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1. Einleitung

1.1. Koronare Herzerkrankung

Die koronare Herzerkrankung verursacht die hdchste Morbiditdt und Mortalitat in

westlichen Industriestaaten 94%153

. Degenerative, arteriosklerotische Veranderungen der
HerzkranzgefaBe bewirken eine zunehmende Stenosierung der GeféaBlichtung der Arterie
und erlauben nur eine Minderperfusion des abhangigen Myokardareals mit arterialisiertem
Blut "' Hierdurch ist die Versorgung des Herzmuskels mit Sauerstoff, energiereichen
Phosphatverbindungen und Substraten, insbesondere des oxidativen Stoffwechsels,
eingeschrankt; toxische Stoffwechselprodukte, freie Radikale und Protonen steigen aufgrund
der fehlenden Durchblutung an; in der Folge kommt es zu einer zunehmenden Hypoxie,
energetischen Verarmung und pH-Erniedrigung des betroffenen Gewebes, mit einem
progredienten Verlust der kontraktilen Myokardfunktion “¢*”. Klinisch manifestiert sich die
Erkrankung in zunehmender Angina pectoris und Dyspnoe bei kérperlicher Belastung, spater
auch in Ruhe #. Rupturiert ein atheromatdser Plaque kann es zum akuten thrombotischen
Verschluss der betroffenen Koronararterie kommen; bei Ausbleiben einer adaquaten
Therapie resultiert ein akuter Myokardinfarkt, mit den geflrchteten Komplikationen von
Herzrhythmusstérungen und kardiogenem Schock #. Im fortgeschrittenen Stadium kann sich
eine ischamische Kardiomyopathie mit einer chronischen Herzinsuffizienz entwickeln, die
sich in eingeschrankter korperlicher Belastbarkeit und rezidivierenden kardialen
Dekompensationen manifestiert °. Zur Therapie der Angina pectoris und der ischamischen
Kardiomyopathie stehen medikamentése (z.B. Nitrate und ACE-Hemmer), kardiologisch-
interventionelle (z.B. PTCA) sowie operative (z.B. Bypassoperation) Therapieoptionen zur
Verfligung '®. Da diese Therapieverfahren jedoch im allgemeinen das weitere Fortschreiten
der Erkrankung lediglich verzégern und nicht géanzlich verhindern kénnen '*° und sie
auBerdem nicht bei allen Patienten durchfiihrbar oder ausreichend erfolgreich sind (20-30%

141

der Patienten), kommt es haufig zum Fortschreiten der Erkrankung ™. Insbesondere

Patienten mit multiplen  peripheren  Stenosen (v.a. bei Diabetes mellitus,
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Hypercholesterinamie) sind diesen therapeutischen Optionen haufig nicht mehr
zuganglich™'.

Neue alternative Therapieoptionen zur Behandlung der koronaren Herzerkrankung, wie der

40

therapeutische Einsatz der Arterio- und Angiogenese ™, werden daher zurzeit intensiv

untersucht.

1.2. Biologie des GefaBwachstums

Angiogenetische Wachstumsprozesse fihren zur Anlage und Ausdifferenzierung des

2% Im erwachsenen Organismus werden

GefaBnetzes wahrend der Embryogenese
angiogenetische Wachstumsprozesse aktiviert, wenn es zu einem "Mismatch" zwischen
Angebot und Bedarf an arteriellem Blut kommt: z.B. in ischamischem Myokardgewebe
aufgrund der eingeschrankten Perfusion bei arteriosklerotisch verdnderten Koronararterien
31 Im Verlauf einer progredienten myokardialen Ischamie kann es zum reaktiven Wachstum
von BlutgefaBen Uber zwei verschiedene Mechanismen kommen: (1) Angiogenese
bezeichnet den Vorgang der Aussprossung neuer Kapillaren in einem minderperfundierten
Gewebsareal *°. Endothelzellen proliferieren, migrieren und ordnen sich zu neuen GefaBen
an, wodurch ein dichteres Kapillarnetz entsteht *°. (2) Ein verwandter Prozess ist das
Arteriogenese genannte Kaliberwachstum der zufihrenden Kollateralarterien (,natirliche

42;43

Bypésse®)

1.2.1. Arteriogenese

Arteriogenese oder non-sprouting-Angiogenese ist ein wichtiger physiologischer
Adaptationsvorgang, der zu einer Reperfusion eines arteriosklerotisch veranderten und somit
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minderperfundierten Stromgebietes fiihren kann. Pathophysiologisch wird der Prozess der
Arteriogenese vor allem mechanisch durch einen zunehmenden Shear-Stress vermittelt *7°.
Entsprechend der Abnahme des Druckes in einer Koronararterie distal einer Stenose kommt
es zur zunehmenden Umverteilung des Blutflusses Uber praexistente KollateralgefaBe, die
nun eine Region mit hohem Perfusionsdruck proximal der Stenose mit einer Region mit
niedrigem Perfusionsdruck distal der Stenose verbinden "', Dieser Zustand verursacht einen
Anstieg der Flussgeschwindigkeit und somit zunehmende Scherkrafte (Shear-Stress) in den
praformierten Kollateralarterien °. Folglich kommt es zu einer deutlichen Aktivierung des
Endothels mit einer zunehmenden Expression von Zytokinen (Granulozyten Makrophagen
Kolonie Stimulierender Faktor [GM-CSF], Monocyte-Chemoattracting-Protein-1 [MCP-1]) und
von endothelialen Adhasionsmolekilen (intercellular adhesion molecule 1 [ICAM-1]), die an
der Monozytenadhasion, am Monozytenrolling und der transendothelialen Migration von
Monozyten beteiligt sind °''#312413° Dije folgende vermehrte Adhédrenz von Monozyten und
ihre Transformation zu Makrophagen sind obligatorische Vorraussetzungen flr das
Wachstum von KollateralgefaBen, da diese Zellen Zytokine und Wachstumsfaktoren
exprimieren, die eine reaktive Arteriogenese induzieren und regulieren *"®'%¢ Zu diesen
Faktoren gehéren MCP-1, das die Chemoattraktion weiterer Monozyten in das ischdmische
Myokardareal auslést, Tumor Nekrose Faktor-a (TNF-a), welches flir die notwendige
entzindliche Umgebung sorgt, Fibroblast Growth Factor-2 (FGF-2), ein Mitogen flr
Endothelzellen und glatte Muskelzellen, und Matrix-Metalloproteinasen (MMP), die ein
Remodelling der arteriellen Struktur erlauben und somit den notwendigen perivaskularen
Raum fiir die Erweiterung der arteriellen GefaBe schaffen *’°. Die extrazellulare Matrix wird
aufgeldst und durch Proliferation von Endothelzellen, glatten Muskelzellen und Fibroblasten
gelingt es den Durchmesser eines praformierten KollateralblutgefaBes auf das 20fache zu

erweitern (arterielles Remodelling) 373,



1.2.2. Angiogenese

Neben der Arteriogenese ist die Angiogenese ein wichtiger physiologischer
Adaptionsvorgang. Ein Stimulus (z.B. eine Ischamie mit Hypoxie und Hypoglykémie) initiiert
dber die lokal vermehrte Expression von Transkriptionsfaktoren (z.B. Hypoxia Inducible
Factor-1 [HIF-1]) die Bildung von vaskuldaren Wachstumsfaktoren (Vascular Endothelial
Growth Factor [VEGF], FGF-2), die eine Proliferation von Endothelzellen induzieren, und von
Entziindungsmediatoren (GM-CSF, MCP-1, TNF-a), die zu einer Vasodilatation, Steigerung
der GeféBpermeabilitdt und zur Einwanderung von Monozyten und Makrophagen fuhren
43965163 Diese Entziindungszellen bilden ihrerseits lokale Entziindungsmediatoren und
setzen Matrix-Metalloproteinasen (MMP) frei, die die Basalmembran und die
Bindegewebsmatrix durch proteolytische Degradation auflésen ®. Hypoxie sensibilisiert die
Endothelzellen fir angiogenetische Wachstumsfaktoren (VEGF, FGF-2) durch vermehrte

Expression der Rezeptoren auf der Zelloberfliche ©*7°.

In der Folge lésen sich
Endothelzellen aus dem Zellverband, migrieren, proliferieren und formen entlang des
angiogenetischen Reizes ein neues kapilldres BlutgefaB mit einem Lumen, wodurch ein
dichteres Kapillarnetz (GefaBdurchmesser 5-8um) entsteht ®. Es resultiert eine Abnahme

des peripheren Widerstandes, ein erhdhtes Sauerstoffangebot und eine verbesserte

Versorgung ischdmischen Myokardgewebes mit Substraten des oxidativen Stoffwechsels *.

1.2.3. Vaskulare Wachstumsfaktoren

Tierexperimentelle Untersuchungen konnten zeigen, dass die Arterio- und
Angiogenese Uber spezifische Mediatoren, sogenannte vaskuldre Wachstumsfaktoren,

vermittelt werden 27112138

Es konnten mehrere angiogenetische Wachstumsfaktoren
identifiziert werden, von denen Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) und

Fibroblast Growth Factor-2 (FGF-2) bezilglich ihrer angiogenetischen Effektivitat,
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Wirkungsweise und unerwinschten Wirkungen am eingehendsten untersucht sind
56:8:11113:29:38,138:149:168 EGF-2, Mitglied der Fibroblast Growth Factor (FGF)—Familie, ist ein 17,2
kDa Protein, bestehend aus 155 Aminosduren, und wurde erstmals aus bovinen Gehirnen
isoliert . Es war das erste Protein, das als angiogenetisches Cytokin identifiziert werden
konnte “°, und stimuliert die Mitose von Endothelzellen, glatten Muskelzellen und
Fibroblasten und wirkt chemotaktisch auf Endothelzellen *. FGF-2 konnte aus
Myokardgewebe isoliert werden *°. Eine Reihe weiterer Zelltypen konnte identifiziert werden,
die FGF-2 synthetisieren: Endothelzellen, glatte Muskelzellen, Fibroblasten, Makrophagen
und Tumorzellen . FGF-2 kommt in vielen Geweben, gebunden an die Basalmembran und
an Heparansulfat-Proteoglykane der subendothelialen extrazellularen Matrix vor und wird
vornehmlich durch einen Zell- oder Gewebeschaden und durch proteolytische Enzyme
freigesetzt *'*%; FGF-2 fehlt die typische n-terminale Signalsequenz zur Sekretion *2. Es
wurden vier verschiedene Rezeptoren fir FGF (FGFR1, FGFR2, FGFR3 und FGFR4)

47

entdeckt, die als Tyrosinkinaserezeptoren identifiziert werden konnten und ihre

intrazelluldare Wirkung Uber den MAP-Kinase pathway, die Bildung von Diacylglycerol, die
Aktivierung der Proteinkinase C und die Mobilisierung von Calcium entfalten ’’; neueren
Erkenntnissen zu Folge wird ein betréchtlicher Anteil der Wirkung von FGF-2 zusatzlich tber
intrazellulare Rezeptoren vermittelt, die direkt im Zellkern wirken *’. Diese Faktoren miinden
zusammen in einer Zunahme der Genexpression und der DNA-Synthese, bewirken die

Mitose der Zelle und die Anordnung der Tochterzellen zu einem BlutgefaB entlang des

angiogenetischen Reizes *'.

1.3. Therapeutische Arterio- und Angiogenese

Als therapeutische Arterio- und Angiogenese wird die Applikation von
angiogenetischen Wachstumsfaktoren bei Ischamie bezeichnet mit dem Ziel, die natlrliche,

reaktive Arteriogenese und Angiogenese zusétzlich zu stimulieren, und somit den Blutfluss in

-9.-



minderperfundierten Herzmuskelarealen wiederherzustellen. Hierbei werden entweder
rekombinante Wachstumsfaktoren oder fir Wachstumsfaktoren kodierende Gene appliziert
104149 Unter den bekannten vaskularen Wachstumsfaktoren sind Fibroblast Growth Factor-2
(FGF-2) und Vascular Endothelial Growth Factor 165 (VEGFe) bezlglich ihrer
angiogenetischen Effektivitdt, Wirkungsweise und Nebenwirkungen am eingehendsten
charakterisiert: die Applikation von FGF-2 bei experimenteller chronischer Myokardischamie

69;94;129

(Schwein, Hund) konnte eine deutliche Zunahme der Arteriogenese und der

Angiogenese "8 12°28894 98 hawirken und war von einer signifikanten Verbesserung des

myOkardiaIen BIUtﬂUSS 52;78;88;90;94;103;121;129;142;156

und der kontraktilen Myokardfunktion
begleitet 2097888101129 |0 |nfarktmodellen (Hund, Schwein) konnte durch die mit FGF-2
induzierte Arterio- und Angiogenese eine Verkleinerung der InfarkigroBe erzielt werden
62:109:154168 - Ahnliche Ergebnisse konnten auch nach Applikation von VEGFgs-Protein, bzw.
adenoviraler VEGFe5-cDNA, in tierexperimentellen Modellen chronischer Myokardischamie

9;59;61,96;101;103;106;116;130

(Hund, Schwein) beobachtet werden . Trotz viel versprechender

tierexperimenteller Ergebnisse erbrachten erste placebokontrollierte klinische Studien noch

keine eindeutig positiven Ergebnisse 666780144,

Die bis jetzt nicht eindeutigen Ergebnisse kdnnten u.a. auf eine mangelnde Wirksamkeit der
bislang zur Verfigung stehenden klinisch  einsetzbaren  Applikationsverfahren
zurlckzufiihren sein. Mdglicherweise ist die Verlangerung der Verweildauer der
Wachstumsfaktoren im Zielareal von entscheidender Bedeutung #. Zuséatzlich sind durch die
vaskularen Wachstumsfaktoren Nebenwirkungen (promovierende Effekte auf das
Tumorwachstum, Arteriosklerose, Nephropathie, proliferative Retinopathie) zu beflirchten,
die allerdings in ersten klinischen Phase |- und Phase II-Studien bei einmaliger Gabe des
angiogenetischen Proteins (FGF-2, VEGFgs) nicht aufgetreten sind 556678%144 (siehe auch
Abschnitt 4.3.2.). Allerdings fuhrt der therapeutische Einsatz von FGF-2 und vor allem VEGF
akut zu einer Freisetzung von Stickstoffmonoxid (NO) mit einer deutlichen arteriellen

144

Vasodilatation Dieser Effekt fluhrte aufgrund der akut auftretenden arteriellen

Hypotension bereits zu einer Dosislimitierung bei ersten klinischen Phase | Studien beider

-10 -



Wachstumsfaktoren '**. Laham et al. konnten in einer klinischen, placebokontrollierten open-
dose Eskalationsstudie ® mit der einmaligen intrakoronaren Anwendung von FGF-2 (0,33-
48ug/kg KG) nachweisen, dass eine Dosierung von maximal 36ug/kg KG FGF-2 akut

nebenwirkungsfrei toleriert wird.

Der therapeutische Einsatz vaskularer Wachstumsfaktoren verlangt deshalb ein
Applikationsverfahren, das den Faktor mit hoher Sicherheit in das Zielgebiet lenkt und durch

ausreichende Selektivitat das Risiko systemischer Nebenwirkungen minimiert.

1.4. Applikationswege fur GefaBwachstumsfaktoren

Vielversprechende Ansatze (siehe Abschnitt 1.3.) zur Stimulation der Arterio- und
Angiogenese als therapeutisches Prinzip fir die fortgeschrittene koronare Herzerkrankung
werden derzeit intensiv untersucht. In tierexperimentellen und ersten klinischen Studien
werden zur Induktion einer therapeutischen Arterio- und Angiogenese rekombinante
Wachstumsfaktoren (Protein) oder fir Wachstumsfaktoren kodierende Gene (Plasmid-DNA
oder adenoviraler Gentransfer) eingesetzt. Hierflr ist ein Applikationsverfahren notwendig

das folgende Vorraussetzungen erfllt:

1.) eine hohe lokale Substanz-Konzentration im Zielareal mit langer Kontaktzeit gewahrleistet

(Effektivitat);

2.) hierbei selektiv das ischamische Areal erreicht, um unerwlinschte Wirkungen in
benachbarten Geweben bzw. in anderen Organen zu vermeiden (z.B. Promotion von

Tumorwachstum) (Selektivitat);

3.) eine homogene raumliche Verteilung der Genvektoren bzw. Wachstumsfaktoren tber das

gesamte Zielareal und in allen Gewebeschichten ermdéglicht (Homogenitét).

Maogliche Applikationsverfahren vaskularer Wachstumsfaktoren, die in tierexperimentellen

und klinischen Studien untersucht werden, sind die direkte intramyokardiale Injektion, die

-11 -



intrapericardiale Anwendung und die endovaskulare Applikation (intravends-systemisch und

intrakoronar).

Zur direkten intramyokardialen Injektion wird der vaskulare Wachstumsfaktor entweder im
Rahmen einer operativen Revaskularisation (Bypass-Operation), nach Thorakotomie und
Freilegung des Herzen, von transepikardial mit einer Nadel in das Myokardgewebe
eingebracht, oder perkutan im Rahmen einer Herzkatheteruntersuchung mit einem
Injektionskatheteter vom linken Ventrikel aus transendokardial appliziert. Die
intramyokardiale Injektion ist daher ein sehr zielgenaues Verfahren (Selektivitat), mit langer
Verweildauer des angiogenetischen Proteins im Gewebe ®¢; allerdings wird ein Grossteil der
applizierten Substanzmenge direkt durch den intramyokardialen Stichkanal ausgewaschen,
oder durch das vendse und lymphatische System abtransportiert, nur etwa 43% der
Substanzmenge bleibt lokal erhalten *°. Zuséatzlich wird das angiogenetische Protein lokal an
den Injektionsstellen in einen sehr begrenzten Verteilungsraum appliziert, mit einer kleinen
Oberflache zur Bindung an den Rezeptor; der vaskulare Wachstumsfaktor kann daher seine
Wirkung nur inhomogen im Zielareal und somit deutlich eingeschrankt entfalten ™.
Nachteilig zeigt sich beim operativen Vorgehen zusétzlich die Invasivitat der unumgéanglichen
Thorakotomie, mit allen Risiken einer offenen Operation am Herzen, und das Verlangen

8 Erste

nach einer spezialisierten Ausristung und einem hochqualifizierten Operateur
klinische Phase | Studien mit der operativen, transepikardialen Applikation vaskularer
Wachstumsfaktoren konnten die Sicherheit und Machbarkeit des Verfahrens im Rahmen
einer Bypass-Operation zeigen, der zusatzliche Nutzen zu einer operativen

Revaskularisation ist nicht erwiesen .

