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Einleitung und Aufgabenstellung

1. Einleitung und Aufgabestellung

1.1. Aufgabenstellung

Diese Dissertation beschéftigt sich mit dem Thema , Auswirkungen von Acetylsalicylsdure
und Clopidogrel auf das Kollateralgeféwachstum im zerebralen Arteriogenesemodell der
Ratte".

Wie bereits im Kaninchenhinterlauf gezeigt wurde, hemmt Acetylsalicylsdure (ASS) nach
Verschluss der Arteria femoralis die periphere Arteriogenese, welche das Auswachsen von
praexistenten kollateralen Arteriolen zu funktionellen Konduktanzgeféf3en beschreibt (Hoefer
et al., 2005a). Die anhand dieser experimentellen Ergebnisse eingeleitete klinische Studie an
peripherer arterieller Verschlusskrankheit (PavK) erkrankten Patienten beweist die hohe
klinische Relevanz (Singer et al., 2006).

Eine &hnliche klinische Studie kénnten die Daten der vorliegenden Studie nach sich ziehen.
Bel der zerebralen Arteriogenese hétte ein anti-arteriogener Effekt von ASS nicht nur eine
hohe klinische Bedeutung, sondern wirde die gesamte ASS-Therapie im Zusammenhang
vaskulérer, sowohl zerebraler als auch kardialer Ereignisse infrage stellen. Nach wie vor wird
ASS dlein oder in Kombination mit Clopidogrel in deren Sekundérprophylaxe angewandt.
Daher ist die Untersuchung, ob ASS und Clopidogrel im Tiermodell dhnliche Auswirkungen
auf die zerebrale wie auf die periphere Arteriogenese haben, sehr bedeutungsvoll. Eine grof3e
Rolle spielt im Gehirn das Kollateralgeféal3system zwischen den Arteriae carotides communes
und der Arteria baslaris, der Circulus arteriosus cerebri. Nach Verschluss beider
Vertebralarterien und einer Arteria carotis communis (Common carotid artery, CCA), welches
Dreigefal3verschlussmodell (Three vessel occlusion, 3-VO) genannt wird, kommt es zu
verdnderten Flussverhdltnissen im Circulus, um die Blutversorgung des Gehirnes zu
gewdhrleisten. Sollte dies durch die ASS-Behandlung unterdrickt werden, ist eine
ausreichende Blutversorgung nicht mehr moéglich und ischdmische Insulte waren zu erwarten.

Bisher existieren keine Daten Uber das Zusammenspiel von zerebraler Arteriogenese und der
Behandlung mit Aspirin und Clopidogrel. Unabhangig von den verschiedenen Indikationen in
der Praxis, bei denen unterschiedlich hohe Konzentrationen von ASS angewendet werden,
soll in dieser Studie die fur die Sekundarprophylaxe tbliche humane Dosierung von 100 mg/d

angewendet werden.
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Das Projekt wird in zwei Komplexe geteilt. Im ersten Teil werden die Auswirkungen von
ASS und Clopidogrel auf die adaptive Arteriogenese untersucht. Hierbel ist wichtig,
festzustellen, dass Arteriogenese ein Prozess ist, der bereits innerhalb weniger Stunden nach
der 3-VO-Prozedur in Gang gesetzt wird (Hillmeister et al., 2008). Daher erfolgt eine
Untersuchung anhand der funktionellen Methoden der postmortalen Latexangiographie und
der zerebrovaskuléren Reaktivitét (CVR) bereits eine Woche nach 3-VO. Dabel gibt die
wadhrend der CVR gemessene zerebrovaskuldre Reservekapazitdt (CVRC) die
Gehirndurchblutung an, die ausgehend von Ruhebedingungen, durch Stimulation noch
ansteigen kann (Soll and Hamann, 2002). Da ASS im Rahmen der Sekundarprophylaxe in
der Klinik Ublicherweise jedoch Uber viele Monate verabreicht wird, ist flr uns ebenso ein
spaterer Untersuchungszeitpunkt von Bedeutung, so dass in weiteren Gruppen die oben
genannten Untersuchungsmethoden nach drei Wochen durchgefiihrt werden. Die Hypothese
ist in beiden Falen, dass das Kollaterawachstum und die CVRC wéahrend der adaptiven

Arteriogenese durch ASS gehemmt werden, wahrend Clopidogrel keinen Einfluss austibt.

Bereits mehrfach wurde gezeigt, dass sich die adaptive zerebrale Arteriogenese therapeutisch
stimulieren lasst (Buschmann et al., 2003a; Schneeloch et al., 2004; Schneider et al., 2007;
Todo et al., 2008). Der in diesen Studien verabreichte Granulozyten-Makrophagen Colony-
Stimulating-Factor (GM-CSF), welcher die Mobilisierung, Differenzierung und Reifung von
Granulozyten und Monozyten stimuliert, geriet jedoch in jungster Zeit in Kritik wegen der
hohen Nebenwirkungsrate, welche auch in der bisher einzigen von Art.Net. durchgefiihrten
klinischen Studie zur Untersuchung der peripheren Arteriogenese bestétigt wurde (van Royen
et al.,, 2005). Daher wird im zweiten Teilprojekt dieser Studie zundchst erstmals die
therapeutische Induktion der zerebralen Arteriogenese durch den Granulozyten Colony-
Stimulating Factor (G-CSF), welcher vorrangig auf Granulozyten wirkt, als maogliche
Alternative zu GM-CSF untersucht. Die bereits beschriebene Wirkung auf das periphere und
koronare Kollateralwachstum (Deindl et al., 2006) und die Gemeinsamkeiten gegentiber GM-
CSF lassen vermuten, dass auch G-CSF die zerebrale Arteriogenese zu beschleunigen

vermag.

Patienten mit kardiovaskuldaren Erkrankungen, bei denen die Arteriogenese durch
Wachstumsfaktoren — stimuliert  werden  soll, konnten durch die gleichzeitige
sekundarprophylaktische Behandlung mit ASS im Kollateralwachstum benachteiligt werden.
Deshalb soll ebenfallsim zweiten Teilprojekt erstmals der Einfluss von ASS und Clopidogrel
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auf die therapeutisch induzierte zerebrale Arteriogenese untersucht werden. Die Hypothese
ist, dass das durch G-CSF wesentlich beschleunigte Kollateralwachstum und die
hdmodynamische Reserve nach 3-VO durch die gleichzeitige Behandlung mit ASS gehemmt

werden, wahrend Clopidogrel keinen Einfluss austibt.

Zusammenfassend soll in dieser Studie geklart werden, ob zum enen die zerebrae
Arteriogenese durch G-CSF beschleunigt werden kann und ob zum anderen sowohl das
adaptive as auch das durch G-CSF therapeutisch beschleunigte Kollateralwachstum durch
ASS gehemmt wird, wahrend Clopidogrel keinen Effekt austiben soll.
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1.2. Blutver sorgung des Gehirns

Die Blutversorgung des Gehirns erfolgt Uber vier Arterien, die Arteriae carotides internae und
die Arteriae vertebrales (Delank and Gehlen, 2006; Poeck and Hacke, 2006).

Die Arteriae carotides communes, die links direkt aus dem Aortenbogen und rechts aus dem
Truncus brachiocephalicus entspringen, teillen sich in die Arteriae carotides internae und
externae (Poeck and Hacke, 2006). Der externe Strang bildet anastomotische Verbindungen

zum internen Strang und zu den Arteriae vertebrales (Delank and Gehlen, 2006).

Die Arteriae vetrebrales, die beidseits aus den Arteriae subclaviae entspringen, verlaufen
durch die Foramina transversaria der oberen Halswirbel und treten beim Menschen am Atlas
durch die Foramina occipitale magna bzw. bei der Ratte durch die Foramina alare in die
hintere Schadel grube ein (Poeck and Hacke, 2006).

Die vier grofen zufihrenden Arterien werden an der Hirnbasis durch Anastomosen als
Circulus arteriosus cerebri, der nach seinem Entdecker, dem englischen Anatom Thomas
Willis auch as Circulus Willis bezeichnet wird, miteinander verbunden. Dabei werden die
Arteriae carotides internae (ICA), die Arteriae cerebi mediae (MCA), die Arteriae cerebri
anteriores (ACA) zusammen mit den Arteriae communicantes posteriores (PComA) als
Carotis-media-anterior-Territorium bezeichnet. Wéhrend die Arteriae vertebrales und die
Arteria basilaris mit ihren Abgangen, den Arteriae cerebri posteriores (PCA), zum
Vertebralis-basilaris-posterior-Territorium z&hlen und Uber die Arteriae communicantes
posteriores die Verbindung zum vorderen Territorium bilden (Poeck and Hacke, 2006).

Von den grof3en Arterien zweigen sich Zirkumferenzarterien und perforierende Arterien ab.
Zirkumferenzarterien entspringen aus dem Circulus willisi und bilden auf der Hirnoberflache
ausgedehnte, leptomeningeale Anastomosen, den sogenannten Heubnerschen Anastomosen.
Die perforierenden Aste entspringen aus den proximalen intrakraniellen GefaRen, aus dem
Circulus arteriosus Willisi und den basalen Abschnitten der langen Zirkumferenzarterien und
dringen sofort intrazerebra ein. Sie sind funktionelle Endarterien und versorgen die
subkortikalen Kerngebiete und grof3e Anteile des Marklagers.

Die Kapillaren des Gehirns bilden die Blut-Hirn-Schranke as selektiv permeable Barriere
zwischen Blutkreislauf und Zentralnervensystem (ZNS). Deren Endothelzellen sind Uber tight

4
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junctions miteinander verbunden, wodurch sie eine stark kontrollierbare Diffusionsbarriere
bilden. Induziert wird die Bildung der tight junctions durch Astrozyten, deren Fortsdtze die
Endothel zellen umgeben.

Im Gehirn verlaufen die Venolen und Venen unabhéangig von Arteriolen und Arterien. Das
Blut des tiefen (Venae profundae cerebri) und des oberflachlichen (Venae superficiales
cerebri) Venensystems wird in Duplikaten der harten Hirnhaut (Dura mater), den Sinus durae
matris (Blutleitern), gesammelt und in die Vena jugularis interna Uberfihrt (Samandari and
Mai, 1995).

Circulus arteriosus cerebri (Circle of Willis)

A. communicans anterior A. cerebri anterior azygos

___—— A.cerebri (rostralis) anterior \

A.cerebri media @—m8

A. carotisinterna \
. communicans posterior \T

A. cerebri posterior ——

A. cerebrellaris superior / B
Abeslais  —

A. vertebrais

ol

Abbildung 1 - Der CirculusWillisi

Vergleich zwischen Mensch (A, modif. nach Franco Folino (Franco Folino, 2007)) und Ratte
(B, modif. nach Lee (Lee, 1995))
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1.3. Zerebrovaskulare Krankheiten
1.3.1. Epidemiologie

Nach Angaben der Weltgesundheitsorganisation WHO waren 2005 ischamische
Herzerkrankungen die héufigste und zerebrovaskuldre Erkrankungen die zweithaufigste
Todesursache weltweit. In Deutschland zéhlten 2006 Herzerkrankungen, Lungentumore und
Schlaganfélle zu den drel haufigsten Haupttodesursachen insgesamt, wahrend differenziert
nach Geschlechtern der Schlaganfall bel Frauen nach Herzerkrankungen die zweithéufigste
und bel Mannern nach Prostatakarzinomen die vierthaufigste Todesursache darstellten
(Statistisches Bundesamt, www.destatis.de).

Der Schlaganfal wird in zerebrale Ischamien (85%) und vaskuldre Hirnblutungen (15%)
unterschieden (Masuhr and Neumann, 2005). Zerebrale Ischamien treten meist als Folge von
Thromboembolien der Hirngefél3e, kardiogenen Embolien, zerebralen Mikroangiopathien,
Vaskulitiden, Hirnvenen- und Sinusthrombophilien auf. Zu den vaskuldren Hirnblutungen
zdhlen das intrazerebrale Hadmatom und die Subarachnoidalblutung (Masuhr and Neumann,
2005).

Als ischamischer Schlaganfall wird ein akutes fokales neurologisches Defizit aufgrund einer
umschriebenen Durchblutungsstérung des Gehirns bezeichnet. Als Synonym fir den
ischémischen Schlaganfall wird der Begriff ,Hirninsult” (englisch Stroke) verwendet (Diener
and (DGN), 2005b).

1.3.2. Atiologie und Pathogenese

Die Deutsche Gesellschaft fur Neurologie (DGN) nennt die arterielle Hypertonie als den
bedeutendsten Risikofaktor fir zerebrovaskulare Erkrankungen ((Diener and (DGN), 2005a)).
Weitere Risikofaktoren sind Rauchen, Fettstoffwechselstorungen, Diabetes mellitus,
Ubergewicht und korperliche Minderaktivitat, Migrane, chronischer Alkoholismus, ebenso
akute und chronische Infektionen wegen der damit einhergehenden Entwicklung

atherosklerotischer Lasionen.
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Die Ausloser fur einen ischamischen Schlaganfall werden in Makro- und Mikroangiopathien

und hémodynamische Ursachen unterschieden.

Als Makroangiopathien (grof3e Gefélveranderungen) fuhren am haufigsten Thromboembolien
zu Territorialinfarkten. Dabei ist meist das Mediagebiet betroffen (Poeck and Hacke, 2006).
Embolien, konnen vom Herzen, aus der Aorta ascendens und von arteriosklerotischen
Plaques stammen. Ein Embolus, ein im Blutplasma nicht |6sliches Gebilde, kann ein in einer
Gefalbifurkation aufgelagerter (reitender) oder bakteriell infizierter (septischer) Embolus
sein. Die haufigste Form ist der Thromboembolus, der aufgrund von Vaskulitis,
Atherosklerose und Koagulopathien auftritt und als verschlepptes Blutgerinnsel ein Gefal
verstopft (Poeck and Hacke, 2006).

Die Mikroangiopathie (kleine Gefélveranderungen), wird durch Bluthochdruck (Hypertonie)
oder jahrelangem Diabetes verursacht und kennzeichnet Wandveranderungen wie
Hyalinierungen kleiner Endarterien und Arteriolen mit Verlust der Autoregulation und
Lumeneinengung bis zum Verschluss. Dies fuhrt zu isolierten oder multiplen Blutgerinnseln
(Thrombosen), sogenannten lakundren Infarkten (Masuhr and Neumann, 2005; Poeck and
Hacke, 2006). Fuhren diese Ausl6ser weiter zu extra- und/oder intrakraniellen Stenosen, |6sen
sie hdmodynamische Infarkte aus. Diese werden in Endstrominfarkte der penetrierenden
Arterien und in Grenzzoneninfarkte, zwischen den Versorgungsgebieten zweier grof3en

Gefal3e liegend, unterschieden werden.

Ein hdmorrhagischer Infarkt entsteht, wenn nach vollstéandig ausgebildetem Infarkt die tUber
Anastomosen erhaltene Restdurchblutung zu einer erhhten Diapedese (Ubertritt ins Gewebe)
fuhrt (Masuhr and Neumann, 2005; Poeck and Hacke, 2006).

Bel einem ischamischen Schlaganfall kommt es zum Sistieren der Blut- und damit
Sauerstoffversorgung im Gehirngewebe. Dies fuhrt zundchst zu einem reversiblen
Funktionsverlust mit verminderter Proteinsynthese, gesteigerter anaerober Glykolyse mit
zunehmender Laktatazidose und verminderter Erregungsweiterleitung (siehe Abbildung 2).
Bei langer bestehendem Energieverlust stirbt das betroffene Hirngewebe schliefdlich ab. Der
Bereich, der zwischen Funktions- und Infarktschwelle, also zwischen dem nekrotischen
Gewebe und dem nichtischdmischen Hirnbereich liegt, wird in Analogie an das teilweise

erleuchtete Gebiet um den kompletten Schatten des Mondes herum bei totaler Finsternis als
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,Penumbra* (Halbschatten) bezeichnet. Das Penumbra-Konzept unterliegt der Uberlegung,
dass, wenn auch zeitlich streng limitiert, dieses Gebiet wieder funktionell herstellbar ist
(Hossmann, 2006).

Proteinsynthese Periinfarkt-
, Depolarisation
hsp72 Expression
SEP

Glukoseverwertung
EEG  penumbra
Laktazidose

Anoxie-
ATP-Erschopfung Depolarisation
Infarktkern

%
Zerebraler Blutfluss

Abbildung 2 — Grenzschwellen

Grenzschwellen metabolischer (links) und elektrophysiologischer (rechts) S6rungen wahrend
gestaffelter Reduktion des kortikalen Blutflusses. Der Infarktkern ist die Region, in der der
Blutfluss unter die Energieausfallsgrenze absinkt. Die Penumbra ist das Gebiet mit
eingeschrankter Blutversorgung, in welcher der Energiestatus erhalten bleibt. (modifiziert
nach Symon (Symon et al., 1977) und Hossmann (Hossmann, 1994)) SEP: somatically evoked
potentials (korperlich hervorgerufene Signale); EEG: Elektroenzepha ogram;

1.3.3. Klinische Erscheinungsformen (T1A, Prind, Schlaganfall, Demenz)

Neben den verschiedenen Ursachen zerebraler Ischdmien, ist auch der zeitliche Verlauf sehr
variabel. Daher kénnen die Symptome nur Minuten oder Stunden andauern (sogenannte
transitorisch-ischdmische Attacke — TIA) oder dauerhaft anhalten (vollendeter Schlaganfall)
(Diener and (DGN), 2005b).
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Als transitorisch ischamische Attacke (TIA) werden neurologische Symptome definiert, die
sich innerhalb von 24 Stunden vollstandig zuriickbilden. In einer neueren Definition missen
sich die Symptome innerhalb einer Stunde vollstandig zurtickbilden und durfen in der
bildgebenden Diagnostik keine morphologische Lasion hinterlassen haben (Poeck and Hacke,
2006). TIA dauern wenige Minuten an, haben aber die Tendenz zu Rezidiven. Sie gehen oft
mit Sensibilitdtss und Motilitatsstérungen einher (Masuhr and Neumann, 2005).
Symptomatisch ist fur eine TIA im vorderen Kreislauf eine fltichtige monokulare Sehstrung
(Amaurosis fugax) charakteristisch. Wahrend bel einer TIA im hinteren Kreislauf Schwindel,
Erbrechen, Ataxien, Verschwommensehen, Sprech- und Schluckstérung sowie Sturzanfélle

auftreten.

Klingen die klinischen Symptome eines ischamischen Insults erst innerhalb einiger Tage bis
maximal drei Wochen ab, wird dies as prolongiertes reversibles i schamisches neurol ogisches
Defizit (PRIND) definiert (Delank and Gehlen, 2006). Hier sind oftmals trotz der
Rickbildung der klinischen Symptome L&sionen mittels Computertomographie (CT) /
Magnetresonanztomographie (MRT) feststellbar (Delank and Gehlen, 2006).

Bel enem vollendeten Hirninfarkt (,complete stroke*) setzt die Symptomatik meist
schlagartig ein, schreitet dann nicht weiter fort, bildet sich allerdings nicht oder nur
unvollstandig zurlick. Dem Schlaganfall geht meist eine TIA voraus. Bei dem seltener
vorkommenden progredienten Hirninfarkt nehmen die Symptome kontinuierlich oder
schubweise zu. Dieser kann sich dann entweder partiell zurlckbilden oder in enen
kompletten Hirninfarkt Gibergehen (Delank and Gehlen, 2006; Masuhr and Neumann, 2005).

Die neurologische Symptomatik des Hirninfarktes ist abhéngig von ihrem Entstehungsort und
reicht von Hemi- oder Tetraparese von Bein, Arm und Gesicht, Aphasie (zentrae
Sprachstérung), Hemianopsie (Halbseitenblindheit), Stérung der BerUhrungsempfindung
(Hemihypasthesie), Gedachtnisstorungen (Amnesie), Bewegungss (Apraxie) und
Orientierungsstérungen, Schwindel (Vertigo), Bewegungsstorung (Ataxie) bis hin zum Koma
(Masuhr and Neumann, 2005).

Zu den subakuten und chronischen Erscheinungsbildern zerebraler Durchblutungsstérungen
zéhlt die Multi-Infarkt-Demenz, die durch Gedéachtnis, Denk- und Affektstérungen,

Starrsinnigkeit, affektive Reizbarkeit, depressive Verstimmungen und episodische néachtliche
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Verwirrtheitszustande, wiederholte Schlaganfdlle und vor alem durch multiple Infarkte
gekennzeichnet ist (Delank and Gehlen, 2006).

