tieren umfasste.

1. Rop-Gruppe: Tiere erhielten die Initial- und Finaloperation und das Computer-
gesteuerte repetitiv okkludierende Programm (ROP)

2. Sham-Gruppe: Tiere erhielten die Initial- und Finaloperation, wurden aber nicht
an das ROP angeschlossen

3. Rop_ARNI-Gruppe: Tiere erhielten die Initial- und Finaloperation sowie ROP
und das Medikament ARNI

4. Rop_ARB-Gruppe: Tiere erhielten die Initial- und Finaloperation sowie das
ROP und das Medikament ARB

Gruppe 1 und 2 sind die Kontrollgruppen.

Gruppe 3 und 4 sind die Wirkstoffgruppen.
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Diese Studie zielt auf die Untersuchung der Wirkung von ARNI auf die myokardiale
Arteriogenese. Ziel war es auch eine mogliche Wirkung der ARNI Einzelmedikation Sacubitril
und ARB zu untersuchen. Es wurde eine ARB Medikations-Gruppe untersucht, aber von einer
reinen Sacubitril Medikations-Gruppe aufgrund der zu erwartenden Nebenwirkungen einer
reinen Neprilysinhemmung und den bereits bekannten signifikanten Nebenwirkungen, wie
durch die kombinierte ACE-Neprilysin-Hemmung, abgesehen (Hegde, Yu et al. 2011,

Ayalasomayaijula, Langenickel et al. 2017).

o Wirkstoffgruppe Rop_ARNI
ARNI (LCZ696ABA, Entresto® (Sacubitril und Valsartan))
7 Tage ROP a 8 Tiere

1xtgl 68mg/kg LCZ696-ABA in 0,5ml
Wasser per os

o Wirkstoffgruppe Rop_ARB
ARB (Valsartan)

7 Tage ROP a 8 Tiere

1xtgl 33mg/kg Valsartan in 0,5ml Wasser
per 0s

Bei den beschriebenen Medikamentengaben wurden die Dosierungen auf Grund der
»Guidanace to investigators for formulating and administering LCZ696-ABA and Valsartan to

rats“ verabreicht.
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3.3.  Versuchstiere und deren Haltung

In dieser Forschungsarbeit wurden mannliche Sprague-Dawley Ratten genutzt. Als
Versuchstiere wurden Ratten ausgewahlt, da fir diesen Organismus wichtige Modelle der
peripheren, koronaren und zerebralen Arteriogenese etabliert und standardisiert wurden. Die
Handhabung von Ratten ist einfacher und gunstiger als bei Grofdtieren und liefert die
Perspektive fur eine spatere weitere Untersuchung der Arteriogenese mit transgenen Ratten.
Fir diese Arbeit wurde das repetitiv-okkludierende Protokoll am Herzen genutzt. Die Ratten

stammten aus der Zucht der Charles River Laboratories, Wilmington, MA.

Die zehn bis zwdIf Wochen alten Ratten hatten wahrend des Versuches ein Gewicht von 300
— 350g. Nach ihrer Ankunft im New York Medicial College, USA, verblieben die Tiere
mindestens 48 Stunden in ihren Kafigen, um sich an die neue Umgebung zu gewohnen.
Wahrend des Versuches wurden Makrolonkafige genutzt, welche mit sterilisiertem
Weichholzgranulat (New York Medicial College Animal Facility, USA) eingestreut wurden.
Futter und Wasser (New York Medicial College Animal Facility, USA) standen den Tieren ad
libitum zur Verfigung. Zur Beschaftigung gab es ein Stick Holz und als
Unterschlupfmaoglichkeit hatten die Ratten Papier als Baumaterial zur Verfiigung. In den extra
angefertigten Deckeln fur die Kafige befand sich mittig ein Loch. Durch dieses wurde eine
Metallfeder gefuhrt und befestigt, welche am Nacken des jeweiligen Tieres festgenaht war, um
den Ballonkatheter auRerhalb des Tierkdrpers zu schitzen (siehe Versuchsaufbau 3.3.2). Die
Metallfeder erlaubte den Tieren sich frei innerhalb des Kafigs zu bewegen, ihrer Art
entsprechend Futter und Wasser aufzunehmen und ihre normale Korperhaltung,
beispielsweise im Schlafen, einzunehmen. Die Tiere wurden jeweils wahrend des Versuches
einzeln, aber in Sicht- sowie olfaktorischem und akustischem Kontakt zu ihren Artgenossen
gehalten. Der Hell-Dunkel Rhythmus im Beleuchtungssystem betrug wahrend des gesamten

Versuches zwolf Stunden.
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3.4. Experimentelle Methode: Induktion der Arteriogenese am Herzen

3.4.1. Narkose

Die Einleitungsnarkose wurde in Form einer intraperitonealen Injektion (25 GA Kanlle) aus
Ketamin 75mg/kg und Xylazin 5 mg/kg verabreicht. Sobald das Tier in das Narkosestadium
verfiel, sichtlich an dem Erschlaffen des Muskeltonus und der fehlenden Reaktion auf den Lid-
und Zwischenzehenreflex, wurde es im Brust- und Nackenbereich geschoren. Es wurde auf
die OP-Flache mit elektrischer Heizmatte gelegt, welche die physiologische Kérpertemperatur
wahrend des Eingriffes aufrechterhielt. Jedes Auge wurde mit Augensalbe zum Befeuchten
der Netzhaut wahrend der Dauer der Operation versorgt. Dann wurde die Ratte an allen vier
GliedmalRen mit kleinen Plastikschlauchen in Rlckenlage fixiert. Nochmals wurde durch
Reflextestung an Augen und FiRen die Narkosetiefe kontrolliert und dann das Tier oral
intubiert. Die orale Intubation erfolgte mit Hilfe eines Kleintierotoskops, so dass die Sicht auf
den Kehldeckel frei war. Als Tubus wurde ein Kleintierkatheter (16 GA 48mm BD Angiocath)
genutzt. Daraufhin wurde die Beatmungsanlage (Anathesia Workstation Hallowell mit einer
respiratory rate: 65/min; tidal volume: 8ml/kg) an den Tubus angeschlossen und die
Inhalationsnarkose mit einem Gemisch aus Sevofluran (1.0 - 2.0 % Sevofluran) und Sauerstoff
(95%02, 5% CO2) eingeleitet. Der Tubus wurde mittels eines Fadens (3-0 Silk) um die Nase

und Vorderzahne des Tieres fixiert.

Danach wurde das Operationsfeld mit Jod und Alkohol desinfiziert.

3.4.2. Initialoperation

Der Operateur trug sterile Handschuhe und Kittel. Alle chirurgischen Ablaufe fanden in einer
reinen Umgebung mit sterilen chirurgischen Instrumenten statt. Die linksseitige Thorakotomie
begann mit einem Hautschnitt auf dem Sternum von ca. zwei cm. Daraufhin wurde der dritte
bis vierte Interkostalraum aufgesucht und die Muskulatur mit Hilfe des Elektrokauters eroffnet.
Das Tier wurde auf die Seite umgelagert, so dass der linke Ventrikel sichtbar wurde. Auf das
rhythmisch schlagende Herz wurde nach Eréffnung des Perikards der Ballonkatheter
(Okkluder) auf die LAD (left anterior descending artery) im linken Ventrikel genaht. Dazu wurde
der Katheter bei den ersten zwei Knoten kurzzeitig (< 40 sec) durch eine Spritze manuell mit
0,6ml Luft aufgeblasen. Bei den restlichen flinf Knoten wurde die Luft wieder abgelassen, so
dass der Ballonkatheter weiter im entspannten Zustand ohne Druck auf das Herz genaht
wurde. Der richtige Sitz des Ballonkatheters wurde durch das visuell sichtbare Erblassen der
linken Ventrikelwand wahrend der manuellen Inflation des Katheters Uberprift und anhand der

reaktiven Hyperamie, nachdem der Okkluder wieder entliftet wurde, kontrolliert.

34



Tiere, Material und Methoden

== Okkluder .__

Abbildung 8. Modifizierte schematische Darstellung eines adaptierten pneumatischen Miniokkluder nach Toyota,
Kawaguchi et al. (2007). Oben: Befestigter Okkluder (Ballonkatheter) im ,entspannten® Zustand ohne Okklusion
des Gefédlles. Unten: Pneumatische Inflation des befestigten Okkluders flihrt zur Kompression der left anterior
descending artery (LAD). Die Kerbe dient der Befestigung des Nahtmaterials am Okkluder. Die flexible Hiille
ermoéglicht die Inflation.

Danach wurde das Tier wieder auf den Ricken umgelagert und der Thorax mit einem 3.0 Silk
Faden verschlossen (drei bis vier Stiche auf jeder Seite der Rippen die angrenzend an die
Offnung waren). Der Brustkorb wurde unter negativem exspiratorischem Druck mit einem

Katheter (22 GA Angiocath) in Verbindung mit einer 3ml Spritze Luft-evakuiert.

Der Ballonkatheter wurde subkutan zwischen den Schulterblattern hindurchgefiihrt und in eine
Edelstahlfeder zum Schutz nach au3en gezogen. Dieser wurde in der Nackenmuskulatur an
dem sich am Ende befindenden Ring festgenaht (Vicryl, 8-0). Die Edelstahlfeder wurde an
einem flexibel rotierenden System befestigt und stellte sicher, dass sich die Ratte frei im Kafig
bewegen konnte und der Ballonkatheter innerhalb des Kafigs vor der Ratte dennoch geschitzt

war.

Nachdem die Haut mit Klammern an Brust und zuletzt im Nacken verschlossen wurde, wurde
der Wundbereich mit Jod desinfiziert. AnschlieRend wurde das Tier extubiert als der Lidreflex

und Schluckreflex wieder einsetzten und flir mindestens zwei weitere Stunden beobachtet.

Nach einer Erholungsphase von 24 Stunden wurde das Protokoll der repetitiven Okklusion

gestartet.
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3.4.3. Repetitives okkludierendes Protokoll (ROP)

Das System der repetitiven Okklusion wurde genutzt, um eine wiederholbare Ischamie des

Herzmuskels im Bereich des linken Ventrikels zu produzieren.

Der dazu genutzte Ballonkatheter wurde auf die vordere linke absteigende Koronararterie
genaht, so dass beim Aufblasen des Katheters mit 0,6 ml Luft die Arterie kurzzeitig
verschlossen wurde. Die Inflation des Okkluders und der daraus resultierende Verschluss der
LAD wurde durch eine Software an einem externen Computer gesteuert und ermdglichte eine

genaue Wiederholung des festgelegten Programmablaufes aus Inflation- und Ruhephasen.

Dieses Protokollablauf (siehe Abbildung 9) bestand aus einem acht Stunden Zyklus, der sich
innerhalb von 24 Stunden drei Mal wiederholt. Innerhalb dieser acht Stunden gab es eine
Deflationsphase von funf Stunden und 40 Minuten, in der der Ballonkatheter nicht aufgeblasen
wurde und eine Inflationsphase von zwei Stunden und 20 Minuten. Die Inflationsphase war
hier in sich noch einmal in 20-Minuten Phasen unterteilt, welche wie folgt reguliert wurden:
jede 20-minltige Phase war unterteilt in die Inflationsphase, in welcher der Katheter fir 40
Sekunden mit Luft aufgeblasen wurde und eine Deflationsphase von 19 Minuten und 20

Sekunden, in welcher der Katheter sich wieder im Deflationszustand befand.

