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1. EINLEITUNG

1.1. Der biologische Bypass

Stenosierende Kkardiovaskuldre Erkrankungen gehdren zu den haufigsten Todesursachen in
Deutschland und anderen Industrienationen ** ¢ 192 Aktuelle Therapieansétze der koronaren
Herzkrankheit (KHK) umfassen neben der Forderung eines gesundheitsbewussten und korperlich
aktiven Lebensstils die medikamentése und invasive Therapie. Die medikamentdse Therapie
besteht in der pharmakologischen Senkung des Sauerstoffverbrauchs minderversorgter
Funktionsareale. Dabei kommt es aber durch die Senkung des myokardialen Energieumsatzes zu
einer Reduktion der Herzfunktion. Die invasive Therapie zielt darauf ab, hdmodynamisch
relevante Gefalleinengungen oder -verschlisse zu er6ffnen (perkutane Ballonangioplastie) oder
operativ zu umgehen (Bypass-Operation), um so eine ausreichende Perfusion herzustellen *2. Die
Limitation der Methoden liegt jedoch in der Pathophysiologie der chronisch progredienten,

4 und

atherosklerotischen GeféaRerkrankung, die in bis zu 1/3 der Félle zu Restenosen
Verschliissen der erkrankten Konduktanzarterien und der Bypasse fuhrt. Hinzu kommt, dass die
konventionellen Revaskularisationsverfahren bei langstreckigen und diffusen, hohergradigen
Stenosierungen, bei schmalkalibrigen Gefaen und bei Obstruktion der Endstrombahn keine

langfristige Therapieoption darstellen *2.

Eine potentielle Therapiealternative, die in den vergangenen Jahren Gegenstand intensiver
Forschung war, stellt die Induktion eines ,,biologischen Bypasses“ dar. Seit langem ist bekannt,
dass Patienten mit einer ischamischen Gefallerkrankung dazu neigen, natiirliche Bypasse, d.h.
Kollateralen, die die Stenose oder den Verschluss umgehen, auszubilden  * % Klinische
Studien zeigten, dass Patienten mit einem \erschluss einer Koronararterie keine oder nur
minimale Symptome aufweisen, wenn Kollateralen vorhanden sind. Kollateralen waren mit
einem niedrigerem Risiko, ein linksventrikuldres Aneurysma zu entwickeln, einer besseren
linksventrikularen Funktion, einer hoheren Uberlebensrate nach einem Myokardinfarkt und einer
kleineren  Infarktausdehnung  assoziiert 2. Die therapeutische  Stimulation von
Kollateralwachstum stellt daher eine interessante Behandlungsoption von stenosierenden,
kardiovaskuldaren Erkrankungen dar. Um einen solchen Ansatz zu entwickeln, ist es wichtig, die
Mechanismen des Wachstums von GeféRen im Allgemeinen und von Kollateralgefalien im

Speziellen zu analysieren *°.
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1.1. Formen des GefaRwachstums

Die Bildung eines Netzwerkes von GeféRen ist eine wesentliche Voraussetzung fiir die
Versorgung und das Wachstum von Geweben und Organen. Es werden drei unterschiedliche
Formen der GeféaRbildung (Vaskularisierung) unterschieden: Vaskulogenese, Angiogenese und

Arteriogenese X °.

1.1.1. Vaskulogenese

Die Vaskulogenese beschreibt den Entwicklungsprozess eines primitiven, priméren Netzwerkes
aus Endothelvorlauferzellen (pluripotente Angioblasten) ™. Sie stellt den ersten morphologischen
Prozess von Gefalentwicklung dar und findet zu einem frihen Zeitpunkt wéhrend der
Embryogenese statt. Das kardiovaskuldare Organsystem ist das erste, das wahrend der

2. Hamangioblasten formen im Dottersack

Embryonalentwicklung ausgebildet wird ™
Zellgruppen, deren innere Zellpopulation sich zu hdmatopoetischen Vorlduferzellen und deren
4uRere sich zu undifferenzierten Angioblasten entwickeln 2 ™ "2, Letztere differenzieren sich
unter anderem unter dem Einfluss von Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) und Basic
Fibroblast Growth-Factor-2 (bFGF-2) zu Endothelzellen ** und bilden ein primitives Netzwerk,
das von glatten Muskelzellen (Smooth Muscle Cells (SMC)) umlagert und so stabilisiert wird "%,
Die Weiterentwicklung in ein komplexes Geféal3system erfolgt mit dem Einsetzen des Blutflusses

durch Angio- und Arteriogenese.

Neuere Studien ergaben, dass Vaskulogenese auch postnatal, zum Beispiel beim
Tumorwachstum, vorkommen kann. Aus dem Knochenmark mobilisierte Angioblasten
differenzieren sich dabei im Tumor zu Endothelzellen und werden in die Wand von wachsenden

Kapillaren eingebaut **.

1.1.1. Angiogenese

Angiogenese ist definiert als das Aussprossen von neuen Kapillaren aus praexistenten Gefallen

oder als Teilung einer Kapillare in zwei gleich starke neue GefaRe (intussusception), welche neue

27, 71

kapillare Netzwerke bilden . Kapillaren bestehen aus Roéhren von Endothel, denen

2
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zusatzliche Wandstrukturen, wie glatte Muskelzellen, Adventitia oder andere stabilisierende
Strukturen oder Zellen fehlen. Hauptstimulus der Angiogenese ist die Hypoxie im umliegenden
Gewebe, wie sie z.B. beim Myokardinfarkt entsteht *> > % Diese filhrt zur Aktivierung von
Hypoxie induzierten Transkriptionsfaktoren (HIFs), die die Expression vieler angiogener
Faktoren induzieren: VEGF fuhrt zur Proliferation von Endothelzellen und gesteigerter
GeféaBpermeabilitat, Nitric Oxide Synthase (NOS) zur Vasodilatation, Platelet-derived Growth
Factor (PDGF), Angiopoetin-2, Transforming Growth Factor-Beta (TGF-p), Fibroblast Growth
Factor (FGF) und Hepatocyte Growth Factor (HGF) *°. Lokal freigesetzte Wachstums- und
Entzundungsfaktoren bewirken eine Vasodilatation, gesteigerte Geféal3permeabilitdt und
Akkumulation von Monocyten, die wiederum weitere Wachstumsfaktoren und

Entziindungsmediatoren sezernieren » 3" “¢,

Das Aussprossen von Kapillaren fuhrt zur Zunahme der Kapillardichte, wahrend gleichzeitig der
Raum zwischen benachbarten Kapillaren reziprok abnimmt. Da Sauerstoff nur tber eine kurze
Distanz diffundieren kann, steigert die Angiogenese die Durchblutung des hypoxischen Gewebes

und sichert das lokale Sauerstoff- und Nahrstoffangebot **.

Im adulten Organismus findet Angiogenese sowohl unter physiologischen als auch
pathologischen Bedingungen statt: in den weiblichen Geschlechtsorganen wahrend des
Ovarialzyklus, bei der Wundheilung, beim Tumorwachstum *° bei der proliferativen

Retinopathie, Psoriasis, Haemangiomen und Arteriosklerose *.

1.1.2. Arteriogenese

Arteriogenese beschreibt den aktiven Wachstumsprozess von préexistententen kollateralen
Anastomosen zu funktionell bedeutsamen KonduktanzgefaRen # ** %8 Nach der Okklusion
eines HauptgefaBes stellen kleine, praexistente arterioldre Anastomosen, die einen
Innendurchmesser von 30—50 pum haben *?, die einzige Verbindung zwischen dem praokklusiven
Hochdruckgebiet und poststenotischen Tiefdruckgebiet dar (Abb. 1). Es entsteht so ein steiler

Druckgradient tiber diesen biologischen Bypéssen.
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Gefalverschluss

Abb. 1 — Das Prinzip der Arteriogenese, modifiziert nach Heil und Schaper *

Nach dem Gesetz von Hagen-Poiseuille fir laminare Strdmung, nach dem sich der
Volumenstrom V proportional zur vierten Potenz des Radius r verandert, fiihren bereits kleine

Anderungen im GefaRdiameter zu einer wesentlichen Veranderung des Blutflusses.

4 3
nr*dp [m

=5 lp [—] Hagen- Poiseuille ‘sches Gesetz fiir laminare Stromung in Gefdjfen
n S

V: Volumenstrom, r: Innenradius des GefaRes, Ap: Druckdifferenz zwischen Anfang und Ende

des Gefalies, n: Viskositat des Blutes, [: Lange des Gefalies
Je hoher der Widerstand im GefaR durch die Abnahme des GefaRradius ist, desto kleiner wird die

Konduktanz (G) des GefaRes. Die Konduktanz eines GeféalRes beschreibt die Abhéngigkeit des

Blutflusses vom Perfusionsdruck und ist definiert als:
cm5 el
= — [N—S] Definition der Konduktanz

R: GefaBwiderstand, V: Volumenstrom, Ap: Druckdifferenz

So bedingt eine Verengung des GefaRquerschnitts um 10% einen Rickgang des Blutflusses um
ca. 34%, der nur durch eine Steigerung der Druckdifferenz um ca. 52% kompensiert werden

kann. Da die arterioldren Anastomosen die gesamte Blutversorgung des HauptgefaRes

4
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ubernehmen, erhoht sich in ihnen die Durchflussgeschwindigkeit des Blutes und verschiedene
physikalische Krafte wirken auf die GefaBwand ein.

Die wichtigste Kraft ist die Schubspannung, die die Scherung des Blutes an der GefalRwand

darstellt. Nimmt man eine Newton‘sche Fliissigkeit an, ist die Schubspannung (t) definiert als:

__4nv

N -
3 F] Definition der Schubspannung

72 Schubspannung, n: Viskositét des Blutes, V: Volumenstrom, r: Innenradius des GefaRes

Die Schubspannung verhélt sich also direkt proportional zur Geschwindigkeit des Blutflusses
und reziprok zum Radius. Bereits der Anatom Thoma erkannte vor tber 100 Jahren den
Zusammenhang zwischen dem Radius eines Gefdlles und der Stromungsgeschwindigkeit des
Blutes . Eine Veranderung dieses Verhaltnisses fuhrt entweder zu Wachstum oder Atrophie .
Gefale passen sich also dem Blutfluss in ihnen an, um die Schubspannung, die in ihnen auftritt,

zu optimieren ®

. Die Schubspannung gilt heute als wichtigste Kraft zur Induktion und
Stimulation von Arteriogenese ** 1% 414552 Andere physikalische, Druck abhangige Krafte, wie
circumferentielle, radiale und longitudinale Wandspannung, spielen eine untergeordnete

Rolle 8,

Die Schubspannung aktiviert die Endothelzellen in der GefdRwand, was zur Expression von
Adhasionsmolekulen, wie Intercellular Adhesion Molecule-1 und 2 (ICAM-1/2) und Vascular
Cell Adhesion Molecule-1 (VCAM-1) ** und Zytokinen, wie Monocyte Chemoattractant
Protein-1 (MCP-1), flihrt. Leukozyten, v.a. Monocyten, werden angelockt, lagern sich an das
Endothel an und transmigrieren. Nach Invasion in die Kollateralgefalwand differenzieren sich
die Monocyten zu Makrophagen und sezernieren diverse Faktoren. Dies sind zum einen
Zytokine, wie u.a. der Tumornekrosefaktor TNFa, der die Tunica media des Gefalies zerstort und
ein lokalinflammatorisches, perivaskuléres Milieu schafft, in dem durch MCP-1 weitere
Monocyten angelockt werden, TGF-B, das wiederum weitere Wachstumsfaktoren frei-
setzt (PDGF, bFGF), die als endotheliales Mitogen wirken ‘%, und Granulocyte Macrophage
Colony-stimulating Factor (GM-CSF), der die Lebensdauer von Monocyten verlangert ** *°.
Zum anderen werden Gewebe abbauende Proteasen, wie Plasminogenaktivator vom

Urokinasetyp (u-PA) und Matrixmetalloproteinasen (MMPs) sezerniert, die die extrazelluldre

5
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Matrix um die wachsenden Kollateralen herum abbauen und so einen Raum flr das
proliferierende KollateralgefaR schaffen % 2!, Die das Gefa® umgebenden endothelialen Zellen,
glatten Muskelzellen und Fibroblasten werden in der Folge stimuliert, beginnen zu proliferieren
und das GefaR zu vergroRern *°. Nach dem Hagen-Poiseuille'schen Gesetz reichen bereits kleine
Anderungen des GefaBdurchmessers eines praexistenten GefaRes aus, um relativ schnell den

\erschluss eines Gefélles zu kompensieren.

Arteriogenese hat eine hohe klinische Relevanz, da sie den effektivsten und physiologisch
wichtigsten Mechanismus zur Kompensation eines GefaBverschlusses darstellt 2*. Arteriogenese
ist aber nicht nur auf pathophysiologische Situationen beschrénkt, sondern spielt auch unter
physiologischen Bedingungen eine wichtige Rolle: Der erhéhte Blutbedarf im wachsenden
Uterus wahrend der Schwangerschaft wird durch den arteriogenen Umbau uteriner Arterien

gewahrleistet. Nach der Schwangerschaft nehmen diese GefaRe im Umfang wieder ab .

1.1.3. Vergleich von Arteriogenese und Angiogenese

Die Unterscheidung zwischen Angiogenese und Arteriogenese ist entscheidend, da nur
Arteriogenese geeignet ist, einen biologischen Bypass zu entwickeln. Dies sollen folgende drei

Uberlegungen zeigen:

1. Beide Prozesse finden raumlich getrennt, aber zeitlich parallel statt. Angiogenese lauft in
den von Ischamie betroffenen hypoxischen Gebieten distal der GefaRokklusion ab,
Arteriogenese weiter proximal in nicht-ischdmischen Gebieten, um die Okklusion
herum ..

2. Die zunehmende Anzahl an Kapillaren in der Ischdmieregion kann den Blutfluss zum
hypoxischen GefélRgebiet nicht signifikant steigern, wenn die limitierende Struktur
stromaufwarts liegt. Dies wurde in klinischen Studien belegt, in denen therapeutisch
induzierte Angiogenese zwar zu einer signifikanten Zunahme der Kapillardichte, aber
nicht der Gewebsperfusion gefiihrt hat X%,

3. Nach dem Hagen-Poiseuille'schen Gesetz ware, um den Blutfluss einer grof3en
Konduktanzarterie zu ersetzen, ein Kapillarbett nétig, dessen Ausmal® das umliegende
Funktionsgewebe vollstdndig verdrangen wirde. Hamodynamisch ist es daher ginstiger,

den Durchmesser einer bereits bestehenden Arteriole zu vergréRern 2,

6
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Die drei wichtigsten Unterschiede zwischen Arteriogenese und Angiogenese sind: Arteriogenese
wird induziert Gber biomechanische Kréfte, ist unabhdngig von Ischdmie und Hypoxie und ist

abhangig von zirkulierenden Monocyten ** 1.

1.2.  Definition und Einteilung von Kollateralen

Schaper fiihrt in seinem Buch ,,The collateral circulation of the heart™ aus, dass Verbindungen
zwischen den Asten der Koronararterien, die groBer als Kapillaren sind, entweder Anastomosen
oder Kollateralen genannt werden wirden. Wéhrend deutsche Autoren sich in ihrer Nomenklatur
nach Spalteholz ® gerichtet hatten, der Kollateralen als arterielle Verbindungen zwischen den
Asten derselben Koronararterie, Anastomosen als Verbindungen zwischen den beiden
Koronararterien bezeichnete, wirde die anglo-amerikanische Literatur diese beiden Worter
synonym gebrauchen . Nach Schaper wird sich die vorliegende Arbeit nach dem anglo-

amerikanischen Sprachgebrauch richten.

Nach Rockstroh konnen vier Typen von koronaren Kollateralen nach ihrer Lokalisation
unterschieden werden: interatriale, interkoronare, intraseptale und Briickenkollateralen ™.
Interatriale Kollateralen anastomosieren die GefaRe der Vorhofe. Interkoronare Kollateralen sind
\erbindungen zwischen zwei verschiedenen Koronararterien. Intraseptale Kollateralen, die auch
intrakoronar genannt werden, sind Gefalie, die eine Verbindung zwischen Segmenten derselben

78

Koronararterie herstellen . Der Begriff Brickenkollaterale bezeichnet eine intrakoronare

Kollaterale, die kurzstreckig eine Stenose oder einen Verschluss Gberbriickt.

1.3. Kollateralen im Schweineherzen

In der Literatur wird kontrovers diskutiert, ob es préexistente Anastomosen im nativen
Schweineherzen gibt. Vastesaeger et al. meinten, dass die Existenz von Anastomosen im
Schweineherzen unzweifelhaft sei (sie sahen in 85% der Schweineherzen Anastomosen) %,
wobei Bellman et al. ihnen beipflichtete °. Robbins et al. beobachteten in 75% der von ihnen
untersuchten Herzen Anastomosen %, Lumb et al. in 70% ® und Rodrigues et al. in allen ™.

Schaper dagegen stellte fest, dass es ihm schwer falle, Anastomosen zu finden “® und Blumgart et

al. fanden bei ihren Untersuchungen nur &uBerst selten Anastomosen (in einem von 44
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Schweinen) . Zoll et al. entdeckten sie in nur 2 von 134 untersuchten Schweineherzen %, Paul
et al. nur in 3 von 161 Schweineherzen ®. Heil et al. verneinten ihre Existenz ganz **. Wenn
Anastomosen beim Schwein identifiziert wurden, wurden sie als stark vergroRerte Kapillaren
beschrieben, die die Funktion von Kollateralen tbernehmen kénnten. Die Kapillaren bleiben

aber diinnwandig, da sie keine glatten Muskelzellen rekrutieren kdnnen 3% 83 %,

Es gibt verschiedene Vermutungen darlber, worauf die widerspruchlichen Befunde
zurlickzufuhren sind: Die Ursache konnte einerseits in den verschiedenen Schweinerassen liegen,
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die verwendet wurden °°, andererseits in der unterschiedlichen, angewandten Methodik zum

GefaRnachweis 2.

Die meisten experimentellen Studien in der Arteriogeneseforschung werden an Kleintieren
durchgefihrt. Die Ergebnisse dieser Studien sind nicht direkt auf den Menschen (ibertragbar, da
einerseits durch die GrolRe der GeféRe der Arteriogeneseprozess beim Menschen langer dauert
und andererseits die praexistente Kollateralisierung sich unterscheidet 2. Das Schwein hingegen
ist zur Untersuchung des Arteriogeneseprozesses gut geeignet, da es in seinem schwach

ausgebildeten, koronaren kollateralen Netzwerk dem Menschen sehr ahnlich ist 1%,

1.4. Briuckenkollateralen

In Studien wurden Briickenkollateralen in chronischen Verschliissen der Koronararterien 3% 77 %4,

22, 55, 65 1 99

der A. carotis interna , der Aorta abdominalis =~ und der peripheren GeféRe
nachgewiesen. Am Herzen stellen nach Cosby et al. Briickenkollateralen einen Schutz gegen
ausgepragte myokardiale Nekrose nach chronischem GefaRverschluss dar, die vor allem bel
Patienten mit Angina pectoris ohne einen Myokardinfarkt gesehen werden . Obwohl
Brickenkollateralen ein h&aufiges Phanomen sind, sind ihr Ursprung und ihre

Entwicklungsdynamik immer noch unklar.

In diesem Zusammenhang konnten Vasa Vasorum (VV) eine wichtige, aber bis jetzt noch nicht
vollstdndig verstandene Rolle spielen. VV sind funktionelle Endarterien mit einer
baumahnlichen Struktur, wobei der Stamm arteriolar ist, die Aste kapillar sind. Praexistente
arteriolare Anastomosen verbinden die VV miteinander *°. V'V werden eingeteilt in Vasa
Vasorum interna (VVI), die vom Gefalilumen entspringen, Vasa Vasorum externa (VVE), die von
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grolRen Gefaldasten entspringen und vendsen Vasa Vasorum (VVV), die die arteriellen VV
drainieren . AuBerdem klassifizierten Kwon et al. VV nach ihrer Ausrichtung zum HauptgefR
in zwei unterschiedliche Typen: VYV, die longitudinal, parallel zum Hauptgefal3 verlaufen (Typ 1)

und VV, die zirkumferentiell um das HauptgefaR herum verlaufen (Typ 2) .

VV haben unterschiedliche Funktionen: Sie versorgen die Adventitia und den &uReren Teil der
Media von GefaBen > 0.5 mm im Durchmesser mit Sauerstoff > ®. Ihre Rolle in der Pathogenese
der Arteriosklerose ® 2% °" % der Hypertension °* und nach perkutaner Angioplastie 2* > %8 76
wird diskutiert. Aullerdem nehmen VV bei einem chronischen GefaRverschluss an der
Kollateralisierung teil % ** ® Die Vermutung liegt daher nahe, dass sich Briickenkollateralen
durch Arteriogenese aus VV entwickeln 3> “°. Diese Hypothese konnte bis heute nicht bewiesen
werden. Ein vertieftes Wissen tber die Entwicklung von Briickenkollateralen kénnte wichtige
Klinische Implikationen fiir die Therapie der peripheren arteriellen Verschlusskrankheit und der
koronaren Herzkrankheit haben, zum Beispiel durch die therapeutische Stimulation von

Arteriogenese.

1.5. Zielsetzung der Arbeit

Der biologische Bypass stellt eine aussichtsreiche Behandlungsalternative bei der Therapie von
stenosierenden, kardiovaskuldren Erkrankungen dar. Seit vielen Jahrzehnten wird daher intensiv

an dem physiologischen Prozess der Arteriogenese geforscht.

Ziel der Arbeit ist die Etablierung eines Groftiermodells, in dem unter ahnlichen Bedingungen
wie beim Menschen die Arteriogenese erforscht werden kann. Voraussetzung dafir ist zunéchst
die Etablierung einer Bildgebung, die prédexistente Kollateralen darstellen und den
Entwicklungsprozess von Kollateralen durch Arteriogenese abbilden kann. In der vorliegenden
Arbeit werden daher die Methode der Korrosionspraparate und die postmortale Angiographie in

Verbindung mit der Stereoskopie etabliert (1. Teil).

Weiterhin muss die Frage geklart werden, ob es im Schweineherzen (iberhaupt praexistente
Anastomosen gibt. Wenn dies bestéatigt wird, soll geprift werden, ob es zum Kollateralwachstum
durch Arteriogenese nach Induktion einer GefaRokklusion kommt, in welchen Schritten die
Kollateralisierung im Schwein ablduft und welche GeféaRe vornehmlich rekrutiert werden. Die

9
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GefalRokklusion wird in dieser Studie mit Hilfe eines minimal-invasiv in die linke Koronararterie

implantierten Kupferstents induziert (I1. Teil).

AnschlieBend soll die Hypothese gepruft werden, ob sich Brickenkollateralen aus VV
entwickeln. Um die Wachstumsdynamik von Brickenkollateralen darzustellen, wird ihre
zeitliche Entwicklung im Zeitverlauf Uber 12 Tage analysiert und mit Hilfe der
Immunhistochemie  quantifiziert. AbschlieBend soll der histologische Aufbau der

Briickenkollateralen untersucht werden (I11. Teil).

Nach der Etablierung der Methode zum Nachweis von Kollateralen am Anfang der Arbeit wird
die Bewertung der Methode und des Tierexperimentes in Hinsicht auf ihre Eignung in der

Arteriogeneseforschung den Abschluss der Arbeit bilden (1V. Teil).
Zusammenfassend liegt dieser Arbeit folgende Zielsetzung zu Grunde:
1. Methodenetablierung zur Herstellung von Korrosionspréparaten und Anfertigung
postmortaler Angiographien in Verbindung mit der Stereoskopie zur Darstellung von

Kollateralen am Schweineherzen.

2. Nachweis préaexistenter Kollateralen im Schweineherzen, Induktion der Arteriogenese im

Tierexperiment und Analyse der Kollateralisierung im Schweineherzen.

3. Ursprung, zeitlicher Entwicklungsverlauf und Histomorphologie von Briickenkollateralen

im Schweineherzen.

4. Bewertung der Methode und des Tierexperiments am Schwein in Hinsicht auf ihre

Eignung in der Arteriogeneseforschung.
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2. MATERIAL UND METHODEN

I. Teil: Methodenetablierung zur Herstellung von Korrosionspraparaten und

Anfertigung postmortaler Angiographien in Verbindung mit der Stereoskopie

2.1. Tiermaterial

Fur die Etablierung der postmortalen Kontrastmittelperfusion und der Herstellung von
Korrosionspraparaten wurden Herzen von Schlachthofschweinen (Teltow-Ruhlsdorf, Berlin)
verwendet. Die Etablierung stereoskopischer Aufnahmen mit Hilfe der Mammographietechnik

erfolgte mit Herzen der Versuchstiere aus dem Il. und I11. Teil der Studie.

2.2. Postmortale Kontrastmittelperfusion

Insgesamt  wurden zur Methodenetablierung 34  Schweineherzen  postmortal — mit
Rontgenkontrastmittel (KM) perfundiert. Es  wurden  vier  unterschiedliche
Kontrastmittel eingesetzt, drei Bariumsulphat-Kontrastmittel (26 Herzen) und ein Bismuth-

Kontrastmittel (8 Herzen).