1.3.4. Aktuelle Therapie (Primarpravention, Akuttherapie,

Sekundar préavention)

Das Ziel der primaren Pravention ist die Vermeidung von zerebralen Ischamien oder TIA bel
Patienten ohne bisherige zerebrovaskulére Erkrankungen und ohne oder mit Risikofaktoren,
asymtomatischen Stenosen und anderen vaskuléren Erkrankungen wie Herzinfarkt, Koronarer
Herzkrankheit (KHK) und peripherer arterieller Verschlusskrankheit (pavK) (Diener and
(DGN), 2005a; Diener and Weimar, 2006; Diener et al., 2007). Die wichtigste Empfehlung
zur Priméarpréavention ist ein ,,gesunder Lebensstil”, d.h. Sport, der Verzicht auf Nikotin und
gemusereiche Kost sowie an die jeweiligen Vorerkrankungen angepasste Therapien. Laut
»Physician’ s Health Study* ist die Primérprophylaxe mit Aspirin kontraindiziert, da zwar eine
Minderung an Herzinfarkten, aber eine Steigerung an Schlaganfdlen beobachtet wurde
(Diener and (DGN), 2005a; Kappeler and Fischer, 2005).

Da der Schlaganfall nicht nach einheitlichem Muster entsteht und ein komplexes Geschehen
darstellt, bleibt der Therapieablauf im akuten Stadium auf die Behandlung der einzelnen
Symptom-Komplexe beschréankt. Dazu hat die Deutsche Gesellschaft fir Neurologie (DGN)
Leitlinien erstellt, nach denen der Schlaganfall as medizinischer Notfall zu betrachten ist
(Diener and (DGN), 2005b). Schlaganfallpatienten sollten in  spezidisierte
Schlaganfallstationen, sogenannte ,, Stroke Units*, aufgenommen werden. Nach dem , Time is
brain“-Konzept sind alle medizinischen Ablaufe zeitlich festgelegt (NINDS), 1996). Zur
Notfallbehandlung zahlt eine intravendse oder —arterielle Thrombolyse mit dem Plasminogen-
Aktivator Alteplase oder Acetylsalicylsaure innerhalb der ersten drei Stunden.

Das Ziel einer sekundaren Pravention ist die Vermeidung einer erneuten zerebralen Ischamie
nach einem ersten solchen Ereignis. Nach den Leitlinien der DGN (Diener and (DGN),
2005a; Diener and Weimar, 2006; Diener et al., 2007) liegt der Hauptschwerpunkt bel den
Thrombozytenfunktionshemmern, wobei die Dosierungen von ASS keinen Unterschied
aufzeigen. Laut der Food and Drug Administration (FDA) kann daher jede Dosis zwischen 50
und 325 mg empfohlen werden (Department of Health and Human Services, 1998), wéahrend
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in Deutschland eine tagliche Applikation von 100mg Acetylsalicylsdure angewendet wird.
Wegen der Nebenwirkungen (1.5.1.) von ASSist die Gabe von Clopidogrel als Monotherapie
oder in Kombination weniger problematisch. Das Rezidivrisko fur Schlaganfall und
Myokardinfarkt wird durch die Kombination von ASS mit Clopidogrel signifikant
herabgesetzt (CAPRIE-Seering-Committee, 1996), allerdings ist die
Blutungskomplikationsrate mit Clopidogrel unter Monotherapie signifikant geringer
einzustufen (Diener et al., 2004; Diener et al., 2007). Ahnliches gilt fir die Kombination von
Dipyridamol und ASS. Der fruher Ubliche Einsatiz von Heparin bietet keinen Vortell
gegenlber ASS.

Operationstechnisch stehen die Karotis-Endarteriektomie (TEA) und die Stent-Setzung zur
Verfigung, wobei sich die Endarteriektomie erst bei einem Stenosegrad zwischen 70 und 95
Prozent as nitzlich erweist (Diener and (DGN), 2005a; Diener et al., 2007).

1.4. For men des Gefallwachstums

Die Bildung eines funktionsfahigen, integrierten Gefél3netzwerkes ist ein wesentlicher
Prozess fur das Wachstum und die Versorgung von Geweben. Die Geféfdbildung
(Vaskularisierung) erfolgt durch drei verschiedene Prozesse: Vaskulogenese, Angiogenese

und Arteriogenese (Buschmann and Schaper, 1999).

1.4.1. Vaskulogenese: Die Bildung eines einfachen Netzwerkes

Die Vaskulogenese ist der friheste morphogenetische Prozess von Geféal3entwicklung und
findet wahrend der frihen embryonalen Phase statt. Dabel ist das kardiovaskulare System das
erste Organsystem, welches wahrend der embryonalen Entwicklung ausgebildet wird
(Buschmann and Schaper, 1999).

Endothel- und Blutzellen haben einen gemeinsamen Vorléufer, den Hamangioblasten. Im
Dottersack formieren Hamangioblasten zelluldre Aggregate, deren innere Zellen sich zu
hamatopoietischen Vorlauferzellen und deren &aufRere Populationen sich zu primitiven
Endothel zellen entwickeln (Carmeliet, 2000; Risau, 1997).

11
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Die Endothelvorlauferzellen (Angioblasten) bilden ein primitives Netzwerk (Vaskulogenese),
wahrend glatte Muskelzellen diese umlagern und die Gefal3e stabilisieren. Die Umbildung in

ein komplexes Geféal3system erfolgt durch Angio- und Arteriogenese.

1.4.2. Angiogenese: Das Aussprossen neuer Kapillaren

Die Angiogenese ist definiert als das Aussprossen neuer Kapillaren aus préexistenten Geféalien
oder als die Teilung einer Kapillare in zwei gleichstarke neue GeféaRe (intussusception),
welche dann neue kapillare Netzwerke bilden (Risau, 1997). Diese Kapillarnetzwerke
bestehen aus Endothelzellrohren, denen zusétzliche Wandstrukturen inklusive glatter
Muskelzellen oder Adventitia (Bindegewebe) stabilisierende Strukturen und Zellen fehlen. Im
adulten Organismus findet die Angiogenese sowohl unter physiologischen Bedingungen in
den weiblichen Reproduktionsorganen wahrend des Ovarialzyklus statt, als auch bei

pathologischen Prozessen wie Wundheilung, rheumatischer Arthritis und Tumorwachstum.

Aussprossen Abbildung 3 - Angiogenese

beschreibt das Wachstum von Kapillaren aus
praexistierenden GefaRen. Dies erfolgt entweder durch
Aussprossen  von  Endothelzellen  oder  durch
Kapillarteilung (intussusception). Der initiale Ausltser
Kapillarteilung ist Hypoxie. (Helisch and Schaper, 2000; Heil, 2006)

Die treibende Kraft der Angiogenese ist Hypoxie (Sauerstoffmangel) im umliegenden
Gewebe. Lokal freigesetzte Wachstumsfaktoren und Entziindungsmediatoren fiihren zu
Vasodilatation, gesteigerter Gefalpermeabilitat und Akkumulation von Monozyten, die nach
Adhésion oder auch Transmigration ins perivaskuldre Gewebe weitere Wachstumsfaktoren
und Entziindungsmediatoren sezernieren (Arras et al., 1998; Folkman, 1995; Helisch and
Ware, 1999; Ware and Simons, 1997). Diese inflammatorischen Zellen geben

Metalloproteinasen ab, die die umliegende Matrix und die Basalmembran partiell aufldsen.
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Auf molekularer Ebene werden durch den Sauerstoffmangel sogenannte Hypoxie induzierte
Transkriptionsfaktoren (HIFs) aktiviert, welche as Hauptaktivatoren die Expression vieler
angiogener Faktoren wie des Vascular endothelial growth factor (VEGF), Nitric oxide
synthase (NOS), Platelet-derived growth factor (PDGF), Angiopoietin-2, Transforming
growth factor beta (TGF-p), Fibroblast growth factor (FGF), Hepatocyte growth factor (HGF)
induzieren. Dadurch werden nachgeschaltete Signaltransduktionswege in Gang gesetzt,
welche die Proliferation, Migration und Differenzierung von Endothelzellen regulieren
(Buschmann and Schaper, 2000; Lehmann, 2005).

Das Aussprossen von Kapillaren fuhrt zur Zunahme der Geféiidichte, die aquivalent zur
Abnahme des Freiraumes zwischen den benachbarten Gefél3en ist. Da die effektive Diffusion
auf kurze Distanzen limitiert ist, erhoht das angiogene Wachstum die Durchblutung des
hypoxischen Gewebes und ist wichtig fur die Aufrechterhaltung oder Wiederherstellung
lokaler Sauerstoff- und Nahrstoffversorgung (Heil et al., 2006).

1.4.3. Arteriogenese
1.4.3.1. DasKollateralwachstum préexistenter Arteriolen

Kollaterale Anastomosen wurden erstmals 1669 vom englischen Anatom Richard Lower am
menschlichen Herzen demonstriert (Lower, 1669). Im Gegensatz zur Aussprossung neuer
Gefal3e aus praexistierenden Gefalden bei der Angiogenese beschreibt die Arteriogenese das
Wachsen bereits vorhandener kollateraler Anastomosen zu funktionell bedeutsamen
Konduktanzgefé3en (Arras et al., 1998; Buschmann and Schaper, 1999; Schaper and
Buschmann, 1999).

Obwohl rédumlich voneinander getrennt, finden beide Wachstumsprozesse nach
Gefal3verschluss zeitlich parallel statt, wenn auch mit unterschiedlicher Geschwindigkeit:
Angiogenese findet in von Ischdmie betroffenen hypoxischen Gebieten und Arteriogenese
weiter proximal in nichtischamischen Gebieten statt (Deindl et al., 2001; Hell et al., 2006).
Dabel unterscheidet letztere sich von der Angiogenese in drel wichtigen Eigenschaften: die

Induktion Uber biomechanische Kréfte, die Unabhangigkeit von Ischamie und Hypoxie, sowie
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die ausschlaggebende Rolle zirkulierender Zellen fir die Steigerung des Geféallwachstums

(Buschmann and Hoefer, 2004; Hossmann and Buschmann, 2005).

Abbildung 4 — Arteriogenese

Arteriogenese wird induziert durch eine Stenose oder den Verschluss einer Hauptarterie
(siehe  graue  Markierung)).  Schubspannung,  verursacht  durch  veranderte
Durchblutungsverhaltnisse in den praexistierenden Kollateralanastomosen, fungiert als
initialer Ausloser. Das Wachstum der Kollateralen erfolgt durch Umbauprozesse von
praexistierenden Arteriolen. (Heil et al., 2006)

Nach dem plétzlichen Verschluss eines Hauptgefalies sind kleine praexistente Arteriolen die
einzige Verbindung zwischen dem préstenotischen Hochdruckgebiet und dem
poststenotischen Tiefdruckgebiet. Da diese nun die gesamte Blutversorgung des Hauptgefalies
ubernehmen mdissen, erhohen sich die Durchflussgeschwindigkeit und damit die Scherkrafte
in den Arteriolen erheblich (Schaper and Ito, 1996). Der initiale Ausloser der Arteriogenese
ist die Schubspannung. Im Tiermodell wurde gezeigt, dass nach Ligatur mit anschlieRendem
distalen arteriovendsen Shunt die Schubspannung nach Ausbildung von Kollateralgeféalien
gleichbleibend hochgehalten werden kann und der maximale Blutfluss vier Wochen nach
Initialoperation doppelt so hoch ist als im normalen GefaRbett (Eitenmuller et al., 2006). Die
Schubspannung fihrt zur Aktivierung der Endothelzellen (EC) in der kollateralen Geféaliwand.
Diese Aktivierung induziert die Expression von Adhésionsmolekilen wie Intercellular
adhesion molecule-1 and -2 (ICAM-1/-2) und Vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1)
(Hoefer et al., 2004) und Zytokinen wie dem Monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1).
Diese locken (Attraktion) Leukozyten, meist Monozyten sowie auch T-Zellen und basophile
Zellen an und vermitteln deren Anlagerung (Adhasion) an das Endothel. Nach Invasion in die

KollateralgefaBwand differenzieren sich die Monozyten zu Makrophagen und beginnen

14



Einleitung und Aufgabenstellung

Zytokine wie TNF-o (Tumor-Nekrosefaktor alpha), MCP-1, Basic fibroblast growth factor
(bFGF) und TGF-B, welche fur weitere Aktivierungskaskaden des Endothels, glatter
Muskelzellen und Monozyten bedeutsam sind, zu synthetisieren. Der notwendige Raum fur
die sich ausweitenden Kollateralarterien wird durch gewebeabbauende Proteasen wie uronary
plasminogen activator (u-PA) und Matrix Metalloproteinasen (MMPs) erzeugt (Cai et al.,
2003; Heil and Deindl, 2004).

Bel der Arteriogenese spielt das Gesetz von Hagen-Poiseuille fur laminare Stromungen eine
wesentliche Rolle, bei dem die Volumenstromstérke | mit der vierten Potenz des Radius r

Zunimmt.

4 3 Hagen-Poiseuillesches Gesetz fir laminare Srémungen in Rohren: Die
r“zZAP| m , o _
| = —— | Volumenstromstarke | ist in vierter Potenz vom Radius r des Rohres

8nl .
4 abhangig.

| : Volumenstromstarke, r : Radius des Geféldes, AP : Druckdifferenz, | : Lange des Rohres,

7 . Blutviskositat

Bereits geringfuigige Anderungen im GefalRdurchmesser fiihren zu einem wesentlichen
Anstieg des Blutflusses und der Ausbau bereits vorhandener Kollateralen kann somit relativ

schnell den Verschluss einer grof3en Arterie kompensieren.

Das aktive Remodeling préexistenter Arteriolen zur Bildung des biologischen Bypasses im
Sinne der Arteriogenese ist ein spezifischer, streng regulierter Prozess, der als ein wichtiger
Kompensationsmechanismus bel  Atherosklerose-bedingten  Gefd3verschltissen  gilt
(Buschmann and Schaper, 1999; Buschmann et al., 2003b).

1.4.3.2. Tiermodeleund Alternativen in der Arteriogenesefor schung

Derzeit ist ein neuartiges Alternativmodell in der Etablierung, welches als , kinstliche
Arterie“ die Erforschung von Grundmechanismen der Arteriogenese ermdglichen soll und
zukunftig fur Vorversuche zu Tierversuchen Einsatz finden wird, wodurch im Sinne des 3R-
Konzeptes (Replacement, Reduction, Refinement) nach dem Tierschutzgesetz und der EU-

15



Einleitung und Aufgabenstellung

Richtlinie 86/609/EWG die benttige Tieranzahl reduziert werden kann. Dennoch ist fur die
Erforschung der systemischen kardiovaskuléren Zusammenhange der Arteriogenese nach wie

vor das Tiermodell sowohl von herausragender Bedeutung als auch bisher nicht ersetzbar.

Fur ein Arteriogenesemodell ist entscheidend, dass es zu keiner absoluten Ischamie mit
nachfolgenden Nekrosen oder Infarkten kommt, sondern zu einer Minderperfusion in den
nachgeschalteten Gebieten. Die Ligatur der Arteria femoralis ist der Prototyp des peripheren
Arteriogenese-Modells (Hoefer et al., 2006). Infolge des zunehmenden Einsatzes von
Knockout-Tieren wird auf das Hinterlaufmodell der Maus zugegriffen. Allerdings stellt die
Maus als Krankheitsmodell und in der Forschung von Basis-Mechanismen zum Testen von
Substanzen auf ihren stimulatorischen Effekt auf das Geféldwachstum als natiirliche Antwort
nicht die erste Wahl dar. Denn zwischen den verschiedenen Stammen bestehen gerade bei den
gesunden Tieren diverse Unterschiede. Wahrend wiederum die behandelten Mause
verschiedener Stdmme in Hinsicht auf ihre arteriogene Antwort durchaus vergleichbar sind,
weil die praexistierenden Kollateralgeféde der verschiedenen Spezies ein vergleichbares
Niveau erreichen (Pipp et al., 2003; Scholz et al., 2003; van Royen et al., 2003). Aber auch
Kaninchen sind fur das Femoralismodell sehr gut geeignet (Ito et al., 1997), da sie eine
schnelle arteriogene und angiogene Antwort auf Stimulation und Hemmung ausbilden.
Sowohl das Kaninchen als auch die Maus bieten die Moglichkeit, Gefal3wachstum mit
Mikrosphédren-basierter  Technik unter simultaner  Blutdruckmessung  darzustellen
(Grundmann et al., 2005; Hoefer et al., 2006; van Royen et al., 2002). Um jedoch Substanzen
fir den Einsatz in der Klinik nutzen zu kénnen, missen diese vorher in einem Modell getestet
werden, welches dem Menschen sehr dhnlich in Grof3e, Gewicht und Metabolismus ist, wie
das Hinterlaufmodell im Schwein (Buschmann et al., 2003b; Voskuil et al., 2003). Allerdings
ist aufgrund der Geféal3grolle die Menge der einzusetzenden Substanzen sehr hoch und die
Mikrospharen-Technik fir Routine-Tests finanziell nicht tragbar. Aul3erdem ist beim Schwein
das Kollateral geféldwachstum vom Gebiet des Zielgefél3es abhéngig und Funktionen wie die
Durchblutungswiederherstellung laufen wesentlich langsamer ab als beispielsweise im
Kaninchen (Hoefer et al., 2001; Voskuil et al., 2003).

Bel der koronaren Arteriogenese ist bekannt, dass der Einsatz eines kolonie-stimulierenden
Faktors die ischamische Kardiomyopathie nach induziertem Myokardinfarkt aufgrund des
beschleunigten Kollateralwachstums vermindert (Deindl et al., 2006).

16



Einleitung und Aufgabenstellung

Weiterhin sind in verschiedenen Tierarten Modelle zur Untersuchung der zerebralen
Arteriogenese entwickelt worden (Busch et al., 2003; Schneider et al., 2007; Todo et al.,
2008), auf die im folgenden ndher eingegangen werden soll.

1.4.3.3. ZerebraleArteriogenese

Untersuchungen auf das Vorhandensein von Kollateralen und deren visuelle Darstellung
machten vor alem Coyle et al. (Coyle and Jokelainen, 1982). Durch die Injektion einer
letalen Dosierung von Papaverinhydrochlorid in die Vena jugularis von Wistar Ratten wurde
eine maximale Vasodilatation erzeugt. Durch die anschlief3ende Perfusion mit kdrperwarmer
Latexmilch Uber die Aorta ascendens und einem Entlastungsschnitt des rechten Vorhofes
wurde das Blut ausgespilt und die Gefélde wurden nahezu komplett mit Latex gefillt. Auf
diese Art und Weise gelang es, nicht nur die grof3en Gefale des Circulus Willisii darzustellen,
sondern auch einen visuellen Beweis fir das Vorhandensein von Anastomosen zwischen der
Arteria cerebri anterior (ACA) und der Arteria cerebri media (MCA) zu erbringen. Nach
Verschluss der Arteria cerebri media (MCAOQO) beobachtete er auf diese Weise, dass diese
Anastomosen 20 Tage danach auf der Verschlussseite (ipsilateral) signifikant in ihrem
Durchmesser und ihrer Lange vergrof3ert waren, wahrend sich die Anzahl der Anastomosen
nicht veranderte (Coyle, 1984). In einem weiteren Experiment in Fischer-344 Ratten wurde
eine Arteria carotis communis (CCA) permanent verschlossen. Nach zwei Tagen bzw. sechs
Wochen wurde auch die kontralaterale CCA temporar verschlossen. In beiden Féllen wurde
der ipsilaterale Blutflussabfall wahrend der zweiten Okklusion beobachtet. Verglichen mit
dem Blutflussabfall am zweiten Tag nach der ersten Okklusion war der Wert bereits sechs
Wochen um das Doppelte verbessert. Gleichzeitig waren die Diameter der ipsilateralen
PCA/PComA zu beiden Zeitpunkten nach Erstokklusion signifikant vergrof3ert gegentiber
Kontrolltieren. Die Vergrof3erung am zweiten Tag nach Erstokklusion begriindete er mit dem
Eintritt passiver Dilatation zur Aufrechterhaltung der zerebralen Blutversorgung. Dass die
Durchmesser (Diameter) jedoch nach sechs Wochen noch einmal signifikant vergrofert
waren, lag seiner Meinung nach an einem stattgefundenen aktiven GeféRumbau (Coyle and
Panzenbeck, 1990). Noch vor der Definition von Kollateralwachstum al's Arteriogenese waren

diese Ergebnisse bereits ein Beweis fur deren Existenz.
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In einer klinischen Studie, in die Patienten mit einseitigem Verschluss der ICA und ener
Stenose der anderen ICA einbezogen wurden, wurde ebenfalls ein signifikant erhdhter
Durchmesser der PComA und mittels MRT ein signifikant gesteigerter Blutfluss beobachtet
(Hendrikse et al., 2001). Wahrend in einer anderen Studie festgestellt wurde, dass nach einem
asymptomatischen Stenosegrad von 70% einer ICA der Blutfluss der ACA und MCA auf der
kontralateralen Seite erhoht war (Kablak-Ziembicka et al., 2005). Dies beweist den
bedeutsamen klinischen Hintergrund fir die experimentellen Untersuchungen der zerebralen

Arteriogenese.