Tege | )
24 Std [ . 8sd — ~o8sd

8 Std I— —

Okklusionen — o Ruhephase

2 Std 20min -q--_ --ﬂ-*
20min ——+

Okklusion Ruhephase

Abbildung 9. Schematische Darstellung des verwendeten Zeitprotokolls des repetitiv-okkludierenden Programms.
Ein Okklusionszyklus entspricht der druckkontrollierten Inflation des Ballonkatheters mit Luft alle 20 Minuten fiir
40 Sekunden und anschlieBender sofortiger Deflation (Ruhephase) fiir 19 Minuten und 20 Sekunden.
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Bei allen Tieren aller Gruppen wurde der Ballonkatheter implantiert. Allerdings erhielten
lediglich die Rop-Gruppen das festgelegte Protokoll von Inflation und Deflation. Die
Kontrollgruppe, hier genannt Sham-Gruppe, erhielt den Okkluder implantiert, aber kein
Protokoll von Inflation und Deflation. Die Sham-Gruppe wurden also nicht an den externen

Computer angeschlossen (siehe Versuchsdesign, Kapitel 3.2.).

3.4.4. Finaloperation

Nach Beendigung des Protokolls an Tag sieben wurden die Tiere wie zur Initialoperation in
Narkose gebracht und oral intubiert. Nachdem das Tier an das Beatmungsgerat
angeschlossen war, wurden zunachst die Klammern im Nacken und anschlie®end die Faden,
die den Ring der Edelstahlfeder hielten — samt Feder - entfernt. Daraufhin wurde der Okkluder
mit 0,2 ml Wasser aufgeblasen und eine Klemme am Ende des Okkluders befestigt, so dass
das Wasser nicht entweichen konnte. Die Dauer dieser Inflation betrug 30 Minuten und diente
als experimentelle Infarktsetzung, da es hier zu einer unumkehrbaren permanenten LAD
Okklusion kam. Dem schloss sich eine 20-minutige Reperfusionsphase an, da es auch nach
der ischamischen Phase in der Reperfusionsphase zu einer zusatzlichen Gewebeschadigung
des Herzens kommt, welches die Kollateralbildung beeinflusst und am Funktionsverlust des
Endorgans, hier dem Herzen, beteiligt ist (Simon, Oberhuber et al. 2018). Danach wurde das

Herz mittels der medialen Thorakotomie entnommen.
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Abbildung 10. Herz mit befestigtem Ballonkatheter kurz nach der Entnahme nach der Finaloperation. Hierbei
handelt es sich um einen Bildausschnitt.

3.5. Behandlung

3.5.1. Zeitlicher Ablauf

Nach der Ankunft im New York Medicial College (USA) wurden die Tiere in den hauseigenen
Stall verbracht und dort flir eine Eingewdhnungszeit von mindestens zwei Tage vor

Versuchsbeginn gehalten.

Von Tag 0 (Operationstag) bis Tag 7 (Finaloperation) saflen die Tiere in Einzelkafigen in

Sichtkontakt zu ihren Artgenossen.

Die Tiere erhielten eine tagliche Gesundheitskontrolle sowie Gewichtskontrollen im gesamten

Versuchsablauf.
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Am Ende der Operation sowie einmalig nach 12 Stunden wurde allen Tieren Buprenorphin
(Buprenex 0.05mg/kg) subkutan als Schmerzmittel verabreicht. Sollte in den folgenden
Gesundheitskontrollen Zeichen von Unwohlsein, Apathie, Schmerzaul’erungen oder

sonstiges Schmerzverhalten auftreten, wurde nach Bedarf weiteres Buprenorphin verabreicht.

Je nach ihrer Gruppeneinteilung erhielten die Ratten einmal taglich die Medikation Uber eine

Gavage oral verabreicht, wie folgt:

- Rop: nur H,O

- Sham: nur H20

- Rop_ARNI: ARNI (Entresto®) in H,O geldst
- Rop_ARB: ARB (Valsartan) in H20 gel6st

3.5.2. Euthanasierung vor Versuchsende

Bei einem Gewichtsverlust von Uber 20 %, anhaltender Apathie, untypischem Verhalten wie
vernachlassigen des Putzens oder sonstigen Schmerzaulierungen vom Tier ausgehend,
wurde dieses umgehend schmerzlos getétet. Dabei wurde das Tier mit einer doppelten Dosis
Ketamin / Xylazin (2x (75mg/kg + 5mg/kg)) in Narkose gelegt und bekam darauffolgend eine
Uberdosis O» und Sevofluran (6,0 %) durch eine Narkosemaske verabreicht. In diesem
Stadium wurde das Tier fur 15 Minuten belassen, bevor das Herz durch eine mediale

Thorakotomie entnommen wurde.

3.6. Auswertmethodik

3.6.1. Mikrospharen

Isotop markierte Mikrospharen (5x105, 5 yM) der Firma BioPAL Inc. (Worchester, USA) wurden
in das Lumen des linken Ventrikels sowohl bei Initial- als auch Finaloperation injiziert, um die
koronare Kollateralperfusion zu beurteilen. Dazu wurden zwei mit unterschiedlichen Isotopen
markierte Mikrospharen genutzt, hier Gold und Samarium, um die Zeitpunkte der Injektion in
der Auswertung unterscheiden zu kénnen. Die in den Blutfluss injizierten Mikrospharen lagern
sich in der Region ab, die von der entsprechenden Arterie versorgt wird. Die Konzentration der

abgelagerten Mikrospharen ist proportional zum Blutfluss.

Die Injektion der Mikrospharen geschah in diesem Modell stets wahrend der Okklusion der

LAD und somit wahrend Inflation des Ballonkatheters zu unterschiedlichen Zeitpunkten. Zuerst
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wurden am Tag der Initialoperation die Samarium-Mikrospharen injiziert. Am Tag der
Finaloperation wurden die Gold-Mikrospharen verwendet, um die Auswertung der
Mikrospharen zu verschiedenen Applikationszeitpunkten zu ermdglichen. Dabei ist es nicht
von Bedeutung, welche Mikrospharen zuerst verwendet wurden. Die Mikrosphdren wurden
zuvor mittels eines Vortexshakers fur eine Minute vermischt und dann mittels einer
Insulinspritze 150ul der Mikrospharen je Injektion unter Sichtkontrolle in gleichmaRiger
Geschwindigkeit Gber einen Zeitraum von 20 Sekunden in den linken Ventrikel appliziert. Die
Mikrospharen werden dabei bei gleichzeitiger Okklusion der LAD injiziert und gelangen so
durch die Blutversorgung in die Herzarterien. Dabei bezeichnete man das LAD-
Perfusionsgebiet als ,kollaterale Abhangigkeitszone® (CZ), da dieser Bereich, wahrend die
LAD durch den Ballon verschlossen war, ausschlieRBlich von der koronaren, kollateralen
Perfusion abhangig war. Die ,Normalzone“ (NZ) ist das weitere Herzgewebe, welches sich
raumlich deutlich von der distal der LAD Okklusion gelegenen CZ unterscheidet. Die NZ wird
ohne Kollateralbildung versorgt. Die CZ wurde durch die geringe Anzahl an mit Isotopen

markierten Mikrokugeln identifiziert.

linke Koronararterie

Ramus
circumflexus

rechte Okkluder

Koronararterie
Ramus interventricularis
anterior

Abbildung 11. Modifizierte schematische Darstellung nach Kissel et al. (2019) des Herzens, der Lage des Okkluder
und des Ramus interventricularis anterior (=left anterior descending artery: LAD) der linken Koronararterie, sowie
die Lokalisation der Normalzone (NZ) und kollateralen Abhéngigkeitszone (CZ) (Kissel, Gabus et al. 2019).
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Nach Euthanasie des Tieres wurde das Herz mittels einer medialen Thorakotomie entnommen
und 100 mg von der NZ und der CZ mittels Prazisionswaage zur Analyse an das BioPhysics
Assay Laboratory, Inc. (BioPAL, Worchester, USA) zur Auswertung gesendet. Die ermittelten
Ergebnisse werden als Mikrospharen-basierte myokardiale Perfusion (in Zerfall pro Minute pro
Gramm, dpm/g) in dem Gewebe der CZ an Tag null (Initialoperation) und Tag sieben
(Finaloperation) und ebenso in der NZ an Tag null und Tag sieben angegeben. Das relative
kollateralabhangige Myokardperfusionsverhaltnis (CZ/NZ) wurde mithilfe dieser Formel
berechnet: CZ/NZ x 100%.

Dabei erfolgte die Endpunktmessung jeweils bei den allen vier Gruppen (siehe Tabelle 1).

Tabelle 1. Ubersicht der Gruppen zur Endpunktmessung.

Gruppe Behandlung

Rop Anwendung des repetitiv-okkludierenden
Programms (ROP)

Sham Kontrollgruppe

Rop_ARNI Anwendung ROP und medikamenttése Therapie
mit dem ARNI (Sacubitril und Valsartan)

Rop_ ARB Anwendung ROP und medikamentése Therapie
mit dem ARB Valsartan

3.7. Instrumente, Gerate und Reagenzien

3.7.1. Operationsbesteck

Tabelle 2. Operationsbesteck.

Chirurgische Schere FST, USA

Fadenschere FST, USA

Gefallklemme FST, USA

Metallstab zum Untertunneln der Haut FST, USA

Metzenbaumschere (gerade/gebogen) FineScienceTools (FST), USA
Mosquitoklemmen FST, USA

Pinzette (anatomische/chirurgische) FST, USA

Selbstgebaute Wundspreizer mit Gummi FST, USA Gummi selbstmontiert
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3.7.2. Verbrauchsmittel

Tabelle 3. Verbrauchsmittel.

Material

Hersteller

1 ml Einmalspritzen
1ml Syringe
Tuberculin Slip Tip

Becton, Dickinson and Company, Franklin
Lakes, USA

Ballonkatheter

DocXS™Silicone Vascular Occluder, VO-1.5F,
Flat, 4,5mm x 8mm, 15mm cuff thickness,
single tube eyelet

DOXS Biomedical Products and
Accessories, CA USA

Handschuhe
Microflex, Powder- Free Nitrile Examination
Gloves

Anell

Hautklammern
Item ID: INS750346, Item Description: Reflex
Clips 9mm 100/Box SS Non-Sterile

Kent Scientific Corportion

Insulin Einmalspritze
Y2 cc U-100 InsulinSyringe 28G 2 Micro
Fine®IV

Becton, Dickinson and Company, Franklin
Lakes, USA

Kanulen
BD PrecicionGlide “Needle
25Gx5/8(0,5mmx16mm) Sterile

Becton, Dickinson and Company, Franklin
Lakes,NJ, USA

Katheter
Angiocath i.v.Catheter 14 GA 1,88IN 21x48mm

Becton, Dickinson and Company, Franklin
Lakes,NJ, USA

Makrolonkafige

New York Medicial College, Valhalla, USA

Nahtmaterial

5-0 (1.0 metric) 30”(75cm) RB-2 13mm "%z ¢
Taper Prolene Suture Blue Monofilament

3-0 PS-1 24mm 3/8c Reserve Cutting Perma
Hand ™ Silk

8-0 12" (30cm) TG140-8 6,5mm 2/8c Spature
Coated Vicrly Surtutre Violet Braided

Ethicon® Puerto Rico, USA

Sterile Handschuhe
Powered Latex Surgical Gloves

Fisher Safety, Pittsburgh, USA

Tupfer
Non-Woven Gauze 2x2 Nonsterile Cat No:
22028559

Fisher Scinentific Fisherbrand®,
Pittsburgh, USA

Zellstoffunterlagen

New York Medical College, Valhalla, USA
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3.7.3. Pharmazeutika

Tabelle 4. Pharmazeutika.