Einen alternativen Weg stellt die perikardiale Instillation des Faktors dar, die auch perkutan
im Rahmen eines Herzkatheters erfolgen kann #'?'. Diese Méglichkeit beschrankt sich aber
auf nur einen sehr kleinen Teil der Patienten, die an einer koronaren Herzerkrankung leiden,
da 80-90% bereits voroperiert (Bypass-Operation) und damit perikardektomiert sind '*.

Zuséatzlich ist die perikardiale Applikation mit deutlichen Risiken behaftet (Hadmoperikard,
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Herzrhythmusstérungen, Kammerflimmern) und bleibt daher auf die Anwendung im

tierexperimentellen Modell beschrankt .

Die systemische intravendse Gabe eines vaskuldren Wachstumsfaktors in eine periphere
Vene hat sich zur Induktion einer myokardialen Angiogenese in tierexperimentellen

129 Wahrscheinlich wird ein hoher Anteil des

Untersuchungen als ineffektiv erwiesen
angiogenetischen Proteins im  Pulmonalkreislauf (,first-pass“) durch Rezeptoren
(Heparansulfate) gebunden und nur ein kleiner Anteil erreicht unselektiv das ischamische
Myokardgewebe %. Zusatzlich wiirde die systemische intravendse Gabe den Patienten mit

den erheblichen Nebenwirkungen angiogenetischer Wachstumsfaktoren (siehe Abschnitte

1.3. und 4.8.) konfrontieren .

Mit der direkten intrakoronaren Applikation des vaskuldren Wachstumsfaktors kann der
Wachstumsfaktor selektiv in das ischamische Myokardgewebe eingebracht werden und sie
stellt damit das bislang vielversprechendste, klinisch anwendbare Applikationsverfahren dar.
Allerdings ist die Kontaktzeit des Wachstumsfaktors bei Passage der Koronararterien mit
dem ischamischen Gewebe zu kurz um eine effektive Bindung des Wachstumsfaktors an
seine Rezeptoren zu gewéhrleisten "', In tierexperimentellen Studien war die intrakoronare
Gabe vaskularer Wachstumsfaktoren zur Induktion einer therapeutischen Angiogenese
daher nur bei Verlangerung der Applikationsdauer erfolgreich, z.B. durch operative

Implantation einer osmotischen Minipumpe %'*°

oder durch Mikroembolisation der Kapillaren
mit Wachstumsfaktor bestiickten Mikrosphéren 2. Die einmalige intracoronare Injektion war
nicht sicher effektiv 2", Erste klinische Phase | und placebokontrollierte Phase Il Studien, mit
der einmaligen intrakoronaren Infusion eines vaskularen Wachstumsfaktors bei Patienten mit
fortgeschrittener koronarer Herzerkrankung, ohne Mdglichkeit der interventionellen oder
operativen Revaskularisation, haben ihre primaren Studienendpunkte verfehlt 54666780144
Zusatzlich ist bei der koronaren Herzerkrankung krankheitsbedingt infolge der Stenosierung
oder des Verschlusses einer Koronararterie nicht nur die Versorgung des Myokards mit

arteriellem Blut vermindert oder unterbrochen, sondern auBerdem ist auch dieser

Zugangsweg fur die Applikation von vaskuldren Wachstumsfaktoren in ischamisches
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Myokardgewebe deutlich eingeschrankt '*. Selbst bei gezielter Einbringung der
Wachstumsfaktoren in die betroffene Arterie durch selektive Katheterisierung gelangen die
applizierten Substanzen daher Uber Kollateralen zunachst (lberwiegend in Areale mit
erhaltener Restperfusion, von wo sie schlieBlich Uber das vendse System in den groBen
Kreislauf ausgeschwemmt werden ohne das zentral jenseits der Okklusionsstelle liegende

ischamische Zielareal zu erreichen .

Die klinische Anwendung vaskularer Wachstumsfaktoren zur Induktion einer therapeutischen
Arterio- und Angiogenese ist somit unter anderem durch ein effektives und selektives
Applikationsverfahren limitiert, das klinisch am Patienten eingesetzt werden kann und eine

homogene Verteilung des Wachstumsfaktors im ischdmischen Zielareal gewahrleistet.

1.5. Gezielte Medikamentenapplikation in ischamisches Myokard mit der

kontinuierlichen druckregulierten Retroinfusion von Koronarvenen (SSR)

Das koronarvendse System bleibt im Gegensatz zu den Koronararterien weitgehend
unbeeinflusst von arteriosklerotischen Veranderungen und steht daher als Zugangsweg zur
Medikamentenapplikation auch bei fortgeschrittener Grunderkrankung immer offen 822159,
Ein viel versprechender Ansatz zu einer effizienten, homogenen und selektiven Applikation
von vaskularen Wachstumsfaktoren kénnte sich somit aus der neuentwickelten selektiven
druckregulierten Retroinfusion von Koronarvenen (SSR-Herzkatheter-Verfahren) ergeben:
die Selektiere Absaugung und druckgeregelte Retroinfusion von Koronarvenen (SSR) wurde
als myokardprotektives perkutanes Herzkatheter-Verfahren zur Verhinderung akuter
Ischdmieschéden entwickelt (z.B. bei Hochrisiko-PTCA) '©79°%% \Wahrend eines akuten
Koronararterienverschlusses kann hiermit das ischdmische Herzmuskelgewebe retrograd

Uber die Koronarvene gezielt mit arteriellem Blut versorgt werden '079%234%0  Djg
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Machbarkeit, Sicherheit und Effektivitat dieses perkutanen Herzkatheter-Verfahrens konnte

in einer klinischen Studie an inzwischen tiber 300 Patienten nachgewiesen werden '#°°.

In weiteren tierexperimentellen Untersuchungen am Schwein konnte gezeigt werden, dass
mit dem SSR-Verfahren pharmakologische Substanzen (wie z.B. Dobutamin) effektiv und
selektiv in ischamisches Myokard appliziert werden kénnen '*°: die regionale
Myokardfunktion (gemessen als Segmentverkirzung in % der enddiastolischen Lange)
konnte in einem Modell akuter Myokardischamie bei der Retroinfusion von arteriellem Blut
und Dobutamin (0,1 pg/kg/min) bei 78+22,3% des Ausgangswertes, im Vergleich zu

159

57,5+£9,2% bei alleiniger Retroinfusion von arteriellem Blut, erhalten werden Im

nichtischamischen Myokard blieb als Ausdruck der selektiven Applikation eine positiv

inotrope Wirkung von Dobutamin aus '*°.

Eine Veranderung der Herzfrequenz als
systemischer Dobutamineffekt trat nicht auf '°. Somit konnte trotz eines kompletten
Verschlusses einer Koronararterie im hinter der Okklusionsstelle liegenden Myokardareal
eine signifikante pharmakologische Wirkung erzielt werden, die lokal auf das ischamische

Zielareal begrenzt blieb '*°. Ahnlich Ergebnisse konnten Ryden et al. nach Retroinfusion des

B-Blockers Metoprolol erzielen ',

In einer weiteren tierexperimentellen Untersuchung wurde die Retroinfusion von
adenoviralem Genmaterial mit dem Luciferase-Reportergene (Ad.rsv-Luc) und dem B-
Galactosidase-Reportergen (Ad.rsv-BGal) in porcines Myokard untersucht und mit der
intracoronaren Applikation der viralen Vektoren verglichen #'. Durch retrograde Applikation in
die anteriore  Herzvene wahrend einer kurzen Ischéamiezeit konnte die
Reportergenexpression im Zielgebiet (LAD-Areal) signifikant im Vergleich zur antegraden
Gabe gesteigert werden; eine homogenere Verteilung der Genexpression im Zielgebiet und
in allen Myokardschichten konnte durch die Applikation der doppelten Virenmenge wahrend
zwei Ischadmiezeiten erreicht werden 2'. Im Gebiet des Ramus circumflexus (RCX) und in
anderen Organen ergab sich kein Hinweis auf eine relevante Reportergenexpression #'. Die
Verweildauer von Kontrastmittel (1 ml Bolusinjektion) im koronaren GefaBsystem (Schwein)

war deutlich verlangert bei Applikation Gber die Retroinfusion verglichen mit der
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intracoronaren Kontrastmittelgabe (9,5 + 25 s vs. 0,8 * 0,4 s). Die vermehrte
Reportergenexpression im Bereich des LAD-Zielareals nach Retroinfusion des viralen
Vektors wurde somit vor allem auf eine verlangerte Kontaktzeit des viralen Vektors mit dem

Myokardgewebe zuriickgefiihrt 2.

Die vorliegenden Daten weisen darauf hin, dass sich die Applikation von angiogenetischen
Wachstumsfaktoren mit der SSR als viel versprechender Ansatz einer therapeutischen

Angiogenese darstellt:

1. Das Verfahren der synchronisierten Absaugung und Retroinfusion ist ein effektives
Applikationsverfahren, das eine homogene raumliche Verteilung der Substanz sowohl
im Zielareal als auch transmyokardial bewirkt 2%,

2. Angiogenese ist ein Prozess der von den Venolen und Kapillaren ausgeht '*%; mit
der Verteilung des Faktors im vendsen System (SSR) wird das Zielgebiet direkter und
mit einer deutlich héheren Konzentration erreicht 2'.

Im direkten Vergleich mit der antegraden, intracoronaren Applikation darf man folgende

weitere Vorteile der Retroinfusion von vaskuldren Wachstumsfaktoren annehmen:

1. Eine arterielle Stenose oder eine Okklusion der Koronararterie verhindert das
Einbringen des angiogenetischen Faktors ins Zielgebiet, der GroBteil des Faktors wird
Uber KollateralgefaBe ausgewaschen und verursacht systemische Nebenwirkungen
ohne im Zielgebiet gewirkt zu haben .

2. Es kénnte sich durch die langere Kontaktzeit des GefaBwachstumsfaktors mit dem
Gewebe eine hbéhere Gewebebindung und damit eine hdhere Effektivitat der
induzierten Angiogenese ergeben 2'.

Zudem ist die selektive Absaugung und druckgeregelte Retroinfusion (SSR) im

Herzkatheterlabor des Klinikums GroBhadern der Universitdt Minchen als sicheres und

effektives perkutanes Herzkatheterverfahren etabliert (CE-Zulassung) und wurde in der

klinischen Routine zur Myokardprotektion wéhrend akuter Ischamie an mehr als 300

Patienten ohne Komplikationen eingesetzt '®*°.
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Vor dem Hintergrund dieser Ergebnisse sollte in der vorliegenden Studie die therapeutische
Arterio- und Angiogenese mittels Retroinfusion von FGF-2 bei chronischer Myokardischédmie
(Schwein) untersucht werden, und mit der intrakoronaren FGF-2-Gabe verglichen werden.
Hierflr musste zunachst in einer Vorserie ein tierexperimentelles Modell (Schwein)
chronischer myokardialer Ischamie durch perkutane Implantation des Reduktionsstent
etabliert werden. Im Hauptteil der vorliegenden Untersuchung wurde zur Induktion einer
myokardialen Ischamie der Reduktionsstent implantiert und die myokardiale Arteriogenese

und Angiogenese nach Retroinfusion von FGF-2 in die Koronarvene untersucht.

1.6. Fragestellungen

Folgende Fragestellungen wurden in der vorliegenden Untersuchung bearbeitet:

1. Kann durch die perkutane Implantation des Reduktionsstents eine chronische

myokardiale Ischamie induziert werden?

2. Ist es méglich mit Hilfe der Retroinfusion von FGF-2 in die Koronarvene eines ischamisch

veranderten Herzmuskelareals eine effektive Arterio- und Angiogenese zu erzielen?

3. Welchen Einfluss hat die Retroinfusion von FGF-2 in die Koronarvene, in einem Modell
chronischer Myokardischamie, auf den regionalen myokardialen Blutfluss, die regionale

und globale Myokardfunktion?

4. Wie effektiv ist die therapeutische Arterio- und Angiogenese nach Retroinfusion von

FGF-2 in die Koronarvene im direkten Vergleich mit der intrakoronaren Applikation?
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2. Material und Methoden

2.1. Versuchsbeschreibung und Protokoll

Die vorliegende Studie wurde von der Regierung von Oberbayern genehmigt (AZ

2511-106/99) und nach dem deutschen Tierschutzgesetz von 1986 durchgefihrt.

2.1.1. Vorbereitung, Narkose und Uberwachung

52 Versuchstiere der Rasse deutsches Landschwein wurden zur Uberpriifung der
Narkotikavertraglichkeit einer Halothan-Vortestung unterzogen (Tierversuchsanstalt der
Tierarztlichen Fakultdt der Ludwig-Maximilians-Universitat Munchen, UnterschleiBheim,

BRD).

Die mittlere Kérpergewicht der Tiere betrug 22,7 + 2 kg. Die Einleitung der Narkose erfolgte
durch intramuskulare Bolusinjektion von Ketamin 20mg/kg KG (Ketamin 50 Curamed,
CuraMED Pharma, Karlsruhe, BRD), Azaperone 10mg/kg KG (Janssen-Cilag, Neuss, BRD)
und 0,5 mg Atropinsulfat (Atropinsulfat Braun, B. Braun, Melsungen, BRD). Nach Erreichen
einer ausreichenden Narkosetiefe wurde den Tieren ein intravendser Zugang Uber eine
Ohrvene gelegt und zur Weiterfilhrung der Narkose 15 mg Midazolam (Dormicum®,
Hoffmann-La Roche, Grenzach-Wyhlen, Schweiz) und 15 mg Piritramid (Dipidolor®,
Janssen, Neuss, BRD) intravends gegeben. Die Tiere wurden endotracheal intubiert und zur
Aufrechterhaltung der Narkose mit Sauerstoff und Stickstoff, unter Zumischung von 0,5 - 2 %
Enflurane (Ethrane®, Abbott, lllinois, USA), beatmet (Ventilog®, Dréager, Lilbeck, BRD). Die
Beatmung wurde durch regelmaBige Blutgasanalysen (ABL 300, Radiometer, Kopenhagen,
Danemark)  kontrolliert.  Folgende arterielle  Blutgaswerte  wurden  angestrebt:
100<p02<180mmHg, 30<pCO2<40mmHg und 7,3<pH<7,5. Nach Lagerung auf dem

Ricken auf einem regelbaren Heizkissen wurden die Schweine in waagerechter Lage fixiert.
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Zur Uberwachung der Herztatigkeit wurde mit Klebeelektroden und einem 4-poligem EKG-
Kabel ein EKG abgeleitet. Der Blutdruck wurde nach Einflhrung der 9F Katheterschleuse
(Cordis®, Reading, Miami, USA) in die rechte, bzw. linke A. carotis (ber einen
Druckabnehmer (Stetham Transducer, Hellige-Monitor, Freiburg, BRD) kontinuierlich
gemessen. Das Monitoring der Kdrpertemperatur erfolgte kontinuierlich Gber eine rektale

Temperatursonde.

2.1.2. Antikoagulation und Antibiotikatherapie

Die Implantation des Reduktionsstent, als duBerst thrombogenem Material, und die
Veradnderung des Blutflusses an der induzierten Stenose verlangten nach einer
ausreichenden Antikoagulation. Am Tag vor dem ersten Eingriff wurde den Tieren eine
Sattigungsdosis von 300 mg Clopidogrel (Iscover®, Bristol-Myers Squibb GmbH, Miinchen,
BRD) und 100 mg Acetylsalicylsdure (Aspirin®, Bayer Vital, Leverkusen, BRD) oral
verabreicht. Bis zum Ende des Versuches gewahrleistete eine tagliche subkutane Injektion
von 13,8mg Reviparin (Clivarin®, Knoll, Ludwigshafen, BRD) und eine Erhaltungsdosis von
75 mg Clopidogrel p.o. und 100 mg ASS p.o. eine ausreichende Hemmung der
Blutgerinnung. Zusatzlich wurde den Tieren intraoperativ. am 1. (Implantation des
Reduktionsstents) und 2. (retrograde und antegrade FGF-2-Applikation) Versuchstag
einmalig 500 mg Acetylsalicylsaure i.v. (Aspisol®, Bayer Vital, Leverkusen, BRD) und 20000
IE Heparin (Ratiopharm, Ulm, BRD) intravends verabreicht. Am 3. Versuchstag wurde den

Tieren einmalig 5000 IE Heparin intravends appliziert.

Zum Schutz vor Infektionen erhielten die Tiere intraoperativ am 1. und 2. Versuchstag

Meronem 1000 mg (Zeneca, Grinenthal, BRD) intravends.
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2.1.3. Arterielle und venése GefaBzugange

Am 1. und 2. Versuchstag erfolgte die Einlage einer 9F Schleuse (Cordis®, Reading,
Miami, USA) in die A. carotis rechts und einer 11F Schleuse (Cordis®, Reading, Miami, USA)
in die V. jugularis externa rechts. Nach Entfernung der Schleuse am Ende des jeweiligen
Versuchstages wurden die GeféBe ligiert. Am 3. Versuchstag wurde eine 9F Schleuse in der
linken A. carotis communis, eine 11F Schleuse in der linken V. jugularis externa und eine 7F

Schleuse (Cordis®, Reading, Miami, USA) in der linken A. femoralis platziert.