Busch et al. etablierten das Dreigeféa3verschlussmodell (Three Vessel Occlusion, 3-VO) als
erstes zerebrales Arteriogenesemodell (Busch et al., 2003). Dieses Modell, bei dem drei der
vier hirnversorgenden Arterien verschlossen werden, stellt eine modifizierte Form des von
Kawata et al. (Kawata et al., 1996) entwickelten 3-VO-Modéells in Wistar-Ratten dar. Da das
3-VO-Moddll auch in diesem Dissertationsprojekt Anwendung findet, wird in den
nachfolgenden Abschnitten ndher darauf eingegangen (siehe auch 1.1. und 2.2.2.4.).

1.4.34. Kolonie-stimulierende Faktoren in der zerebralen Arteriogenese

Stérungen in der Bildung von neutrophilen Granulozyten, insbesondere verursacht durch die
akute myeloische Leukdmie, AIDS und die Chemotherapie-bedingte Neutropenie (Aapro et
al., 2006; Welte et al., 1996), fuhren zu einem erhohten Risiko |ebensbedrohlicher
Infektionen (Steward, 1993). Hier kommen der Granulozyten und der Granulozyten-
Makrophagen Kolonie-stimulierende Faktor (G-CSF und GM-CSF), beide zur Zytokin-
Familie von hematopoietischen Wachstumsfaktoren gehdrend, zum therapeutischen Einsatz
(Seward, 1993).

G-CSF wird hauptséchlich von Endothelzellen, Monozyten und Fibroblasten gebildet und
beeinflusst vorwiegend Vorlauferzellen der spéteren Granulozyten-Monozyten-Linie. Es
stimuliert die Reifung zu Neutrophilen, die Ausstreuung vom Knochenmark in die periphere
Zirkulation und erhoht die chemotaktische und phagozytotische Funktion.

GM-CSF dagegen kann von vielen Zelltypen gebildet werden, hat ein grof3es Spektrum von
potentiellen Zielen und fordert das Wachstum von Vorlauferzellen der myeloischen und
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megakaryozytischen Linie (Seward, 1993). Weiterhin erhtht es die Lebensdauer von
Makrophagen nach ihrer Transmigration ins perivaskuldare Gewebe (Buschmann et al., 2001,
Nakagawa et al., 2006; Ujihara et al., 2001), wodurch das Kollateralwachstum sowohl in der
peripheren (Buschmann et al., 2001; Grundmann et al., 2006), der koronaren (Seiler et al.,
2001) und der zerebralen Zirkulation (Buschmann et al., 2003a; Schneeloch et al., 2004)
gesteigert werden kann. So konnte im oben genannten 3-VO-Modell gezeigt werden, dass die
h&modynamische Reservekapazitat wahrend der zerebrovaskuldren Reaktion (CVR), die bel
Sprague Dawley-Ratten direkt nach 3-VO nicht mehr nachweisbar ist, durch GM-CSF-
Behandlung bereits nach einer Woche wieder auf den Ausgangswert ansteigt, wahrend diese
bei kontrollbehandelten 3-VO-Tieren selbst nach drel Wochen weit unter dem Ausgangswert
liegt. Bestétigt werden diese Daten auch durch eine messbare Vergroferung der
Gefal3durchmesser (Buschmann et al., 2003a). Beim mittels Hypotension ausgeldsten
hdmodynamischen  Schlaganfall konnte durch Applikation von GM-CSF das
Schlaganfallvolumen im 3-VO-Modell signifikant verringert werden (Schneeloch et al.,
2004). Auch im 2-VO-Modell, wo beide CCAs ligiert wurden, verbesserte GM-CSF die
h&modynamische Reserve und das Kollateralwachstum signifikant (Schneider et al., 2007). In
einem Mausmodell, in dem nach unilateraler CCA-Okklusion mittels GM-CSF-Behandiung
das Kollateralwachstum der Heubnerschen Anastomosen und des Circulus willis
beschleunigt werden konnte, fuhrte dies nach zusétzlich durchgefihrter MCAO zu einer
Verminderung des Infarktvolumens (Todo et al., 2008).

Im Gegensatz zu den sehr erfolgreichen experimentellen Studien wurde in der bisher einzigen
vom Arteriogenese Kompetenznetzwerk Art.Net. durchgefuhrten klinischen Studie mit GM-
CSF zur therapeutischen Induktion der peripheren Arteriogenese festgestellt, dass bei deren

Anwendung eine hohe Nebenwirkungsrate erwartet werden muss (van Royen et al., 2005).

Wahrend fir G-CSF beschrieben wurde, dass es das periphere und koronare
Kollateralwachstum verbessert (Deindl et al., 2006), fehlen bisher Daten Uber die

therapeutische Induktion der zerebralen Arteriogenese.

Bekannt ist, dass sowohl der zur GH (Growth Hormone)-Rezeptorfamilie gehdrige G-CSF
Rezeptor as auch der zur gp-140-Rezeptorfamilie gehorige GM-CSF Rezeptor Uber gleiche
Untereinheiten des Jak-STAT-Mechanismus, namlich Jak-2/STAT-3, agieren konnen
(Marino and Roguin, 2008; Valdembri et al., 2002). AulRerdem sind beide Rezeptoren unter
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anderem auf myeloischen Vorlauferzellen, reifen Neutrophilen und Monozyten sowie auf
Endothelzellen gefunden worden (Barreda et al., 2004). Dies lasst vermuten, dass auch G-

CSF das zerebrale Kollateralwachstum beschleunigen konnte.

1.5. Antikoagulations-Therapeutika

1.5.1. Acetylsalicylsdure (Aspirin®, ASS®, Aspisol®)

Auf der Suche nach einem wirksamen, vertréglichen Rheumamittel synthetisierte der
Chemiker Dr. Felix Hoffman am 10. August 1897 die Acetylsalicylsdure in chemisch reiner
und stabiler Form. Bereits zwei Jahre spater wurde sie as schmerzstillendes und
fiebersenkendes Mittel unter dem Namen Aspirin® als Marke beim Kaiserlichen Patentamt zu
Berlin  angemeldet und ist heute das weltweit meistverkaufte Schmerzmittel
(http: //mww.aspirin.de).

Die Acetylsdlicylsaure (ASS) entstent durch Acetylierung aus Salicylsdure, die selbst
urspringlich aus der Weide (Salix aba) isoliert wurde. Die pharmakologische Wirkung von
ASS wurde zuerst Uber die irreversible Acetylierung der Cyclooxygenase (COX) am Serin-
530-Rest beobachtet (Vane, 1971). Heute kennt man zwei COX-lsoformen, die konstitutive
COX-1 und die induzierbare COX-2 (Vane et al., 1998). Die beschriebene COX-3, die im
Hundehirn gefunden wurde, stellt lediglich eine Splice-Variante der COX-1 dar
(Chandrasekharan et al., 2002). Die COX, welche in Leukozyten, Thrombozyten,
Endothelzellen, Nieren- und neuronalen Zellen zu finden sind, katalysieren ausgehend von
der Arachidonsdure die Bildung des Vorlaufers Prostaglandin G-2 (PGG-2). In einem zweiten
Schritt wird daraus das Prostglandin H-2 (PGH-2) gebildet, aus dem wiederum durch
gpontane Isomerisation oder durch Synthasen oder Oxidasen die verschiedenen
Prostaglandine (PGs), Prostacyclin bzw. Prostaglandin 1-2 (PGI;) und Thromboxan (TXA,)
entstehen, welche a s Prostanoide bezeichnet werden (Botting, 2006).

Die Hemmung der COX durch nichtsteroidale Antiphlogistika (non-steroidal
antiinflammatory drugs = NSAIDs) fihrt daher zur Beentrachtigkeit der
Plattchenaggregation  durch  die  Thromboxan-Synthesehemmung ~ sowie  zur
Prostaglandin/L eukotrien-Synthesehemmung. Da Thrombozyten anders als Endothelzellen
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nicht in der Lage sind, COX standig nachzubilden, entspricht die Dauer der
Thromboxansynthese-Hemmung der Pléttchenl ebensdauer von 8-11 Tagen (LUllmann, 2006).

Aufgrund seiner gerinnungshemmenden Wirkung wird ASS klinisch oft in akuten Situationen
wie Herzinfarkt und Schlaganfall und bei der langzeitlichen antithrombotischen
Sekundarprophylaxe eingesetzt (Chiang et al., 2004). Dabel erfolgt die Applikation als
Monotherapie oder in Kombination mit Clopidogrel (Cornett et al., 2008; Diener et al., 2007,
Hart et al., 2008; Helgason et al., 2008). Die Thrombozytenaggregationshemmung durch
ASS beginnt bereits bei weniger als 30mg/Tag.

Weitere Einsatzgebiete findet ASS as Analgetikum, Antipyretikum und Antiphlogistikum
(Chiang et al., 2004). Die ana getische/antipyretische Wirkung liegt bei bis zu 2-3 g/Tag. Der
antiphlogistische Einsatz bei chronisch entzindlichen Erkrankungen erfolgt mit 2-4 g/Tag.
Eine massiv antiphlogistische Wirkung bei akutem rheumatischen Fieber wird mit 6-8 g/Tag
erreicht. Toxische Dosierungen liegen bei > 7 g ASS (Lemmer, 2007).

Unerwiinschte Wirkungen sind die Entstehung von Magen- und Duodenalulcera, Analgetika-
Asthma, Natrium- und Wasserretention und bei langandauernder Einnahme eine Analgetika-
Nephropathie bis hin zur diaysepflichtigen Niereninsuffizienz sowie Anagetika
Kopfschmerz.

1.5.2. Clopidogrel (Plavix®, | scover®)

Clopidogrel gehort zur Gruppe der Thienopyridine und hat aufgrund besserer Vertréglichkeit
seinen Vorganger Ticlopidin ersetzt. Zudem l6st es im Gegensatz zu Ticlopidin keine

Leukozytopenie aus (Lullmann, 2006).

Die an der Membran von Thrombozyten existierenden purinergen Rezeptoren des Subtyps
P2Y 12 aktivieren nach Bindung von Adenosindiphosphat (ADP) Uber eine G-Protein-
Vermittlung das Glykoprotein Ilb/llla aus seiner Ruheform. Dieses kann dann Fibrinogen
binden und damit die Gerinnung unterstiitzen. Durch Bindung von Clopidogrel an jenen
Rezeptor werden die Funktionen der Thrombozyten irreversibel gehemmt und damit die

Vernetzung der Thrombozyten Uber Fibrinogen-Molekile, die ADP-induzierte Freisetzung
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mitogener Plattchenfaktoren sowie die Thrombozytenadhdsion am Subendothel blockiert
(CAPRIE-Seering-Committee, 1996; Cattaneo, 2004; Lemmer, 2007; Lullmann, 2006)).

Clopidogrel selbst ist ein Prodrug und wird erst in der Leber durch Oxidation und Hydrolyse
aktiviert, daher setzt die Wirkung erst nach Stunden ein (Karow, 2005; Lemmer, 2007;
Lillmann, 2006). Die maximale Thrombozyten-funktionshemmende Wirkung tritt nach drei

bis funf Tagen ein und hat nach Absetzen ebensolange an.

Clopidogrel wird in Kombination mit ASS oder bei dessen Unvertraglichkeit, Resistenz, oder
Kontraindikation als dessen Alternative bei der kardiovaskuldaren Sekundarprophylaxe
eingesetzt (Cornett et al., 2008; Diener et al., 2007; Hart et al., 2008; Helgason et al., 2008).

Bel Patienten mit Arteriosklerose ist hinsichtlich der Vermeidung arterieller Thromben aus
den schon genannten Grinden Clopidogrel als Reservemittel gegentber ASS indiziert. Die
Clopidogrel-Therapie wird mit einer Loading-Dose von 300 mg/Tag p.o. begonnen und diese
dann mit 75 mg/Tag erhalten (Lemmer, 2007).

Weitere Einsatzgebiete fur Clopidogrel mit und ohne ASS sind die periphere
Verschlusskrankheit (paVK), Zustand nach perkutaner Koronarintervention und Zustand nach
Bypassoperationen im arteriellen Stromgebiet. Bei akuten perkutanen Koronarinterventionen
wird Clopidogrel mit 300 bzw. 600 mg einmalig aufgeséttigt und ab dem néchsten Tag mit 75
mg/Tag erhalten.

Unerwiinschte Wirkungen von Clopidogrel sind die Auslésung von Diarrhoe, Vomitus und

Leibschmerzen.

1.5.3. Aspirin, Clopidogrel und Arteriogenese

Neben der bereits beschriebenen therapeutischen Induktion der Arteriogenese, besteht auch
die Moglichkeit, dass Therapeutika, die bel kardiovaskuldren Erkrankungen eingesetzt
werden, das Kollaterawachstum hemmen. Bereits im Kaninchenhinterlaufmodell, bel dem
nach Ligatur der Arteria femoralis Aspirin und Clopidogrel eine Woche lang verabreicht
wurden, konnte ein hemmender Einfluss von Aspirin nachgewiesen werden (Hoefer et al.,

2005a). Dabel wurde beobachtet, dass die kollaterale Konduktanz gegentiber Kontrolltieren
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und Clopidogrel-behandelten Gruppen bei der Aspirin-Gruppe signifikant verringert war. In
den postmortalen Angiographien wurden keine Unterschiede gefunden. Histologisch wurde
ein signifikanter Rickgang der Zellmigration und Proliferation unter Aspirin-Einfluss
gefunden.

Da Patienten mit PavVK zum Schutz vor ischamischen Komplikationen routinemaldig mit ASS
behandelt werden, fihrten die oben genannten praklinischen Daten dazu, dass das
Arteriogenese  Kompetenznetzwerk ~ (Art.Net.) eine  klinische,  multizentrische
Doppelblindstudie durchfihrt. Lokalisiert in 20 Zentren unter anderem in Basel, Freiburg und
Berlin werden derzeit 250 Patienten mit PavVK einem Lauftrainingsprogramm unterzogen und
mit ASS oder Clopidogrel behandelt (Snger et al., 2006).
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2. Materialien und Methoden
2.1. Materialien
2.1.1. Tierhaltung
Alleinfuttermittel fir Ratten und Mause (V 1534-300)
sniff Spezialdiaten GmbH, Soest (Deutschland)
Makrolonkafige Typ IV (Innenbodentflache: 1800 bis 1815 cm?, Hohe: 19cm)
Ehret Labor- und Pharmatechnik GmbH & Co. KG, Emmendingen

Welichholzgranul at

2.1.2. Gerate
Blutdruckmessgerat

Medtronic GmbH, Dusseldorf (Deutschland)
ICC 50

Erbe Elektromedizin, Tubingen (Deutschland)
Objektmikrometer fir Mikroskop

Leica Microsystems Ltd., Heerbrugg (Schwei2)
Operationsmikroskop OPMI1 1FC und Bodenstativ S21

Carl Zeiss AG, Gottingen (Deutschland)
Perfusor secura

B. Braun AG, Melsungen (Deutschland)
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Periflux System 5000

Perimed AG, Jérfélla (Schweden)
PowerShot S70 Digitalcamera

Canon Deutschland GmbH, Krefeld (Deutschland)
Radiometer Copenhagen

Radiometer Medical ApS, Brenshg (Denmark)
Stereomikroskop LeicaMZ6 mit Kaltlichtquelle KL 1500 LCD

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar (Deutschland)
Stereotaktisches Instrument

FMI Fohr Medical Instruments GmbH, SeeheinV/Ober-Beerbach (Deutschland)
Vapor 2000 Isofluran

Drager Medical AG & Co. KG, Lubeck (Deutschland)
Waage

Sartorius AG, Gottingen (Deutschland)

Warmeplatte KA Werke GmbH & Co. KG, Staufen (Deutschland)

2.1.3. Chirurgische Instrumente

Anatomische und chirurgische Pinzetten; Anlegepinzette und Biemer-Geféaldclips;
Inzisionsschere gekndpft; Klein-Set-Container; Knochenschere; Metzenbaumscheren,

gerade und gebogen; Mikrofederscheren; Mikroskopierpinzetten, gerade und

25



Materialien und Methoden

abgewinkelt; Nadelhalter nach Mathieu; Splitterpinzetten, gerade und abgewinkelt;
Wundspreizer Logan modif. Relll;

Aesculap AG & Co. KG, Tuttlingen (Deutschland)

2.1.4. Medikamente
Ampuwa® (Aqua ad injectabilia- Wasser fur Injektionszwecke)
Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg (Deutschland)
ASS-ratiopharm® 100 TAH (Wirkstoff: Acetylsalicylsiure 100mg)
Merckle GmbH, Blaubeuren (Deutschland)
Clopidogrel Reinsubstanz (Wirkstoff: Clopidogrel)
Bristol-Myers Squibb GmbH & Co. KGaA, Minchen (Deutschland)
Diamox® parenteral Trockensubstanz (Wirkstoff: Azetazolamid-Natrium)
Goldshield Pharmaceuticals Ltd., Surrey (England)
Neupogen® (Wirkstoff: Filgrastim — G-CSF)
Sygnis Pharma AG, Heildelberg (Deutschland)
Forene® (Wirkstoff: Isofluran)
Abbott GmbH & Co. KG, Wiesbhaden (Deutschland)
I sotonische K ochsal zl 6sung (Wirkstoff: Natriumchlorid)
Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg (Deutschland)

Liquemin® N 25 000 (Wirkstoff: Heparin-Natrium)
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Hoffmann-La Roche AG, Grenzach-Wyhlen (Deutschland)

Naropin® (Wirkstoff: Ropivacanhydrochlorid)

AstraZeneca AB, Sodertélje (Schweden)

Paveron® N (Wirkstoff: Papaverinhydrochlorid)

Weimer Pharma GmbH, Rastatt (Deutschland)

2.1.5. Chemikalien & Losungen & Gase

Ambion’s RNAlater solution

Applied Biosystems, Applera Deutschland GmbH, Darmstadt (Deutschland)

Chicago Latex, Industrial Latex Product No. 563

Chicago Latex — A division of Spartan Adhesives & Coatings Co. (USA)

Indian Link (Chinesische Tusche schwarz)

Royal Talens, Apeldoorn (Holland)

M edizinische Gase Sauerstoff (O,) / Distickoxid (N2O, Lachgas)

Linde AG, Unterschleif3heim (Deutschland)

Softasept® N (Wirkstoff: Ethanol)

B. Braun AG, Melsungen (Deutschland)

2.1.6. Verbrauchsmaterialien

EcoL ab-Pol yethylen-Mikroschlauch 0,58* 0,96 mm
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SMS Portex Ltd. (Vereinigtes Kénigreich)
Einmalspritzen Luer 1 ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml, 20 ml, Perfusorspritzen 50 ml
B. Braun Melsungen AG, Melsungen (Deutschland)
Fal contube 50ml
Sarstedt AG & Co, Numbrecht (Deutschland)
Kanilen BD Microlance™ 3; 23 G * 1“ —Nr. 16; 0,6 mm* 25 mm
Necton Dickinson GmbH, Heidelberg (Deutschland)
Nahtmaterial Polyester, nicht resorbierbar, geflochten, 5/0 USP, 1 metric, 75 cm

Ethicon, Norderstedt (Deutschland)

2.2. Versuchstiere und M ethoden

Alle Operationen, Behandlungen und weitergehenden Untersuchungen in dieser Studie
wurden in den Laboren und Operationsrdumen im Center for Cardiovascular Research (CCR)
der Charité-Universitétsmedizin Berlin durchgefuhrt.

