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1. ABSTRACT

Zielsetzung: Ziel der Arbeit war es die, bereits in reinen Infarkt-und Infarkt-
Reperfusionsmodellen untersuchte, kardioprotektive Wirkung von antianginds
wirkenden Kanal-und Rezeptorblockern erstmals auch in einem koronaren
Arteriogenesemodell der Ratte zu evaluieren.

Methoden: Das repetitiv-okklusive Modell fand Anwendung in 32 mannlichen Sprague-
Dawley-Ratten. Die Tiere wurden zunachst in 5 Gruppen eingeteilt: repetitiv-okklusives
Protokoll (ROP), SHAM (Kontrollgruppe), ROP + Metoprolol (METO: 250mg/kg/d p.o.),
ROP + Verapamil (VERA: 7,5mg/kg/d p.o.), und ROP + Ranolazin (RANO: 47mg/kg/d
p.o.). Allen Tieren wurde in einer Initialoperation ein pneumatischer Miniokkluder auf die
Left anterior descending artery (LAD) implantiert. Die Gruppen mit Ausnahme der
SHAM-Gruppe durchliefen anschlielend Uber 10 Tage das ROP. Mit Beginn des
Protokolls wurde die erste Medikamentendosis appliziert. Am 12. postoperativen Tag
erfolgten die experimentelle Infarktsetzung mittels 90-minttiger Okklusion sowie eine
20-minutige Reperfusionsphase. Zur Evaluation der medikamentésen Wirkung wurden
die InfarktgroRen bestimmt, elektrokardiographische Daten ausgewertet und
immunhistochemische Farbungen angefertigt.

Ergebnisse: Bei der Analyse der durchschnittlichen Infarktvolumina zeigten alle
untersuchten Gruppen ein durchschnittlich gréBeres Infarktareal (SHAM 15 % + 3,2
METO 11,3 % = 7,3, VERA 14,1 % + 4,5 und RANO 15,6 % + 8,2) im Vergleich zur
ROP-Gruppe (6,9 % + 3,2). Obwohl die Infarktvolumina der SHAM-und RANO-Gruppe
doppelt so groB wie die der ROP-Gruppe ausfielen, waren die Unterschiede statistisch
nicht signifikant (SHAM: p = 0,089; RANO: p = 0,062).

Bei der Auswertung der elektrokardiographischen Daten zeigte die RANO-Gruppe (0,13
mV + 0,063) eine signifikant héhere ST-Hebung im Vergleich zur ROP-Gruppe (0,055
mV = 0,033; p < 0,05). Trotz héherer ST-Hebungen im Vergleich zur ROP-Gruppe
waren die Ergebnisse der SHAM- (0,124 mV + 0,066) und VERA-Gruppe (0,122 mV +
0,055) nicht signifikant. Die METO-Gabe hatte keinen Einfluss auf das Ausmaf der ST-
Hebung. Bei der Analyse des prozentualen R-Amplitudenverlustes zeigten sowohl die
SHAM- (63 % + 16; p < 0,05) als auch die VERA-Gruppe (70 % =+ 44; p < 0,01)
signifikant héhere Werte als die ROP-Gruppe (20 % + 15). Die anderen Gruppen



zeigten keinen Einfluss auf den R-Amplitudenverlust. Sowohl die VERA- (4 [4/4]; p <
0,01) als auch die RANO- (4 [2,5/4]; p = 0,064) Gruppe zeigten ein haufigeres Auftreten
von héhergradigen Herzrhythmusstérungen als die ROP-Gruppe (2 [0,5/3]). In der
METO-Gruppe zeigte sich kein Einfluss auf die Herzrhythmusstérungen.

Schlussfolgerung: Fur keines der untersuchten Medikamente lieB sich im koronaren

Arteriogenesemodell der Ratte eine Kkardioprotektive Wirkung nachweisen.
Insbesondere die Medikamente mit einem Einfluss auf die Calciumhomd@ostase zeigten

die Tendenz zu einem negativen Effekt im repetitiv-okklusiven Modell.

Objective: The objective of this study was to evaluate for the first time the cardio-
protective effect of antianginal channel- and receptor-blockers in a rat model of
coronary arteriogenesis.

Methods: The repetitive-occlusive model was applied on 32 male Sprague-Dawley rats.
First the animals were divided into 5 groups: repetitive-occlusive protocol (ROP), SHAM
(control group), ROP + Metoprolol (METO: 250mg/kg/d p.o.), ROP + Verapamil (VERA:
7,5mg/kg/d p.o.), ROP + Ranolazin (RANO: 47mg/kg/d p.o.). In initial surgery a
pneumatic minioccluder was implanted on the LAD of each animal. Subsequently each
group of animals except for the SHAM-group had to undergo the repetitive-occlusive
protocol for ten days. Starting the protocol, the animals were given the first dose of
medication. On day twelve postsurgery the experimental infarct was initiated by an
occlusion of 90 minutes followed by a phase of reperfusion of 20 minutes. To evaluate
the effect of the medicinal substances the infarct size was defined, ECG-data were
analysed and immunohistological staining was applied.

Results: Analysis of average infarct volumes showed that compared to ROP-group
infarct areas in all other groups were larger. Though the infarct volumes of the SHAM-
(15% = 3,2; p = 0,089) and RANO-group (RANO 15,6 % =+ 8,2; p = 0,062) were twice
the volume of the ROP-group (6,9 % = 3,2) the differences were not statistically
significant. Evaluation of the electrocardiographic data showed that the RANO-group
(0,13 mV + 0,063) had significantly higher ST-segment elevation than the ROP-group
(0,055 mV + 0,033; p < 0,05). Despite higher ST-segment elevation compared to the
ROP-group the results of the SHAM- and VERA-group were not significant.
Administration of METO had no impact on the extent of ST-segment elevation. Analysis

of the percentage R-amplitude loss resulted in significantly higher loss of the SHAM-



(63 % = 16; p < 0,05) and VERA-group (70 % =+ 44; p < 0,01) compared to the ROP-
group (20 % + 15). There was no effect on R-amplitude loss in any of the other groups.
Both VERA- and RANO-group were more frequently affected by high-grade cardiac
arrythmias than the ROP-group. Administration of METO had no effect on cardiac
arrythmias.

Conclusion: None of the medication examined showed cardio-protective effect in the rat
model of coronary arteriogenesis. Particularly drugs affecting Calcium Homeostasis

tended to have negative effects in the repetitive-occlusive model.

2. EINLEITUNG

2.1. ARTERIOGENESE

2.1.1. Definition

Beim Auftreten einer flusslimitierenden Stenose st die Versorgung des
poststenotischen Gewebes abhangig vom Ausmal’ des Kollateralblutflusses und damit
vom Durchmesser der Kollateralgefale, sogenannter ,biologischer Bypasse® (1, 2).

Bei den biologischen Bypassen handelt es sich um praexistente Arteriolen, die sich
durch einen erhdhten Blutfluss und die hier wirkenden Scherkrafte zu gréfReren
Gefallen (Arterien) umbauen. Dieser Prozess wird als Arteriogenese bezeichnet (3-5)
und gilt im Vergleich zur Vaskulogenese und Angiogenese als das effizienteste
GefalRwachstum, um eine stabile Versorgung des Gewebes nach einem arteriellen
Verschluss zu gewahrleisten (6).

Physiologisch findet man nur geringe Stromungsgeschwindigkeiten in den
KollateralgefalRen. Kommt es jedoch zu einer Stenose eines benachbarten Gefalles,
andern sich die Druck- und Stromungsverhaltnisse und die Kollateralgefalle werden
vermehrt perfundiert (7). Dieser vermehrte Fluss induziert Uber eine Erhdhung der
Scherkrafte das KollateralgefaBwachstum (4-6, 8) und es kommt zu einer Vergrof3erung
des Gefalkdurchmessers. Das nachgeschaltete ischamische Gebiet kann Uber diese

entstandene funktionale Konduktanzarterie besser versorgt werden (4, 5).



Physiologisch relevant ist, dass der Arteriogeneseprozess proximal der Stenose
stattfindet, d.h. dass er unabhangig vom Auftreten einer Ischamie des betroffenen
Gebietes ist (9).

2.1.2. Mechanismen der Arteriogenese

Mechanische Krafte (pulsatile Scherkrafte) sind die entscheidenden Initiatoren der
Arteriogenese (7, 8, 10, 11). Nach dem Hookschen Gesetz fuhren sie zu einer linearen
(proportionalen) Erhéhung der Schubspannung an den Gefallwanden. Durch die
einwirkenden Krafte kommt es zur Aktivierung des Endothels, welches nun vermehrt
chemotaktische Substanzen (12), Rezeptoren flir zirkulierende Monozyten und
Adhasionsmolekile freisetzt bzw. exprimiert (13). Zudem werden verschiedene
dehnungssensible lonenkanale aktiviert (14). Gleichzeitig wird die Expression der
endothelialen Stickstoffsynthase (eNOS) hochreguliert, die zur sog. ,Flow-mediated®
Vasodilatation fuhrt und damit eine weitere Erhdhung des Blutflusses innerhalb des
KollateralgefalRes bewirkt (15). Aktuelle Forschungsergebnisse legen nahe, dass die
Vasodilatation entscheidend fiur die Transmigration von Monozyten sein konnte (16).
Diese stellen neben den Endothelzellen und glatten Muskelzellen die wichtigsten
Effektorzellen der Arteriogenese dar (17-20).

Im Zuge der Arteriogenese wandern Monozyten in den perivaskularen Raum ein und
differenzieren dort zu Makrophagen aus. Diese wiederum setzen vermehrt Chemokine
wie den Tumornekrosefaktor-o. (TNFa) (21), das Monocyte Chemotactic Protein-1
(MCP-1) (12), sowie Matrixmetalloproteinasen und Wachstumsfaktoren frei (21, 22),
wodurch in Folge weitere Monozyten rekrutiert werden. Die Proteasen flhren zu einem
vermehrten Abbau von Extrazellularmatrix, wodurch Platz fir die Zunahme des
KollateralgefalBdurchmessers geschaffen wird (22). Wachstumsfaktoren wie der
Transforming Growth Factor-g (TGFB) bewirken daraufhin eine vermehrte Proliferation
der Endothelzellen und spielen eine grof3e Rolle beim ,Myokard-Remodelling® (23).
Zudem werden nicht nur die Endothelzellen zur Mitose stimuliert, sondern auch die

glatten Muskelzellen zur Proliferation angeregt (4, 24).



Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass bei der Arteriogenese
Reibungskrafte inflammatorische Prozesse initiieren, die dann zu einem aktiven

Umbauprozess der Gefallwand flhren.

2.1.3. Koronare Arteriogenese und der “biologische Bypass”

Wie bereits erwahnt, stellt die Arteriogenese den einzigen Gefallwachstumsprozess
dar, durch den es mdoglich ist poststenotisches/ischamisches Gewebe effizient zu
versorgen (6). Die Rolle der koronaren Arteriogenese ist jedoch komplex. Einerseits
zeigten Studien bei Patienten mit gut ausgebildetem koronaren Kollateralsystem ein
vermehrtes Auftreten von ,Steal-Phanomenen®. Im vasodilatierten Zustand kann ein gut
ausgebildetes Kollateralsystem demnach zusatzlich zu einem Blutflussabfall in
unterversorgten Gebieten fuhren (25). Zudem ist ein gut ausgebildetes Kollateralsystem
mit einem erhdhten Risiko fir eine Restenosierung nach perkutaner transluminaler
koronarer Angioplastie (PTCA) assoziiert (26).

Andererseits ist bekannt, dass ein gut ausgebildetes koronares Kollateralsystem bei
Patienten mit einer koronaren Herzkrankheit (KHK) wahrend eines akuten Herzinfarktes
kardioprotektiv sein kann. So fielen bei Patienten mit guter Kollateralisierung das
Ausmald des Laktatdehydrogenase-Anstiegs (27) und die Grélke des Infarktes (28, 29)
im Vergleich zu Patienten mit schlechter Kollateralisierung geringer aus. Die Patienten
zeigten aulerdem eine bessere postischamische linksventrikulare Funktion und
bildeten seltener ein linksventrikulares Aneurysma aus (28). Im Langzeitverlauf traten
bei Patienten mit effizientem Kollateralsystem weniger kardiovaskulare Ereignisse auf

(30), wodurch die Gesamtmortalitat gesenkt werden konnte (26, 31, 32).

2.2. KORONARE HERZKRANKHEIT

2.2.1. Epidemiologie, Definition und allgemeine
Behandlungsmaoglichkeiten

Laut Statistischem Bundesamt stellen die koronare Herzkrankheit (KHK) und der akute

Myokardinfarkt noch immer die beiden Haupttodesursachen in Deutschland dar (33).



Das grundlegende Problem sind Stenosen infolge  arteriosklerotischer
Gefallveranderungen, die zu einer Sauerstoffunterversorgung des nachgeschalteten
Gewebes fuhren und von einem Gewebeuntergang begleitet werden kdnnen (34).
Klinisch aufert sich die Unterversorgung des Gewebes typischerweise in Form von
Angina-pectoris-Anfallen (AP-Anfallen).

Die KHK gliedert sich grob in zwei Gruppen: Akutes Koronarsyndrom oder chronische
KHK. Das Akute Koronarsyndrom (ACS) ist ein akut lebensbedrohlicher Zustand, der
unterteilt wird in die instabile Angina pectoris (AP), den ST-Hebungsinfarkt (STEMI) und
den Nicht-ST-Hebungsinfarkt (NSTEMI) (34). Da sich diese Arbeit mit der Pravention
des ACS, d.h. der Behandlungsoptimierung der chronischen KHK beschéftigte, wird im
Weiteren nur noch auf die chronische KHK eingegangen.

Zu den Langzeitfolgen der chronischen KHK gehéren der Myokardinfarkt, die
Herzinsuffizienz und kreislaufrelevante Herzrhythmusstérungen. Dies verdeutlicht, dass
Patienten mit chronischer KHK Uber eine stark verminderte Lebensqualitat verfligen
und ein erhohtes Morbiditats- und Mortalitatsrisiko aufweisen (34).

Die aktuellen Behandlungsleitlinien der chronischen KHK basieren auf drei grofden
Saulen, der konservativen/medikamentdsen, der interventionellen und der chirurgischen
Therapie (34, 35).

Etwa jeder funfte KHK-Patient mit relevanter Stenose profitiert nicht von einer
Revaskularisationstherapie oder hat Risikofaktoren, die gegen einen chirurgischen
Eingriff sprechen (36). Bei diesen Patienten kdnnte, neben der medikamentdsen
Therapie, ein gut ausgebildetes koronares Kollateralsystem einen entscheidenden

Prognosefaktor und eine Therapiealternative darstellen.

2.2.2. Medikamentose Therapie der chronischen KHK

Grundsatzlich lassen sich die Ziele der konservativen KHK-Behandlung in zwei grol3e
Gruppen einteilen: Dazu zahlen erstens die Pravention von Langzeitfolgen wie
Myokardinfarkt oder Herzinsuffizienz, d.h. Senkung von Mortalitdt und Morbiditat.
Zweitens die Prophylaxe von AP-Anfallen und damit eine Steigerung der Lebensqualitat
(34). Demnach lasst sich auch der Einsatz der medikamentésen Behandlung in eine

prognoseverbessernde oder rein symptomatische Therapie unterteilen.