Nach Versuchen zur Etablierung des Versuchsaufbaus und der Versuchsdurchfiihrung wurden
folgende Parameter fiir jedes Kontrastmittel eingestellt:

Zeitpunkt der Perfusion (vor oder nach Lésen des Rigor mortis am Herzen)
Perfusionsdruck

Dauer der Perfusion

A e

Reihenfolge der Perfusion (Perfusion aller Koronararterien gleichzeitig oder

nacheinander)

11
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2.2.1. Versuchsaufbau 1-3

Insgesamt wurden drei Versuchsaufbauten untersucht. Im Grundaufbau waren alle verwendeten
Perfusionssysteme &hnlich. Unterschiede gab es im Mechanismus zur Einstellung des
Perfusionsdrucks und in Vorrichtungen zum Entluften des Systems. Zuerst wird auf die

Gemeinsamkeiten eingegangen, anschlieBend werden die Versuchsaufbauten in ihren

Unterschieden getrennt vorgestellt.

Abb. 2 — Versuchsaufbau 3

1: Heizplatte, 2: Topf, 3: Manometer, 4: Hahn zur Einstellung des Perfusionsdrucks, 5: Hahn zur
Einstellung der Luftzufuhr, 6: 250 ml-Flaschen fir Kontrastmittel oder 0.9%-iges NaCl, 7: Drei-
Wege-Hahn-Bank, 8: Heidelberger Verlangerung, 9: 3-Wege-Hahn zur Entluftung,

10: Schweineherz mit Knopfkandilen

Allen Versuchsaufbauten gemeinsam war die Perfusion des Schweineherzens in einem mit
ca. 10 I, 40-50° C warmem Wasser geftllten Topf (Abb. 2 — 2). Die Wassertemperatur wurde mit
einer Heizplatte (Abb. 2 — 1) eingestellt und kontinuierlich mit einem Thermometer gemessen.

Das Perfusionssystem bestand aus zwei 250 ml-Flaschen (Abb. 2 — 6), in die Uber je einen
zufuhrenden Schlauch Pressluft gelangte. Der in die Flasche flihrende Schlauch endete nach
3 cm im Flaschenhals. Ein ableitender Schlauch aus jeder Flasche flihrte den Flascheninhalt, eine
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0.9%-ige NaCl-Losung (Merck KGaA) oder ein KM, vom Boden der Flasche zu einer Drei-
Wege-Hahn-Bank (Smiths Medical Deutschland GmbH) (Abb. 2 - 7), die Uber
Kunststoffschlauche  (Heidelberger ~ Verldngerungen,  Smiths  Medical  Deutschland
GmbH) (Abb. 2 — 8) mit je einer Knopfkanile (Abb. 2 — 10) verbunden waren.

Die beiden Schlduche, die die Pressluft in die Flaschen leiteten, fiihrten zu einem gemeinsamen
Drei-Wege-Hahn (Carl Roth GmbH) (Abb. 2 — 5). So konnte die Pressluftzufuhr zu den beiden
Flaschen eingestellt werden. Uber ein T-Stiick im Schlauchsystem war ein Barometer (B. Braun
Melsungen AG) (Abb. 2 — 3) an das Perfusionssystem angeschlossen.

Folgende Versuchsaufbauten kamen zum Einsatz:

Versuchsaufbau 1:

Bei dem Versuchsaufbau handelte es sich um ein geschlossenes System. Die Pressluft wurde
uber ein zweischenkliges System zum einen direkt zum Barometer, zum anderen zu den KM-

Flaschen geleitet.

Versuchsaufbau 2:

Bei dem Versuchsaufbau handelte es sich um ein offenes System. Die Pressluft wurde tber ein
dreischenkliges System zum Barometer, zu den KM-Flaschen und zu einem offen endenden

Schlauch geleitet.

Versuchsaufbau 3:

Bei dem Versuchsaufbau handelte es sich um ein halb offenes System. Die Pressluft wurde iber
ein dreischenkliges System zum einen zum Barometer, zum anderen zu den KM-Flaschen sowie
zu einem Schlauch geleitet, dessen Offnungslumen mit einem Hahn (B. Braun Melsungen
GmbH) (Abb. 2 — 4) eingestellt wurde. Vor jeder Knopfkaniile befand sich ein Drei-Wege-
Hahn (B. Braun Melsungen GmbH) (Abb. 2 — 9), Uber den die zufiihrende Heidelberger

Verlangerung vor der Perfusion entluftet werden konnte.
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2.2.2. Versuchsdurchfihrung

Nach der Organentnahme wurden die Herzen von Blutresten gereinigt und die Koronararterien
mit einer Losung (300 ml 0.9%-iges NaCl und 5000 IE Heparin (Heparin-Rotexmedica,
Rotexmedica GmbH)) gespult. Anschlielend wurden die linke Koronararterie (Left Coronary
Artery, LCA), der Ramus circumflexus (RCX), der beim Schwein sehr weit proximal von der
LCA abgeht und die oft zusammen aus einem gemeinsamen Ostium entspringen, und die rechte
Koronararterie (Right Coronary Artery, RCA) kurz hinter ihrem Abgang aus der Aorta ascendens
aufgesucht, frei préapariert, jeweils eine Knopfkanile tber die Ostien in die Koronararterien
eingebunden und mit dem Perfusionssystem verbunden. Das Herz befand sich wéhrend der
Perfusion im Wasserbad. Die Perfusion erfolgte je nach Versuchsaufbau unterschiedlich. Sie wird

deswegen fur jeden Versuchsaufbau im Einzelnen beschrieben (s.u.).

Im Allgemeinen setzt sich die Perfusion aus zwei Schritten zusammen: einer Perfusion der LCA,
des RCX und der RCA mit je 200 ml 0.9%-iger NaCl-Ldsung (so genannte ,,Vorperfusion) und
einer Perfusion mit verschiedenen Kontrastmitteln. Die Vorperfusion erfullt zwei Aufgaben:
erstens dient sie der Entliftung des Perfusionssystems, damit die zuftihrenden Leitungen luftleer
sind und wahrend der Perfusion keine Luft in die Koronararterien gelangt und dort als Luftblase
GefaBe obstruiert, zweitens spilt sie die Koronararterien frei von intravasalen Resten an

Blutbestandteilen.

Wahrend der anschlielenden KM-Perfusion lagen die Flasche, die das KM enthielt, und alle zum

Herzen fiihrenden Schlduche des Perfusionssystems im warmen Wasserbad.

Fur die Vor- und KM-Perfusion gelangte Druckluft in die Glasflasche, in der sich 0.9%-iges
NaCl oder KM befand. Dadurch stieg das 0.9%-ige NaCl oder KM in den Schléuchen auf, die
bis zum Boden der Flasche reichten, und gelangte tber die Heidelberger Verlangerungen in die

Knopfkandlen. Der Druck war bei der Vorperfusion und KM-Perfusion derselbe.

Nach der KM-Perfusion wurden die Herzen in aufrechter Lage in Eis gebettet.
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Versuchsdurchfiihrung beim Versuchsaufbau 1:

Es erfolgte keine \orperfusion, nur eine KM-Perfusion. Die Perfusionszeit wurde nicht

bestimmt. Der Perfusionsdruck wurde ber die Pressluftzufuhr reguliert.

Versuchsdurchfihrung beim Versuchsaufbau 2:

Nach der Vorperfusion erfolgte die KM-Perfusion. Das KM wurde mit einer Temperatur von
ca. 50°C perfundiert. Der Perfusionsdruck wurde bei konstant bleibender Pressluftzufuhr mit der
Hand reguliert, mit der der offene Schlauch halb verschlossen wurde.

Versuchsdurchfiihrung beim Versuchsaufbau 3:

Der Perfusionsdruck wurde durch Offnen und SchlieRen des Hahns am Ende des offenen
Schenkels des Perfusionssystems eingestellt. AnschlieBend wurde der Zwei-Wege-Hahn vor dem
zu den Flaschen fuhrenden Schlauchabschnitt getffnet Die Pressluft gelangte mit dem vorher

eingestellten Druck in die Flaschen.

\or der Vorperfusion und der KM-Perfusion wurden die zufiihrenden Leitungen Uber die Drei-

Wege-Héhne, die sich direkt vor den drei Knopfkanulen befanden, entliftet.

2.2.3. Kontrastmittel

Jedem untersuchtem Kontrastmittel wurde Gelatine hinzugefiigt, da diese bei Raumtemperatur
aushértet und ein spateres Aufschneiden des Herzens ermdglicht. Um ein vorzeitiges Erstarren
der Gelatine zu verhindern, wurden alle KM mit einer Temperatur von ca. 45° C injiziert. Die
Herstellung des KMs musste unter vorsichtigem Rihren erfolgen, damit die zugegebene Gelatine
nicht klumpte und sich nicht Luftblasen im KM bildeten.

Die Kontrastmittel wurden in folgenden Zusammensetzungen verwendet:
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Bariumsulphat-KM 1 (nach Barmeyer 7):

55g Bariumsulphat (Merck KGaA), 4g Gelatine (Carl Roth GmbH), 100 ml Leitungswasser. Die
Bestandteile wurden auf einer Waage abgewogen, in ein Becherglas gegeben und auf einem

beheizbaren Magnetrihrer bei 45° C (MR82, Heidolph) miteinander vermengt.

Bariumsulphat-KM 2:

20g Bariumsulphat, 6g Gelatine, 50 ml 0.9%-ige NaCl-Losung. Die Bestandteile wurden
abgewogen, zusammen in ein Becherglas gegeben und auf einem Magnetrihrer miteinander

vermengt.

Bariumsulphat-KM 3:

30g Bariumsulphat, 6g Gelatine, 75 ml Leitungswasser. Die Bestandteile wurden auf einer
Waage eingewogen. Das Bariumsulphat und 30 ml Wasser wurden in ein Becherglas gegeben
und auf einem Magnetriihrer vermengt. Gleichzeitig wurden die Gelatine und 45 ml Wasser auf
einem beheizbaren Magnetrihrer bei 45° C miteinander vermischt. Anschlielend wurden beide
Ansatze zusammengefuhrt und auf einem beheizbaren Magnetriihrer bei 45° C durchmischt.

Bismuth-KM:

Das KM wurde nach der Anleitung von Schirmer 8 hergestellt.

2.2.4. Etablierung der Versuchsaufbauten 1-3

Etablierung des Versuchsaufbaus 1:

Zwei Schweineherzen wurden fir den Versuch verwendet. Der Rigor mortis war geldst. Die
Herzen wurden mit Bariumsulphat-KM 3 perfundiert. Die Versuche wurden nach wenigen
Sekunden abgebrochen. Der Perfusionsdruck betrug zu diesem Zeitpunkt 40-50 mmHg. Weitere

Einzelheiten sind der Tabelle 1 zu entnehmen.
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Reihenfolge der

Versuchs | Herz | Perfusionsdruck | Perfusionszeit . Rigor
) Perfusion der .
- Nr. - Nr. (mmHg) (min) i mortis
Koronararterien
1 40-50 0.1 nacheinander geldst
1
2 40-50 0.1 nacheinander geldst

Tabelle 1 — Versuchsdurchfiihrung zur Etablierung des Versuchsaufbaus 1

Etablierung des Versuchsaufbaus 2:

Zwei Herzen wurden fir den Versuch verwendet. Der Rigor mortis war gelost. Die KM-

Perfusion der Koronararterien erfolgte 3-4 Minuten lang je Koronararterie mit Bariumsulphat-
KM 2 (Herz-Nr. 1) und 3 (Herz-Nr. 2) unter wechselnden Drucken. Weitere Einzelheiten sind der

Tabelle 2 zu entnehmen.

Reihenfolge der

Versuchs | Herz | Perfusionsdruck | Perfusionszeit . Rigor
. Perfusion der .
- Nr. - Nr. (mmHg) (min) . mortis
Koronararterien
1 220-260 3-4 nacheinander gelost
1
2 190-200 4 nacheinander gelost

Tabelle 2 — Versuchsdurchfiihrung zur Etablierung des Versuchsaufbaus 2

Etablierung des Versuchsaufbaus 3:

Die Etablierung des Versuchsaufbaus Nr. 3 erfolgte mit allen weiteren 30 Herzen. Zur

Beschreibung des Etablierungsprozesses wird auf die Beschreibung der Etablierung der

verwendeten KM verwiesen.
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2.2.5. Etablierung der Kontrastmittel

Etablierung des Bariumsulphat-KMs 1:

Insgesamt wurden vier Herzen mit diesem KM untersucht. Mit ihnen wurde der Einfluss des
Perfusionsdruckes (150 vs. 200 mmHg) und des Perfusionszeitpunktes (vor vs. nach dem Lésen
des Rigor mortis) auf das Perfusionsergebnis untersucht. Weitere Einzelheiten sind der Tabelle 3

Zu entnehmen.

Versuchs | Herz | Perfusionsdruck | Perfusionszeit Relhenf_olge der Rigor
. Perfusion der .
- Nr. - Nr. (mmHg) (min) i mortis
Koronararterien
1 150 2 nacheinander vorhanden
1
2 200 2 nacheinander vorhanden
3 150 2 nacheinander gelost
2
4 200 2 nacheinander gelost

Tabelle 3 — Versuchsdurchfiihrung zur Etablierung des Bariumsulphat-Kontrastmittels 1

Etablierung des Bariumsulphat-KMs 2:

Insgesamt wurden sechs Herzen mit diesem KM untersucht, ein Herz mit dem Versuchsaufbau 2

(s.0.), die anderen flnf mit dem Versuchsaufbau 3.

In einer ersten Versuchsreihe wurde mit vier Herzen der Einfluss des Perfusionsdrucks
untersucht (150 mmHg vs. 200 mmHg) und des Perfusionszeitpunktes (vor vs. nach dem Ldsen

des Rigor mortis).

Nach der Auswertung der Perfusionsergebnisse der vorangegangenen \ersuche wurde ein
weiterer Versuch mit einer langeren Perfusionszeit von 4 Minuten vorgenommen. Weitere

Einzelheiten sind der Tabelle 4 zu entnehmen.
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Versuchs | Herz | Perfusionsdruck | Perfusionszeit Relhenf_olge der Rigor
) Perfusion der )
- Nr. - Nr. (mmHg) (min) i mortis
Koronararterien
1 150 2 nacheinander vorhanden
1
2 200 2 nacheinander vorhanden
3 150 2 nacheinander gelost
2
4 200 2 nacheinander gelost
3 5 200 4 nacheinander vorhanden

Tabelle 4 — Versuchsdurchfiihrung zur Etablierung des Bariumsulphat-Kontrastmittels 2

Etablierung des Bariumsulphat-KMs 3:

Insgesamt wurden 16 Herzen mit dem KM untersucht. Zwei Herzen mit dem Versuchsaufbau 1

(s.0.), eines mit dem Versuchsaufbau 2 (s.0.), die anderen 13 Herzen mit dem Versuchsaufbau 3.

Die Etablierung erfolgte in vier \ersuchsreihen: Zuerst wurde mit vier Schweineherzen
untersucht, ob die sequenzielle und anschlieBend gleichzeitige Perfusion der Koronararterien bei
einem konstanten Druck von 200 mmHg einen Einfluss auf das Perfusionsergebnis hat. Dariiber
hinaus wurde nach Auswertung der vorherigen Versuche der Einfluss langerer Perfusionszeiten

gepruft.

In einem zweiten Versuch wurde mit vier Herzen untersucht, ob die Perfusionsergebnisse durch

einen hoheren Perfusionsdruck von 240 mmHg noch verbessert werden konnten.

Die Ergebnisse der zweiten Versuchsreihe wurden anschliefend in einem weiteren Versuch mit
drei Herzen, deren Koronararterien jeweils 5 min nacheinander und 1 min gleichzeitig

perfundiert wurden, versucht zu bestétigen.

AbschlieBend wurden die wichtigsten Schritte der Versuchsdurchfiihrung, wie die Herstellung
des KMs, Entliiften des Perfusionssystems und Einstellung eines konstanten Drucks mit Hilfe

von zwei Herzen etabliert. Details zu den Versuchen sind der Tabelle 5 zu entnehmen.
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Reihenfolge der

Versuchs | Herz | Perfusionsdruck | Perfusionszeit . Rigor
. Perfusion der .
- Nr. - Nr. (mmHg) (min) i mortis
Koronararterien
1 200 4 nacheinander vorhanden
2 200 3/0.5 nacheinander/ | oo 5y
1 glelc_hzeltlg
3 200 3/1 nacheinander/ | oo ey
gleichzeitig
4 200 411 nacheinander/ | o 5
gleichzeitig
nacheinander/
5 240 0.45/4/1 gleichzeitig/ vorhanden
nacheinander
5 6 240 5 nacheinander vorhanden
7 240 411 nacheinander/ | oy
gleichzeitig
8 240 5/1 nacheinander/ | o)y
gleichzeitig
9 240 5/1 nacheinander/ | o)y
gleichzeitig
3 10 240 5/1 nacheinander/ | o 5y
gleichzeitig
1 240 5/1 nacheinander/ | o5y
gleichzeitig
12 240 5/1 nacheinander/ | o 5
4 gleichzeitig
13 240 5/1 nach_emaqd_er/ vorhanden
gleichzeitig

Tabelle 5 — Versuchsdurchfiihrung zur Etablierung des Bariumsulphat-Kontrastmittels 3

Etablierung des Bismuth-KMs:

Alle acht Herzen wurden mit dem Versuchsaufbau Nr. 3 perfundiert. Die Etablierung des KM

erfolgte in vier Schritten.

Nach Auswertung der Perfusionsergebnisse mit Bariumsulphat-KM wurde in einem ersten

Versuch mit zwei Herzen der Einfluss eines Perfusionsdrucks von 150 mmHg vs. 200 mmHg auf

das Perfusionsergebnis untersucht.

AnschlieBend wurde in einem néchsten Versuch mit einem Herz der Einfluss einer langeren

Perfusion bei 150 mmHg und mit einem weiteren der Einfluss einer kilrzeren Perfusion bei

20



MATERIAL UND METHODEN

einem mittleren Druck von 170 mmHg gepruft.

In einem dritten Versuch wurde mit zwei Herzen untersucht, ob eine langere Perfusionszeit von

4 min bei einem Druck von 170 mmHg einen Einfluss hat.

Abschlielend wurde nach Evaluation der bisherigen Ergebnisse ein Versuch mit zwei weiteren
Herzen unternommen. Das erste Herz wurde 2 min lang mit einem Perfusionsdruck von
150 mmHg perfundiert, das zweite 3 min lang mit einem Perfusionsdruck von 200 mmHg.

Details zu den Versuchen sind der Tabelle 6 zu entnehmen.

Versuchs | Herz | Perfusionsdruck | Perfusionszeit Relhenf_olge der Rigor
. Perfusion der .
- Nr. - Nr. (mmHg) (min) i mortis
Koronararterien
1 200 5 nacheinander gelost
1
2 150 5 nacheinander gelost
3 150 4 nacheinander vorhanden
2
4 170 2 nacheinander vorhanden
5 170 4 nacheinander gelost
3
6 170 4 nacheinander gelost
7 150 2 nacheinander gelost
4
8 200 3 nacheinander gelost

Tabelle 6 — Versuchsdurchfuhrung zur Etablierung des Bismuth-Kontrastmittels

2.3.  Vorbereitung der Herzen auf die radiologische Untersuchung

Nach Aushérten des KMs wurden die Knopfkanilen entfernt und die Herzen nach der Methode
von Reiner und Rodriguez ° aufgeschnitten. Hierbei liegen die Koronararterien in einer Ebene,
das Kammerseptum und seine Blutversorgung bleiben intakt und die rechte Koronararterie wird
kurz nach ihrem Abgang aus der Aorta durchtrennt. Das Moderatorband wird in der Mitte
durchgeschnitten. Modifiziert wurde die Methode von Reiner und Rodriguez durch einen Schnitt
durch den linken Vorhof entlang des Truncus pulmonalis. Der linke Vorhof lieR sich so besser

flach ausbreiten.
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Nach dem Aufschneiden wurden die Herzen mit Hilfe eines Stereomikroskops (Leica MZ6,
Leica Microsystems GmbH) und einer Kamera (Canon Power Shot S70) dokumentiert. Dann
wurden die Herzen in ausgebreitetem Zustand in Gefrierbeutel gelegt und die Beutel unter

mdoglichst wenig Lufteinschluss mit Klebeband verschlossen.

Nach dem Verpacken wurden die Versuchstierherzen der Hauptstudie bis zur radiologischen
Untersuchung bei 4° C kihl gelagert. Die Untersuchung fand innerhalb von 12 bis 18 Stunden

nach der postmortalen Kontrastmittelperfusion statt.

2.4. Radiologische Untersuchungen

Alle Herzen wurden radiologisch mit der Mammographietechnik untersucht. Wéhrend der
Methodenetablierung der postmortalen  Angiographie wurde mit zwei Instituten

zusammengearbeitet:

1. Mit der Radiologischen Abteilung der Charité, Campus Virchow Klinikum, Berlin. Die
Aufnahmen wurden mit einem digitalen Gerat (Senographe Essential, GE Health Care)
angefertigt. Die Aufnahmeparameter wurden automatisch auf Grundlage der
Gewebedicke des aufgeschnittenen Schweineherzens eingestellt.

2. Mit der Radiologischen Abteilung des Martin-Luther-Krankenhauses, Berlin. Die
Aufnahmen wurden mit einem analogen Gerédt (Senographe DMR, GE Health Care)
angefertigt. Folgende Einstellungen wurden bei allen Herzen verwendet: 25 kV, 25 mAs,
Film-Fokus-Abstand 610 mm, Molybdéan als Filter und Anode, keine Kompression. Das
Bildempféngersystem war ein digital auslesbares Speicherleuchststofffoliensystem CR
MM 3.0 (Agfa Health Care).

2.5. Stereoskopie

Die Stereoskopie ermdglicht durch die gleichzeitige Betrachtung zweier Bilder eines Objektes,
die aus unterschiedlichen Winkeln aufgenommen werden, einen dreidimensionalen Eindruck des
Objektes.
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Insgesamt wurden bei 22 Herzen Aufnahmen aus zwei Winkeln, d.h. stereoskopische
Aufnahmen, angefertigt. Es kamen dabei vier Versuchsaufbauten zum Einsatz. Ein Herz wurde
mit dem ersten Versuchsaufbau, einer Presse aus Acrylglasplatten, deren Seiten mit einem
Styroporblock angehoben wurden, untersucht. Mit dem Versuchsaufbau 2 wurde ebenfalls ein
Herz untersucht, mit dem Versuchsaufbau 3 neun Herzen von Versuchstieren aus dem Il. Teil der
Studie. Aufnahmen mit Hilfe eines horizontal verschiebbaren Schiebetischs (Versuchsaufbau 4)

wurden bei allen Versuchstieren im I11. Teil der Studie angefertigt.

2.5.1. Versuchsaufbauten 1-4

Versuchsaufbau 1:

Es wurde eine Presse gebaut, die aus zwei durchsichtigen Acrylglasplatten bestand. Die Platten
waren 4 mm dick, 160 mm breit und 290 mm lang. In jeder Ecke der Platten befand sich eine
Bohrung von 6 mm Durchmesser. Vier Zylinderkopfschrauben M4 x 50 aus Stahl mit Mutter
wurden durch die Bohrungen geschoben und fixierten die beiden Platten aufeinander. Die Presse
wurde mit Hilfe eines 7.51 cm hohen Styroporblockes anguliert, so dass ein Winkel von 15°

unter der Platte entstand.

Versuchsaufbau 2:

Die Presse aus dem 1. Versuch wurde zu einer Wippe weiterentwickelt. Eine Acrylglasplatte, die
152 mm lang, 20 mm breit und 10 mm dick war, wurde in die Mitte der Langsseite Uber die
Breite der unteren Acrylglasplatte der Presse hinweg festgeklebt. Die Enden dieser Platte
schlossen nicht mit dem Rand der unteren Platte der Presse ab, unter der sie festgeklebt war,
sondern es blieben 4 mm zum Rand frei. In beide Enden der Platte wurde ein M5 Gewinde
gebohrt. Zwei M5 x 12 mm Zylinderkopfschrauben aus Kunststoff wurden in je ein Gewinde
geschraubt und verbanden die Platte mit je einem Ful. Dieser bestand aus einer Acrylglasplatte,
die 4 mm dick war und so mit dem Rand der unteren Platte bindig abschloss. Der FuR war
80 mm breit und an der Stelle, Gber die die Wippe gekippt wurde, 40 mm hoch. Beiderseits von
dieser Spitze aus war der Fufl um 15° abgeschragt. Die FuRe waren Uber eine 80 mm breite,

160 mm lange und 4 mm dicke Acrylglasplatte miteinander verbunden.
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Versuchsaufbau 3:

Die Wippe des Versuchsaufbaus 2 wurde weiterentwickelt. Es wurde eine groflere Presse
angefertigt. Die beiden Acrylglasplatten der Presse waren 290 mm lang 179 mm breit und 4 mm
dick. In jeder Ecke der Platte befanden sich Bohrungen von 6 mm Durchmesser. Die Platten
waren Uber M4 x 50 mm Zylinderkopfschrauben aus Stahl mit Mutter miteinander verbunden.
An der Unterseite der unteren Platte wurde in die Mitte der L&ngsseite auf jeder Seite ein kleiner
Acrylglasblock geklebt. Der Block war 20 mm lang, 10 mm breit und 8 mm dick und befand sich
4 mm vom Rand der unteren Platte entfernt. Ein M5 Gewinde wurde in beide Blocke gebohrt.
Die beiden FuRe der Wippe wurden mit jeweils einer M5 x 12 mm Zylinderkopfschrauben aus
Kunststoff mit den beiden kleinen Blécken verbunden. Die FiiRe hatten dieselben Malle wie bei

dem Versuchsaufbau 2, waren aber nicht miteinander verbunden.