2.2. Vorserie: Etablierung eines Modells fur chronische Myokardischamie durch

Implantation des Reduktionsstent

In einer Vorserie (Gruppe D, n=7) wurde zunachst der Reduktionsstent als Modell
chronischer myokardialer Ischédmie etabliert (Versuchsplan siehe Abbildung 1). Hierzu wurde
am Versuchstag 1 der Reduktionsstent in den Ramus interventricularis anterior der linken
Koronararterie (RIVA oder LAD) eingesetzt. Nach 7 Tagen wurde der regionale myokardiale
Blutfluss (fluoreszierende Mikrosphéaren) unter Ruhebedingungen und unter Adenosin-
induzierter maximaler Vasodilatation gemessen. Am Versuchende 28 Tage nach
Implantation des Reduktionsstent wurde der regionale myokardiale Blutfluss unter
Ruhebedingungen und unter maximaler Vasodilatation erneut bestimmt und die InfarkigréBe
planimetrisch vermessen (Tetrazoliumchloridfarbung). Bei drei Tieren wurde zusétzlich am
Tag 28 mit einer Positronenemissionstomographie (PET) der myokardiale Blutfluss und die

myokardiale Vitalitat untersucht.
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Implantation Angiographie Angiographie

Reduktions- Mikrosphéren Mikrosphéaren (Ruhe, Adenosin)
stent (Ruhe/ PET
Adenosin) Infarktfarbung
Biopsien

L J

Abbildung 1: Versuchsplan der Vorserie: Etablierung eines Modells fir
chronische myokardiale Ischamie durch Implantation des Reduktionsstent.
PET = Positronenemissionstomogram

2.2.1. Implantation des Reduktionsstent (Tag 0)

Die Platzierung und Kontrolle der Lage der Katheter erfolgte unter Durchleuchtung
(Ziehm, Erlangen, BRD). Alle relevanten Katheterinterventionen wurden zur Dokumentation

und spateren Auswertung mit einem Videogerat aufgezeichnet.

2.2.1.1. Vorbereitung des Reduktionsstent

Ein Teflon Stent-Graft (26 mm) mit einer Polytetrafluorethylen (PTFE)-Membran
(Jostent®, Jomed, Rangendingen, BRD) wurde halbiert und auf einer 16G/1.5mm Kaniile
positioniert. Die Mitte des Stents wurde mit einem 5-0 Faden (Prolene®, Ethicon,
Norderstedt, BRD) einmal umwickelt und dann gegenlaufig finfmal einfach geknotet. Der so
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vorbereite Reduktionsstent wurde auf einem 3,0mm dicken und 20mm langem PTCA-Ballon
(AMG, Raesfeld-Erle, BRD), der mit 1 atm inflatiert war, gekrempt (siehe Abbildung 2A). Der
Ballon blieb bei 1 atm inflatiert, um ein Verrutschen des Stents auf dem Ballon bei der

Positionierung zu verhindern.

2.2.1.2. Implantation des Reduktionsstent

Nach Einleitung der Narkose wurde je eine Schleuse in die linke A. carotis (9F,
Cordis®, Reading, Miami, USA) und die linke V. Jugularis externa (8,5F, Arrows®, Reading,
Miami, USA) eingelegt (Gruppe D, n=7). Der linke Hauptstamm wurde mit einem 8F Judkins
Rechts Fiihrungskatheter (Cordis®, Reading, Miami, USA) aufgesucht und mittels
Kontrastmittelgabe (Solutrast, Byk-Gulden, BRD) dargestellt. Im Folgenden schob der
Untersucher einen 0,0141 Fihrungsdraht (Road Runner Extra Support, Cook, Bjaeverskov,
Danemark) in die LAD vor. Uber den, mit der Spitze im distalen Teil, der LAD liegenden
Draht, wurde der Ballon in der LAD (left anterior descending coronary artery oder Ramus
interventricularis anterior) distal des 1. Diagonalastes gezielt in einem Segment mit einem
Durchmesser von 3mm platziert. Es erfolgte die Inflation des Ballon mit einem In-/Deflator
(Road Runner Extra Support, Cook, Bjaeverskov, Danemark); der Ballon wurde fir ca. 20
Sekunden mit einem Spitzendruck von 16 atm entfaltet. AnschlieBend wurde der Ballon
deflatiert. Der Stent wurde somit nur an den Enden entfaltet, in der Mitte an der Stelle der
Ligatur entstand eine sanduhrférmige Stenose (siehe Abbildung 2). AbschlieBend erfolgte
eine Koronarangiographie (s.0.) zur Uberpriifung der korrekten Lage und vollstandigen
Entfaltung des Reduktionsstent und zur Abschatzung des erzielten Stenosegrades. Nach
Entfernung der Katheter und der Schleusen wurde die Wunde unter sterilen Bedingungen
schichtweise verschlossen. AnschlieBend wurde die Narkose ausgeleitet, das Tier extubiert

und unter Kontrolle der Vitalparameter zurlick in die Stallungen verbracht.
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Abbildung 2: Induktion einer chronischen, progredienten myokardialen Ischamie durch
Implantation des Reduktionsstent. Abbildung 2A: ein Stent-Graft wird auf einer 1,5mm

Kanlle platziert und mit einem chirurgischen Faden in der Mitte ligiert. Abbildung 2B: der

vorbereitete Stent

Ballon gekrempt und nach Platzierung

Graft wird auf einem PTCA

in der Koronararterie mit einem Druck von 16 atm entfaltet.
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Bei drei zusatzlichen Akutversuchen sollte der Akuteffekt der induzierten Stenose nach
Implantation des Reduktionsstent untersucht werden. Nach Einleitung der Narkose,
Intubation und Legen einer 9F Schleuse (Cordis®, Reading, Miami, USA) wurde eine
mediane Sternotomie durchgefiihrt. Eine Sonde (Transonic® Flowprobe, Transonic Systems
In., Ithaca, USA), die nach dem Prinzip der Ultraschall-Doppler-Methode den absoluten
Blutfluss in einem Blutgefass bestimmt, wurde um die LAD zwischen 1. und 2. Diagonalast
platziert. Mit einem 3,0 mm dicken und 12 mm langen PTCA-Ballon (ARTHOS Stent
Implantation System, AMG, Raesfeld-Erle, BRD) wurde der Ramus interventricularis anterior
fir 60 sec okkludiert und der maximale Blutfluss in der folgenden reaktiven Hyperamie
gemessen. Nach Implantation des Reduktionsstent distal des ersten Diagonalastes wurde
der maximale koronararterielle Blutfluss erneut bestimmt. AnschlieBend wurde der
Reduktionsstent mit intravaskularen Ultraschall (IVUS) (Computed Intraluminal Sonography
System Console, Jomed Inc., Rancho Cordova, U.S.A.) abgebildet und vermessen. Hierzu
wurde ein 6F IVUS-Katheter (Jovus Avanar F/X, Jomed, Rancho Cordova, USA) an die
Implantationsstelle des Reduktionsstents in der LAD vorgeschoben und jeweils ein
zweidimensionales Ultraschallbild im B-Mode Verfahren an den Enden und im Bereich der

maximalen Stenose angefertigt.

2.2.2. Einfluss des Reduktionsstent auf den regionalen myokardialen Blutfluss

(fluoreszierende Mikrospharen) im chronischen Experiment

Die Messung der regionalen Durchblutung im ischamischen Myokard erfolgte mit Hilfe
der Applikation fluoreszierender Mikrosphéren # (siehe Abschnitt 2.3.3.1) am Tag 7 und am
Versuchstag 28 nach Implantation des Reduktionsstent'”=3°8117:1¢2  Nach Einleitung der
Narkose wurden je eine Schleuse in die rechte A. carotis (9 F, Cordis®, Reading, Miami,
USA) und die rechte V. Jugularis externa (8,5F, Arrows®, Reading, Miami, USA) eingelegt.

Angiographisch wurde zunachst festgestellt ob der Reduktionsstent am Tag 7 offen war oder
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sich verschlossen hatte. Tiere mit komplett verschlossenem Reduktionsstent am Tag 7
wurden von der weiteren Analyse ausgeschlossen. AnschlieBend wurde zur Injektion der
fluoreszierenden Mikrosphdren ein 4F Pigtail-Katheter (Infinity™, Cordis®, Roden,
Niederlande) im linken Vorhof platziert und flr den Abzug der Referenzprobe (Abzugsrate
3,24 ml/min) ein weiterer 4F Pigtail-Katheter in die Aorta abdominalis knapp unterhalb des
Zwerchfells eingelegt. Die fluoreszierenden Mikrospharen (10x10° Beads/Injektion) wurden
Uber den Zeitraum von einer Minute gleichmaBig in den linken Vorhof injiziert; der Abzug der
Referenzprobe erfolgte wahrend der Injektion der Mikrosphéren bis 2 min nach Injektion .
Die Messungen wurden am Versuchstag 7 und am Versuchsende 28 Tage nach
Implantation des Reduktionsstent mit unterschiedlich fluoreszierenden Mikrosphéaren
ausgefuhrt. Es erfolgte je eine Messung unter Ruheflussbedingungen und eine Messung
unter Adenosin-induzierter (Adenosin 80pg*kg™*min™ intrakoronar Uber 3 min) maximaler
Vasodilatation. Am Versuchende (Versuchstag 28) wurden nach Entnahme des Herzens aus
dem gesamten Bereich des linken Ventrikels Myokardproben gewonnen, in subepikardiale,
midmyokardiale und subendokardiale Myokardabschnitte aufgeteilt und in Formalin fur 1
Woche fixiert. AnschlieBend wurde die Fluoreszenzaktivitat in der Myokardprobe gemessen
(Automatic Single Tube Filtration, siehe Abschnitt 2.3.3.1.) und der regionale myokardiale
Blutfluss (transmuraler Blutfluss der jeweiligen Probe bezogen auf ein nicht-ischdmisches
Kontrollareal [Ischemic Zone/Normal Zone -—Ratio, 1Z/NZ-Ratio] und Verhaltnis
subendokardialer zu subepikardialer Blutfluss [Endo/Epi-Ratio]) wie unter Abschnitt 2.3.3.1.

dargestellt errechnet.

2.2.3. Einfluss des Reduktionsstent auf den myokardialen Blutfluss und die

myokardiale Vitalitat (Positronenemissionstomographie) im chronischen Experiment

Am Versuchsende 28 Tage nach Implantation des Reduktionsstent wurde bei einem

Tier zusétzlich mit einer Positronenemissionstomographie (PET) der myokardiale Blutfluss
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(**N-markierte Ammoniak ['*°NH3]-Perfusion) und die myokardiale Vitalitdt ("°F markierte
Fluorodesoxyglucose ['®FDG]-Aufnahme) untersucht. Far die dynamische
Positronenemissionstomographie (PET) wurde ein Ganzkérperscanner (CTI/ECAT 951R/31;
Siemens/CTl,  Minchen,  Deutschland) eingesetzt.  Nach  Aufzeichnung  der
Ubertragungsabtastung fir die Ermittlung der Abschwéchungskorrektur wurde zunachst die
myokardiale Perfusion gemessen (**NH3-Perfusion). Hierzu wurden 20 mCi "®N-markierten
Ammoniak (*NH;) als Bolus mit einer Infusionspumpe verabreicht. Die dynamische PET-
Aufzeichnung wurde unter Verwendung unterschiedlicher Aufzeichnungsrahmen ausgefihrt
(12x10 sec, 6x30 sec, and 3x300 sec). AnschlieBend wurde die myokardiale Vitalitat (‘**FDG-
Aufnahme) untersucht. Hierfiir wurde nach 30 min 10 mCi "®FDG als Bolus (iber 30 sec.
infundiert und dynamische Bilder aufgezeichnet (12x10 sec, 6x30 sec, 3x300 sec, 2x600

SeC) 56;81;158.

Nach der Datenrekonstruktion mit einem Hannig-Filter, wurden die Bilder raumlich in drei
orthogonalen Ebenen reorientiert und die relative segmentale Tracer-Aufnahme in jedem
Myokardabschnitt des linken Ventrikels ermittelt. Ein Schwellenwert von < 50% des
maximalen Pixel-Count wurde festgelegt um Myokardareale mit einer signifikant
verminderten '>NH3-Aufnahme (Perfusionsdefekt) zu definieren. Die weitere Aufarbeitung
und Analyse der Daten erlaubte die automatische Bildkorrektur, die Bestimmung des
regionalen myokardialen Blutfluss in '*NH;-Bildern und die Berechnung der myokardialen

"*FDG-Aufnahmerate (myokardiale Vitalitat) **"*,

2.2.4. Einfluss des Reduktionsstent auf die InfarktgréBe

Die InfarktgréBe wurde am Versuchsende 28 Tage nach Implantation des
Reduktionsstent bestimmt. Hierzu wurde das Herz entnommen und 15 ml Tetrazolium-Rot
(10 %) unter konstantem Druck (80-100mmHg) in den Hauptstamm der linken Koronararterie

injiziert '"®*. Der linke Ventrikel wurde anschlieBend vom Apex ausgehend parallel zur
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kurzen Herzachse in 0,5 mm dicke Scheiben geteilt und die Scheiben nacheinander digital
fotografiert. Das vitale, rot gefarbte Myokard war von den avitalen, fibrotischen
Myokardschwielen deutlich abzugrenzen '"#. Zur Bestimmung der InfarkigréBe wurden die
gefarbten (vitales Myokard) und die ungefarbten Myokardareale (Infarkinarbe)
computergestitzt planimetrisch vermessen (Sigma Scan Pro, USA). Die InfarkigréBe wurde

bezogen auf das linksventrikulare myokardiale Volumen angegeben %,

2.3. Therapeutische Angiogenese mittels Retroinfusion von FGF-2 in die

Koronarvene und Vergleich mit der antegraden Applikation in die Koronararterie

Im Hauptteil der vorliegenden Untersuchung wurde die therapeutische Arterio- und
Angiogenese nach Retroinfusion von FGF-2 in die Koronarvene in einem Modell chronischer
Myokardischamie (Schwein) untersucht, und mit der intrakoronaren Applikation von FGF-2
verglichen (siehe Abbildung 3). Hierzu wurde am 1. Versuchstag wurde bei insgesamt 23
Tieren zur Induktion einer chronischen, myokardialen Ischamie ein Reduktionsstent in die
LAD eingesetzt. Nach 7 Tagen erfolgte die Behandlung entsprechend der
Gruppeneinteilung: Kontrollen (Gruppe A, n=7), Retroinfusion von FGF-2 (150 pg) in die
anteriore Herzvene (Gruppe B, n=7) und intrakoronare Applikation von FGF-2 (150 ug) in die
LAD (Gruppe C, n=7). Nach weiteren 21 Tagen wurden der regionale myokardiale Blutfluss
mit  fluoreszierenden  Mikrospharen, die regionale  Myokardfunktion mit der
Ultraschalllaufzeitmethode (Sonomikrometrie) und die globale Myokardfunktion (LVEDP,
HZV) untersucht. Alle Messungen wurden unter Ruhebedingungen und unter Bestimmung
der funktionellen Reserve (rechts-atriales Pacing mit einer Stimulationsfrequenz von 120 und
140/min) ausgefthrt. Nach Tétung des Tieres und Entnahme des Herzens erfolgte eine post-
mortem Koronarangiographie und die Bestimmung der InfarkigréBe (histologisch, HE-

Farbung). AnschlieBend wurden Myokardproben zur Messung des regionalen myokardialen
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Blutfluss (fluoreszierende Mikrospharen) und zur histologischen Bestimmung der
Kapillardichte (Farbung fir alkalische Phosphatase/Eosin) entnommen. In zwei zusatzlichen
Gruppen wurde 7 Tage nach Implantation des Reduktionsstent die myokardiale
Gewebebindung nach Retroinfusion von 1'®-markierten FGF-2 in die Koronarvene (n=3) und

antegrader Gabe in die Koronararterie (n=3) untersucht.

Implantation Messung: LVP, Mikrospharen (Baseline,Pacing)
Reduktions- HZV Sonomikrometrie (Baseline,Pacing)
stent Messung: LVP, HZV
FGF-2 Applikation Post-mortem Angiographie
Biopsien
I I
Tag O 7 28

Abbildung 3: Versuchsplan der Hauptgruppen. LVP = Linksventrikuléarer Druck,
HZV = Herzzeitvolumen

2.3.1. Versuchstag 0: Implantation des Reduktionsstent

Nach Einleitung der Narkose wurde bei insgesamt 23 Tieren je eine Schleuse in die
linke A. carotis (11F, Cordis, Miami, USA) und die linke V. Jugularis externa (8,5F, Arrows,

Reading, USA) eingelegt. Ein Reduktionsstent wurde wie oben beschrieben vorbereitet und
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implantiert (siehe Abschnitt 2.2.1.1.). AbschlieBend erfolgte eine Koronarangiographie (s.o0.)
zur Uberpriifung der korrekten Lage und vollstandigen Entfaltung des Reduktionsstent und
zur Abschatzung des erzielten Stenosegrades. Nach Entfernung der Katheter und der
Schleusen wurde die Wunde schichtweise unter sterilen Bedingungen verschlossen.
AnschlieBend wurde die Narkose ausgeleitet, das Tier extubiert und unter Kontrolle der

Vitalparameter zurlck in die Stallungen verbracht.