Zu den prognoseverbessernden Therapeutika gehoren die
Thrombozytenaggregationshemmer (z.B. Acetylsalicylsaure), denen in anderen Studien
bereits antiarteriogene Effekte nachgewiesen werden konnte (37, 38). Weiterhin zahlen
die Lipidsenker (im Besonderen die HMG-CoA-Reduktasehemmer) und die
Blutdrucksenker, vor allem die Beta-Blocker, aber auch die Inhibitoren des Renin-
Angiotensin-Aldosteron-Systems (ACE-Hemmer) dazu.

Fir die symptomatische Therapie, d.h. zur Prophylaxe von AP-Anfallen, sind ebenso
Beta-Blocker, alternativ aber auch langwirksame Calciumantagonisten, If-Kanal-Blocker
(Ivabradin) oder Piperazinderivate (Ranolazin) geeignet. Eine Sonderstellung nehmen

die Nitrate ein, welche zum Einsatz bei einem akuten AP-Anfall zugelassen sind (34).

In der vorliegenden Arbeit wurde je ein Vertreter der antianginés wirkenden Rezeptor
(Beta-Blocker)- bzw. Kanalblocker (Calciumantagonisten und das Piperazinderivat

Ranolazin) untersucht.

2.3. UNTERSUCHTE MEDIKAMENTENGRUPPEN

2.3.1. Betarezeptorenblocker

Betarezeptorenblocker kdnnen in B1-selektiv, d.h. kardioselektiv und nicht p1-selektiv
unterteilt werden. Uber die kompetetive Bindung an die Betarezeptoren kann die
Katecholaminwirkung sowohl auf das Gefalisystem, als auch am Herzen reduziert
werden. Am Herzen wirken Betablocker Uber p1-Rezeptoren negativ chronotrop
(Senkung der Herzfrequenz), negativ dromotrop (Herabsetzen der Erregungsleitung),
negativ inotrop (Senken der Kontraktilitdt) und negativ bathmotrop (senken der
Reizschwelle des Herzens). Durch das Senken der Herzfrequenz wird die Diastole
verlangert (39). Fur niedrige Herzfrequenzen konnte eine verbesserte Koronarperfusion
durch eine verlangerte Diastole nachgewiesen werden. Die verstarkte Durchblutung der
Koronargefalie fuhrt wiederum zu vermehrten Scherkraften am Endothel (40).

Die kardioprotektive Betablockerwirkung beruht auf der Senkung des kardialen
Sauerstoffbedarfs und einer Erhéhung des Sauerstoffangebotes (34). Dadurch
reduzieren Betablocker bei KHK-Patienten mit arterieller Hypertonie (41, 42) und nach
einem Herzinfarkt (43) die Morbiditdt und Mortalitdt. Da Betablocker nicht nur
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prognoseverbessernde Wirkung aufweisen, sondern auch zur Prophylaxe von AP-
Anfallen geeignet sind, werden sie als Mittel der ersten Wahl bei stabiler KHK und
arterieller Hypertonie empfohlen (34).

Als Standardpraparat mit weiter Verbreitung wurde hier der kardioselektive $1-Blocker
Metoprolol untersucht, der laut Leitlinien 2014 alle oben genannten Eigenschaften
aufweist (34).

2.3.2. Calciumantagonisten

Derzeit gibt es drei Gruppen von Kalziumantagonisten auf dem Markt:

Erstens die Gruppe der Dihydropyridine, die uber L-Typ-Calcium-Kanale besonders
gefalselektiv wirken (44). Als zweites die Gruppe der Phenylalkylamine, die v.a. an den
T-Typ-Kanalen wirksam werden und damit als besonders kardioselektiv einzustufen
sind. Als dritte Gruppe existieren derzeit die Benzothiazepine, die sowohl im
Gefallsystem als auch am Herzen wirken (44).

Calciumantagonisten bedingen eine arterielle Vasodilation (L-Typ-Kanale) und damit
verbunden eine Senkung der Nachlast und eine negative Inotropie. Aulderdem kommt
es unter der Therapie zu einer Senkung der Herzfrequenz und damit einer
Verlangerung der Diastole und verbesserten Koronardurchblutung. Demnach senken
auch Calciumantagonisten den kardialen Sauerstoffverbrauch und erhéhen das
Sauerstoffangebot (44). Zu den allgemeinen Anwendungsgebieten zahlen die arterielle
Hypertonie, aber auch die symptomatische Behandlung von AP-Anfallen sowie die
Behandlung von Herzrhythmusstérungen (ventrikuldare Tachykardien). Sie werden als
Mittel der zweiten Wahl bei Betablocker-Unvertraglichkeit oder Versagen einer
Betablocker-Therapie empfohlen (34).

Aufgrund ihrer spezifischen Herzwirksamkeit wurde in der vorliegenden Arbeit die
Gruppe der  Phenylalkylamine  untersucht. Typischer  Vertreter  dieser
Medikamentengruppe ist  Verapamil, welches Zu den langwirksamen
Calciumantagonisten gezahlt wird. Verapamil entfaltet seine Wirkung vor allem am
Myokard und Erregungsbildungs- und -leitungssystem und bewirkt eine leichte

arterielle Vasodilatation (44).
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2.3.3. Piperazinderivate (Ranolazin)

Laut Leitlinien 2014 &ahneln Piperazinderivate in ihrer Wirkung den
Calciumantagonisten. Unterschiede bestehen darin, dass sie nicht nur keinen Einfluss
auf den Blutdruck und die Herzfrequenz haben, sondern auch keinen Einfluss auf den
Koronargefaldtonus aufweisen. Sie kdnnen als Reservemittel zur Therapie der AP bei
Unvertraglichkeit der Betablocker-Therapie oder als Kombinationspraparat bei nicht
ausreichender antiangindser Betablockerwirkung angewendet werden (34).

Es gibt zwei Theorien zur Wirkung von Ranolazin am ischamischen Herzen:

Einerseits soll Ranolazin den Stoffwechsel ischamischer Myozyten positiv beeinflussen.
Unter Ranolazin erfolge zur Energiegewinnung der ischamischen Zelle vermehrt die
Oxidation von Glukose anstelle der R-Oxidation von freien Fettsduren, so dass sowohl
die Laktatbildung als auch der Sauerstoffverbrauch gesenkt werden kdnnten (45).
Andererseits soll Ranolazin Uber die Hemmung des spaten Natriumeinstroms in die
Herzzellen die intrazellulare Akkumulation von Natriumionen vermindern (46). Die dafur
verantwortlichen Kanale konnen durch ischamische Metabolite und durch bei der
Reperfusion freigesetzte Sauerstoffradikale aktiviert werden (47). Diese Kanale sind
demnach vermehrt aktiv in ischamischen Myozyten (48).

Die intrazellulare Natriumakkumulation wurde normalerweise Uber eine erhdhte Aktivitat
des Natrium-Calcium-Antiporters eine intrazellulare Calciumuberladung (sog. Calicium-
Overload) bedingen (46, 49).

Eine Calciumiberladung der ischamischen Myozyten fiuhre zu einer vermehrten
mikrovaskularen Kompression, einer erhdhten diastolischen Ventrikelspannung und
dem vermehrten Auftreten von Herzrhythmusstérungen. Dies wiederum bedinge eine
verminderte Mikrozirkulation und einen erhdhten Sauerstoffverbrauch des ischamischen
Herzens (49, 50).
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2.4. ZIELSETZUNG DER ARBEIT

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass ein gut ausgebildetes koronares
Kollateralsystem bei KHK-Patienten mit relevanter Stenose einen entscheidenden
Prognosefaktor im akuten Infarktgeschehen und eine mdgliche Therapiealternative
darstellt.

Die medikamentdése Therapie stellt neben der Revaskularisatonstherapie einen
Grundbaustein in der Therapie der koronaren Herzkrankheit dar. Betablocker,
Calciumantagonisten und Piperazinderivate sind in der KHK-Therapie haufig
verwendete Medikamentengruppen.

Die kardioprotektive Wirkung der genannten Medikamentengruppen wahrend des
akuten Infarktgeschehens wurde in der Vergangenheit sowohl in reinen Infarkt- als auch
Infarkt-Reperfusionsmodellen ausreichend untersucht. So zeigten Betablocker (51, 52),
Calciumantagonisten  (63-55) und Piperazinderivate (56, 57) im akuten
Infarktgeschehen eine  kardioprotektive = Wirkung. Die Wirkung der drei
Medikamentengruppen  wurde  bisher noch nicht in einem  koronaren
Arteriogenesemodell untersucht. Die medikamentose Wirkung auf die koronare
Arteriogenese konnte einen entscheidenden Prognosefaktor im KHK-Patienten
darstellen, so dass der protektive Effekt in einem repetitiv-okklusiven Modell der Ratte
anhand der Infarktgro3e und elektrokardiographischer Parameter (R-Amplitudenverlust,
maximale ST-Hebung, Grad der auftretenden Herzrhythmusstérungen) Uberpruft

werden sollte.

Ziel der Arbeit war es also die, bereits in reinen Infarkt-und Infarkt-
Reperfusionsmodellen untersuchte, kardioprotektive Wirkung von antianginds
wirkenden Rezeptor- und Kanalblockern erstmals auch in einem koronaren

Arteriogenesemodell der Ratte zu evaluieren.
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3. METHODEN

3.1. VERSUCHSTIERE UND TIERVERSUCHSANTRAG

Fir die Versuche wurde mit mannlichen, 10 bis 12 Wochen alten Sprague-Dawley-
Ratten gearbeitet. Alle Tiere stammten aus der Zucht der Harlan-Winkelmann GmbH,
Borchen, Deutschland und wurden in der Tierhaltung des Center for Cardiovascular
Research (CCR) der Charité Universitatsmedizin Berlin gehalten.

Sowohl die Tierhaltung als auch die Tierversuche erfolgten nach den Vorgaben des
Tierschutzgesetzes (TierSchG) in seiner jeweils gultigen Fassung. Die Versuche
wurden nach § 8 TierSchG vom Landesamt fir Gesundheit und Soziales Berlin unter
den Registriernummern G 0387/10 am 18.05.2011 und G 0040/14 am 21.07.2014

genehmigt.

3.2. REPETITIV-OKKLUSIVES TIERMODELL

Das Modell der repetitiven Okklusion nach Prof. W. Chilian vom Northeastern Ohio
Universities Colleges of Medicine and Pharmacy (NEOMED) in den USA, hat
Anwendung in der Sprague-Dawley-Ratte gefunden (58-62). In dem Modell wird der
Ramus interventricularis anterior (LAD) der linken Herzkranzarterie repetitiv
verschlossen. Das Modell diente hier zur Induktion koronarer Arteriogenese.

Daflir wurde in einer Initialoperation ein pneumatischer Miniokkluder auf die LAD
implantiert. AnschlieRend wurde flr 5 bzw. 10 Tage das computergesteuerte repetitiv-
okklusive Protokoll (ROP) gestartet. Dabei wurde, ohne einen Infarkt auszulésen, die
LAD in standardisierten Abstanden fur 40 sec verschlossen.

Bei der Finaloperation schlof3 sich nach einer experimentellen Infarktsetzung mittels 90-
minutiger Okklusion eine 20-minttige Reperfusionsphase an.

Danach erfolgten Organentnahme und Messungen zu den Endpunkten.
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3.2.1. Initialoperation

3.2.1.1. Narkose und Vorbereitung

Zusatzlich zur intraoperativen Analgesie mit 0,05 mg/kg Buprenorphin (Temgesic®
0,3mg/ml, Schering-Plough) erhielten die Tiere 10 Minuten vor der Operation als
Pramedikation Ketamin 100 mg/kg (Ketavet® 100mg/ml, Pfizer/Pharmacia GmbH) plus
Xylazin 4mg/kg (Rompun® 2%, Bayer Vital GmbH) und Atropin 0,04mg/kg KG i.p.
(Atropinsulfat 0,6mg/ml, B.Braun Melsungen AG). Die Tiere wurden dann bis zum
Wirkeintritt der Pramedikation in einen abgedunkelten Einzelkafig gesetzt.

Nachdem, anhand von erloschenem Lidreflex und Erschlaffung des Muskeltonus, die
ausreichende Narkosetiefe festgestellt wurde, erfolgte die orale Intubation (14-GA, 5 1/4
in.,IV Catheter, ANGIOCATH, Becton Dickison & Co) mittels Otoskop (HEINE mini
2000,HEINE Optotechnik). Danach wurden die Tiere an die Beatmungsmaschine
(Anaesthesia Work Station, Model:AWS, Serial No.0319, Hallowell EMC, Pittsfield/USA)
angeschlossen. Es erfolgte die Einleitung und Aufrechterhaltung der Vollnarkose
mithilfe eines Isofluran-Inhalationsgemisches (71,0% bis 2,0% Isofluran, mit 100%
Sauerstoff). Die Tiere wurden anschlielRend auf den Ricken gedreht, an den Vorder-
und Hinterlaufen mit Gummischlaufen fixiert, die Operationsflache freigeschoren und
desinfiziert.

Zur intraoperativen  Uberwachung wurden  EKG-Elektroden  (PowerLab®
4/30,ADInstruments Ltd.) sowie ein Thermometer angebracht. Um
Temperaturschwankungen zu verhindern, wurde die Koérpertemperatur der Tiere mittels
elektrischer Warmeplatte (Haustechnik, Charité Universitdtsmedizin) und externer
Rotlichtlampe (Philips Infrared R95E, Philips Deutschland GmbH) auf ca. 37 £ 1° C

gehalten.

3.2.1.2. Operativer Eingriff

Zunachst erfolgte die linksseitige Thorakotomie zur Freilegung des Herzens durch eine
kleine Inzision im 5. bis 6. Interkostalraum. Sobald direkte Sicht auf das schlagende
Herz bestand, wurde ein flexibler Ballonkatheter (DocXSTMSilicone Vascular Occluder,
VO-1.5F, Flat, 4,5mm x 8mm, 15mm cuff thickness, DOCXS Biomedical Products and

Accessories) auf Hohe der LAD an der Herzwand fixiert.
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Im nachsten Schritt wurde die Lage des Okkluders durch eine 50-sekundige
Balloninflation mit 0,7 ml Luft Gberpruft. Bei korrekter Katheter-Lage zeigten sich ST-
Streckenveranderungen im EKG und das farbliche Abblassen des linken Ventrikels
(58).

Daraufhin wurde der Burstkorb unter positivem end-expiratorischen Druck wieder
verschlossen und die Brusthohle luftevakuiert. Die Tiere wurden auf den Bauch gedreht
und der Katheter, der subkutan verlduft, zwischen den Schulterblattern nach auflen
gefuhrt. AnschlieBend wurde der Katheter in eine Sprungfeder eingefihrt. Mit einem
Plastikring wurde sie subkutan zwischen den Schulterblattern angebracht. Dadurch war
der Katheter nach aufien zwar geschitzt, blieb aber flexibel.

AnschlieRend wurden die Tiere in die Kafige gesetzt und bis 2 Stunden postoperativ
beobachtet. Der Schutz des Katheters und der Metallfeder erforderte besondere
Haltungsvoraussetzungen. Die Tiere wurden einzeln in den Kafigen untergebracht.
Diese standen zum Vvisuellen, akustischen und olfaktorischen Kontakt direkt
nebeneinander. Der Kafigdeckel war eine Spezialanfertigung und ermdglichte die
Fixierung des Endes der Metallfeder und den direkten Anschluss des Katheters an das

Inflationssystem.