Augensalbe
Puralube® Vet Ointment

Dechra Kansas, USA

Buprenorphin
Buprenex Injection (buprenorphine

hydrochloride) 0,3mg/ml

Reckitt Benckiser healthcare (Uk) Ldt., Hull,
England

Ketaced® (ketamine hydrochloride

injection) 100mg/mi

Entresto® Novartis Germany
LCZ696ABA
Ketamin Vedco, Inc., St.Joseph, MO, USA

Sauerstoff
Compressed Gas, oxidizing N.O.S.
UN 3156

Airgas Healthcare LLC, PA, USA

Sevofluran
SevoThesia™ sevoflurane Nonflammable,

nonexplosive Inhalation Anaesthetic

Henry Schein Animal Health Dublin OH, USA

Valsartan

Novartis Germany

Xylazin
AnaSed®Injection Xylazine 100mg per ml

LLOYD laboratories lowa, USA

Yohimbine

Wedgewood Pharmacy; Yohimbine (as HCI)

2mg/ml in AQ Vehicle Injection Solution

43




Tiere, Material und Methoden

3.7.4. Gerate

Tabelle 5. Geréte.

Beatmungsgerat
Anaethesia Workstation Station Model:
AWS Serial No. 0377

Hallowell EMC Pittsfield, USA

Heizmatte

Sunbeam®, USA

Koagulator
High Temperature Cautery Fine Tip
Ref: AAO1

Bovie Medical Corporation, Clearwater, USA

Magnetrihrer mit integrierter Warmeplatte
Isotemp® Serial No: C1892130947264

Fisher Scientific, Pittsburgh, USA

Prazisionswaage
Type: New Classic MF Model: MS1602S/03

Mettler Toledo, Switzerland

Schermaschine

Golden A5 Animal Grooming Clippers

Oster®, USA

“Vortexer59” Vortex Mixer S0100
SN:71022068

Otoskop Welch Allynr®, IL, USA

Modell 20200 Otoskop

PC

ROP System Speziell entwickelte Software “Ratinflator
2000” von PHD Petra Rocic

Ruttler Labnet International, Inc. Woodbridge, NJ,

USA

3.7.5. Chemikalien, Losungen, Gase

Tabelle 6. Chemikalien, L6sungen, Gase.

Airgas

Compressed Gas, oxidizing N.O.S. (95%
Oxygen USP 5% Carbon Dioxide USP)
UN3156

Airgas® Healthcare, PA, USA

Ethanol
Ethanol Anhydrous

Fisher Chemicals, Fisher Scientific, Fairn
Lawn, NJ, USA

Mikrospharen
Samatrium/Gold

BioPAL, Inc. Worchester, USA
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3.8. Statistische Auswertung

Die statistische Analyse sowie die Erstellung der Grafiken wurde mit IBM SPSS Statistics for
Windows, Version 23.0 durchgefiuhrt. Deskriptive Daten wurden anhand der Mittelwerte mit
Standardabweichungen dargestellt und die Varianzgleichheit der Stichprobe mit Hilfe des

Levene-Tests Uberpruft.

Um die Gruppenmittelwerte hinsichtlich des mittleren kollateralen Flusses an der
Finaloperation auf signifikante Unterschiede zu untersuchen, wurde eine einfaktorielle
Varianzanalyse (ANOVA) hinzugezogen. Mit Hilfe eines Post-Hoc Tests (Tukey HSD) wurden
anschliel3end die einzelnen Gruppen miteinander verglichen. Dabei wurde ein Wert von p<.05

als statistisch signifikant angesehen.

Die statistische Auswertung dieser Dissertationsarbeit wurde von der Statistischen
Beratungseinheit des Institutes fiir Veterinar-Epidemiologie und Biometrie, Fachbereich

Veterinarmedizin der Freien Universitat Berlin Uberpruft.

3.8.1. Bestimmung des kollateralen Flusses

Zur Bestimmung der kollateralen Perfusion im Gewebe wurden die Ergebnisse in dpm/g
(disintegration per minute per gram) aus der Collateral Zone durch die Ergebnisse der Normal
Zone (CZ/INZ end) in dpm/g geteilt, um das Verhaltnis zu bestimmen. Dabei wird der
durchschnittliche Fluss im Gewebe im Folgenden als kollaterale Perfusion dargestellt, im

prozentualen Verhaltnis von CZ im Vergleich zur NZ, als CZ/NZ x 100.
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4. Ergebnisse

4.1. Deskriptive Analyse

4.1.1. Perfusion des Gewebes bei der Initialoperation (Tag 0)

Bei allen 32 Tieren wurde die Initialoperation (Tag 0) mit Implantation des Ballonkatheters
durchgefuhrt. AnschlieRend wurden die Tiere randomisiert den vier Gruppen Sham (h=8), Rop
(n =8), Rop_ARNI (n = 8) und Rop_ARB (n = 8) zugeordnet, siehe 3.2.

Zunachst wurde Uberprift, ob ein Unterschied zwischen den Tieren der einzelnen Gruppen
hinsichtlich der durchschnittlichen kollateralen relativen Perfusion des Gewebes bei
Versuchsbeginn vorlag. Daftr wurde in einem ersten Schritt mit Hilfe des Levene-Tests die
Varianzhomogenitat Uberprift. Varianzhomogenitat besteht dann, wenn eine ungeféahre
Gleichheit der Varianzen, also die Verteilung von Werten um einen Mittelwert, in den Gruppen
besteht. Sie stellt eine Voraussetzung fir die nachfolgende einfaktorielle ANOVA dar. Die
Uberprifung der Varianzhomogenitat ergab in der vorliegenden Stichprobe eine Gleichheit der
Varianzen (p =.126).

Die anschlielend durchgefiihrte ANOVA zeigte, dass ein signifikanter Unterschied zwischen
den Gruppen vorlag, F(3,28)=68.75, p<.001. Post Hoc Tests (Tukey HSD) verdeutlichten, dass
die SHAM Gruppe (M = 0.18, SD = 0.01) eine signifikant niedrigere Perfusion im Gewebe als
die Rop (M = 0.25, SD = 0.02, p <.001), die Rop_ARB (M = 0.26, SD = 0.02, p <.007) sowie
die Rop_ARNI (M = 0.27, SD = 0.01, p < .007) aufwies. Zwischen der Rop, Rop_ARB und
Rop_ARNI Gruppe lag kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der Perfusion des Gewebes

am Tag null vor (alle p>.05).

47



Ergebnisse

o
307
o
-
5 —_ ==
E ’///7
o
2
c /
o
g 207
t
@
o
9
©
—
s
5
©
£
o 109
<
2
E
c
<
o
w
<
e /
a
,00 T 2 T
Rop_ARB Rop_ARNI Rop Sham
Versuchsgruppen

Fehlerbalken: 95%-Konfidenzintervall

Abbildung 12. Die kollaterale Perfusion aller Gruppen am Initialoperationstag, Tag 0. Sham= Kontrollgruppe, Rop
= repetitiv-okkludierendes Programm Gruppe; Rop_ARNI = repetitiv-okkludierendes Programm mit Entresto®
Gruppe, Rop_ARB = repetitiv-okkudierendes Programm in Kombination mit Valsartan Gruppe.
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4.1.2. Vergleich der Gruppe Rop versus Sham bei der Finaloperation
(Tag 7)

Die Tiere, welche die Initialoperation erhielten und an das ROP angeschlossen wurden,
zeigten eine signifikant bessere durchschnittliche Perfusion bei der Finaloperation (Tag 7) als

die Tiere der Sham-Kontrollgruppe am Tag sieben.

107

Durchschnittliche kollaterale Perfusion {(dpm/g) an Tag 7

Sham

Versuchsgruppen

Fehlerbalken: 95%-Konfidenzintenall

Abbildung 13. Vergleich der kollateralen Perfusion im Gewebe der Sham und Rop-Gruppe nach der Finaloperation,
am Tag 7. Sham= Kontrollgruppe, Rop = repetitiv-okkludierendes Programm Gruppe.

Dabei lag die kollaterale Perfusion bei den ROP-Tieren bei M= 0.53, SD= +-0,03). Hingegen
wiesen die Tiere, die zu der SHAM-Gruppe zahlten, einen durchschnittlichen relativen Fluss
im Gewebe von M=: 0.19, SD= 0.01 auf. Dies bedeutet, dass die kollaterale Perfusion der
CZ zur NZ in der Rop-Gruppe bei 53% lag und bei der Sham-Gruppe bei 19%.

49



Ergebnisse

4.1.3. Perfusion des Gewebes bei Finaloperation (Tag 7)

An Tag 7 nach der Initialoperation wurde erneut die kollaterale Perfusion bei den Tieren aller
Gruppen gemessen. Die hier erhaltenen Werte wurden zunachst auf Varianzhomogenitat
Uberprift. Der daflir herangezogene Levene-Test ergab eine Gleichheit der Varianzen
(p=.387). Entsprechend lagen gleiche Varianzen in der Stichprobe vor, womit die

Voraussetzung flr die nachfolgende einfaktorielle ANOVA geschaffen war.

Die im Anschluss an die Uberpriifung der Varianzhomogenitat durchgefiihrte, einfaktorielle
ANOVA ergab, dass ein signifikanter Unterschied zwischen allen vier Gruppen hinsichtlich der
durchschnittlichen kollateralen Perfusion an Tag sieben vorlag, F(3,28)=810.00, p<.001. Wie
der nachfolgend durchgefiihrte Post Hoc Test (Tukey HSD) zeigte, wies die SHAM-Gruppe (M
= 0.19, SD = 0.01) dabei eine signifikant niedrigere kollaterale Perfusion im Gewebe auf als
die Rop-Gruppe (M = 0.53, SD = 0.03, p <.001), die Rop_ARB-Gruppe (M = 0.55, SD = 0.01,
p <.007), sowie die Rop_ARNI-Gruppe (M =0.71, SD = 0.02, p <.001). Zuséatzlich zeigte sich
ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen ROP und Rop_ARNI (p < .0017), sowie
zwischen Rop_ARB und Rop_ARNI (p < .007). Demzufolge war die kollaterale Perfusion in
der Gruppe Rop_ARNI (71%) grélRer im Vergleich zu allen anderen Gruppen, wohingegen die
Gruppe Sham die niedrigste kollaterale Perfusion im Vergleich zu allen anderen Gruppen
aufwies (19%). Die Rop-Gruppe und die Rop_ARB-Gruppe erschien nicht unterschiedlich
(p =.703).
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Abbildung 14. Die kollaterale Perfusion im Gewebe an Tag 7. Sham= Kontrollgruppe, Rop = repetitiv-
okkludierendes Programm Gruppe; Rop_ARNI = repetitiv-okkludierendes Programm mit Entresto® Gruppe,
Rop_ARB = repetitiv-okkudierendes Programm in Kombination mit Valsartan Gruppe.
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Abbildung 15. Ubersicht der Ergebnisse am Tag 7 nach Finaloperation. SD = Standardabweichung, ClI
Konfidenzintervall, Sham= Kontrollgruppe, Rop = repetitiv-okkludierendes Programm Gruppe; Rop_ARNI
repetitiv-okkludierendes Programm mit Entresto® Gruppe, Rop_ARB = repetitiv-okkludierendes Programm in
Kombination mit Valsartan Gruppe.
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4.1.3.1. Ubersicht der Rop Gruppen bei der Finaloperation (Tag 7)
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Abbildung 16. Vergleich aller ROP-Gruppen mit oder ohne Medikation. Rop = repetitiv-okkludierendes Programm
Gruppe; Rop_ARNI = repetitiv-okkludierendes Programm mit Entresto® Gruppe, Rop_ARB = repetitiv-
okkludierendes Programm in Kombination mit Valsartan Gruppe.