Versuchsaufbau 4:

Der Versuchsaufbau 4 bestand aus einer Presse, die auf einem Rahmen auflag und mit Hilfe einer

Spindel horizontal in einer Ebene verschoben werden konnte (Abb. 3).

Abb. 3 — Versuchsaufbau 4 zur Anfertigung von stereoskopischen Bildern
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Die Presse bestand aus zwei Acrylglasplatten, die 240 mm lang, 190 mm breit und 5 mm dick
waren. In jeder Ecke der Platte befand sich eine Bohrung mit einem Durchmesser von 6 mm. Die
beiden Platten wurde tber vier M4 x 50 mm Zylinderkopfschrauben aus Edelstahl aufeinander
fixiert. Mit Randel-Muttern aus Messing der GroRe M4 wurden die Schrauben festgezogen.
Aluminiumleisten waren 10 mm vom Rand der Ldangsseite entfernt zur Verstdrkung der
Acrylglasplatten auf der Oberseite der oberen Platte und auf der Unterseite der unteren Platte
angebracht. Die beiden oberen waren jeweils 210 mm lang, die unteren 220 mm. Sie waren mit

jeweils drei M2 x 12 mm Senkkopfschrauben an der Acrylglasplatte befestigt.

Der PVC-Kunststoffrahmen war 320 mm lang, 205 mm breit und 15 mm dick. Der Rahmen
bestand aus vier einzelnen PVC-Leisten, die mit jeweils zwei M3 x 25 mm Senkkopfschrauben
verbunden waren. Der Innendurchmesser des Rahmens mal3 290 x 175 mm. In dem Rahmen
befand sich auf beiden L&ngsseiten eine Ausfrdsung von 7 x 4 mm, auf einer Breitseite eine von

11 x 4 mm. Auf diesen Ausfrésungen lag die Presse auf. Dies diente der Flihrung der Presse.

Die Verschiebung der Presse wurde durch eine M6 x 90 mm Aluminiumspindel erzielt. Die
Spindel befand sich in einem M6 Gewinde im PVC-Rahmen und endete in einem M6 Gewinde
in der Acrylglasplatte, die an der unteren Platte der Presse angebracht war. An dem Ende der
Spindel, das nicht mit der Presse verbunden war, befand sich ein Drehknopf aus Kunststoff zur

Feineinstellung der Verschiebung.

Zwei Fuhrungsstangen aus Aluminium waren in die Innenseite der kurzen Seite des Rahmens
gegenuber der Spindel zum Verschieben der Presse eingelassen. Die Stangen waren 60 mm lang,
hatten einen Durchmesser von 6 mm und waren in ein M5 Durchgangsgewinde im PVC-Rahmen
eingelassen. Die Aluminiumstangen fuhrten die beiden Leisten, die unter der unteren
Acrylglasplatte angebracht waren. Sie verliehen der Presse dadurch Stabilitat. Eine vertikale oder
horizontale Abweichung der Presse von der Unterlage war so nicht moglich.

Auf der langen Seite des PVC-Rahmens war eine Maleinheit aus Kunststoff aufgeklebt. Damit
konnte die Verschiebung gemessen werden. Insgesamt war eine maximale Verschiebung der

Presse von 46 mm maoglich.
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2.5.2. Versuchsdurchfihrung
Die Herzen wurden bei jedem \ersuchsaufbau so in die Presse zwischen die beiden
Acrylglasplatten gelegt, dass sie flach auf der Seite des Septums lagen, die zum rechten Ventrikel

gehort. Die Versuchsaufbauten wurden mittig auf dem Mammographietisch platziert.

Versuchsdurchfiihrung bei dem Versuchsaufbau 1:

Die beiden Acrylglasplatten, zwischen denen das Herz ausgebreitet lag, wurden mit Hilfe der
Schrauben angezogen. Eine Seite der Presse wurde angehoben und darunter der Styroporblock
gelegt, so dass unter der angehobenen Presse ein Winkel von 15° entstand. Nach der Aufnahme
wurde der Styroporblock unter die gegenliberliegende Seite der Presse gelegt und eine zweite

Aufnahme angefertigt.

Versuchsdurchfiihrung bei den Versuchsaufbauten 2 und 3:

Die beiden Acrylglasplatten, zwischen denen das Herz ausgebreitet lag, wurden mit Hilfe der
Schrauben angezogen. Die Wippe wurde zu einer Seite gekippt und eine Aufnahme gemacht.

Dies wiederholte sich anschliefRend auf der anderen Seite.

Versuchsdurchfihrung bei dem Versuchsaufbau 4:

Der Rahmen des Tisches wurde mit zwei Schraubzwingen auf dem Mammaographietisch fixiert.
Nach der ersten Aufnahme wurde die Presse durch Drehen an der Spindel um 46 mm horizontal

verschoben und eine zweite Aufnahme angefertigt.

2.5.3. Bearbeitung der stereoskopischen Bilder

Die stereoskopischen Bilder wurden in Kooperation mit der Firma ,Stereoskopie +
Visualisierung* (Duisburg, Deutschland) bearbeitet. Die beiden horizontal verschobenen Bilder
eines Herzens, sogenannte Halb- oder Teilbilder, wurden mit dem Programm StereoPhoto Maker
(Version 3.22 © Masuji SUTO & David Sykes & Werner Blos) tibereinander gelegt (sogenanntes

stereoskopisches Bildpaar). Da es zur Betrachtung eines stereoskopischen Bildpaares notwendig
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ist, die beiden Teilbilder getrennt den Augen darzubieten, so dass jedes Auge fir sich nur das
perspektivisch ihm zugeordnete Teilbild sehen kann °, wurde die Anaglyphentechnik verwendet.
Die Teilbilder jedes Bildpaares wurden eingefarbt, eines rot, das andere cyan. Die Betrachtung
und Auswertung der stereoskopischen Bilder erfolgte mit einer sogenannten ,,3D-Brille®. Dies ist
eine Brille, die Uber komplementére Farbfilter-Folien als Glaser verfligte, d.h. eine rot- und eine
cyanfarbene Folie. Indem der Rotfilter das rote und der Cyanfilter das cyane Bild absorbiert,

erhalt jedes Auge nur das ihm zugehérige Teilbild.

2.5.4. Auswertung

Die analogen Rontgenbilder wurden an einem Roéntgenschirm ausgewertet. Die digitalen
Rontgenbilder und stereoskopischen Bilder wurden an einem Computer-Bildschirm (Cinema
Display, Apple (Auflésung 1680 x 1050 Pixel, 32 bit Farben)) beurteilt.

2.6. Korrosionsmethode

Insgesamt wurden sechs Korrosionspraparate mit dem Acrylharz Acrifix ® 190 (R6hm GmbH)

hergestelit.

2.6.1. Zusammensetzung des Injektionsmittels

Acrifix ® 190 ist ein 2-Komponenten-Polymerisationsklebstoff, der bei Zugabe von 4%
Katalysator 20 (R6hm GmbH) aushartet. Acrifix ® 190 wurde mit Verdinner 32 (R6hm GmbH),
Katalysator 20 und 2-3 Tropfen blauem oder rotem Mixol ® Abtdénkonzentrat (Diebold Gmbh)
zusammengegeben und anschlieBend in drei 10 ml Spritzen (B. Braun Melsungen AG) gefillt.

2.6.2. Versuchsdurchfihrung bei den Korrosionspraparaten Nr. 1-6

Zuerst wurden die Abgange von LCA, RCX und RCA nach ihrem Abgang aus der Aorta
ascendens freiprapariert und je eine Heidelberger Verlangerung Uber die Ostien in den

proximalen GeféaRabschnitt von LCA, RCX und RCA eingebunden. Dann wurden trockene
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Papiertticher in die Aortenklappen gelegt, um zu verhindern, dass das Acrylharz in den linken
Ventrikel fliel3t. AnschlieRend wurde das Herz in ein Wasserbad gehangt, damit die Ventrikel
nicht komprimieren und die Koronararterien in normaler anatomischer Lage perfundiert werden

konnten.

Das Perfusionssystem, das fir die postmortale Angiographie etabliert wurde, wurde an die
eingebundenen Heidelberger Verlangerungen angeschlossen und eine Vorperfusion der
Koronararterien mit einer 0.9%-igen NaCl-Losung durchgefuhrt. SchlieBlich erfolgte die
Perfusion mit Acrifix ® 190. Dafiir wurden die mit Acrifix ® 190 geflllten Spritzen auf die
Heidelberger Verlangerungen aufgesetzt und der Inhalt sehr langsam unter leichtem Druck aus
der Hand perfundiert. Abschliefend wurde der Aortenkonus ebenfalls mit dem Injektionsmittel

aufgefillt.

Nach Aushérten des Acrylharzes wurde das Herz in verschieden konzentrierte Kalilauge (Merck
KGaA) gehédngt. Der Korrosionsprozess dauerte unterschiedlich lange. Die Korrosion erfolgte
bei Raumtemperatur. Nach der Korrosion wurde das Herz vorsichtig aus der Kalilauge gehoben
und in entmineralisiertes Wasser gehangt, um das Prdparat von Geweberesten zu befreien.
Nachdem die Préparate getrocknet waren, wurden sie unter einem Stereomikroskop (Leica MZ6,

Leica Microsystems GmbH) untersucht und fotografiert.

Korrosionspréparat Nr. 1 und 2:

Die verwendeten Herzen waren frisch, der Rigor mortis hatte sich geldst. Die Vorperfusion
erfolgte mit 200 ml 0.9%-iger NaCl-Losung je Heidelberger Verldngerung bei einem

Perfusionsdruck von 170 mmHg.

Die Zusammensetzung des 2-Komponenten-Polymerisationsklebstoffs war folgende: fir das
1. Herz: 20g Acrifix ® 190, 2.8g Verdinner 32 und 0.2 g Bleimennige (Kremer Pigmente
GmbH) als Rontgenkontrastmittel (zusammen 15% des Acrifix ® 190), 0.4g Katalysator 20
(2% des Acrifix ® 190) und Mixol ® Abtonkonzentrat, fur das 2. Herz: 40g Acrifix ® 190,
3.6g Verdiinner 32 und 0.5 g Bleimennige als Rontgenkontrastmittel (zusammen 10.25% des
Acrifix ® 190), 1.76g Katalysator 20 (4.4% des Acrifix ® 190) und Mixol ®-Abtonkonzentrat.
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Beim ersten Herzen wurden 8 ml in die LCA und jeweils 7 ml in die RCX und RCA perfundiert.
Die LCA wurde rot injiziert, die RCA blau. Beim zweiten Herzen wurden 10 ml Injektionsmasse
in jede Koronararterie perfundiert, die RCA rot, die LCA und der RCX blau. Nach vierstiindigem
Aushérten des Acrylharzes erfolgte die Korrosion in 10%-iger Kalilauge. Der Korrosionsprozess
dauerte eine Woche. Die Herzen wurden abschlieRend radiologisch mit der

Mammaographietechnik (s.0.) untersucht.

Korrosionspraparat Nr. 3:

Das verwendete Herz war eingefroren und wurde fur den Versuch aufgetaut. Der Rigor mortis
war geldst. Die Vorperfusion erfolgte mit 320 ml Leitungswasser je Koronararterie bei einem

Perfusionsdruck von 200 mmHg.

Die Zusammensetzung des 2-Komponenten-Polymerisationsklebstoffs war folgende:
45g Acrifix ® 190, 4.5g Verdlnner 32 (10% des Acrifix ® 190), 1.8g Katalysator 20 (4% des
Acrifix ® 190) und Mixol ®-Abtonkonzentrat. Es wurden jeweils 8 ml in jede Koronararterie
perfundiert. Die LCA und der RCX wurden rot, die RCA blau injiziert.

Nach der Perfusion lag das Préparat neun Stunden in einem 30-60° C warmen Wasserbad.
AnschlieBend erfolgte die Korrosion in 10%-iger Kalilauge. Nach flinf Tagen wurde das Praparat

aus der Kalilauge gehoben und sechs Mal in entmineralisiertem Wasser gebadet.

Korrosionspraparat Nr. 4:

Das verwendete Herz war frisch, der Rigor mortis schon gel6st. Die Vorperfusion erfolgte mit

600 ml Leitungswasser je Koronararterie bei einem Perfusionsdruck von 200 mmHog.

Die Zusammensetzung des 2-Komponenten-Polymerisationsklebstoff war folgende: 45g
Acrifix ® 190, 7.0g Verdinner 32 (15.56% des Acrifix ® 190), 1.8g Katalysator 20 (4% des
Acrifix ® 190) und Mixol ®-Abtonkonzentrat. Die LCA wurde mit 8 ml perfundiert, die RCX
und RCA jeweils mit 11 ml. Die LCA und der RCX wurden rot, die RCA blau injiziert.

Das Herz wurde in 10%-iger Kalilauge korrodiert. Flinf Tage spater wurde das Préparat aus der
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Kalilauge gehoben und Uber sieben Tage in entmineralisiertes Wasser gehangt. Das Wasser

wurde in regelmaliigen Abstédnden erneuert.

Korrosionspraparat Nr. 5:

Das verwendete Herz war eingefroren und wurde fur den Versuch aufgetaut. Der Rigor mortis
war geldst. Die Vorperfusion erfolgte mit 600 ml Leitungswasser je Heidelberger Verlangerung

mit einem Perfusionsdruck von 150 mmHg.

Die Zusammensetzung des 2-Komponenten-Polymerisationsklebstoffs war folgende:
45g Acrifix ® 190, 2.25g Verdunner 32 (5% des Acrifix ® 190), 1.8g Katalysator 20 (4% des
Acrifix ® 190) und Mixol ®-Abtdnkonzentrat. Die Koronararterien wurden mit jeweils 8 ml
perfundiert, die LCA blau, die RCA rot und die RCX violett als eine Mischung von blauem und

rotem Abtonkonzentrat injiziert.
Das Herz wurde fir vier Tage in 20%-iger Kalilauge korrodiert. Nach dem Korrosionsprozess
wurde das Préparat fiir sechs Tage in entmineralisiertem Wasser gereinigt. Das Wasser wurde

insgesamt vier Mal in dieser Zeit gewechselt.

Korrosionspraparat Nr. 6:

Das verwendete Herz war eingefroren und wurde flr den Versuch aufgetaut. Der Rigor mortis
war gelost. Das Herz hatte einen Schnitt im linken Ventrikel, der von der Organentnahme
herrihrte. Die V\orperfusion wurde wie bei dem Korrosionspraparat Nr. 5 mit 600 ml
Leitungswasser je Heidelberger Verlangerung bei einem Perfusionsdruck von 150 mmHg

durchgefiihrt.

Die Zusammensetzung des 2-Komponenten-Polymerisationsklebstoffs war  folgende:
559 Acrifix ® 190, 5.5g Verdunner 32 (10% des Acrifix ® 190), 2.2g Katalysator 20 (4% des
Acrifix ® 190) und Mixol ®-Abtdnkonzentrat. Die LCA wurde rot, die RCX violett und die
RCA blau mit jeweils 10 ml injiziert.

AnschlieBend wurde das Herz vier Stunden lang in ein 60° C heilRes Wasserbad gehédngt. Die
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Korrosion erfolgte tiber 10 Tage in 20%-iger Kalilauge und setzte sich anschlieRend fur sechs
Tage in 10%-iger Kalilauge fort. AnschlieBend wurde das Préparat in entmineralisiertes Wasser

gelegt.

Il. Teil: Nachweis praexistenter Kollateralen sowie Induktion und Analyse von

Kollateralisierung im Schweineherzen

2.7. Tierexperimente

Die Tierhaltung und -experimente wurden mit Genehmigung des Landesamts fiir Gesundheit und
Soziales Berlin nach Abschnitt 8 des Tierschutzgesetzes durchgefiihrt. Dieses befindet sich in
Ubereinstimmung mit dem Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, publiziert vom
US National Institute of Health (NIH Publications No. 85-23, 1996). Der Tierversuchsantrag
G0165/06 wurde am 13.07.2006 in Berlin genehmigt. Die Tierexperimente wurden an
Schweinen durchgefiihrt (Deutsche Landrasse x Deutsches Edelschwein), die aus Zuchtbetrieben

des Landes Brandenburg bezogen wurden und ein Anfangsgewicht von 45-50 kg aufwiesen.

Im 1I. Teil der Arbeit wurden 15 Tiere untersucht, die nach 56 Tagen finalisiert wurden. Alle

Tierversuche wurden von einer Veterinarmedizinerin durchgefiihrt.

2.7.1. Stent

Es wurde ein handgearbeiteter, 3.0 x 8 mm groRer Kupferstent (A. Chade, Mayo Clinic,
Minnesota, USA) verwendet, der aus 0.125 mm starkem Kupferdraht sigmoidal geformt war.

Der Kupferstent war zusétzlich zu 70% mit Gold und Palladium beschichtet.

2.7.2. Narkose

Nach einer mindestens einwdchigen Eingewdhnungsphase im Tierstall erhielten die Tieren
48 Stunden vor dem Eingriff 300 mg Clopidogrel (Plavix ® 75mg Filmtabletten, Sanofi-Aventis
Deutschland GmbH) sowie 24 Stunden vorher erneut 225 mg Clopidogrel und 7.5 mg
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Lercanidipin (Carmen®, Berlin Chemie AG), zur Vorbeugung von GefaRspasmen, mit Futter
verabreicht. Die Erhaltungsdosis des Clopidogrels betrug 150 mg/Tag Uber die gesamte

Studiendauer.

Die Einleitung der Narkose erfolgte mit Azaperon (2.4 mg/kg, Stresnil®, Janssen-Cilag GmbH),
Ketamin (20 mg/kg, Ursotamin®, Serumwerke Bernburg AG), Xylacin (2.5 mg/kg, Rompun®,
Bayer HealthCare) und Atropin (0.05 mg/kg, Atropinsulfat, B. Braun Melsungen AG)
intramuskulér. Zur Aufrechterhaltung der Narkose wurde Propofol (2 mg/kg, Propofol 1% MCT
Fresenius, Fresenius Kabi Deutschland GmbH) im Wechsel mit Ketamin (4 mg/kg, Ketamin
500 mg DeltaSelect, DeltaSelect GmbH) und Xylacin (3 mg/kg) im Abstand von 10 bis 15
Minuten intravends Uber die V. auricularis verabreicht. Waéhrend der gesamten
Versuchsdurchfihrung in Narkose atmeten die Tiere spontan. Die andsthesiologische
Uberwachung beinhaltete die  Kontrolle von  Herzfrequenz,  Sauerstoffsittigung,

Korpertemperatur, Stellung des Augapfels, sowie Lid- und Cornea-Reflex.

2.7.3. Stentimplantation

Fur die Stentimplantation befanden sich die Tiere in Ruckenlage. Es wurde unter sterilen
Bedingungen in Seldinger-Technik eine Einfihrungsschleuse (Radifocus® Introducer |I,
6 French, 100 mm, Terumo Corporation) in die A. femoralis verlegt und diese mit 10000 IE
Heparin (Heparin-Rotexmedica, Rotexmedica GmbH) gespilt. Anschliefend wurde entlang
eines Standard-Fihrungsdrahtes (Fixed Core Wire Guide Safe-T-J® Curved, Cook Medical) ein
AR 2.0 Fuhrungskatheter (6 French, Medtronic) bis zur linken Koronararterie vorgefuhrt.

Im néchsten Schritt erfolgte eine Koronarangiographie. Dafur wurde zundchst 0.04 mg
Nitroglycerin i.a. (Trinitrosan®, Merck Serono GmbH) zur maximalen Dilatation des Gefalies
appliziert und anschlieBend ein Kontrastmittelbolus (Ultravist® 300, Bayer Schering Pharma
AQG) injiziert. Dargestellt wurde das GefaR in den Ebenen posterior-anterior (PA), left-anterior-
obligue (LAO) 30° und 90° sowie right-anterior-obliqgue (RAQO) 30°. Fir die rechte

Koronararterie wurde ein Katheter der GrolRe JR 3 verwendet.

Die Implantation des Kupferstents erfolgte nach der initialen Koronarangiographie. Ein

Fiihrungsdraht (BMW Universal ™ Guide Wire, Guidant Corporation) wurde in den Ramus
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interventrikularis anterior (Left Anterior Descendens ((LAD)) der linken Koronararterie
vorgelegt. Anschlielend wurde der zuvor manuell auf einen Ballonkatheter (SeQuent® PTCA.-
Katheter, 2.0 x 20 mm, B. Braun Melsungen AG) aufgezogene Stent durch Entfaltung des
Ballons fir vier Sekunden bei einem Druck von funf Bar im distalen Drittel der LAD
implantiert. Das Gefal3 wurde dabei leicht berdehnt. Kontrollaufnahmen der LCA und die
Darstellung der RCA in den vier genannten Ebenen schlossen die Untersuchung ab. Der
arterielle Zugang wurde mit einem intravasalem Verschlusssystem (Angio-Seal ™ STS Plus,

6 French, St. Jude Medical) verschlossen.

2.7.4. Finalisierung

Nach Ablauf des Untersuchungszeitraumes wurden die Tiere in tiefe Narkose versetzt, dann
5000 IE Heparin und Pancuronium (0.05mg/kg, DeltaSelect GmbH) injiziert und anschlieRend
durch Infusion mit Kalium (0.8 g/kg, 7.45% Kaliumchlorid, B. Braun Melsungen AG) getotet.
Innerhalb von 5 Minuten nach Herzstillstand wurde das Herz mittels medianer Thorakotomie
entnommen. Daflr wurde das Herz 1-2 cm Uber der Klappenebene abgesetzt, die Vorhofe nicht
eroffnet. Dann wurden die Vorhéfe und Herzkammern von Blutresten gereinigt, die
Koronararterien mit 300 ml physiologischer Kochsalzlésung unter Zusatz von 5000 IE Heparin
und 0.8 mg Nitroglycerin (Trinitrosan®, Merck Serono GmbH) gespult und das Organ fur
24 Stunden kihl gelagert.

2.8. Postmortale-Angiographie

Die postmortale Perfusion erfolgte nach der im ersten Teil der Arbeit etablierten Methode mit
Bariumsulphat-KM 3 und dem Versuchsaufbau 3 (s.0.). Dann wurden die Herzen auf die
Rontgenuntersuchung mittels Mammographie vorbereitet (s.0.) und stereographische Aufnahmen

angefertigt (s.0.).

2.9.  Vorbereitung der Herzen auf die Micro-CT-Untersuchung

Nach der radiologischen Untersuchung wurden die aufgeschnittenen Versuchstierherzen in ihre

urspringliche Form gerollt. Die ausgebreiteten Ventrikel wurden dem Septum wieder
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angenahert. AnschlieBend wurden die Herzen mit Faden umwickelt, so dass die Schnittrander
adaptiert waren. Dabei wurde darauf geachtet, dass die Schnittrander und durchtrennte Gefalle
mdoglichst exakt einander anlagen. Bis zur Micro-CT Untersuchung wurden die Herzen in
4%-igem Formalin (Carl Roth GmbH) kiihl gelagert.

Fur die Micro-CT Untersuchung wurden die Herzen in eine Kunststofftite zusammen mit
4%-igem Formalin (Carl Roth GmbH) unter Luftabschluss eingeschweillt (Fermant 40,

Joisten&Kettenbaum).

2.10. Micro-CT Untersuchung

Die Micro-CT Untersuchungen wurden in Kooperation mit dem Zentrum fur Muskel- und
Knochenforschung (ZMK) der Charité Campus Benjamin Franklin durchgefihrt. Es wurde ein
hochauflésender, peripherer quantitativer Computertomograph (HR-3DpQCT, XtremeCT,
Scanco Medical) verwendet, der eine maximale Auflésung von 41 pm ermoglichte. Die Herzen

wurden als Ganzes mit 250 ms Integrationszeit, 60 kVp (1A) gemessen.

Die Daten wurden anschlieBend mit Hilfe des Programms Amira® (Visage Imaging) 3D-
rekonstruiert und analysiert. Das Z&hlen und die Klassifizierung der Kollateralen erfolgte durch
zwei Untersucher an stereoskopischen 3D-Rekonstruktionen (rot/cyan). Die Diameter der
Kollateralen wurden in mehreren Bereichen an ihrem Ursprung, der Mittelzone und am
Wiederanschluss an ein Gefal3 gemessen. Die Messungen erfolgten stets im rechten Winkel zum
Gefals.

1. Teil: Ursprung, zeitlicher Entwicklungsverlauf und Histomorphologie von

Brickenkollateralen

2.11. Tierexperiment

In diesem Teil der Arbeit erfolgten an 11 weiteren Tiere Untersuchungen, die zu flnf

unterschiedlichen Zeitpunkten finalisiert wurden, um die zeitliche Entwicklung von
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Brickenkollateralen Uber 12 Tage darzustellen: Finalisierung 0.5 Tage (D0.5) nach
Stentimplantation (n=2) Tiere, D3 (n=2), D5 ( n=1), D7 (n=3) und D12 (n=3).

Die Tierversuche und die anschlieBende postmortale Angiographie und Micro-CT Untersuchung
wurden, wie im Il. Teil der Arbeit beschrieben, durchgefiihrt. Im I1I. Teil der Arbeit erfolgten
zusatzlich histologische und immunhistologische Untersuchungen, um an den Kollateralen
typische Merkmale der Arteriogenese, wie perivaskulare Monocyteninvasion und Proliferation

sowie Umbau der GefaRwand, zu untersuchen.