3.2.2. Repetitiv-okklusives Protokoll (ROP)

Die operierten Tiere wurden nach einer 3-tdgigen Erholungsphase an das repetitiv-
okklusive Protokoll angeschlossen. Dabei wurden der Katheter und die Metallfeder tber
ein vorgefertigtes Loch im Kafigdeckel aus dem Kafig gefihrt und an einem
freirotierenden System Uber dem Kafig befestigt.

Wahrend des Protokolls wurde der Ballonkatheter computer-gesteuert (POWER
SUPPLY,BENCHTORP,HY3003D-2, KYSAN Electronics), d.h. vollautomatisch, Gber 40
Sekunden mit Luft inflatiert und dadurch die darunterliegende LAD komprimiert.

Die Hypothese bestand darin, dass in dieser Zeitspanne das Blut wahrend der Diastole
Uber bestehende Kollateralkreislaufe umgeleitet werden konnte. Die maximale
Komprimierung von 40 Sekunden wurde aufgrund der besonderen Verhaltnisse im
kleinen Nagetier bestimmt. Diese koénnen aufgrund ihrer wesentlich hdheren
Herzfrequenz und ihres erhdhten Stoffwechsels Ischamien schlechter kompensieren, so

dass bereits nach 40-60 Sekunden mit infarkttypischen Veranderungen im EKG
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gerechnet werden musste. Durch den nur 40 Sekunden langen Verschluss der LAD mit
anschliellender Erholungsphase kénnen sich die Durchblutungsverhaltnisse am Herzen
wieder normalisieren und eine chronische Ischamie kann so gut wie ausgeschlossen

werden. Fur eine genaue Erlauterung des Protokolls siehe Abbildung 1.

Repetitiv-okklusives Protokoll (ROP)

‘ 40 sec. Inflation I 20 sec. Deflation ‘
Y T
1 Minute ‘

/ \L o N —

’ 20 Minuten H 20 Minuten H 20 Minuten H 20 Minuten H 20 Minuten H 20 Minuten H 20 Minuten ‘
i |

I
| 2 Stunden 20 Minuten |
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[ ]
‘ 8 StLdeen ‘
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L
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e
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T T

Y
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Abb. 1: Schematische Darstellung des repetitiv-okklusiven Protokolls: (iber 2
Stunden und 20 Minuten erfolgt alle 20 Minuten eine 40-sekiindige Okklusion des
GefélRes. Danach schliel3t sich eine Pause (ber 5 Stunden und 40 Minuten an. Dieser

8-stiindige Zyklus wird 3 Mal innerhalb von 24 Stunden wiederholt.

3.2.2.1. Pneumatischer Mini-Okkluder

Der Latex-Mini-Okkluder besteht aus einem kleinen Ballon mit Katheter. Der Ballon wird
durch eine Kunststoffhille (d 3,2mm, L 12mm) geschitzt und kann Uber diese am
Gewebe befestigt werden (siehe Abbildung 2).

Der Ballon selbst hat eine Lange von ca. 7 mm und ein Fullvolumen von 0,2-0,25 ml
Luft (58).
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Abb. 2: Schematische Darstellung eines minipneumatischen Okkluders
modifiziert nach Toyota et.al. (2007) (59): Oben: Okkluder im deflatierten Zustand

ohne Kompression der LAD. Unten: inflatierter Okkluder mit Kompression der LAD.

3.2.2.2. Kontrolle der Katheterlage

Im Verlauf wurde die korrekte Katheterlage mittels 3-Kanal-EKG an Tag 3, 8 und 13
postoperativ kontrolliert:

Die Tiere wurden zunachst zur Narkoseeinleitung mittels Isofluraninhalationsgemisch
(1,0-2,0% Isofluran, mit 100% Sauerstoff) fir ca. 3 Minuten in eine Narkosebox (Zitt-
Thoma GmbH) gesetzt. Dafur wurde der Isofluran-Verdampfer Vapor 2000 (Dréger
Medical AG & CoKG) verwendet.

Nach Narkoseeintritt wurden die Tiere auf die linke Seite gedreht und an eine
Narkosemaske gelegt. Die EKG-Elektroden wurden angebracht. Zunachst wurde fur 3
Minuten das ,Ruhe“-EKG aufgezeichnet bis der Okkluder fur 40 Sekunden mit 0,6 ml
Luft inflatiert wurde. In der Regel konnten daraufhin ST-Streckenveranderungen
(Senkung oder Hebung) beobachtet und nach weiteren 40 Sekunden die
elektrokardiographische Aufzeichnung beendet werden. War keine Veranderung der
ST-Strecke zu erkennen, wurde das beschriebene Prozedere mit einer Luftinflation von

0,7 ml erneut durchgeflnhrt.
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Wenn auch der zweite Versuch erfolglos blieb, musste davon ausgegangen werden,
dass der Okkluder nicht mehr richtig platziert war. Diese Tiere mussten aus dem

Versuch ausgeschlossen werden.

3.2.3. Finaloperation

Nach Ablauf des standardisierten Protokolls folgte die Endoperation zur
Endpunktmessung. Hierbei erfolgten die praoperative Vorbereitung, die Narkose und
die intraoperative Uberwachung der Tiere wie bei der Initialoperation. Der Katheter
wurde mit 0,7 ml Wasser geflllt, mittels Klemme fixiert und das Gefaf fur 90 Minuten
zur experimentellen Infarktsetzung komplett verschlossen. Es schloss sich eine 20-
minutige Reperfusionsphase an. Danach wurde ein Katheter (Portex®Fine Bore
Polyethylene Tubing,0,58mm ID/0,96 mm OD,Smiths Medical International Ltd.) in die
linke Arteria carotis communis gelegt. Die Zeitintervalle fur die Infarktsetzung und
Reperfusion wurden wie beschrieben festgelegt, weil sich in diesem Zeitfenster das
volle Ausmall des Infarktes ausbildete. Je nach Endpunktmessung wurde das
schlagende Herz von Blutresten befreit. Dazu wurde das jeweilige Medium mittels
Pumpe (Perfusor secura, B.Braun AG) perfundiert und das Herz anschliel3end

entnommen.

3.3. VERSUCHSGRUPPEN/STUDIENDESIGN

Die Tiere wurden vor der Initialoperation randomisiert in ihre jeweilige Versuchsgruppe
und fir die jeweilige Endpunktmessung (TTC, uCT = 10d; HISTO = 5d) eingeteilt. Flr
eine Gruppenubersicht siehe Tabelle 1.

Bei allen Versuchsgruppen, bis auf die SHAM-Gruppe, wurde das ROP am 3.
postoperativen Tag gestartet. Auch bei der SHAM-Gruppe erfolgte die Implantation des
pneumatischen Mini-Okkluders in der Initialoperation, die Tiere durchliefen aber nicht

das ROP und stellten damit eine Kontrollgruppe dar.
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Endpunkt- ROP SHAM METO VERA RANO
messung

TTC (10d) 7 7 6 7 5
Gewichtsdaten

EKG-Daten

HISTOlogie (5d) |2 2 2 2 2

pCT (10d) 2 2 - - -

Tab. 1: Darstellung der Versuchsgruppen: Aufbau der Versuchsgruppen und Anzahl
der Versuchstiere.u-CT-Aufnahmen wurden lediglich fiir die Ebenen-Bestimmung der
histologischen Schnitte angefertigt. Da sie weder quantitativ noch qualitativ ausgewertet
wurden, wurden sie in der Arbeit nicht weiter erwédhnt. ROP: repetitiv-okklusives
Protokoll; SHAM: Kontrollgruppe; METO: ROP und Metoprolol; VERA: ROP und
Verapamil; RANO: ROP und Ranolazin.

3.4. BEHANDLUNG DER TIERE

3.4.1. Allgemeine Behandlung

Wahrend der gesamten Sitzzeit wurde der Zustand der Tiere alle 12 Stunden mit Hilfe
eines Scores, in den Schmerzempfindlichkeit und Erscheinung von Thorax- und
Nackenwunde eingingen, erfasst.

Die Tiere wurden zweimal taglich mit 0,05 mg Buprenorphin (Temgesic® 0,3mg/ml,
Schering-Plough) subkutan behandelt. Zur Prophylaxe von Infektionen wurde bis zum
einschlieBlich 5. postoperativen Tag 7,5mg/kg Enrofloxacin (Baytril® 25mg/ml, Bayer
HealthCare AG) als Antibiose verabreicht.

Ab Versuchsbeginn wurden die Tiere in Einzelkafigen untergebracht (Makrolonkafig
vom Typ Ill). Das Gewicht wurde taglich mit einer Prazisionswaage LP6200S (Sartorius

AG) dokumentiert.
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3.4.2. Nicht-medikamentose und medikamentose Behandlung

Nach einer dreitagigen Erholungsphase und Ermittlung der elektrokardiographischen
Ausgangswerte erhielten die Tiere die erste medikamentdése Behandlung mit den
Testsubstanzen in den jeweiligen Konzentrationen.

Die Gabe erfolgte einmal taglich bis zum Absetzen 2 Tage vor der jeweiligen
Finaloperation. Dadurch konnte trotz der unterschiedlichen Halbwertzeiten der
applizierten Medikamente davon ausgegangen werden, dass die Medikamente zum
Zeitpunkt der Infarktsetzung keinen Einfluss mehr auf den Organismus hatten.

Als Applikationsform erfolgte die Gavage mittels Osophagussonde.

Die Kontrolltiere (ROP-und SHAM-Gruppe) erhielten je 0,5 ml Wasser am Morgen. Alle

Konzentrationen wurden fir Tiere mit einem Gewicht von 350 g berechnet:

3.4.2.1. Metoprolol

Da Macezwski et al. (2008) die Metoprolol-Wirkung uUber 6 Wochen nach
Myokardinfarkt der Ratte untersucht hatten, konnte die applizierte Tagesdosis aus
dieser Vorarbeit Gbernommen werden (63). Die Tiere erhielten taglich 250 mg/kg
Korpergewicht/d Metoprolol (MethoHEXAL®Succ®,190mg Retardtabletten, HEXAL
AG), gelést in Methylcellulose (Methylcellulose 0,5%, Apotheke der Charité
Universitatsmedizin Berlin). Dadurch wurde eine Verlangsamung der Herzfrequenz um
10-20% erwartet.

3.4.2.2. Verapamil

Da Sandmann et al. (2001) zeigten, dass die Gabe von Verapamil mit einer taglichen
Dosis von uber 8 mg/kg/d zu einer ausgepragten Verschlechterung der kardialen
Funktion der Ratte flhrte, konnte die applizierte Tagesdosis aus dieser Vorarbeit
ubernommen werden (53). Danach erhielten die Tiere 7,5 mg/kg KG/d Verapamil

(Verapamil 120mg-1-APharma®), geldst in Methylcellulose.
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3.4.2.3. Ranolazin

Trotz ausflhrlicher Recherche konnte keine Literatur mit Dosisangaben zu einer
langeren oralen Ranolazineinnahme bei Tieren gefunden werden. Die maximale
humane Einzeldosis von 750mg/d wurde, unter Beachtung des metabolischen
Korpergewichts in die Tierdosis umgerechnet (64). Die Tiere erhielten demnach
47mg/kg KG/d, geldst in (Ranexa® 750mg, Retardtabletten, A.Menarini Pharma S.R.L)

Methylcelluose.

3.5. INFARKTVOLUMINA

3.5.1. Tierzahlen

In die Messung der Infarktvolumina gingen insgesamt 32 Tiere, eingeteilt in 5 Gruppen,
ein. Die Endoperation erfolgte am 13. postoperativen Tag, d.h. die Tiere bekamen Uber
10 Tage das ROP (58).

3.5.2. TTC-Farbung

2-,3-,5-Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC) ist ein Redoxindikator. In vitalen Zellen
reduzieren Dehydrogenasen der Atmungskette das farblose Tetrazolium-Kation zum
rotlichen Formazan, d.h. dass sich bei der TTC-Farbung avitales Gewebe weil}, das
vitale Gewebe rosarot farbt (65). Da die TTC-Farbung Folge einer Redoxreaktion ist
und die 90-mindtige Ligatur Uber eine Hemmung der Atmungskette zu einem
vermehrten Anfall von zytosolischem NADH fuhrt, wirde die Farbung ohne die
anschliellende 20-minutige Reperfusionsphase nicht funktionieren. Da sich NADH auch
im postokklusiven, vitalen Gebiet ansammelt, wirde dieses ebenfalls als Infarkt
dargestellt werden (66, 67).

Nach finaler Infarktsetzung und 20-minutiger Reperfusionsphase wurde das Herz, wie
bereits oben erwahnt, Uber einen linksseitigen Arteria carotis-communis-Katheter mit 10
ml PBS (phosphat-gepufferte Salzlésung 80 g NaCl + 2 g KCI + 14,4 g Na;,HPO, + 2,4
g KH;PO, auf 1000ml Aqua dest., pH einstellen auf 7,4 mit NaOH/HCI) perfundiert und

dann entnommen.
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Das entnommene Herz wurde von Uberschussigem Bindegewebe befreit und der rechte
Vorhof und Ventrikel wurden entfernt und verworfen. Das linke Herz (linker
Vorhof/Ventrikel) wurde in einer 2 ml Spritze (Injekt® Solo, B.Braun Melsungen AG) fur
10 Minuten bei -20 Grad tiefgefroren. Anschlieend wurden Schnitte vom Herzen
angefertigt.

Dafur wurden von den Herzen mit Hilfe einer Schneideschiene und Rasierklinge (Apollo
CKO07.1, Carl Roth GmbH & CoKG) 8 bis 9 2-Millimeter dicke Schnitte angefertigt. Es
folgten die 20-minltige Farbung der einzelnen Schnitte mittels 2%i-ger TTC-Lésung
(0,29 TTC in 10 ml PBS x1) bei 37 °C im Wasserbad und die 15-minutige Fixierung mit
4 %iger Formaldehydl6sung.

Im Anschluss an die Fixierung wurden mit einer Digitalkamera Modell SuperShot S70
(Canon Deutschland GmbH) am Mikroskop, Modell MZ6 (Leica Microsystems GmbH),

Fotos der Schnitte (beidseitig) mit 1-fachem Zoom angefertigt.

3.5.3. Auswertungstechnik

Die Infarktvolumina wurden mittels Adobe Photoshop ausgewertet.

Als Infarktvolumen wurde jede weil3e Flache definiert, die deutlich vom umliegenden
Gewebe abzugrenzen war und eindeutig von Bindegewebe unterschieden werden
konnte. Dabei wurden von jedem Schnitt das Gesamtvolumen und das Infarktvolumen
erhoben und diese zueinander ins Verhaltnis gesetzt.

So wurde dann fur jedes Tier der prozentuale Mittelwert des Infarktvolumens im
Verhaltnis zum Gesamtvolumen berechnet. Diesen Auswertvorgang fuhrten zwei
Personen unabhangig voneinander durch. Die Auswertung erfolgte ,blind“, d.h. die

Auswerter wussten nicht welches Tier zu welcher Gruppe gehorte.

3.6. ELEKTROKARDIOGRAPHISCHE DATEN

Die elektrokardiographischen Daten wurden mit dem EKG-Programm LabChart pro
(ADInstruments Ltd) erfasst und in einer Excel-Testanalysedatei ausgewertet.
Fir die Auswertung der Daten wurde mit Ausnahme der Herzfrequenzen (EKG von Tag

7) das EKG der Finaloperation verwendet.
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Die Auswertung erfolgte auch hier ,blind“, d.h. die auswertende Person wusste nicht,

welches Tier zu welcher Gruppe gehorte.