In dieser Abbildung wird der Effekt, der auch in Abbildung 15 zu sehen ist, nochmals
verdeutlicht dargestellt. Bei der Untersuchung aller Tiere, welche an das repetitive
okkludierende Programm angeschlossen wurden, zeigen die Ergebnisse aus der
ARNI_Gruppe (Tiere, die zusatzlich das Medikament Entresto® erhielten) eine signifikante

Erhéhung der kollateralen Perfusion im Gewebe im Vergleich zu allen anderen Tier-Gruppen.
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5. Diskussion

In der vorliegenden Studie wird der Einfluss des ARNI Entresto® auf das koronare
Kollateralwachstum in der Ratte untersucht. Unter Nutzung des repetitiven okkludierenden
Programms zeigt diese Arbeit erstmalig den Effekt von ARNI auf die Stimulation der koronaren

Arteriogenese.

Fir die Untersuchung von ARNI und ARB auf die koronare Arteriogenese musste das ROP-
Modell zunachst etabliert werden. Im ersten Teil dieser Arbeit konnte das ROP-Modell nach
Toyota et al. (2005) erfolgreich reproduziert werden. Es wurde hierbei demonstriert, dass der
natlrliche Prozess der adaptiven koronaren Arteriogenese durch eine repetitive Okklusion der
linken Koronararterie mit einem inflatierbaren Okkluder ausgeldst wird. Des Weiteren wurde
die Wirkung von ARNI hinsichtlich der positiven Modulation auf das kollaterale Wachstum im
Herzen untersucht. Es zeigte sich in dieser experimentellen Studie, dass es sieben Tage nach
ROP, bei gleichzeitiger Stimulation mit ARNI, zu einer therapeutisch signifikant gesteigerten
kollateralen Perfusion kommt. Die kollaterale Perfusion sieben Tage nach ROP war in der
ARNI Gruppe hoéher ist als in allen anderen Gruppen. Betrachtet man ARNI als
Kombinationspraparat aus dem Neprilysininhibitor Sacubitril und dem ARB Valsartan scheint
nach dieser Untersuchung eine Wirkung des Neprilysin Inhibitor Wirkstoffes und nicht des
ARB-Wirkstoffes ausschlaggebend fiir den beobachteten Effekt. Die ARNI-Gruppe (ARB +
Neprilysin-Inhibitor) zeigte sieben Tage nach ROP eine deutlich gesteigerte koronare
Arteriogenese im Vergleich zur ARB-Gruppe sieben Tagen nach ROP. Weiterhin zeigt sich die
koronare kollaterale Perfusion in den Ratten nach Behandlung mit ARB gegenlber der Rop-
Kontrollgruppe nach sieben Tagen unverandert, verblieb also auf dem Niveau einer adaptiven
koronaren Arteriogenese ohne zusatzliche Medikation. Die deutliche pro-arteriogene
stimulatorische Wirkung von ARNI kann nach diesem Befund dem Neprilysininhibitor Wirkstoff
zugeschrieben werden. Dennoch dUbernimmt ARB eine wichtige Funktion durch seine
kardioprotektiven Wirkungen wie die Vasodilatation, die Senkung des Blutdruckes und die
Verstarkung der hypotensiven Wirkung von Bradykinin (Campbell, Krum et al. 2005, Messadi-
Laribi, Griol-Charhbili et al. 2007) und macht so die Gabe eines Neprilysin Inhibitor Wirkstoffs
grundsatzlich fir den Organismus vertraglich. In dieser Arbeit wurde daher die
Arbeitshypothese bestatigt und eine pro-arteriogene therapeutische Wirkung von ARNI
nachgewiesen. Zudem deutet die besondere Wirkung des Neprilysin Inhibitor auf eine

mogliche Aktivierung der Bradykinin Rezeptoren hin.

Untersuchungsergebnisse anderer Studien wiesen bereits auf den Einfluss von Bradykinin auf
das kollaterale Wachstum in der Peripherie und im Gehirn hin (Hillmeister, Gatzke et al. 2011).

Dabei wurde zum einen durch ein Bradykinin-Rezeptor-Defizit die Rolle der Kinin-
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Signalubertragung im Wachstum der KollateralgefalRe untersucht und zum anderen die
mdgliche Beeinflussung tber die Stimulation des Bradykinin-Rezeptors durch Agonisten bzw.
Antagonisten bei Ratten und Mausen erforscht. Aufgrund der Ergebnisse von Hillmeister et. al
lasst sich auf eine positive Modulation der Arteriogenese, vorwiegend durch Stimulation des
BKB1R, schliefien. Allerdings wurden hier Arteriogenesemodelle am Hinterlauf und im Gehirn
genutzt, nicht aber im myokardialen Setting. Welche mdglichen experimentellen, molekularen
und zelluldren Zusammenhange diesem Befund zu Grund liegen kdénnen und welche

Perspektive dieser Befund fiir die Klinik bedeutet, soll im Folgenden diskutiert werden.

5.1. Bewertung der Methode

5.1.1. Das repetitiv okkludierende Programm

Durch den wiederholten Verschluss der LAD mittels eines Druckokkluders kommt es zur
Aktivierung und VergroRerung von koronaren Kollateralen. Ein Vorteil des
computergesteuerten repetitiven okkludierenden Programms ist die anwenderunabhangige
Replizierbarkeit. Diese gewahrleistet ein standardisiertes Vorgehen hinsichtlich Druck,
Haufigkeit und Intensitat der Okklusion (DeFily und Chilian 1992). Nachteilig zu betrachten ist
die eingeschrankte Vergleichbarkeit eines am chronisch koronaren Syndrom erkrankten
Menschen, der oftmals zur alteren und auch multimorbiden Patientenpopulation gehort (Riehle
und Bauersachs 2019). Die Versuche wurden in dieser Dissertationsarbeit hingegen bei
gesunden 10 -12 Monate alten Sprague-Dawley Ratten durchgefiihrt. Das unterschiedliche
Alter der menschlichen Patienten wie auch der Gesundheitszustand im Allgemeinen scheinen
im Vergleich zu den Versuchstieren von Bedeutung zu sein. So zeigten neonatale Mause bei
einer durch eine LAD-Ligatur hervorgerufene Ischamie, eine Regenerationszeit von drei
Wochen. Es wurde nachgewiesen, dass das Regenerationspotenzial mit steigendem Alter der
Mause sich reduzierte (van den Borne, van de Schans et al. 2009). Das Alter des
Lebenswesens muss also bei der Nutzung und Ubertragbarkeit der Ergebnisse aus diesem
Modell Beachtung finden. Zudem kénnen beispielsweise weder die Gefal3pathologie noch die
Gefahr der Ruptur eines atherosklerotischen Plaques im Herzinsuffizienzmodell an der Ratte
im Vergleich zu der Krankheitsgenese beim Menschen 100 % repliziert werden. Dennoch sind
bislang aufiere Kompressionsmodelle in dem hier gewahlten Setting fir die Praklinik eine
etablierte und bewahrte Methode, um Verschlusskrankheiten im Hinblick auf die Pathogenese
und mogliche Therapieoptionen fir die Klinik weiter zu untersuchen. Ubliche
Kompressionsmodelle flihren zur experimentellen Verengung des Gefalllumens, mit dem Ziel,

einen progressiven Verschluss des Gefalles zu erzeugen. Allerdings ist dies, wie der Name
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besagt, ein von aullen gesteuerter Prozess, der nicht zu den gleichen lokalen
vasomotorischen Veranderungen fuhrt, die bei einer endothelialen Dysfunktion, wie beim

chronisch koronaren Syndrom entstehen (Allahwala, Weaver et al. 2019).

Das in dieser Dissertationsarbeit genutzte Modell basiert auf der Methode von Toyota und
Kollegen (Toyota, Warltier et al. 2005). Dieses Modell nutzt zum ersten Mal eine sich
wiederholende Okklusion am Herzen bei Ratten, die wahrenddessen bei Bewusstsein sind. Es
handelt sich hierbei nicht um ein klassisches Ischamie-Reperfusionsmodell, welches
Reperfusionsschaden simulieren soll, da hier die Phasen der Okklusion sehr kurz sind und in
ausreichend Ruhephasen eingebettet sind. Das hier genutzte Modell dient der Aktivierung des
kollateralen GefalRwachstums. Allerdings gab es unterschiedliche Veroffentlichungen zur
Dauer und Abfolge der Okklusionen und Ruhephasen (Toyota, Warltier et al. 2005, Toyota,
Kawaguchi et al. 2007). Es etablierte sich das in der Studie von 2005 veréffentlichte Protokoll
(Toyota, Warltier et al. 2005), welches seither erfolgreich verwendet wird (Rocic, Kolz et al.
2007, Carrao, Chilian et al. 2009, Gatzke, Hillmeister et al. 2018). Die zeitlichen Ablaufe
basierten auf einem repetitiven Ischamie-Protokoll, welches zuvor am Hundeherzen genutzt
worden ist (Fujita, Yamanishi et al. 1994, Matsunaga, Warltier et al. 2000). Unter Einbeziehung
der physiologischen Prinzipien der Beziehung zwischen Kérpergewicht und Stoffwechselrate
wurde das hier genutzte Protokoll entwickelt und erfolgreich genutzt. Eine weitere wichtige
Erkenntnis war, dass die Rattenherzen auf repetitive Okklusionen mit der Entwicklung von
Koronarkollateralen reagierten. Es wurde nachgewiesen, dass es im Vergleich zur
Kontrollgruppe ohne repetitive Okklusionen zu einem sechsfachen Zuwachs des
Kollateralenblutflusses und zu einem dreifachen Zuwachs der arterio-arteriellen Anastomosen
im Herzen der Ratten kam (Toyota, Warltier et al. 2005). Es wurde also erfolgreich
nachgewiesen, dass mit dem ROP-Modell in der Ratte die adaptive koronare Arteriogenese
stimuliert wurde. Genau dieser Befund wurde in dieser Dissertationsarbeit reproduziert und es
wurde gezeigt, dass die Rop-Gruppe im Vergleich zur Sham-Gruppe ebenso eine signifikant
bessere kollaterale Perfusion aufweist. In dieser Arbeit wurde die adaptive koronare

Arteriogenese erfolgreich induziert.