2.2.1. Versuchstiere
Fur die Versuche wurden ménnliche Sprague Dawley-Ratten verwendet.

Bel Versuchsbeginn wogen die Tiere 320-350 Gramm und waren etwa 11 bis 12 Wochen alt.
Die Tiere stammten alle von der Firma Harlan-Winkelmann GmbH, Borchen (Deutschland)

und wurden mit einem Gesundheitszeugnis geliefert.
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2.2.1.1. Haltungsbedingungen

Die Haltungsbedingungen entsprachen den Empfehlungen der Kommission vom 18. Juni
2007 mit Leitlinien fur die Unterbringung und Pflege von Tieren, die fir Versuche und andere
wissenschaftliche Zwecke verwendet werden (2007/526/EG). Die Tiere wurden artgerecht zu
je zwei bis vier Ratten in Makrolonké&figen gehalten. Als Einstreu diente staubfreies,
sterilisiertes Weichholzgranulat. Das Alleinfuttermittel fir Ratten stand ihnen ad libitum zur
Verfigung. Ebenso hatten sie freien Zugang zu den Trinkflaschen, die 2mal wochentlich mit
frischem Trinkwasser gefillt wurden. Die Raumtemperatur betrug durchgehend 22 °C, die
Luftfeuchte lag bei 50-70 %. Der Hell-Dunkel-Lichtwechsel erfolgte im 12-Stunden-
Rhythmus.

2.2.1.2. Tierversuchsgenehmigung

Diese Studie ist geméa 8 8 des Tierschutzgesetzes unter der Genehmigungsnummer G
0316/05 am 11.07.2006 unter dem Titel ,, Auswirkungen von Aspirin und Clopidogrel auf die
Kollateralgefalbildung im Gehirn der Ratte nach extrakraniellem Arterienverschluss unter
Berilicksichtigung des vaskul&ren Risikofaktors Bluthochdruck® (Kurzbezeichnung: , Aspirin,
Clopidogrel and Arteriogenesis’) vom Landesamt fur Arbeitsschutz, Gesundheitsschutz und
technische Sicherheit, Fachgruppe V B Veterindrwesen, Alt-Friedrichsfelde 60, 10315 Berlin
(heute: Landesamt fur Gesundheit und Soziales Berlin, Postfach 310929, 10639 Berlin)

genehmigt worden.

2.2.1.3. Randomisierung

Die Tiere wurden randomisiert und den im Folgenden dargestellten Gruppen zugeordnet.

Die Umrechnung der Humandosierungen in Tierdosierungen wurde unter Einbeziehung des
metabolischen K érpergewichts mithilfe folgender Formel ermittelt:

Tierdosis[mg/kg] = Dosig/Tier [mg] / KGW [kg]
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unter Berticksichtigung folgender Formel
Dosig/Tier [mg] = met.KGW [kg®"®] * HD [mg/kg] * Umrechnungsfaktor [2,84 kg/kg® "]
(HD=Humandosis) (Quelle: (Loscher et al., 1998))

Tiere, die mit ASS behandelt wurden, erhielten eine tégliche Dosis von 6,34 mg/kg dieser
Substanz. Dies entspricht der humanen Dosis von 100 mg/Mensch.

Da durch die Behandlung mit Clopidogrel kein Einfluss erwartet wurde, wurde die
Behandlung bel solchen Tieren téglich mit 10 mg/kg appliziert. Dies wirde einer humanen
Dosis von 160 mg/Mensch entsprechen.

Sowohl ASS als auch Clopidogrel wurden jeweilsin 1Iml Trinkwasser gel0st und Uber Gavage
verabreicht.

Die Behandlung mit G-CSF stutzte sich auf die Erfahrungen mit GM-CSF und erfolgte mit 40
Ho/kg jeden zweiten Tag subkutan.

Projektteil I: Einfluss auf die adaptive zerebrale Arteriogenese

Gruppen mit einer Behandlungsdauer von 7 Tagen

Ziel: Angiographie oder CVR

e 1 ml Trinkwasser p.o. taglich

0 ,7Tage3-VO Trinkwasser*

o0 ,7Tage Sham Trinkwasser"

e 6,34 mg/kg ASSin 1ml Trinkwasser p.o. taglich

o ,7Tage3-VO ASS 100

o ,7Tage Sham ASS 100"
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e 10 mg/kg Clopidogrel in Iml Trinkwasser p.o. téglich

o “7Tage 3-VO Clopidogrel”

o “7Tage Sham Clopidogrel”

Zid: 1-VO

e 1 ml Trinkwasser p.o. taglich

o0 ,7Tage Trinkwasser 1-VO*

e 6,34 mg/kg ASSin 1ml Trinkwasser p.o. téglich

o “7Tage ASS 100 1-VO”

e 10 mg/kg Clopidogrel in 1ml Trinkwasser p.o. téglich

o “7Tage Clopidogrel 1-VO”

Gruppen mit einer Behandlungsdauer von 21 Tagen

Ziel: Angiographie oder CVR

e 1 ml Trinkwasser p.o. téglich

0 ,21Tage 3-VO Trinkwasser”

0 ,21Tage Sham Trinkwasser*

e 6,34 mg/kg ASSin 1ml Trinkwasser p.o. taglich

0 ,21Tage 3-VO ASS 100°

0 ,21Tage Sham ASS 100"

e 10 mg/kg Clopidogrel in Iml Trinkwasser p.o. téglich
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0 “21Tage 3-VO Clopidogrel”

0 *“21Tage Sham Clopidogrel”

Gruppen ohne Operation und Behandlung

Ziel: Angiographie oder CVR

, Unbehanddlt”

Projektteil 11: Einfluss auf die therapeutisch induzierte zerebrale Arteriogenese

Zusétzlich bendtigte Gruppen mit zusétzlicher Behandlung von G-CSF Uber 7 Tage

Ziel: Angiographie oder CVR

e 1ml Trinkwasser/Tag p.o. + 40 ug/kg/2.Tag G-CSF s.c.

o ,7Tage3-VO CSF*

o ,/Tage Sham CSF*

e 6,34 mg/kg/Tag ASS p.o. + 40 ng/kg/2.Tag G-CSF s.c.

o ,/Tage3-VOASS & CSF*

o0 ,7Tage Sham ASS & CSF*

J 10 mg/kg/Tag Clopidogrel p.o. + 40 pg/kg/2.Tag G-CSF s.c.

o “7Tage3-VOClop & CSF”

o0 “7Tage Sham Clop & CSF”
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2.2.2. Tierexperimentelle Methoden

2221 Zeatlicher Ablauf

Nach Ankunft im hauseigenen Tierstall erhielten alle Tiere mindestens 5 Tage
Eingewohnungsphase an ihre neue Umgebung.

Abbildung 5 - Zeitlicher Projektablauf

Wahrend des gesamten Beobachtungszeitraums wurden der Gesundheitszustand und das
Gewicht taglich kontrolliert. Hierbei wurde auf das Vorhandensein von Symptomen geachtet,
die in den ,Empfehlungen des Arbeitskreises Berliner Tierschutzbeauftragter fur die
vorzeitige Tétung erheblich leidender Versuchstiere” beschrieben werden. Wurde eines der
folgend genannten Abbruchkriterien ermittelt, wurden die Tiere umgehend schmerzfrel
getotet. Die Angaben beziehen sich auf die bel Antragstellung des Versuchsvorhabens
angegeben und genehmigten tierschutzrechtlichen Vorgaben:

e Zustanden, die das Versuchsergebnis beeinflussen konnen, wie beispielsweise

neurologische Ausfalle (Ataxie, Desorientierung);
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e Anzeichen von Nekrosen oder Wundheilungsstorungen im Bereich der
Operationswunden;

e Verschlechtertes Allgemeinbefinden erkennbar durch reduzierte Futter- und
Wasseraufnahme (Dehydratation), beeintrachtiges soziales Verhalten (Absondern von
der Gruppe), Fieber;

e Infektionen (Sepsis, Atemwegserkrankungen, Erkrankungen des Magen-Darm-
Traktes);

e Gewichtsverlust ab 20 % des Korpergewichts

Die schmerzfreile Tétung erfolgte per intrakardialer Applikation von T61® wahrend tiefer
Isoflurannarkose mit einer Einleitung von 4 Volumen-% in der Narkosekammer und einer
kurzzeitigen zum Zwecke der todlichen Applikation Aufrechterhaltung mit 6 Volumen-%
Uber die Atemmaske. Dies fuhrte bereits zu vollstandiger Bewusstlosigkeit. Nun erfolgte
entsprechend der Gebrauchsinformation fir kleine Labortiere die intrakardiale Applikation
von 1-2 ml T61®. Dabei handelt es sich um ein Kombinationspraparat aus den Wirkstoffen
Ebutramid, Tetracain, Mebezoniumjodid, das zur Euthanasie per intravendser, intrakardialer
und intrapulmonaler Injektion bei kleinen Labortieren zugelassen ist. Um sicher zu gehen,
dass die Applikation direkt ins Herz erfolgt, wurde vor und nach der Applikation Blut Gber
die Spritze aspiriert.

Entsprechend des Beobachtungszeitraumes erfolgte 1 Woche bzw. 3 Wochen nach

Erstoperation die Zweitoperation, aus der die Tiere nicht wieder erwachten.

2222. Narkose

Vor der Narkose wurden die Tiere keinem Futter- oder Wasserentzug unterzogen. Die
Narkoseeinleitung erfolgte bei 3-VO und 1-VO etwa 20 Minuten vor der Operation as
Injektionsnarkose mit 50mg/kg Ketamin und 4 mg/kg Xylazin. Die Narkoseaufrechterhaltung
wurde mittels Inhalationsnarkose mit 2 % Isofluran in 30 % Sauerstoff / 70 % Distickoxid
(Lachgas) Uber eine Atemmaske durchgefiihrt und je nach Zustand der Tiere angeglichen. Die
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intraoperative Schmerzausschaltung erfolgte mittels subkutaner und intramuskul&rer Injektion
des Lokaanasthetikums Ropivacain (5 mg/kg). Nach Abschluss der Operation wurden die
Tiere in einen Aufwachk&fig gelegt. Nach dem Aufwachen kamen die Tiere zuriick in den
jeweiligen Gemeinschaftskéfig. Der gesamte Vorgang wurde tierdrztlich Uberwacht. Die
postoperative Schmerzausschaltung am Tag nach der Operation wurde ebenfalls mit 5 mg/kg
Ropivacain subkutan durchgefihrt und bel Bedarf wiederholt verabreicht.

2.2.2.3. Blutflussmessung mittels Laser-Dopplerflowmetrie

Die Messung des zerebralen Blutflusses erfolgte mittels Laser Dopplerflowmetrie (LDF:
PeriFlux System 5000). Das Funktionsprinzip basiert auf dem Doppler-Effekt, welcher eine
scheinbare Frequenz- bzw. Wellenléngenanderung einer Welle bei einer Relativbewegung
von Quelle und Empfanger bezeichnet. Dazu wird auf der ipsilateralen (linken) Schadelseite
oberhalb des linken Ohres im Schl&enbereich minimal chirurgisch der Schadel auf 3mm
Grof3e freiprapariert. Zur Messung wurde dort ein Sondenkopf direkt am Schadelknochen
platziert. Ausgehend vom LDF-Gerdt wird ein monochromatischer Laserstrahl Uber ein
Glasfaserkabel durch den Sondenkopf in die Hirnareae geleitet. Durch die dort zirkulierenden
Blutkorperchen (vorwiegend Erythrozyten) wird er unter Freguenzverschiebung reflektiert,
vom Sondenkopf registiert und Uber das Glasfaserkabel zurlickgeleitet. Aus dem
Frequenzspektrum und der Signalstarke wird ein Wert bezogen, welcher zum Blutfluss
proportional ist. Da der Blutfluss an jeder Stelle des Schédels bei demselben Tier und
gegenlber anderen Tieren nie gleich ist, kdnnen zum Vergleich der Messergebnisse mehrerer
Tiere nicht die absoluten, sondern nur die relativen (prozentualen) Anderungen in Bezug auf

den Ausgangswert herangezogen werden (Fabricius and Lauritzen, 1996).

Die Messung begann nach Anlegen der Sonde an den Schéadelknochen, wobel die Sonde Uber
den gesamten Messzeitraum unbertihrt bleiben musste. Dieser Wert galt als Ausgangswert.
Die Messung verlief kontinuierlich. Die zweite Ablesung erfolgte direkt nach Verschluss der
linken CCA wahrend der 3-VO-Operation. Diese wurde gefolgt von einer dritten und vierten
Ablesung nach 5 und 10 Minuten. Wéhrend der relative Wert direkt nach 3-VO auf etwa 50
(40-60) Prozent des Ausgangswertes fallen sollte, musste er nach 10 Minuten immer noch
unter 65 Prozent liegen, damit die 3-VO als erfolgreich eingestuft werden konnte. Dabei wird
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ein Zustand eines progressiven Verschlusses mit steigender zerebraler Hypoperfusion erzeugt,
der bel stenotischen Gefal3veranderungen auftritt und dessen Folge ein akuter Schlaganfall

sain kann.

2.2.24. Drei-GefaR-Verschluss (Three Vessel Occlusion = 3-VO)

Nach Einleitung der Narkose wurde das Tier mit der Bauchseite auf eine mit Zellstoff
geschiitzte Warmeplatte gelegt und zur Aufrechterhaltung der Narkose an eine speziell fir
kleine Nager gebaute Atemmaske angeschlossen. Danach wurde die Messstelle fur die LDF-
Messung freiprapiert wie vorab beschrieben.

Fur die Prozedur der 3-VO-Operation nach Busch et al. (Busch et al., 2003) in der Sprague
Dawley-Ratte, welche eine modifizierte Form des von Kawata et al. (Kawata et al., 1996)
entwickelten Modells in der Wistar-Ratte darstellt, werden erst beide Vertebralarterien mittels
Elektrokoagulation okkludiert. Hierzu wurde das Tier in einem stereotaktischen Gerédt mittels
zweier Metallstabe, welche jeweils vorsichtig in den Meatus acusticus externus vorgeschoben
wurden, fixiert. Der Nackenbereich wurde freigeschert und desinfiziert. Direkt hinter dem Os
occipitale des Schadelknochens wurde die Haut etwa 0,5-1 cm entlang der Linea mediana
dorsalis erdffnet. Jewells auf Hohe der Linea mediana dorsalis wurden die Musculi spleni,
Musculi semispinales capites et longissimus capites voneinander getrennt. Mithilfe eines
Wundspreizers wurden diese Muskelpartien zusammen mit den Musculi recti dorsales
minores et majores stumpf auseinander gezogen, um Atlaskorper freizulegen. Nun wurden
beide Foramina vertebrale laterale et alare mit Schonung der Arteriae et Nervi vertebrales

freiprépariert.

Die Arteriae vertebraes wurden mit einer Koagulationssonde (ICC 50) mit einem
Durchmesser von 0,45 mm in den Foraminae alare elektrokoaguliert. Danach wurden mittels
Diagonalndhten erst die Unterhaut und Muskulatur und anschlieffend die Haut mit

nichtresorbierbarem 5/0 USP (1,0 metric) Faden verschlossen.

Anschlief?end wurde das Tier zur Ligatur der Arteria carotis communis (CCA) mit dem
Ricken auf eine Warmeplatte gelegt. Nach Scheren der Haare und alkoholischer Desinfektion
im linken Halsbereich, d.h. der ipsilateralen Seite, wurde die Haut etwa 0,5 cm paramedian
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etwa 0,5-1 cm welit eréffnet. Median der linken Glandula mandibularis wurden die Musculi
sternocephalicus pars mastoidea et sternohyoideus stumpf voneinander getrennt. Der
Musculus sternohyoideus wurde mittig mit einem Langsschnitt von etwa 0,5 cm er6ffnet und
die darunter liegende Arteria carotis communis unter weitgehender Schonung des Truncus
vagosympathicus freiprapariert. Ein nichtresorbierbarer Faden (5/0 USP; 1,0 metric) wurde
um die Arteria carotis communis gelegt und so die Ligatur zunachst nur vorbereitet. Nun
wurde die LDF-Sonde zur Blutfluss-Messung an der dafir freipraparierten Stelle am Schadel
platziert. Unter kontinuierlicher Messung wurde die Ligatur um die Arteria carotis communis
festgezogen.

Nach 10 Minuten wurde die Messung beendet und die Wunden wurden mittels
Diagonanahten (5/0 USP; 1,0 metric) verschlossen. Anschlie3end wurde das Tier in den
Aufwachkafig gelegt.

2.2.25. Sham-Operation

Die Sham (Schein) Operationen liefen im Prinzip genauso ab wie die 3-VO-Prozedur, jedoch
wurden die Arteriae vertebrales und die Arteria carotis communis nur bis zu ihrer Sicht ohne
jegliche Beruihrung freiprépariert. Eine LDF-Messung erfolgte hier nicht.

2.2.2.6. Reaktionsfahigkeit (Reagibilitat) der Gefaike

Durch die Behandlung mit verschiedenen Medikamenten ist die Moglichkeit gegeben, dass
diese direkt die vasodilatatorische Reaktionsfahigkeit der Gefél3e beeinflussen. Um zu zeigen,
dass die pharmakodynamisch bedingten Einflisse der einzelnen Compounds auf die im
folgenden beschriebene zerebrovaskuldre hamodynamische Reservekapazitdt (CVR)
unabhangig von der Reagibilitét der Gefalde sind, wurde in zusétzlichen Tiergruppen eine 1-
VO-Operation durchgefuhrt. Hierzu wurden jewells 6 Tiere entweder mit Trinkwasser as
Kontrolllésung, ASS oder Clopidogrel fur 7 Tage per Gavage behandelt. Nach einer Woche
wurde in tiefer Narkose und unter LDF-Kontrolle eine Ligatur der linken Arteria carotis
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communis durchgefihrt (siehe 2.2.2.4.). Die LDF-Messung erfolgte kontinuierlich fur 10

Minuten. Danach wurden die Tiere in tiefer Narkose schmerzl os getttet.

2.2.2.7. Zerebrovaskulare hamodynamische Reservekapazitat

Unter der zerebrovaskuléaren hamodynamischen Reservekapazitdt versteht man die
Perfusionsreserve des Gehirns. Es soll damit angegeben werden, wie sehr die
Gehirndurchblutung, ausgehend von Ruhebedingungen, durch Stimulation noch ansteigen
kann (Soll and Hamann, 2002). Dabei korrelliert die hamodynamische Reservekapazitét
umgekehrt mit der Schwere von zerebralen Infarkten und dies scheint wiederum auf der
Effizienz der kollateralen Zirkulation zu beruhen. Die Verbesserung der zerebralen
Kollateraldurchblutung, welche zur Verbesserung der Reservekapazitét fihrt, ist eine
aussichtsreiche Verfahrensweise fur die Pravention von zerebrovaskuléren Ereignissen (Coyle
and Jokelainen, 1982). Um die Reservekapazitéat zu testen, wird die zerebrale Durchblutung
durch einen kunstlich erzeugten Anstieg des arteriellen Partialdruckes von CO, (PaCO,) oder
durch Acetazolamid stimuliert. Dies fuhrt zu einer Dilatation von zerebralen Arteriolen,
wodurch der Stromungswiderstand sinkt und bei gleichem Perfusionsdruck mehr
Blutvolumen durch das Hirngewebe flief3en kann (Demolis et al., 2000; Stoll and Hamann,
2002). Der genaue Mechanismus der Acetazolamidreaktion, dessen heutige Klinische
Anwendung im wesentlichen auf der Etablierung von Piepgras et a. (Piepgras et al., 1990)
beruht, ist nicht bekannt. Acetazolamid hemmt die Carboanhydrase, welche die Umwandlung
von H'-lonen und Hydrogencarbonat in Kohlendioxid und Wasser katalysiert, wodurch
vermutlich eine Gewebsazidose erzeugt wird. Diese wiederum soll einen dhnlichen Effekt auf
die Arteriolen ausiben wie CO, (Soll and Hamann, 2002). Aufgrund des Anstiegs des
PaCO,, wird die Methode entweder als CO,-Reaktion oder als zerebrovaskuldre Reaktion
(CVR) bezeichnet. In Sprague-Dawley Ratten wurde die Durchfiihrung der CVR mit
Acetazolamid vor allem von Demolis et al. (Demolis et al., 2000) beschrieben.