2.3.2. Versuchstag 07: Selektive druckregulierte Retroinfusion und intrakoronare

Applikation von FGF-2

2.3.2.1. System der Selektiven Synchronisierten Absaugung und

druckregulierten Retroinfusion (SSR)

Das System der selektiven druckregulierten Retroinfusion und Absaugung (SSR)
besteht aus einem kleinen Extrakorporalkreislauf, aus einem 4-lumigen 7,8 F-Katheter (MPK
002, PTC Pro-Med Technology Consult GmbH, Médling, Osterreich) und einer

Absaugeinheit 182184

. Das Geréat enthélt eine Rollerpumpe, ein Hochdruckreservoir, ein
Exzenter-Ventil mit einer Schrittmotorsteuerung, einen Druckaufnehmer flr den Druck in der
anterioren Herzvene, eine koronarvenendruckregulierte Volumenabgabe (Fuzzy-Logic) und
eine Ballonpumpe. Zusatzlich verfligt das Gerat Uber eine EKG-Triggerung und eine

Absaugeinheit (sieche Abbildung 4) 8284,

Die Rollerpumpe fuhrt, dem vorher mit Natriumchlorid-L6sung befullten System arterielles
Blut aus der in der A. carotis communis liegenden Schleuse zu. Die Rollerpumpe wird Uber
den Druck im Hochdruckreservoir gesteuert. Der Vordruck im Hochdruckreservoir ist frei
wahlbar. Fir die Experimente der vorliegenden Untersuchung wurde ein Vordruck von
1500mbar gewahlt. Aus dem Hochdruckreservoir wird das arterielle Blut Gber den SSR-
Katheter in die anteriore Herzvene (AlV) abgegeben. Der Blutfluss im koronarvendsen

System wird umgekehrt und das Herz retrograd mit arteriellem Blut versorgt.
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Steuerung

EKG —p <

Druck-
messung

Rollerpumpe

SSR-Katheter
(Koronarvene)

Akoildung 4: Aufbau der selektiven synchronisierten Absaugung und druckregulierten
Retroinfusion von Koronarvenen (SSR) (Schematische Darstellung); Pfeile symbolisieren
die Flussrichtung des Retroinfusates (rot) und des aus der Koronarvene abgesaugten
Blutes (blau).

Das System enthdlt aus Sicherheitsgrinden eine Druckregulierung (gemessen wird der
Druck in der AlV), die den Blutfluss in die anteriore Herzvene (AIV) mit Hilfe einer
Exzenterklappe steuert, um zu hohe, und damit schadliche Spitzendriicke in den
Koronarvenen zu vermeiden. Die Messung des Flusses im patientenzufiihrenden Teil des
Systems erfolgt mit einer Transsonic Flow-Probe (Transonic® Flowprobe, Transonic Systems

In., Ithaca, USA), die vor der Exzenterklappe an der Retroinfusionsleitung montiert ist

18;18;19;21;23;50;84;84;159

Die Steuerung des Systems erfolgte Uber ein, Uber kutane Klebeelekiroden, abgeleitetes
EKG-Signal. Es lasst sich das System EKG-getriggert im 1:1, 1:2, 1:3, 1:4 und 1:8-Modus
(Pumpaktion : Herzschlag) betreiben. Die Latenzzeit zwischen R-Zacke und Pumpaktion ist
frei wahlbar was die Mdglichkeit bietet, die Retroinfusion auf die Dauer der Diastole zu

beschranken ®2",
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2.3.2.2. Applikation von FGF-2

Nach Einleitung der Narkose wurden je eine Schleuse in die linke A. carotis (11F,
Cordis®, Reading, Miami, USA) und die linke V. Jugularis externa (8,5F, Arrows®, Reading,
USA) eingelegt. Mit einem 8F Judkins rechts Filhrungskatheter (Cordis®, Miami, USA) wurde
die linke Koronararterie aufgesucht und eine Koronarangiographie durchgefiihrt, welche zur
spateren Abmessung des Stenosegrades auf Video aufgezeichnet wurde. Im Falle einer
Komplettokklusion der LAD durch den Reduktionsstent wurde das Tier von der
Untersuchung ausgeschlossen. Im Falle einer hochgradigen Stenosierung der LAD wurden
die Ausgangsmessungen der Hamodynamik vorbereitet. Hierzu wurde unter
Durchleuchtungskontrolle (Siemens, Minchen, BRD) ein 6F Katheterspitzenmonometer
(SPG-572, Millar, Houston, USA) zur Registrierung des Druckes im linken Ventrikel platziert.
AnschlieBend wurde ein 3 lumiger 7F Thermodilutionskatheter (Edwards AT-2, Baxter,
UnterschleiBheim, BRD) in die rechte oder linke A. pulmonalis eingeschwemmt, mit welchem
das Herzzeitvolumen nach dem Verfahren der Thermodilution (siehe Abschnitt 2.3.3.3.)
bestimmt werden konnte. Zur Bestimmung des regionalen myokardialen Blutfluss
(Fluoreszierende Mikrospharen) wurden 5 x 10° fluoreszierende Mikrospharen (Durchmesser
15,5 ym * 2%, Polystyrene, Molecular Probes, Eugene, USA) in 15 ml Dextran 10%
suspendiert und (iber einen Katheter in den linken Vorhof rasch injiziert . Uber eine 6F-
"Pigtail-Katheter" in der Aorta abdominalis wird wéahrend der Injektion der Mikrosphéren bis
120 Sekunden nach Ende der Injektion Referenzblut entnommen (Entnahmerate 4,1 ml/min)

(siehe Abschnitt 2.3.3.1.).

Bei den Tieren der Gruppen A und B wurde eine Retroinfusion von arteriellem Blut mit
Zusatz von FGF-2 (Gruppe B), bzw. Tragerlésung (Kontrollgruppe A), durchgefiihrt. Hierzu
wurde nach einer Bolusinjektion von 300 |IE Heparinkkg Korpergewicht das

Hochdruckreservoir des Retroinfusionssystems zundchst mit Natriumchlorid-Lésung und
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anschlieBend mit arteriellem Blut aus der A. carotis Uber die Rollerpumpe befillt. Das
System wurde bis zum Beginn des Eingriffs an die in der Vena jugularis liegende 11F-
Schleuse angeschlossen, um es kontinuierlich zu spllen und eine Thrombusbildung im
System zu vermeiden. AnschlieBend wurde der Retroinfusionskatheter in die anteriore
Herzvene eingelegt. Hierzu wurde zunichst ein 6F Cournand-Katheter (Cordis®, Miami,
USA) Uber die rechte Vena jugularis eingefiihrt und Gber den rechten Vorhof in der Vena
coris magna platziert. Nun schob der Untersucher einen 0,018I Fihrungsdraht (Road Runner
Extra Support, Cook, Bjaeverskov, Danemark) in die anteriore Herzvene, welche parallel zur
LAD verlduft, vor. Der Fdhrungskatheter wurde anschlieBend durch den
Retroinfusionskatheter (SSR-Katheter) (7,8F) (MPK 002, PTC Pro-Med Technology Consult
GmbH, Médling, Osterreich) ersetzt. Der Operateur platzierte den Ballon, der sich an der
Spitze des SSR-Katheters befand, in Héhe des Reduktionsstents. Die Lumina des SSR-
Katheter wurden verbunden mit (1) dem Ballon, der druckreguliert inflatiert werden kann, (2)
mit dem Hochdruckreservoir zur Retroinfusion von arteriellem Blut und (3) mit einem
Druckabnehmer zur Uberwachung des AlV-Druckes. Bis zum Behandlungsbeginn wurde
das System kontinuierlich bei geringem Fluss mit arteriellem Blut gespilt. Vor der
Intervention wurde die AIV bei erhaltener antegrader Perfusion durch eine Ballon-Okklusion
verschlossen und der systolische Venenverschlussdruck (VVD) bestimmt. Der optimale
Retroinfusionsdruck in der anterioren Herzvene liegt 20 mmHg iiber dem VVD '® und wurde
fiir diese Untersuchungen so gewahlt, um eine Uber- oder Unterperfusion und damit

Druckschaden am vendsen System zu vermeiden.

Am Beginn der Intervention wurde der Ballon an der Spitze des Retroinfusionskatheters mit
einem Druck von 150 mmHG inflatiert. Die Intervention an der Retroinfusionsmaschine
wurde unverzlglich gestartet. In der Gruppe B, die retrograd mit FGF-2 behandelt werden
sollte, wurde dem Retroinfusat am zuflhrenden Schenkel des SSR-Systems Fibroblast
Growth Factor-2 (FGF-2) (insgesamt 150 ug mit 5001E Heparin [Ratiopharm, Ulm, BRD]
versetzt) Uber einen Perfusor kontinuierlich zugegeben. Bei den Kontrolltieren (Gruppe A)

wurde dem Retroinfusat lediglich Tragerlésung (NaCl-Lésung 0,9%) zugesetzt. Bei diesen
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Versuchen wurde ein Reservoirdruck von ca. 1500mbar und ein Zieldruck in der AlV von 70
+ 12 mmHG gewahlt (s.0.). Die EKG-Triggerung wurde auf 1:1 eingestellt, mit einer
Latenzzeit von ca. 5ms zur R-Zacke, so dass in jeder Diastole ein PumpstoB erfolgte. Um
eine optimale Kontaktzeit des FGF-2 mit dem Gewebe zu gewahrleisten wurde die Dauer der

Retroinfusion auf 30 min festgelegt.

In der Gruppe C wurde der vaskulare Wachstumsfaktor FGF-2 intrakoronar (ber einen over-
the-wire PTCA-Ballon appliziert. Hierzu fihrte der Untersucher einen 3,0mm dicken und
9mm langen PTCA-Ballon (NC Ranger®, Boston Scientific Corporation, Natick, USA) iiber
einen 0,0141 Fihrungsdraht in die LAD ein und platzierte den Ballon unmittelbar vor dem
Reduktionsstent. Das FGF-2 (insgesamt 150ug mit 500 |IE Heparin [Ratiopharm, Ulm, BRD]
versetzt) wurde mit einem Perfusor, der mit dem Lumen des Ballon verbunden war, Uber 30

min kontinuierlich in die LAD verabreicht.

Am Versuchsende wurden die Katheterschleusen entfernt, die A. carotis communis und die
Vena jugularis externa vernaht und die Wunde schichtweise verschlossen. AnschlieBend
wurde die Narkose ausgeleitet und das Tier bei stabiler Eigenatmung extubiert und unter

Kontrolle der Vitalparameter in den Tierstall gebracht.

2.3.2.3. Myokardiale Gewebebindung von FGF-2

In sechs zusétzlichen Experimenten wurde die Gewebebindung '*°Jod-markierten
FGF-2 nach Retroinfusion in die Koronarvene (n=3) und nach antegrader Applikation in die
Koronararterie (n=3) untersucht. Nach Applikation des radioaktiv markierten FGF-2 und
Bestimmung der Radioaktivitat in Proben aus dem Myokard konnte die Effektivitat der beiden
Anwendungsformen verglichen werden; die Radioaktivitdt aus Biopsien verschiedener
weiterer Organe ergab Hinweise auf die Selektivitdt des Verfahrens. Fibroblast-Growth-
Factor-2 wurde unter Zugabe von Chloramin nach der T-Katalyse-Methode '®' mit '®Jod

radioaktiv markiert. Das radioaktiv markierte FGF-2 wurde uns von Dr. A. Kranz aus der
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Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Johannes Waltenberger der Inneren Medizin |l des
Universitatsklinikums Ulm freundlicherweise Uberlassen. Die spezifische Radioaktivitat des
jodierten FGF-2 betrug 11uCi/ug. In sechs Tieren mit einer vergleichbaren Stenosierung der
LAD wurden 30pg '?*Jod-markierten FGF-2 zusammen mit 120ug ,kalten“ FGF-2 {iber 30min
bei drei Tieren retrograd infundiert und bei drei Tieren antegrad Uber einen intracoronaren
Katheter verabreicht. Die selektive Retroinfusion erfolgte Uber einen Zeitraum von 30min
nach dem gleichen Prinzip wie oben beschrieben. Zur intrakoronaren Applikation flhrte der
Untersucher einen 3,0mm dicken und 9mm langen PTCA-Ballon (NC Ranger®, Boston
Scientific Corporation, Natick, USA) tber einen 0,018I Fihrungsdraht in die LAD ein und
platzierte den Ballon vor dem Reduktionsstent. Das FGF-2 wurde mit einem Perfusor, der mit
dem Lumen des Ballon verbunden war, kontinuierlich in die LAD verabreicht. 45min nach der
Anwendung des radioaktiv markierten FGF-2 wurden die Tiere getdtet und Proben zur
Bestimmung der Radioaktivitdt gewonnen. Nach Explantation des Herzens wurden aus dem
Versorgungsgebiet der LAD 3 Myokardproben (je 0,5 (=area at risk), 1,5 (Ischamie) und
2,5cm (Ischamie) distal der Stenose) und 2 Proben aus dem RCX-Bereich (Kontrollareal)
entnommen. Die systemische Verteilung des '**Jod markierten FGF-2 wurde durch Biopsien
verschiedener extrakardialer Organe erfasst. Die Proben wurden gewogen und die
Radioaktivitat mit einem Multi-Kristall Gammazahler (LB 2111, Berthold Technologies GmbH

& Co. KG, Bad Wildbad, BRD) gemessen.

2.3.3. Versuchstag 28: Messprotokoll am Tag 21 nach selektiver druckregulierter

Retroinfusion und intrakoronarer Applikation von FGF-2

Nach Einleitung der Narkose (s.0.) wurden je eine Schleuse in die rechte A. carotis
(11F, Cordis®, Reading, Miami, USA), die rechte V. Jugularis externa (8,5F, Arrows®,

Reading, USA) und die rechte A. femoralis (8,5F, Arrows®, Reading, USA) eingelegt. Eine
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Koronarangiographie (in-vivo) und die Messungen der Hamodynamik und globalen

Myokardfunktion erfolgten wie oben beschrieben (siehe Abbildung 5).

AnschlieBend erfolgte die mediane L&ngssternotomie. Hierzu wurde ein Hautschnitt in der
Medianlinie von der Incisura jugularis bis ca. 2cm unterhalb des Processus xiphoideus
angesetzt. Das subkutane Fettgewebe wurde stumpf abprapariert und die Brustmuskulatur
mit dem Elektrokauter median durchtrennt. Nach stumpfen Abldsen der Striae pericardii vom
Sternum erfolgte die Spaltung des Brustbeins mit einer scharfen, stabilen Schere. Der
Thoraxspreizer wurde eingesetzt und die Markrdume des Sternums mit Knochenwachs
verschlossen. Nach Eréffnung des Herzbeutels zur Freilegung des Herzens wurde ein
Zentraler-Venen-Katheter ins linke Herzohr eingefuhrt; dieser Katheter diente der Injektion
der fluoreszierenden Mikrosphéaren in den linken Vorhof zur Messung des regionalen
myokardialen Blutfluss. AnschlieBend wurden die Sonomikrometrie-Kristalle zur Messung
der regionalen kontraktilen Myokardfunktion eingesetzt. Hierzu wurden drei
Sonomikrometrie-Kristallpaare nach einer Stichinzision im Myokard stumpf bis in ihre

Position subendokardial vorgeschoben.

Es wurden 2 Kristallpaare im ischdmischen LAD-Bereich (1cm und 3cm distal der Stenose
senkrecht zur langen Herzachse) und ein Paar als Kontrolle im RCX-Bereich (nicht-
ischamisch) platziert. Die regionale Myokardfunktion und der regionale myokardiale Blutfluss
wurden gemessen. AnschlieBend wurde ein Schrittmacher (External Pulse Generator 146 F,
Siemens-Elma AG, Solna, Schweden) in den rechten Vorhof eingelegt und das Herz zur
Bestimmung der funktionellen Reserve mit einer Frequenz von 120 und 140 Herzaktionen
pro Minute stimuliert. Nach 2-minGtiger Stimulation wurden die Parameter der globalen und
regionalen Myokardfunktion gemesssen. Nach 2 min Stimulation mit einer Herzfrequenz von
110/min wurde der regionale Blutfluss bestimmt. AbschlieBend wurde das Herz entnommen
und nach Einbringen eines 8F Fulhrungskatheters in die linke Koronararterie eine post

mortem Angiographie angefertigt.
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Angiographie

LVP, HZV

Mikrospharen

Sonomikrometrie

Rechts-atriales Pacing (120 und 140/min): Sonomikrometrie

2 min Pacing 110/min —» Mikrospharen

Post-mortem Angiographie, Biopsien

Abbildung 5: Messprotokoll am Tag 28 bei allen Gruppen. LVP = linksventrikularer
Druck, HZV = Herzzeitvolumen.

2.3.3.1. Regionaler myokardialer Blutfluss: Mikrosphéaren

Die Messung der regionalen Durchblutung im ischamischen Myokard erfolgte mit Hilfe
der Applikation fluoreszierender Mikrosphéren . Das Prinzip der Methode besteht in der
Injektion von fluoreszierenden Polysteren-Sphéaren (Molecular Probes, Leiden, Niederlande)

mit einem Durchmesser von 15 + 0,1um in den linken Ventrikel >

. Die Mikrosphéren
verteilen sich homogenen im Blut, werden mit der Systole in die arterielle Strombahn
ausgeworfen und proportional zum Blutfluss den das perfundierte Myokardareal erreicht in
den Kapillaren (Durchmesser 6-8um) fixiert. Nach Quantifizierung der Mikrospharen-Menge

des Gewebestliicks anhand des Tracers und Vergleich mit der Tracer-Aktivitat in der

Referenzprobe lasst sich der regionale Blutfluss berechnen '"”.
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Zur Vorbereitung wurde fur die Injektion der fluoreszierenden Mikrosphéren ein 4F Pigtail-
Katheter (PIG, Infiniti™, Cordis®, Miami, USA) im linken Vorhof platziert ®"%; Im weiteren
wurde Uber die in der A. femoralis liegende Schleuse ein 6F Pigtail-Katheter in die Aorta
abdominalis knapp unterhalb des Zwerchfells eingelegt; dieser Pigtail-Katheter diente dem
Abzug der Referenzprobe. Die Referenzproben wurden Uber eine Spritzenpumpe (Harvard
Apparatus, South Natick, USA) bei einer konstanten Abzugsrate von 3,24 ml/min gewonnen.
Bei jeder Messung wurden 10x10° fluoreszierende Mikrospharen in den linken Vorhof
injiziert. Die Mikrospharen wurden Uber den Zeitraum von einer Minute gleichmaBig
appliziert; der Abzug der Referenzprobe erfolgte wahrend der Injektion der Mikrospharen bis

2 min nach Injektion '®%.