Gegensatzlich zu meinem Befund, der ein unterschiedliches koronares Kollateralwachstum
zwischen der Versuchsgruppe, die das repetitive okkludierenden Programm erhielt und der
Kontrollgruppe zeigt, sind die Ergebnisse von Cohen et al. aus dem Jahr 1994, die auf einem
ahnlichen Versuchsdesign basieren. Dabei wurde im Kaninchenherz eine oberflachliche
Abzweigung der LAD durch wiederholte Fullung eines Ballons okkludiert, um eine Ischamie im
Myokard herzurufen. Die Operationsmethode war erfolgreich, allerdings konnte kein
Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und der Gruppe, an der die Okklusion durchgefihrt
wurde, festgestellt werden (Cohen, Yang et al. 1994). Dies lasst zum einen vermuten, dass

die Spezies Kaninchen moglicherweise nicht zur Untersuchung der Arteriogenese am Herzen
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geeignet ist, zum anderen muss beachtet werden, dass die erfolgreiche Umsetzung der
Operationsmethode abhangig von den manuellen Fertigkeiten des Operateurs ist. Besonders

im Kleintiermodell ist die relative GroRe der Koronararterien ein limitierender Faktor.

Des Weiteren gehort zur erfolgreichen Nutzung des ROP die Probenentnahme. Zur
Probengewinnung muss das Herz bei Finaloperation entnommen werden. Folglich kann das
Uberleben des Tieres nicht gewahrleistet werden, wodurch ein moralischer Konflikt entsteht.
Alternative Auswertmethoden, die die Untersuchung auf das Wachstum der KollateralgefalRe
am lebenden Tier ermdglichen und somit die Euthanasie verzichtbar machen wirden, missten
hinsichtlich der Lebensqualitat des Tieres aufgrund des eingebrachten Fremdkérpers ebenfalls
kritisch hinterfragt werden.

Inwieweit eine generelle Glltigkeit der Erkenntnisse aus der Tierforschung auf den Menschen
Ubertragbar ist, muss bei jedem Tierversuch diskutiert werden (Touma, Ramsay et al. 2015).
Insbesondere die haufig geringe VersuchsgruppengroRe, Abweichungen der genutzten
Technik und Dauer der Verlaufskontrollen ergeben Grund zur kritischen Auseinandersetzung
(Pound, Ebrahim et al. 2004, Bracken 2009). Dennoch ist neben diesen kritischen Punkten in
der Auseinandersetzung nicht auler Acht zu lassen, welchen immensen medizinischen
Fortschritt hinsichtlich des pathophysiologischen Erkrankungshintergrundes und der
Wirksamkeit untersuchter Therapeutika, Tierversuche ermdglicht haben (Waksman und Saito
2009).

Vor Beginn eines Forschungsvorhabens mit Tierversuch sollte sichergestellt werden, dass das
Prinzip ,Replacement, Reduction, Refinement (3 R) of animal experiments“ systematisch
Uberprift wurde (Pound, Ebrahim et al. 2004) und ob Antworten auf die Fragestellung auch
mithilfe anderer Versuchsmodelle gewahrleistet werden kénnen. Im Sinne der 3 R ware in
Bezug auf dieses Modell bzw. die Arteriogeneseforschung die Frage nach dem Replacement
hervorzuheben. In Zukunft kiinstliche Arterien herzustellen, die die Fahigkeit besitzen, das
kollaterale Wachstum, wie es im Prozess der Arteriogenese stattfindet, zu imitieren, ware von
groller Bedeutung. So kame es zu einer Verringerung der Versuchsvorhaben am Tier
beziehungsweise es kénnten moglichst viele Vorversuche von Studien am kinstlich
hergestellten Material durchgefiihrt werden.

Ratten und Mause erweisen sich aufgrund der niedrige Haltungs- und Fitterungskosten, der
Méglichkeit einer schnellen Anzucht sowie dem einfachen Umgang mit den Tieren nach
vorangegangener Gewohnung, als vorteilhaft (Hoefer, van Royen et al. 2006).

In Vorarbeiten im Forschungsgebiet der Arteriogenese wird ebenfalls oftmals die Spezies
Ratte als Versuchstier genutzt (Rocic, Kolz et al. 2007, Toyota, Kawaguchi et al. 2007,
Hillmeister, Gatzke et al. 2011), so auch in dieser Dissertationsarbeit. Unter anderem werden
in der Forschung spezielle Zichtungen verwendet, mit denen durch Genveranderungen

hervorgerufene chronische Erkrankungen wie zum Beispiel das metabolische Syndrom
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ausgeldést werden. Diese Zichtungen schaffen die Moglichkeit den Einfluss von
Grunderkrankungen und kardiovaskuldren Risikofaktoren auf das Wachstum der koronaren
kollateralen GefalRe in einem Arteriogenesemodell einzubeziehen. Die Wahl der
kardiovaskularen Risikofaktoren und deren experimentelle Umsetzung lasst sich im Sinne der
Reduktion von Tierversuchen kritisch hinterfragen. Die Erforschung der physiologischen
Grundmechanismen erscheint in diesem Zusammenhang am gesunden Tier wieder sinnvoll.
Dennoch bleibt unbestritten, dass Vorerkrankungen fiir Patienten ein erhdhtes Risiko
bedeuten, einen schwereren Verlauf einer Herzinsuffizienz zu erleiden. Koexistente
Erkrankungen koénnen endotheliale Dysfunktion, erhéhten oxidativen Stress und weitere
negative Faktoren fir den Verlauf einer Herzinsuffizienz zur Folge haben (Hattan, Chilian et
al. 2007, Reed, Kolz et al. 2008).

Neuere Studienergebnisse zeigen, dass sich nicht nur die Ratte, sondern auch Mause als
Versuchstiere zur Anwendung des hier genutzten ROP Modells eignen (Wan, Chinchilla et al.
2017). Die Autoren verweisen auf die Vorteile der Tierart mit ihrer groRen genetischen Varianz
an verschiedenen Knock-out / transgenen Stammen. Als nachteilig erweist sich die deutlich
schwierigere chirurgische Durchfiihrung und komplexe Differenzierbarkeit hinsichtlich der
Ausbildung beziehungsweise Sichtbarkeit der Kollateralen aufgrund der geringen Korpergréfe
der Maus (Wan, Chinchilla et al. 2017). Dennoch zeigen aktuelle Studienergebnisse die
erfolgreiche Anwendung des ROP-Modells in der Maus. Dies verspricht neue Mdglichkeiten
und somit eine weitere Perspektive fur die zuklnftig Forschun an genetisch veranderten

Méausen im Modell der repetitiven Okklusion der LAD (Jamaiyar, Juguilon et al. 2022).

5.1.2. Auswertmethodik

In Vorarbeiten der Forschungsgruppe um Prof. Buschmann wurden unter Nutzung des ROP
Versuchsgruppen untersucht, bei denen als Auswertmethode zur Bestimmung der
Infarktgrofle die Triphenyltetrazolium-Chloride-Farbung (TTC) genutzt wurde (Gatzke,
Hillmeister et al. 2018). TTC bildet in Gegenwart eines physiologischen Dehydrogenase-
Enzymmetabolismus farbige Niederschlage. Nekrotische Probenbereiche lassen sich nicht
anfarben (Klein, Puschmann et al. 1981). Diese Methode gilt als schnell, kostenguinstig und
kann makroskopisch ausgewertet werden. Sie ist ein indirekter Nachweis fur den Prozess der
Arteriogenese, da angenommen wird, dass eine Gewebeischamie sich proportional zur
koronaren Kollateralisierung entwickelt. In der Vergangenheit wurde die TTC-Farbung daher
regelmafig zur Beurteilung von MyokardinfarktgréRen genutzt (Hale und Kloner 1987,
Holmbom, Naslund et al. 1993). Die GréRe des Infarktes im Herzen wird als prozentualer Anteil
in Verhaltnis zur Flache des linken Ventrikels angegeben (Gatzke, Hillmeister et al. 2018).

Fraglich ist die Genauigkeit der Farbung, da besonders in der Randzone vitale farbige
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Myozyten von nekrotischem Material verdeckt werden kénnen und dies ungenaue
Messergebnisse ergeben kann (Fishbein, Meerbaum et al. 1981, Holmbom, Naslund et al.
1993). Im urspringlichen Studienprotokoll meines Forschungsvorhabens sollte die TTC-
Methode zur Anwendung kommen. Im Verlauf der Umsetzung der Studie wurde jedoch
entschieden, die Mikrospharenperfusionsmessung anzuwenden, welche als der Goldstandard
der myokardialen Arteriogenesemessung angesehen wird und als direkter Nachweis gilt
(Kingma, Simard et al. 2005). Vorteile der Nutzung von mit stabilen Isotopen markierten
Mikrospharen sind im Vergleich zu radioaktiven Mikrospharen, dass diese keine Radioaktivitat
verursachen und die Strahlenbelastung am Arbeitsplatz sowie der anfallende schwach
radioaktiven Abfall reduziert ist. Ein Vorteil gegenuber fluoreszierenden Mikrokugeln ist, dass
letztere nach einiger Zeit ihre Fluoreszenz verlieren. Dies geschieht bei der
Neutronenaktivierung nicht, diese Mikrospharen haben eine langere Halbwertszeit, das heilt,
die Messungen lassen sich zu einem spateren Zeitpunkt wiederholen (Reinhardt, Dalhberg et
al. 2001). Wirtschaftlich gesehen, birgt die Methode der mit stabilen Isotopen markierten
Mikrospharen ebenfalls positive Aspekte, da die Untersuchung im zentralen
Verarbeitungslabor deutlich glinstiger ist als bei den optisch markierten Mikrokugeln (Hale,
Alker et al. 1988, Reinhardt, Dalhberg et al. 2001). Nicht nur in ihrer schnellen und
unkomplizierten Handhabung wahrend des Experimentes, sondern auch in einer
unkomplizierten Zusendung und dem Erhalt von Ergebnissen durch das Labor der Firma
Biopal (Worchester,USA) war die Nutzung dieser Mikrospharen in dieser Dissertationsarbeit
sehr vorteilhaft. Ein kritischer Aspekt jeglicher Mikrospharentechnik ist, dass zum Erhalt der
Untersuchungsergebnisse die Entnahme des Herzens und somit Toétung der Tiere

unabdingbar ist (Allahwala, Weaver et al. 2019).