Dazu wurde das Tier nach Einleitung der Narkose mit der Bauchseite auf die Warmeplatte
gelegt und an die Atemmaske angeschlossen. Zunédchst wurde auf der ipsilateralen (linken)
Schédelseite im Schlé&fenbereich die bereits fur die 3-VO-Operation genutzte Ableitstelle fr

die LDF-Messung nach alkoholischer Desinfektion erneut freiprépariert.
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Nun wurde das Tier auf die Rickenseite gelegt und nach alkoholischer Desinfektion die Haut
im linken Schenkelinnenbereich erdffnet und die linke Arteria und Vena femoradis
freiprapiert. Die Kanllierung der Gefal3e erfolgte nach folgendem Prinzip: Distal der zu
erdffnenden Stelle am Geféad wurde eine Ligatur (USP 5/0) gesetzt, um Blutungen zu
vermeiden. Proximal davon wurde eine weitere Ligatur vorbereitet, jedoch noch nicht
festgezogen. Dazwischen wurde die Arterie erdffnet und ein mit heparinisierter
Kochsalzlésung (5000 IE in 100 ml) gefillter Katheter (ecoLab-PE-Mikroschlauch 0,58* 0,96
mm) in die Arterie vorgeschoben, die Klemme entfernt und die vorbereitete Ligatur

festgezogen.

Der Katheter der Arteria femoralis wurde an ein Blutdruckmessgerdt angeschlossen und
zwischenzeitlich fir die Blutentnahme zur Blutgasbestimmung genutzt. Uber den Katheter

der Venafemoralis erfolgte die Applikation von Acetazolamid.

Fur das Blutfluss-Monitoring wurde die Sonde an die Messstelle am Schadel platziert.
Danach wurde die Messung gestartet. Zuerst wurden der Blutfluss und Blutdruck vor der
CVR gemessen, ebenso wurde eine arterielle Blutprobe zur Blutgasbestimmung entnommen.
Bel Normokapnie wurde die CVR gestartet. Die achtminitige Messung begann mit der
Applikation von 30 mg/kg Azetazolamid als Bolus in die Vene. Uber den gesamten Zeitraum
wurden der Blutfluss und Blutdruck gemessen und minttlich aufgezeichnet. Eine weitere

Blutprobe fir die Blutgasanal yse wurde nach Abschluss der Messung entnommen.

Nach Abschluss der CVR wurde bei diesen Tieren eine Formalin-Perfusion durchgefthrt, um
die Gehirne zu konservieren. Durch diese Prozedur, die in tiefer Narkose stattfand, wurden
die Tiere schmerzlos getotet.

2.2.2.8. Postmortale Latexangiographie (Latexperfusion)

Zur angiographischen Darstellung der Gefél3e des Circulus (arteriosus) Willisii wurde eine
Latexperfusion durchgefiihrt. Diese Methode wurde, wie vorab beschrieben, erstmals von
Coyle et al. (Coyle and Jokelainen, 1982) in Wistar-Ratten durchgefihrt und von Busch et al.
(Busch et al., 2003) fur die Anwendung an Sprague Dawley-Ratten modifiziert.
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Nach Einleitung der Narkose wurde das Tier mit dem Rucken auf eine Warmeplatte gelegt
und an eine Atemmaske zur Narkoseaufrechterhaltung angeschlossen. Der linke Halsbereich
wurde nach ausreichender alkoholischer Desinfektion wie bei der 3-VO-Operation er6ffnet
und die linke CCA freigelegt. Die Katheteriserung der CCA erfolgte nach demselben

Schema, wie unter 2.2.2.7. fur die Arteriafemoralis beschrieben.

Die Haut wurde unterhalb des Processus xiphoideus er6ffnet. Durch das Zwerchfell wurde die
Brusthohle erreicht. Am freiliegenden Herzen wurde das rechte Herzohr eingeschnitten,
wodurch wird eine Druckentlastung fir die bevorstehende Perfusion erreicht und ein

»Aufpumpen* der Gefal3e verhindert wurde.

Durch den Katheter erfolgte zunéchst eine Spullung mit heparinisierter Kochsal zlésung (5000
IE in 100 ml) und dann eine Injektion mit 40-50 mg/kg Papaverinhydrochlorid, um eine
maximale Vasodilatation zu erreichen, wodurch die Tiere schmerzlos starben. Anschlief3end
wurden druckgesteuert bei 150 mmHg Druck 2 ml einer 37 °C warmen Latexldsung
perfundiert. Die Latexlésung bestand aus flUssiger Latexmilch (Chicago Latex Products no.
563) und handelsiblicher schwarzer Tinte (Indian ink) in einem Verhaltnis von 10:1. Sofort
nach Beendigung der Perfusion wurde der Kopfbereich des Tieres zur Aushértung des Latex
far 10 Minuten in Eis gelegt. Danach wurde das Gehirn enthommen und in ein 50 ml-Falcon-
Tube mit Ambion-Lésung Uberfihrt und dort bis zur anschlief3enden Diametermessung
gelagert. Die Ambion-Losung fixiert das Gewebe im Gegensatz zu Formalin ohne
Enzyminaktivierung. So werden spétere Untersuchungen auf Molekularebene ermdglicht.

Die Messung der Diameter fand unter einem Lichtmikroskop statt, wie nachfolgend

beschrieben wird.

2.2.29. Entnahmedes Gehirns

Die Entnahme des Gehirns erfolgte, nachdem der Kopf direkt auf Hohe Atlas/Axis mittels
Guillotine vom Korper getrennt wurde. Mithilfe einer Inzisionsschere wurde die Haut
inklusive Unterhaut und Muskulatur vom Schédel gelost. Auf Hohe der beiden medialen
Augenwinkel wurde mit einer Knochenschere der Schadel erdffnet. Ausgehend von dieser
Stelle wurde der Schadel medial mit der Inzisionschere komplett erdffnet. Anschlief3end
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wurde mit einer abgewinkelten Pinzette das Gehirn entnommen und je nach weiterer

Vorgehensweise fixiert.

Die tierischen Abfallprodukte wurden in einer —20°C kalten Tiefkuhltruhe gesammelt und
vom Tierpflegepersonal entsprechend des Tierkorperbeseitigungsgesetzes entsorgt.

2.2.3. Morphologische Aufarbeitung - Bestimmung der Diameter

Unter einem Lichtmikroskop mit integriertem geeichten Messmald3 wurden die Diameter
(Durchmesser) dler Arterien des Circulus (arteriosus) Willis an jeweils vier verschiedenen
standardisierten Punkten der jeweiligen Gefal3e ermittelt. Zu den Gefal3en des Circulus Willisi
zdhlen die Arteria cerebralis (rostralis) anterior (Anterior cerebral artery, ACA), Arteria
cerebri media (Middle cerebral artery, MCA), Arteria carotis interna (Internal carotid artery,
ICA), Arteria communicans posterior (Posterior communicating artery, PComA), Arteria
cerebri posterior (Posterior cerebral artery, PCA). Die bei 4-facher VergrofRerung gemessenen

Intervall-Einheiten wurden in Mikrometer umgerechnet.

2.2.4. Statistische Auswertung

Alle Daten sind angegeben als Mittelwerte (Mean) = Standard Deviation (SD). Balken und
Liniendiagramme wurden mithilfe der Mittelwerte (Mean) + Standard Error of Mean (SEM)
dargestellt.

Die Verdnderungen des zerebralen Blutflusses (CBF) werden als prozentuae (relative)
Veranderungen der gemessenen absoluten LDF-Werte gegeniuber des Ausgangswertes
dargestellt. Die Gruppenunterschiede des CBF wahrend 3-VO und 1-VO werden mithilfe des
SPSS Independent-Samples T-Test auf statistische Signifikanz untersucht.

Die Berechnung der intraoperativen Uberlebensrate auf signifikante Unterschiede wurde
mittels SPSS ANOVA Post Hoc LSD Test errechnet. Die Signifikanzen der postoperativen
Uberlebensraten wurden mit demselben Test, jedoch wegen der unterschiedlichen
Beobachtungszeitraume unter Beriicksichtigung des Genera Linear Models (GLM) ermittelt.
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Fur die Darstellung der Gewichtsunterschiede wurden die Mittelwerte der relativen
Gewichtsveranderung errechnet. Die Signifikanzen zwischen den Gruppen wurden ebenso
mittels SPSS ANOVA Post Hoc LSD GLM Test kalkuliert.

Zum Vergleich der hdmodynamischen Reservekapazitdt wahrend der CO,-Reaktion zwischen
den einzelnen Gruppen wurden fir die ersten vier Minuten jeweils die relativen Means der
mittels LDF gemessenen absoluten zerebralen Blutflisse errechnet. Dabel stellten diese
Means bereits die relativen Verénderungen gegeniber dem Ausgangswert dar, der auf 100 %
gesetzt wurde. Der Mittelwert aus den relativen Minutenwerten wurde dann zur Analyse der
CVRC herangezogen. Dabei wird der Blutfluss, der die 100 %-Grenze Ubersteigt as
h&modynamische Reservekapazitéat bezeichnet.

Die Gruppenunterschiede fur die hdmodynamische Reservekapazitét und die Gefal3-Diameter
wurden mithilfe des SPSS ANOVA Post Hoc LSD Tests auf statistische Signifikanz

untersucht.

Fur alle Berechnungen wurde die statistische Signifikanz als p < 0.05 festgel egt.
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3. Ergebnisse
3.1. 3-VO erzeugte zerebrale Hypoperfusion

Die Okklusion von drei der vier hirnversorgenden Hauptarterien fihrte in der Sprague
Dawley-Ratte zur zerebralen Minderperfusion, wobei der ipsilaterale Blutfluss auf etwa 50%
absank und in diesem Bereich persistierte (Abb. 6A). Demgegeniber sank der zerebrae
Blutfluss nach dem Verschluss von nur einem Gefal3, der CCA, zwar auch auf circa 50% ab,
aber stieg innerhalb der nachsten zehn Minuten wieder an (Abb. 6B).

Abbildung 6 - Zerebraler Blutfluss (CBF) nach 3-VO versus 1-VO

Wahrend der zerebrale Blutflussabfall nach 3-VO (A, n=16) erhalten blieb, erholte er sich
nach 1-VO (B, n=6) innerhalb weniger Minuten. Der Unterschied war bereits nach 5 Minuten

signifikant.
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3.2. Prolongierte Clopidogrel-Behandlung erhéhte die Sterblichkeitsrate

Von den insgesamt 266 in diese Studie einbezogenen Tieren wurden 143 der 3-VO-Methode,
105 der Sham-Methode und 18 der 1-VO-Methode unterzogen. Die 1-VO-Methode haben alle
Tiere Uberlebt, die (3-VO-)Sham-Methode 98% und die 3-VO-Methode 95%. D.h. wahrend
der 3-VO-Operation starben von 143 Tiere sieben und wéhrend der Sham-Methode von 105
Tieren zwei (Abb. 7A).

Die Tiere wurden entweder mit ASS, Clopidogrel oder Trinkwasser als Kontrolllésung oral
uber Gavage erstmals vor der Erstoperation behandelt, um einer Aspirationspneumonie wegen
eingeschrankter Schluckfahigkeit nach der Operation vorzubeugen. Die erste Behandlung mit
G-CSF wurde bei den entsprechenden Gruppen direkt nach der Operation subkutan

durchgefiihrt. Daher erfolgt die nachfolgende Analyse bereits gruppenorientiert.
Abbildung 7 - Uberlebensraten

Intraoperativ (A) Uberlebten 95% die 3-VO-
Methode. Uber den Zeitraum von 7 Tagen zeigte
sich ein nichtsignifikanter Tierverlust von einem
Tier in der mit Clopidogrel+CSF behandelten 3-
VO-Gruppe (B). Jedoch war (ber 21 Tage ein
signifikanter Tierverlust in der Clopidogrel-
behandelten 3-VO-Gruppe zu beobachten (C).
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Uber den Zeitraum von 7 Tagen Uberlebten bis auf die Gruppe ,,3-VO Clopidogrel & CSF* ale
Tiere der 3-VO-(Abb. 7B) und Sham-Gruppen. Aus der genannten Gruppe musste ein Tier
am dritten Tag nach 3-VO wegen starker Dyspnoe und Gewichtsverlust schmerzlos getotet

werden.

Innerhalb des Beobachtungszeitraumes von 21 Tagen starben in der Clopidogrel-behandelten
3-VO-Gruppe insgesamt 8 von 24 Tieren (Abb. 7C). Davon mussten 5 Tiere wegen starker
Dyspnoe und Gewichtsverlust innerhalb der ersten zwei Wochen schmerzlos getotet werden.
Bel 2 Tieren zeigte sich am OP-Folgetag eine Hemiparese. Bel einem weiteren Tier, welches
unter Kréampfen litt und am 20.Tag ebenfalls schmerzlos getotet werden musste, wurde eine
Entzindung im Harnwegsbereich diagnostiziert. Im tbrigen Gberlebten alle Tiere der 3-VO-
und Sham-Gruppen. Der Verlust der Clopidogrel-behandelten 3-VO-Gruppe ist signifikant
gegenlber der ASS- und der kontrollbehandelten 3-VO-Gruppe.

3.3. Clopidogrel, nicht aber ASS, verlangsamte die Gewichtsregenierungsphase

Durch die tagliche Gewichtskontrolle kann ein kontinuierlicher Gewichtsverlauf dargestellt
werden. Dabei zeigte sich, dass Kontrolltiere, die einer 3-VO-Operation unterzogen wurden,
etwa 3 Prozent des Ausgangsgewichtes verloren, welches sich aber in den folgenden Tagen
wieder erholte (Abb. 8A). Dabei offenbarte sich, dass die Sham-Kontrollen zwar innerhalb
einer Woche kein Gewicht zulegten, jedoch der Ausgangswert kontinuierlich beibehalten

werden konnte (Abb. 8B), es also zu keinem Gewichtsverlust kam.

Um einen eventuellen Einfluss der eingesetzten Medikamente auf das Gewicht besser
vergleichen zu konnen, wurden jeweils die Mittelwerte der Gruppen Uber die jeweiligen
Beobachtungszeitraume ermittelt (Abb. 8C-F).

Uber den Beobachtungszeitraum von sieben Tagen bestand ein signifikant groRerer
Gewichtsverlust bei der mit Clopidogrel behandelten 3-VO-Gruppe gegeniber der 3-VO-
Kontrollgruppe (Kontrolle: -3,49 + 2,1 %; Clopidogrel: -5,27 + 1,99 %), wahrend sich
zwischen alen anderen Gruppen keine Unterschiede zeigten (ASS: -4,07 £ 1,51 %; CSF: -
3,84 + 3,31 %; ASS& CSF: -3,49 + 1,91 %; Clop& CSF: -4,08 + 2,32 %) (Fig. 3C). Gegeniiber
den 3-VO-Gruppen fielen die Gewichtsverluste der behandelten Sham-Gruppen signifikant
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geringer aus. Zwischen den einzelnen Sham-Gruppen bestanden jedoch keine Unterschiede
(Kontrolle: -0,47 + 1,31 %; ASS: 0,55 + 1,86 %; Clopidogrel: 0,76 = 3,03 %; CSF: -0,16 +
2,58 %; ASS& CSF: 0,14 + 0,58 %); Clop& CSF: 0,15 + 1,35 %) (Abb. 8D).

Waéhrend der 21-Tages-Periode gab es deutliche Unterschiede innerhalb der 3-VO- und
Sham-Gruppen. Wahrend die Tiere der 3-VO-Kontrollgruppe und der mit ASS behandelten
3-VO-Gruppe wieder deutlich an Gewicht zunahmen, so dass vorherige Verluste
ausgeglichen waren, konnte dies mit der Clopidogrel-Behandlung nicht erreicht werden. Die
relative Gewichtsdifferenz dieser Gruppe war signifikant grof3er als der der anderen beiden
Gruppen (Kontrolle: -0,19 + 2,01 %; ASS: 1,21 + 2,64 %; Clopidogrel: -3,25 + 2,69 %) (Abb.
8E). Innerhalb der Sham-Gruppen, deren relative Gewichtsdifferenzen signifikant besser
gegenlber den 3-VO-Gruppen waren, zeigten sich ebenso Unterschiede. Wiederum lag der
Mittelwert der mit Clopidogrel behandelten Gruppe signifikant unter der mit ASS oder
Kontrolllésung behandelten Gruppen (Kontrolle: 5,09 + 4,08 %; ASS. 6,07 + 2,93 %j;
Clopidogrel: -0,68 + 2,97 %) (Abb. 8F).
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Abbildung 8 - Gewichtsmonitoring

Darstellung des kontinuierlichen Gewichtsverlaufes zwischen 3-VO (A)- und Sham (B)-
Kontrollen tber 7 Tage und Vergleich der Gewichtsdifferenzen fur alle 3-VO- und Sham-
Gruppen Uber 7 Tage (C-D) und 21 Tage (E-F).
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3.4. Untersuchung der adaptiven und therapeutischen Arteriogenese

3.4.1. G-CSF verbesserte die hdmodynamische Reser vekapazitat

Um eine Verbesserung der hdmodynamischen Reservekapazitéat darzustellen, wurde die CVR
mittels intravendser Injektion von Acetazolamid durchgefihrt. Dies erhdhte in alen Gruppen
den PaCO, (Abb. 9A, Tabelle 3.4.1-1) und senkte den pH-Wert (Abb. 9B, Tabelle 3.4.1-1).
Die ausgel ste V asodilatation leitete die CO,-Reaktion bzw. CVR ein. Der zerebrale Blutfluss
(CBF) stieg dabei an, bis der gemessene Wert nach zwei Minuten ein Plateau erreichte (Abb.
9C). Die Blutflussdifferenz der ersten vier Minutenwerte wéhrend der CVR lag fur
Unbehandelte bel 120 + 9 % (Tabelle 3.4.1-1). Ausgehend davon, dass der relative
Ausgangswert bei 100 % vorausgesetzt wird und der dann gemessene CBF Uber 100 % as
zerebrovaskuldre hamodynamische Reservekapazitét bezeichnet wird, liegt diese hier in der
unbehandelten Gruppe bei 20 + 9 % (Abb. 9D). Bei der direkt nach 3-VO durchgefihrten
CVR war die hamodynamische Reservekapazitét vollsténdig aufgehoben. Der gemessene
zerebrale Blutfluss lag bei 98 + 8 %. Innerhalb der néchsten Wochen begann sich die
Reservekapazitdt zu erholen, bis auf 2 + 8 % nach einer Woche. Nach drei Wochen lag sie
bereits bei 9 + 12 %. Der Wert der bei Unbehandelten gemessenen Reservekapazitét wurde in

dieser Zeit aber noch nicht erreicht.

Durch die Behandlung mit G-CSF wurde die hamodynamische Reservekapazitét gegentiber
der 3-VO-Kontrolle innerhalb einer Woche signifikant verbessert und erreichte mit 20 + 8 %
wieder den Wert der Unbehandelten.

Sowohl innerhalb der Sham-Gruppen zu beiden Zeitpunkten als auch gegeniber der
unbehandelten Gruppe wurden keine signifikanten Unterschiede gemessen (Abb. 9E).

48



Ergebnisse

3.4.1-1 Adaptive und therapeutisch induzierte Arteriogenese - CVR
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Abbildung 9 - Adaptive und therapeutisch
induzierte Arteriogenese - CVR

Bei Unbehandelten stieg nach Applikation von
Acetazolamid der PaCO; im Blut (A) an und der
pH-Wert sank (B). In dieser Zeit stieg auch der
Blutfluss an, bis er nach zwel Minuten en
Plateau bildete (C). Die hamodynamische
Reservekapazitét wurde innerhalb der 3-VO-
Gruppen (D) bzw. Sham-Gruppen (E) verglichen.
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3.4.2. 3-VO induzierte Kollateralwachstum in der PCA

Um festzustellen, ob die Veranderungen in der hdmodynamischen Reservekapazitét mit dem
eingeleiteten  aktiven Gefdllumbau  korrelieren, wurde die Latexangiographie mit
anschlief3ender Diametermessung durchgefiihrt. Die Messung zeigte vor allem fur die PCA
signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen (Abb. 10, Tabelle 3.4.2-1). Bereits eine
Woche nach 3-VO waren die Diameter der PCA beidseits signifikant erhdht gegentiber
Unbehandelten (ipsilateral: Unbehandelt: 160 + 39 um; 7 Tage 3-VO Kontrolle: 210 + 11 pm;
kontralateral: Unbehandelt: 172 + 12 um; 7 Tage 3-VO Kontrolle: 214 + 38 um). Bei den
anderen Arterien des Circulus Willis wurden keine signifikanten Veranderungen festgestellt
(Tabelle 3.4.2-1). Drei Wochen nach 3-VO waren die PCA-Diameter wiederum beidseits
signifikant vergroRert gegenuber den Werten nach einer Woche (ipsilateral: 252 + 11 um;
kontralateral: 252 + 17 um). Beziglich der ACA, der MCA und jewells der ipsilateralen ICA
und PComA wurden Diameter gemessen, die sowohl gegeniber Unbehandelten als auch
gegentber denen einer Woche nach 3-VO gemessenen Werten signifikant zugenommen
hatten.