Die Bestimmung des regionalen Blutflusses erfolgte am Versuchsende 28 Tage nach
Implantation des Reduktionsstent. Es wurden bei jedem Tier zwei Messungen mit jeweils
unterschiedlich fluoreszierenden Mikrosphdren vorgenommen. Eine Messung wurde unter
Ruhebedingungen ausgefiihrt; eine zweite Messung folgte nach 2 min rechts-atrialem

Pacing, wobei eine Stimulationsfrequenz von 110 Herzaktionen pro Minute gewahlit wurde.

Am Versuchende (Versuchstag 28) wurden nach Entnahme des Herzens aus dem gesamten
Bereich des linken Ventrikels Myokardproben gewonnen, in subepikardiale, midmyokardiale
und subendokardiale Myokardabschnitte aufgeteilt und in Formalin fir 1 Woche fixiert. Die
Myokardproben wurden auf einer Federwaage (Mettler AE50, Mettler Waagen GmbH,
Giessen, Schweiz) gewogen. Die Aufbereitung der Proben und die Bestimmung der
Fluoreszenzaktivitat der Proben erfolgte nach dem von Thein et al. beschriebenen Verfahren
(Automatic Single Tube Filtration) '"®'*'. Die einzelnen Myokardproben (Gewicht ca. 1g) und
die Referenzblutprobe wurden zermérsert, in 2N &thanolischer KOH im Wasserbad

t 118119151 nd nach schrittweiser Dichtegradientenzentrifugation durch Filterung

autolysier
isoliert. AnschlieBend wurde die Fluoreszenzaktivitdt des Filtrats im Lumineszenz-
Spektrometer (LS50B, Perkin Elmer., Uberlingen, Germany) quantitativn gemessen

118119151 "Mit Hilfe der so bestimmten Fluoreszenzaktivitidten der einzelnen Myokardproben
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und des Referenzblutes wurde der regionale Blutfluss nach der folgenden Formel berechnet

59;68;119;151;152;162.

Formel 1:

Regionaler Blufluf Probe _ Entnahmerate Refenzblut
Fluoreszenzaktivitit Probe  Fluoreszenzaktivitit Referenzprobe

Eine Normierung der so bestimmten regionalen Blutflisse wurde durch die Division der
errechneten Flisse durch das Gewicht der jeweiligen Myokardprobe erreicht. Zur Besserung
Quantifizierung der Flussverhéltnisse in der jeweiligen Probe, insbesondere in den
endokardnahen Myokardarealen wurde zusatzlich die Verhaltnis des Blutflusses in der
endokardnahen zur epikardnahen Myokardschicht (Endo/Epi - Ratio) berechnet *°.
Beidseitige Proben der Nierenrinde wurden analysiert um eine korrekte Mischung und

Applikation der Mikrosphéaren zu gewéhrleisten *.

2.3.3.2. Regionale Myokardfunktion: Sonomikrometrie

191%®Dje  regionale Myokardfunktion gilt als sensibler Parameter fir die
Beeintrachtigung der myokardialen Perfusion . In dieser Untersuchung wurde die regionale
Myokardfunktion mit Hilfe der Ultraschall-Laufzeit-Messmethode, modifiziert nach Bugge-
Asperheim 28, gemessen. Im Prinzip besteht die Messmethode aus zwei piezoelektrischen
Ultraschallkristallen (Durchmesser ca. 2 mm): einer der Kristalle sendet ein Ultraschallsignal
mit einer Frequenz von 5MHz, der zweite Kristall empféngt das Signal zeitverzdgert und gibt
es an ein Ultraschallentfernungsmessgerat (Sonomicrometer, Triton Technology Inc., San

Diego, USA) weiter *’ (siehe Abbildung 6)*. Ein Computer (Pentium 200MHz, HSE, March-
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Hugstetten, BRD) bestimmt aus der Laufzeit des Ultraschallsignals (0,013-0,02ms) den

Abstand der beiden Kristalle nach folgender Formel:

Formel 2:

S = Abstand der beiden Kristalle, v = Schallausbreitungsgeschwindigkeit im Myokardgewebe
t = Laufzeit des Ultraschallsignals

Die Schallausbreitungsgeschwindigkeit im Myokardgewebe wird anndherungsweise der von
Blut gleichgesetzt (1500-1560m/s). Aufgrund der Anderung des Laufzeit des
Ultraschallsignals proportional zum Abstand der beiden Kristalle und durch die hohe
Geschwindigkeit des Ultraschallsignals ist es mdglich die Lage der Kristalle mit hoher

zeitlicher und raumlicher Auflésung, auch bei einer hohen Herzfrequenz, zu erfassen 2%,

Die Messdaten der Sonomikrometrie wurden wahrend des Versuchs zusammen mit dem
linksventrikularen Druck (Leycom Sigma-5DF, Cardiodynamics, Zoetermeer, Niederlande)
und der Ableitung eines Elektrokardiogramm kontinuierlich angezeigt und flr die spatere
Auswertung registriert (Rechner Pentium Il 200MHz, HSE, March-Hugstetten, BRD). Als
Parameter flr die regionale Myokardfunktion wurde die Segmentverkirzung in Prozent der

enddiastolischen Lange anhand der folgenden Formel nach Harada et al. * berechnet:

Formel 3:
SS[%] = (EDL-ESL) - 100/EDL

SS = Segmentverkiirzung, EDL = Enddiastolische Lénge,
ESL = Endsystolische Ldnge
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der piezoelektrischen Kristalle im
Myokard.

Die Festlegung der Messzeitpunkte, mit dem Beginn der Systole und der Diastole nach der
Druckanstiegsgeschwindigkeit im linken Ventrikel, geht auf die Erkenntnisse von Heimisch et
al. zuriick und gilt in der Literatur als allgemein anerkannter Referenzwert '92%°98  Der
Beginn der Systole (=EDL) wurde definiert als der Moment an dem die
Druckanstiegsgeschwindigkeit des linksventrikuldren Druckes (dLVP/dt) gerade noch null
war, die endsystolische Lange (ESL) wurde zu dem Zeitpunkt des maximalen Abfall des

linksventrikuldren Druckes (dLVP/dt min) gemessen *°. Zu dem entsprechenden
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Messzeitpunkt wurden jeweils funf Werte bestimmt, die Mittelwerte wurden in Formel 3

eingesetzt.

Die regionale Myokardfunktion wurde mit der Sonomikrometrie am Versuchsende 28 Tage
nach Implantation des Reduktionsstent gemessen. Nach erfolgter Thorakotomie und
Er6ffnung des Herzbeutels wurde das Myokard oberflachlich mit einem Skalpell (Nr. 11,
Feather, Japan) inzidiert und der piezoelekirische Kristall stumpf bis an den elastisch,
federnder Widerstand des Endokard vorgeschoben. Zwei Kristallpaare wurden im
ischamischen Myokardareal (LAD proximal und LAD distal) und ein weiteres Kristallpaar als
Referenzwert im nichtischdmischen Bereich (RCX) platziert. Die Kristalle wurden. Die
Kristallpaare wurden, entsprechend den Erkenntnissen und Erfahrungen von Harada et al. **°

und Boekstegers 9202484159

et al. im Abstand von 1,5-2cm senkrecht zur langen Herzachse
eingesetzt ** und parallel zu den Myokardfasern, also entlang der Achse der maximalen
Kontraktion, implantiert. Nach Platzierung der Kristalle ist der Messfehler bei einer
Abweichung von der optimalen Messachse von bis zu 30° vernachlassigbar gering **. Die
regelrechte Lage der Kristalle wurde am Versuchende nach Entnahme des Herzens
Uberpruft. Die regionale kontraktile Myokardfunktion wurde unter Ruhebedingungen und

unter Bedingungen mit gesteigertem Sauerstoffbedarf (rechts-atriales Pacing mit 120 und

140 Herzaktionen pro Minute) gemessen.

2.3.3.3. Globale Myokardfunktion: Der Linksventrikulare Druck und das

Herzzeitvolumen

Als Parameter der globalen Myokardfunktion wurden in der vorliegenden Arbeit der
Aortendruck (AP), der linksventrikulare Druck (LVP), die Anstiegsgeschwindigkeit des

linksventrikularen Drucks (dLVP/dt) und das Herzzeitvolumen bestimmt.

Der Aortendruck wurde kontinuierlich tUber die in der A. carotis liegenden 9F Schleuse

(Cordis®, Reading, Miami, USA) Uber einen Druckabnehmer (Stetham Transducer, Hellige-
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Monitor, Freiburg, BRD) gemessen und mit dem Computer (Pentium 200MHz, HSE, March-
Hugstetten, BRD) registriert. Zur Bestimmung des linksventrikuldren Druckes wurde ein
Katheterspitzenmanometer (SPG-572, Millar, Houston, USA) im Apexbereich des linken
Ventrikels platziert; die Daten wurden kontinuierlich gespeichert und am Computer analysiert
(Leycom Sigma-5DF, Cardiodynamics, Zoetermeer, Niederlande). Der Computer errechnete
aus den aufgezeichneten Daten die Anstiegsgeschwindigkeit des linksventrikuldren Druckes

(dLVP/dt) 1.

Der Herzzeitvolumen wurde nach dem Prinzip der Thermodilutionsmethode ermittelt
81:82:36:122  Ein Thermodilutionskatheter (Edwards AT-2, Baxter, UnterschleiBheim, BRD)
wurde Uber die vendse Schleuse und das rechte Herz in die pulmonalarterielle Strombahn
eingeschwemmt *®. Die korrekte Lage wurde (iber die Ableitung der typischen Druckkurve
wahrend der Platzierung bestatigt und die Messung durch die rasche Injektion (<4s) von
10ml 5°C 0,9% NaCl-Lésung (Braun, Deutschland) in das proximale Lumen des Katheters
gestartet *'. Aufgrund der Abhangigkeit des Herzzeitvolumens vom Atemzyklus wurde die

Messung stets endexpiratorisch gestartet 3'323¢,

Die Parameter der globalen Myokardfunktion wurden vor und nach FGF-2-Applikation (Tag 7
nach Implantation des Reduktionsstents) und am Versuchsende (Tag 28) intermittierend
bestimmt und fir die spatere Auswertung am Host-Rechner (Pentium 200MHz, HSE, March-

Hugstetten, BRD) gespeichert.

2.3.3.4. Koronarangiographie/Kollateralen

Die Darstellung der KoronargefaBe mittels Koronarangiographie in dieser
Untersuchung ermdglichte die Bestimmung des mit dem Reduktionsstent erreichten
Stenosegrades und erlaubte eine in vivo Beurteilung der Koronararterien und der

KollateralgefaBe *°.
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In dieser Studie erfolgte die Darstellung der Koronarien mittels Durchleuchtung (Exposcop
8000, Ziem, BRD und Coroskop HIP, Siemens, Minchen, BRD) und der Injektion nicht-
ionischer, jodhaltiger Kontrastmittel (Solutrast, Byk-Gulden, BRD). Nachdem der Untersucher
einen 8F Judkins Fiihrungskatheter (Cordis®, Miami, USA) tber die in der A. carotis liegende
Schleuse im Ostium des linken Hauptstamms platziert hatte, erfolgte die Injektion von 10 ml
des jodhaltigen Kontrastmittels und die Abbildung mittels Durchleuchtung. Alle
Koronarangiographien wurden zur Dokumentation auf Video aufgezeichnet und von den

relevanten Darstellungen wurde ein Ausdruck (Printer, Sony, Japan) angefertigt.

Am 1. Versuchstag wurde vor und nach der erfolgreichen Implantation des Reduktionsstent
eine Koronarangiographie (Exposcop 8000, Ziem, BRD) durchgefihrt. Hieraus ergab sich die
Maoglichkeit den mit dem Reduktionsstent erreichten Stenosegrad angiographisch zu
ermitteln. Zur weiteren Kontrolle des Reduktionsstents dienten Koronarangiographien am 2.

und 3. Versuchstag.

Um das Kollateralwachstum angiographisch dokumentieren und abschatzen zu kénnen
wurde nach Explantation des Herzens eine ex vivo Angiographie angefertigt (Coroskop HIP,
Siemens, Minchen, BRD). Nach Entnahme und Spilung des Herzen mit NaCl-Lésung und
0,2mg Glycerol-Trinitrat wurde ein 8F Fiihrungskatheter (Judkins rechts 3,5, Cordis®, Miami,
USA) in den Hauptstamm der linken Koronararterie eingefthrt und fixiert. AnschlieBend
wurde unter Durchleuchtung (rechte anteriore oblique Projektion) langsam 10ml jodhaltiges
Kontrastmittel (Solutrast, Byk-Gulden, BRD) unter einem konstanten Druck von 100mmHg in
die linke Koronararterie injiziert, bis sich die distale LAD mit all ihren Verzweigungen
darstellte. Von besonderem Interesse war die absolute Anzahl der KollateralgefaBe *. Als
Kollaterale wurde in dieser Untersuchung ein BlutgefaB definiert, das ein koronararterielles
GefaB (Ramus circumflexus, proximale LAD, 1. Diagonalast) mit einem GefaBabschnitt der
LAD distal der Stenose verbindet und zur Durchblutung der distalen LAD beitragt **'°. Die
Auswertung erfolgte geblindet fir das Behandlungsprotokoll durch 2 unabhangige

Untersucher.
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2.3.3.5. Bestimmung der Kapillardichte

Zur Bestimmung der Anzahl der Kapillaren sowie des Verhéltnisses zwischen
Kapillaren und Muskelfasern wurden histologische Untersuchungen durchgefiihrt. Hierzu
wurden nach Versuchsende aus der LAD-Region (Ischdmie) und einem Kontrollareal (RCX-
Gebiet) transversale Gewebeschnitte entnommen, in O.C.T.-Compound eingebettet (Miles
Inc., Elkhart, USA) und in flissigem Stickstoff (N,) tiefgefroren. Mit einem Kryostat (Leica
CM3050, Leica, Bensheim, BRD) wurden anschlieBend 5 um dicke Gewebeschnitte
angefertigt, wobei darauf geachtet wurde die Muskelfasern senkrecht anzuschneiden '*. Die
Schnitte wurden auf einem Objekttrager platziert und mit der Indoxyl-Tetrazolium-Methode
gefarbt, die eine Detektion der kapilldren Endothelzellen erlaubt 8. Nach Gegenfarbung mit
Eosin wurden die Kapillaren unter 20-facher VergréBerung ausgezahlt (insgesamt 20 Felder)
(Zeiss, Oberkochen, BRD. Um Fehlerquellen durch eventuelle Muskelatrophie oder Odeme
auszuschlieBen wurde auBerdem das Verhéltnis Kapillaren/Muskelfasern in jedem

histologischen Schnitt bestimmt.

2.3.3.6. Bestimmung der InfarktgréBe

Die InfarktgréBe wurde am Versuchsende 28 Tage nach Implantation des
Reduktionsstent bestimmt. Hierzu wurde das Herz entnommen und 15 ml Tetrazolium-Rot
(10 %) unter konstantem Druck (80-100mmHg) in den Hauptstamm der linken Koronararterie
injiziert "%, Der linke Ventrikel wurde anschlieBend vom Apex ausgehend parallel zur
kurzen Herzachse in 0,5 mm dicke Scheiben geteilt und die Scheiben nacheinander digital
fotografiert. Das vitale, rot gefarbte Myokard war von den avitalen, fibrotischen
Myokardschwielen deutlich abzugrenzen '"#. Zur Bestimmung der InfarkigréBe wurden die

gefarbten (vitales Myokard) und die ungefarbten Myokardareale (Infarkinarbe)
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computergestitzt planimetrisch vermessen (Sigma Scan Pro, USA). Die InfarkigroBe wurde

bezogen auf das linksventrikulare myokardiale Volumen angegeben %,

2.4. Statistische Datenanalyse

Die Daten wurden mit Microsoft Excel 2000 (Microsoft Corporation, Seattle, USA) und
SPSS (SPSS 11.0.1., SPSS Inc., Chicago, USA) analysiert. Die Daten sind als Mittelwerte +
Standardabweichung (SEM) dargestellt. Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen A,
B und C wurden mit dem Anova-Test untersucht. Im Falle eines statistisch signifikanten
Unterschiedes nach dem Anova-Test, wurde ein Gruppenvergleich nach dem Mann-

Whitney-Test durchgefihrt. Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.
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3. Ergebnisse

52 Tiere (deutsches Landschwein) wurden in der vorliegenden Studie eingesetzt. Mit
insgesamt 7 Tieren wurde der Reduktionsstent als Modell chronischer Myokardischamie
etabliert. An weiteren 6 Tieren wurde die myokardiale Gewebebindung radioaktiv markierten
FGF-2 nach introkoronarer Gabe und nach Retroinfusion in die Koronarvene untersucht. 21
Tiere wurden eingesetzt um die therapeutische Angiogenese 28 Tage nach drei
unterschiedlichen Behandlungsprotokollen (Gruppen A, B und C) zu untersuchen. Von den
verbleibenden 18 Tieren starben 11 Tiere vor Erreichen von Tag 7 der vorliegenden
Untersuchung und 5 Tiere wurden ausgeschlossen, da der Reduktionsstent am Tag 7
komplett verschlossen war. Zwei Tiere (ein Tier der Gruppe A und ein Tier der Gruppe C)
starben vor Erreichen des Versuchstages 28 und wurden ebenfalls von der weiteren Analyse

ausgeschlossen.