3.6.1. Herzfrequenzen

Als Ausgangswert fur die Herzfrequenzen wurde das EKG vom zweiten postoperativen
Tag verwendet und dieser mit den Werten an Tag 8 nach Beginn der
Medikamentengabe verglichen.

Zur Erfassung der jeweiligen durchschnittlichen Herzfrequenz wurde ein zweiminutiges
Zeitintervall gewahlt, das 30 Sekunden nach Beginn der EKG-Aufzeichnung gestartet

wurde.

3.6.2. Maximale ST-Hebungen

Da in klinischen Studien eine ST-Hebung = 0,1fmV bei 1-minutiger
Koronargefaltokklusion mit einer hohen Mortalitdt und einem geringen
Kollateralblutfluss einhergehen (68), wurden die ST-Streckenveranderungen auch im
koronaren Arteriogenesemodell analysiert.

Die Berechnung des ST-Hebungsmittelwertes in einem Zeitintervall von 30 Sekunden
vor der Ligatur ermoglichte es, den Ausgangswert zu definieren.

Anschlieend wurden die ST-Hebungen bis 30 Minuten nach Ligatur analysiert und in
die vorher extra dafur programmierte Excel-Flacheninhaltsdatei samt des vorher
erhobenen Ausgangswertes eingeflgt.

Nach Abziehen des Offset konnten die ST-Hebungen der ersten 1200

Schlage nach der Grolie der Werte geordnet werden, der hochste Wert wurde als

maximale ST-Hebung definiert.

3.6.3. R-Amplitudenverluste

Da laut Literatur das AusmaB der R-Amplitudenabnahme gut mit dem Infarktausmaf
korrelieren soll (69), wurde auch der R-Amplitudenverlust im koronaren
Arteriogenesemodell untersucht.

Um den Ausgangswert zu definieren, wurde der R-Amplituden-Mittelwert Gber
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ein 20-Sekunden-Zeitintervall bis 10 Sekunden vor der Ligatur berechnet.

Die R-Amplituden der ersten 90 Minuten nach Ligatur wurden gemittelt und mit dem
Ausgangswert verglichen. Zudem wurde die prozentuale Abnahme des R-
Amplitudenmittelwertes gegenuber des Ausgangswertes mithilfe eines Dreisatzes

berechnet.

3.6.4. Herzrhythmusstorungen

Da es aufgrund der hohen Herzfrequenz der Ratte nicht einfach moglich ist, die
Humankriterien fir schwerwiegende Herzrhythmusstérungen (nicht anhaltende
ventrikulare  Tachykardien) auf die Ratte zu Ubertragen, wurden die
Herzrhythmusstorungen der einzelnen Gruppen nach der Lown-Klassifikation eingeteilt
(70, 71) (siehe Tabelle 2).

0 Keine VES * Einfache/“niedriggradige”

[ Monomorphe VES (< 30/h) * ventrikulare Extrasystolen (VES)
Il Monomorphe VES (> 30/h)

llla Polymorphe VES Komplexe/"hochgradige”

b Ventrikularer Bigeminus * ventrikulare Extrasystolen (VES)
IVa Couplets (2 VES hintereinander) *

IVb Salven (= 3 VES hintereinander) *

Vv R- auf T-Phdnomen

Tab. 2: Darstellung der Lown-Klassfikation modifiziert nach Herold et al. (2014)
(72): Mit *-markierte Rhythmusstérungen konnten bei den Versuchstieren beobachtet

werden.

Es wurde nicht auf die Anzahl der auftretenden Herzrhythmusstérungen eines Tieres
geachtet, sondern ausschlielich der hochst auftretende Grad erfasst. Der Grad V nach
Lown wurde nicht beachtet, da alle Tiere, die diesen Grad erreichten, die Finaloperation

nicht Uberlebten und damit nicht in die Auswertung eingeschlossen werden konnten.
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3.7. HISTOMORPHOLOGISCHE DATEN

3.7.1. Tiermaterial und Vorbereitung

FiUr die histomorphologischen Daten wurden insgesamt 10 Tiere a 5 Gruppen, d.h. 2
Tiere pro Gruppe, mit Finaloperation am 7. postoperativen Tag geplant. Um die
Tieranzahl so gering wie moglich zu halten, sollte eine rein qualitative Auswertung
erfolgen.

Der Zeitpunkt wurde so gewahlt, da am 12. postoperativen Tag bereits der
Umbauprozess der Kollateralgefalle sowie die inflammatorische Reaktion
abgeschlossen waren und damit histomorphologisch nicht mehr dargestellt werden
konnten.

Um das Herz blutleer zu spulen, wurden 100 ml PBS und anschlieiend 10 ml einer
Tissue-Tek®-Losung (1:3 in PBS) iber einen Arteria carotis-Katheter —mit einer
Spritzpumpe appliziert.

Das blutleere Herz wurde entnommen und Bindegewebsreste sowie Aorta und
PulmonalgefalRe entfernt.

Die Praparate wurden einer Saccharose-Konzentrationsreihe zugefuhrt, d.h. die Herzen
wurden zunachst fir 24 Stunden in einer 10%-igen Saccharoselésung bei 4 Grad
gelagert. Die Konzentrationsreihe wurde dann in 10-er Schritten fortgefuhrt, bis eine
ausreichende Saccharose-Sattigung, erkennbar am Absinken des Praparates, erreicht
war. Es folgte das Einfrieren fur 10 Minuten bei -20 Grad in einer 3 ml Spritze (Injekt®
Solo, B.Braun Melsungen AG).

3.7.2. Kryo-Einbetttechnik und Schnittanfertigung

Zur Einteilung der Herzen in drei Ebenen (ausgehend von der Herzspitze) wurden
mittels Schneideapparatur 4 mm dicke Schnitte angefertigt. Die einzelnen Ebenen
wurden in Kryoférmchen (TissueTek® Cryomold® Standard, Sakura Finetek Europe
B.V.) in flussigem Stickstoff eingefroren. Zur Fixierung wurde TissueTek® verwendet

und die Blocke bei -80 Grad weggefroren.

26



Nach der u-CT-Untersuchung einiger Herzen war davon auszugehen, dass die
Kollateralgefalbildung vor allem in Ebene 3 zu finden war. Es wurden 10 pm dicke

Schnitte von dieser Ebene angefertigt und diese immunhistochemisch gefarbt.

3.7.3. Immunhistochemische Farbung

Pro Tier wurden je 6 Schnitte gefarbt, davon wurden jeweils 2 Schnitte mit dem ersten
und jeweils 2 Schnitte mit dem zweiten Farbeansatz gefarbt (s.u.).

Obligat war die Simultanfarbung 2-er Negativkontrollschnitte, bei der die Schnitte mit
1:20 PBSA-L6sung (bovines Serumalbumin in PBS) statt eines Primarantikorpers
inkubiert wurden.

Da die Einwanderung von Monozyten flr die Arteriogenese eine entscheidende Rolle
spielt, erfolgte im 1. Farbeansatz eine Primarantikdrper-Farbung gegen den
Monozytenmarker CD 68 (73).

Im 2. Farbeansatz wurden die Schnitte mit dem monoklonalen Mouse Anti-Rat Ki67-
Antikorper gefarbt. Dieser stellt einen speziellen Proliferationsmarker fur Rattengewebe
dar und ermdglicht das wahrend des aktiven Zellzykluses im Zellkern exprimierte Ki67-
Antigen zu markieren (74). Zur Detektion der Primarantikdrper wurden diese
anschlieBend mit einem Cy3-konjugierten Sekundarantikbrper markiert. Zur
Erleichterung der Arteriolendetektion erfolgte zusatzlich die Simultanfarbung mit einem
Antikorper zur spezifischen Darstellung des a-Aktins der glatten Gefalmuskulatur (75).
Um mogliche unspezifische Farbungen besser abklaren zu kénnen, erfolgte zudem eine

Hoechst-Kernfarbung.

Nach der Lufttrocknung der Schnitte folgten die 10-mindtige Fixierung in reinem Aceton
und das Freilegen der Epitope mittels 45-minutiger Behandlung mit 0,5%-igem Tween®
20. Daraufhin wurden die Schnitte mit einem Fettstift (Dako Pen, Dako Denmark,
Glosturp) umrandet und anschlielend unspezifische Bindungen mittels Blockingsolution
(1:10000 10%-iges bovines Serumalbumin + 1:20000 Ziegenserum in PBS) blockiert.
AnschlieRend wurden die Schnitte mit dem Primarantikérper behandelt und diese
jeweils fur 1,5 Stunden (1.Férbeansatz: 1:50 CD68 in 2%igem PBSA (1:20 bovines
Serumalbumin in PBS) bzw. Uber Nacht (2. Férbeansatz: 1:50 Ki67 in 2%-igem PBSA

in Dunkelkammer bei 4 Grad celsius) inkubiert. Nach mehreren Waschschritten mit PBS

27



folgte dann fur 60 Minuten die Inkubation mit dem Sekundarantikérper Cy3.
AnschlieBend wurde die 30-minutige ao-FITC-Farbung (71:1700 in PBS) und nach
mehreren Waschschritten in PBS abschlieBend die Kernfarbung (7:7000 in PBS)
durchgefuhrt. Alle Farbeschritte erfolgten, mit Ausnahme der Ki67-Farbung (s.o0.), bei
Raumtemperatur in einer Dunkelkammer. Nach der erfolgreichen Farbung wurden die
Schnitte mit Fluoromount-G eingedeckelt und lufttrocken, abgedunkelt bei -20 Grad
aufbewahrt.

Die immunfluoreszierenden Aufnahmen wurden mittels Fluoreszenzmikroskop DMR HC
(Leica Microsystems GmbH) in 20-facher VergroRerung angefertigt. Die
Farbesequenzen wurden einzeln eingestellt und die Fotos am Ende in Overlaytechnik

zusammengefugt.

3.8. STATISTISCHE AUSWERTUNG

Die statistische Auswertung und graphische Darstellung der Daten erfolgte mit dem
Statistikprogramm GraphPad Prism (Version 6.0f, GraphPad Software, Inc., La Jolla/
California/USA).

Die Analyse der Daten erfolgte mit einer einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) als
Gruppentest. Zur post-hoc Analyse von Gruppenunterschieden wurde der Dunnett-Test
angewendet, Referenzkategorie war Gruppe ROP. Dabei galt ein p-Wert von < 0,05 als
signifikant.

Der Vergleich der Herzrhythmusstérungsdaten erfolgte mit dem Kruskal-Wallis-Test und
ergab einen p-Wert von 0,080. Alternativ (wegen vieler gleicher Werte der ordinalen
Lown-Skala) wurde ein Fisher exact test berechnet, p= 0,078. Alle Gruppen wurden mit
dem Wilcoxon-Test gegen Gruppe ROP getestet (p-Werte nominal, ohne Korrektur fur
multiples Testen).

Zur Korrelationsanalyse wurde der Korrelationskoeffizient nach Pearson angewendet (a
= 0,05 %).

Im Text erfolgte die Angabe aller Daten als Mittelwert (Mean) + Standardabweichung

(SD). Zur graphischen Darstellung der Ergebnisse wurden Box-Plots verwendet.

In den Abbildungen gilt:  + =p<10%
* =p<5%
*%* - p < 1%
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3.9. MATERIALAUFLISTUNG

Chemikalien, Bioreagenzien & Antikorper

Hersteller

Aceton

J.T.Baker®/Avantor™ Performance Materials,
Philipsburg/New Jersey/Vereinigte Staaten

bovines Serumalbumin

Sigma-Aldrich® Corp.,St.Louis/Missouri/Vereinigte
Staaten

Fluoromount G

SouthernBiotech, Birmingham/ Alabama/ Vereinigte
Staaten

Goat serum Sigma-Aldrich® Corp.,St.Louis/ Missouri/ Vereinigte
Staaten
TissueTek® 0.C.T. ™ Compound, Sakura Finetek Germany

GmbH, Deutschland

2-,3-,5-Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC)

Dye content > 95 %, Sigma-Aldrich® Corp.,St.Louis/
Missouri/ Vereinigte Staaten

Tween® 20 Sigma-Aldrich® Corp.,St.Louis/ Missouri/ Vereinigte
Staaten
CD68 AbD Serotec, Diisseldorf, Deutschland

Cy3-konjugierter Sekundarantikorper,
(CyTM 3-conjugated AffiniPure Goat Anti-Mouse
19G (H&L))

Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc., West

Grove/Pennsylvania/Vereinigte Staaten)

Hoechst 33342
(Trihydrochlorid, Trihydrate)

Life Technologies™ Corp./Molecular Probes®),

Carlsbad/California/ Vereinigte Staaten

Anti-Rat Ki67-Antikorper,
(Monoclonal Mouse Anti-Rat Ki-67 Antigen,
Clone MIB-5)

Dako Denmark, Glosturp / Ddnemark

a-Smooth-muscle-actin-Antikdrper
(Monoclonal Anti-Actin, a-Smooth Muscle-

FITC antibody produced in mouse)

Sigma-Aldrich® Corp., St.Louis/ Missouri/ Vereinigte

Staaten
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4. ERGEBNISSE

4.1. GEWICHTE

4.1.1. Gewichtsverlauf

Die ROP- und SHAM-Gruppe hatten ein durchschnittliches Ausgangsgewicht von ROP
359,7 g + 30,22 und SHAM 354,8 g + 31,68.

Bei den medikamentds-behandelten Gruppen hatte die METO-Gruppe ein
Ausgangsgewicht von 341,63 g + 13,21, die VERA-Gruppe eines von 334 g + 10,95 und
die RANO-Gruppe eines von 338,35 g + 9,07, so dass sich keine signifikanten
Unterschiede beim Ausgangsgewicht zeigten.

Da der Okkluder ein Eigengewicht von ca. 9 g aufwies, stiegen die Gewichte aller
Gruppen nach Okkluderimplantation am 1. postoperativen Tag etwa um die 8,04 g +
8,55 an.

Im Verlauf des Protokolls erholte sich das Gewicht der nicht-medikamentds
behandelten Tiere bis Uber das Ausgangsgewicht hinaus. Die medikamentds-
behandelten Tiere konnten die Prozedur weniger gut kompensieren, v.a. die VERA-

Gruppe zeigte erst spat einen konstanten Gewichtsverlauf (siehe Abbildung 3).

380mp ccccresereccctacccssstrcccctcctasssssccsctccsasssssccsssccsas

-=- ROP
-- SHAM

RANO
= VERA
=+ METO

durchschnittliches Gewicht (g)

3oc L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] 4
0od 4d 8d 12d
Zeit (d)

Abb. 3: Graphische Darstellung der Gewichtsverldufe (iber den

Versuchszeitraum: Es zeigte sich ein besonders starker Gewichtsverlust der
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medikamentds-behandelten Tiergruppen und deren Unvermébgen, im Vergleich zu den
Kontrollgruppen (ROP und SHAM), ihr Gewicht auf das Ausgangsgewicht zu

normalisieren.