Die Behandlung mit G-CSF zeigte, dass vor alem die PCA beidseits in ihrem Durchmesser
signifikant gegeniiber den Unbehandelten und den nach einer Woche nach 3-VO gemessenen
Diametern zulegen konnte (ipsilateral: 264 + 54 um; kontralateral: 248 + 27 um). Die
Diameter der PComA und der jewells ipsilateralen ICA und ACA waren gegentber
Unbehandelten signifikant grofer.

Der Vergleich zwischen alen 3-VO-Gruppen gegentiber den Sham-Gruppen offenbarte zu
beiden Zeitpunkten, dass die PCA-Diameter der 3-VO-Gruppen immer signifikant grof3er
waren als bei den Sham-Gruppen. Innerhalb der Sham-Gruppen wurden keine Unterschiede
der PCA gefunden. Mit Ausnahme der kontralateralen ICA und MCA waren die Diameter der
anderen Arterien bei den 3-VO-Tieren nach 21 Tagen signifikant grof3er als bel den Sham-
Tieren. Nach Behandlung mit G-CSF waren auf}er der kontralateralen ICA und ACA die
Diameter aller Gefél3e bereits eine Woche nach 3-VO signifikant vergrof3ert gegentber der
Sham-Gruppe (Tabelle 3.4.2-1). Ausgehend von diesen Daten, die belegen, dass sich die
Veranderungen im GeféalRdiameter sowohl fur die adaptive als auch die therapeutisch
induzierte Arteriogenese am eindeutigsten fur die PCA nachweisen lassen, wurden alle
folgenden Diameter-Untersuchungen ausschliefdlich fur die PCA durchgefihrt.
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Abbildung 10 - Adaptive und therapeutisch induzierte Arteriogenese — PCA

Durch 3-VO ist die PCA sowohl auf der ipsilateralen (A) als auch auf der kontralateralen
Seite (B) in ihrem Durchmesser signifikant gewachsen gegentiber unbehandelten Tieren. Die
zusatzliche Behandlung mit G-CSF flhrte dazu, dass die Diameter bereits nach einer Woche
so grofd waren, wie es bei der adaptiven Arteriogenese erst nach drei Wochen der Fall
gewesen ist. Innerhalb der Sham-Gruppen wurden weder ipsi- (C) noch kontralateral (D)

signifikante Unter schiede gemessen.
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3.4.2-1 Diameter des Circulus Willisii [um]
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3.5. Einflussvon ASS und Clopidogrel auf die adaptive zer ebrale Arteriogenese
3.5.1. Weder ASS noch Clopidogrée beeinflussten die Reagibilitat

Nach t&glicher Behandlung mit ASS, Clopidogrel oder Kontrollldsung fir eine Woche und
anschlief¥ender Durchfiihrung der 1-VO-Methode konnte gezeigt werden, dass keines der
Compounds die Reaktionsfahigkeit der Gefélde beeinflusste (Abb. 11). In allen drel Gruppen
sank der zerebrale Blutfluss nach Verschluss der linken CCA auf etwa 50%, erholte sich
jedoch innerhalb von zehn Minuten und zeigte zu keinem Zeitpunkt Unterschiede zwischen
den Behandlungen (Tabelle 3.5.1-1).

3.5.1-1 Einfluss auf die Reagibilitat
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Abbildung 11 - Einfluss auf die Reagibilitat

In allen Gruppen sank der Blutfluss nach 1-VO ab und erholte sich innerhalb weniger

Minuten. Unterschiede zwischen den Gruppen bestanden zu keinem Zeitpunkt.

3.5.2. ASS verschlechterte die hamodynamische Reservekapazitat

Sowohl die ein- als auch die dreiwdchige tagliche Behandlung mit ASS nach 3-VO
beeinflusste den Blutfluss wahrend der CVR signifikant (Abb. 12A, Tabelle 3.5.2-1). Die
hdmodynamische Reservekapazitat war unter dieser Behandlung zu beiden Zeitpunkten véllig
aufgehoben. Der CBF war deutlich verringert gegentiber den kontrollbehandelten und den mit
Clopidogrel behandelten Gruppen. Dabei lag der CBF in der ASS-Gruppe eine Woche nach
3-VO bei 86 + 14 %, wahrend die kontrollbehandelten Tiere mit 102 £ 8 % und die mit
Clopidogrel-behandelten Tiere mit 108 * 21 % bereits wieder eine Reservekapazitat
aufzeigten. Die tendenzielle Verbesserung des CBF wahrend CVR nach drei Wochen ASS-
Behandlung war nicht signifikant. Ebenso wurde die Reservekapazitat weder in der kontroll-
noch in der mit Clopidogrel behandelten Gruppe Uber drei Wochen signifikant verbessert
gegeniiber den Werten, die nach einer Woche beobachtet wurden. Zwischen den
Behandlungen lag auch nach drei Wochen die mit ASS behandelte Gruppe mit einem CBF
von 95 + 11 % signifikant unter der Kontrollgruppe mit 109 + 12 % und der mit Clopidogrel
behandelten Gruppe mit 111 + 11 %.
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Bel den Sham-Gruppen wurden zwischen den Medikationen zu keinem Zeitpunkt signifikante
Unterschiede der Reservekapazitét aufgezeigt. Jedoch war der CBF wéahrend CVR in der mit
Clopidogrel behandelten Gruppe nach einer Woche signifikant kleiner gegeniiber drei
Wochen nach Sham (Abb. 12B).

Abbildung 12 - Einfluss auf die CVR nach adaptiver zerebraler Arteriogenese

Vergleich der hamodynamischen Reservekapazitdt unter ASS, Clopidogrel- oder
Kontrollbehandlung nach 7 oder 21 Tagen nach 3-VO (A) oder Sham (B).

56



Ergebnisse

3.5.2-1 Effekte auf die adaptive Arteriogenese
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3.5.3. Kein Einfluss auf das adaptive K ollateralwachstum durch ASS/Clop

Wahrend sich die PCA-Diameter der Kontrollgruppen auf beiden Seiten innerhalb von drei
Wochen signifikant gegeniiber den Werten von einer Woche nach 3-VO vergrof3erten, wurde
dies bei der Behandlung mit ASS und Clopidogrel nur auf der kontralateraen Seite
beobachtet (Kontrolle: von 214 + 38 uym auf 252 £ 17 um; ASS: von 210 + 15 pm auf 260 +
26 pm; Clop: von 234 + 21 pm auf 266 + 16 um) (Tabelle 3.5.2-1, Abb. 13A/B).

Abbildung 13 - Einfluss auf das adaptive Kollateralwachstum

Vergleich der ispi- und kontralateralen PCA-Diameter nach 3-VO (A/B) und Sham (C/D)
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Zwischen den unterschiedlich behandelten Gruppen bestand nur zwischen der mit Clopidogrel
behandelten Gruppe und der Kontrollgruppe nach einer Woche ein signifikanter Unterschied
der ipsilateralen PCA-Diameter. Bei den anderen Gruppen bestanden zu keinem Zeitpunkt
signifikante Unterschiede zwischen den ipsi- bzw. kontralateralen Diametern.

Bel den Sham-Gruppen bestanden nach einer Woche keine Unterschiede in den ipsilateralen
PCA-Diametern. Allerdings war die ipsilaterale PCA drei Wochen nach Sham unter
Clopidogrel-Behandlung  signifikant  vergroRert gegenlber der mit  Kontrollldsung
behandelten Sham-Grupppe (Abb. 13C/D). Die kontralateralen PCA-Diameter waren eine
Woche, aber nicht drei Wochen nach ASS- und Clopidogrel-Behandlung signifikant grof3er
als nach Kontrollbehandlung.

3.6. Einfluss auf dietherapeutisch induzierte zerebrale Arteriogenese

Da der hemmende Einfluss von ASS auf die hamodynamische Reservekapazitét in Hinblick
auf seine scheinbare Neutralitét auf das Kollateralwachstum der PCA ein reiner Effekt auf die
Blutzirkulation sein kénnte, wurde weiterhin der Einfluss von ASS und Clopidogrel auf die
mit G-CSF therapeutisch induzierte zerebrale Arteriogenese untersucht.

3.6.1. ASShemmtedietherapeutische Verbesserung der Reservekapazitét

Wie bereits erwahnt, verbesserte sich die hamodynamische Reservekapazitédt innerhalb einer
Woche nach G-CSF-Behandlung signifikant gegentiber den 3-VO-Kontrollen (Kontrolle: 102
+ 8 %; CSF: 120 + 8 %). Der negative Einfluss von ASS auf die Reservekapazitét liefd sich
mithilfe der zusdtzlichen Behandlung mit G-CSF deutlich, jedoch nicht signifikant
ausgleichen (ASS: 86 + 14 %; ASS&CSF: 101 + 4 %; p = 0.059) (Abb. 14A, Tabelle 3.6.1.-
1). Trotzdem war die bereits verbesserte Reservekapazitét noch signifikant geringer als bei
der reinen Behandlung mit G-CSF oder der kombinierten Behandlung mit Clopidogrel und G-
CSF (Clop& CSF: 117 + 20 %)).

Die kombinierte Behandlung mit Clopidogrel und G-CSF erhéhte die Reservekapazitdt zwar
tendenziell gegeniiber der Clopidogrel-Monotherapie, jedoch nicht signifikant.
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Ebenso wie die Monotherapie mit G-CSF fiuhrte auch die Kombination aus Clopidogrel und
G-CSF zu einer signifikant verbesserten Reservekapazitét gegentiber der mit Kontrolllésung
behandelten 3-VO-Gruppe.

Bel den Sham-Gruppen war die Reservekapazitéat nach Monotherapie mit G-CSF signifikant
vergrofert als nach Monotherapie mit Clopidogrel. Weitere Unterschiede wurden zwischen
den verschiedenen Behandlungen nicht gefunden (Abb. 14B).

Abbildung 14 - Einfluss auf die Reservekapazitét nach therapeutischer Induktion

Der hemmende Effekt von ASS nach 3-VO konnte durch die Kombination mit G-CSF zwar
therapeutisch ausgeglichen werden, blieb aber dennoch signifikant kleiner gegentiber der
Monotherapie mit G-CSF und der Kombination mit Clopidogrel und G-CSF (A). Bei den
Sham-Gruppen wurde zwischen den Monotherapien mit G-CSF bzaw. Clopidogrel ein
signifikanter Unterschied beobachtet (B).
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3.6.1-1 Effekte auf dietherapeutisch induzierte Arteriogenese
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3.6.2. ASS hemmtedietherapeutische Verbesserung des Kollater alwachstums

Die kombinierte Behandlung mit G-CSF fihrte weder bel der Anwendung von ASS noch von
Clopidogrel zu einer signifikanten Vergrof3erung der ipsi- bzw. kontralateralen PCA-Diameter
gegenlber der Monotherapien (Abb. 15A/B, Tabelle 3.6.1-1).

Abbildung 15 - Einfluss auf das K ollater alwachstum nach therapeutischer 1nduktion

ASS hemmt das Kollateralwachstum der ipsi- (A) und kontralateralen (B) PCA nach 3-VO. In
den Sham-Gruppen wurden ipsilateral (C) keine Unterschiede im PCA-Diameter gefunden im
Gegensatz zur kontralateralen Seite (D).
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Dagegen waren sowohl der ipsi- as auch der kontralaterale PCA-Diameter nach
Monotherapie mit G-CSF signifikant groRer als bel der Kontrollgruppe und der mit ASS
monobehandelten Gruppe (ipsilateral: CSF: 264 + 54 um; ASS: 222 + 29 um; kontralateral:
CSF: 248 = 27 um; ASS: 210 £ 15 um). Auf der kontralateralen Seite war der Diameter selbst
nach der Kombination aus G-CSF und ASS (218 + 16 um) signifikant kleiner gegentiber der
G-CSF-Monotherapie.

Weiterhin wurde auf der kontralateralen Seite ein signifikant kleinerer PCA-Diameter nach
Behandlung mit Clopidogrel und G-CSF (218 + 41 um) gegenuber der G-CSF-Monotherapie
gefunden, wéahrend dies nach Clopidogrel-Monotherapie nicht der Fall war. Auf der
ipsilateralen Seite war der Diameter nach Clopidogrel-Monotherapie (252 + 44 um) sogar
signifikant gréf3er gegeniiber der Kontrollbehandlung (210 £ 34 um).

Bel den Sham-Gruppen bestanden auf beiden Seiten keine Unterschiede der PCA-Diameter
zwischen der Kontrollbehandlung und der G-CSF-Monotherapie (Abb. 15C/D). Auf der
kontralateralen Seite fallen, wie oben bereits erwdhnt, die PCA-Diameter nach ASS- bzw.
Clopidogrel-Monotherapie auf, die beide signifikant vergrofert waren gegeniber der G-CSF-
Monotherapie und der Kontrollbehandlung. Ein weiterer signifikanter Unterschied wurde auf
der kontralateralen Seite zwischen ASS-Monotherapie und Kombination aus ASS und G-CSF
gefunden.
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Abbildung 16 - Postmortem Latexangiographie der PCA

Die Fotos zeigen ausgehend von der unbehandelten Gruppe die deutlichen VergréfRerungen
im GefalBdurchmesser der PCA bereits eine Woche nach 3-VO. Dieser konnte durch die
Monotherapie mit ASS bzw. Clopidogrel nicht beeinflusst werden. Innerhalb von drei Wochen
vergrollerten sich die Durchmesser aller Gruppen abermals, zeigten zwischen den
Behandlungen jedoch keinen Unterschied. Unter dem Einfluss von G-CSF konnte das
Kollateralwachstum therapeutisch induziert und gegenuber der Kontrollbehandlung
signifikant verbessert werden. Das Kollateralwachstum unter der Monotherapie mit ASS und
der Kombinationstherapie mit ASS und G-CSF blieb jedoch signifikant verringert gegenlber
der G-CSF-Monotherapie.
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4. Diskussion

Ausgehend von Hoefers Daten, wonach Aspirin im Kaninchenhinterlauf die Arteriogenese
hemmt (Hoefer et al., 2005a), bestand in der vorliegenden Studie das Ziel darin, die Einfllsse

von ASSim Vergleich zu Clopidogrel auf die zerebrale Arteriogenese zu untersuchen.

4.1. Reproduzierbarkeit der adaptiven zerebralen Arteriogeneseim 3-VO-Modell

Zunéchst war es notwendig, das 3-VO-Modell, welches von Busch (Busch et al., 2003)
etabliert und von Buschmann (Buschmann et al., 2003a) und Schneeloch (Schneeloch et al.,
2004) erfolgreich angewandt wurde, zu reproduzieren und damit die adaptive zerebrale

Arteriogenese zu initiieren.

Nach Okklusion der zwei Vertebral-Arterien und der linken CCA sank der zerebrale Blutfluss
(CBF) der ipsilateralen Hemsiphéare auf etwa 50 % und stieg nicht wieder an. Demgegenuber
sank nach Verschluss von nur einer CCA der CBF zwar auch auf annghernd 50 % ab, erholte
sich allerdings relativ schnell wieder. Dabei ist jedoch genau die Erhaltung der Hypoperfusion
von ausschlaggebender Bedeutung. Sie simuliert zum einen die verminderte Blutversorgung
infolge von Stenosen im Vorfeld von Schlaganféllen, ohne dabei Funktionsverluste, zerebrale
Infarkte oder disseminierte Nervenzellnekrosen hervorzurufen (Busch et al., 2006;
Schneeloch et al., 2004). Zum anderen leitet sie dadurch die adaptive Arteriogenese ein.
Dabel scheinen Unterschiede zwischen Rattenstdmmen zu bestehen, da bei eigenen
(unver offentlichten) Vorversuchen an Wistarratten beobachtet wurde, dass der CBF nach 3-
VO zwar zunéchst auf etwa 55% absank, sich aber dann im Gegensatz zu SD-Ratten in relativ
kurzer Zeit wieder erholte. Durch den Verschluss dieser drei hirnversorgenden Hauptgefalie
Ubernehmen nun die rechte CCA sowie kleinere Kollateralgefal3e die Blutversorgung. Dazu
kommt es zunachst zur passiven Dilatation der Gefal3e. Der umgeleitete erhohte Blutfluss
durch diese praexistenten Arterien versetzt durch verstérkte Schubspannung die
Endothelzellen in einen Aktivierungszustand (Nagel et al., 1994; Sampath et al., 1995).
Dadurch werden in den Gefé3wanden aktive Umbauprozesse in Gang gesetzt, bei denen die
Transmigration und Aktivierung von zirkulierenden Monozyten eine entscheidende Rolle
spielt (Arras et al., 1998; Hillmeister et al., 2008). Nach 3-VO scheint vor allem die zum

Kollateralsystem des Circulus Willisi gehtérende PCA in das Remodeling involviert zu sein.
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Bereits nach einer Woche waren deren ipsi- und kontralaterale Diameter signifikant
gegenliber denen von nicht-operierten unbehandelten Tieren vergrof3ert. Wie schon in eigenen
Voruntersuchungen beschrieben (Hillmeister et al., 2008), wurden im Gegensatz zu Busch et
al. auch hier keine Unterschiede zwischen der ipsi- und kontralateralen Seite gefunden. Dieser
Grolenzuwachs konnte innerhalb von drei Wochen noch einma signifikant gesteigert
werden. Zu diesem Zeitpunkt waren dann auch beide ACA signifikant gegeniiber den
Unbehandelten in ihrem Diameter gewachsen. Dass dies tatséchlich als ein Effekt der 3-VO
gesehen werden muss, belegen die Daten der Sham-Tiere, bei denen keinerlel Gefé3wachstum
festgestellt wurde. Diese Daten zeigen auf, dass die ibernommene Blutversorgung durch die
Arteriolen anfanglich durch passive Dilatation und dann durch aktives Remodeling auf Dauer
aufrecht erhalten werden konnte. Auf molekularer Ebene ist das Remodeling bereits 24
Stunden nach 3-VO nachweisbar (Hillmeister et al., 2008). In dieser frihen Phase der
Arteriogenese ist eine erhdhte Aktivierung transmigrierter Monozyten sowie die Proliferation
von Endothelzellen zu beobachten. Inwieweit die Hochregulierung bestimmter Gene wie t-
Kininogen und TIMP-1 (Tissue inhibitor of metalloprotease) fir die Arteriogenese von
Bedeutung ist, unterliegt weiteren Untersuchungen (Hillmeister et al., 2008).

Auf funktioneller Ebene wirken sich basierend auf dem Hagen-Poiseuilleschen Gesetz schon
kleinste Veranderungen des Gefalidurchmessers auf die Durchblutungsrate aus. Fir dessen
Nachweis konnte mit der CVR zundchst gezeigt werden, dass die hdmodynamische
Reservekapazitét direkt nach 3-VO aufgehoben ist. Dies ist nicht verwunderlich, da die nicht-
okkludierten Gefal3e fir die Aufrechterhaltung der zerebralen Blutversorgung bereits maximal
vasodilatiert sind. Eine zusétzliche Weitstellung ist nicht moglich (Busch et al., 2003).