Am Versuchstag 7 und 28 Tage nach Implantation des Reduktionsstent bestanden keine
statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Tieren der drei Behandlungsgruppen
(Gruppen A, B und C) hinsichtlich des Kérpergewichtes und der InfarkigroBe. Wie ebenfalls
aus Tabelle 1 ersichtlich ist waren alle hAmodynamischen Basisdaten am Tag 7 vergleichbar
(Herzfrequenz [HF], systolischer linksventrikuldrer Druck [LVPsys], Herzzeitvolumen [HZV],
maximale und minimale Druckanstiegsgeschwindigkeit des linken Ventrikels [dLVP/dt max

und dLVP/dt min]). (siehe Tabelle 1)

Die im folgenden dargestellten Messergebnisse sind entweder als Absolutwerte (z.B. mmHg)
oder normalisiert auf den Ausgangswert (% Ausgangswert) angegeben. Zur Vollstandigkeit
und besseren Ubersicht sind alle Versuchsergebnisse als Absolutwerte jeweils in Tabellen

zusammengefasst.
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Gruppe A (Kontrollen,

Gruppe B (FGF-2

Gruppe C (FGF-2

n=7) retrograd, n=7) antegrad, n=7)

Tag 7 Tag 28 Tag 7 Tag 28 Tag 7 Tag 28
E(Zﬁperge"‘”cm 23+21 388+36 221+27 406+44 228+33 396+24
InfarktgréBe - 1,9+0,3 - 1,8+0,3 - 1,9+04
Hamodynamik
HF [/min] 733+0,9 79,0%28 740+10,0 740+35 748+18 76331
LVPsys [nmHg] 74,0+25 808+9,2 77,0+154 780+28 77,2+45 79133
LVEDP [mmHg] 107+38 161+38* 95+52 98+31# 102+32 133+05
HMV [V/min] 26+05 34+04 24+04 33+02 25+03 33+04
?gﬁ;;ﬁ;‘] 886+123 861+81 957+245 1115+371 902+81 921 +110
?rsr/glﬂlg/?g] 1036+99 -870+306 -1029+111 -963+125 -1010+98 -880 + 156
Tabelle 1. Kérpergewicht, InfarktgréBe und Hamodynamik; Kontrollen (Gruppe A),

Retroinfusion von FGF-2 (Gruppe B) und antegrade Applikation von FGF-2 (Gruppe C).
Messungen wurden am Tag 7 und Tag 28 nach Implantation des Reduktionsstent
durchgefiihrt. InfarktgréBe angegeben in % linksventrikulares myokardiales Volumen, HF:

Herzfrequenz, LVPsys: systlischer linksventrikularer Druck, LVEDP linksventrikularer
enddiastolischer Druck, HzZV Herzzeitvolumen, dP/dt max maximale
Druckanstiegsgeschwindigkeit  des linken Ventrikels, dP/dt min minimale

Druckanstiegsgeschwindigkeit des linken Ventrikels; Mittelwert £+ SEM; n=7/Gruppe); # =
p<0,05 Gruppe B vs. Gruppe A Tag 28; * = p<0,05 Gruppe B Tag 28 vs. Tag 7.
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3.1. Der Reduktionsstent als Modell chronisch experimenteller Myokardischamie

Die Implantation eines Reduktionsstents in die LAD distal des 1. Diagonalastes
induzierte angiographisch eine sanduhrférmige Stenose (siehe Abbildung 7). Die GréBe des
verwendeten PTCA-Ballons bei einem Inflationsdruck von 18atm definierte den Durchmesser
des Reduktionsstent nach der Implantation: an den Enden erreichte der Stent einen
Durchmesser von 3,55mm und in der Mitte entstand eine Stenose mit einem minimalen
Durchmesser von 1,4mm, vorgegeben durch den Durchmesser der Kanule (16 Gauche) auf
der der Stent gebunden wurde (siehe Abschnitt 2.1.1.). Die errechnete Flache des
Reduktionsstent betrug somit 9,9mm? an den Enden des Reduktionsstent und minimal
1,3mm? im Bereich der Stenose. Im Intravaskuldren Ultraschall konnte planimetrisch eine
minimale Flache von durchschnittlich 1,4mm?2 im Bereich der Stenose beobachtet werden
(siehe Abbildung 8 A und B). Angiographisch konnte somit unmittelbar nach dem Einsetzen
des Reduktionsstent ein Stenosegrad von 72+3% (n=28) in der LAD distal des Diagonalastes
erzielt werden. Nach 7 Tagen konnte angiographisch eine Zunahme des Stenosegrades der
proximalen LAD auf 91+3% (n=28) verzeichnet werden. Am Tag 28 der Untersuchung
konnte angiographisch (in-vivo Angiographie) bei allen Tieren ein kompletter Verschluss der
proximalen LAD durch den Reduktionsstent festgestellt werden. Hinsichtlich des erzielten
Stenosegrades der proximalen LAD durch den Reduktionsstent konnte zwischen den vier
Gruppen der vorliegenden Untersuchung kein signifikanter Unterschied festgestellt werden:
Tag 0: 71,7£1,3% (Kontrollgruppe A) vs. 73,0+4,3% (FGF-2 retrograd, Gruppe B) vs.
70,9+3,8% (FGF-2 antegrad, Gruppe C) vs. 72,412,8% (Gruppe D), Tag 7: 89,3+3,3% vs.
91,0+2,0% vs. 91,4+4,2% vs. 92,2+3,2%. Die Entwicklung von KollateralgefaBen nach
Implantation des Reduktionsstent (Versuchstag 0) bis zur Behandlung (Tag 7) war in allen

vier Gruppen der vorliegenden Untersuchung vergleichbar.
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| Distale LAD

Proximale LAD

Abbildung 7: Post-mortem Angiographie 28 Tage nach Implantation des
Reduktionsstent. Die weissen Pfeile kennzeichnen das proximale und distale Ende des
Reduktionsstent. Die sanduhrférmige Verengung in der Mitte des Reduktionsstent

ist klar erkennbar (blauer Pfeil). Der Kontrastmittelfluss in der LAD ist unterbrochen,

hinweisend auf eine Totalokklusion verursacht durch den Reduktionsstent. Die distale LAD
fallt sich tber Kollateralarterien.

Abbildung 8: Querschnitt einer Koronararterie im intravaskularen Ultraschall nach
Implantation eines Reduktions-Stent-Graft. Abbildung 8A: entfaltetes Ende des
Reduktionsstent. Abbildung 8B: an der chirurgischen Ligatur in der Mitte des

Reduktionsstent entfaltet sich der Reduktionsstent nicht und verursacht eine
koronararterielle Stenose
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3.1.1. Akuteffekt des Reduktionsstent auf den koronararteriellen Blutfluss

In drei zuséatzlichen Experimenten konnte dopplersonographisch (Transsonic Flow
Probe) unmittelbar nach Implantation des Reduktionsstent eine Verminderung des
Gesamtflusses in der distalen LAD nachgewiesen werden: unter Ausgangsbedingungen
zeigte sich eine Abnahme des Ruheblutflusses der LAD (11-37% Flussreduktion, n=3), mit
einer deutlichen Verminderung des maximalen, koronararteriellen Blutfluss (25-54%

Flussreduktion, n=3) unter reaktiver Hyperamie (60 sec Ballonokklusion).

3.1.2. Einfluss des Reduktionsstent auf den myokardialen Blutfluss

Der regionale myokardiale Blutfluss (fluoreszierende Mikrospharen) wurde am
Versuchstag 1 unmittelbar nach Implantation des Reduktionsstent und nach 7 und 28 Tagen
myokardialer Ischamie untersucht (Gruppe D, n=7). Die Messungen wurden unter
Ruheflussbedingungen und unter Bestimmung des Maximalflusses (Adenosin induzierte
Flussreserve) ausgefuhrt. Am Tag 28 wurde bei drei Tieren der Gruppe D zuséatzlich mit
einem Positronenemissionstomogramm (PET) der Blutfluss im Myokardgewebe (Ammoniak
[NH;]— Perfusion) und die myokardiale Vitalitdt (Fluorodesoxyglucose [FDG]-Aufnahme)

untersucht.

7 Tage nach Implantation des Reduktionsstent fand sich eine deutliche Abnahme
(signifikant) des transmuralen Ruheblutfluss (Mikrospharen) im LAD-abhéngigen
Myokardareal (LAD: 1,140,08 mI*min™g" vs. CX: 1,6+0,11 mI*min*g™") und ein deutlicher
Rickgang des Adenosin-induzierten Maximalfluss im Vergleich zum nicht-ischamischen
RCX-Kontrollareal (LAD: 1,32+0,1 mI*min™*g” vs. CX: 4,640,118 mI*min™*g™"; p<0,05, n=7).
Am Tag 28 nach Implantation des Reduktionsstent konnte eine signifikante Verminderung

des transmuralen Ruheblutfluss (LAD: 0.65+ 0.1 mI*min"*g ™' vs. CX: 1.41+ 0.15 mI*min™"*g";
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p<0,05, n=7) und des Adenosin-induzierten Maximalfluss (transmural) (LAD: 0,72+0,06

mi*min"*g” vs. 4,34+0,23 mI*min"*g", p<0,05) verzeichnet werden (sieche Abbildung 9).

Betrachtet man die Verteilung des regionalen myokardialen Blutfluss (fluoreszierende
Mikrosphéaren) im Bereich der subepikardialen und der subendokardialen Myokardabschnitte,
so konnte sowohl 7 als auch 28 Tage nach Implantation des Reduktionsstent die deutlichste
Flussreduktion im Bereich der distalen, endokardnahen Myokardareale erzielt werden (siehe

Tabelle 2).

Im Positronenemissionstomogramm (Tag 28, Gruppe D, n=3) zeigte sich im Bereich der LAD
distal des Reduktionsstent eine signifikant verminderte myokardiale Durchblutung
(Ammoniak (NHj;) — Perfusion) im Vergleich zum nicht-ischamischen Kontrollareal (RCX)
(0,351 ml/min vs. 0,62 ml/min, p<0,05) und eine deutlich vermehrte Fluorodesoxyglucose
(FDG) — Aufnahme, hinweisend auf minderperfundiertes aber noch vitales Myokard (siehe

Abbildung 10).
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Abbildung 9: Regionaler myokardialer Blutfluss des linken Ventrikels nach Teilung
des Herz in Scheiben parallel zur kurzen Herzachse von der Basis zum Apex.
Abbildung 9A: 7 Tage nach Implantation des Reduktionsstent. Abbildung 9B: 28 Tage
nach Implantation des Reduktionsstent. LAD = LAD-Gebiet das vom Blutfluss durch
den Reduktionsstent abhangig ist; Probe = Nummer der transmuralen Probe; Ruhe =
regionaler myokardialer Blutfluss unter Ruhebedingungen; Adenosin = regionaler
myokardialer Blutfluss nach 3 min Adenosin intrakoronar.
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BEDG 1SNH3

Abbildung 10: Polaransicht der regionalen myokardialen '®FDG- und NHz-Aufnahme
eines Tieres 28 Tage nach Implantation des Reduktionsstent.

In dieser Darstellungsart sind die basalen linksventrikularen Wandsegmente in den
auBeren Ringen reprasentiert, wahrend apexnahen Anteile im Zentrum der Karte
dargestellt sind. A = anteriore Herzwand, L = Laterale Herzwand, | = Inferiore Herzwand,
S = Septum; die Bilder sind auf die maximale Pixeldichte normalisiert; Segmente

mit helleren Farben reprasentieren hdhere myokardiale Aufnahme. Im Gebiet der LAD
findet sich ein groBer Aufnahmedefekt fir NH; (ca. 20% des linken Ventrikels); im selben
Areal ist die "®FDG-Aufnahme deutlich erhéht.

3.1.3. Einfluss des Reduktionsstent auf die kontraktile Myokardfunktion

Die regionale kontraktile Myokardfunktion (Sonomikrometrie) wurde am Tag 28 im
Bereich des ischamischen LAD-Areals proximal und distal gemessen und mit einem nicht-
ischamischen Kontrollareal (RCX) verglichen (Kontrollgruppe A, n=7). Die Messungen
wurden unter Ruhebedingungen und Bestimmung der funktionellen Reserve (rechts-atriales

Pacing 120 und 140 Schlage/min) ausgeflhrt.

Entsprechend der Verminderung des myokardialen Blutfluss (siehe Abschnitt 4.1.3.) konnte

im Bereich des proximalen und distalen ischdmischen Myokardareals (LAD) unter
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Ruhebedingungen, verglichen mit dem nicht-ischAmischen Kontrollareal (RCX), eine
signifikante Abnahme der kontraktilen Myokardfunktion (Hypokinesie) nachgewiesen werden:
6,212,2% (Segmentverkirzung in % der Enddiastolischen Lange) und 3,8+1,3% vs.
20,9+1,1%, p<0,05. Unter Bedingungen mit gesteigertem Sauerstoffbedarf (rechts-atriales
Pacing 120/min) zeigte sich eine weitere Verminderung der kontraktilen Myokardfunktion
gegenidber dem nicht-ischamischen Kontrollareal: 3,9+1,1 (LAD prox.) und 0,8+0,9% (LAD
dist.) vs. 21,4+1,6% (RCX), p<0,05. Bei einer Stimulationsfrequenz von 140 Schlagen pro
Minute konnte eine weitere Abnahme der Kontrakitilitdt im Bereich der proximalen LAD
beobachtet werden (2,5+0,8% [LAD proximal] vs. 20,2+0,9% [RCX], p<0,05), mit einer

deutlichen Dyskinesie im Bereich der distalen LAD (-3,4+0,9% vs. 20,2+0,9%, p<0,05).

3.1.4. InfarktgréBe

Die InfarkigréBe des linken Ventrikels wurde, 28 Tage nach Implantation des
Reduktionsstent in die LAD distal des 1. Diagonalastes, nach Explantation des Herzens und
Farbung des noch vitalen Gewebes mit Tetrazoliumchlorid planimetrisch vermessen (Gruppe
D, n=7). Nach 28 Tagen chronischer Ischdmie durch den Reduktionsstent konnte somit eine
Infarzierung von 2,0+0,4% der linksventrikularen Masse beobachtet werden (siehe Abbildung

11).
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RCX-Areal

LAD-Areal

Abbildung 11: Reprasentativer Querschnitt des mittleren linken Ventrikels parallel zur kurzen
Herzachse 28 Tage nach Implantation des Reduktionsstent. Nach Injektion von
Tetrozoliumchlorid (TTC) in die LAD distal des komplett okkludierten Reduktionsstent

zeigt sich kein Hinweis auf eine myokardiale Infarzierung.

3.2. Therapeutische Angiogenese durch Retroinfusion von FGF-2 und Vergleich mit

der intrakoronaren Applikation

3.2.1. Gewebebindung '®Jod-markierten FGF-2

Zur Untersuchung der Gewebebindung und der systemischen Verteilung von FGF-2
wurde in zwei zusatzlichen Experimenten 45 min nach Retroinfusion (SSR), bzw.
intrakoronarer Applikation, von '®Jod - markierten FGF-2 die Radioaktivitdt in

Gewebeproben aus dem Myokard und in reprasentativen Organproben untersucht.
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Abbildung 12: Myokardiale °I-FGF-2 Gewebebindung nach antegrader Applikation
in die Koronararterie (schwarze Balken) und nach Retroinfusion in die Koronarvene
(graue Balken) 7 Tage nach Implantation des Reduktionsstent. Gewebeaktivitat in
CPM [Counts Per Minute] pro Gramm Myokardgewebe; n=3/Gruppe, MW + SEM,
*: p<0,05 retrograd vs. antegrad.

Nach antegrader Applikation Uber 30 min mit einem selektiv platzierten intracoronaren
Katheter konnte eine berechnete Menge von etwa 4,5 % des gesamten infundierten (*Jod
markierten) FGF-2 im von der LAD perfundierten Myokard nachgewiesen werden. Mit der
selektiven druckregulierten Retroinfusion der gleichen Menge ('**Jod markierten) FGF-2
konnte die Gewebebindung auf etwa 10 % der Gesamtaktivitat gesteigert werden. Die
mittlere Radioaktivitat im LAD-Bereich betrug bei antegrader Applikation 104789 + 18199
CPM/g Myokardgewebe, bei retrograder Anwendung konnte eine durchschnittliche Aktivitat
von 235381 + 23085 CPM/g Myokard gemessen werden. Interessanterweise konnte
unabhangig von der Applikationsform ein Gradient der myokardialen Radioaktivitat im LAD-
Zielgebiet von distal nach proximal verzeichnet werden (siehe Abbildung 12). Im Vergleich
zum Kontrollareal (RCX) konnte nach intrakoronarer Applikation eine 15 fach und nach
Retroinfusion eine 30 fach héhere Gewebebindung im Zielareal der LAD beobachtet werden.
Die myokardiale Gewebebindung des radioaktiv markierten FGF-2 im Kontrollareal der RCX
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war bei retrograder und antegrader Applikation vergleichbar (siehe Abbildung 12). In den
nicht-myokardialen Organproben konnte nach Retroinfusion in die Koronarvene eine
signifikant niedrigere FGF-2-Gewebebindung in der Lunge beobachtet werden; in der Leber
und in der Miz konnte eine Vvergleichbare Gewebeaktivitit nach beiden

Applikationsverfahren nachgewiesen werden (siehe Abbildung 13).

300000

] *
250000 - T
o retrograd
m antegrad
200000 -
*
150000 -
100000 -
50000
0 T '_-r_ﬁ T T T
LAD RCX Lunge Leber Milz

Abbildung 13: Systemische '*’I-FGF-2 Gewebebindung nach antegrader Applikation in die
Koronararterie (schwarze Balken) und nach Retroinfusion in die Koronarvene (graue Balken)
7 Tage nach Implantation des Reduktionsstent. Gewebeaktivitat in Counts Per Minute [CPM]
pro Gramm Gewebe. Mittelwerte + SEM, n=3/Gruppe. *: p<0,05 retrograde vs. antegrade
Applikation.
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3.2.2. Anzahl der KollateralblutgefaBe (Arteriogenese)

Am Tag 28 nach Implantation des Reduktionsstent, also 21 Tage nach Applikation
von FGF-2, wurde die Anzahl der KollateralblutgeféaBe im LAD-Bereich angiographisch (post-

mortem Angiographie) ausgezahlt (Kollateralenscore) (siehe Abbildung 14 A, B und C).