4.1.2. Durchschnittliche Gruppengewichte

Bei der Analyse der durchschnittichen Gruppengewichte Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum von 12 Tagen zeigten die medikamentés-behandelten Gruppen
mit METO 326,13 g + 9,710, VERA 319, 04 g + 11,62 und RANO 325,5 g + 7,29 ein
signifikant geringeres durchschnittliches Gewicht als die nicht-medikamentos-
behandelten Gruppen (ROP 358,78 g + 4,91 und SHAM 358,2 g + 4,82). Mit einem p-
Wert von < 1% (p = 0,009) zeigte besonders die VERA-Gruppe (319,04 g + 11,62) ein
signifikant geringeres Durchschnittsgewicht als die ROP-Gruppe.

Wie erwartet, zeigte sich kein signifikanter Gewichtsunterschied zwischen der ROP
(358,78 g +4,91)- und SHAM-Gruppe (358,2 g + 4,82) (siehe Abbildung 4).

G mp:oeeeeeeeermnennssiintiiiiiiiioiiiiiiiiitiisiititssiuaassaa s s st sttt sstaaassssaas
G
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% * *% *
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[72)
2
S Y. (1 [XTTTTTPPPRPPPPPPPPTPTPR R RN A trzsssseeees
:'é'
-
3]
2
O 320 ccceeeeenreeenniieeiiiiiiiaannnna.
S
: o
T
300

1 1 1 1 1
ROP SHAM METO VERA RANO
Gruppe

Abb. 4 : Vergleich der durchschnittlichen Gruppengewichte: Aufféllig war das

signifikant geringere Durchschnittsgewicht der medikamentés-behandelten Tierguppen
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im Vergleich zu den Kontrollgruppen (ROP und SHAM). Es gilt: p < 10% =+, p < 5% =
p<1%=""

4.2. INFARKTVOLUMINA

4.2.1. Farbung und durchschnittliche InfarktgroRe

Mittels TTC-Farbung konnte das avitale Gewebe als helle, vom umliegenden rot
geféarbten, vitalen Gewebe, gut abgrenzbare Struktur dargestellt und ausgewertet
werden (siehe Abbildung 5).

1000pm

Abb. 5: Darstellung der Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC)-Farbung: Das avitale
Gewebe blieb farblos, vitales Gewebe zeigte eine intensive Rotfarbung; A: Beispiel fiir
die TTC-Féarbung eines 10-Tage ROP-Tieres; B: Beispiel fiir die TTC-Farbung eines 10-
Tage SHAM-Tieres.

Bei der Finaloperation lag die durchschnittliche Koérpertemperatur aller Gruppen bei
37,03° C + 0,66, so dass ein Einfluss der Kérpertemperatur auf die Infarktvolumina

ausgeschlossen werden konnte.
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Das durchschnittliche Ventrikelvolumen aller Gruppen lag bei 1368, 61 mm?3 + 440,43.
Es zeigten sich dabei zwischen den Gruppen keine signifikanten Unterschiede.

Bei der Analyse der durchschnittlichen Infarktvolumina, bezogen auf die
Gesamtvolumina der untersuchten Herzen, zeigten alle untersuchten Gruppen (SHAM
15 % =+ 3,2, METO 11,3 % = 7,3, VERA 14,1 % =+ 4,5 und RANO 15,6 % = 8,2) im
Vergleich zur ROP-Gruppe (6,9 % + 3,2) ein durchschnittlich gréBeres Infarktareal.

Die Unterschiede fielen jedoch weder zwischen der ROP- und SHAM-Gruppe noch der
ROP-Gruppe und den medikamentds-behandelten Gruppen signifikant aus.

Mit einem p-Wert von je < 10% konnte man bei der SHAM- (p = 0,089) und RANO- (p =

0,062) Gruppe die Tendenz zu gréBeren Infarktarealen erkennen (siehe Abbildung 6).
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durchschnittliches Infarktvolumen (%)
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ROP SHAM METO VERA RANO
Gruppe

Abb. 6: Darstellung der durchschnittlichen Infarktvolumina mittels TTC-Farbung:
Die SHAM-und VERA-Gruppe zeigten doppelt so gro8e Infarktvolumina im Vergleich
zur ROP-Gruppe. Esqgilt: p<10% =+, p<5%=*p<1%=""
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4.2.2. Mogliche Einflussfaktoren auf die Infarktvolumina

Bei der Uberpriifung méglicher Einflussfaktoren auf die Infarktvolumina zeigten sowohl
das durchschnittliche Gewicht (p = 0,9934) als auch die Herzfrequenz am 7.
postoperativen Tag (p = 0,4044) graphisch als auch statistisch keine signifikante
Korrelation zu den Infarktvolumina der Tiere (siehe Abbildung 7), so dass mogliche

Fehlerquellen weitestgehend ausgeschlossen werden konnten.
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A Infarktvolumen (%) B Infarktvolumina (%)

Abb. 7: Graphische Korrelationsdarstellung; Es zeigten weder das durchschnittliche
Gewicht noch die durchschnittliche Herzfrequenz einen Einfluss auf die Infarktvolumina.
A : Einfluss von Gewicht am 7. postoperativen Tag auf die InfarktgréBe; B : Einfluss der

durchschnittlichen Herzfrequenz an Tag 7 auf die InfarktgréBe.

4.3. EKG-DATEN

4.3.1. Herzfrequenzabnahme

Die Analyse der Herzfrequenzabnahme der nicht medikamentds-behandelten Gruppen
ROP 7,65 % =+ 8,52 und SHAM 8,80 % = 6,45 zeigte keinen signifikanten Unterschied.
Im Vergleich zur ROP-Gruppe zeigte bei den medikamentds-behandelten Gruppen
lediglich die METO-Gruppe eine signifikant hbhere Herzfrequenzabnahme mit 20,31 %
+ 4,83, p = 0,032 (VERA -8,49 % + 9,49 und RANO -11,94 + 7,20) (siehe Abbildung 8).
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Abb. 8: Darstellung der durchschnittlichen Herzfrequenzabnahme Tag 3 bis 7
post operationem: Nur die METO-Gruppe zeigte eine signifikante Abnahme der

Herzfrequenz im Vergleich zur ROP-Gruppe. Es qilt: p <10 % =+, p<5% ="p<1%

[—

4.3.2. Maximale ST-Hebung und ST-Streckenveranderung

Bei der Auswertung der ST-Streckenverdnderungen nach Infarkisetzung wiesen 28
Tiere einen ST-Hebungsinfarkt (STEMI) und 4 Tiere ST-Streckensenkungen (NSTEMI)
auf. Es zeigten sich dabei keine signifikanten Gruppenunterschiede.

Bei der Analyse der ST-Hebungsdaten nach experimenteller Infarktsetzung zeigte die
RANO-Gruppe mit einer durchschnittlichen, maximalen ST-Hebung von 0,13 mV =
0,063 im Vergleich zur ROP-Gruppe mit 0,055 mV + 0,033 signifikant h6here Werte (p =
0,035).

Die SHAM- und VERA-Gruppe zeigten mit 0,124 mV + 0,066 und 0,122 mV
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+ 0,055 bei p-Werten < 10 % im Vergleich zur ROP-Gruppe eine Tendenz zu hdéheren
ST-Hebungen.

Die mit Metoprolol behandelten Tiere (METO) zeigten mit einer ST-Hebung von 0,074
mV + 0,063 keinen signifikanten Unterschied zur ROP-Gruppe (siehe Abbildung 9).
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Abb. 9: Darstellung der maximalen ST-Hebung innerhalb eines 30-miniitigen
Intervalls nach Infarktsetzung: Die RANO-Gruppe zeigt eine signifikant héhere ST-
Hebung, die SHAM-und VERA-Gruppe eine Tendenz zu héheren ST-Hebungen im
Vergleich zur ROP-Gruppe. Es giltp <10% =+, p <56 % =*p<1% ="~

4.3.3. R-Amplitudenverlust vom Ausgangswert

Der prozentuale R-Amplitudenverlust vom Ausgangswert der SHAM-Gruppe mit 63 % +
16 (p = 0,026) als auch der VERA-Gruppe mit 70 % + 44 (p = 0,009) war signifikant
héher als der R-Amplitudenverlust der ROP-Gruppe (20 % + 15).

Sowohl die METO-Gruppe mit einem R-Amplitudenverlust von 27 % + 12 als auch die
RANO-Gruppe mit einem Verlust von 43 % + 26 zeigten zwar héhere Werte als die

ROP-Gruppe, jedoch keine Signifikanz (siehe Abbildung 10).
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Abb.10: Darstellung des durchschnittlichen R- Amplitudenverlustes in einem 90-
miniitigen Intervall nach Infarktsetzung: Sowohl die SHAM- als auch die VERA-
Gruppe zeigten einen signifikanten héheren R-Amplitudenverlust im Vergleich zur ROP-
Gruppe. Esqilt: p<10% =+, p<5%="p<1%=""

4.3.4. Herzrhythmusstorungen

Bei der Analyse der Herzrhythmusstérungen nach der Lown-Klassifikation wurden bei
den medikamentds-behandelten Gruppen im Vergleich zur ROP-Gruppe vermehrt
hochgradige Herzrhythmusstérungen beobachtet.

Dabei wies die VERA-Gruppe im Vergleich zur ROP-Gruppe ein signifikant haufigeres
Auftreten von hochgradigen Herzrhythmusstérungen (p = 0,005) auf.

Mit einem p-Wert von < 10 % zeigte die RANO-Gruppe (p = 0,064) eine Tendenz zu
héhergradigen Herzrhythmusstérungen im Vergleich zur ROP-Gruppe (siehe Abbildung
11).

37



6_. ....................

o

)

= B Vb

Q

; 4_ .................... .o - |Va

< 3 lib

< =
10

N
1

MEITO VERA RAINO
Gruppe

T T
ROP SHAM

Abb. 11: Graphische Darstellung des Auftretens von Herzrhythmusstérungen
nach der Lown-Klassifikation: Aufféllig ist das vermehrte Auftreten von Grad IVb
Herzrhythmusstérungen in den Gruppen, die mit Medikamenten behandelten wurden,

die in die intrazelluldre Calciumhomoostase eingreifen.

4.4. IMMUNHISTOCHEMISCHE FARBUNG

Histologische Schnitte und immunhistochemische Farbungen wurden von Herzen aus
Tieren angefertigt, die Uber 10 Tage das repetitiv-okklusive Protokoll erhalten hatten.
Nachdem weder eine vermehrte Proliferation (Ki67-Antikorper) noch das vermehrte
Einwandern von Monozyten (CD68) nachweisbar waren, wurde die Prozedur mit
Tieren, die das Protokoll nur Uber 5 Tage erhalten hatten, wiederholt.

Bei den immunhistochemischen Farbungen stellten sich  sowohl der
Proliferationsmarker Ki67, als auch der Monozytenmarker CD68 rot dar. Die
GefaRwande konnten mittels a-Smooth-Muscle-Actin (SMA)-Farbung grin dargestellt

werden und die Hoechst-Kernfarbung zeigte sich blau.
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Qualitativ lieR® sich festhalten, dass bei allen untersuchten Gruppen Proliferation sowie
Monozyten in der Umgebung des Okkluders nachweisbar waren. Zwischen den
einzelnen Gruppen zeigten sich kaum Unterschiede. Die ROP-Gruppe wies im
Vergleich zur SHAM-Gruppe proliferierende Zellen an der Gefallwand auf.

Direkt am Gefal® zeigte nur ein Tier der VERA-Gruppe, nach 10 Tagen repetitiv-

okklusivem Protokoll, eine vermehrte Proliferation (Siehe Abbildung 12).

Abb. 12: Beispielbilder fiir immunhistochemische Proliferationsfarbung mit Ki67:
Proliferationsmarker-rot; Anti-a-SMA-griin; Hoechst-Kernfarbung-blau. Links:

vergrélRerter Bildausschnitt. Rechts: Bildiibersicht; A: 5-Tage ROP; B: 5-Tage SHAM;
C: 10-Tage VERA.
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5. DISKUSSION

5.1. REPETITIV-OKKLUSIVES MODELL DER RATTE

Ziel des ROP-Modells ist es uber regelmalig wiederholte, kurze Okklusionen der LAD
die progressive Stenose eines KHK-Patienten zu simulieren und Uber wiederholte
Veranderungen der Stromungsverhaltnisse koronare Arteriogenese zu induzieren. Die
Funktionsfahigkeit des Modells wurde im Verlauf der letzten Jahre ausreichend belegt
(58-62), so dass auf die zusatzliche Erhebung von Blutflussdaten mittels
Mikrospharenperfusion und u-CT-Daten zum Nachweis von Kollateralgefallwachstum
verzichtet wurde. Die erhobenen Daten kdnnen also nur indirekt einen Hinweis auf die
Beeinflussung der koronaren Arteriogenese geben.

Es existieren unterschiedliche koronare Arteriogenesemodelle beziehungsweise KHK-
Modelle durch die in Groldtieren, wie Schweinen koronare Arteriogenese induziert
werden kann. Beispielsweise kann durch die Implantation eines Ameroid-Constrictors,
der ein Gefall langsam verschlieBt, oder auch durch die Implantation von
flaschenhalsformigen Stents, die Arteriogenese in kollateralen Umgehungskreislaufen
induziert werden (76, 77).

Aufgrund der groRen Variation des Okklusionsausmalies bendtigen diese Modelle
jedoch eine hohe Tierzahl. Des Weiteren konnen diese Art von Okklusionen zu einer
direkten myokardialen Ischamie fuhren, die dann angiogen und nicht arteriogen wirkt.
Zudem sind sie nur schwer in Kleintieren durchflhrbar (76, 77).

Das Arteriogenesemodell der repetitiven Okklusion hat einige Vorteile. Zum einen die
Durchfuhrbarkeit in Nagern, also im Kleintier. Es existieren viele Proteine, die in der
Ratte und dem Menschen ahnlich aufgebaut sind und der Arteriogeneseprozess in der
Ratte kann in kurzer Zeit induziert werden. Daher bietet die Arbeit mit
Arteriogenesemodellen in der Ratte die Mdglichkeit entsprechende Versuche in kurzer
Zeit und kosteneffektiv durchzufihren (78). Zum anderen besteht ein Vorteil des
repetitiv-okklusiven Modells in der Anwendung eines standardisierten okklusiven
Stimulus, d.h. jedes Versuchstier wird von Versuchsbeginn an dem gleichen Stimulus
ausgesetzt (totale Okklusion der LAD) (79). Durch die standardisierte externe Kontrolle
der Haufigkeit, der Dauer und des Ausmales der Okklusion der LAD liefert das Modell
gut reproduzierbare Ergebnisse (80, 81).
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5.1.1. Limitation des ROP

Es stellt sich die Frage, wie ,realistisch“ das Modell die Situation eines KHK-Patienten
simuliert: In dem Versuch wurde mit gesunden, 10-12 Wochen alten Sprague-Dawley-
Ratten gearbeitet. Viele KHK-Patienten weisen aber koexistierende Erkrankungen auf,
wie zum Beispiel das metabolische Syndrom oder einen arteriellen Hypertonus (34). So
konnte in Nagetieren nachgewiesen werden, dass sowohl eine reine
Hypercholesterolamie als auch ein metabolisches Syndrom zu stark vermindertem
Kollateralwachstum fihren und damit einen limitierenden Faktor fur die Arteriogenese
darstellen (82, 83). Eine Studie, die diese Tatsache unterstitzt, belegte, dass if-
Kanalblocker, wie Ivabradin, eine proarteriogene Wirkung nur bei Tieren mit
hypercholesterolamischer Arteriosklerose, nicht aber im Wildtyp zeigten (84).