2.12. Histologie und Immunhistologie

2.12.1. Gewebeentnahme

Ein 2.5 x 2.5 x 1 cm groRer Gewebeblock, in dem sich der Stent befand, wurde aus dem Herzen
entnommen. Anschliefend wurde der Gewebeblock rechtwinklig zum Stent aufgeschnitten und
der Stent unter einem Stereomikroskop vorsichtig aus beiden Gewebeproben entfernt. Die
Proben wurden bis zur immunhistologischen Aufarbeitung, die in Kooperation mit dem ,,Labor

Habedank* (Berlin, Deutschland) erfolgte, in 4%-igem Formalin aufbewahrt.

Die beiden Gewebeblocke eines jeden Schweineherzens wurden in 4 mm dicke Segmente
geschnitten und in Paraffin eingebettet. AnschlieRend wurden aus jedem Segment 5 um dicke

Schnitte angefertigt.

2.12.2. Hamatoxylin-Eosin-Farbungen und Immunhistochemie

Zur allgemeinen Darstellung der Gewebestruktur (rechtwinklig angeschnittene linke
Koronararterie, umgeben von Vasa Vasorum, eingebettet in Herzmuskelgewebe) wurden fir
jedes geschnittene Segment Hamatoxylin-Eosin-Farbungen (HE) angefertigt. Dafiir wurden die
Schnitte deparaffiniert (drei mal mit Xylol (Carl Roth GmbH), 100% Ethanol (Carl Roth GmbH)
und 95% Ethanol/Wasser) und nach HE gefarbt.

Fur die Immunhistochemie wurden die Schnitte zunachst fiir 5 min in 120° C heiflem Citrat unter
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Druck gepuffert (pH 6.0). Nach dem Blocken wurden die Schnitte 45 min lang bei
Raumtemperatur mit folgenden Antikérpern inkubiert: Anti-Alpha-Smooth-Muscel-Actin (Dako)
1:400 verdunnt, Anti-CD 163 (AbD-serotec) 1:100 verdiinnt, Anti-Ki-67 (Neomarkers, Thermo
Fisher Scientific) 1:1000 verdinnt. Zur Detektion der Antigene wurde ein Streptavidin-Biotin-
HRP-Kit (GenScript) verwendet. Die Peroxidase wurde mit einem 3-Komponenten-
AEC (Zymed Laboratories) bei Raumtemperatur entwickelt. Die Gegenfarbung erfolgte mit
Héamatoxylin | (Richard Allen Scientific, USA). AbschlieRend wurden die Schnitte wassrig mit
Aquatex (Merck KgaA) eingedeckelt.

2.12.3. Auswertung der histologischen Schnitte

Die Farbungen der Schnitte wurden an einem Mikroskop (Leica DMR, Leica Microsystems
GmbH) betrachtet und mit Hilfe von Qfluoro Software (Mersion V1.2.0, Leica) drei
immunhistologische Schnitte von jeder verwendeten Farbung pro Stentregion ausgewertet. Es
wurde dabei nur die Flache um die LCA betrachtet, die vom Epikard bis zum Beginn der
Herzmuskulatur reichte. Nur Gefale, die in dieser Region lagen und in der HE-Farbung deutlich
Kontrastmittel enthielten, wurden gezahlt. Das Gewebe, das sich im doppelten Radius des
GefaBlumens eines Gefalles befand, wurde als Gewebe definiert, das zum Gefall gehdrt. So

wurde dieser Bereich auf die GroRe eines Geféales genormt.

Die Quantifizierung (Anzahl) und Qualifizierung (Gefakquerschnittsfliche, Umfang und
Diameter) eines GefaRes, die Anzahl der Schichten glatter Muskelzellen in der Gefalwand der
finf groRten Gefale und die Anzahl der positiv angefarbten Zellen (CD163 und Ki-67) wurde
mit ImageJ (http://rsb.info.nih.gov/ij/) vorgenommen.

Die Gefale wurden nach ihrer GefaBquerschnittsflache (A), Perimeter (P) und Diameter (D) in
kleine (A < 1 pm?% P < 130 pm, D: < 36 pm), mittlere (A>1<5 um?, P > 130 pm < 300 pm,
D: > 36 < 80 um) und groRe (A > 5 pm?, P > 300 pm, D > 80 um) GefaRe eingeteilt.

Fir die Berechnung des Diameters bei schrag angeschnittenen GefaRen wurde die geometrische

Mitte des Geféalles berechnet: r = /@ x @ . Die geometrische Mitte des groften und

kleinsten Diameters eines GeféalRes bestimmt den Radius eines hypothetischen GefaRes, welches
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dieselbe Gefalquerschnittsflache aufweist wie das schrag angeschnittene Gefal.

Als Kontrollen wurden drei Proben gewahlt: eine aus der RCA eines Schweines, das DO0.5

finalisiert wurde, die beiden anderen aus der LCA und RCA von Schweinen ohne Stent.

2.13. Statistik

Die Versuchsergebnisse wurden als arithmetischer MittelwerttStandartfehler (SEM) dargestellt.
Die statistische Analyse erfolgte mit SigmaStat® (Version 18.0, SPSS Inc., Chicago, USA).
Korrelationen zwischen den kontinuierlichen  Variablen wurden mit Hilfe des
Regressionsmodells nach Pearson (R?) sowie nach Spearman (p®) bestimmt. Ein zweiseitiger
unpaariger t-Test wurde benutzt, um Unterschiede zwischen kontinuierlichen Variablen zu
untersuchen. Ein p-Wert von < 0.05 wurde als signifikant angesehen (Irrtumswahrscheinlichkeit
a = 0.05).
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3. ERGEBNISSE

I. Teil: Methodenetablierung zur Herstellung von Korrosionspraparaten und

Anfertigung postmortaler Angiographien in Verbindung mit der Stereoskopie

3.1. Postmortale Kontrastmittelperfusion

3.1.1. Etablierung der Versuchsaufbauten 1-3

Versuchsaufbau 1:

Beide Versuche wurden nach 40-50 Sekunden abgebrochen, da in dem geschlossenen System der
Druck schnell anstieg und die zufiihrenden Leitungen dekonnektierte. In den
mammographischen Aufnahmen zeigten sich eine ungentigende Fillung der Koronararterien und

viele Luftblasen.

Versuchsaufbau 2:

Der Druck stieg durch das offene System nicht mehr so stark an, die Druckeinstellung war aber
zu schwankend und damit ungenau. Die Entluftung war ungeniigend, in den Rontgenaufnahmen

zeigten sich viele Luftblasen.

Versuchsaufbau 3:

Der Perfusionsdruck konnte durch das halb offene System gut eingestellt werden. Durch den
Hahn am Ende des offenen Schenkels konnte der Druck sehr genau justiert werden. In mehreren
Versuchen wurde die Entliftung der zufiihrenden Leitungen tber die Drei-Wege-Hahne, die sich
direkt vor den drei Knopfkantlen befanden, weiter verbessert, so dass sich bei den letzten
Perfusionen zur Etablierung des Versuchsaufbaus und des Kontrastmittels keine Luftblasen mehr

in den Koronararterien befanden.

38



ERGEBNISSE

3.1.2. Etablierung der Kontrastmittel

Bariumsulphat-KM 1:

Es konnte weder ein Unterschied zwischen einem Perfusionsdruck von 150 mmHg vs.
200 mmHg noch zwischen einer Perfusion vor vs. nach dem Ldsen des Rigor mortis festgestellt
werden. Die mammographischen Aufnahmen zeigten bei allen vier untersuchten Herzen
GefaRabbriiche schon bei groflen Gefalen, wie den Hauptésten der Koronararterien. So konnten
nur GeféRe bis zur 2. und 3. Ordnung dargestellt werden. Dariiber hinaus zeigten sich viele

Luftblasen in Koronararterien.

Bariumsulphat-KM 2:

Im Vergleich des Perfusionsdrucks von 150 mmHg vs. 200 mmHg zeigte sich, dass die Herzen,
die mit 200 mmHg perfundiert wurden, eine bessere GefaRfiillung aufwiesen. Dieser Unterschied
war nicht deutlich, bei allen Herzen konnten GeféaRRe bis in die 3. und 4. Ordnung dargestellt
werden, aber bei den Herzen, die mit dem hoheren Druck perfundiert worden waren, konnten in
der Anzahl mehr Geféale der 4. Ordnung dargestellt werden. GeféRabbriiche und Fillungsdefekte

zeigten sich bei allen Herzen schon in der 2. und 3. GefaRordnung.

Ein Unterschied zwischen den KM-Perfusionen vor vs. nach dem L&sen des Rigor mortis
bestand nicht. Alle KM-Perfusionen zeigten eingeschlossene Luftblasen in den Koronararterien.

Mit dem Herz, das mit einer doppelt so langen KM-Perfusionszeit perfundiert wurde, konnten
viele Gefélie bis zur 4. Ordnung vor allem im Ventrikelseptum dargestellt werden. Vorwiegend
im Versorgungsgebiet des RCX gab es aber viele Gefal3abbriiche in der 3. Gefdlordnung. Die

LCA zeigte viele eingeschlossene Luftblasen.

Bariumsulphat-KM 3:

Beim ersten der vier Herzen, das zur Untersuchung des Einflusses einer sequenziellen vs.
gleichzeitigen Perfusion der Koronararterien eingesetzt wurde, musste der \Versuch wegen

Kontrastmittelaustritts aus einem Geféal3 abgebrochen werden. So konnten nur nacheinander die
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LCA 4 min, der RCX 3 min und die RCA 3 min lang perfundiert werden. Es konnte daher der
RCX kaum dargestellt werden. In der LCA und RCA konnten GeféRe bis zur 4. Ordnung

dargestellt werden. Luftblasen waren nur wenige im KM vorhanden.

Bei den drei anderen Herzen dieser ersten Versuchsreihe wurde das Perfusionsergebnis
sukzessive besser. Es konnten GeféaRe bis zur 5. Ordnung im letzten Herz der Reihe dargestellt
werden. Zu Gefalabbriichen kam es anfangs bis in die 3. Gefalordnung, beim letzten Herz der
Reihe gab es keine Fullungsdefekte mehr. Eingeschlossene Luftblasen konnten beim letzten Herz

nicht mehr nachgewiesen werden.

Die vier Herzen, die zur Untersuchung des Einflusses eines héheren Perfusionsdrucks von
240 mmHg eingesetzt wurden, zeigten alle eine Gefalfillung mit KM bis in die 5. und
6. Ordnung und keine Gefallabbriiche oder Lufteinschlisse. Obwohl die Unterschiede nur gering
waren, zeigte die Perfusion des letzten Herzens dieser Versuchsreihe mit einer sequenziellen
Perfusion Uber 5 min jeder einzelnen Koronararterie und anschlieBend einer Perfusion Uber
1 min aller Koronararterien gleichzeitig mehr GefaBe 6. Ordnung als bei einer Kiirzeren
Perfusion (Abb. 4).

In einer weiteren Versuchsreihe mit drei Herzen und denselben Parametern wurde dieses

Ergebnis bestétigt.

Am Ende der Etablierung dieses Kontrastmittels wurden die Schritte der postmortalen KM-
Perfusion weiter eingelibt. Dabei kam es bei beiden Herzen zu Kontrastmittelaustritt an der
Absetzungsebene des Herzens, so dass die Versuche abgebrochen wurden. Die LCA und der
RCX des ersten Herzens wurde 5 min nacheinander perfundiert, die RCA 4 min. Die

Koronararterien des zweiten Herzens wurden jeweils 4 min nacheinander perfundiert.
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Abb. 4 — Herz aus der Versuchsreihe zur Etablierung des Bariumsulphat-Kontrastmittels Nr. 3

RCX: Ramus circumflexus, LCA: Linke Koronararterie, RCA: Rechte Koronararterie

Bismuth-KM:

Die erste Versuchsreihe zur Untersuchung des Einflusses von 150 mmHg vs. 200 mmHg
Perfusionsdruck musste vorzeitig abgebrochen werden, da es bei beiden Herzen zu einem starken
Kontrastmittelaustritt an der Absetzungsebene der Gefalle kam. So konnten beim ersten Herzen
der RCX und die RCA nur jeweils 2 bzw. 1 min lang perfundiert werden. Beim zweiten Herzen
konnte die LCA nur 2 min, der RCX 1 min und die RCA 1.5 min lang perfundiert werden.

Mit Hilfe der postmortalen Angiographie konnten beim ersten Herzen in der linken Vorderwand
GeféaBe bis zur 4. Ordnung dargestellt werden, Septum und rechter Ventrikel waren kaum
dargestellt. Beim zweiten Herz waren feinste Gefalle, teilweise auch Kapillaren und Venen
dargestellt. Dennoch kam es in beiden Herzen zum Abbruch von Gefélien 3. Ordnung; ebenso

waren Luftblasen nachweisbar.

Als Folge dieses Ergebnisses wurden Perfusionszeit und -druck veréndert. Der erste Versuch mit
150 mmHg Perfusionsdruck musste wegen starken Kontrastmittelaustritts abgebrochen werden.
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Die LCA wurde 4 min, der RCX 3 min und die RCA 2 min perfundiert. Beim zweiten Herzen
wurden mit einem hoheren Druck von 170 mmHg alle Koronararterien 2 min lang perfundiert.
Bei beiden Herzen konnten zwar teilweise Gefalie bis zur 4. Ordnung abgebildet werden, doch
waren viele Bereiche des Herzens nur schlecht perfundiert, so dass es vor allem zum Abbruch
von GefaRen 2. und 3. Ordnung kam. Darlber hinaus gab es bei beiden Herzen auch viele

Lufteinschliisse.

Da das zweite Herz mehr Gefélie 4. Ordnung aufwies, wurden die beiden folgenden Herzen der
nachsten Versuchsreihe mit demselben Druck, aber langer perfundiert. Beide Herzen sollten
4 min lang perfundiert werden, die Versuche mussten aber wegen starken Kontrastmittelaustritts
vorzeitig abgebrochen werden. Beim ersten Herzen konnten der RCX und die RCA nur jeweils
2 min lang perfundiert werden, beim zweiten Herzen die RCA nur 0.5 min lang. Bei beiden
zeigte sich dasselbe Bild wie bei vorherigen Versuchen: feinste Gefél3e bis in die 4. Ordnung
konnten dargestellt werden, aber dennoch kam es zum Abbruch von grolRen GeféRen 2. und

3. Ordnung. Beide Herzen zeigten viele Lufteinschlisse.

Nach Evaluation der Ergebnisse, bei der die Herzen der ersten Versuchsreihe trotz vorzeitigen
Abbruchs der KM-Perfusion die besten Fillungsergebnisse aufwiesen, wurde ein letzter Versuch
mit zwei weiteren Herzen durchgeflhrt. Beide zeigten eine gute Fillung mit Kontrastmittel bis
zu Gefalen 4. Ordnung, aber auch viele GefaRabbriiche bei Gefalen 3. und 4. Ordnung.

Lufteinschlisse konnten nicht mehr nachgewiesen werden.

3.2. Stereoskopie

Etablierung des Versuchsaufbaus 1:

Es war nicht moglich mit diesen Aufnahmen ein stereoskopisches Bildpaar anzufertigen.

Etablierung der Versuchsaufbauten 2 und 3:

Die Platte, die unter dem Versuchsaufbau 2 festgeklebt war und die beide Fiiie miteinander
verband, zeigte sich als Verschattung in der radiologischen Aufnahme und beeintréchtigte so die
Auswertung der Aufnahmen. Mit beiden Wippen war es nicht moglich, Aufnahmen anzufertigen,

die als stereoskopisches Bildpaar genutzt werden konnten.
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Etablierung des Versuchsaufbaus 4:

Dieser Aufbau erméglichte es, zwei Aufnahmen, die um 46 mm horizontal verschoben waren, zu

einem stereoskopischen Bildpaar zusammenzusetzen (Abb. 5). So konnten 2-dimensionale

Rontgenaufnahmen 3-dimensional betrachtet und ausgewertet werden.

Abb. 5 — Stereoskopisches Bild, aufgenommen mit Hilfe des Versuchsaufbaus 4
RCX: Ramus circumflexus, LCA: Linke Koronararterie, RCA: Rechte Koronararterie

3.3.  Korrosionsmethode

In diesem Teil wird nur die Herstellung der Korrosionspréparate evaluiert. Auf die Darstellung
von bestimmten Gefdlen in den Korrosionspraparaten, wie z.B. solchen, die die
Wasserscheidenregionen zwischen zwei Geféldversorgungsgebieten tberbriicken (11. Teil), oder

Vasa Vasorum (I11. Teil) wird spater eingegangen.

Beim Herausheben des 1. Korrosionspréparates aus der 10%-igen Kalilauge brach die LCA mit
dem RCX ab. Das 2. Korrosionspraparat stellte das gesamte Gefé3netz der Koronararterien bis in
die kleinsten Geféalle dar. Trotz Abbruchs einer Koronararterie im 1. Korrosionspréparat zeigte
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sich wahrend der Untersuchung mit Hilfe des Stereomikroskops, dass die Praparate durch die
zugesetzte Bleimennige hochelastisch, aber nicht spréde waren. Die Rontgenaufnahmen beider
Herzen mit der Mammographietechnik zeigten zwar den koronaren GefaRbaum, die Bleimennige

war aber ungleichmaRig verteilt und fuhrte zu fleckigen Verschattungen.

Abb. 6 — Korrosionspraparat
A: Blau: Perfusionsgebiet der rechten Koronararterie, rot: Perfusionsgebiet der linken
Koronararterie. B: Blick auf die Herzbasis, blau: Perfusionsgebiet der linken Koronararterie,

rot: Perfusionsgebiet der rechten Koronararterie.

Die Praparate Nr. 3-6 stellten alle Koronararterien bis in die kleinsten Aste dar (Abb. 6). Beim
6. Korrosionspraparat war der RCX durch den Gewebeschaden des Herzens bei der

Organentnahme nur wenig mit Acrifix ® 190 gefullt und daher schlecht dargestellt.

Es konnte kein Unterschied zwischen dem Zusatz von Verdinner 32 in Hohe von 5-15% des
Gewichtes des Acrylharzes festgestellt werden. Die Injektion von 8-10 ml des Kunststoffes in
jede Koronararterie bewahrte sich. Weniger als 8 ml fiihrte zu einer Unterftllung und die GeféaRe
brachen leicht ab (Korrosionspraparat Nr. 1), mehr als 10 ml hatten eine Uberfillung der
Koronararterien zur Folge, so dass der Gefallbaum des Préparates zu dicht war und eine Analyse
erschwerte (Korrosionspraparat Nr. 4). Die Korrosion in 10%-iger oder 20%-iger Kalilauge

dauerte zwar etwas langer, stellte flr das Ergebnis jedoch keinen Unterschied dar.
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In allen Préparaten hafteten viele weilich-kristalline Strukturen an dem GefaRausguss, die auch

durch haufiges Spilen mit entmineralisiertem Wasser nicht zu entfernen waren.

I1. Teil: Nachweis préexistenter Kollateralen sowie Induktion und Analyse von

Kollateralisierung im Schweineherzen

3.4. Korrosionsmethode

Abb. 7 — Wasserscheidenregion im Korrosionspraparat
A: Wasserscheidenregion zwischen den Perfusionsgebieten der beiden Koronararterien.
B, C: GefaRe, die die Wasserscheidenregion Uberbriicken und die Koronararterien miteinander

verbinden, erkennbar an dem Farbumschlag.

In allen Korrosionspréaparaten fand sich, abhangig vom Zustand des Praparates (s.0.), eine
Wasserscheidenregion (Abb. 7 A) zwischen dem Versorgungsgebiet der LCA und RCA. Diese
stellte sich als ca. 1 mm breiter Streifen dar, der die beiden GeféaRversorgungsgebiete
voneinander trennte. Es konnte aber in vier von sechs Korrosionspraparaten (66.67%) Gefale
nachgewiesen werden, die diese Wasserscheidenregion Uberbrickten (Abb. 7 B, C). Der
Farbwechsel eines GefaRes zeigte an, dass die beiden GefélRgebiete, die jeweils mit einer anderen
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Farbe injiziert worden waren, (ber dieses Gefal miteinander in Verbindung standen. Im
Korrosionspraparat Nr. 2 fanden sich sechs solcher Gefal3e in der Wasserscheide zwischen LCA
und RCA und in der zwischen RCA und RCX acht. Im Korrosionspréparat Nr. 3 gab es nur in
der Wasserscheide zwischen RCA und RCX vier GefédBe, die die beiden
Gefallversorgungsgebiete miteinander verbanden. Im Praparat Nr. 4 liel3en sich ein Gefal in der
Wasserscheide zwischen LCA und RCA und zwischen RCX und RCA sieben Gefale
nachweisen. Im Korrosionsprédparat Nr. 6 stellte sich nur ein Gefd zwischen dem
Versorgungsgebieten der LCA und RCA dar.

3.5. Tierexperimente

In 26 Tieren wurde die minimal invasive Stentimplantation erfolgreich durchgefiihrt. Wahrend
der Stentimplantation war die Sauerstoffsattigung konstant zwischen 94-100% und die
Herzfrequenz zwischen 70-90/ min. Klinischen Zeichen eines akuten Infarktes wurden wahrend
der Intervention nicht beobachtet. Drei der 15 Tiere aus der ersten Versuchstiergruppe starben
vorzeitig (11.54% aller Tiere). Zwei Tiere verstarben an D14. Eines der beiden Tiere verstarb
vermutlich an einem Herzinfarkt, nachdem es sich sehr erregt hatte. Das andere Tier wurde tot
aufgefunden, vermutlich ist es an Herzrhythmusstérungen gestorben. Das dritte Tier verstarb D2

an einem Herzinfarkt.

Die durch den Kupferstent induzierte GefalRokklusion der LCA wurde an D3 in beiden
Schweinen, die an dem Tag finalisiert wurden, in der postmortalen Angiographie und in Micro-
CT Untersuchungen nachgewiesen. Da in den beiden Tieren, die an DO0.5 finalisiert wurden, die
LAD angiographisch zu ca. 20% okkludiert war, erfolgte die Stenosierung der LAD

wahrscheinlich kontinuierlich bis D3 und fuhrte zu einem ansteigenden arteriogenem Stimulus.

3.6. Superfiziale Kollateralen

Mit Hilfe der postmortalen Angiographie und dem Micro-CT konnten in 23 von 26 Schwei-
nen (88.46%) koronare Kollateralen nachgewiesen werden (Abb. 8)

Drei Tiere der 2. Versuchstiergruppe hatten keine Kollateralen: jeweils ein Tier in den Gruppen
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DO0.5, D3 und D7. Es fanden sich insgesamt 60 Kollateralen, eine in den Gruppen DO0.5, D3 und
D5, zwei in dem Tier, das an D2 verstarb, drei an D7, sieben an D12 und acht wurden an D14
gefunden. Insgesamt wurden 23 Kollateralen bis D14 gezéhlt (38.33% aller Kollateralen) und 37
an D56 Tage (61.67%). Dies stellt einen signifikanten Zuwachs der Anzahl der Kollateralen
dar (p=0.011).

Abb. 8 — Radiologische Aufnahmen des Schweinherzens mit Hilfe des Micro-CTs
A: Blick auf den linken Ventrikel. B: Blick auf den rechten Ventrikel. C: Stereoskopisches Bild,
Blick auf den linken Ventrikel.
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Abb. 9 — Haufigkeit der Kollateralen pro Schweineherz

An DO0.5 wurden 0.5+£0.33 Kollateralen pro Tier gefunden, an D2 zwei, an D3 0.5+0.33, an
D5 1+0.33, an D7 eine und an D12 2.33+0.88. D14 wurden 4+1 Kollateralen pro Tier gezéhit,
D56 3.08+0.31 (Abb. 9).

Auf die Haufigkeit der unterschiedlichen Kollateralen wird bei der Untersuchung der einzelnen
Kollateralen-Typen vertieft eingegangen.

3.6.1. Interkoronare Kollateralen

In neun Tieren (34.62%) konnten interkoronare Kollateralen nachgewiesen werden. In der ersten
Versuchstiergruppe fand sich jeweils eine interkoronare Kollaterale in je einem der drei Tiere, die
vorzeitig gestorben waren. Interkoronare Kollateralen zeigten sich bei den 12 Tieren, die D56
finalisiert wurden, nur in zwei Tieren (16.67%). In der zweiten Versuchstiergruppe wurde jeweils
eine interkoronare Kollaterale in Tieren gefunden, die unterschiedlichen Gruppen angehérten.
Jeweils ein Tier z&hlte zu den Gruppe DO0.5, D5, D7 und D12. Insgesamt hatten sieben der

14 Tiere, die bis D14 finalisiert wurden, interkoronare Kollateralen (50%).

Neun der untersuchten 60 Kollateralen (15%) waren interkoronare. Jeweils eine Kollaterale
wurde in den Gruppen DO0.5, D2, D5, D7 und D12 gefunden und zwei bei den Tieren, die D14
verstarben. Dies entsprach 30.43% aller Kollateralen bis zu diesem Zeitpunkt und
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0.5+0.71 intrakoronare Kollateralen pro Tier D0.5, eine Kollaterale D2 und D5, 0.33+0.58 D7
und D12 und eine D14 (Abb. 9). D56 Tage wurden zwei interkoronare Kollateralen
nachgewiesen, was 5.41% aller Kollateralen der Gruppe entsprach, 0.17+0.39 interkoronaren
Kollateralen pro Tier (Abb. 9). Der Unterschied der Anzahl der interkoronaren Kollateralen

zwischen den Tieren bis D14 und den Tieren an D56 war nicht signifikant (p=0.074)

Sechs der neun interkoronaren Kollateralen (66.67%) verliefen U(ber das Moderator-

band (Abb. 10 A), davon zwei der finf interkoronaren Kollateralen aus der ersten Versuchstier-

gruppe (40%) und alle vier aus der zweiten \ersuchstiergruppe. Drei der neun Kol-
lateralen (33.33%) verliefen tber die freie Wand des rechten Ventrikels (Abb. 10 B).