Nach Retroinfusion von arteriellem Blut (Kontrollgruppe A) konnten 2,95+0,4
KollateralgeféaBe beobachtet werden. Die intrakoronare Gabe von FGF-2 (Gruppe C) fiihrte
zu einer leichten Zunahme der Anzahl der Kollateralarterien (3,3+0,3), dieses Ergebnis
erreichte jedoch keine statistische Signifikanz. Bei den retrograd mit FGF-2 behandelten
Tieren (Gruppe B) entwickelten sich signifikant mehr Kollateralen als in der Kontrollgruppe
(5,2¢1,1 vs. 2,95£0,4, p<0,05) und als bei den antegrad mit FGF-2 behandelten Tieren

(5,2£1,1 vs. 3,3+0,3, p<0,05) (siehe Abbildung 15).
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Abbildung 14: Reprasentative post-mortem Angiographien 28 Tage nach Implantation des
Reduktionsstent. Abbildung 14A: Kontrolltier. Abbildung 14B: Tier nach Retroinfusion von
FGF-2 in die anteriore Herzvene. Abbildung 14C: Tier nach intrakoronarer FGF-2 Appli-
kation. Die Pfeile kennzeichnen Kollateralarterien die vom 1. Diagonalast oder der LAD
proximal der Stenose zur distalen LAD fUhren.
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Anzahl der Kollateralarterien [n]
N

Gruppe A Gruppe B Gruppe C

Abbildung 15: Angiographische Anzahl der KollateralblutgefaBe 28 Tage nach
Implantation des Reduktionsstent. Gruppe A: unbehandelte Kontrolltiere; Gruppe
B: Retroinfusion von FGF-2; Gruppe C: intrakoronare FGF-2 Applikation.
Mittelwerte £ SEM, n=7/Gruppe; #: p<0,05 Gruppe B vs. Gruppe A, *: p<0,05
Gruppe B vs. Gruppe C.

3.2.3. Kapillardichte (Angiogenese)

Am Tag 21 nach Applikation des FGF-2 wurde die Kapillardichte (Verhéltnis
Kapillaren/Myozyten) histologisch (Farbung: alkalisch Phosphatase/Eosin) in Myokardproben

aus dem LAD-Areal bestimmt (siehe Abbildung 16 A, B und C).

In der unbehandelten Kotrollgruppe (Gruppe A) konnte im ischdmischen LAD-Areal eine
Kapillardichte von 1,0+0,17 (Verhaltnis Kapillaren/Myozyten) beobachtet werden. Nach
Retroinfusion von FGF-2 (Gruppe B) konnte eine signifikant hdhere Kapillardichte im

Vergleich zu den unbehandelten Kontrolltieren (Gruppe A) (1,45£0,2 vs. 1,0+0,17, p<0,05)
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und den antegrad mit FGF-2 behandelten Tieren (Gruppe C) (1,45%0,2 vs. 1,05+0,15,

p<0,05) erzielt werden (siehe Abbildung 17).
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Abbildung 16: Reprasentative histologische Schnitte (6pum) von myokardialen Gewebeproben
aus dem ischdmischen LAD-Areal 28 Tage nach Implantation des Reduktionsstent. Farbung
fur alkalische Phosphatase und Gegenfarbung mit Eosin. K= Kapillare; M = Muskelfaser.
Abbildung 16A: Gruppe A, unbehandelte Kontrolltiere; Abbildung 16B: Gruppe B, Retroinfusion
von FGF-2; Abbildung 16C: Gruppe C, intrakoronare FGF-2 Applikation. Mittelwerte + SEM,
n=7/Gruppe.
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Abbildung 17: Kapillardichte (Kapillar-/Myozytenverhaltnis) im ischamischen LAD-
Areal 28 Tage nach Implantation des Reduktionsstent. Gruppe A: unbehandelte
Kontrolltiere; Gruppe B: Retroinfusion von FGF-2; Gruppe C: intrakoronare FGF-2
Applikation. Mittelwerte £ SEM, n=7/Gruppe; #: p<0,05 Gruppe B vs. Gruppe A, *:
p<0,05 Gruppe B vs. Gruppe C.

3.2.4. InfarktgroBe

Die Infarktgr6Be wurde Am Tag 28 nach Entnahme des Herzens mit Hilfe der
Tetrazoliumchloridfarbung bestimmt. Ein signifikanter Unterschied hinsichtlich InfarkigréBe
zwischen der Gruppe A (1,910,3% InfarktgréBe in % des linksventrilukaren Volumens), der

Gruppe B (1,8+0,3%) und der Gruppe C (1,9+0,4%) konnte nicht festgestellt werden.
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3.2.5. Regionaler myokardialer Blutfluss

Der Einfluss der induzierten Arteriogenese und Angiogenese auf den regionalen
Blutfluss wurde mit fluoreszierenden Mikrospharen 21 Tage nach der Behandlung mit FGF-2
gemessen. Die Messungen wurden unter Ruhebedingungen und unter Bestimmung der

funktionellen Reserve (rechts-atriales Pacing 110/min) ausgeflhrt.

Regionaler myokardialer Blutfluss
[mI/min/g]

' A iE

12 |

0.9

0.6

03

Gruppe A Gruppe B Gruppe C Gruppe A Gruppe B Gruppe C

LAD-Areal RCX-Areal

Abbildung 18: Regionaler transmyokardialer Blutfluss 28 Tage nach Implantation des
Reduktionsstent. LAD-Areal: Ischamisches, vom Blutfluss durch den Reduktionsstent
abhéangiges Myokardgewebe; RCX-Areal: vom Ramus circumflexus versorgtes, nicht-
ischamisches Myokardgewebe. Gruppe A: Kontrollen, Gruppe B: Retroinfusion von FGF-2
in die anteriore Herzvene, Gruppe C: intrakoronare FGF-2 Applikation. Mittelwerte £ SEM,
n=7/Gruppe; #: p<0,05 Gruppe B vs. Gruppe A, *: p<0,05 Gruppe B vs. Gruppe C.
In allen drei Behandlungsgruppen war der regionale Blutfluss unter Ruhebedingungen im
ischamischen Myokard (LAD) niedriger als im Bereich des Kontrollareals (RCX: 1,48+0,15
ml-min-g™"). In der Kontroligruppe (Gruppe A) konnte unter Ruhebedingungen im LAD-
abhangigen Myokardareal ein Blutfluss von 0,66+0,07ml-min”-g”" beobachtet werden. Die

Retroinfusion von FGF-2 in die Koronarvene (Gruppe B) fihrte zu einer deutlichen Zunahme

des regionalen myokardialen Ruheblutfluss im Zielgebiet der LAD, mit einem signifikant
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héheren Blutfluss als bei den antegrad behandelten Tieren (Gruppe C) (1,07+0,14 ml-min™-g
' vs. 0,7220,17 mI'min™-g™", p<0,05) und den unbehandelten Tieren (Gruppe A) (1,07+0,14
ml-min™-g” vs. 0,6620,07 mlI-min™"-g™", p<0,05) (siehe Abbildung 18). In allen Gruppen konnte
im Bereich des von der LAD versorgten Myokard ein Gradient des regionalen myokardialen
Blutfluss von proximal nach distal und von epikardial nach endokardial beobachtet werden
(siehe Tabelle 2). Nach Retroinfusion von FGF-2 (Gruppe B) in die Koronarvene konnte eine
signifikant héhere Endo/Epi-Ratio (Verhaltnis subendokardialer Blutfluss zu subepikardialer
Blutfluss) (0,88+0,1) im Vergleich zu den unbehandelten Kontrolltieren (0,88+0,1 vs. 0,710,2,
p<0,05) und den antegrad mit FGF-2 behandelten Tieren (0,88+0,1vs. 0,65+0,1, p<0,05)

erzielt werden.

Unter Bestimmung der funktionellen Reserve (rechts-atriales Pacing 110/min) konnte nach
Retroinfusion von FGF-2 in die Koronarvene eine leichte Zunahme des transmuralen
myokardialen Blutfluss beobachtet werden (1,3+0,3 mlI'min"-g™), bei den unbehandelten
Kontrolltieren und den antegrad mit FGF-2 behandelten Tieren blieb der regionale
myokardiale Blutfluss unter rechts-atrialem Pacing unverandert (0.63 +0.19 ml.-min.g” und

0.69 + 0.22 ml-min™.g™).
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Gruppe A Gruppe B Gruppe C
LAD prox. epimyokardial 0,82 + 0,11 1,35 +0,14* 1,06 £0,2
LAD prox. midmyokardial 0,67 £ 0,08 1,28 £0,13* 0,72 £ 0,11
LAD prox. endomyokardial 0,61 £0,09 1,23+0,15* 0,65+ 0,23
LAD prox. endo-/epimyokardial 0,74 + 0,1 0,91 +0,12* 0,61+0,08
LAD dist. epimyokardial 0,65 + 0,04 0,82 £0,13* 0,7+018
LAD dist. midmyokardial 0,59 £ 0,08 0,96 £ 0,13* 0,68 £ 0,14
LAD dist. endomyokardial 0,43 + 0,04 0,69 +0,15* 0,48 £0,14
LAD dist. endo-/epimyokardial 0,66 £ 0,15 0,84 +0,2* 0,69 + 0,11
RCX epimyokardial 1,46 £ 0,08 1,49 £ 0,11 1,47 £ 0,13
RCX midmyokardial 1,32 £0,11 1,36 £ 0,10 1,41 £0,12
RCX endomyokardial 1,21 £ 0,06 1,21 £0,13 1,27 £ 0,15
RCX endo-/epimyokardial 0,83+0,12 0,81 +0,11 0,86 + 0,10
Tabelle 2: Regionaler myokardialer Blutfluss (Fluoreszierende Mikrosphéren) unter

Ruhebedingungen: Gruppe A (Kontrollen), Gruppe B (Retroinfusion von FGF-2) und nicht-
randomisierte Gruppe C (Intracoronare Applikation von FGF-2); Absolutwerte in ml/min/g;
Mittelwert + SEM, n=7 pro Gruppe; *: p<0,05 vs. Kontrollen (Gruppe A) and intracoronare
FGF-2 Gabe (Gruppe C).

3.2.6. Regionale Myokardfunktion

Der Einfluss, der durch FGF-2 induzierten Arterio- und Angiogenese, auf die
regionale, kontraktile Myokardfunktion (Sonomikrometrie) wurde 21 Tage nach Applikation
des Wachstumsfaktors Fibroblast Growth Factor-2 untersucht. Die Messungen erfolgten
sowohl unter Ruhebedingungen, als auch unter Bedingungen mit gesteigertem

Sauerstoffbedarf (rechts-atriales Pacing mit 120 und 140 Herzaktionen/min).
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Ein beachtlicher Erhalt der kontraktilen Myokardfunktion konnte im LAD-Zielareal nach
Retroinfusion von FGF-2 in die Koronarvene (Gruppe B) erzielt werden. Die Effizienz nahm

jedoch ab, je weiter distal des Reduktionsstent die Messung erfolgte.

Im Bereich der proximalen LAD (area at risk, Sonomikrometrie-Kristallpaar 1) konnte unter
Ruhebedingungen nach Retroinfusion von FGF-2 eine normale kontraktile Myokardfunktion
(Segmentverkirzung in % der enddiastolischen Lange) beobachtet werden, mit einer
signifikant héheren myokardialen Kontraktilitdt verglichen mit den unbehandelten Tieren
(18,5+4,1 [FGF-2 retrograd] vs. 5,7+2,9 [Kontrollen] %EDL, p<0,05) und den antegrad mit
FGF-2 behandelten Tieren (18,5+4,1 [FGF-2 retrograd] vs. 8,2+1,4 [FGF-2 antegrad] %EDL,
p<0,05). Unter Bedingungen mit gesteigertem Sauerstoffbedarf (rechts-atriales Pacing 120
und 140/min) konnte in allen Gruppen eine Verminderung der kontraktilen Myokardfunktion
nachgewiesen werden; die Retroinfusion von FGF-2 (SSR, Gruppe B) in die Koronarvene
konnte den hdchste Erhalt der myokardialen Kontraktilitdt erzielen, mit einer signifikant
besseren Myokardfunktion im Vergleich zu den unbehandelten Kontrolltieren (Gruppe A) und

den antegrad mit FGF-2 behandelten Tieren (Gruppe C) (siehe Abbildung 19 und Tabelle 3).

Im Bereich der distalen LAD (area at risk, Sonomikrometrie-Kristallpaar 2) konnte bei allen
Tieren eine deutliche Verminderung der regionalen kontraktilen Myokardfunktion festgestellt
werden (siehe Abbildung 19 und Tabelle 3). Unter Bestimmung der funktionellen Reserve
zeigte sich in allen drei Gruppen der vorliegenden Untersuchung bei rechts-atrialem Pacing

mit 120
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Abbildung 19: Regionale Myokardfunktion (Sonomikrometrie) 28 Tage nach Implantation
des Reduktionsstent. Proximales und distales LAD-Areal: Ischamisches, vom Blutfluss
durch den Reduktionsstent abhangiges Myokardgewebe; RCX-Areal: vom Ramus
circumflexus versorgtes nicht-ischamisches Myokardgewebe. Pacing = rechts-atriale
Schrittmacherstimulation. Gruppe A (blaue Linie, Rauten): Kontrollen, Gruppe B (rote
Linie, Quadrate): Retroinfusion von FGF-2 in die anteriore Herzvene, Gruppe C (schwarze
Linie, Dreiecke): intrakoronare FGF-2 Applikation. Mittelwerte + SEM, n=7/Gruppe; *:
p<0,05 Gruppe B vs. Gruppe A und Gruppe B vs. Gruppe C.
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Herzaktionen pro Minute eine weitere Abnahme der kontraktilen Myokardfunktion. Bei einer
Herzfrequenz von 140 Herzaktionen pro Minute konnte in der Kontrollgruppe (Gruppe A) und
bei den antegrad mit FGF-2 behandelten Tieren (Gruppe C) eine deutliche Dyskinesie
beobachtet werden, nur nach Retroinfusion von FGF-2 (Gruppe B) konnte die regionale

myokardiale Kontraktilitat erhalten werden (siehe Abbildung 19 und Tabelle 3).

Ruhe Pacing 120/min Pacing 140/min
Proximales LAD-Areal
Gruppe A 57+29 3,71+0,8 1,82 +1,1
Gruppe B 18,5+4,1* 13,1 £ 2,4* 8,35 +2,2*
Gruppe C 82+14 46+1,2 3+1,8
Distales LAD-Areal
Gruppe A 3,5+3,1 0,96 + 1,02 -3,1 £ 0,96
Gruppe B 3,726 1,283 +0,77 0,25+ 0,8*
Gruppe C 3314 0,83 £ 0,68 -2,28 + 0,66
RCX-Areal
Gruppe A 15,1 £1,5 11,2+£1,6 9,321
Gruppe B 21,8+1,6 18,4 +1,7 18,5+1,3
Gruppe C 18,1 + 4,1 14,7+ 4.4 142 +47
Tabelle 3: Regionale Myokardfunktion (Sonomikrometrie) unter Ruhebedingungen

Bedingungen mit gesteigertem Sauerstoffbedarf (rechts-atriales Pacing 120 und 140/min):
Gruppe A (Kontrollen), Gruppe B (Retroinfusion von FGF-2) und Gruppe C (Intracoronare
Applikation von FGF-2); Werte angegeben als Segmentverkirzung in % Enddiastolische
Lange; Mittelwert £+ SEM, n=7 pro Gruppe; *: p<0,05 vs. Kontrollen (Gruppe A) and
intracoronare FGF-2 Applikation (Gruppe C).

Interessanterweise konnte sowohl unter Ruhebedingungen als auch unter Bestimmung der
funktionellen Reserve (rechts-atriales Pacing 120 und 140/min) im Bereich des Kontrollareals
(nicht-ischamisches RCX-Areal) nach Retroinfusion von FGF-2 (Gruppe B) eine hdhere
regionale Myokardfunktion als bei den antegrad (Gruppe C) und den unbehandelten (Gruppe

A) Tieren nachgewiesen werden (siehe Tabelle 3 und Abbildung 19).
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3.2.7. Globale linksventrikulare Myokardfunktion

3.2.7.1. Herzzeitvolumen

In allen drei Gruppen dieser Untersuchung konnte am Tage der Behandlung mit FGF-
2, also 7 Tage nach Implantation des Reduktionsstent, kein signifikanter Unterschied des
Herzminutenvolumens unter Ruhebedingungen festgestellt werden (siehe Abbildung 20). Am
Tag 28 konnte in allen Gruppen ein Anstieg des Herzzeitvolumens beobachtet werden, ohne

signifikante Unterschiede zwischen den Tieren der einzelnen Gruppen (siehe Abbildung 20).
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Abbildung 20: Herzzeitvolumen (HZV) 7 (weiBe Balken) und 28 Tage (graue Balken) nach
Implantation des Reduktionsstent. Gruppe A: unbehandelte Kontrolltiere; Gruppe B:
Retroinfusion von FGF-2; Gruppe C: intrakoronare FGF-2 Applikation. Mittelwerte + SEM,

n=7/Gruppe.
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3.2.7.2. dP/dt max und LVEDP

Die maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit des linken Ventrikels (dP/dt max) war
am Tag 7 und am Tag 28 bei allen Gruppen vergleichbar (siehe Tabelle 1). Nach
Retroinfusion von FGF-2 konnte am Tag 28 ein leichter, nicht signifikanter Anstieg des dP/dt

max nachgewiesen werden (1115+£371 [Tag 28] vs. 9571245 mmHg/s? [Tag 7]).

Der linksventrikuldre enddiastolische Druck (LVEDP) war am Tag 7 nach Implantation des
Reduktionsstent in allen drei Gruppen der vorliegenden Untersuchung vergleichbar
(10,7+3,8mmHg [Gruppe A] vs. 9,5+5,2mmHg [Gruppe B] vs. 10,2£3,2mmHg [Gruppe CJ;

statistisch nicht signifikant) (siehe Tabelle 1).
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Abbildung 21: Linksventrikularer enddiastolischer Druck (LVEDP) 7 (weiBe Balken) und
28 Tage (graue Balken) nach Implantation des Reduktionsstent. Gruppe A: unbehandelte
Kontrolltiere; Gruppe B: Retroinfusion von FGF-2; Gruppe C: intrakoronare FGF-2
Applikation. Mittelwerte £ SEM, n=7/Gruppe; #: p<0,05 Gruppe B Tag 28 vs. Gruppe A
Tag 28, *: p<0,05 Gruppe A Tag 28 vs. Gruppe A Tag 7.