Im ROP-Modell missen au’erdem Probleme im Zusammenhang mit dem chirurgischen
Eingriff beachtet werden, da es sich um einen Eingriff in Intubationsnarkose am offenen

Thorax mit entsprechendem Trauma und folgender Entziindungsreaktion handelt (85).

5.1.2. Finaloperation und Infarktbestimmung

Im koronaren Arteriogenesemodell der Ratte erfolgte die InfarktgroRenbestimmung mit
Hilfe der TTC-Farbung, nachdem die Tiere Uber 10 Tage das repetitiv-okklusive
Protokoll erhalten hatten. Der 90-mindtigen Infarktsetzung folgte eine 20-mindtige
Reperfusionsphase, an die sich die TTC-Infarktfarbung anschloss.

Obwohl die Infarkte der SHAM- und RANO-Gruppe doppelt so grol} wie die der ROP-
Gruppe waren, zeigte sich fur die Ergebnisse keine Signifikanz.

Laut Kudoh et al. (1984) ergeben sich bei der Infarktbestimmung verschiedene
Probleme (86). Das erste Problem stelle die grole Variabilitat der
Koronargefallanatomie der einzelnen Tiere dar, die zu einer grof3en Variationsbreite der
Infarktvolumina fihre. Um diese Variabilitdt zu minimieren sei es wichtig, nicht nur die
InfarktgroRe, sondern auch die ,Area-at-risk®, also die minderperfundierte Region
mitzubestimmen. Der Infarkt durfe nicht auf das Gesamtventrikelvolumen, sondern
musse auf die ,Area-at-risk“ bezogen werden (87). Dabei sei die GroRe der ,Area-at-
risk“ direkt abhangig von dem Ausmal® der koronaren Kollateraldurchblutung (88).

Evans et al. (1985) postulierten jedoch, dass die Variationsbreite der Infarktgrof3e bei
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Ratten nur gering ausfalle. So waren 20 Tiere pro Gruppe nétig um eine
InfarktgroRenvariation von 15 % zu beobachten (89). Greve et al. (1991) zeigten, dass
im Gegensatz zu Modellen in Grolitieren, wie Hunden, die ,Area-at-risk“ Bestimmung in
der Ratte weder mittels fluoreszierenden noch mit radioaktiv-markierten Mikrospharen
zuverlassig funktionierte (88), so dass im ROP-Modell auf die Bestimmung der ,Area-at-
risk“ verzichtet wurde. Im Nachhinein betrachtet kdnnten der Verzicht auf die ,Area-at-
risk“ Bestimmung und die dadurch im ROP-Modell beobachtete grolie
Infarktvariationsbreite, eine Ursache far die nicht signifikanten
InfarktgroRenunterschiede zwischen SHAM- und ROP-Gruppe darstellen. Dies
verdeutlicht, dass es in weiteren Versuchen sinnvoll ware, sowohl die InfarktgroRe als
auch die ,Area-at-risk“ zu bestimmen.

Fir die reine Infarktmessung gibt es verschiedene Methoden. Es zeigte sich, dass die
makroskopische Messung mittels TTC-Farbung kleinere Infarktvolumina als die
mikroskopische Analyse hervorbringt. Beide Verfahren zeigten jedoch eine ausgepragte
Korrelation, so dass die TTC-Farbung als Screeningmethode empfohlen wurde (90).
Bei der makroskopischen Infarktmessung gibt es zwei verschiedene Verfahren, die cut-
weight-Methode und die volume-Methode, die keinen signifikanten Unterschied zeigen
(90). Jedoch scheint die volume-Methode ein wenig genauer zu sein, weshalb diese,
wie auch in anderen Studien, im ROP-Modell angewandt wurde.

Ein weiteres Problem laut Kudoh et al. (1984) entstehe durch das sogenannte ,wave-
front-Phenomen® und die Wahl der Ischamiedauer. Ein Infarkt breite sich im Verlauf der
Zeit vom Endokard hin zum Epikard aus. Das Epikard werde durch eine bessere
Blutversorgung erst spater nekrotisch. Damit werde ein Infarkt umso grdél3er, je langer
die Ischamiephase andauert (91). Bei Hunden liege diese Grenze bei 6 Stunden, vorher
sei der Infarkt nicht vollstandig ausgebildet. Zu einem friheren Zeitpunkt kénne also
nicht eindeutig geklart werden, ob ein Medikament die InfarktgroRe tatsachlich
reduziere oder die Entwicklung eines Infarktes nur verzdégere (92). Da sowohl die
Herzfrequenz als auch die metabolische Rate bei Ratten 3-mal so schnell wie bei
Hunden ist (58), lage danach die optimale Ischamiezeit in der Ratte bei 120 Minuten.
Da in dieser Arbeit die medikamentdse Wirkung in einem koronaren
Arteriogenesemodell evaluiert wurde und die letzte Medikamentenapplikation zwei Tage

vor der Infarktsetzung erfolgte, reichte eine Ischamiephase von 90 Minuten aus.
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5.2. EINFLUSSFAKTOREN AUF DIE INFARKTVOLUMINA

Auffallig war, dass sich die Gruppen sowohl im Gewicht als auch in Bezug auf die
Herzfrequenzen unterschieden. Deshalb erfolgte eine Korrelationsanalyse zwischen
den Gewichtsanderungen, sowie den Herzfrequenzen und der InfarktgroRe, damit ein
entsprechender Einfluss im ROP-Modell ausgeschlossen werden konnte.

Da bei allen Gruppen 1-mal taglich eine Gavage erfolgte, ist die Gewichtsdiskrepanz
zwischen den Kontrollgruppen (ROP und SHAM) und den medikamentds-behandelten
Gruppen nicht mit der Form der medikamentdsen Verabreichung zu erklaren. Fir alle
Medikamente sind gastrointestinale  Stérungen  (Obstipation, Ubelkeit) als
Nebenwirkungen beschrieben. Bei Menschen treten unter der Einnahme von Verapamil
und Ranolazin sogar in bis zu 10 Prozent der Falle gastrointestinale Nebenwirkungen
auf (44, 46). Das Auftreten gastrointestinaler Nebenwirkungen mit der Folge einer
reduzierten Nahrungsaufnahme koénnte also durchaus einen Grund flr die starken
Gewichtsunterschiede im repetitiv-okklusiven Modell darstellen.

Sowohl in Tierstudien (Kaninchen, Hunde) als auch Humanstudien zeigte sich ein
positiver Effekt einer niedrigen Herzfrequenz auf das Kollateralwachstum (40, 93, 94).
In der Studie von de Marchi et al. (2011) konnte in gesunden Probanden ein positiver
Effekt einer niedrige Herzfrequenz auf die KollateralgefalRdurchblutung nachgewiesen
werden. Fur Patienten, die eine [R-Blocker-Therapie erhielten, konnte diese
Beobachtung aber nicht gemacht werden, d.h. durch Betablocker veranderte
Kreislaufparameter hatten keinen Einfluss auf den Kollateralblutfluss (94). Dies wirde
die fehlende Korrelation zwischen Herzfrequenzabnahme unter Betablocker-Therapie

und der Infarktgréf3e im koronaren Ateriogenesemodell erklaren.

5.3. IMMUNHISTOLOGIE

Die immunhistochemische Farbung der Schnitte erfolgte zur Darstellung proliferierender
Zellen mit einem Ki67-Antikdrper. Zur Farbung von Monozyten wurde ein CD68-
Antikorper verwendet.

Es wurden zunachst histologische Schnitte nach 10 Tagen ROP angefertigt, diese
zeigten weder eine vermehrte Monozyteneinwanderung (CD68), noch eine vermehrte

Proliferation (Ki67). Wir stellten die Hypothese auf, dass der Arteriogeneseprozess
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nach 10 Tagen ROP bereits abgeschlossen sein konnte und der histologische
Nachweis deshalb negativ ausfiele. Daraufhin wurden histologische Schnitte von Tieren
angefertigt, die das ROP uber 5 Tage durchlaufen hatten. Diese zeigten dann ein
positives Ergebnis.

Die Tatsache, dass alle Gruppen eine vermehrte Proliferation und
Monozyteneinwanderung im Bereich des Okkluders zeigten, ist am ehesten durch eine
inflammatorische Reaktion auf den primaren chirurgischen Eingriff zu erklaren.

Dieser inflammatorische Prozess des umliegenden Gewebes kdnnte ursachlich dafir
sein, dass sich zwischen den Gruppen kaum Unterschiede zeigten (85). Es stellte sich
namlich heraus, dass die Entziindungsreaktion eine starke unspezifische Farbung der
LAD-Umgebung mit sich brachte, die die Auswertung der Schnitte erschwerte.

Bei der Anwendung des repetitiv-okklusiven Modells in Hunden konnte beobachtet
werden, dass sich ein Effekt auf das Kollateralgefalwachstum erst nach 3 Wochen
feststellen liel (81). So kann der Zeitpunkt der Schnittanfertigung nach 5 bzw. 10
Tagen ROP zu frih gewahlt worden sein und es zeigten sich deshalb kaum
Gruppenunterschiede. Dass sich allerdings in der ROP-Gruppe proliferierende Zellen,
im Vergleich zu der SHAM-Gruppe, direkt an der Gefallwand beobachten lieflden,
spricht fur die Induktion zellularer Proliferation in Folge des repetitiv-okklusiven Modells.
Das vermehrte Vorkommen proliferierende Zellen in einem Tier der VERA-Gruppe
bleibt fragwurdig. Da die Tieranzahl (n= 2) sehr klein war und diese Beobachtung bei
sonst keinem weiteren Tier der medikamentds-behandelten Gruppen nachweisbar war,
ist am ehesten von einem "Ausreil3er” auszugehen.

Da die Analyse der histologischen Schnitte rein qualitativ erfolgte, um die
Versuchstierzahl zu minimieren, wird fur weitere Versuche eine quantitative Analyse

vorgeschlagen.
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5.4. MEDIKAMENTEN-EVALUATION

5.4.2. METOPROLOL

5.4.2.1. Infarktvolumen

Zum Einfluss von Metoprolol auf die InfarktgroRe gibt es in der gangigen Literatur
unterschiedliche Meinungen. Einerseits zeigten sowohl reine Infarkt- (95) als auch
Infarkt-Reperfusionsmodelle (51, 52) in Sprague-Dawley-Ratten signifikant kleinere
Infarktvolumina unter der Gabe von Metoprolol. Diese wiesen jedoch deutliche
Unterschiede im Versuchsaufbau auf:

Bullock et al. (1985) setzten eine Ligatur der LAD Uber 4 oder 24 Stunden und die
Infarktdarstellung erfolgte mittels H.E.-Farbung. Dabei zeigte sich unter Metoprolol nach
4 Stunden eine protektive Wirkung, die aber bereits nach 48 Stunden nicht mehr
nachgewiesen werden konnte. Die Medikamentenapplikation erfolgte i.v. 15 Minuten
vor der Okklusion (95). Auch am isolierten Rattenherz zeigten Wang et al. (2007) bei
einer 20-mindtigen Ischamiephase mit anschlielRender 60-minttiger Reperfusionsphase
kleinere Infarktvolumina unter Metoprololgabe. Es erfolgte dabei eine TTC-Farbung und
das Infarktvolumen wurde auf das Gesamtventrikelvolumen bezogen. Die
Medikamentenapplikation erfolgte i.v.10 Minuten vor Reperfusion (52). Ein ahnliches
Ergebnis zeigten auch Zhu et al. (2006) in einem Infarkt-Reperfusionsmodell, bei dem
einer 30-minutigen Ischamiephase eine 120-minlitige Reperfusionsphase folgte. Die
Infarktdarstellung erfolgte dabei mittels TTC und das Infarktvolumen wurde auf das
Volumen der »Area-at-risk" (Evans Blue-Farbung) bezogen. Die
Medikamentenapplikation erfolgte dabei i.v. mit Beginn der Reperfusion (51). Wenn
auch nicht signifikant, so zeigte auch die orale Applikation von Metoprolol 3 Tage und 1
Stunde vor Okklusion in einem Infarkt-Reperfusionsmodell im Hund bei 60-minttiger
Ischamiephase durch Copper-coil-Technik und 90-minutiger Reperfusionsphase mittels
Thrombolyse kleinere Infarktvolumina.

Die Infarktdarstellung erfolgte dabei mit Hilfe einer TTC-Farbung und wurde auf die
»Area-at-risk“ bezogen (96).

Andererseits gibt es sowohl Tier- als auch Humanstudien, die keinen Einfluss von

Metoprolol auf die InfarkigroRe zeigten. In einem reinen Infarktmodell in Hunden mittels
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Ligatur Uber 6 Stunden (97) und Katheterembolisation Uber 24 Stunden (86) konnte
kein positiver Effekt fir Metoprolol nachgewiesen werden. Die InfarktgroRe wurde
immer mittels TTC-Farbung erhoben und auf die ,Area-at-risk“ (entweder mittels
Szintigraphie oder Evans Blue-Farbung) bezogen. Ahnliche Ergebnisse zeigten sich
auch in reinen Infarkt- (98) und Infarkt-Reperfusionsmodellen (99) mittels
Ballonkatheterembolisation an Schweinen. Dabei postulierten Kern et al. (1995), dass
sich Metoprolol nur positiv auf die Infarktgrofle auswirke, wenn bereits ein
ausreichendes Kollateralgefalisystem vorliege (98).

Auch in reinen Infarktmodellen an Sprague-Dawley-Ratten mittels 72-stlindiger Ligatur
der LAD und histologischer Infarktdarstellung zeigte sich kein Einfluss von Metoprolol
auf die InfarktgrofRe. Die Tiere hatten dabei kurz nach der Ligatur zunachst Uber 24
Stunden Metoprolol i.p. erhalten, anschlielend erfolgte die Gabe Uber das Trinkwasser
(100).

Auch im koronaren Arteriogenesemodell zeigte die Applikation von Metoprolol keinen
Effekt auf die InfarktgroRe. Man kann schlussfolgern, dass die herzfrequenzsenkende
Wirkung von Metoprolol, trotz verlangertem diastolischem koronaren Blutfluss, keinen
Effekt auf die koronare Arteriogenese hat. Dies bestatigte auch die Korrelationsanalyse,
die keinen Zusammenhang zwischen Herzfrequenz und InfarktgroRe zeigte. In
klinischen Studien zeigte die Anwendung von Betablockern einen negativen Effekt auf
den Kollateralblutfluss (101). Ursache hierflir sei die periphere vasokonstriktive [-
Blockerwirkung, welche einen erhéhten Widerstand der Koronargefalde zur Folge hatte
und damit eine verminderte Kollateralperfusion bedinge (101).

Die protektive Wirkung von Metoprolol scheint also eher auf einem durch
Herzfrequenzsenkung bedingten verminderten Sauerstoffbedarf im akuten Infarkt, als
auf einem positiven Einfluss auf die koronare Arteriogenese zu beruhen. Fir eine
genauere Analyse der Arteriogenese sind weitere in vivo Untersuchungen wie die
Mikrospharenperfusion zur Bestimmung des koronaren Blutflusses unter

Metoprololgabe durchzufuhren.
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5.4.2.2. EKG-Daten

5.4.2.2.1. Herzfrequenz

Die in der Literatur beschriebene signifikante Abnahme der Herzfrequenz unter
Metoprolol-Applikation (63, 97) zeigte sich auch im koronaren Arteriogenesemodell. Wie
auch bereits von Maczewski et al. (2008) gezeigt, hat sich die Herzfrequenz 2 Tage

nach Absetzen von Metoprolol wieder auf den Ausgangswert normalisiert.