Dabel spielt die Art der Versuchsdurchfihrung der CVR keine Rolle. Bei eigenen
(unveroffentlichten) Voruntersuchungen in nichtoperierten unbehandelten Tieren wurde
festgestellt, dass sowohl die Inhalation von 6 % CO; a's auch die intravendse Applikation von
Acetazolamid zum gleichen Anstieg des CO,-Partialdruckes (PaCO,) und Abfall des pH-
Wertes fuhrt und eine Reservekapazitéat von etwa 20 % gemessen werden kann. Unabhangig
davon, dass die Wirkungsweise von Acetazolamid in der Blutzirkulation unbekannt ist (Soll
and Hamann, 2002), konnte hier festgestellt werden, dass nach dessen intravendser
Applikation sowohl der PaCO, ansteigt und der pH-Wert sinkt, welches beides zu einer
reflektorischen Vasodilatation fuhrt.
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Der bei direkt nach 3-VO durchgefiihrter CVR gemessene CBF lag unterhalb der 100 %-
Grenze, was auf das sogenannte Steal-Phénomen zurlckzufihren ist, dem ene
Blutumverteilung zugrunde liegt. Im Bereich der okkludierten Gefél3e, wo keine maximale
Vasodilatation méglich ist, wird das Blut abgezogen zugunsten der Bereiche, wo maximale
Vasodilatation moglich ist (Kuwabara et al., 1995). Dies fuhrt dazu, dass wahrend der CVR
ein gegenuber dem Ausgangswert von 100 % falschlicherweise verringerter Blutfluss
gemessen wird. Da dieses Phdnomen unabhangig der Behandlung mit verschiedenen
Pharmaka und zu verschiedenen Messzeitpunkten auftritt, ist es als standardisierter Fehler
vernachlassigbar. D.h. aber dennoch, dass der Wert der Reservekapazitét eine klare Aussage
Uber die Fahigkeit zur Vasodilatation bietet. Die vollstéandige Aufhebung der
h&modynamischen Reserve direkt nach 3-VO ist im Gegensatz zu SD-Ratten bel Wistarratten
nicht zu beobachten (Kawata et al., 1996). Innerhalb einer Woche liegt die gemessene
Reservekapazitét bei SD-Ratten wieder im positiven Bereich und erreicht nach drei Wochen
50 % des bel nichtoperierten unbehandelten Tieren gemessenen Wertes. Diese Verbesserung
bedeutet, dass die Gefal3e neben der Aufrechterhaltung der Blutversorgung nun wieder in der
Lage sind, durch zusétzliche Dilatation den CBF zu erhéhen.

Zusammenfassend korreliert also die Verbesserung der hdmodynamischen Reserve mit der
aktiven Proliferation im Gefél3durchmesser. Damit konnte das 3-VO-Modell in der SD-Ratte
als Induktor der adaptiven zerebralen Arteriogenese bestétigt werden.

4.2. Therapeutische Induktion der zerebralen Arteriogenese durch G-CSF

Wahrend GM-CSF vorklinisch bisher erfolgreich als pro-arteriogene Substanz im Femoralis-
Ligatur-Modell im Kaninchen (Buschmann et al., 2001) und Schwein (Grundmann et al.,
2006), im zerebralen Rattenmodell nach 3-VO (Buschmann et al., 2003a; Schneeloch et al.,
2004) und 2-VO (Schneider et al., 2007), und im zerebralen Mausmodell nach 1-VO (Todo et
al., 2008) eingesetzt wurde, lagen bislang keine Daten Uber die pro-arteriogene Wirkung von
G-CSF in eéinem zerebralen Modell vor. Dabel lag es nahe, dass G-CSF aufgrund seiner vielen
Gemeinsamkeiten mit GM-CSF ebenfalls Uber pro-arteriogenes Potential verfigt. Zudem
machten die bisher einzigen Daten einer klinischen Arteriogenese-Studie mit GM-CSF bei
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Patienten mit PAD aufgrund der hohen Nebenwirkungsrate (van Royen et al., 2005) die

Untersuchung anderer stimulierender Faktoren erforderlich.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Behandlung mit G-CSF
Uber eine Woche nach 3-VO zu einer signifikanten Verbesserung der hamodynamischen
Reservekapazitdt gegentiber den 3-VO-Kontrollen fuhrt. Dabei wurde ein Wert erreicht, der
zum einen dem der Unbehandelten entsprach und zum anderen auch mit der Gabe von GM-
CSF erzielt wurde (Duelsner et al., Manuskript wird eingereicht, 2009). Bei den Sham-
Gruppen, die as Kontrollen der 3-VO-Gruppen eingesetzt wurden, konnten keine
Unterschiede zwischen der Behandlung mit G-CSF und mit Kontrollldsung beobachtet
werden. Dies bestdtigt daher, dass die gefundenen Effekte auf Grund der 3-VO zustande

gekommen sind.

Bestétigt wurden die Ergebnisse der CVR durch die Analyse der PCA-Diameter. Innerhab
von nur einer Woche nach 3-VO waren die Diameter sowohl ipsi- as auch kontralateral durch
die Behandlung mit G-CSF signifikant vergrofRert gegentber der Kontrollbehandlung. So
konnte durch G-CSF-Behandlung bereits nach einer Woche ein Gefal3durchmesser erreicht

werden, der bei der adaptiven Arteriogenese erst nach drei Wochen erreicht wurde.

Wie schon bei der CVR wurden auch hier bei den Sham-Gruppen keine Unterschiede

gefunden.

Auch bei den Diametern stimmten die Daten nach G-CSF mit denen nach GM-CSF-Gabe
Uberein (Duelsner et al., Manuskript wird eingereicht, 2009). Dabel scheint beiden
Arteriogenese-Induktoren gemein zu sein, dass ihre Anwendung lediglich das
Kollateralwachstum der PCA beschleunigt, da alle anderen Kollateralen selten signifikante

Veranderungen aufzeigten.

Obwohl G-CSF bisher aufgrund seiner Spezifitéat fur Granulozyten genutzt wurde (Seward,
1993) und eben diese Leukozyten-Spezies in der Arteriogenese keine Rolle spielen soll
(Hoefer et al., 2005b), lassen die vorliegenden Daten an dieser These Zweifel aufkommen. Es
lasst sich viel mehr daraus schlief3en, dass entweder auch Granulozyten ein bisher nicht
entdecktes pro-arteriogenes Potential entfalten oder dass G-CSF auch auf Monozyten
stimulierend wirken kann. Bekannt ist, dass die Gabe von G-CSF die Zahl zirkulierender
Monozyten und deren Aktivitéat erhoht (Ohsaka et al., 1995). Zudem zeigen G-CSF -/- Knock
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out-Méause einen Mangel an Granulozyten und Monozyten (Lieschke et al., 1994). Ebenso
wurde publiziert, dass Monozyten in der Lage sind, den G-CSF-Rezeptor auf ihrer Oberflache
zu exprimieren (Boneberg et al., 2000). Andererseits bestehen auch Gemeinsamkeiten
zwischen dem GM-CSF- und dem G-CSF-Rezeptor, da beide Uber die gleichen
Untereinheiten des Jak-STAT-Signalweges agieren konnen (Marino and Roguin, 2008;
Valdembri et al., 2002).

Erstmals in der Arteriogenese eingesetzt, fuhrte die Behandlung mit G-CSF in einem
Mausmodell mit induziertem Myokardinfarkt zu einer Verminderung der spéateren
ischdmischen Kardiomyopathie, was dem beschleunigten Kollateralwachstum zugeschrieben
wurde (Deindl et al., 2006). Auch hier wurde eine G-CSF-bedingte Erhohung der
Monozytenzahl gefunden.

Eine andere M6glichkeit der pro-arteriogenen Wirkung von G-CSF bestiinde in der durch die
Erhohung der Granulozyten- und Monozytenanzahl verstérkte Freisetzung von reaktiven
Sauerstoffspezien (ROS). Die Expression des auf Endothelzellen gefundenen Lectin-like
receptor for oxidized (ox-LDL) low-density lipoproteins (LOX-1) (Li and Mehta, 2000) kann
unter anderem durch oxLDL, ROS (Li et al., 2003) und Schubspannung (Murase et al., 1998)
hochreguliert werden. LOX-1 vermittelt unter anderem die Hochregulierung von MCP-1 und
die Adhasion von Monozyten ans Endothel (Li and Mehta, 2000). Da auch GM-CSF im
Endeffekt zu einer Erhéhung von ROS fihrt, sind auch hier die Parallelen ersichtlich.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die vorliegenden Daten eindeutig belegen,
dass neben GM-CSF auch G-CSF in der Lage ist, die adaptive zerebrale Arteriogenese
therapeutisch zu beschleunigen. Andere Daten lassen zudem vermuten, dass die

Wirkungsweisen von G-CSF auf ahnlichen Mechnismen beruhen wie die von GM-CSF.

4.3. Effektevon ASS und Clopidogrel auf die zerebrale Arteriogenese

4.3.1. Effekteauf die adaptive zerebrale Arteriogenese

Nachdem die Gruppen fir ein oder drei Wochen nach 3-VO entweder mit ASS, Clopidogrel

oder Trinkwasser a's Kontrollldsung behandelt wurden, offenbarte sich bei der Durchfiihrung
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der CVR ein dignifikant negativer Einfluss von ASS auf die hamodynamische
Reservekapazitét. Zu beiden Zeitpunkten war die Reserve nicht nur vollig aufgehoben,
sondern der wahrend der CVR gemessene CBF lag nach einer Woche bei 86 % und nach drei
Wochen immer noch bel 95 %. D.h. dass das bereits bei der direkt nach 3-VO durchgefihrten
CVR beobachtete Steal-Phanomen (Kuwabara et al., 1995) durch ASS noch verstéarkt wurde.
Der Wert begann sich innerhalb von drel Wochen tendenziell auszugleichen, verbesserte sich
aber nicht signifikant. Dagegen wurde zu keinem Zeitpunkt ein Einfluss von Clopidogrel auf
die Reservekapazitdt ausgelibt hat, was die Hypothese von deren Neutralitét gegentiber der
Arteriogenese bestétigt (Hoefer et al., 2005a).

Bel den Sham-Gruppen, die in der Regel keine Unterschiede aufweisen sollten, fallt auf, dass
die Reservekapazitdt nach einer Woche nach Clopidogrel-Behandlung signifikant kleiner war
als nach drei Wochen. Ausgehend von den bisherigen Daten, kdnnte die Ursache darin
bestehen, dass die CVR eine sehr sensitive Methode ist. Die Tiere weisen dabei unabhangig
vom Behandlungsschema in ihrer Gesamtheit eine relativ grof3e Standardabweichung auf.
Letztlich bildet aber erfahrungsgemald der Gruppenmittelwert eine bestimmte Tendenz, der
innerhalb verschiedener Gruppen verglichen werden kann. Der Unterschied in den Sham-

Gruppen scheint daher von der biologischen Variabilitdt der Tiere verursacht zu sein.

Aus den PCA-Diameter-Daten ist zu sehen, dass gerade auf der kontralateralen Seite die
jeweiligen Unterschiede zwischen beiden Zeitpunkten bei allen Behandlungsstrategien darauf
hindeuten, dass Kollateralwachstum stattgefunden hat. Das bedeutet, dass sich die Diameter
zwar innerhalb von einer Woche und drei Wochen nach 3-VO signifikant vergrofert haben,
dies aber unabhangig von den verschiedenen Pharmaka ablief, weil zwischen den

Behandlungsgruppen zu keinem Zeitpunkt ein Unterschied bestand.

Ausgehend von Buschs Daten (Busch et al., 2003) und eigenen friheren Untersuchungen
kann festgestellt werden, dass die PCA in unbehandelten nichtoperierten SD-Ratten beidseits
in ihrem Durchmesser etwa zwischen 150 und 180 pm schwankt, jedoch nie 200 um
Uberschreitet. Auch bei den Sham-Gruppen, bel denen keine zerebrale Hypoperfusion erzeugt
und damit kein Kollateralwachstum induziert wird, liegen die Werte etwa in diesem Bereich.
Da zwischen den Ratten aufgrund der biologischen Varianz eine interviduelle Streuung
existiert, kann dies zwischen der mit Clopidogrel und der mit Kontrolll6sung behandelten
Gruppe nach drei Wochen auf der ipsilateralen Seite zu einem signifikanten Unterschied
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fUhren. Dies beruht darauf, dass der PCA-Durchmesser der Kontrollgruppe im unteren
Schwankungsbereich und der der Clopidogrel-Gruppe im oberen Schwankungsbereich liegt.
Entscheidend ist jedoch, dass die Werte der Sham-Gruppen niemals die Durchmesser der
jeweils gleichbehandelten 3-VO-Gruppen erreichen, sondern bel allen Zeitpunkten signifikant
kleiner sind. Dadurch kann die durch 3-VO erreichte zerebrale Hypoperfusion eindeutig als
der limitierende Faktor fur das stattfindende Kollateralwachstum angesehen werden. Hinzu
kommt, dass die Diameter auf der kontralateralen Seite, die sich ebenfalls alle im genannten
Schwankungsbereich befinden, nach einer Woche ASS- und Clopidogrelbehandlung zwar
signifikant groRRer sind gegentiber der Kontrollgruppe, aber nicht mehr nach drei Wochen. Da
sich die Durchmesser aber nicht verkleinern, muss dies als Streuungsproblem vernachl&ssigt
werden. Es fallt aber auf, dass sich die Schwankungen zwischen den verschiedenen
Zeitpunkten nach 3-VO verringern, so dass zu vermuten ist, dass in allen Tieren durch den
gemeinsamen Reiz des Gefal3verschlusses und das dadurch angeregte Kollateralwachstum die

interviduelle biologische Variabilitét ausgeglichen wird.

Die bisher diskutierten Daten belegen keinen eindeutigen Einfluss von ASS und Clopidogrel
auf die adaptive zerebrale Arteriogenese. Vielmehr wird anhand der Diameter eher der
Eindruck erweckt, dass durch 3-VO zwar ein Reiz gesetzt wird, der aufgrund der zerebralen
Minderperfusion das Kollateralwachstum anregt, allerdings unabhéngig von der Behandlung
mit ASS oder Clopidogrel.

4.3.2. Einflussauf die Reagibilitat

Der Einsatz von unterschiedlichen Pharmaka kann die vasodilatatorische Reaktionsfahigkeit
beeinflussen. Im vorliegenden Fall sind jedoch nur bei der Messung der hamodynamischen
Reservekapazitdt signifikante Unterschiede fir ASS gefunden worden. Um auszuschlief3en,
dass diese Reaktionen nicht dadurch bedingt sind, dass ASS eventuell die Fahigkeit der
Gefal3e zu dilatieren direkt beeinflusst, wurden zusétzliche Untersuchungen am 1-VO-Modéll
durchgefuihrt. Diese zeigten keine Unterschiede zwischen den verschiedenen Pharmaka.
Daher bleibt als letzte Schlussfolgerung, dass die fir ASS gefundenen Unterschiede auf
rheologischen Einflissen beruhen. Da die Thrombozyten nach der Hemmung ihrer COX
durch ASS nicht in der Lage sind, diese wieder neu zu bilden, reichen bereits Applikationen

von 30-100 mg (Humandosis) téglich aus, um die Gerinnungsfahigkeit der Plattchen
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langerfristig zu hemmen (LUllmann, 2006). Genau diese Blutverdinnung ist die
Voraussetzung fur die Anwendung von ASS bel der Sekundarprophylaxe von vaskuléren
Ereignissen (CAPRIE-Steering-Committee, 1996; Diener et al., 2004). Die Beeinflussung der
Durchblutung durch Behandlung mit ASS konnte die Ursache dafur sein, dass die
Blutumverteilung durch das Steal-Phanomen verstarkt wird (Kuwabara et al., 1995). So dass
die okkludierte Hemisphare, welche aufgrund des gehemmten Kollateralwachstums keine
vasodilatatorische Fahigkeit wahrend der CVR aufweist, Blut zugunsten von der
nichtokkludierten, also zur Vasodilaltion f&higen Hemisphére, abgibt.

4.3.3. Einflussauf dietherapeutisch induzierte Arteriogenese

Aufgrund der nicht eindeutigen Ergebnisse, ob ASS tatséchlich einen Einfluss auf die
adaptive Arteriogenese ausiibt, wurden zusétzlich Untersuchungen durchgeftihrt, die kléren
sollten, ob ASS Auswirkungen auf die mittels G-CSF therapeutisch induzierte Arteriogenese
hat.

Dabel konnte bei den 3-VO-Gruppen gezeigt werden, dass sich die hdmodynamische
Reservekapazitdt in Kombinationstherapie aus ASS und G-CSF gegeniber der ASS
Monotherapie verbesserte (p = 0.059). Dennoch war sie signifikant schlechter als nach
Kombinationstherapie aus Clopidogrel und G-CSF und nach Monotherapie mit G-CSF. Das
heil}, dass ASS in der Kombinationstherapie die positiven Effekte von G-CSF signifikant
gehemmt hat, wahrend Clopidogrel diese Eigenschaften nicht aufwies.

Bel den PCA-Diametern der 3-VO-Gruppen wurden, wie auch bel den vorherigen
Untersuchungen, vor allem auf der kontralateralen Seite signifikante Unterschiede gefunden.
Sowohl nach ASS-Monotherapie a's auch nach der Kombination aus ASS und G-CSF blieb
der Diameter auf dieser Seite signifikant kleiner gegeniiber der Monotherapie mit G-CSF.
Waéhrend auf der ipsilateralen Seite nur ein signifikanter Unterschied zwischen beiden
Monotherapien aus ASS und G-CSF bestand. Dies bestétigt auch die Ergebnisse von der
CVR, dass ASS die pro-arteriogenen Eigenschaften von G-CSF behindert.

Verwunderlich ist jedoch, dass die Kombination aus Clopidogrel und G-CSF, nicht aber die
Clopidogrel-Monotherapie, auf der kontralateralen Seite zu einem signifikant kleineren
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Diameter gegenuber der G-CSF-Monotherapie fuhrte. Dies erscheint im Vergleich zur
ipsilateralen Seite, wo keinerlel Unterschiede zwischen Clopidogrel und G-CSF in Mono- und
Kombinationstherapien beobachtet wurden, nicht nachvollziehbar. Da Clopidogrel als
Monotherapie nach einer Woche auf der ipsilateralen Seite einen signifikant groferen PCA-
Durchmesser gegentiber der Kontrollgruppe aufweist und G-CSF auf beiden Seiten zu einem
signifikant vergrolRerten PCA-Durchmesser fihrt, beruht der signifikant geringere
Durchmesser nach der Kombinationstherapie wahrscheinlich auf grofderer Streuung innerhalb

dieser Gruppe.

4.3.4. Schlussfolgerung

Fasst man nun die Daten der adaptiven und therapeutisch induzierten Arteriogenese
zusammen, ergibt sich als Ergebnis die Aussage, dass ASS das Kollateralwachstum negativ
beeinflusste, wahrend Clopidgrel neutral reagierte. Speziell auf die adaptive Arteriogenese
Ubte ASS zwar keinen signifikanten Einfluss auf die Diameter aus, so hemmte es aber die
hdmodynamische Reserve. Auch Hdfer, der die Wirkungen von ASS und Clopidogrel auf die
periphere adaptive Arteriogenese am Kaninchenhinterlauf untersuchte, beobachtete eine
Hemmung der kollateralen Konduktanz, wéahrend die postmortem Angiogramme keine
Unterschiede aufwiesen (Hoefer et al., 2005a). Seine immunhistochemischen
Untersuchungen ergaben alerdings, dass auf molekularer Ebene bereits massive
Veranderungen stattgefunden hatten. Auch den vorliegenden Daten konnten bereits
molekulare Einflisse zugrunde liegen, die zwar im Kollateralwachstum noch nicht ersichtlich
waren, sich aber im CBF bereits bemerkbar machten. Das Voranschreiten der Arteriogenese
in seiner sehr frihen Phase kann mit der Diameterbestimmung nach Latexangiographie nicht
erfasst werden (Hillmeister et al., 2008). Selbst die Untersuchungen nach einer Woche versus
drei Wochen zeigten lediglich das Voranschreiten der adaptiven Arteriogenese, aber keine
Unterschiede durch die eingesetzten Pharmaka. Da die adaptive Arteriogenese jedoch recht
langsam ablauft (Buschmann et al., 2003a), wurde sie therapeutisch beschleunigt, so konnten

Einflusse von ASS auf den Prozess sichtbar gemacht werden.

Dabel waren Hofer et al. zwar die ersten, die die anti-arteriogenen Effekte von ASS gezeigt
haben, alerdings ist ASS seit langem dafir bekannt, anti-inflammatorisch zu wirken, auch

wenn der Mechanismus lange Zeit unklar war. Mehrere Moglichkeiten wurden dahingehend
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untersucht. Diese Mechanismen kdnnten ebenfalls zu den Ergebnissen dieser gefihrt haben.
Von grofRer Bedeutung fur die Arteriogenese ist die Rolle der Monozyten (Bergmann et al.,
2006; Heil et al., 2002), deren Chemotaxis (Hascelik et al., 1994; Krumholz et al., 2000) und
Adhérenz (Fricchione et al., 1998) an das Endothel durch Aspirin gehemmt wird. So
entdeckten Krumholz et al., dass nach Behandlung von Migréne mit unter anderem ASS die
chemotaktische Wirkung auf Monozyten signifikant herabgesetzt war, wodurch die
Hemmung von ASS auf die Arteriogenese erklart werden konnte.