Abb. 10 — Interkoronare Kollateralen

A: Kollaterale, die Uber das Moderatorband verlauft. Dinner Pfeil: abgeschnittenes
Moderatorband, dicke Pfeile: korkenzieherartiger Verlauf auf dem Moderatorband durch den
rechten Ventrikel, Pfeilspitze: Anschluss an einen Ast der rechten Koronararterie. B: Kollaterale,
die Uber die Wand des rechten Ventrikels verlauft. Rot: Interkoronare Kollaterale, grau:
Kupferstent.
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Abb. 11 — Diameter der interkoronaren Kollateralen, die Gber den rechten Ventrikel verlaufen

Der Durchmesser der interkoronaren Kollaterale, die tber die freie Wand des rechten Ventrikels
verlief, betrug D2 288.77£19.56 pum und nahm tiber D14 (533.33+21.44 pm) auf
767.18+58.13 um an D56 zu. Diese Kollateralen nahmen also in diesem Zeitraum um das 2.66-
fache ihrer GroRe zu (Abb. 11). Auf den Durchmesser der interkoronaren Kollateralen, die tber

das Moderatorband verliefen, wird spater eingegangen.

3.6.2. Intrakoronare Kollateralen

Intrakoronare Kollateralen konnten in 15 Herzen (57.69%) nachgewiesen werden, davon jeweils
eine an D2, D3, D7, D12 und D14 und in zehn Tieren, die D56 finalisiert wurden (83.33% der
Tiere der Gruppe).

23 der 60 untersuchten Kollateralen (38.33%) z&hlten zu den intrakoronaren, eine an D2, D3 und
D7, zwei an D12 und D14 und 16 an D56 (1.33+0.31 Kollateralen pro Tier (Abb. 9)). Bis D12
konnten also nur drei intrakoronare Kollateralen nachgewiesen werden (13.04% der
intrakoronaren Kollateralen), so dass sich die Anzahl der intrakoronaren Kollateralen bis
einschlie3lich D7 signifikant von der ab D12 unterscheidet (p=0.037).

19 der 23 gefundenen Kollateralen waren direkt an der Uberbriickung der Stenose

beteiligt (82.61%), da sie in direkter Nahe zum Gefalverschluss lokalisiert waren und entweder
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das prastenotische Gefall mit einem Seitenast anastomosierten oder einen Seitenast mit dem
poststenotischen Gefall verbanden (Abb. 12A). Keine dieser Kollateralen wurde vor D12

nachgewiesen. Von den Ubrigen intrakoronaren Kollateralen verliefen zwei (8.7%) endomural im
Ventrikelseptum (D3 und D56) und zwei (8.7%) Uber das Moderatorband (D2 und D7) (Abb. 12
B, C).

Abb. 12 — Intrakoronare Kollateralen

A: Kollaterale, die direkt an der Uberbriickung des GefaRverschlusses beteiligt ist. Rot:
intrakoronare Kollaterale, grau: Kupferstent. B, C: Kollaterale, die Uber das Moderatorband
verlauft. Die Kollaterale zweigt von der linken Koronararterie (LCA) ab und wird beim Verlauf
durch den rechten Ventrikel durchgeschnitten (B, diinner Pfeil). Das andere Ende des GefaRes
(C, Pfeilspitze) verlauft Gber den M. papillaris major im rechten Ventrikel (offene Pfeile) und
anastomosiert dort mit einem GefaR, das tiber den rechten Ventrikel verlauft und am Rand des
Ventrikels abgeschnitten wird (C, offene Pfeilspitze). Das andere Ende des Gefalles (B, dicker
Pfeil) findet dann distal des Kupferstents (*) wieder Anschluss an die LCA.

Vergleicht man nur die 19 intrakoronaren Kollateralen, die direkt an der Uberbriickung der
Stenose beteiligen waren, kann man eine GroRenzunahme um das 1.77-fache von
282.38+35.85 um (D12 und D14) nach 500.54+23.02 um D56 feststellen. Der Durchmesser der
beiden endomuralen Kollateralen im Ventrikelseptum betrug D3 311.04+27.88 pum und D56
334.82+47.15 pm, ein Zuwachs um das 1.07-fache. Auf den Durchmesser der Kollateralen, die
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uber das Moderatorband verliefen, wird spéter eingegangen.

3.6.3. Briickenkollateralen

Brickenkollateralen lieRen sich in 18 Herzen (69.23%) darstellen: bei einem Tier
D7 (33.33% der Gruppe) (Abb. 14 A) und bei allen Tieren D12 (Abb. 13 A, B, Abb. 14 B),
D14 (Abb. 13 C) und D56 (Abb. 13 D-F).

Abb. 13 — Bruickenkollateralen in der postmortalen Angiographie und Stereoskopie
A: Postmortale Angiographie. B: Stereoskopie. Kollateralen an Tag 12 nach Stentim-
plantation (D12) (Pfeile), die die Gefallokklusion, induziert durch einen Stent (*), tberbricken.

52



Abb. 14 — Briickenkollateralen im Micro-CT
Rot: Briickenkollateralen, grau: Kupferstent. A: 7 Tage nach Stentimplantation (D7), B: D12,
C: D14, D-F: D56.

28 der 60 untersuchten Kollateralen (46.67%) waren Briickenkollateralen. Im Schnitt hatten die
Tiere D7 0.33+0.33 Briickenkollateralen, D12 1.33+0.33, D14 zwei und D56 1.58+0.15
(Abb. 9). Die Anzahl der Briickenkollateralen bis einschlieBlich D7 unterscheidet sich dabei
signifikant von der ab D12 (p<0.0005).
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Abb. 15 — Diameter der Briickenkollateralen

Es konnte eine stetige GrolRenzunahme der Briickenkollateralen beobachtet werden: Der
Durchmesser der Briickenkollateralen nahm von D7 (243.98+66.14 um) nach
D12 (416.15+22.15 pum) um das 1.71-fache zu. D14 wiesen sie einen Durchmesser von
496.96£31.73 um auf, D56 einen von 563.36+13 um. Dies entspricht einer GroRenzunahme der
GefaRe um das 2.31-fache zwischen D7 und D56 (Abb. 15). Vergleicht man den Diameter der
Briickenkollateralen bis D14 (428.76+19.58) mit dem der Briickenkollateralen an D56 zeigt sich
ein signifikantes Wachstum (p=0.012).

3.7. Tiefe Kollateralen

3.7.1. Subendokardiale Kollateralen auf dem Papillarmuskel

In 24 von 26 Herzen (92.31%) lieRen sich subendokardiale, makroskopisch sichtbare Gefale
nachweisen. Im linken Ventrikel fanden sich diese in 19 der 26 untersuchten Herzen (73.08%) an
der Spitze des anterioren Papillarmuskels (Abb. 16 A) und in 21 Herzen (80.78%) am
posterioren Papillarmuskel. Diese bildeten am anterioren Papillarmuskel zu 73.08% und am
posterioren Papillarmuskel zu 69.23% ein endokardiales Netzwerk aus kommunizierenden

GeféaRen. Im rechten Ventrikel waren in 24 von 26 Herzen (92.31%) GeféalRe auf dem Musculus
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papillaris major sichtbar, die zu 65.38% ein Netzwerk bildeten (Abb. 16 B). Die endokardialen

Gefalie lieBen sich nicht mit Hilfe der postmortalen Angiographie und dem Micro-CT darstellen.

Abb. 16 — Subendokardiale Kollateralen
A: Kollateralen auf dem M. papillaris anterior im linken Ventrikel. B: Kollateralen auf dem

M. papillaris major im rechten Ventrikel.

3.7.2. Intramurale Kollateralen auf dem Moderatorband

Ein Moderatorband, das sich zwischen Septum und anteriorem Papillarmuskel im rechten
Ventrikel aufspannte, zeigte sich in 23 der 26 Herzen (88.46%). In 16 Herzen (69.57%) war auf

dem Moderatorband ein makroskopisch sichtbares Gefal3 zu erkennen.

Insgesamt wurde das Moderatorband als Struktur, tber die eine Kollateralisierung erfolgte, in
acht Schweineherzen (34.78%) genutzt: jeweils in einem Schweineherz DO0.5, D2, D5, D12, D14
und D56 und in zwei Herzen an D7 (Abb. 17 A).

Insgesamt acht Kollateralen verliefen tUber das Moderatorband (13.33% der Kollateralen): sechs
interkoronare (75%) und zwei intrakoronare Kollateralen (25%) (Abb. 17 B, C).
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Abb. 17 — Intramurale Kollateralen, die tber das Moderatorband verlaufen
A: Moderatorband, das sich zwischen dem Ventrikelseptum und der Basis des M. papillaris
major im rechten Ventrikel aufspannt. B: Kontrastmittel geflltes Gefal3, das im Moderatorband

verlauft. C: Korkenzieherartig geformtes GefaR, das auf dem Moderatorband verlauft.
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Abb. 18 — Diameter der inter- und intrakoronaren Kollateralen, die Uber das Moderatorband
verlaufen

Der Durchmesser der Gefalle, die tiber das Moderatorband verliefen, nahmen um das 1.51-fache
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von DO0.5 (245.51+21.51 pm) iber D2 (278.284£37.97 um) und D5 (357.11+42.05 pm) bis
D7 (370+44.91 um) zu, um dann wieder D12 (270.68+18.82 um) und D56 (317.57+42.37 pm)
abzunehmen. Die intrakoronare Kollaterale an D14 mit 489.88+47.36 um Durchmesser stellte

eine Ausnahme bei diesem Wachstumsverlauf dar (Abb. 18).

I11. Teil: Ursprung, zeitlicher Entwicklungsverlauf und Histomorphologie von

Briuckenkollateralen

3.8.  Ursprung der Brickenkollateralen

Mit Korrosionpraparaten gelang es, den physiologischen Aufbau von Vasa Vasorum und ihre

\ernetzung untereinander darzustellen.

Abb. 19 — Vasa Vasorum im Korrosionspraparat
A, B: Vasa Vasorum sind netzartig um die groen Koronararterien herum angelegt. C: Aufnahme
eines Vas Vasorum in der Wand der linken Koronararterie mit hoher VergroéfRerung

Es zeigte sich, dass VV longitudinal entlang und circumferentiell um die LCA herum angelegt
sind und ein Netzwerk von kleinen Gefallen bilden (Abb. 19 A-C). 19 der 27 im Micro-CT
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gezéhlten Brickenkollateralen (70.37%) entsprangen vom GefalRBlumen des okkludierten
GeféRes, Uberbriickten die Okklusion und fanden postokklusiv wieder Anschluss an dasselbe
GefaR. Die ubrigen acht Briickenkollateralen (29.63%) entsprangen vom GeféaRast proximal der

Okklusion und anastomosierten postokklusiv mit dem Hauptgefar.

3.9. Wachstumsprozess der Bruckenkollateralen

Als typische Merkmale von Arteriogenese konnte eine Invasion von Monocyten, Proliferation

und GefalRwachstum beobachtet werden.

3.9.1. Monocyteninvasion

Die Induktion der Arteriogenese durch den semi-akut okkludierenden Kupferstent fuhrte zu einer
Invasion von CD163+ Zellen (Monocyten) in den perivaskularen Raum. Die Anzahl der CD163+
Zellen korrelierte dabei positiv mit dem Zeitverlauf (R?=0.87; p<0.0005) (Abb. 20 A).

Da die Anzahl der CD163+ Monocyten pro GefaRl abhangig von der GroRe des Gefélles ist,
wurden die Gefale auf 1 um? GeféaBquerschnittsflache normiert. Die Anzahl der positiven Zellen
zeigte dann ein deutliches Maximum an D3 (4.4+0.77) (Abb. 20 B), die vor allem durch die
Anzahl der Monocyten um kleine Gefélie herum hervorgerufen wurde (7.57+£0.58), weniger von
mittleren (3.04+£0.16) und grofRen Gefdlen, die eine Monocyteninvasion erst ab D5
zeigten (Abb. 20 C). Die Korrelation der Anzahl der CD163+ Monocyten pro 1 pm?
GefaBquerschnittsflache mit dem Zeitverlauf waren aber nicht signifikant (R?=0.12; p=0.219).
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Abb. 20 — Monocyteninvasion.

Die Monocyteninvasion perivaskular um Vasa Vasorum (VV) herum steigt linear nach der
Stentimplantation an (A). Zum Vergleich der Monocytenivasion um unterschiedlich grolle GefaRe
herum wurde die Zahl der Moncyten zur Geféliflache normalisiert. Die Monocyteninvasion
erreichte an Tag 3 nach Stentimplantation ihr Maximum (B), vor allem hervorgerufen durch die

Infiltration von kleinen VV, weniger von mittleren und grofien VV (C).
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3.9.2. Gefal3proliferation

Durch die Monocyteninvasion wird wahrscheinlich eine Zellproliferation induziert, da die
Anzahl der CD163+ Monocyten positiv mit der Anzahl der Ki-67+ Zellen (R?=0.74; p<0.0005)
korrelierte (Abb. 21 A). AulRerdem war die Korrelation der Anzahl der proliferierenden Zellen
mit dem Zeitverlauf signifikant positiv (R*=0.69; p<0.0005).

Da auch die Anzahl der Ki-67+ Zellen abhéngig von der GroRRe des Geféales ist, wurden die
Gefille ebenfalls auf eine GroBe von 1 um? GefdBquerschnittsfliche normiert. Die Anzahl der
proliferierenden Zellen zeigte dann ein deutliches Maximum an D3 (0.92+0.28) (Abb. 21 B),
diese war aber nicht signifikant (p=0.16; p=0.576). Untersucht man dies entsprechend der
GroRenaufteilung der Geféle, zeigte sich interessanterweise, dass diese Spitze an D3 vor allem
von Kkleinen Gefalien hervorgerufen wurde (1.31+0.61), weniger von mittleren (0.47+0.15) und
grolen Gefalen (keine Gefdle an D3) (Abb. 21 C). Die Korrelation mit dem
Untersuchungszeitraum zeigt, dass die kleinen GefélRe stark positiv. mit der Zeit
korrelierten (p?=0.79; p=0.001), mittlere weniger stark, aber dennoch positiv (p?=0.59, p=0.043),
und die Proliferation groRer GefaRe sogar negativ korreliert war (p°= - 0.926; p=0.003).
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Abb. 21 — GeféaRproliferation.

Die Zahl der Ki-67+ Zellen (proliferierende (prolif.) Zellen) perivaskular um Vasa Vasorum (VV)
herum korreliert linear mit der Monocyteninvasion (A). Die Proliferationsrate von allen VV
normalisiert zur GefaRflache zeigt ein Maximum an Tag 3 nach Stentimplantation (B), das vor
allem von der Proliferation kleiner VV, weniger von mittel groen VV hervorgerufen wird. In

grolRen VV sinkt die Proliferationsrate (C).
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3.9.3. Gefallwachstum

Der GefaRverschluss an D3 verursachte einen starken arteriogenen Stimulus. Monocyten
stromten in den perivaskuldaren Raum und induzierten Zellproliferation: Die VV nahmen in

GroRe und Anzahl zu.

Die GroRe der GefaBquerschnittsflaiche eines Vas Vasorum nahm von 1.18+0.38 um?
(Kontrollgruppe) auf 22.76+3.97 um?® (D12) zu (R?=0.69; p<0.0005), was einem Zuwachs um
das 19.29-fache entspricht. Analog nahm der Umfang von 123.05+16.95 pm auf
491.63+50.64 ym D12 zu (R?*=0.80; p=0.000), ein Zuwachs um das 4.0-fache. Der Diameter
nahm von 32.34+3.83 pum auf 125.12+12.96 um D12 zu (R?*=0.82; p<0.0005), ein Zuwachs um
das 3.87-fache (Abb. 22 A). Der GrolRenzuwachs korreliert ebenfalls positiv signifikant mit der
Anzahl der proliferierenden Ki-67+ Zellen (GefaRquerschnittsfliche R?=0.44; p=0.010,
GefaBperimeter R?=0.65; p=0.001 und Diameter R?=0.604; p=0.001 (Abb. 22 B)).

Die im Micro-CT beobachtete Zunahme der Anzahl und GroRe der Briickenkollateralen wurde
bereits im II. Teil der Arbeit dargestellt. Zusatzlich wiesen die Briickenkollateralen in der
postmortalen  Angiographie und im Micro-CT ein flr Arteriogenese typisches

korkenzieherartiges Wachstum auf (vergl. Abb. 14).

Die Anzahl der VV nahm von 2.4+0.38 (Kontrollgruppe) auf 24.44+3.06 (D12) zu. Diese
Zunahme war sowohl zum Beobachtungszeitraum (R?=0.76; p=0.000) als auch zur Anzahl der
Ki-67+ Zellen (R°=0.95; p=0.000) (Abb. 22 C) positiv signifikant korreliert. Bis D3 dominierten
vor allem kleine VV (nach allen drei untersuchten Parametern Geféaliquerschnittsflache, Umfang
und Diameter), zwischen D3 und D7 mittelgroRe VV und ab D12 groflRe VV (Abb. 22 D).
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Abb. 22 — Wachstum der Vasa Vasorum (VV).

Der durchschnittliche Diameter eines Vas Vasorum nimmt linear bis Tag 12 nach
Stentimplantation (D12) zu (A). Dieses Wachstum ist wahrscheinlich induziert durch die Zahl der
proliferierenden (prolif.) Zellen pro Vas Vasorum (B). Aullerdem induziert die Geféal3proliferation
auch eine Zunahme der GefalRanzahl (C). Dabei Uberwiegt die Zahl der kleinen VV bis D3, von
D3-D7 dominieren mittlere VV und ab D12 grof3e VV (D).
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3.10. Histomorphologie der Brickenkollateralen

Die HE-Farbung der “Region of Interest” (ROI) zeigte die linke Koronararterie quer
angeschnitten, umgeben von VV, die mit braunem Kontrastmittel gefillt waren (Abb. 23). Der
LAD fehlte durch das Entfernen des Stents das Endothel. Im Lumen der LAD befand sich ein
Thrombus, der aus quer verbundenen Fibrinfaden und inflammatorischen Zellen, wie
Granulocyten und Makrophagen, bestand und an der GefdRwand in ein Granulationsgewebe
uberging und sich organisierte. Reste der origindren Gefalwandstruktur konnten zwar
nachgewiesen werden, die Media mit ihrer Schicht aus glatten Muskelzellen war aber stark
fragmentiert. Zum GefaBlumen hin verdnderte sich die Gefdlwand in ungeordnetes
Granulationsgewebe und reichlich Fibroblasten. In der Gefalwand waren auBerdem regressive
Kalzifizierungen zu beobachten, die als Reaktion auf den Stent zu werten waren. Im Myokard
fanden sich Zeichen eines subakuten Infarktes: Uberginge von gesundem Myokard iiber

Granulationsgewebe bis hin zu Nekrosen. Die VV wiesen eine unterschiedliche Anzahl

ungleichmaRig geformter Schichten glatter Muskelzellen auf.

Abb. 23 — HE-Farbung eines histologischen Schnittes aus der GefaRregion der linken
Koronararterie, in der sich der Kupferstent befand.
Quer angeschnittene linke Koronararterie, umgeben von VV, die mit braunem Kontrastmittel

geflllt sind. Das Bild ist aus mehreren Einzelaufnahmen zusammengesetzt.
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An D12 hatten die groRten Geféalle 1.96+0.15 Schichten glatter Muskelzellen (SMC) pro Vas

Vasorum im Gegensatz zu 0.97+0.03 Schichten pro Gefal3 in der Kontrollgruppe. Dies entspricht

einem Zuwachs um 102.06%. Die Schichten glatter Muskelzellen pro Vas Vasorum korrelierte
dabei linear mit dem Untersuchungszeitraum (R?=0.81; p=0.000) (Abb. 24).

371 R2=0.81

n SMC-Schichten/ VV

0.5 4

Tage nach Stentimplantation

Abb. 24 — Histomorphologie der Gefalwand der Vasa Vasorum.
Die Zahl der Schichten glatter Muskelzellen (SMC) steigt linear im Untersuchungszeitraum um
102.06% an.
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I. Teil: Methodenetablierung zur Herstellung von Korrosionspraparaten und

Anfertigung postmortaler Angiographien in Verbindung mit der Stereoskopie

Der Wunsch, GefaRe in ihrer rdumlichen Anordnung darzustellen, ist so alt wie die
Injektionsmethode selbst. Die Geschichte der GeféaRinjektion reicht zuriick bis auf Leonardo da
Vinci um das Jahr 1500 ®. Fir die Raumdarstellung der GefaRe stehen drei Methoden zu

Verfligung: die Aufhellung, die postmortale Angiographie und die Korrosion.

Die Aufhellungsmethode ist seit dem Ende des 18. Jahrhunderts bekannt und beruht auf der
Angleichung des Brechungsindex von Praparat und umgebendem Medium *°. Diese Methode
bringt Praparate mit einer hohen Detailgenauigkeit hervor, ist aber sehr aufwendig und soll hier

nur kursorisch erwahnt bleiben.

Die Etablierungsarbeit der beiden anderen Methoden, der Korrosion und der postmortalen
Angiographie, zur Darstellung von Gefalen im Schweineherzen erbrachte drei wichtige

Ergebnisse:
1. Mit der postmortalen Angiographie kdnnen unter Verwendung des Versuchsaufbaus 3,
der beschriebenen Versuchsdurchfiihrung und des Bariumsulphat-KM 3 arterielle GeféaRRe

bis zur 6. Ordnung dargestellt werden.

2. Mit Hilfe eines Tischs, mit dem das Herz horizontal auf dem Mammographietisch

verschoben wird, ist es moglich, stereoskopische Bilder anzufertigen.

3. Mit dem Acrylharz konnen in der Zusammensetzung, wie sie in der Methodik

beschrieben wurde, detailreiche Korrosionspraparate angefertigt werden.

Im ersten Teil dieser Diskussion werden diese Ergebnisse gewertet.
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4.1. Postmortale Angiographie

Als letzte der drei oben genannten Verfahren zur Darstellung von Geféal3en entwickelte sich die
postmortale Angiographie, kurz nachdem Rontgenstrahlen praktisch angewandt werden konnten.
Auch bei dieser Methode kamen vor allem wahrend der ersten Halfte des 20. Jahrhunderts viele
Injektionsmethoden und Kontrastmittel zum Einsatz, aber nur wenige werden heute noch
angewandt. Bariumsulphat-Gelatine als KM gehort dazu, das vor allem nach Schlesingers
Arbeit ® oft fiir Angiographien eingesetzt wurde. Die moderne Arteriogeneseforschung begann
mit Fulton ** 3% der mit seinen Bismuth-Oxychlorid-Angiogrammen wichtige Erkenntnisse zur

Kollateralentwicklung machte .

Die postmortale Angiographie ist eine komplexe Methode mit vielen Einflussfaktoren, die
beachtet werden missen, um aussagekréftige Angiogramme zu erzielen. Eine Herausforderung
bei der Untersuchung von Kollateralen besteht vor allem darin, ausschlieBlich den prékapillaren
arteriellen Schenkel der Koronargefalle zu perfundieren. In den meisten Studien wurde zur KM-
Perfusion, wie in der vorliegenden Studie, die Perfusionstechnik nach Schlesinger angewandt,
umstritten war aber der Perfusionszeitpunkt vor bzw. nach dem Lésen des Rigor mortis, die
Notwendigkeit einer Vorperfusion, die Perfusionsmethode, die Hohe des Perfusionsdrucks und
die Dauer sowie die Reihenfolge der Koronarperfusion. Diese Einflussfaktoren sollen nun im

Einzelnen diskutiert werden.

4.1.1. Rigor mortis

7,40, 78 stellten andere

Wahrend in vielen Studien das Ldsen des Rigor mortis abgewartet wurde
Autoren fest, dass bei einer Perfusion nach mehr als 24 Stunden post mortem vermehrt
Extravasate auftraten . In der vorliegenden Studie konnten wir keinen Qualitatsunterschied
zwischen den Angiogrammen feststellen, die vor bzw. nach dem Ldsen des Rigor mortis
angefertigt wurden. Aus praktischen Grinden lagen aber oft 12-24 Stunden zwischen
Herzentnahme und KM-Perfusion. AuRerdem lassen sich die Herzen, wenn sie nach der Methode
von Reiner und Rodriguez " aufgeschnitten werden, nur schlecht ausbreiten, wenn noch eine

Todesstarre besteht &,
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4.1.2. Vorperfusion

Durch eine Perfusion mit 0.9%-iger NaCl-Lésung vor der eigentlichen KM-Perfusion werden
Blutgerinnsel und Luftblasen aus den Gefalen entfernt. Man beugt so einer inkompletten
Filllung vor **. Andere Autoren berichten jedoch auch Uber gute Ergebnisse ohne diese
\orperfusion 8 In der vorliegender Arbeit hat sich die Vorperfusion vor allem deshalb bewahrt,
weil dadurch Blutreste aus den GefaRen gespilt wurden und Artefakte durch eingeschlossene

Luftblasen vermieden werden konnten.