5.1.3. Kollaterale Perfusion zum Zeitpunkt der Initialoperation

Am Tag der Initialoperation wurde bei allen Tieren aus allen Versuchsgruppen der mittlere
Fluss im Gewebe, die kollaterale Perfusion, untersucht. Die Zuordnung der Tiere in die
jeweilige Gruppe erfolgte nach dem Zufallsprinzip. Bemerkenswert ist hier, dass die
Versuchstiere der Sham-Gruppe (Tiere, bei denen ausschliel3lich ein Ballonkatheter
implantiert wurde) im Vergleich zu den anderen Tieren der Versuchsgruppen (Medikamenten-
und Rop-Gruppen) schon vor Versuchsbeginn die geringste kollaterale Perfusion aufzeigten.
Dies wird als Zufallsbefund bei einer kleinen Versuchskohorte gewertet. In vorherigen Studien
wurde keine Ungleichverteilung des mittleren Flusses zwischen den Versuchskohorten zum
Zeitpunkt der Initialoperation beschrieben (Toyota, Kawaguchi et al. 2007, Leavesley, Ledkins
et al. 2014). Da es sich hierbei um die Messung zu Beginn des Versuchs handelt, wird nicht

davon ausgegangen, dass dieser Befund die Ergebnisse am Ende des Versuchs signifikant
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beeinflusste. Der Unterschied der kollateralen Perfusion in der Sham-Gruppe war erneut
deutlich niedriger am Tag 7 im Vergleich zu allen anderen Rop-Versuchsgruppen (siehe

nachsten Abschnitt).

5.1.4. Evaluierung des repetitiv okkludierenden Programms

Die Kohorte, bei der das repetitiv-okkludierenden Programm (ROP) flir sieben Tage
angewendet wurde, weist eine signifikante Verbesserung des Mikrospharen-
Perfusionsverhaltnisses im Vergleich zur Sham-Gruppe auf. Damit kann die Erhéhung des
kollateralen Blutflusses im Myokard und somit die Aktivierung der koronaren Arteriogenese
nachgewiesen werden. Die Arteriogenese wurde von Carrao et al. als ein Mechanismus
beschrieben, welcher das Herzgewebe distal von einem Verschluss durch kollaterales
GefaBwachstum versorgt (Carrao, Chilian et al. 2009). Jedoch konnte Carrao et al. in ihrer
Arbeit die koronare Arteriogenese im ROP-Modell nicht direkt nachweisen. Sie untersuchten
die GréRe von Infarktarealen im Myokard, um so indirekt auf ein gesteigertes kollaterales
Remodelling ruckzuschlieffen. Dieses Modell wird mittlerweile erfolgreich in verschiedenen
Studien genutzt (Hattan, Chilian et al. 2007, Hutcheson, Terry et al. 2013).

5.1.5. Evaluierung der Wirkung der Medikamente

Hauptanliegen dieser Studie war die Untersuchung der Wirkung des ARNI Entresto® sowie
des ARB Valsartan in einem koronaren Arteriogenesemodell in der Ratte. Dazu erhielten die
zwei mit Medikamenten behandelten Gruppen die Initialoperation und wurden darauffolgend
an das ROP angeschlossen und mit dem jeweiligen Medikament behandelt, bevor die

Finaloperation und Probenentnahme folgten.

5.1.5.1. ARNI
In dieser experimentellen Studie wird zum ersten Mal gezeigt, dass das kollaterale
GefalRwachstum im Herzen durch medikamentdse Nutzung eines ARNI therapeutisch
stimuliert wird. Der ARNI Entresto® besteht aus der festen Medikamentenkombination von
Sacubitril und Valsartan. In der Kohorte, die sowohl das ROP als auch den ARNI erhielten,
kam es im Vergleich zu der Kohorte mit ROP aber ohne Medikamentensubstitution zu einer
signifikanten Steigerung des mittleren Perfusionsverhaltnisses. Damit wird die Hypothese,
dass die Induktion der Arteriogenese pharmakologisch durch ARNI beschleunigt werden kann,

bestatigt.
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Durch die Nutzung des ARNI Entresto® kommt es zur Hemmung des Enzyms Neprilysin,
welches unter anderem fur den Abbau von Bradykinin verantwortlich ist. Bradykinin und seine
Rezeptoren haben Anteil an der Regulation von vielen physiologischen wie auch
pathophysiologischen Prozessen und sind damit hervorragende Ziele fur eine medikamentdse
Beeinflussung. Die Hypothese dieser Studie besagt, dass die Hemmung von Neprilysin zu
einer Erhéhung von Bradykinin fuhrt. Vorherige Untersuchungen zur Bedeutung des KKS und
RAAS hatten gezeigt, dass die Erhdéhung des Bradykininspiegels zu den positiven
Eigenschaften der ARNI-Wirkung zahlt (Bayes-Genis, Barallat et al. 2016). In der PARADIGM-
HF-Studie, in der der ARNI Entresto® am menschlichen Patienten mit Herzinsuffizienz
untersucht worden ist, wiesen die Ergebnisse auf eine hohe Wirksamkeit des ARNI hin
(McMurray, Packer et al. 2014). Mehrere Ursachen sind daflir denkbar, namlich die
Blutdruckregulation und, in dieser Studie von besonderem Interesse, die Funktion von
Bradykinin und anderen Kininen, die nachweislich im Schutzmechanismus des
kardiovaskularen Systems eine wichtige Rolle spielen (Jhund, Fu et al. 2015). In Versuchen
an Mausen und Ratten konnte das kollaterale GefaBwachstum durch Nutzung eines BKB1R
Agonisten bzw. Antagonisten stimuliert oder gehemmt werden (Hillmeister, Gatzke et al.
2011). Vielversprechende Hinweise aus weiteren Arbeiten weisen auf die steigernde Funktion
von NO im Prozess der Arteriogenese, sowie die Verbindung zwischen dem Bradykinin
Rezeptorsignalweg und der Induktion der NO-Produktion in Endothelzellen und zirkulierenden
Immunzellen hin (Kuhr, Lowry et al. 2010). Klinische Studien zur therapeutischen Induktion
der Arteriogenese in Patienten mit peripherer arterieller Verschlusskrankheit mittels eines
neuen Medizinproduktes, der externen Pulsationstherapie, beschreiben einen molekularen
Zusammenhang zwischen einer vermehrten NO-Produktion und der Aktivierung von
Bradykinin Rezeptoren auf zirkulierenden Leukozyten (Brix, Hillmeister, VASA 2017). Kinin-
Vorlaufer und Kininrezeptoren sind somit wichtige Modulatoren der Arteriogenese und kdnnten
als neues Konzept zur therapeutischen Stimulation der Arteriogenese verwendet werden. In
weiteren Vorarbeiten dieser Studie wurde der Einfluss der Bradykinin Rezeptoren sowie die
Wirkung von NO in Bezug auf die therapeutische Stimulation des kollateralen Wachstums in
verschiedenen Arteriogenese-Modellen in Maus und Ratte erforscht (Gatzke, Hillmeister et al.
2018). Dabei wurden kurz-wirksame und lang-wirksame NO-Donatoren unter Nutzung des
ROP-Modells in der Ratte untersucht. Hier zeigte sich, dass kurz-wirksames NO einen pro-
arteriogenen Effekt auslibt und die koronare Arteriogenese signifikant steigert. Dies wurde,
wie in der Arbeit von Carrao et al. (2009), indirekt Gber eine Reduktion der InfarktgroRe im
Myokard nachgewiesen, welche nur Uber den kompensatorischen Mechanismus von
kollateralen Anastomosen als biologische Bypasse zu erklaren war (Carrao, Chilian et al.
2009). Die InfarktgroRe wurde hier durch TTC-Staining bestimmt. Bekannt ist, dass NO

gefalRerweiternd wirkt und auch ein sekundarer Botenstoff bei der Bradykinin
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Rezeptorsignalwirkung fungiert (Hillmeister und Bondke Persson 2020). Ein "wichtiger Befund
in der Arbeit von Gatzke et al. (2018) am ROP-Modell war der Nachweis, dass NO auch aktiv
das vaskulare Remodelling der koronaren Arteriogenese steigert und nicht nur als Vasodilator
fungiert (Gatzke, Hillmeister et al. 2018). Zuvor bekannt war die angiogene Wirkung von NO.
Hinweise auf die pro-arteriogene Wirkung wurde 2010 von Troidl et al. in verschiedenen
Modellen an Maus, Ratte und Kaninchen vorgestellt. In der Maus kam es zur ganzlichen
Blockierung der Arteriogenese durch die kombinierte Elimination der beiden Isoformen der
NO-Synthase, dem endothelialen NOS (eNOS) und dem induzierbaren NOS (iNOS) (Troidl,
Tribulova et al. 2010), wodurch Stickstoffmonoxid eine neue Bedeutung hinsichtlich einer

direkten stimulatorischen Wirkung der Arteriogenese erhalt.

Aufgrund der hier erzielten Ergebnisse zur Steigerung der Arteriogenese durch den ARNI
Entresto® ware es von Interesse, weitere Studien durchzufiihren, die den genauen
Wirkungsweg des ARNI auf das kollaterale Wachstum durch molekulare Untersuchungen
klaren. Die Vermutung ist, dass die positive therapeutische Modulation Uber den BKB1R-
Signalweg ablauft. Dieser, hauptsachlich im entzindlichen Gewebe exprimierte Rezeptor,
wurde in der Vergangenheit vielversprechend therapeutisch moduliert (Duchene und
Ahluwalia 2009, Qadri und Bader 2018). Im Folgenden ware die Anwendung eines
Arteriogenesemodells in Kombination mit einer pharmakologischen Inhibition, genetischen
Eliminierung oder auch Stimulation der Bradykinin Rezeptoren (BKB1R oder BKB2R) denkbar.
Eine pharmakologische Stimulation oder Inhibierung von BKB1R und BKB2R im ROP-Modell
der Ratte bei gleichzeitiger Stimulation mit ARNI ware ein nachster denkbarer Schritt, um
weitere mechanistische Zusammenhange zwischen der Wirkung von Neprilysin Inhibitoren
und Bradykinin in diesem Setting aufzuzeigen. Um die Anzahl der Tierexperimente zu
reduzieren, ware es gut, zunachst Zellkulturversuche durchzufiihren, um die Wirkung von
Neprilysin Inhibitor Sacubitril im Vergleich zu Valsartan auf die Monozytenmigration oder
Endothelzellmigration/-proliferation zu untersuchen. Die Monozytenmigration und
Endothelzellaktivierung sind, wie zuvor beschrieben, ein wichtiger Phanotyp der

Arteriogenese.

5.1.5.2. Valsartan
Eine der Versuchsgruppen erhielt das repetitiv-okkludierende Programm und bekam eine
medikamentése Monotherapie mit Valsartan. Dadurch sollte geprift werden, ob der
Angiotensin-Rezeptor-Blocker (ARB) Valsartan die koronare Arteriogenese beeinflusst. Die
Ergebnisse zeigten, dass es zu keiner gesteigerten Perfusion im Myokard gekommen ist. Die

Arteriogenese wurde somit nicht durch die alleinige Gabe von Valsartan beeinflusst.
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Zuvor wurde in einer Studie von Campell et al. nachgewiesen, dass es durch den ARB
Lorsartan bei Ratten nicht zu einer Erhdhung des Bradykinin-Spiegels im Blut kommt
(Campbell, Kladis et al. 1995). In einer Folgestudie am Menschen aus dem Jahr 2005 konnten
Campell et al. bei Patienten mit essenzieller Hypertonie nachweisen, dass Lorsartan den
Bradykininspiegel im Blut erhoht. Als Ursachen fir einen reduzierten Stoffwechsel von ACE
und Neprilysin, welche Bradykinin abbauen, werden Dosen und Anwendungsdauer der
Medikamentensubstitution und weitere zugrundeliegende Krankheitsbilder diskutiert
(Campbell, Krum et al. 2005).