Waéhrend die gerinnungshemmenden Wirkungen von ASS Uber COX-1 vermittelt werden,
fahrt die Acetylierung der COX-2 zur Bildung sogenannter Aspirin triggered epi-lipoxins
(ATLS) (Chiang et al., 2004). Diese hemmen die Interaktion zwischen Leukozyten und dem
Endothel (Claria and Serhan, 1995), indem sie die Uber die endotheliale Nitric oxide synthase
(eNOS) und die in Endothelzellen und Leukozyten befindliche inducible Nitric oxide
synthase (iINOS) vermittelte Bildung von Stickmonoxid (NO) steigern (Paul-Clark et al.,
2004). Wahrend Fiorucci et al. ebenfalls herausgefunden haben, dass die ATLs im
Zusammenhang mit NO anti-adhasiv wirken (Fiorucci et al., 2004), konnten Friccione et al.
zwar auch die Unterdrickung der Adhdsion von Monozyten und Granulozyten an das
Endothel durch Aspirin beobachten, allerdings ohne erhthte NO-Freisetzung (Fricchione et
al., 1998). Die Rolle von eNOS und NO in der Arteriogenese ist jedoch umstritten. Zum einen
ist eNOS nach arteriellem Gefdl3verschluss in den sich regerierenden und migrierenden
Endothelzellen signifikant hochreguliert (Poppa et al., 1998). In eNOS-knockout-M ausen
wurde nach Femorallisligatur gegentiber Kontrolltieren eine verschlechterte Durchblutung
gemessen, die nach Applikation des NO-Donors SNAP wieder ausgeglichen werden konnte
(Scholz, 2004). Durch Training konnte der NO-abhéngige kollaterale Blutfluss nach
arteriellem Gefélverschluss sogar signifikant verbessert werden (Yang et al., 2002). Zum
anderen aber wird auch beschrieben, dass eNOS wahrend der Arteriogenese keine Rolle spielt
(Mees et al., 2007), wodurch es schwierig ist, aus den vorliegenden Daten einen
Zusammenhang zwischen ASS, eNOS und NO in der Arteriogenese zu ermitteln.

Eine andere Mdaglichkeit bestent darin, dass ASS die Zell-Zell-Interaktion zwischen
Monozyten und Endothelzellen unabhéngig von seiner Wirkung auf COX-2 beeinflusst. Unter
Einwirkung von Aspirin kommt es zur Hemmung der Bildung des Tumor necrosis factor
(TNF-apha) abhangigen Nuclear Factor x-B (NFkappa-B) (Weber et al., 1995), was in der
Folge wiederum durch Hemmung der Bildung des chemotaktischen Monocyte
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chemoattractant proteins (MCP-1) die Monozyten-Adhasion blockiert (Grundmann et al.,
2005). Nach Mehta et al. wird dieser Prozess in Gang gesetzt, weil Aspirin die oxLDL
vermittelte Expression des bereits beschriebenen LOX-1 Rezeptors auf Endothelzellen
herabsetzt (Mehta et al., 2004).

Eisele et al. zeigen dagegen auf, dass Aspirin dhnlich wie Vitamin E und C durch seine
antioxidative Wirkung in Endothelzellen die durch ROS gesteigerte Bildung der
Adhésionsmolekile ICAM-1 und VCAM-1 sowie von MCP-1 herabsetzt. Die dadurch
gehemmte Monozyten-Endothelzell-Interaktion wurde bei Ibuprofen as reinem COX-
Hemmer nicht beobachtet (Eisele et al., 2004).

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass ASS in der Lage ist, in verschiedene
Mechanismen, die in der Arteriogenese entscheidende Rollen fir das Kollateralwachstum
gpielen, insbesondere die Chemotaxis und Adhasion von Monozyten an das Endothe,
hemmend einzuwirken. Daher kommen auf molekularer Ebene mehrere Méglichkeiten in
Betracht, die zur Unterdriickung der Reservekapazitdt und des Gefalwachstums durch ASS
gefuhrt haben kénnen, wahrend Clopidogrel keinen Einfluss ausiibte. Zur Klarung dieser
M echanismen wéren jedoch weitere molekulare Untersuchungen notwendig.

4.4. Nebeneffekte der Studie

Die intraoperative Uberlebensrate im 3-VO-Modell lag bei 95 %. Dabei spielt die Wahl des
Narkose-/Analgesieregimes eine entscheidende Rolle, sowohl fir die Tierart as auch fur das
Untersuchungsziel. In einer paralel gelaufenen Studie konnte gezeigt werden, dass die
Anwendung des Analgetikums Buprenorphin zur Isofluran-Inhalationsnarkose zwar die
besten intraoperativen Uberlebenschancen bietet, es aber in der postoperativen Phase durch
Ausldsung des Pica-Verhatens zu erhdhten Sterbefdllen kommt (Duelsner et al., Manuskript
wird eingereicht, 2009). Wahrend besonders die SD-Ratte daftr pradisponiert ist (Takeda et
al., 1993), reicht bereits eine einmalige Applikation von 0,05mg/kg zur Ausldsung des
Syndroms aus (Clark et al., 1997; Gades et al., 2001; Jacobson, 2000; Roughan and
Flecknell, 2002; Thompson et al., 2004). Hinzu kommt, dass die Arteriogenese als
Untersuchungsgebiet mit dhnlichen Prozessen einhergeht wie Entziindungsreaktionen, was

die Anwendung von Opioiden mit ihren anti-inflammatorischen Eigenschaften (Hatsukari et
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al., 2006; Makman, 1994; Tubaro et al., 1983) hier as kontraindiziert angesehen werden
musste. Die Rolle von nichtsteroidalen Antiphlogistika (NSAIDs) mit dem Prototyp ASS
sollte in der vorliegenden Studie untersucht werden unter der Hypothese, dass es das
Kollaterawachstum negativ beeinflusst, was deren Einsatz ebenfals als kontraindiziert
einstufte. Unter diesem Hintergrund wurde das hier angewandte Narkoseregime entwickelt.
Derzeit sind zum einen weder Informationen Uber anti-inflammatorische Wirkungen von
Ketamin, Xylazin oder dem Lokal anasthetikum Ropivacain bekannt, und zum anderen konnte
die gesamte Uberlebensrate intra- und bis 2 Tage postoperativ wesentlich erhoht werden
(Duelsner et al., Manuskript wird eingereicht, 2009).

Von den postoperativen Sterbeféllen in der mit Clopidogrel behandelten 3-VO-Gruppe, lag
bei zwei Tieren am OP-Folgetag eine Hemiparese vor. Dies scheinen aber unabhéngig von
der Clopidogrel-Behandlung, die zu diesem Zeitpunkt erst einmalig durchgefihrt wurde, zwel
der seltenen Falle zu sein, bei denen die 3-VO zu Symptomen fuhrt, die zum
Schlaganfallgeschehen z&hlen (Masuhr and Neumann, 2005). Es ist bekannt, dass die
langerfristige Behandlung von Clopidogrel zu verstarkten Durchféllen und Leibschmerzen
fahrt (Jones et al., 2004). Da bel Tieren die erste Reaktion von Unwohlsein eine verringerte
Futteraufnahme ist, kann dies auf Dauer zu Gewichtsverlusten fiihren und das Immunsystem
schwéchen, was zum einen die signifikant verringerte Gewichtsdifferenz gegeniiber den
anderen Gruppen und zum anderen das Auftreten der Dyspnoe in den mit Clopidogrel
behandelten Gruppen erklart. Dagegen sollen weder Clopidogrel noch ASS eine erhohte
Inzidenz haben, Dyspnoe direkt auszuldsen (Serebruany et al., 2008). Gewichtsverluste ab 20
% und/oder das Auftreten von Dyspnoe wurden im Tierversuchsantrag als Abbruchskriterien

angegeben, daher wurden solche Tiere tierschutzgerecht schmerzlos getotet.

Der Einfluss unterschiedlicher Vehikel auf die Mortalitét, wie er nach MCAO beschrieben
wurde (Wengenmayer et al., 2008), wird hier jedoch ausgeschlossen. Die Medikamente ASS
und Clopidogrel wurden in Trinkwasser gel6st, welches dadurch allen Tieren, auch den
Kontrollgruppen als Kontrolllésung tUber Gavage verabreicht wurde. Ein Einfluss des reinen
Trinkwassers hétte Auswirkungen auf die Mortalitdt aller Gruppen haben missen. Ebenso
wurden im Rahmen der therapeutischen Arteriogenese die Gruppen entweder mit in Glucose
gelostem G-CSF oder mit reiner Glucose als Kontrolllésung behandelt. Da es hier nur zu
einem einzigen Todesfall in einer Gruppe kam, wahrend dies bel alen anderen Gruppen nicht

beobachtet wurde, wird auch der Einfluss von Glucose ausgeschlossen.
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4.5. Ubertragbarkeit der Daten in die Klinik

Neben akuten Auslésern wie Embolien sind langerfristige Ursachen von zerebrovaskularen
Ereignissen Stenosen, die oftmals durch atherosklerotische Veranderungen der Gefédwand in
Form sogenannter Plaques aufgrund von Grunderkrankungen wie unter anderem
Bluthochdruck und Diabetes entstehen (Kim et al., 2008; Niizuma et al., 2008; Vicenzini et
al., 2008). Diese Stenosen konnen zunéchst jedoch asymptomatisch sein. Der Zustand der
progredienten zerebralen Minderperfusion wird in der vorliegenden Arbeit anhand des 3-V O-
Modells simuliert, bei dem Symptome, die auf neurologische Stérungen hinweisen wirden,
ausbleiben. Die Verbesserung der Blutversorgung durch Kollaterawachstum, um
zerebrovaskuldren Ereignissen vorzubeugen, ist zeitlich nur durch die therapeutische

Beschleunigung der Arteriogenese zu erreichen (Schneeloch et al., 2004).

Obwohl sowohl GM-CSF als auch G-CSF as Therapeutika bel Leukopenien eingesetzt
werden (Steward, 1993), scheint die Anwendung von GM-CSF am Menschen wegen der
erhdohten Nebenwirkungsraten fragwirdig (van Royen et al., 2005). Das im Rahmen der
vorliegenden Studie eingesetzte G-CSF zeigte dasselbe Potential, Kollaterawachstum zu
fordern und damit die hdmodynamische Reserve zu verbessern wie GM-CSF. Dies fuhrt zu
dem Schluss, dass G-CSF auch in einer klinischen Studie dahingehend getestet werden sollte,
ob der therapeutische Nutzen fir die Arteriogenese und damit die Prévention von
zerebrovaskuldren Ereignissen gegentiber eventuellen Nebenwirkungen Uberlegen ist, was
dessen klinischen Einsatz dann rechtfertigen wirde.

Dagegen wird ASS bereits dlein oder in Kombination mit Clopidogrel zur
Sekundarprévention kardiovaskulérer Ereignisse eingesetzt (Chiang et al., 2004; Cornett et
al., 2008; Diener et al., 2007; Hart et al., 2008; Helgason et al., 2008). Nach den Vorgaben
der klinischen Anwendung von 100 mg/kg ASS pro Tag fuhrte diese Dosierung beim
Simulationsmodell 3-VO in der vorliegenden Studie zur Hemmung der hamodynamischen
Reservekapazitét. Die zusdtzliche Behandlung mit G-CSF zeigte auf, dass ASS die
therapeutisch induzierte Arteriogenese hemmt, wahrend Clopidogrel keinen Einfluss auslibte.
Diese Effekte konnten beim Menschen daflr Sorge tragen, dass ein Schlaganfall bereits
wesentlich friher oder Uberhaupt erst auftritt durch die tégliche praventive Einnahme von
ASS. Eine ahnliche klinische Studie, wie sie bei PAD-Patienten durchgefthrt wird (Snger et
al., 2006), ist auch fur die Untersuchung von ASS auf die zerebrale Arteriogenese von grof3er
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Bedeutung. Da die Hemmung der Arteriogenese durch ASS besonders nach therapeutischer
Stimulation auftritt, bestinde die Gefahr, dass auch Menschen, denen G-CSF as pro-
arteriogene Substanz und gleichzeitig ASS zur Sekundérprévention verabreicht werden, im
Kollateralwachstum benachteiligt wéren. Daher sollte der Einfluss von ASS auf das zerebrale

Kollateralwachstum auch in einer klinischen Studie untersucht werden.
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5. Zusammenfassung

Auswirkungen von Acetylsalicylsaure und Clopidogrel auf das Kollateralgefaf3-

wachstum im zerebralen Arteriogenesemodell der Ratte

Hintergrund - Zerebrovaskuldre Erkrankungen sind weltweit die zweithaufigsten
Todesursachen. Acetylsalicylsdure (ASS) und Clopidogrel finden as Mono- oder
Kombinationstherapien routinemélligen Einsatz im Rahmen der Sekundarpravention. In
dieser Studie wurden die Auswirkungen der anti-inflammatorischen Wirkungen von ASS

gegenuber Clopidogrel auf die zerebrale Arteriogenese untersucht.

Methoden - Im ersten Teil der Studie, der Untersuchung der Effekte auf das natirliche
Kollateralwachstum, wurde bei Sprague Dawley-Ratten die 3-VO-Methode durchgefihrt, bei
der beide Vertebraarterien und die linke Arteria carotis communis verschlossen werden. Die
Tiere wurden dann fur 7 oder 21 Tage entweder mit Trinkwasser als Kontrolllésung, ASS
oder Clopidogrel behandelt. Im zweiten Teil wurde das Kollateralwachstum durch Gabe des
Granulocyte Colony-Stimulating Factors (G-CSF) Uber eine Woche therapeutisch induziert.
Gleichzeitig erfolgte die Behandlung mit Trinkwasser, ASS und Clopidogrel. Nach ein oder
drei Wochen wurden jeweils entweder eine zerebrovaskulére Reaktion oder eine postmortem

L atexangiographie zur Bestimmung der Gefal3durchmesser durchgefihrt.

Ergebnisse - Wahrend die PCA-Diameter sowohl nach einer as auch nach drei Wochen nach
3-VO unter ASS- oder Clopidogrel-Behandlung keinen Unterschied gegeniber der
Kontrollgruppe zeigten, war die hamodynamische Reserve unter ASS zu beiden Zeitpunkten
aufgehoben. Der kombinierte Einsatz von ASS und G-CSF verbesserte die Reserve zwar,
dennoch blieb sie signifikant schlechter gegentiber der Kombination aus Clopidogrel und G-
CSF sowie der Monotherapie mit G-CSF. Die Diameter zeigten nach der Kombination aus
ASS und G-CSF keinen Unterschied gegentiber der ASS-Monotherapie und blieben damit
bedeutend kleiner gegentiber der G-CSF-Monotherapie.

Schlussfolgerung - Die vorliegende Studie konnte zeigen, dass ASS das zerebrale
Kollateralwachstum und die hdmodynamische Reserve nach therapeutischer Induktion durch
G-CSF hemmte, wahrend Clopidogrel dies nicht beeinflusste. Diese Daten haben eine
herausragende klinische Bedeutung fir deren Einsatz in der Sekundarprévention

zerebrovaskulérer Erkrankungen.
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6. Summary

Effects of Acetylsalicyl Acid and Clopidogrel on Collateral Growth in the Hypoperfused
Rat Brain Model

Background and Purpose — Ischemic heart diseases and cerebrovascular diseases are the
leading causes of death worldwide (WHO). Acetylsalicyl acid (ASA) and clopidogrel are
well-used in the secondary prevention in their combination or alone. Because of their anti-
inflammatory effects ASA inhibits periphera arteriogenesis, whereas clopidogrel had neutral
effects. In this study we investigated the effects of ASA and clopidogrel on adaptive and

therapeutically induced cerebral arteriogenesis.

Methods — For the first part of the study, the evaluation of the effects on adaptive cerebral
arteriogenesis, male Sprague Dawley rats underwent 3-VO surgery, the occlusion of both
vertebral arteries and the left common carotid artery, and were treated with either drinking
water, ASA or clopidogrel for 7 or 21 days. For evaluation of the effects on therapeutically
induced arteriogenesis rats received Granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) every
other day for one week in addition to drinking water, ASA or clopidogrel. After one or three

weeks rats underwent cerebrovascular reactivity or post-mortem latexangiography.

Results — One as well as three weeks after 3-VO PCA diameters were significantly increased
compared to untreated rats, but no differences were found in ASA or clopidogrel treated
animals compared to 3-VO controls. Hemodynamic reserve capacity was completely
abolished at one and three weeks after 3-VO by ASA.

The reserve capacity was improved after trestment combined with ASA and G-CSF, but was
still significantly decreased compared to the combination of clopidogrel and G-CSF and the
single treatment with G-CSF. The diameters were not different after combined treatment with
ASA and G-CSF compared to ASA aone and still smaller compared to the G-CSF single
treatment.

Conclusions — In this study it was shown, that ASA, but not Clopidogrel inhibited collateral
growth and hemodynamic reserve capacity after therapeutically induction with G-CSF. These
results of the pro-arteriogenic G-CSF as well as the anti-arteriogenic ASA are eminent for
their clinical application in the secondary prevention of cerebrovascular events.
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Abkirzungen

8. Abkurzungen

1-/2-/3-VO  One/Two/Three vessel occlusion, 1-/2-/3-Geféldverschluss

ACA Arteria cerebri anterior, Anterior cerebral artery
ADP Adenosindiphosphat
AIDS Acquired Immune Deficiency Syndrome

ANOVA Analysis of variance

ASS/ASA  Acetylsalicylsaure/Acetylsalicyl acid

AV-Shunt Arterio-vendser Shunt

bFGF Basic fibroblast growth factor

CBF Cerebral blood flow, Zerebraler Blutfluss

CCA Arteria carotis communis, Common carotid artery
COX Cyclooxygenase

CSF siehe G-CSF

CT Computertomographie

CVR Cerebrovascular reactivity, Zerebrovaskuldre Reaktivitdt, CO,-Reaktion
DGN Deutsche Gesellschaft fur Neurologie

EC Endothelial cell

FDA Food and Drug Administration

FGF Fibroblast growth factor

G-CSF Granulocyte colony-stimulating factor
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Abkirzungen

GLM

GM-CSF

HD

HIF

HGF

ICA

ICAM-1/-2

IE

Jak

KHK/CHD

LDF

LOX-1

MCA

MCAO

MCP-1

MMP

MRT

NFkappa-B

NO

NOS

General Linear Models

Granul ocyte-M acrophage colony-stimul ating factor

Humandosis

Hypoxie induzierte Faktoren

Hepatocyte growth factor

Arteria carotisinterna, Interna carotid artery

Intercellular adhesion molecule-1/2

International e Einheiten

Janus kinase

Koronare Herzkrankheit/Coronary heart disease

Laser-Doppler flowmetry

Lectin-like receptor for ox-LDL

Arteria cerebri media, Middle cerebral artery

MCA occlusion

Monocyte chemoattractant protein-1

Matrix metalloproteinase

M agnetresonanztomographie

Nuclear factor-kappa B

Nitric oxide, Stickmonoxid

Nitric oxide synthase
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Abkirzungen

oxLDL

PaCO,

PaVK/PAD

PCA

PComA

PDGF

PRIND

ROS

SD

SD-Ratten

SEM

STAT

D

TEA

TGFbeta

TIA

TNFapha

TXA

oxidized low-density lipoproteins

Partialdruck von Kohlendioxid (CO,)

Periphere arterielle Verschlusskrankheit/ Peripheral artery disease

Arteria cerebri posterior, Posterior cerebral artery

Arteria communicans posterior, Posterior communicans artery

Platel et-derived growth factor

Prostaglandin

Prostacyclin

Prolongiertes reversibles i schamisches neurol ogisches Defizit

Reactive oxygen species

Standard Deviation

Sprague Dawley-Ratten

Standard Error of Mean

Signal Transducers and Activators of Transcription

Tierdos's

Transaortic Endarterectomy

Transforming growth factor beta

Transitorische ischamische Attacke

Tumor necrosis factor-al pha

Thromboxan
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Abkirzungen

u-PA

usP

VCAM-1

VEGF

WHO

Uronary plasminogen activator

United States Pharmacopeia (amerikanische Fadenstéarke)
Vascular cell adhesion molecule-1

Vascular endothelial growth factor

Weltgesundheitsorganisation, World Health Organization
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