4.1.3. Perfusionstechnik

Im Laufe der Zeit wurden viele Methoden und Techniken angewandt, um einen gleichmaRigen

° mit Hilfe von Schwerkraft, mit

Druck aufzubauen: Perfusionen nur mit einer Handspritze ®
Injektionsautomaten oder Rollerpumpen ®. Der Versuchsaufbau in dieser Studie war an dem von
Schlesinger ® orientiert. Das geschlossene System des Versuchsaufbaus 1 zeigte, dass der Druck
im System schnell anstieg, nachdem wenig KM in die Koronararterien perfundiert wurde, sich
das Kontrastmittel in den Gefalen aufstaute und dadurch der Perfusionswiderstand anstieg. Es
verdeutlichte die Notwendigkeit eines Ventils, durch das Druck aus dem System entweichen
konnte, wenn dieser zu stark stieg. Der Versuchsaufbau 2 loste dieses Problem, war aber zu
ungenau in der Druckeinstellung. Beim \ersuchsaufbau 3 lieB sich der Druck ohne
Schwankungen gut einstellen. Ein weiterer Vorteil des Versuchsaufbaus 3 waren die Drei-Wege-
Héhne, die direkt vor den Knopfkanllen angebracht waren. Damit konnten einerseits die
zufuhrenden Schlauche vor der Vor- und KM-Perfusion entliftet werden, andererseits konnte
nach der KM-Perfusion ein Zurlckflielen des KM vor dem Erstarren des KMs verhindert
werden. Sukzessive konnte so die Perfusionstechnik verbessert werden, so dass die letzten
Herzen der Etablierungsphase des Bariumsulphat-KMs 3 und die Versuchstierherzen des Il. und

1. Teils der Studie ohne Artefakte durch Luftblasen waren.

4.1.4. Reihenfolge der Koronarperfusion

Die Reihenfolge der KM-Perfusion der Koronararterien (d.h. eine Perfusion der Koronararterien

gleichzeitig vs. sequenziell) ist vor allem bei der Darstellung von Kollateralen wichtig. Da z.B.
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interkoronare Kollateralen zwei unterschiedliche Stromgebiete miteinander verbinden, werden
diese vor allem dann perfundiert, wenn wie bei einer sequenziellen Perfusion ein Druckgradient
zwischen den Stromgebieten besteht " 1. Diese Technik wurde als erstes von Fulton etabliert *.
In der vorliegenden Studie konnte bestétigt werden, dass eine sequenzielle, gefolgt von einer

gleichzeitigen Perfusion der Koronararterien, ein gutes Ergebnis liefert.

4.1.5. Perfusionsdruck, Perfusionslange und Kontrastmittel

Die Hohe des Perfusionsdrucks und die Dauer der Perfusion ist grundsétzlich abhéangig vom KM
selbst, von der Viskositat des KMs und vom Gewebe. Direkte Vergleiche sind daher zwischen
den Studien nur bedingt aussagekréftig.

Das 1. Bariumsulphat-KM nach Barmeyer zeigte in unserer Studie eine schlechte Fillung des
GefaRsystems und blieb hinter den Ergebnissen von Barmeyer ’ zuriick. Der Unterschied in den
Ergebnissen l&sst sich bei sonst gleichen \Voraussetzungen am ehesten auf die ladngere
Perfusionszeit von 4 min (gleichzeitige und anschlielend sequenzielle Perfusion der

Koronararterien bei 200 mmHg) bei Barmeyer zurtickfuhren.

Mit dem 2. Bariumsulphat-KM wurden insgesamt bessere Angiogramme als mit dem 1. KM
angefertigt. Es zeigte sich auch, dass sich sowohl ein héherer Druck von 200 mmHg als auch

eine langere Perfusionszeit positiv auf das Ergebnis auswirken.

Trotz der guten Ergebnisse mit dem 2. Bariumsulphat-KM wurde das 3. Bariumsulphat KM
weiter untersucht, da schon die ersten Versuche zur Etablierung des Versuchsaufbaus 1 eine gute
Fullung aufwiesen. Auf die Ergebnisse der ersten beiden KM aufbauend zeigte sich, dass sowohl
der Druck wie auch die Perfusionszeit noch weiter erhoht werden kénnen, um ein noch besseres
Fullungsergebnis zu erzielen. Durch eine sequenzielle KM-Perfusion mit 240 mmHg tber 5 min
und eine anschlieBende 1-minutige Perfusion aller Koronararterien gleichzeitig konnten wir ein

optimales Fillungsergebnis erzielen.

Obwohl der verwendete Perfusionsdruck héher als bei allen anderen bisherigen vergleichbaren

7, 33, 78

Studien war , wurden keine Extravasate oder GefaRzerstérungen nachgewiesen. Eine

Perfusion mit einem Druck, wie er auch physiologisch im GefaBsystem herrscht, hat keinen
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\orteil, da sich post mortem alle Einflussfaktoren auf den Blutdruck im GefaRsystem veréndern:
Venendruck, Gewebsturgor und Muskelspannung fehlen. Eine Perfusion post mortem folgt also
nur physikalischen, nicht hdmodynamischen Gesetzen. Dies flihrt zu einer Gefallweitung, so dass
post mortem gemessene Parameter nicht mit intravitalen Werten (bereinstimmen, eine
Vergleichbarkeit dadurch nur zwischen Tieren besteht, die mit derselben Methode perfundiert

wurden &°.

Das Bismuth-KM entsprach dem KM, das auch Fulton benutzt hatte **, es konnten aber unter
gleichen Voraussetzungen keine &hnlichen Ergebnisse erzielt werden ** ®. Versuche mit
demselben Perfusionsdruck von 150 bis 200 mmHg mussten abgebrochen werden, da das KM
die Koronarvenen mit perfundierte. Dabei konnte eine paradoxe Geféal3fillung beobachtet
werden: kleinste GefaRe wurden perfundiert, aber da das KM auch vendse Geféalie anfiillte und
sich nicht prakapillar aufstaute, wurden vor allem groRere Gefalle 2. und 3. Ordnung nicht
perfundiert.

Ein weiterer Nachteil des Bismuths ist, dass es zwar eine hohere Rontgendichte als
Bariumsulphat-KM aufweist, aber auch eine nachfolgende Histologie negativ beeinflusst 8. Es

wurde daher darauf verzichtet, weitere Versuche mit diesem KM zu unternehmen.

4.2. Ausrollen des Herzens

Es werden verschiedene Methoden beschrieben, wie man ein Herz aufschneiden kann, um
Summationsprojektionen in der Réntgenuntersuchung durch flaches Ausbreiten des Herzens zu
vermeiden %, In der vorliegenden Arbeit wurde die Methode nach Reiner und Rodriguez ™
gewdhlt, da mit dieser Methode am besten das Septum dargestellt wird. Kollateralen, die
zwischen dem RCX und der RCA verlaufen sowie zwischen LCA und RCA, werden jedoch

durchgeschnitten.

4.3. Stereoskopie

Die Stereoskopie ist der Versuch, 3-dimensionale Bilder anzufertigen, indem es das menschliche
Sehen nachempfindet. Das 3-dimensionale Sehen des Menschen basiert darauf, dass jedem Auge

ein Bild aus einem gering unterschiedlichen Blickwinkel angeboten wird. Das linke Auge sieht
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mehr von der linken Seite eines Objekts, das rechte mehr von der rechten. Diese beiden
inhaltsgleichen, aber nicht geometrisch gleichen Bilder werden gedanklich zu einem
zusammengesetzt und ergeben in der Summe einen 3-dimensionalen Gesamteindruck °. Ein 3-
dimensionales Sehen ist daher abhangig vom Abstand der beiden Augen zueinander, mit nur

einem Auge ist dies nicht mehr moglich.

Grundsatzlich gibt es zwei verschiedene Mdoglichkeiten, um diese Verschiebung, die sog.
stereoskopische Deviation, zu erzielen. Entweder wird der Bildempfanger verschoben (wie bei
den Augen, nur dass es hier gleich zwei Bildempfanger gibt, die nebeneinander angeordnet sind)
oder der Bildsender. Da bei dem verwendeten ROntgengerdt die Rontgenquelle und der
Mammographietisch starr zueinander ausgerichtet waren und nicht gegeneinander bewegt
werden konnten, musste der Bildsender, d.h. das Herz, das von Réntgenstrahlen durchleuchtet
wurde, verschoben werden. In den ersten drei Versuchsaufbauten wurde dies uber eine
Wippenkonstruktion versucht, wie sie auch Schaper angewandt hat ". Stereoskopische Bildpaare
konnten damit aber nicht angefertigt werden, da es nicht zu einer horizontalen, sondern vor allem
zu einer vertikalen Verschiebung kam (neben anderen Bewegungsartefakten, die durch das
Kippen des Versuchsaufbaus entstanden). Ein stereoskopisches Bildpaar ist so nur an der Linie
entstanden, Uber die die Wippe gekippt wurde, weil es hier zu keiner vertikalen Verschiebung
kam. Daraufhin wurde der Versuchsaufbau umgebaut und ein Tisch angefertigt, der lediglich zu
einer Verschiebung des Herzens in der horizontalen Ebene flihrte. Bewegungsartefakte wurden
durch die Fixierung des Versuchsaufbaus auf dem Mammographietisch mit Hilfe der Zwingen
ausgeschlossen. Dabei ist eine Verschiebung von 46 mm zwischen den Bildpaaren zwar relativ
gering, reichte aber aus, um stereoskopische Bilder zu erzeugen. Schoenemackers empfahl eine
noch groRere Verschiebung von 7 cm 2, ein Abstand der auch etwa dem Abstand zwischen den

Augen entspricht.

Wiéhrend die Stereoskopie eine Methode ist, die in der Geschichte immer wieder eingesetzt

8278 unterschied sich die Methode,

wurde, um in Angiographien Kollateralen zu identifizieren
mit der die beiden Halbbilder dem Untersucher dargeboten wurden. Meistens wurden die
Halbbilder mit einem speziellen Stereoskop betrachtet, das die beiden Halbbilder jedem Auge
getrennt zeigte. In der vorliegenden Studie wurden die Halbbilder mit Hilfe der
Anglyoglyphentechnik den Augen présentiert und mit einer 3D-Brille angesehen. Diese Technik

ermoglicht durch die Unabhangigkeit spezieller Betrachtungsvorrichtungen eine bessere
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Objektivierbarkeit der Ergebnisse. Andert man die Zuweisung eines stereoskopischen Bildpaares
zum Augenpaar, so dass das linke Auge das Bild fiir das rechte Auge sieht und umgekehrt, dann
dreht sich die raumliche Ausdehnung des Bildes um (Pseudoskopie) °. Dies kann durch das
Umdrehen der Brille, d.h. durch einen Wechsel der beiden farbigen Folien vor dem Auge erzielt
werden. Je nach dem, wie man die Brille tragt, sieht man dann entweder auf die endokardiale
oder epikardiale Seite des linken Ventrikels. Jeweils genau andersherum stellt sich wegen des
Aufschneidens des Herzens nach der Methode von Reiner und Rodriguez " der rechte Ventrikel
dar. Die Pseudoskopie kann bei der Untersuchung des Verlaufs von Kollateralen sehr hilfreich

sein.

4.4. Korrosionsmethode

Unter der Korrosionsmethode versteht man die Injektion eines Mittels in das GefaRsystem und
nach Aushérten desselben die Korrosion des umliegenden organischen Gewebes. Man erhélt so
einen Negativabdruck der GefaRe. Die Korrosionsmethode hat eine lange Geschichte, schon da
Vinci soll die Korrosionsmethode zur Darstellung von Herzhéhlen und Hirnventrikeln genutzt
haben %. Im Laufe der Jahrhunderte kamen viele verschiedene Injektionsmittel zum Einsatz.
Auch der Zusatz von Bleimennige wurde erprobt, um Korrosionspréparate einer radiologischen
Untersuchung zuzufiithren ®. Als erster wiesen Baroldi et al. mit Hilfe der Korrosionsmethode
koronare Kollateralen beim Menschen nach 8. Die Vorteile von Korrosionspraparaten ist, dass
Artefakte selten sind * und die topographischen Verhaltnisse in allen drei Dimensionen erfasst
werden kénnen ®. Die Nachteile umfassen unter anderem das Schrumpfen der Praparate nach
dem Ausharten *® und die Zerbrechlichkeit der Praparate.

Die Korrosionspréparate, die in dieser Studie mit dem Acrylharz Acrifix ® 190 angefertigt
wurden, zeigten feinste GefélRe, deren Fillung nicht durch unterschiedliche Mengen an
Verdiinner 20 beeinflusst wurde. Die Zugabe von Bleimennige beeinflusste die Héarte der
Korrosionpraparate positiv und kann daher fur die Verwendung in Korrosionspraparaten
empfohlen werden. Fir eine rontgenologische Darstellung der Koronararterien ist Bleimennige
wegen der ungleichmaRigen Verteilung der Bleimennige und des Summationseffekts in der
Rontgenaufnahme nicht geeignet. Da die Menge der Injektionsmasse den Fullungsgrad der
Korrosionspraparate beeinflusst, hat sich hier eine Menge zwischen 8-10 ml pro Koronararterie
als geeignet erwiesen, um Kleinste Gefalie darzustellen.
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Die Korrosion in 10%-iger Kalilauge dauert zwar langer als bei einer hoher prozentigen

Lauge “°, hat aber keinen Nachteil bezogen auf das Ergebnis der Korrosionspréparate.

Die weillich-kristallinen Strukturen sind am ehesten auf Rickstdnde von Kalkseifen aus
Organfetten und Kalilauge zuriickzufiihren ** ®. Diese lieRen sich auch durch mehrmaliges
Waschen der Praparate nicht auflésen. Ein Abspilen der Préparate, wie es andere Autoren

vorgeschlagen haben ®, war nicht méglich, da die GefaRe zu zerbrechlich waren.

Il. Teil: Nachweis praexistenter Kollateralen sowie Induktion und Analyse von

Kollateralisierung im Schweineherzen

Die Diskussion des zweiten Teils der Studie richtet sich nach zwei Einteilungsprinzipien von
Kollateralen am Schwein. Kollateralen werden nach Rockstroh et al. in vier Typen klassifiziert:
interatriale, intraseptale, interkoronare und Briickenkollateralen ™. Die interatrialen Kollateralen
sollen hier nur kursorisch erwahnt bleiben, da in der Studie nur koronare Geféle untersucht

wurden, die die Ventrikel versorgen.

Des weiteren stellten Fulton und van Royen fest, dass man grundsétzlich oberflach-
liche (epikardiale) und tiefe (subendokardiale und intramurale) Kollateralen unterscheiden
kann *. Auf zwei fiir die tiefe Kollateralisierung im Schwein wichtige anatomische Strukturen,
die Schaper beschrieb, soll aulRerdem vertieft eingegangen werden: dies sind zum einen die
Papillarmuskeln, an denen man im Schwein oft ein subendokardiales Netzwerk von Kollateralen
findet ’’, zum anderen das Moderatorband (Trabecula septomarginalis), ein muskulérer Strang,
der sich zwischen Septum und anteriorem Papillarmuskel im rechten Ventrikel aufspannt, und in

dem sich haufig intramurale Kollateralen befinden ®* 7> 7"

Die wichtigsten Ergebnisse des zweiten Teils der Arbeit waren folgende:

1. Praexistente Kollateralen sind im nativen Schweinherzen mit Hilfe wvon

Korrosionspraparaten nachweisbar.

2. Arteriogenese ist im Schwein induzierbar. Fir die Kollateralisierung sind vor allem
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superfiziale Kollateralen, weniger tiefe, subendokardiale Kollateralen verantwortlich.

3. Langstreckige interkoronare und intrakoronare Kollateralen entwickeln sich frih und
werden von kurzstreckigen Briickenkollateralen ab D7 und von intrakoronaren

Kollateralen ab D12 abgel6st.

4. Das Moderatorband hat auf Grund seiner Lage im rechten Ventrikel als anatomische

Struktur eine besondere Bedeutung fiir die friihe Kollateralisierung des Schweineherzens.

Diese Ergebnisse sollen nun nach dem oben genannten Einteilungsprinzip diskutiert werden, um
abschlieRend in der Zusammenschau der Ergebnisse eine Aussage Uber die Kollateralisierung des

Schweineherzens in diesem Tiermodell zu treffen.

4.5. Superfiziale Kollateralen

Die Ergebnisse der Korrosionspraparate zeigen, dass in nativen Schweineherzen superfiziale,
praexistent angelegte Kollateralen vorhanden sind, die interkoronar die Wasserscheidenregion
zwischen zwei GeféaRgebieten Uberbricken und die beiden Koronararterien miteinander
verbinden. Damit kdnnen Aussagen, die die Existenz von préexistenten Kollateralen im Schwein

32,41, 73

verneinen , widerlegt werden. Die Ergebnisse bestatigen Rodrigues et al., die feststellten,

dass in 75% der Schweineherzen mindestens zwei Anastomosen zu finden sind ”.

Die Tierexperimente zeigen, dass durch eine minimal invasiv induzierte GefaRokklusion mit
Hilfe eines Kupferstents Kollateralwachstum in 88.46% der untersuchten Schweineherzen
stimuliert werden kann. Lediglich bei ca. 12% der Tieren, die zu frihen Zeitpunkten nach
Stentimplantation finalisiert wurden, konnten keine Kollateralen nachgewiesen werden. Dieses
Ergebnis steht im Kontrast zu der Beobachtung von Rodrigues et al., die nur in 30% der von
ihnen untersuchten nativen Schweineherzen oberflachliche Kollateralen nachweisen konnten ™.
Dieser Unterschied lasst sich am ehesten darauf zurtickfihren, dass in der vorliegenden Studie
Kollateralen durch die induzierte GefalRokklusion zum Wachstum stimuliert wurden, die im
nativen Schweineherzen nicht nachweisbar waren. Schon Fulton stellte fest, dass der Nachweis
von préexistenten Kollateralen im Schwein schwierig und abhéngig von der Methode ist, die

eingesetzt wird *.
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Je langer die Schweine nach der Induktion des Arteriogeneseprozess durch die Stentimplantation
lebten, desto mehr Kollateralen wurden ausgebildet. Deutlich bildet dies die Zunahme von
0.5 Kollateralen pro Tier D0.5 zu 3.08 Kollateralen pro Tier D56 ab. AusreiRer aus diesem Trend

sind in der kleinen Fallzahl der Gruppen begriindet.

45.1. Interkoronare Kollateralen

Die Daten der vorliegenden Studie zeigen, dass interkoronare Kollateralen zwar bei 34.62% der
untersuchten Schweine gefunden werden konnten, diese aber nur 15% der beobachteten
Kollateralen darstellen. Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch zu den von Robbins und
Rodriguez, in deren Studien 53.85% der Kollateralen interkoronar waren ®. Dieser Unterschied
lasst sich neben der Mdoglichkeit, dass Robbins und Rodriguez eine andere Schweinerasse
verwendeten, damit erkldaren, dass Robbins und Rodriguez nicht nach der Einteilung von

1 Stamm, Mittelzone und Wiederanschluss der Kollaterale an ein Gefal

Longland
identifizierten. So ergeben sich Fehlermdglichkeiten, da zum Beispiel Uber das Moderatorband

oft GeféRe verlaufen (s.u.), diese aber nicht in allen Féallen Anastomosen darstellen.

Die Daten der Studie decken sich auch nicht mit Robbins und Rodriguez® Beobachtung, dass
77% der interkoronaren Kollateralen die LCA mit der RCA anastomosierten, von denen
54% uber das Moderatorband, 9% (ber die freie Wand des rechten Ventrikels und 14% uber das
Septum verliefen "%, Die Tatsache, dass in der vorliegenden Studie nur Kollateralen zwischen
LCA und RCA nachgewiesen wurden, hat zwei Grinde: zum einen standen die Kollateralen
zwischen LCA und RCA im Fokus der Untersuchung, da eine Stenose in der LAD induziert
wurde, zum anderen konnten Kollateralen zwischen dem RCX und der RCA nicht nachgewiesen
werden, da diese durch das Aufschneiden und Ausrollen der Herzen nach der Methode von
Reiner und Rodriguez " nicht mehr zu identifizieren waren. Der Unterschied des Verlaufs der
interkoronaren Kollateralen zu vorliegenden Daten liegt in der individuellen Schwankungsbreite

der GefaRverteilung.

Die vorliegenden Daten zeigen, dass die Kollateralisierung uber interkoronare Kollateralen vor
allem ein frihes Ereignis darstellt, da bis D14 die Halfte der Tiere interkoronare Kollateralen
aufweisen, wahrend dies spater nur bei 16.67% der Tiere der Fall ist. Wahrend der ersten 14 Tage

nach Stentimplantation sind 30.43% der Kollateralen interkoronare, wahrend es bis D56 nur
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noch 5.41% sind. Diese Beobachtung lasst sich, auch wenn die Daten wegen der Kkleinen
Gruppengrolie nicht signifikant sind, folgendermalien erkléren: interkoronare Kollateralen sind
praexistent angelegt und werden zu einem sehr friihen Zeitpunkt nach Induktion der Stenose
rekrutiert. Dem Moderatorband kommt dabei eine besondere Bedeutung zu, da Uber diese
Struktur 2/3 der interkoronaren Kollateralen zwischen LCA und RCA zogen. Die Bedeutung des
Moderatorbands wird spéater weiter vertieft. Die Messergebnisse zeigen, dass interkoronare
Kollateralen, die tiber die freie Wand des rechten Ventrikels ziehen, zwar selten sind, wenn sie

aber auftreten, Uber eine grolRe Wachstumsdynamik verfugen.

45.2. Intrakoronare Kollateralen

Die Daten der Studie zeigen, dass intrakoronare Kollateralen im Schwein nach den
Briickenkollateralen zu den zweit hdufigsten superfizialen Kollateralen gehoren. Die Ergebnisse
weichen leicht von denen von Robbins und Rodriguez ab, die feststellten, dass 46.15% der von
ihnen untersuchten Kollateralen intrakoronar waren . Der Unterschied zu den vorliegenden
Ergebnissen ist nicht grof3, kann aber zum einen dadurch erklart werden, dass Robbins und
Rodriguez in ihrer Studie native Schweineherzen untersuchte, zum anderen, dass sie

Briickenkollateralen nicht von intrakoronaren Kollateralen unterschieden.

Die Ergebnisse zeigen, dass je langer der Untersuchungszeitraum nach Induktion der Stenose ist,
desto mehr Schweine intrakoronare Kollateralen entwickeln. D56 haben 83.33% der Tiere
intrakoronare Kollateralen. Die Entwicklung von intrakoronaren Kollateralen scheint relativ
parallel zu der von Briickenkollateralen zu verlaufen, wenn auch nicht so ausgepréagt. Ab D12
sind intrakoronare Kollateralen, die in unmittelbare Nahe zur Okklusion lokalisiert sind,
nachweisbar. Zu einem friiheren Zeitpunkt sind intrakoronare Kollateralen nur bei drei Tieren
nachweisbar, bei denen die Kollateralen langstreckig entweder (ber das Moderatorband oder
uber einen Seitenast im Septum verlaufen. Ein Tier an D56 Tage hat eine intrakoronare
Kollaterale, die durch das Septum zieht, und bildet damit eine Ausnahme.

Die Diametermessungen zeigen, dass nicht nur die Anzahl der intrakoronaren Kollateralen ab
D12 zunimmt, sondern auch ihr Durchmesser. Die intrakoronaren Kollateralen, die direkt an der
Uberbriickung der Okklusion beteiligt sind, nehmen um das 1.77-fache im Diameter zu. Der

Diameter der beiden intrakoronaren Kollateralen, die endomural durch das Ventrikelseptum
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verlaufen, verandert sich kaum. Dies deutet darauf hin, dass sie keinen Arteriogeneseprozess
durchlaufen. Die Aussagekraft dieses Ergebnisses ist aber limitiert durch die Tatsache, dass nur

in zwei Tieren endomurale Kollateralen nachgewiesen werden konnten.

45.3. Briickenkollateralen

Brickenkollateralen wurden in anderen Studien oft nach Implantation eines Ameroidkonstriktors
beobachtet, der zur experimentellen Induktion einer Stenose von aufen ein Gefal3
komprimiert ”’. Auch in dieser Studie stellen sie die haufigste superfiziale, koronare Kollaterale
dar. Sie kann bei den meisten Tieren nachgewiesen werden, wobei ab D12 jedes Tier
Brickenkollateralen ausgebildet hat. In einem Tier ist eine Briickenkollaterale sogar ab D7
nachweisbar. Ab diesem Zeitpunkt nehmen die Anzahl und der Durchmesser der
Briickenkollateralen zu. Die Anzahl steigt von anfangs 0.33 Briickenkollateralen pro Tier D7 auf
1.58 an D56. Die beiden Tiere, die D14 verstarben, fallen aus dem Trend heraus, da die
Gruppengrolie so Klein ist. Der Diameter der Briickenkollateralen, die im Micro-CT gemessen
wurden, nimmt um mehr als das Doppelte innerhalb von 49 Tagen von D7 nach D56 zu. Dies
stellt eine eindrucksvolle Wachstumsdynamik dar, die im Ill. Teil der Arbeit vertieft untersucht

werden soll.