5.4.2.2.2. R-Amplitudenverlust

Zum Einfluss von Metoprolol auf den R-Amplitudenverlust gibt es in der Literatur nur
wenige Daten. So zeigten Herlitz et al. (1984) in einer Humanstudie, dass Patienten, die
innerhalb von 12 Stunden nach Infarktsymptomatikbeginn Metoprolol erhielten, einen
signifikant geringeren R-Amplitudenverlust als die Placebo-Gruppe aufwiesen. Bei einer
spateren Gabe zeigte sich dieser Effekt nicht mehr (102). Im koronaren Arteriogenese-
Modell zeigte Metoprolol keinen positiven Einfluss auf den R-Amplitudenverlust im
Vergleich zur ROP-Gruppe, so dass man davon ausgehen kann, dass Metoprolol zwar
im akuten Infarktstadium protektiv wirkt, jedoch keinen Einfluss auf das
KollateralgefaBwachstum hat. Das konnte auch erklaren, warum sich der protektive
Effekt von Metoprolol in vielen Studien zu einem spateren Zeitpunkt nicht mehr

nachweisen lasst (95, 102).

5.4.2.2.3. ST-Streckenhebung

Uberwiegend zeigten sowohl Tier- als Humanstudien einen positiven Effekt von
Metoprolol auf die ST-Streckenhebung. So zeigten Herlitz et al. (1984) in der bereits
erwahnten Humanstudie, dass unter Metoprolol die ST-Streckenhebung Uber den
gesamten Beobachtungszeitraum signifikant kleiner als in der Placebogruppe ausfiel
(102).

Auch Ronnevik et al. (1989) zeigten in einer Humanstudie, in der die Patienten
innerhalb von 24 Stunden nach Infarktsymptomatikbeginn Metoprolol erhielten
(zunachst i.v. als Bolus, dann Uuber 14 Tage p.o.), in der anschlielenden

Ergometrieuntersuchung nach 15 Tagen eine signifikant geringere ST- Streckenhebung
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(103). Anders als im koronaren Arteriogenesemodell wurden in den Humanstudien
strenge  Ausschlusskriterien (Herzfrequenz < 65/min, Langzeittherapie mit
Calciumantagonisten oder Betablockern usw.) angewandt, so dass dies einen
Selektionsfehler darstellen kdnnte.

Auch in einem reinen Infarktmodell an Sprague-Dawley-Ratten zeigte sich unter einer
6-stindigen Ligatur der LAD und i.v. Applikation von Metoprolol 9 Minuten vor
Okklusion eine signifikant geringe ST-Streckenhebung. Bei dem Modell erfolgte die
Analyse der ST-Streckenhebung anders als im angewandten Versuchsaufbau nicht
mittels der maximalen ST-Streckenhebung, sondern der durchschnittlichen ST-
Streckenhebung im Verhaltnis zur R-Amplitude (104).

Andererseits zeigte das bereits erwahnte reine Infarktmodell am Schwein von Kern et
al. (1995) keinen positiven Einfluss von Metoprolol auf die ST-Streckenhebung (98).

Im koronaren Arteriogenesemodell zeigte Metoprolol auch auf das Ausmaly der ST-
Streckenhebung keinen protektiven Effekt. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit dem
fehlenden Einfluss auf die Infarktgrofle im koronaren Arteriogenesemodell. Das
unterstitzt die Hypothese, dass die Herzfrequenzsenkung durch Metoprolol und die
dadurch vermehrte diastolische koronare Durchblutung nicht ausreichend Scherkrafte
generieren, um koronare Arteriogenese zu induzieren. Um dies zu bestatigen, missten
weitere in vivo und in vitro Untersuchungen zur Abklarung des koronaren Blutflusses
und der Scherkrafte erfolgen. Zu beachten ist aullerdem, dass die strengen
Studienausschlusskriterien bei den Humanstudien und die Tatsache, dass es sich hier
um Patienten mit fortgeschrittener Arteriosklerose handelte, Grinde fir die
unterschiedlichen Ergebnisse im Vergleich zum koronaren Arteriogenesemodell sein
konnten. Auch die unterschiedliche Auswertmethode der ST-Streckenhebung im

Tiermodell kdnnte einen Grund fir die Diskrepanz darstellen.

5.4.2.2.4. Herzrhythmusstérungen

In Bezug auf den Einfluss von Metoprolol auf Herzrhythmusstérungen gibt es in der
Literatur unterschiedliche Ansichten. So zeigten Humanstudien wie die bereits erwahnte
Studie von Regnnevik et al. (1989) ein vermindertes Auftreten von ventrikularen
Extrasystolen und ventrikularen Tachykardien (103). Wenn auch ohne statistische
Signifikanz, zeigte sich in einem reinen Infarktmodell in Katzen mit einer LAD-Ligatur

uber 2 Stunden eine Tendenz zum geringeren Auftreten von Herzrhythmusstérungen.
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Jedoch zeigte sich in dieser Studie mit Hilfe der Mikrospharenperfusion, dass die
Metoprololgabe den Blutfluss in der ischamischen Region nicht steigerte (105).

Andere Tierstudien wie die von Bernauer et al. (1982) und Kern et al. (1995) zeigten
keinen protektiven Effekt von Metoprolol auf das postinfarzielle Entstehen von
Herzrhythmusstorungen. Auch Humanstudien, bei denen die Patienten nach einem i.v.-
Bolus mdglichst frih nach Symptombeginn taglich Metoprolol 200mg p.o. Uber 3
Monate bekamen, zeigten zwar einen protektiven Effekt fur das Auftreten von
Kammerflimmern, aber keinen Einfluss auf das Auftreten von ventrikularen
Extrasystolen oder auf kurze Episoden ventrikularer Tachykardien (106). Eine andere
humane Studie mit ahnlichem Aufbau und gleicher Metoprololdosierung wie Ryden et
al. (1983) zeigte, dass Metoprolol das Auftreten von Herzrhythmusstérungen pro
Stunde, zwar nicht am 1. Tag reduzierte, jedoch nach 5 Tagen die Anzahl der Stunden
mit schwerwiegenden Herzrhythmusstérungen (ventrikuldare Tachykardie, > 30
ventrikulare Extrasystolen/h und R-auf-T-Phanomene) signifikant senkte (107). Das
konnte ein Hinweis dafir sein, dass Tiermodelle, wie auch das koronare
Arteriogenesemodell, zu kurze Beobachtungszeitrdume untersuchen, um die protektive
Wirkung von Metoprolol nachzuweisen.

Problematisch bei der Interpretation der Herzrhythmusstérungsdaten ist die Tatsache,
dass es keine einheitliche Analysemethode gibt, so dass es kaum maoglich ist, diese zu
vergleichen. Interessant ist, dass sich im koronaren Arteriogenese-Modell bei der Halfte
der METO-Tiere Rhythmusstérungen im Grad 0 und bei der anderen Halfte im Grad IVb
nach Lown zeigte. Das kdnnte auch die These unterstitzen, dass Metoprolol nur bei

Tieren mit bereits gut ausgebildetem Kollateralgefalsystem kardioprotektiv wirkt (98).

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass Metoprolol als selektiver 31-Antagonist
keinen protektiven Effekt im repetitiv-okklusiven Modell der Ratte zeigte. Die in der
Literatur beobachtete kardioprotektive Wirkung scheint eher auf dem verminderten
Sauerstoffbedarf im akuten Infarktgeschehen zu beruhen als auf der Induktion
koronarer Arteriogenese. Fur eine weitere Abklarung waren aber weitere in vivo

Untersuchungen notwendig.
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5.4.3. VERAPAMIL

5.4.3.1. Infarktvolumen

In der Literatur lasst sich in tierexperimentellen Studien eine Uberwiegend protektive
Wirkung, d.h. kleinere Infarktvolumina, unter Verapamilgabe feststellen. Es handelt sich
groldtenteils um reine Infarkt- oder Infarkt-Reperfusionsmodelle in groReren Tieren wie
Schweinen (108) und Hunden (109, 110), aber auch Nagern (53-55, 89). Der
Versuchsaufbau der Studien war sehr unterschiedlich in Bezug auf Zeitpunkt der
Medikamentenapplikation und -dosierung sowie der Dauer der Ischamie- und
Reperfusionsphasen. So zeigten Reimer et al. (1985) (110), Lo et al. (1985) (109),
Sandmann et al. (2001) (53) und Yui et al. (2011) (55), dass Verapamil die Infarktgrofle
nur reduziert, wenn es pra-okklusiv (5 Minuten bis 1 Stunde vor Infarktsetzung)
verabreicht wird. Bei einer post-okklusiven Verabreichung oder bei Gabe in der
Reperfusionsphase zeigte Verapamil keinen Effekt auf die Infarktgrofe.

Lediglich Sandmann et al. (2001) verabreichten Wistar-Ratten in einem reinen
Infarktmodell Gber 6 Wochen und 7 Tage pra-okklusiv oral Verapamil 8mg/kg KG/d.
Verapamil. Evans et al. (1985) (89) und Yui et al. (2011) (55) stellten fest, dass die
protektive Wirkung Verapamils zu dem von der Hohe der verabreichten Dosis abhangt.
So zeigte die Verapamilapplikation in einem reinen Infarktmodell in Sprague-Dawley-
Ratten erst ab einer Dosis von mindestens 10 mg/kg eine signifikante Reduktion der
InfarktgroRe, aber gleichzeitig auch eine erhdhte Sterblichkeit der Versuchstiere (89).
Es scheinen also sowohl der Zeitpunkt der Applikation, die Dosierung und die Dauer
der Ischamie entscheidend fur die protektive Wirkung von Verapamil zu sein (55, 108).
In verschiedenen Infarkt-Reperfusionsmodellen an Hunden konnte zudem festgestellt
werden, dass die Verabreichung von Verapamil keinen Effekt auf den Kollateralblutfluss
am Herzen zeigt (110, 111). Auch im koronaren Arteriogenesemodell zeigte Verapamil
keinen Einfluss auf die Infarktgrof3e. Da in diesem Modell die orale Applikation von
Verapamil 2 Tage pra-okklusiv abgesetzt wurde, scheinen die Ergebnisse im Einklang
mit der gangigen Literatur zu stehen. So kann davon ausgegangen werden, dass die
protektive Wirkung Verapamils nicht Uber einen positiven Effekt auf die koronare
Arteriogenese oder einen erhdhten koronaren Kollateralblutfluss zu erklaren ist. Die
Gabe von Verapamil scheint in ausreichender Dosierung eher einen Einfluss auf das

akute Infarktgeschehen zu haben. Das koénnte auch erklaren, warum die Gabe von
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Verapamil in Humanstudien bisher weder eine Reduktion der InfarktgroRe noch der
Frihmortalitat zeigte (112, 113). Fir den Arteriogeneseprozess sind sowohl die durch
Scherkrafte induzierte inflammatorische Reaktion (4, 12) als auch eine durch Calcium-
getriggerte Endothel-induzierte Vasodilatation (114-116) von Bedeutung. So gibt es
Studien, die zeigen, dass Verapamil sowohl die Freisetzung verschiedener Chemokine
(IL-18, TNF-a, IL-8 und IFN-y) (117, 118) und damit die Aktivierung von Makrophagen
und Monozyten, als auch die Lymphozytenmigration und -proliferation (119) hemmt.
Ursachlich flr den fehlenden Einfluss von Verapamil auf die Infarktgrof3e im repetitiv-
okklusiven Modell der Ratte konnte einerseits die Hemmung inflammatorischer
Prozesse sein, andererseits der Eingriff in die Calciumhomaoostase durch die Blockade
von Calciumkanalen. Da diese Arbeit lediglich die Wirkung von Verapamil im repetitiv-
okklusiven Modell evaluieren sollte, wurde auf weitere Untersuchungen verzichtet. Fur
eine genaue Ursachenabklarung mussten weitere in vivo und in vitro Untersuchungen
(Blutflussdaten, quantitative Histologie und nach Zellhomogenisierung durchgefuhrte
FACS-Analyse) durchgeflhrt werden.

5.4.3.2. EKG-Daten

5.4.3.2.1. Herzfrequenz

Zum Einfluss von Verapamil auf die Herzfrequenz gibt es in der Literatur
unterschiedliche Angaben. So zeigten Sandmann et al. (2001) in einem bereits
erwahnten Modell eine Senkung der Herzfrequenz unter Verapamil. Andererseits zeigte
sich in einem Infarkt-Reperfusionsmodell in Sprague-Dawley-Ratten unter Applikation
von 5mg/kg 1 Stunde vor Okklusion kein Einfluss auf die Herzfrequenz (120). Im
koronaren Arteriogenesemodell zeigte die orale Applikation von 7,5mg/kg keine
Senkung der Herzfrequenz. Das koénnte mit einem nicht-ausreichenden Wirkspiegel
zusammenhangen. Flr eine genaue Ursachenklarung muassten in weiteren Versuchen

die Wirkspiegel im Blut bestimmt werden.
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5.4.3.2.2. R-Amplitudenverlust

Im koronaren Arteriogenesemodell zeigte sich eine signifikante Abnahme der R-
Amplitude im Vergleich zur ROP-Gruppe. Da der R-Amplitudenverlust ein indirektes
Mal fur die InfarktgrofRe ist (69), unterstitzt dieses Ergebnis die Hypothese, dass
Verapamil keinen protektiven Effekt im repetitiv-okklusiven Modell der Ratte zeigt. Da
es bisher keine weitere Studie gibt, die den Einfluss von Verapamil auf die R-Amplitude
untersucht hat, kann die im koronaren Arteriogenesemodell gemachte Beobachtung
nicht mit anderen Studienergebnissen verglichen werden. Es stellt sich fur zukunftige
Versuche weiterhin die Frage, ob der fehlende protektive Effekt Verapamils im repetitiv-
okklusiven Modell der Ratte auf einer Hemmung der Scherkraft induzierten
Inflammation oder aber der Beeinflussung der intrazellularen Calciumhomaoostase
beruht.

5.4.3.2.3. ST-Hebung

In Bezug auf den Einfluss von Verapamil auf die ST-Hebung ist die Datenlage nicht
eindeutig. Einerseits zeigte die Applikation von Verapamil in reinen Infarktmodellen an
Hunden eine signifikante Senkung der ST-Hebung (121). In einem reinen Infarktmodell
in Katzen dagegen zeigte Verapamil zwar eine verminderte Kreatinkinase-Erhéhung,
aber keinen Einfluss auf die ST-Hebung (122). Auch in einem Infarktmodell an
Spargue-Dawley-Ratten zeigte Verapamil erst ab Dosen von 2mg/kg, verabreicht kurz
vor der Ligatur, einen Einfluss auf die ST-Hebung. In dieser Studie gingen hohe
Verapamildosen mit einer erhdhten Sterblichkeit der Tiere einher (104).