Der Einfluss des AT1R auf das kollaterale Wachstum wurde bisher wenig erforscht. Bekannt
ist aber, dass ARB pathologische Umbauprozessen, wie entzindliche Intima-Media-
Verdickungen verhindern kénnen (Mortsell, Malmqvist et al. 2007). Der ARB Valsartan wurde
daher genutzt, um entziindliche Prozesse, die bei der Hemmung von Neprilysin entstehen, zu

reduzieren, nicht jedoch die Arteriogenese zu modulieren.

Es ist bewiesen, dass es bei Patienten mit Herz-Kreislauferkrankung unter Verwendung von
ARB durch die Inhibition des RAS zur Reduktion von Entziindungen und oxidativem Stress
kommt (Ichiki, Labosky et al. 1995, Strawn und Ferrario 2002). Besonders die Symptome einer
Entzindung sind wichtige Parameter im Prozess der Arteriogenese. Des Weiteren wurde
nachgewiesen, dass es zur Reduktion der Zellproliferation kommt, wenn AT1R gehemmt wird.
Der AT1R ist verantwortlich fiir die Expression von verschiedenen Wachstumsfaktoren, wie
dem fibroblast-growth-factor und platelet-dervived growth factor (Ruiz-Ortega, Lorenzo et al.
2000, Behrendt und Ganz 2002, Zahradka, Werner et al. 2002). Sowohl im zerebralen
Arteriogenese Modell als auch unter Nutzung des ROP, wurde der ARB Candesartan
untersucht. In beiden Studien konnte die Hypothese, dass die Verabreichung eines ARB zu
einer Blockade des AT1R flihrt, welche eine Inhibition des kollateralen GefalRwachstums
ausldst, nicht bestatigt werden. Fir die zerebrale wie auch kardiale Arteriogenese wurde aber
ebenfalls kein positiver therapeutischer Effekt bei der Medikamentensubstitution von
Candesartan beobachtet (Gatzke, Hillmeister et al. 2018, Hillmeister, Nagorka et al. 2021). Mit
der Arbeit von Hillmeister et al (2021) konnte dann noch einmal im zerebralen 3-VO
Arteriogenesemodell bestatigt werden, dass ARB keine modulatorische Wirkungen

(Inhibierung oder Stimulierung) der Arteriogenese aufweisen (Hillmeister, Nagorka et al. 2021).

Bisher gibt es keine Studienergebnisse zum ARB Valsartan im koronaren
Arteriogenesemodell. Die Monotherapie mit Valsartan wird als Negativkontrolle in dieser
Dissertationsarbeit untersucht, um hervorzuheben, dass Sacubitril der ausschlaggebende
Wirkstoff fur die koronare Arteriogenese ist. Candesartan und Valsartan gehdren zur Gruppe
der kompetitiven / nicht kompetitiven Antagonisten, welche die Dosiswirkungskurve von

Angiotensin |l bei niedrigen Dosierungen parallel nach rechts verschieben und bei hdheren bis
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zur maximalen Dosis die Wirkung von Angiotensin unterdriicken kénnen (Inoue, Nakamura et
al. 1997). Unterschiede der Sartane Candesartan und Valsartan, bestehen in ihren
pharmakokinetischen Eigenschaften wie der Dissoziationshalbwertszeit, dem Zeitpunkt der
maximalen Plasmakonzentration, der Bioverfigbarkeit, der Plasmaeiweiflbindung, der
Wirkdauer, der Tagesdosis, den Verteilungsvolumen und der renalen Elimination (Ojima,
Inada et al. 1997, Dominiak 1999, Abrahamsson, Karp et al. 2000). Aufgrund der
beschriebenen Unterschiede der einzelnen Wirkstoffe war es unerlasslich, auch Valsartan als

Monotherapie in dieser Dissertation zu untersuchen.

5.2. Klinische Relevanz und therapeutischer Ausblick

Anhand dieser experimentellen Studie wurde erstmals die Wirkung eines ARNI auf die
Arteriogenese und insbesondere auf die koronare Arteriogenese, gezeigt. Dabei weisen die
Ergebnisse zum einen auf die Tatsache hin, Uber ARNI die koronare Arteriogenese
pharmakologisch beeinflussen zu kénnen und zum anderen bestarkt es die Annahme, dass
hier eine Modulation durch Anreicherung von Kininen und eine damit verbundene Aktivierung
der Bradykinin Rezeptoren erfolgt. Die genauen molekularen Mechanismen und mdgliche

Signaliibertragungen miussten hier noch im Detail untersucht werden.

Es ergeben sich aus dieser Arbeit also nun weitere interessante Forschungsfragen. Der
zugrundeliegende pharmakologische Mechanismus kénnte z. B. in genetischen gain-of-
function und loss-of-function (z. B. knock-out) Modellen an der Maus unter Anwendung von
ARNI weiter untersucht werden. So kann man genetische Veranderungen, die zu klinisch
relevanten Auspragungen fuhren, auf molekularer und zellularer Ebene untersuchen (Gomes,
Falcao-Pires et al. 2013). Fur einen solchen Forschungsansatz ware es am praktikabelsten,
wenn man ein geeignetes Arteriogenesemodell an der Maus verwenden wirde, da es in der
Ratte bisher nur wenige genetische Modelle gibt. Um den Bradykinin-Rezeptorsignal-Weg zu
identifizieren, sind Untersuchungen mit Bradykinin Rezeptor Agonisten und Antagonisten
erforderlich. Hierbei kdnnte der selektive Bradykinin-2-Rezeptorantagonist, HOE-140, sowie
der selektive Bradykinin-1-Rezeptorantagonist, H1950, genutzt werden, um die Versuchstiere
pharmakologisch zu beeinflussen. Diese Antagonisten wurden 2011 vorab erfolgreich von der
Forschungsgruppe um Prof. Buschmann im zerebralen Arteriogenesemodell genutzt. Dabei
wurde eine signifikante Reduktion der Arteriogenese bei der Nutzung des H1950
nachgewiesen und eine eingeschrankte Arteriogenese durch den HOE-140. Auch die Nutzung
des selektiven Agonisten Sar-(D-Phe8i-desArg8-Bradykinin konnte die zerebrale

Arteriogenese signifikant erhéhen (Hillmeister, Gatzke et al. 2011). Fir die vorgeschlagene
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experimentelle Studie ware es hilfreich, durch die Anwendung von selektiven Bradykinin-
Rezeptor-Antagonisten nachzuweisen, dass die Stimulation und Beschleunigung der

Arteriogenese Uber die Aktivierung der Bradykinin-Rezeptoren durch ARNI erfolgten.

Auch von Interesse ware es, transgene Rattenzichtungen in dem hier genutzten koronaren
Arteriogenesemodell einzusetzen. Dabei kénnte die Wahl auf die Tie2B1R transgene Ratte
fallen, die eine Uberexpression des BDK1R aufweist, sowie die VECDH-B2R transgene Ratte,
die eine Uberexpression des BDK2R zeigt (Rodrigues, Silva et al. 2013, Levy, Serra et al.
2017, Veronez, Maghsodi et al. 2019). Diese transgenen Zichtungen wurden von Prof. Dr.
Michael Bader (Max Delbriick Centrum fir Molekulare Medizin, Berlin Buch) und Kollegen
entwickelt, allerdings gibt es bisher wenige Studien, die iber die Nutzung dieser transgenen
Tiere berichten. Wiirden diese Tiere im ROP-Modell untersucht, konnte man sie in direkten
Vergleich zu denen mit den hier behandelten Rop_ARNI Tieren setzen. Dies wirde die Option
fur weitere spezifische Untersuchungen des Gefaflwachstums durch Immunhistologie und
Visualisierung durch die mikro-CT Technik ermoglichen. Generell lassen aktuelle
Forschungsfortschritte auf weitere vielfaltige transgene Kleintiermodelle hoffen, die den Weg

der Prifung fir neue Behandlungsstrategien bei Herzinsuffizienzpatienten erleichtern werden.

In meiner Dissertationsarbeit konnten bisher Komorbiditaten, die moglicherweise bei Patienten
mit einer Herzinsuffizienz auftreten, nicht beachtet werden. Von Interesse ist der Einfluss der
Komorbiditaten auf den Prozess der Arteriogenese, den Bradykinin Rezeptor-Signalweg und
den daraus folgenden Behandlungseffekt von ARNI. Zu den Komorbiditatsfaktoren zahlen
unter anderem das Alter der Patienten, Fettleibigkeit, arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus
oder auch eine renale Dysfunktion (Riehle und Bauersachs 2019). Diese Faktoren kénnen die
Entwicklung einer Herzinsuffizienz negativ beeinflussen. Daher wére es von grolem Interesse,
das in dieser Studie genutzte Modell, bei anderen zur KHK koexistenten Krankheitsbildern mit

Gefalpathologien zu nutzen, um dort den Effekt eines ARNI zu untersuchen.

So koénnte eine weitere Studie an diabetischen Zucker-Fettratten, die nicht funktionale
Leptinrezeptoren exprimieren und einen hohen Serumglukosespiegel aufweisen, stattfinden
(Clark, Palmer et al. 1983). Rocic, Chilian und Kollegen nutzten pradiabetische fettleibige
Zuckerratten in der Vergangenheit um, unter Anwendung des ROP, die Auswirkungen des
metabolischen Syndroms, das unter anderem durch Fettleibigkeit, endotheliale Dysfunktion
und oxidativen Stress charakterisiert ist, auf das koronare kollaterale Wachstum zu
untersuchen (Hattan, Chilian et al. 2007, Pung, Rocic et al. 2012). Weitere Optionen zum
Ausldsen von koexistenten Erkrankungen kdnnte ein diatetisches Behandlungsschema mit
einem Futter mit hohem Gesamtfettgehalt von bis zu 60 % genutzt werden, um eine
Insulinresistenz und einen Diabetes-Typ 2 auszulésen (Hintze, Benninghoff et al. 2018).

Weitere vielfaltige Moglichkeiten gibt beispielsweise auch die Nutzung der durch Inzucht der
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Sprague-Dawley  entstandene  Dahl-Ratte. = Diese  wurde  bisher haufig in
Herzinsuffizienzmodellen verwendet, um durch eine salzreiche Diat eine diastolische
Dysfunktion, Hypertonie und Herzinsuffizienz mit reduzierter Auswurffraktion zu stimulieren
(Inoko, Kihara et al. 1994). Die Optionen sind mittlerweile weitreichend und mussen je nach

Fragestellung mit Bedacht auf die 3 R gewahlt werden.

5.3. Limitierungen

Patienten leiden haufig an koexistenten Erkrankungen, die in diesem Arteriogenesemodell
nicht bertcksichtigt werden konnten. Das ist ein Limitierungsfaktor, der bei der Betrachtung
und Einordnung der Ergebnisse berlcksichtigt werden muss. Da mdgliche Vorerkrankungen
auch den Prozess der Arteriogenese beeinflussen konnen, bedarf es weiterer

Untersuchungen, um genaue Aussagen treffen zu kénnen.

Ein weiterer zu bedenkender Faktor ist die Gruppengrofle von je acht Tieren pro Gruppe,
welche nach bestem Wissen im Sinne der 3R gewahlt wurde, dennoch als kleine

Probandengruppe gewertet werden muss.