4.6. Tiefe Kollateralen

4.6.1. Subendokardiale Kollateralen auf dem Papillarmuskel

Die grolRe Bedeutung der subendokardialen Kollateralen fir die Kollateralisierung beim Schwein
wurde bereits in friiheren Studien erkannt " ’" 1% Rodrigues et al stellten fest, dass Kollateralen
im Schwein in bis zu 70% subendokardial liegen "°. Die vorliegenden Daten bestatigen, dass im
Schweineherzen ein ausgedehntes, kollaterales Netzwerk an den Spitzen der Papillarmuskeln
vorhanden ist, das lokal intrakoronar miteinander anastomosiert. Meistens haben sie dartber
hinaus eine Funktion als interkoronare Kollateralen: an der Spitze des posterioren
Papillarmuskels im linken Ventrikel anastomosieren h&ufig RCA und RCX. Der anteriore
Papillarmuskel im linken Ventrikel wird von LCA und RCX versorgt, die auch anastomosieren
koénnen. Uber den M. papillaris major im rechten Ventrikel anastomosieren haufig LCA und RCA
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unter Nutzung des Moderatorbands . Durch ihre subendokardiale Position und ihren meist
kapillaren Aufbau werden die GefaRe durch den intraventrikuldaren enddiastolischen Druck

komprimiert und sind daher muskularen Kollateralen unterlegen .

Die vorliegenden Daten bestétigen, dass das subendokardiale Netzwerk zwar ausgedehnt ist,
zeigen aber, dass das Netzwerk bis auf wenige Ausnahmen nur schwach ausgebildet bleibt.
Daher konnte das kollaterale Netzwerk auf dem Papillarmuskel nicht mit Hilfe von postmortaler
Angiographie und Micro-CT dargestellt werden. Es wurde darauf verzichtet, Messungen des
Diameters durchzufiihren, da sich diese Messungen am Stereomikroskop an einem

Vergleichsmal3stab orientieren und damit meist sehr ungenau sind.

4.6.2. Intramurale Kollateralen auf dem Moderatorband

Die Ergebnisse bestatigen vorherige Studien, dass das Moderatorband eine wichtige anatomische
Struktur fiir die Kollateralisierung des Schweineherzens darstellt ™ ”’. In 69.57% der Falle sieht
man makroskopisch Gefalie, die Uber das Moderatorband ziehen, die aber nur in ca. 1/3 der Félle
intramurale Anastomosen darstellen. Diese Daten decken sich mit Rodrigues et al., die in 65%
der von ihnen untersuchten Herzen Gefédlle beobachtete, die ber das Moderatorband zogen.
20% der von ihnen nachgewiesenen interkoronaren Kollateralen verliefen zwischen dem
trabekuldren Ast der LCA und dem rechten ventrikuldren Ast der RCA ™. In der vorliegenden
Studie konnten interkoronare Kollateralen weniger haufig beobachtet werden, dafiir konnten in

zwei Féllen intrakoronare Kollateralen dargestellt werden, die Gber das Moderatorband verliefen.

Die Daten zeigen, dass die Gefale, die das Moderatorband als Leitstruktur benutzen, friih und
h&ufig nach der Induktion der GeféalRokklusion zur Kollateralisierung rekrutiert werden. Durch
ihren z.B. zu Brickenkollateralen vergleichsweise groRen GefalRdurchmesser von 50-300 pm im
nativen Schweineherzen ® sind sie bereits friih nach der GefaRokklusion geeignet, nach dem
Hagen-Poiseuille’schen Gesetz ein relativ grofies Blutvolumen zu drainieren. Obwohl die Daten
nur auf jeweils einem Tier pro Zeitpunkt basieren (an D7 auf zwei Tieren), zeichnet sich doch
eine Zunahme des GefalRdurchmessers bis D7 ab, der dann bis D56 wieder abnimmt. Die
Héufigkeit, mit der auf dem Moderatorband Kollateralen identifiziert werden, kann mit der
besonderen Topographie der Struktur erklart werden. Durch die Lage des Moderatorbands im

rechten Ventrikel sind die GefaRe, die in ihm verlaufen, wechselnden intraventrikuldren
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Druckbelastungen ausgesetzt: in der Systole werden die Gefde komprimiert, in der Diastole
gedehnt. Um einen stabilen Blutfluss bei dieser Doppelbelastung zu gewéhrleisten, verfligen die
GeféaRe Uber eine verbreiterte Tunica intima mit langs gerichteten Myozyten und eine breite

Schicht zirkular angeordneter glatter Muskelzellen in der Tunica media .

4.7.  Kollateralisierung des Schweineherzens

Nach der Analyse der unterschiedlichen Kollateralen, die in der Studie gefunden wurden, erfolgt
die Kollateralisierung des Schweineherzens nach Induktion einer GefaRokklusion mit Hilfe eines
Kupferstents folgendermalien: Langstreckige, interkoronare und intrakoronare Kollateralen
haben fruhzeitig nach der Induktion der GeféalRokklusion eine Schutzfunktion gegen eine
ausgepragte myokardiale Nekrose. Dabei werden vor allem die GefaRe rekrutiert, die intramural
uber das Moderatorband verlaufen, da diese auf Grund ihrer Anatomie und Topographie

hamodynamisch besonders glinstig sind.

Ab D7 werden Briickenkollateralen ausgebildet, die kurzstreckig die Okklusion Uberbriicken.
Diese verfligen zwar anfangs Uber einen relativ kleinen Durchmesser, sind aber nach dem
Hagen-Poiseuille’schen Gesetz hdmodynamisch ginstig, weil sie deutlich kirzer sind als die
langstreckigen inter- und intrakoronaren Kollateralen. Innerhalb kurzer Zeit nehmen die
Brickenkollateralen zudem stark im Durchmesser zu und zeigen so eine beeindruckende
Wachstumsdynamik. Briickenkollateralen stellen die wichtigsten und héaufigsten Kollateralen in

diesem Tiermodell dar.

Kurzstreckige intrakoronare Kollateralen unterstiitzen ab D12 die Umgehung der Okklusion
durch Brickenkollateralen, indem sie das prastenotische Geféal? mit Seitendsten anastomosieren

und Seitenéste mit dem poststenotischen Gefal} verbinden.

Die langstreckigen inter- und intrakoronaren Kollateralen der ersten Abwehr werden so im
Vergleich zu den kurzstreckigen Brickenkollateralen und intrakoronaren Kollateralen
hamodynamisch ungunstig, da ihr Gefalwiderstand hoch ist. Die kollaterale Konduktanz nimmt
ab. In Kollateralen, in denen der Blutfluss abnimmt, setzt eine subintimale Proliferation ein, die
bis zur Okklusion des GefélRes gehen kann. Dieser Prozess, der auch in der

Embryonalentwicklung auftritt, wird als ,,Beschneidung®, Pruning, bezeichnet '* %!, Dieses
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Phanomen kann mit dem Hagen-Poiseuille‘schen Gesetz erklart werden: Je kleiner die
Querschnittsflache der GefaRe und je langer das Gefal ist, desto groRer ist der Widerstand und
der Energieverlust ®. In der Folge regredieren diese kollateralen Verbindungen und konnen
spater, wenn sie nicht Uber einen groflen Durchmesser verfligen, wie die interkoronaren
Kollateralen, die tber die freie Wand des rechten Ventrikels ziehen, oder intrakoronare
Kollateralen, die tiber das Moderatorband ziehen, nur noch selten nachgewiesen werden.

Es konnte gezeigt werden, dass das Schwein (ber eine ausgeprégte superfiziale
Kollateralisierung verfligt. Das endokardiale, kollaterale Netzwerk im Schwein konnte zwar
dargestellt werden, es hatte aber fiir die Umgehung des induzierten Gefallverschlusses keine

Bedeutung.

1. Teil: Ursprung, zeitlicher Entwicklungsverlauf und Histomorphologie von

Brickenkollateralen

Seit Barger’s Studie 1984 °® hat die Forschung begonnen, sich auf die Rolle von VV in

58, 64

GefaRerkrankungen zu fokussieren . Brickenkollateralen, die ein GefaR nach nicht-akutem

GefaRverschluss ersetzen, wurde bereits in anderen Studien beschrieben 22 %

, €s ist aber wenig
bekannt (ber den Ursprung, die Entwicklungsdynamik und die Histomorphologie von
Brickenkollateralen. Weitere Daten dazu konnten wichtig fur die Entwicklung neuer Therapien
der Angina pectoris und des GefaR bedingten Schwindels und der Claudicatio sein, zum Beispiel

durch die therapeutische Stimulation von Briickenkollateralen.

Die drei wesentlichen Ergebnisse des dritten Teils der Studie sind daher:

1. Briickenkollateralen stammen vom longitudinal verlaufenden Typ 1 VV *° ab.

2. Die Entwicklung von VV zu Briickenkollateralen ist ein schneller Prozess, der innerhalb
von 7 Tagen nach Stentimplantation abl&uft.

3. Briickenkollateralen weisen glatte Muskelzellen auf und sind daher wahrscheinlich

funktionell relevant.
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Im Weiteren sollen diese drei wichtigen Ergebnisse im Detail diskutiert werden.

4.8. Ursprung der Brickenkollateralen

Die Ergebnisse der Korrosionspréaparate, der postmortalen Angiographie, des Micro-CTs und der

Immunhistologie liefern zwei wesentliche Erkenntnisse zum Ursprung von Briickenkollateralen:

1. Die Ergebnisse der Korrosionspraparate zeigten, dass VV Typ 1 *° ein Netzwerk von
praexistenten Arteriolen entlang der Koronararterien formen. Sie kénnen als Substrat fiir

Briickenkollateralen angesehen werden.

2. Die Micro-CT Untersuchungen ergeben, dass vor allem VVI ¥, Typ 1 > rekrutiert
werden, um Briickenkollateralen auszubilden. In 70.37% der Briickenkollateralen
anastomosieren zwei VVI. Seltener werden VVE * rekrutiert, die sich mit einer VVI
verbinden und die Okklusion umgehen. Diese Definition einer Briickenkollaterale
entspricht zwar nicht der von Rockstroh ™ dass Stamm und Wiedereintritt der
Briickenkollaterale am selben Gefall sind, bericksichtigt aber die unterschiedliche

Genese von Briickenkollateralen aus VVI und auch aus VVE.

Die Ergebnisse konnen mit der Bernoulli Gleichung erklart werden.

2

—+ % = konst. Bernoulli Gleichung

v: Strdmungsgeschwindigkeit, p: statischer Druck, p.: Dichte

Nach dieser stehen Stromungsgeschwindigkeit v und statischer Druck p eines inkompressiblen
Fluids in einer festen Beziehung. Bei einem sich verengendem Querschnitt eines Geféles steigt
die Stromungsgeschwindigkeit v in der Stenose an (Kontinuitatssatz) und der statische
intravasale Druck p auf die GefaBwand nimmt ab. Der intravasale Druck der Koronararterie, der
den intravasalen Druck der VV ubersteigt und so zu ihrer Kompression fihrt, nimmt mit folglich

mit zunehmender Gefalistenosierung ab und komprimierte VV werden gedffnet.
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Der statische Druck p in der Stenose nimmt dabei nach dem Lamé Gesetz ** radial mit der
Entfernung vom Mittelpunkt der Koronararterie ab.

P a? b2 ,
Or =133 (1 — r_Z) Lamé Gesetz

o, radialer Druck, a: Gefaessinnenradius, b:Gefaessaussenradius, r: radiale Position der VV

Es werden also zuerst Lumen ferne VV in der GefalBwand der Koronararterie ge6ffnet und mit
der weiteren Abnahme des statischen Drucks p auch Lumen nahe VV.

Die chronische Stenosierung der Koronararterie fuhrt zu einem Strdmungswiderstand R im
GeféaB, durch den der Blutdruck prastenotisch ansteigt und poststenotisch absinkt. Diese
Druckdifferenz Ap tber R flhrt nach dem Hagen-Poiseuille’schen Gesetz zu einer proportionalen
Steigerung des Volumenstroms V iiber die gedffneten VV. Da die GefaRwand der VV aber
elastisch ist, ist der Gefé&Bradius r der VV in den Grenzen der Elastizitdt auch von der
Druckdifferenz Ap abhangig und V steigt folglich tberproportional an. Der stark gesteigerte
Volumenstrom V, der Uber die VV verlauft, fihrt zu einer linearen Steigerung der
Schubspannung z und induziert Arteriogenese, die VV zu Brickenkollateralen um-
baut (Abb. 25).

Zusammenfassend sind VV die Basis fur Brickenkollateralen. Andere Erklarungen fiir die
Entstehung von Briickenkollateralen, wie eine Hyperplasie der Media % oder arteriosklerotisch
induzierte, neu gebildete GefaRe, die praexistente VV mit dem Lumen verbinden ® kénnen somit

flr das hier entwickelte Tiermodell ausgeschlossen werden.
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X X

Abb. 25 — Schema der Entwicklung von Briickenkollateralen aus Vasa Vasorum (VV) durch
Arteriogenese, induziert mit Hilfe eines semi-akut okkludierenden Kupferstents.

A: Normalerweise sind intramurale VV durch den intravasalen Druck der Koronararterie
komprimiert und das hamodynamische Druckpotential (p) nimmt entlang des Verlaufs der
Koronararterie (x) kontinuierlich ab. B: Durch die Induktion einer Stenose R nimmt die
Stromungsgeschwindigkeit in der Stenose zu und der statische Druck auf die GefalRwand nimmt
ab (Bernoulli Gleichung); die VV werden gedffnet. Uber R entsteht ein starkes
Druckgefélle (4p): prastenotisch steigt der Druck an, nimmt tber R steil ab und erreicht
poststenotisch ein niedriges Niveau. Der Blutstrom V steigt proportional zu 4p an (Hagen-
Poiseuille sches Gesetz) und fiihrt zu einer starken Schubspannung ¢ in den VV, die
Arteriogenese induziert. C: Je ausgepragter die Kollateralisierung ist, d.h. die Zunahme des
GefaRradius r der VV, desto mehr steigt der Blutstrom V {iber R (nach dem Hagen-
Poiseuille sches Gesetz mit der 4. Potenz von r) und desto mehr ndhert sich p seinem
physiologischen kontinuierlichem Abfall an (rote Pfeile). Die Gefalkonduktanz G der VV steigt
und hamodynamisch relevante Briickenkollateralen entstehen.
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4.9. Entwicklungsprozess der Brickenkollateralen

Der Wachstumsprozess der Briickenkollateralen zeigt drei typische Eigenschaften wvon
Arteriogenese: Monocyteninvasion, Proliferation und Gefalwachstum. Monocyten, auf denen
CD163 exprimiert wird 29 stromen in den perivaskuldren Raum, induzieren Ki-67+ Zellen, die
mit Zellproliferation assoziiert sind ®*, und fihren zu einem Umbau der GefaBwand.
Briickenkollateralen entstehen folglich durch aktiven Umbau und nicht durch passive

Dilatation 2,

Monocyten haben eine wichtige parakrine Funktion in der Arteriogenese, da sie den
Umbauprozess der Kollateralen veranlassen *3. Die vorliegenden Ergebnisse bestarken die These,
dass Monocyten zur Gefaproliferation fihren und so zur Zunahme der GefaRgroRe

und —anzahl ?

. Aulerdem bestatigen die Ergebnisse friihere Studien. Einerseits kann
Arteriogenese durch proinflammatorische Zytokine, wie GM-CSF, das Stammzellen anregt,
Granulocyten und Monocyten zu produzieren und deren Lebensspanne verlangert >3, oder
MCP-1 ! stimuliert werden. So ist das Wachstum von Kollateralen und die Anzahl an
zirkulierenden Zellen direkt positiv miteinander korreliert *. Andererseits kann der Prozess der
Arteriogenese durch die Inhibition der transendothelialen Migration von Monocyten mit Hilfe
von ICAM-1 Antikorpern stark verlangsamt werden 2. (op7/op’) Mause, die einen Mangel an
zirkulierenden Monocyten haben, zeigen nach arterieller Ligatur ein schlechteres

Regenerationspotential als Wildtypen °.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie verdeutlichen, dass Briickenkollateralen nach folgendem
Muster entstehen: Innerhalb der ersten 24 Stunden nach Stentimplantation beginnen Monocyten
in den perivaskuldren Raum kleiner VVV einzudringen. Dadurch kommt es zur Proliferation und
kleine VV nehmen an GrélRe und Anzahl zu. Die Monocyteninvasion ist vor allem wichtig in der
friihen Phase nach einem arteriellen Verschluss 2. Von D3 bis D5 gibt es am meisten Monocyten
und proliferierende Zellen um mittlere GefaRe herum. Dies fuhrt zur Entwicklung von groflien
GeféaRen ab D5. Diese nehmen wiederum bis D12 zu, wahrend gleichzeitig weniger mittelgroRe
VV ab D7 nachgewiesen werden konnen. Es kann daraus geschlossen werden, dass die grof3en
VV aus mittleren VV entstehen. Insgesamt nehmen Diameter und Perimeter in den ersten
12 Tagen nach Stentimplantation um das ca. 4-fache zu, die Gefalquerschnittsfliche sogar um

das ca. 19-fache, da der Radius der Flache quadriert wird. Es ist aber auch schon
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Kollateralwachstum um das 20-fache beobachtet worden 8% %,

\or diesem Hintergrund sind folgende drei Beobachtungen entscheidend:

1. Die Zahl der Monocyten und der proliferierenden Zellen hat einen Verteilungsgipfel
an D3.

2. Das Wachstum kleiner und mittlerer VV nimmt ab D7 ab.
3. Die GroRe und Zahl der VV nimmt im Verlauf zu.

Die erste Beobachtung, dass Monocyten und proliferierende Zellen einen Verteilungsgipfel an
D3 aufweisen, ist interessant, da dieses Maximum genau an dem Tag auftritt, an dem der Stent
vollkommen okkludiert. Die Schubspannung in den praexistenten VV ist nach der Definition der

Schubspannung (s.0.) zu diesem Zeitpunkt am grofiten.

Der Verteilungsgipfel von Monocyten und proliferierenden Zellen an D3 stimmt gut mit
vorherigen Studien (berein. Nach der semi-akuten Okklusion gibt es eine Phase, in der man
keine Veranderung beobachten kann ™. Innerhalb von drei Tagen nach Stentimplantation kommt
es dann zur Makrophageninvasion * %, die eine lokale Entziindung verursacht “°. Eine aktive
Proliferation kann nach 24 Stunden zum ersten mal nachgewiesen werden *°, die zwischen D2
und D5 nach GefaRBligatur ihr Maximum erreicht 18 Zum ersten Mal konnten wir damit zeigen,
dass Arteriogenese auch in VV von Schweinen stattfindet und zu einer signifikanten

Kollateralisierung fiihrt.

Der Verteilungsgipfel wird vor allem von Monocyten und proliferierenden Zellen um kleine
Gefdlle an D3 verursacht. Mittlere und grofle Gefdle sind zu diesem Zeitpunkt beinahe
unbeeinflusst. Obwonhl diese Ergebnisse nicht signifikant fir die Monocyten sind, sind sie es fir
die proliferierenden Zellen. Dies verdeutlicht erneut, dass je kleiner die Geféal3e sind, desto
groRer ist die Schubspannung und desto stérker der arteriogene Stimulus. Dieses Ergebnis wird
durch die starke negative Korrelation von proliferierenden Zellen mit dem Zeitverlauf in groRen
GeféaBen bestarkt. Je groBer die GefaBe werden, desto weniger proliferieren sie. Andere
Tiermodellen zeigten, dass die Konduktanz der Kollateralisierung, d.h. der reziproke Wert des
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Widerstandes des GefaRes, nur ungefahr 30-40% der originalen Arterie erreicht ?® ®. Dieses
Defizit bleibt wéhrend der gesamten Lebenszeit der Tiere bestehen und fiihrt z.B. nach der
Okklusion der Femoralarterie zu einer signifikanten Reduktion der Fahigkeit, auf einem
Laufband zu laufen *’. Die Ursache fir die Reduktion der Konduktanz ist die Schubspannung,
die sich vorzeitig mit der 3. Potenz des Radius der wachsenden Kollaterale normalisiert 2. Die
Potenz der Arteriogenese limitiert sich also durch ihre Abhangigkeit von der Schubspannung
selbst. Durch die chronische Steigerung der Schubspannung mit Hilfe eines AV-Shunts, der den
kollateralen Fluss direkt in das vendse Niederdrucksystem drainiert, konnten aber auch
Konduktanzwerte in Kollateralen erzielt werden, die einem nicht-okkludiertem Gefal}
entsprachen. Nach 4-wdchigem Shunt wurden sogar Konduktanzwerte erzielt, die doppelt so
hoch waren wie die in einem nicht-okkludierten GefaR 2%, Die Differenz zwischen der
Konduktanz der Kollateralgefale, die physiologisch erreicht wird, und der, die durch eine
chronische Steigerung der Schubspannung erreicht wird, stellt das therapeutische Potenzial der
Arteriogenese dar, das durch Stimulation der Arteriogenese genutzt werden kann.

Die zweite wichtige Beobachtung, die Abnahme der Anzahl kleiner und mittlerer VV von D7 an,
stellt den Beginn der 2. Phase der Arteriogenese dar: Nach der akuten Phase der Arteriogenese,
dominiert von Inflammation, Rekrutierung vieler kleiner, praexistenter Anastomosen und
Proliferation, beginnt eine Phase des positiven Umbaus *. Wahrend anfangs die groRe Anzahl
initial proliferierender, kollateraler Arteriolen schnell und effektiv die Perfusion wiederherstellt,
bilden sich nun die meisten durch Pruning zu Gunsten weniger Hauptgefdlle und des
Gesamtwiderstandes zuriick # %1%, Am Ende bleiben nur ca. 10% der anfangs proliferierenden
GefaBe als groBe KonduktanzgefaBe bestehen *: In dieser Studie sind es 1 bis 2
Bruckenkollateralen pro Tier, die in der postmortalen Angiographie und im Micro-CT an D56

sichtbar sind.

Die dritte Beobachtung, die Zunahme der GréRRe und Anzahl der VV ab D3 wird durch das
Maximum der Monocyten und proliferierenden Zellen an D3 hervorgerufen. Dies flhrt zu einer
starken Zunahme der GroRe und Anzahl der VV von D3 bis D7. Da Brickenkollateralen ab D7
in der postmortalen Angiographie und im Micro-CT sichtbar werden, kann D7 als
Studienendpunkt bei weiteren Studien zur Arteriogenese mit diesem minimal invasiven Modell

genutzt werden.
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Im Micro-CT nahmen die Bruckenkollateralen innerhalb kurzer Zeit zwischen D7 bis D12 um
das 1.71-fache im Diameter zu. Dies stellt eine beeindruckende Wachstumsdynamik dar, die in
der Folge bis D56 schwacher wird und ein weiterer Hinweis dafur ist, dass die 2. Phase der

Arteriogenese ablauft.

Da die Kollateralen nicht nur in der Breite, sondern auch in der Lénge wachsen ®, zeigen die
Briickenkollateralen eine fur Arteriogenese typische korkenzieherartige Morphologie. Es gibt
dafir zwei Erklarungen: Entweder der gesteigerte Fluss in den praexistenten Kollateralen
vergroRert vor allem praexistente Kriimmungen des GefaRes durch groRere Schubspannung in
der duReren Kurvatur eines Gefaes ® oder das Langenwachstum ist genetisch determiniert und
rekapituliert die embryonale Entwicklung, bei der GefalRe immer in der Lénge und Breite
wachsen 2. Die Tortuositat wére so Folge des Platzmangels im umliegenden Gewebe ®. Die
Tortuositat limitiert ebenfalls die Arteriogenese, da sie einerseits das Gefal verlangert und
andererseits eine nicht-laminare Stromung verursacht, die zur Wirbelbildung fihrt. Der

Flusswiderstand wird dadurch gesteigert und die Konduktanz nimmt ab “683 %,

Fur die Zunahme der Anzahl der V'V gibt es drei mégliche Erklarungen:

1. Die perkutane Angioplastie verursacht eine GefaRverletzung, die eine Formierung von
neuen Kapillaren initiiert 2> °® ®. Die Entziindunsgsreaktion, die der Kupferstent auslost,
unterstltzt noch den Wachstumsprozess, der durch die vorangegangene Gefalverletzung

initiiert wurde.

2. Es handelt sich um einen Messfehler, da die groflen GefélRe durch ihren

korkenzieherartigen Aufbau im histologischen Schnitt mehrfach angeschnitten werden.

3. Es handelt sich um eine Neubildung von Kollateralen. Obwohl das Prinzip der
Arteriogenese darauf basiert, dass Kollateralen aus préaexistenten Geféllen gebildet
werden, wird auch die Theorie der ,,Neoarteriogenese* diskutiert. Diese geht davon aus,
dass muskulére Kollateralen auch aus Kapillaren de novo durch die Rekrutierung von
glatten Muskelzellen gebildet werden kénnen %. Dieser Prozess, der als ,,Myogenese*
bezeichnet wird %, stellt die Verbindung zwischen Angiogenese und Arteriogenese dar

46

und entspricht einer ,postnatalen Vaskulogenese* So konnte in einem
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Schweinemodell, in dem eine GefaBokklusion mit Hilfe eines Ameroidkonstriktors
induziert wurde, im Ischdmiegebiet ein Anstieg der Kapillardichte beobachtet werden,
gefolgt von einem Anstieg der Anzahl der Arteriolen . Dasselbe Bild zeigte sich im
M. adductorius nach der Ligatur der Femoralarterie in einem Kaninchenhinterlauf “°.
Diese Ergebnisse werden durch eine andere Studie gestutzt, die zum Schluss kommt, dass
Arteriolen im Skelettmuskel aus Kapillaren entstehen konnen, die glatte Muskelzellen
rekrutieren *°. Auch die Entstehung von Briickenkollateralen im Schwein wurde mit
Neoarteriogenese in Verbindung gebracht “°. Es lassen sich also einige Hinweise fir die
Existenz von Neoarteriogenese im Schwein finden. Es bleibt aber fraglich, selbst wenn
sie existiert, welches Gewicht sie bei der Revaskularisierung im Verhaltnis zur

Arteriogenese hat, die nur auf der Rekrutierung vorhandener Gefél3e basiert.