Im koronaren Arteriogenesemodell zeigte Verapamil eine nicht-signifikante Tendenz zu
einer erhohten ST-Hebung, so dass die Ergebnisse im Einklang mit den gemachten
Beobachtungen zur InfarktgroRe und dem R-Amplitudenverlust stehen. Verapamil
scheint auch hier keinen Einfluss auf die koronare Arteriogenese zu haben, sondern
seine protektive Wirkung bei ausreichend hoher Dosierung im akuten Infarktgeschehen
zu entfalten. Ein weiteres Problem, das sich auch schon bei den Infarktdaten
abzeichnete, stellt die Tatsache dar, dass die Verapamildosis, die in einigen Versuchen
notwendig war, um einen Effekt zu erzielen, mit einer erhéhten Sterblichkeit der
Versuchstiere einherging (89, 104). Im repetitiv-okklusiven Modell der Ratte wurden

Tiere, die wahrend des Versuches starben, nicht mit in die Auswertung aufgenommen.
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So kdnnte es sein, dass Tiere, die einen ausreichend hohen Wirkspiegel und damit
einen Effekt auf die ST-Hebung aufwiesen, bei der Analyse der Daten nicht

bertcksichtigt wurden.

5.4.3.2.4. Herzrhythmusstérungen

In der Literatur ist ein Uberwiegend positiver Effekt von Verapamil auf das Auftreten von
Herzrhythmusstorungen beschrieben. So zeigten verschiedene Infarkt- und Infarkt-
Reperfusionsmodelle in Nagern ein geringeres Auftreten von Herzrhythmusstérungen
unter der Gabe von Verapamil (63-55, 104, 123).

Auch hier konnten Johnston et al. (1983) die positive Wirkung von Verapamil erst unter
hohen Dosen (20mg/kg i.v.) nachweisen. Dabei haben alle diese Studien nicht den
Grad der Rhythmusstérung beachtet, sondern lediglich die Haufigkeit analysiert. Yui et
al. (2011) analysierten aul’erdem nicht das Auftreten nach Infarktsetzung, sondern die
Haufigkeit von Herzrhythmusstérungen nach Beginn der Reperfusion.

Im  koronaren Arteriogenesemodell, in dem nicht die Haufigkeit der
Herzrhythmusstorungen, sondern der Grad der Rhythmusstdérung nach Lown analysiert
wurde, zeigte die Verapamil-Gruppe ein haufigeres Vorliegen von hochgradigen
Herzrhythmusstorungen im Vergleich zur ROP-Gruppe. Dieses Ergebnis unterstitzt die
im repetitiv-okklusiven Modell erhobenen Daten zur InfarktgroRe, Ausmal} der ST-
Hebung und dem R-Amplitudenverlust der VERA-Gruppe. Es wird erneut deutlich, dass
Verapamil im koronaren Arteriogenesemodell keinen protektiven Effekt zeigt und seine
kardioprotektive Wirkung auf das akute Infarktgeschehen beschrankt zu sein scheint.
Die unterschiedlichen Tiermodelle, Auswertungstechniken und die unterschiedliche
Dauer der Ischamie- und Reperfusionsphasen erschweren es jedoch zusatzlich, die
unterschiedlichen Studienergebnisse mit den im repetitiv-okklusiven Modell erhobenen

Ergebnissen zu vergleichen.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass Verapamil als direkter Calciumantagonist
keinen  protektiven Effekt, gerade in Bezug auf das Auftreten von
Herzrhythmusstorungen, im repetitiv-okklusiven Modell der Ratte zeigte. Dies konnte
am ehesten auf einer Hemmung des durch Scherkrafte induzierten inflammatorischen
Prozesses (118, 119) oder dem Einfluss auf die Calciumhomobostase beruhen. Zur

genaueren Ursachenabklarung waren weitere in vivo und in vitro Untersuchungen ndétig.

53



5.4.1. RANOLAZIN

5.4.1.1. Infarktvolumen

In der Literatur zeigten die Uberwiegenden in vivo Studien (sowohl Tier- als auch
Humanstudien) einen protektiven Effekt von Ranolazin auf das ischamische Herz (56,
57, 124, 125). Dabei handelte es sich bei den tierexperimentellen Studien
ausschlieBlich um reine Infarkt- oder Infarkt-Reperfusionsmodelle.

So zeigten beispielsweise Sprague-Dawley-Ratten in Infarkt-Reperfusions-Modellen
signifikant kleinere Infarktvolumina unter Ranolazin-Gabe (126, 127).

Nur in einem auch 90-minutigen Ischamie-Reperfusionsmodell am Hund konnte fir
Ranolazin kein positiver Effekt auf die Infarktgrélie nachgewiesen werden (128).
Anzumerken ist aber, dass alle Studien reine Infarkt-Reperfusionsmodelle waren, bei
denen Ranolazin frihestens 21 Minuten vor Infarktsetzung als Bolus und dann als
weitere Infusion wahrend der Reperfusion appliziert wurde. D.h. sowohl die
Medikamentenapplikation (per os vs. i.v.-Gabe), als auch die zeitliche Dauer von
Infarktsetzung (90 Min vs. 5 Min) und Reperfusion (20 Min vs.5 Min) waren
unterschiedlich. Im Vergleich zum Modell der repetitiven Okklusion untersuchten die
Studien also ausschlielich den Einfluss von Ranolazin auf das akute Infarktgeschehen.
In den Studien erfolgte aulRerdem zusatzlich die Bestimmung der Area at risk
(nekrotisches als auch ischamisches Areal) und die ermittelte InfarktgroRe wurde dann
gewichtsadaptiert auf diese bezogen oder es wurde zur Infarktgréf3enbestimmung die
cut-weigh-Methode anstelle der volume-Methode verwendet. AuRerdem definierten
Kloner et al. (2011) eine ,Area-at-risk® < 10 % als Ausschlusskriterium, welches einen
wichtigen Selektionsfaktor darstellt, der im koronaren Arteriogenesemodell keine
Anwendung fand. Bei diesen Studien unterschieden sich die Modelle, Messmethoden
und Ausschlusskriterien also entscheidend von denen, die im koronaren
Arteriogenesemodell angewandt wurden und koénnten damit einen entscheidenden
Grund fur die unterschiedlichen Ergebnisse darstellen.

Im koronaren Arteriogenesemodell hingegen zeigte die Ranolazin-Gruppe im Vergleich
zur ROP-Gruppe doppelt so grolde durchschnittliche Infarktvolumina. Daher kénnte man
zwar davon ausgehen, dass Ranolazin im akuten Infarktgeschehen durch die
Hemmung eines Calcium-Overloads kardioprotektiv wirkt (56, 127). Calcium ist aber

sowohl entscheidend fur die Zellproliferation (129) als auch die Arteriogenese (114). So
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wurden vor einiger Zeit mechanosensitive Calcium-Kanale, die transienten receptor
potential ion channels (sog.TRP) entdeckt (130, 131). Die Aktivierung einiger dieser
Kanale erfolgt durch vermehrte Scherkrafte (130) und bedingt einen andauernden
Calciumeinstrom in die Zelle (115, 116). Dieser extrazellulare Calciumeinstrom (130) ist
bedeutend fur die Proliferation von glatten GefalBmuskelzellen (132) und die Endothel-
induzierte Vasodilatation (115), welche entscheidend flr die Migration von Monozyten
sein soll (16).

Der durch die Ranolazinapplikation bedingte Eingriff in die Calciumhomdostase der
Zelle konnte also einen Grund dafir darstellen, dass Ranolazin diesen protektiven

Effekt im repetitiv-okklusiven Modell nicht gezeigt hat.

5.4.1.2. EKG-Daten

5.4.1.2.1. Herzfrequenz

Wie auch in der sonstigen Literatur (sowohl in Tier- als auch Humanstudien) zeigte sich

unter Ranolazingabe kein signifikanter Einfluss auf die Herzfrequenz (46, 124).

5.4.1.2.2. R-Amplitudenverlust

Die Einnahme von Ranolazin zeigte im koronaren Arteriogenesemodell keinen Einfluss
auf den R-Amplitudenverlust. Da der R-Amplitudenverlust ein indirektes Zeichen fur das
Infarktausmal ist (69), decken sich die Beobachtungen mit der Tendenz zu grélieren
Infarktvolumina und der signifikanten Erhéhung der ST-Strecke unter
Ranolazineinnahme im Vergleich zur ROP-Gruppe. Der fehlende Einfluss auf die R-
Amplitude unter Ranolazin unterstitzt also die fehlende protektive Wirkung im
koronaren Arteriogenesemodell. Auch hier kénnte der Ranolazin bedingte Eingriff in die
Calciumhomoostase ursachlich sein. Da der Einfluss von Ranolazin auf die R-
Amplitude bisher in noch keiner anderen Studie untersucht wurde, koénnen die

Ergebnisse nicht weiter verglichen werden.
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5.4.1.2.3. ST-Streckenhebung

Zum Einfluss von Ranolazin auf die ST-Streckenhebung gibt es in der Literatur
unterschiedliche Meinungen. So zeigten beispielsweise Chi et al. (2013) in einem
reinen Infarkt-Modell am Hund eine signifikant niedrigere ST-Streckenhebung unter
Ranolazin. In dem Modell wurden jedoch =zeitgleich die LAD und der Ramus
circumflexus ligiert und die Herzfrequenz mittels Pacer fur 5 Minuten kontrolliert.
AnschlieRend erfolgte die halbstindige i.v. Applikation von Ranolazin (Bolus: 0,1mg/kg,
anschlie3end: 0,03mg/kg/min) (133).

In der Studie von Black et al. (1994) zeigte das Ischamie-Reperfusionsmodell im Hund
weder einen positiven noch negativen Effekt auf die ST-Streckenhebung. In dem
Versuchsaufbau folgte einer 90-minttigen Okklusion der LAD eine 18-stindige
Reperfusionsphase. Die Tiere hatten 30 Minuten vor Infarktsetzung Ranolazin i.v.
erhalten (128). Bei beiden Studien handelte es sich um reine Infarkt- oder Infarkt-
Reperfusionsmodelle, die ausschlieBlich die Ranolazinwirkung im akuten Infarkt
untersuchten. Sie unterschieden sich im Versuchsaufbau, der Versuchstierart, dem
Zeitpunkt der letzten Medikamentenapplikation und der Dauer der Ischamie- und
Reperfusionsphase deutlich vom repetitiv-okklusiven Modell.

Im koronaren Arteriogenesemodell zeigte Ranolazin eine signifikante Erhéhung der ST-
Streckenhebung. Da in klinischen Studien eine ST-Hebung = 0,1mV bei 1-minutiger
Koronargefallokklusion mit einer hohen Mortalitdt und einem geringen
Kollateralblutfluss einhergehen (68), steht dieses Ergebnis im Einklang mit der
Tendenz, die Infarktvolumina im Vergleich zur ROP-Gruppe zu erhdhen. Diese
Beobachtung unterstitzt die Hypothese, dass die Gabe von Ranolazin Uber den Eingriff
in die Calciumhomdoostase zwar im akuten Infarkt protektiv wirkt (56, 127), die koronare
Arteriogenese jedoch eher negativ beeinflusst.

Die im repetitiv-okklusiven Modell beobachtete ST-Streckenhebung unter Ranolazin im
Vergleich zu den Ergebnissen im reinen Infarkt- und Infarkt-Reperfusions-Modell kénnte
also einerseits auf den methodischen Unterschieden der Studien beruhen. Andererseits
konnte dies auch die Hypothese unterstiutzen, dass Ranolazin durch den Eingriff in die

Calciumhomoostase die koronare Arteriogenese hemmt.
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5.4.1.2.4. Herzrhythmusstérungen

Ex vivo Studien an isolierten Fisher344-Rattenherzen, bei denen der Ina.- Kanal
selektiv mittels GS967 blockiert wurde, zeigten ein signifikant geringeres Auftreten von
Herzrhythmusstorungen nachdem die Herzen mit Akonitin (50ug) oder 0,1mM
Wasserstoffperoxid perfundiert worden waren. Dabei wurde flr die Definition der
Herzrhythmusstorungen nicht die Lown-Klassifikation, sondern lediglich das
Auftreten/Nicht-Auftreten von ventrikularen Tachykardien und Kammerflimmern
ausgewertet (134).

Auch die bereits oben naher erlauterten in vivo Studien an Sprague-Dawley-Ratten von
Dhalla et al. (2009) und Kloner et al. (2011) zeigten ein signifikant geringeres Auftreten
von Herzrhythmusstorungen unter Ranolazingabe. Als relevante Rhythmusstérung war
dort das Auftreten von = 3 abnormalen Schlagen bzw. ventrikulare Tachykardien, die
langer als 10 Sekunden anhielten, definiert.

Der in der Literatur beschriebene kardioprotektive Effekt von Ranolazin zeigte sich im
koronaren Arteriogenesemodell nicht. Stattdessen zeigte die RANO-Gruppe sogar eine
Tendenz zu hohergradigen Herzrhythmusstorungen. Neben der unterschiedlichen
Definition fur das Vorliegen von Herzrhythmusstérungen und dem Zeitpunkt der
Medikamentenapplikation kénnten die Ergebnisse darauf hindeuten, dass die Einnahme
von Ranolazin zwar unmittelbar einen protektiven Effekt zeigt (134, 135), es die
koronare Arteriogenese jedoch wenig bis negativ beeinflusst. Das kdnnte auch erklaren,
warum in Doppelblind-Studien an Menschen mit Nicht-ST-Hebungsinfarkten, die die
erste Ranolazin-Dosis kurz vor der Reperfusion mittels PCI erhielten, zwar innerhalb
der ersten 7 Tage nach dem Eingriff seltener Herzrhythmusstérungen auftraten, sich
aber kein positiver Einfluss auf die Gesamtsterblichkeitsrate und das Auftreten von Re-
Infarkten zeigte (136, 137).

Zusammenfassend lasst sich flir Ranolazin keine protektive Wirkung im repetitiven
Okklusionsmodell der Ratte feststellen. Insbesondere die InfarktvolumengrofRe und der
Grad der Herzrhythmusstérungen in der Ranolazin-Gruppe zeigten sogar eher einen
negativen Effekt im koronaren Arteriogenesemodell. Ursachlich hierfir ist am ehesten
der Eingriff in die intrazellulare Calciumhomobostase. Fur eine genaue

Ursachenabklarung mussten aber weitere Untersuchungen erfolgen.
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7.1. Abkurzungsverzeichnis

ACE Angiotensin Converting Enzyme

ACS Akutes Koronarsyndrom

AP Angina pectoris

CCR Center for Cardiovascular Research

CD Cluster of Differentiation

Cy Cyanine

EKG Elektrokardiographie

eNOS endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase

GS967 6-[4-(trifluoromethoxy)phenyl]-3-(trifluoromethyl)-[1,2,4]triazolo[4,3-
a]pyridine

HCI Chlorwasserstoff

HISTO Histologie

HMG-CoA 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym-A

i.p. intraperitoneal

V. intravends

ID inner Diameter

If funny channel

IFN Interferon

IL Interleukin

KCI Kaliumchlorid

KH2PO4 Kaliumhydrogenphosphat
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LAD
L-Typ
MCP-1
METO
Na2HPO4
NaCl
NADH
NaOH
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NSTEMI
oD

p.o.

PBS
PBSA
PTCA
RANO
ROP
SHAM
SMA
STEMI
TFG
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TNF
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TTC
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u-CT
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left anterior descending artery
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Monocyte Chemotactic Protein-1

Metoprolol

Dinatriumhydrogenphosphat

Natriumchlorid

Nicotinamidadenindinukleotid

Natriumhydroxid
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non ST-elevation myocardial infarction/ Nicht-ST-Hebungsinfarkt
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Smooth Muscle Actin

ST-elevation myocardial infarction/ ST-Hebungsinfarkt
Transforming Growth Factor

Tierschutzgesetz

Tumornekrosefaktor

Transient Receptor Potential
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transient type

United States of America

Verapamil

micro-Computertomographie
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