Des Weiteren ware von Nutzen, den hier erhobenen Befund, dass die koronare Arteriogenese
von ARNI signifikant erhdéht wird, durch vergleichende Bildgebung darzustellen. Zur
Visualisierung der standgefundenen Umbauprozesse ware eine angiographische Darstellung
des koronaren MikrogefaRsystems der kollateralen Arterien durchzufiihren. Hillmeister und
Kollegen fiihrten dies bereits zuvor erfolgreich in Studien am zerebralen Arteriogenesemodell
durch (Hillmeister, Gatzke et al. 2011, Duelsner, Gatzke et al. 2012).

Das genutzte ROP-Modell stellt einen hohen Anspruch an die Umsetzung, besonders wenn
es um eine mikrochirurgische Ubertragung auf eine noch kleinere Spezies wie die Maus geht.
Erste Berichte von Kollegen hinsichtlich der Nutzung eines ROP Mausmodell existieren,
allerdings ist die Umsetzung weiterhin problematisch (Wan, Chinchilla et al. 2017).
Wiunschenswert ware die Etablierung im Mausmodell, um den Vorteil von Zichtungen mit
einem genetischen Bradykinin Rezeptorverlust bzw. -gewinn nutzen zu kénnen. Zudem gilt die
Spezies Maus neben der Ratte als vorherrschende Nutzungsart in der experimentellen
Erforschung von Gefalerkrankungen aufgrund ihrer schnellen Reproduktionsrate,
verhaltnismagig erfolgreichen genetischen Manipulation und dem akzeptablen Zeitrahmen, in
welchen etwa Prozesse der Artherogenese stattfinden konnen (Emini Veseli, Perrotta et al.
2017).
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Auch bieten die hier prasentierten Befunde keine Auskunft Gber Erkenntnisse auf molekularer
Ebene. Die modulierende Wirkung von ARNI auf das KKS soll durch umfangreiche mRNA-
Analysen durch andere Mitglieder der Forschungsgruppe durchgefiihrt werden. Weiterfihrend
sind Studien auf Proteinebene sinnvoll. Dazu werden funktionelle Antikérper gegen
Zielmolekiile wie die Bradykinin Rezeptoren (BKB1R, BKB2R) bendtigt, welche zu diesem

Zeitpunkt nicht kommerziell verfligbar sind.
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6. Zusammenfassung

Herzinsuffizienzen, ausgeldst durch myokardiale Ischamien, gehdéren weltweit zu den
fihrenden Todesursachen des Menschen. Praventive MalRnahmen, um die Genese einer
Herzinsuffizienz nach einem Mpyokardinfarkt und schlussendlich das Ereignis eines
myokardialen Herztodes zu umgehen, werden laufend erforscht. Studien zeigten, dass
Patienten mit hochgradigen Verschlissen groRRer koronarer Hauptarterien, die ein
ausgepragtes koronares kollaterales Gefalinetz besitzen, eine bessere Prognose aufweisen
einen Myokardinfarkt zu Uberleben. Kollateralarterien kdnnen hierbei den Blutfluss im Falle

eines Myokardinfarktes in dem ischamischen Areal wiederherstellen.

Arteriogenese beschreibt das Wachstum von kleinen kollateralen Gefalen zu groferen
Leitungsgefalen. Ziel aktueller Forschung ist die therapeutische Stimulation der natirlichen
Arteriogenese. Die therapeutische Arteriogenese dient durch das Wachstum von biologischen
Bypassen hierbei als wichtiger kompensatorischer Mechanismus zur Pravention von
vaskularen Ischdmien. Vorherige Studien zeigten, dass die Erhéhung der
Bradykininkonzentration und die Reduktion des Abbaus von Kininen die Arteriogenese in der
Peripherie und im Gehirn positiv stimulieren. Ziel der vorliegenden Arbeit war zu untersuchen,
ob der Angiotensin-Rezeptor-Neprilysin-Inhibitor Entresto®, bestehend aus dem
pharmakologischen  Kombinationspraparat Sacubitrii  und Valsartan, in einem
Arteriogenesemodell am Rattenherz, durch die Anreicherung von Bradykinin die protektive

myokardiale Arteriogenese therapeutisch stimuliert.

Zu Beginn der Studie wurde das repetitiv-okkludierende Programm (ROP) etabliert, um das
koronare Kollateralwachstum im Herzen der Sprague-Dawley Ratte zu stimulieren. Dabei
wurde in der Initialoperation ein Ballonkatheter auf den Ramus interventricularis paraconalis
der Arteria coronaria sinistra implantiert. An den folgenden sieben Tagen I6ste die Inflation des
Katheters mit Luft, nach einem streng kontrollierten Programm, wiederholt eine kurzfristige
Okklusion der Arterie aus. Die Steuerung erfolgte mittels eines standardisierten
Computerprogramms. Nach sieben Tagen wurde in der Finaloperation durch permanente
Inflation des Okkluders ein Herzinfarkt ausgel6st, daraufhin erfolgte die Entnahme des
Herzens. Die Studie umfasste vier Versuchsgruppen. Alle Gruppen erhielten die
Initialoperation. Eine Gruppe (Rop) wurde danach an das repetitiv-okkludierende Programm
angeschlossen. Eine Gruppe diente als Kontrollgruppe und wurde nicht an das ROP
angeschlossen. Bei den anderen zwei Versuchsgruppen kam ebenfalls das ROP zur
Anwendung, zusatzlich erhielten die Gruppen eine unterschiedliche medikamentése Therapie.

Eine dieser Versuchsgruppen wurde mit dem kombinierten Angiotensin-Rezeptor-Neprilysin-
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Inhibitor Entresto®, die andere Gruppe mit dem Angiotensin-Rezeptor-Blocker Valsartan
behandelt. Die primare Endpunktmessung erfolgte durch die Ermittlung der kollateralen
Perfusion mittels Isotop-markierter Mikrospharen, die bei Initialoperation wie auch

Finaloperation injiziert wurden.

Nach siebentagiger Anwendung des repetitiv-okkludierenden Programms wurde festgestellt,
dass die mittlere kollaterale Perfusion in der Rop-Gruppe signifikant héher war, als in der
Kontrollgruppe. In der mit Valsartan behandelten Versuchsgruppe konnte, gegenlber der
ausschlieB3lich mit ROP behandelten Gruppe, keine zusatzliche Verbesserung der koronaren
Arteriogenese nachwiesen werden. Die zusatzlich mit dem Angiotensin-Rezeptor-Neprilysin-
Inhibitor Entresto® therapierte Gruppe zeigte, im Vergleich zu allen anderen

Versuchsgruppen, eine signifikant verbesserte kollaterale Perfusion.

Die vorliegende Studie beweist somit erstmalig, dass die Behandlung mit dem Angiotensin-
Rezeptor-Neprilysin-Inhibitor Entresto® durch eine beschleunigte Stimulation des kollateralen
GefaBwachstums zu einer deutlichen Verbesserung der kollateralen Perfusion flhrt.
Ausschlaggebend fiir die Wirkung von Entresto® konnte die Erhéhung bzw. Stabilisierung des
Bradykininspiegels sein. Diese geschieht aufgrund der Inhibition von Neprilysin, dem Enzym,
das fir den Bradykininabbau verantwortlich ist. Gleichzeitig dient Valsartan als Modulator der
Blutdruckregulation, um mdglichen Uberschieflienden Effekten eines Neprilysin-Inhibitors
entgegenzuwirken. Es wird deutlich, dass der aufgezeigte pharmakologische Mechanismus,
welcher durch die Behandlung mit Entresto® ausgel6st wird, als praventiv-medikamentose
Behandlungsoption einen hohen klinischen Nutzen bei Herzinsuffizienz und Myokardinfarkt

haben kann.
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6.1. Summary

Investigation of the effect of angiotensin receptor neprilysin inhibitors (ARNI) on

collateral artery growth in the coronary arteriogenesis model of the rat.

Heart failure triggered by myocardial ischemia is one of the leading causes of human death
worldwide. Research into preventive measures to avoid the development of heart failure after
myocardial infarction and ultimately the event of sudden cardiac death has been ongoing for
many years. Studies have shown that patients with high-grade occlusions of large coronary
arteries with a distinct coronary collateral vascular network have a better prognosis to survive
myocardial infarction, since collateral arteries can restore blood flow in the ischemic area in

the case of myocardial infarction.

Arteriogenesis describes the growth of small collateral blood vessels into larger conducting
blood vessels. Current research aims to stimulate natural arteriogenesis by various therapeutic
measures. Therapeutic arteriogenesis serves as an important compensatory mechanism for
the prevention of vascular ischemia through the growth of biological bypasses. Previous
studies showed that increasing bradykinin concentration and reducing kinin degradation
positively stimulate arteriogenesis in the periphery and brain. The aim of the dissertation at
hand was to investigate whether the angiotensin receptor/ neprilysin inhibitor Entresto®,
consisting of the pharmacological combination preparation sacubitrii and valsartan,
therapeutically stimulates protective myocardial arteriogenesis in a rat heart arteriogenesis

model by enhancing bradykinin.

At the start of the study, the repetitive-occluding program (ROP) was established to stimulate
coronary collateral growth in the heart of the Sprague-Dawley rat. To achieve this, a balloon
catheter was surgically implanted on the ramus interventricularis paraconalis of the coronary
sinistra artery. Over the next seven days, the catheter was repeatedly inflated with air following
a tightly controlled schedule, each time triggering the short-term occlusion of the artery. This
procedure was monitored by a standardized computer program. After seven days, myocardial
infarction was triggered by the permanent inflation of the occluder during the final surgery,
which was followed by the removal of the heart. The study included four experimental groups.
All groups received the initial operation. One group (Rop) was then connected to the repetitive-
occluding program. One group served as a control group and was not connected to the ROP.
The other two experimental groups also used the ROP, and in addition, the groups received
different drug therapies. One of these experimental groups was treated with the combined
angiotensin receptor-neprilysin inhibitor Entresto®, whereas the other group was treated with
the angiotensin receptor blocker valsartan. The primary end-point measurement was
performed by determining the collateral perfusion using isotope-labeled microspheres injected

during both the initial and final surgery.
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Zusammenfassung

After using the repetitive-occluding program for seven days, the mean collateral perfusion was
found to be significantly higher in the ROP group than in the control group. In the experimental
group treated with valsartan, no additional improvement in coronary arteriogenesis could be
detected compared with the group treated with ROP alone. The group additionally treated with
the angiotensin receptor/neprilysin inhibitor Entresto® showed a significantly improved

collateral perfusion compared with the other experimental groups.

Thus, the study at hand proves for the first time that treatment with the angiotensin receptor/
neprilysin inhibitor Entresto® leads to a marked improvement in collateral perfusion by
accelerating the stimulation of collateral vessel growth. Crucial to the effect of Entresto® may
be the increase or stabilization of bradykinin levels. This occurs due to the inhibition of
neprilysin, the enzyme responsible for bradykinin degradation. At the same time, valsartan
serves as a modulator of blood pressure regulation to counteract possible exaggerated effects
of a neprilysin inhibitor. The demonstrated pharmacological mechanism triggered by Entresto®
treatment may have a high clinical benefit as a preventive drug treatment option in heart failure

and myocardial infarction.
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