Abschliel3end ist es wichtig festzustellen, dass der Progress des Arteriogeneseprozesses abhangig

von der angewandten Methode zur Induktion einer GeféRBokklusion ist: Kollateralen kénnen

innerhalb von 2 Tagen nach akuter GefaBligatur ©

11

, hach Induktion einer hochgradigen
GefaBstenose innerhalb von 12 Tagen oder 21 Tage nach Implantation eines

Ameroidkonstriktors nachgewiesen werden .

4.10. Histomorphologie der Brickenkollateralen

Die Ergebnisse der Histomorphologie weisen darauf hin, dass die Kollateralisierung durch
Arteriogenese im Schwein zwar - wie oben dargestellt — ein schneller Entwicklungsprozess ist,
es aber trotzdem zum Infarkt kommt. Dies bestétigt, dass Schweine fast immer einen Infarkt bei

einem Gefakverschluss aushilden & 77,

Die Histomorphologie der Briickenkollateralen zeigt, dass Kollateralen im Schwein
wahrscheinlich funktionell relevant sind. Wie andere Arbeiten beschrieben haben, rekrutieren
wachsende Kollateralen glatte Muskelzellen ** 2. In der vorliegenden Studie verdoppelt sich die
Schicht der glatten Muskelzellen der Briickenkollateralen innerhalb von 12 Tagen. Diese
Ergebnisse bestétigen, dass das Schwein in seiner Kollateralisierung dem Menschen sehr &hnlich
‘ot 106

ist 7 und dieses Modell gut geeignet ist, um den Arteriogeneseprozess unter Bedingungen, die

dem Menschen vergleichbar sind, zu erforschen.
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Diese Studie steht im Gegensatz zu friilheren Beobachtungen, die Kollateralen im Schwein als
vergroRerte, diinnwandige Kapillaren ohne arterielle Hiille beschrieben ** % % Die vorliegenden
Ergebnisse zeigen hingegen, dass sich Kollateralen im Schwein nicht nur aus endokardialen
Kapillaren entwickeln, sondern dartiber hinaus auch aus praexistenten Arteriolen, die durch

Arteriogenese aktiv zu Kollateralen umgebaut werden, die eine muskuldre Wand aufweisen.

IV. Teil: Bewertung des Tiermodells und der Methode fur die Eignung in der

Arteriogeneseforschung

4.11. Bewertung des Tiermodells

In der vorliegenden Arbeit haben wir ein pra-klinisches Tiermodell zur Induktion von koronaren
Kollateralen durch Arteriogenese entwickelt. Mit Hilfe eines interventionell implantierten
Kupferstents in die linke Koronararterie eines Schweineherzens wurde eine subakute
GefaBokklusion herbeigefiihrt und dadurch die Entwicklung von Kollateralen induziert wird. Das
Modell hat Vor- und Nachteile, die im Weiteren gegeneinander abgewogen werden. AulRerdem

sollen die Limitationen der Studie diskutiert werden.
\orteile des Modells sind folgende:

1. Fur die Induktion der GeféalRokklusion ist keine Thorakotomie notwendig, um, wie bei
anderen Modellen, z.B. einen Ameroidkonstriktor zu implantieren oder eine

Koronararterie zu ligieren.

2. Der semi-akut okkludierende Stent leitet den Blutfluss in praexistente Anastomosen um
und fihrt so zu einer gesteigerten Schubspannung in ihnen, was einer der wichtigsten
Stimuli fur Arteriogenese darstellt ** *> . In der Folge werden Monocyten angelockt, die

einen aktiven Umbau der GefalRwand und GefaBwachstum induzieren.

3. Das Kupfer des verwendeten Stents provoziert eine inflammatorische Reaktion in der

Koronararterie °’, die die Monocyteninvasion in den perivaskuldren Raum steigert, was

ein wichtiger Schritt der Arteriogenese darstellt % Interessanterweise fiihren im
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Gegensatz zu unseren Ergebnissen Chelatbildner in Tumoren zu einer Abnahme der

35

Angiogenese Daher sollten sowohl der Einfluss von Kupfer als auch von

Chelatbildnern auf den Arteriogeneseprozess untersucht werden.

4. Die Anatomie und Kollateralisierung des Schweineherzens ist der des Menschen sehr
ghnlich. Das Schwein ist daher ein gutes Modell zur Arteriogeneseforschung *®. An
Hand dieses Modell kann der Einfluss von proarteriogenen Substanzen, wie GM-CSF
und MCP-1 ', oder antiarteriogenen Medikamenten, wie Aspirin *°, auf das koronare
Kollateralwachstum unter Bedingungen, die denen im Menschen vergleichbar sind,

untersucht werden.

Nachteile des Modells bestehen in folgenden Punkten:

1. Die préexistente Kollateralisierung des Schweineherzens ist nur schwach ausgebildet, so
dass das Schweineherz fast immer nach einem Gefal3verschluss einen Infarkt
aushildet *> ”". Abhangig von der Ausdehnung des Infarkts und begleitenden klinischen
Symptomen kann dies zum Tode des Tieres fiihren. Dies geschah bei 11.54% der

untersuchten Schweine.

2. Es konnte zwar die Entwicklung von Briickenkollateralen im Zeitverlauf Gber 12 Tage
dargestellt werden, die Ergebnisse der Studie beruhen aber auf einem interindividuellen
Vergleich zwischen den Versuchstieren und bilden nicht den intraindividuellen
Arteriogeneseprozess in einem Tier ab. Die Ergebnisse sind also interindividuellen
Schwankungen unterworfen. Dies limitiert die Aussagekraft der Ergebnisse. Bisher ist es
jedoch nicht maglich, die Entwicklung von Kollateralen in vivo am Grol3tiermodell mit

der nétigen hohen Auflésung bis ca. 10 um (GroRe einer kleinen Arteriole) darzustellen.

3. Es wurden zwar histologische Untersuchungen zum Aufbau der Briickenkollateralen im
Schwein vorgenommen, die die ha@modynamische Relevanz der Kollateralen sehr
wahrscheinlich erscheinen lassen, weitere Untersuchungen mit Hilfe von Druck
gesteuerten Flussindex-Messungen (Pressure-derived Collateral Flow Index (CFlIp)) der
Kollateralen, die als Goldstandard zur Bestimmung der funktionellen Relevanz von
Kollateralen gelten **, sind aber notwendig, um diese Ergebnisse zu bestéatigen.
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Die Limitationen der Studie bestehen in folgenden Punkten:

1. Die Zahl der Versuchstiere im dritten Teil der Studie war Klein. Dadurch bestand eine
Gruppe (D5) nur aus einem Tier. Neben den interindividuellen Unterschieden unter den
Tieren limitiert das ebenfalls die Aussagekraft der Ergebnisse. Es scheint jedoch ethisch
bedenklich, eine grolRe Anzahl Grofitiere innerhalb eines kurzen Zeitraums zu téten, nur

um die interindividuellen Schwankungen auszugleichen.

2. Dadurch, dass die Herzen erst mit Hilfe der postmortalen Angiographie untersucht
wurden und spéter erst mit dem Micro-CT, waren die Ventrikel aller Herzen bei letzterer
Untersuchung schon aufgeschnitten. Es kann vermutet werden, dass dadurch Kollateralen
durchgeschnitten wurden, die so nicht erkannt wurden. Dieses Vorgehen war aber
notwendig, da die Herzen frihestmdglich nach der Finalisierung des Tieres in Formalin
fixiert werden sollten, damit das Herzgewebe eine gute Qualitét fir die Immunhistologie
behielt. Das Herzgewebe wurde jedoch nach Fixierung mit Formalin sehr fest, so dass die
Herzen nach der Fixierung nicht mehr hatten ausgerollt werden kénnen. Eine postmortale
Angiographie nach der Micro-CT Untersuchung ohne eine Summationsprojektion der

Gefalie ware dann nicht mehr moglich gewesen.

4.12. Bewertung der Methoden

In der vorliegenden Arbeit kamen verschiedene Methoden zur Darstellung des
Entwicklungsprozesses von préexistenten, arterioldren Anastomosen zu voll ausgebildeten
Kollateralen zum Einsatz: die Korrosionsmethode, postmortale Angiographie und Stereoskopie,
Micro-CT und Immunhistologie. Zusammenfassend kann keine Methode zur Darstellung der
Arteriogenese uneingeschrankt préferiert werden, da jede Methode nur einen Teil des
Arteriogeneseprozesses unterschiedlich gut abbildet. Erst in der Summe dieser Methoden kann
der gesamte Entwicklungsprozess untersucht werden. Die Methoden sollen nun in ihren Vor- und
Nachteilen beleuchtet werden, um abschlielend einen kurzen Ausblick darauf zu geben, wohin

sich die Methodik in der Arteriogeneseforschung in Zukunft entwickeln wird.
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4.12.1. Korrosionsmethode

Die Korrosionsmethode eignet sich vor allem dafir, préexistente und superfiziale Kollateralen
darzustellen. Durch die unterschiedliche Farbung der Koronararterien gelingt es gut, kleinste
interkoronare Anastomosen, die die Wasserscheidenregion zwischen den Koronararterien
uberbriicken, darzustellen. Die Methode ist hingegen schlecht geeignet, um endokardiale
Anastomosen, z.B. solche, die auf den Papillarmuskeln verlaufen, darzustellen, da zur
Untersuchung dieser Kollateralen das Korrosionspréparat weitestgehend zerstort werden muss.

Rodrigues et al. ™

zeigten zwar, dass mit Hilfe eines anderen Injektionsmittels auch endokardiale
Anastomosen dargestellt werden konnen, es gelang ihnen aber weder die interkoronaren
Anastomosen in der Wasserscheidenregion noch die VV der Koronararterien darzustellen. Die
Ergebnisse der Korrosionsmethode sind also abhangig vom verwendeten Injektionsmaterial, der
angewandten Methode und auch der Erfahrung des Untersuchers. Die Korrosionsmethode ist
ungeeignet, um Kollateralen nach der Induktion eines GeféaRverschlusses darzustellen, da das
postokklusive GefalR nur von Kollateralgefalien gestutzt ware und leicht abbrechen wirde. Die
Methode eignet sich auch nicht, um weitere Untersuchungen, z.B. histologische, durchzufihren.
Die Ergebnisse und ihre Aussagekraft sind dadurch immer auf eine Methode limitiert, was
Tierversuche vor allem am Groftiermodell, die nur mit Hilfe der Korrosionsmethode untersucht

werden, obsolet erscheinen lasst.

4.12.2. Postmortale Angiographie

Die postmortale Angiographie ist vor allem in Verbindung mit der Stereoskopie gut geeignet, um
Kollateralen darzustellen. Wahrend bei der reinen postmortalen Angiographie Kollateralen
wegen des Summationseffekts nur durch die typische korkenzieherartige Morphologie
identifiziert werden kdnnen, schafft die Stereoskopie eine optische, 3-dimensionale Plastizitat,
die das Aufsuchen von Kollateralen stark vereinfacht. Nach der postmortalen Angiographie
kdénnen sich weitere Untersuchungen, wie Micro-CT oder histologische Untersuchungen,

anschlieRen.

Grenzen sind der Methode vor allem durch die Auflosung und den Grad der GeféaRfillung
gesetzt. Obwohl die postmortale Angiographie gerade durch die angewandte

Mammaographietechnik eine sehr hohe rdumliche Auflésung und damit Detailerkennbarkeit hat,
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verringert sich der Kontrast mit der Abnahme des GefalRdurchmessers. Wenn gleichzeitig viele
kleine GeféalRe angefullt sind, kann eine Unterscheidung, ob kleine GeféaRe anastomosieren oder
nicht, auch in Verbindung mit der Stereoskopie schwierig sein. Vor allem préexistente oder
kleine endokardiale GefélRe, die z.B. auf den Papillarmuskeln lokalisiert sind, kénnen so nur
schlecht oder gar nicht abgebildet werden. Der Nachteil der Methode kann aber teilweise durch
die makroskopische Untersuchung der Papillarmuskeln aufgehoben werden, auf denen sich die
GefaBe nach der KM-Perfusion weil3 darstellen. Genauere Untersuchungen gelingen
anschlieBend mit Hilfe eines Stereomikroskops. Ein weiterer Nachteil der postmortalen
Angiographie ist, dass GroRenmessungen am Rontgenbild nur sehr ungenau sind. Daher wurde

in dieser Studie darauf verzichtet.

Zusammenfassend kann man festhalten, dass die postmortale Angiographie in Verbindung mit

3 unentbehrlich fiir die

der Stereoskopie auch noch fast 50 Jahre nach ihrer Einfiihrung °
Arteriogeneseforschung ist. Ihre Starke liegt aber vor allem in detailreichen
Ubersichtsaufnahmen, anhand derer man bestimmte ROIs identifizieren und anschlieRend héher

auflésenden Untersuchungsverfahren zufiihren kann.

4.12.3. Micro-CT

Das Micro-CT ist eine Technik, die mittlerweile Einzug in die Erforschung der
GefaRentwicklung gehalten hat ®3. Mit Hilfe des Micro-CTs, auch hier in Verbindung mit der
Stereoskopie, lassen sich die Koronararterien des Schweineherzens hoch auflésend
3-dimensional rekonstruieren. Das raumliche Auflésungsvermogen eines Micro-CTs ist von
mehreren Faktoren abhéngig, die sich natirlich in den Grenzen der technischen Ausstattung, v.a.
des Detektors eines Gerétes bewegen. Im Allgemeinen gilt: je héher die Auflésung ist (die
gemessene Schichtdicke, d.h. Kantenléange eines gemessenen Voxels), desto langer ist die Mess-
und Volumenrekonstruktionszeit, desto grélRer die Datenmenge und héher die Strahlenbelastung.
Da in der vorliegenden Studie das Schweineherz als Ganzes mit einer Auflosung von 41 pm
gemessen wurde, betrug die Messzeit oft mehr als 4 Stunden pro Herz. Je hoher die raumliche
Auflésung und langer die Messzeiten, desto groRer ist auch die Anfalligkeit fir
Bewegungsartefakte, z.B. durch Vibration des Raumes, in dem das Micro-CT steht. Wéhrend der
Messung wurden pro Herz ca. 80 Gb Daten generiert, die gespeichert und mit einem

entsprechend leistungsfahigen Computerprozessor 3D-rekonstruiert werden mussten. Die
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Strahlenbelastung spielt post mortem keine Rolle, ist aber wichtig beim Einsatz von Micro-CTs

in vivo.

Man kann aus diesen Variablen schliel3en, dass je kleiner das zu untersuchende Objekt ist, desto
hoher die Auflésung gewahlt werden kann. Da in der vorliegenden Arbeit Kollateralen im
gesamten Schweineherzen untersucht wurden, war das Auflésungsvermogen (auch durch die
technischen Voraussetzungen des Micro-CTs) auf 41 um begrenzt. Mit anderen Geréten hatte
man eine héhere Auflésung erzielen konnen, aber dafiir das Schweineherz in kleinere Stiicke
teilen missen, wodurch man viele Kollateralen zerstort hatte. Das Micro-CT ist aufgrund der
gewdhlten Auflosung nicht geeignet, um kleine, préexistente und endokardiale Gefale
darzustellen, kann aber am detailreichsten von allen eingesetzten Methoden bereits entwickelte
Kollateralen darstellen. Die Suche nach Kollateralen kann Computer gestutzt erfolgen, indem der
Computer alle Gefédlle anzeigt, die miteinander kommunizieren. Messungen kénnen mit einer
hohen Genauigkeit an den Schnittbildern oder 3D-Rekonstruktionen vorgenommen werden. Ein
weiterer Vorteil des Micro-CTs ist die Moglichkeit, virtuelle Angiographien durchzufiihren. Der
Untersucher kann sich mit diesem Instrument in das Lumen einer Kollaterale hineinversetzen
und die GefaBstrecke der Kollaterale von ihrer Abzweigung (ber den Stamm bis zum

Wiederanschluss an ein anderes Gefal endovaskuléar untersuchen.

4.12.4. Immunhistologie

Die Histologie ermdglicht es nicht nur, deskriptive Parameter, wie GefalgroRe und -morphologie
zu bestimmen, sondern auch in \erbindung mit der Immunhistologie funktionelle, wie
Gefalproliferation und Makrophageninvasion, die wichtige Merkmale der Arteriogenese
darstellen. Die Immunhistologie ist somit eine wichtige Methode, die die anderen Bild gebenden
Instrumente ergénzt, um in Kleinen Proben den Arteriogeneseprozess auf mikroskopischer Ebene

darzustellen.
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4.13. Ausblick

Bei kinftigen Studien in der Arteriogeneseforschung konnte es ausreichen, mit Hilfe der
postmortalen Angiographie gezielt ROIs zu identifizieren, herauszuschneiden und anschlief}end
hoch auflésende Micro-CT Untersuchungen durchzufihren. Die radiologischen Schnittbilder
konnten dann mit einer sich anschliefenden (immun-)histologischen Untersuchung korreliert

werden.

Eine weitere kinftige Anwendungsmaglichkeit ist der Einsatz von Micro-CTs in vivo als
Elektrokardiographie synchronisierte CT-Koronarangiographie. Dadurch koénnte neben der
intraindividuellen Entwicklung der Kollateralenmorphologie im Herzen auch der Blutfluss Gber
die Kollateralen und der zeitliche Verlauf der postokklusiven Gefalianfullung untersucht werden.
Zurzeit gibt es aber keine CTs, die die notige zeitliche und rdumliche Aufldsung besitzen, um
den Entwicklungsprozess von Kollateralen im Herzen darzustellen. Die raumliche Auflésung
eines modernen Dual-Source CTs (Somatom Definition, Siemens) ist auf 240 pm
begrenzt. Der Einsatz von Micro-CTs in vivo ist an menschlichen Extremitaten zur
Knochendichtemessung (periphere quantitative Computertomographie) und an Kleintieren
etabliert **. Dabei sind aber die ProbengroBen sehr klein und die Messzeiten kurz, um die
Strahlenbelastung gering zu halten. Es gibt bisher keine Micro-CTs, mit denen man das gesamte
Herz eines Groftiers in vivo mit einer hohen raumlichen und zeitlichen Auflésung, aber einer

geringen Strahlenbelastung untersuchen kénnte.

Kinftig wird es in der Arteriogeneseforschung von Bedeutung sein, nicht nur die reine
Gefalmorphologie darzustellen, sondern auch noch mehr funktionelle Parameter zu messen. In
der vorliegenden Studie wurden daher mit Hilfe der Immunhistologie die GeféRproliferation, die
Monocyteninvasion und der GefédBumbau nachgewiesen. Andere Mdglichkeiten, wie in vivo
Micro-CT und CFlp-Untersuchungen, wurden oben bereits genannt. Ein weiteres Instrument
stellt das MRT dar. Mit Hilfe des Kardio-MRTs ist es mdglich, das Perfusionsdefizit nach
erfolgtem Gefallverschluss und die Verbesserung der Perfusion durch Kollateralisierung

nachzuweisen.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Hintergrund und Ziele der Arbeit: Stenosierende kardiovaskuldre Erkrankungen gehéren zu
den hé&ufigsten Todesursachen in Deutschland und anderen Industrienationen. Neben der
medikamentdsen und invasiven Therapie stellt die Induktion eines ,,natiirlichen Bypasses* durch
Arteriogenese eine potentielle Therapiealternative dar. Da das Schwein eine im Vergleich zum
Menschen &hnlich schwache koronare Kollateralisierung aufweist, bietet es ein interessantes
Modell zur Untersuchung von koronarer Arteriogenese. Die Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

ist daher folgende:

1. Methodenetablierung der postmortalen Koronarangiographie und der Korrosionsmethode.

2. Untersuchung der Frage, ob praexistente Kollateralen im nativen Schweineherzen
nachweisbar sind und ihr Wachstum durch die Induktion von Arteriogenese mit Hilfe eines semi-
akut okkludierenden Kupferstents angeregt werden kann. Anschlielend wird die
Kollateralisierung im Schweineherzen analysiert.

3. Untersuchung des Ursprungs, des zeitlichen Entwicklungsverlaufs und der Histomorphologie
von Brickenkollateralen im Schweineherzen.

4. Bewertung, ob das Tiermodell und die etablierte Methodik geeignet sind, den Prozess der
Arteriogenese darzustellen.

Methoden: Im 1. Teil wurden 34 Herzen von Schlachthofschweinen angiographisch untersucht.
Nach der Etablierung dreier verschiedener Versuchsaufbauten erfolgte eine Vorperfusion der
Koronararterien mit einer Kochsalzlésung und die Kontrastmittel (KM)-Perfusion mit vier
verschiedenen Kontrastmitteln, drei auf Basis von Bariumsulphat, eines auf der von Bismuth-
Oxychlorid. Anschlielend wurden die Herzen mit Hilfe der Mammographietechnik radiologisch
untersucht und stereoskopische Bildpaare mit Hilfe wvon vier unterschiedlichen
Versuchsaufbauten angefertigt. Fir die Etablierung der Korrosionsmethode wurden die
Koronararterien von sechs Schweineherzen mit einem Acrylharz injiziert und in Kalilauge

korrodiert.

Im 1I. Teil wurde bei 15 Schweinen (Deutsche Landrasse x Deutsches Edelschwein)
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interventionell ein Kupferstent in die linke Koronararterie implantiert. Nach 56 Tagen wurden
die Tiere finalisiert, die Herzen mit Hilfe der etablierten postmortalen Angiographie und

Stereoskopietechnik untersucht und abschlieBend Micro-CT-Aufnahmen angefertigt.

Im I1l. Teil wurde bei elf weiteren Schweinen interventionell ein Kupferstent in die linke
Koronararterie implantiert. Die Tiere wurden zu finf unterschiedlichen Zeitpunkten nach
Stentimplantation finalisiert: 0.5 Tage (D0.5) (n=2), D3 (n=2), D5 (n=1), D7 (n=3) und D12
(n=3). AnschlieBend wurden Untersuchungen mit Hilfe der postmortalen Angiographie,
Stereoskopie und dem Micro-CT durchgefiihrt. Zusétzlich wurde die Stentregion
histologisch (HE-Féarbung) und immunhistologisch (KI-67-, CD163- und SMC-Marker)

untersucht.

Ergebnisse: 1. Teil: Mit der postmortalen Angiographie konnen unter Verwendung des
Versuchsaufbaus Nr. 3 und des Bariumsulphat-KM 3 arterielle Gefél3e bis zur 6. Ordnung
dargestellt werden. Mit Hilfe eines Tischs, mit dem das Herz in einer Ebene verschoben wird, ist
es moglich, stereoskopische Bilder anzufertigen. Mit dem Acrylharz koénnen detailreiche

Korrosionspraparate angefertigt werden.

Il. Teil: Préexistente Kollateralen sind im nativen Schweinherzen mit Hilfe von
Korrosionspraparaten nachweisbar. Diese sind induzierbar und bilden frih nach
Stentimplantation langstreckige, inter- und intrakoronare Kollateralen aus, die vor allem (ber das
Moderatorband verlaufen. Diese werden von hamodynamisch glinstigeren, kurzstreckigen

Briickenkollateralen ab D7 und von intrakoronaren Kollateralen ab D12 abgelst.

I11. Teil: Briickenkollateralen stammen vom longitudinal verlaufenden Typ 1 Vasa Vasorum (VV)
ab. Die Entwicklung von VV zu Brickenkollateralen verlauft innerhalb von 7 Tagen nach
Stentimplantation Die Bruckenkollateralen weisen glatte Muskelzellen auf und sind daher

funktionell relevant.

IV. Teil: Das Tiermodell ist gut geeignet, um koronare Arteriogenese zu induzieren. Die
angewandten Methoden bilden aber jeweils nur einen Teil des Arteriogeneseprozesses im
Schwein ab. Erst im Zusammenspiel der Instrumente l&sst sich der gesamte Umfang des

Arteriogeneseprozesses nachvollziehen.
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Schlussfolgerung: In der vorliegenden Arbeit konnte die hochauflésende postmortale
Angiographie in Verbindung mit der Stereoskopie- und Micro-CT-Technik sowie die
Korrosionsmethode etabliert werden. Durch einen nicht-invasiven, semi-akuten GeféRverschluss
mit Hilfe eines Kupferstents wurde Arteriogenese bei praexistenten Kollateralen induziert und
die vor allem superfiziale Kollateralisierung im Schwein analysiert. Es konnte zum ersten Mal
gezeigt werden, dass sich VV durch Arteriogenese mit einer bisher im Schwein nicht
beschriebenen Wachstumsdynamik zu Briickenkollateralen entwickeln, die funktionell relevant
sind. Dieses Tiermodell und die Summe der Methoden sind daher gut geeignet, um Arteriogenese
unter Bedingungen, die dem Menschen dhnlich sind, zu untersuchen. Die vorliegenden
Ergebnisse konnten daher wichtig sein fur weitere Studien zur Behandlung der koronaren
Herzkrankheit und peripheren arteriellen Verschlusskrankheit durch die therapeutische

Stimulation der Arteriogenese zur Induktion von Kollateralwachstum.
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