-70 -



Am Tag 28 der Untersuchung konnte bei den Kontrolltieren (Gruppe A) und nach
intrakoronarer FGF-2 Gabe (Gruppe C) als Hinweis auf eine verminderte globale
linksventrikulare Funktion ein Anstieg des linksventrikularen enddiastolischen Druck
beobachtet werden (siehe Abbildung 21 und Tabelle 1). Nur nach Retroinfusion von FGF-2
blieb der LVEDP unverandert und lag deutlich niedriger als bei den unbehandelten
Kontrolltieren (Gruppe A) und den antegrad mit FGF-2 behandelten Schweinen (siehe

Abbildung 21 und Tabelle 1).
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4. Diskussion

4.1. Experimentelle Modelle chronischer Myokardischamie am Grosstier

In der vorliegenden Studie wurde die Retroinfusion von Fibroblast-Growth-Factor-2
(FGF-2) in die anteriore Herzvene als Prinzip der therapeutischen Arterio- und Angiogenese
in einem Modell chronisch myokardialer Ischamie untersucht. Hierfir wurde zunédchst ein
tierexperimentelles Modell einer hochgradigen koronararteriellen Stenose mit einer
signifikanten Reduktion des Blutflusses im Ramus interventricularis anterior der linken
Koronararterie (LAD) etabliert. Ein wichtiges Kriterium flr die Wahl des tierexperimentellen
Modells fir regionale Ischamiestudien ergibt sich aus der kollateralen Blutversorgung des
Myokard. In der koronararteriellen Anatomie und der Ausprdgung des kollateralen
GefaBnetzes ergibt sich beim Schwein eine gréBere Ubereinstimmung mit der menschlichen
Anatomie und Physiologie als zum Beispiel beim Hund *®'37148157:184 " Bgj ginem akuten,
kompletten Verschluss einer Koronararterie verbleibt beim Schwein ein kollateraler Restfluss
von ca. 1,5 %, im Vergleich zu 8-37% beim Hund '**'®®. Schweine weisen aus diesem Grund

f 135 Bei chronischer

eine gréBere Empfindlichkeit fir eine akute koronare Okklusion au
Ischamie entwickelt sich beim Hund vorwiegend eine Uppige Kollateralzirkulation in der
Ebene des Epikards, beim Schwein hingegen formiert sich zusatzlich ein subendokardialer

GefaBplexus '

; auch in diesem Zusammenhang weist das Schwein eine groBere
Ubereinstimmung mit dem Menschen auf. Die Grenzen zwischen ischdmischen und nicht-
ischamischen Arealen bei chronischer, myokardialer Ischamie sind beim Schwein - &hnlich
der menschlichen Anatomie - deutlich homogener, beim Hund hingegen ist bedingt durch die
reichere, natirliche Ausstattung mit Kollateralen die Randzone einer Ischamie mit
zahlreichen Inseln erhaltener Restperfusion durchsetzt '*>'®®. Das AusmaB des préformierten
Kollateralnetzes und die Fahigkeit eine Kollateralzirkulation bei chronischer Ischamie
aufzubauen ist von entscheidender Bedeutung fiir die Uberlebens- und Funktionsfahigkeit

des Myokard bei regional begrenzter Ischamie, und ist daher von grundlegender Bedeutung

fir die Wahl des Tiermodells beim Studium des Einflusses der Angiogenese auf chronisch
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ischamisches Myokard. Aus diesem Grund wurde in dieser Studie und zunehmend auch in
aktuellen experimentellen Studien der Angiogenese das Schwein (deutsches Landschwein)

als Versuchstier eingesetzt.

4.1.1. Chirurgische, transthorakale Implantation des Ameroid-Quellring

Ein Modell am Grosstier zur Induktion einer chronischen myokardialen Ischamie war
bis zur vorliegenden Untersuchung nur chirurgisch meist in Form des Ameroid-Quellring

realisiert worden %°%11%127

. Nach anterolateraler Thorakotomie wird beim chirurgischen
Vorgehen ein Ameroid-Quellring um die Koronararterie (RCX) platziert. Nach 3-4 Wochen
entwickelt sich durch die zunehmende Quellung des Ringes eine zirkuldre Stenose der
Koronararterie, mit einer Abnahme des maximalen Blutflusses und der Kkontraktilen
Myokardfunktion unter einem vasodilatativen Stimulus (Adenosin) oder unter funktioneller
Belastung mit einem Herzschrittmacher; der koronararterielle Blutfluss und die
Myokardfunktion unter Ruhebedingungen werden durch den Ameroid-Quellring kaum
beeinflusst °*''%"2¢ " Der Ameroid-Quellring ist als experimentelles Modell chronischer
myokardialer Ischdmie fir den Ramus circumflexus der linken Koronararterie etabliert und

standardisiert "%¢7,

Die koronarvendse Anatomie des Schweins mit der Vena hemiazygos, die in die obere
Hohlvene drainiert, und einer hohen Variabilitdt der Venae marginales lasst jedoch eine
zuverlassige und reproduzierbare Retroinfusionsbehandlung im RCX-Areal nicht zu; da die
koronarvendse Anatomie der anterioren Herzvene, die das Blut aus dem Bereich der LAD
drainiert, im Schwein wesentlich konstanter ist, wurden frihere tierexperimentelle
Untersuchungen der selektiven druckregulierten Retroinfusion an der anterioren Herzvene
durchgefiihrt '8'921% Andererseits ist der Ameroid-Quellring fiir eine Platzierung um die LAD
nicht etabliert und standardisiert, und verursacht nach dem Einsetzen um die LAD mit einer

hohen Inzidenz Kammerflimmern ''*'%’. Zusatzlich ist eine gleichzeitige Kompression oder
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Okklusion der die Koronararterie begleitenden Herzvene durch den Ameroid-Quellring oft
unvermeidbar '"*'%’; ein ungehinderter physiologischer Blutfluss in der anterioren Herzvene
ist jedoch fiir eine effektive Retroinfusionsbehandlung unerldsslich '®'°. Zusétzlich verlangt

die Implantation eines Ameroid-Ringes eine Thorakotomie '#

. Die Operation und das
Infektionsrisiko stimulieren ihrerseits die Vorgange der Angiogenese und hétten die

Trennung eines therapeutischen Erfolges von operationsbedingten Einflissen erschwert.

4.1.2. Kathetergestitzte, perkutane Implantation des Reduktionsstent

In der vorliegenden Untersuchung wurde deshalb zur Induktion einer chronischen
myokardialen Ischamie am Grosstier (deutsches Landschwein) ein neues perkutanes Modell
etabliert. In Anbetracht der Anforderungen an das pathophysiologische Modell unserer
Studie wurde ein auf einem Herzkatheterverfahren basierendes System mit der Implantation
der in unserem Labor entwickelten Art des Reduktionsstent gewéahlt. Am Tag O der
vorliegenden Untersuchung konnte somit unmittelbar nach kathetergestitzter Implantation
des Reduktionsstent angiographisch ein Stenosegrad von 72% des Ramus interventricularis
anterior erzielt werden. Im Verlauf konnte am Tag 7 nach Implantation des Reduktionsstent
angiographisch eine Zunahme des Stenosegrades auf 92% beobachtet werden. Verglichen
mit dem nicht-ischamischen RCX-Gebiet konnte somit im Bereich der LAD eine leichte
Verminderung des regionalen myokardialen Blutfluss in Ruhe und eine signifikante Abnahme
des Maximalflusses unter Adenosin-induzierter Vasodilatation erzielt werden (siehe
Abbildung 9). Der Grad der Ischdmie 7 Tage nach Implantation des Reduktionsstent
entspricht somit dem erzielten Grad der Ischdmie mehrere Wochen nach dem Einsetzen
eines Ameroid-Quellring um den Ramus circumflexus, mit einer leichten Verminderung des
Ruheblutflusses und einer signifikanten Verminderung des maximalen Blutflusses "¢,

Ahnlich dem Ameroid-Quellring Model 1&sst sich nach Implantation des Reduktionsstent der

genaue Zeitpunkt des Verschlusses der Koronararterie weder exakt vorhersagen noch
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dokumentieren "*. In die Gruppen dieser Untersuchung wurden nur Tiere aufgenommen die
am Tag 7 einen ersichtlichen Restfluss durch das native LAD-GeféaB und die Stenose

zeigten.

Da bei allen Tieren nach 28 Tagen ein kompletter Verschluss der LAD beobachtet wurde,
musste zwischen den Tagen 7 und 28 der Untersuchung eine Totalokklusion des
Reduktionsstent eingetreten sein. Am Tag 28 war der myokardiale Blutfluss (fluoreszierende
Mikrospharen, NH;-PET) im ischamischen LAD-Bereich verglichen mit dem nicht-
ischamischen RCX-Bereich unter Ruhebedingungen signifikant vermindert, unter Adenosin-
induzierter Vasodilatation konnte keine Zunahme des Blutfluss beobachtet werden (siehe
Abbildungen 9 und 10). Da eine regelrechte Myokardfunktion an eine ausreichende arterielle

Versorgung gebunden ist *

, verursacht die chronische Minderperfusion im Bereich des
Myokard, das distal des Reduktionsstent von der LAD versorgt wird, eine Abnahme der
regionalen (-30% unter Ruhebedingungen; -38% wahrend intrakoronarer Adenosingabe) und
globalen myokardialen Funktion. Das AusmaB der myokardialen Infarzierung
(Tetrazoliumchlorid-Farbung) 28 Tage nach Implantation des Reduktionsstent in die LAD
distal des 1. Diagonalastes betrug 1,9+0,4% der linksventrikularen Masse. Diese Erkenntnis
entspricht den Beobachtungen nach Platzierung eines Ameroid-Quellrings im Bereich der
RCX, die zu einer funktionell unbedeutenden linksventrikularen Infarzierung von 1,2-6% des
Myokard filhrt ©%'?”. Dieser pathophysiologische Zustand, nach Implantation des
Reduktionsstent, mit einer Verminderung des myokardialen Blutfluss und einer Abnahme der
kontraktilen Myokardfunktion unter Ruhebedingungen, bei erhaltener myokardialer Vitalitat,
erfiillt die Definition von ,hibernating myocardium* . Grundsétzlich sei an dieser Stelle
bemerkt, dass mit der in der Literatur beschriebenen Anwendung des Ameroid-Quellring
(RCX) im chronischen Modell lediglich eine Abnahme des maximalen Blutflusses unter
einem vasodilatativen Stimulus (Adenosin) oder unter funktioneller Belastung mit einem

Herzschrittmacher zu erzielen ist %'"*'? Eine Verminderung des Blutflusses in der

Koronararterie und der regionalen myokardialen Perfusion unter Ruhebedingungen mit einer
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signifikanten Abnahme der kontraktilen Myokardfunktion (,hibernating“-Myokard) konnte nur

nach Implantation des Reduktionsstent beobachtet werden.

Mit dem Reduktionsstent ist es somit nun erstmals mdglich therapeutische Arterio- und
Angiogenese im LAD-Bereich tber die Bestimmung der Flussreserve unter Belastung hinaus
auch unter Ruheflussbedingungen zu beobachten, ohne eine funktionell relevante
myokardiale Infarzierung des linken Ventrikels zu induzieren. Der neuentwickelte und in der
vorliegenden Studie erstmals eingesetzte Reduktionsstent bietet somit ein perkutanes Modell
zur Untersuchung des therapeutischen Effektes angiogenetischer Wachstumsfaktoren auf

chronisch ischamisches Myokard.

4.2. Applikation von FGF-2 mittels selektiver druckgeregelter Retroinfusion (SSR) als
therapeutisches Prinzip bei der Arterio- und Angiogenese-Induktion und Vergleich mit

der intracoronaren Applikation

4.2.1. Therapeutische Arteriogenese

Ein zentraler Parameter der anatomischen Beurteilung nach therapeutischer
Applikation eines angiogenetischen Proteins in hypoxisches/minderperfundiertes Myokard ist
die Induktion des Wachstums von KollateralblutgefaBen (therapeutische Arteriogenese).
Trotz der gering ausgebildeten Anlage des KollateralgefaBnetzes im porcinen Myokard bei
akuter Ischamie, kann bei Einwirkung chronisch myokardialer Ischamie Dbereits ohne
therapeutische Intervention eine leichte Zunahme der Kollateralversorgung entstehen, wie
O’ Konski et al. und White et al. bereits nachweisen konnten ">, In praklinischen Studien
chronischer myokardialer Ischamie (Hund uns Schwein) konnte nach systemisch-vendser
Gabe von FGF-2 keine zusatzliche (signifikante) Zunahme des Wachstums von Kollateralen

gegenilber unbehandelten Kontrolltieren erzielt werden 2712,

Allerdings konnte
tierexperimentell nach kontinuierlicher und einmaliger perikardialer Applikation und nach

intramyokardialer Injektion des vaskularen Wachstumsfaktors FGF-2 eine Zunahme der
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69;87,90;100;156

Kollateralen beobachtet werden . Da diese Applikationsverfahren sehr invasiv

sind (siehe Abschnitt 1.4.), wurde FGF-2 in zwei tierexperimentellen Studien direkt in die

2 und Rajanayagam et al. '®' konnten nur nach

Koronararterie injiziert. Sato et al.
kontinuierlicher bzw. zweimaliger intrakoronarer Gabe von insgesamt 10ug/kg Kérpergewicht
FGF-2 eine signifikante Zunahme der KollateralgefaBe erreichen. Die einmalige
intrakoronare Anwendung von FGF-2 war hingegen in beiden Protokollen nicht sicher
effektiv. In der vorliegenden Untersuchung konnte ebenfalls nach einmaliger intrakoronarer
Gabe von 150ug FGF-2 (Gruppe C) eine leichte, nicht-signifikante Zunahme der Anzahl der
Kollateralarterien gegeniber den unbehandelten Kontrolltieren (Gruppe A) beobachtet
werden (siehe Abbildung 18). Die identifizierten KollateralblutgefaBe sorgten entsprechend
ihrer Definition als arterio-arterielle Anastomosen flur die Durchblutung des ischamischen
Myokardgewebes distal des Reduktionsstent und verfligten CUber eine typische
korkenzieherartige Form, die bereits Schaper et al. ' beobachten konnten. In der
gegenwartigen Untersuchung konnte dieser Effekt durch den Einsatz der selektiven
druckgeregelten Retroinfusion als Applikationsweg fir FGF-2 im Vergleich zu den
unbehandelten Kontrolltieren signifikant gesteigert werden (5.20£1.10 vs. 2.75+0.16
KollateralblutgefaBe). Auch im Vergleich zur intrakoronaren Applikation konnte bei
retrograder Anwendung der gleichen Menge FGF-2 signifikant mehr Kollateralen im LAD-
Bereich nachgewiesen werden; dieser zusatzliche Effekt wird vor allem auf eine
Verlangerung der Kontaktzeit des vaskularen Wachstumsfaktors mit dem ischamischen

Myokardgewebe zuriickgefiihrt 2.

4.2.2. Therapeutische Angiogenese

Ein  betrachtlicher Anteil der therapeutischen Wirkung angiogenetischer
Wachstumsfaktoren ist nach den Erkenntnissen von Schaper et. al ®7°°"'3" giner Zunahme

der GeféBversorgung ischdmischen Myokards auf der Ebene der Kapillaren (therapeutische
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Angiogenese) zuzuschreiben. Eine einmalige Applikation von FGF-2 mit der selektiven
druckregulierten Retroinfusion (SSR) in die anteriore Herzvene flihrte zu einer Zunahme der
Kapillardichte, die gegenuber Kontrolltieren und der Gruppe mit intrakoronarer Applikation
statistisch signifikant war. Da bei intrakoronarer Anwendung und Retroinfusion von b-FGF
die gleichen Mengen Protein eingesetzt wurden und der Zeitraum flir die Applikation in
beiden Gruppen identisch war, ist der zusatzliche therapeutische Effekt bei retrograder
Infusion am ehesten auf die Verldngerung der Kontakizeit ' des angiogenetischen

Wachstumsfaktors mit dem ischamischen Myokardgewebe zurtckzufuhren.

4.2.3. Effektivere Gewebebindung nach Retroinfusion von '*lod-markierten FGF-2

Pharmakodynamische Untersuchungen nach Anwendung von radioaktiv markierten
FGF-2 erlaubten uns genauere Einsichten in die myokardiale Gewebebindung und die
systemische Verteilung der vaskularen Wachstumsfaktoren bei chronisch myokardialer
Ischamie. In der vorliegenden Untersuchung konnten 4,5% der Gesamtmenge des antegrad
Uber einen intracoronaren Katheter in das ischamische LAD-Areal injizierten FGF-2 in den
myokardialen Gewebeproben nachgewiesen werden. Diese Erkenntnisse entsprechen den
Ergebnissen von Lazarous et al. *°, die am Hund nach antegrader Injektion in die LAD 3-5%
der gesamten FGF-2 Aktivitdt im Herzen beobachten konnten. Eine Steigerung der
intramyokardialen Gewebebindung auf 10% der systemischen Gesamtaktivitdt konnte in
unserer Untersuchung nach Applikation der gleichen Menge radioaktiv markierten FGF-2 mit
der selektiven druckregulierten Retroinfusion in das LAD-Zielareal Uber die anteriore
Herzvene erreicht werden. Interessanterweise fuhrten in der vorliegenden Untersuchung
sowohl die antegrade Anwendung als auch die Retroinfusion von b-FGF zu einer
intensiveren Bindung von FGF-2 im distalen LAD-Zielgebiet, mit einem Gradient der
myokardialen Gewebeaktivitat von distal nach proximal. Diese Beobachtung erklart sich am

ehesten durch eine Zunahme des ischdmischen Stimulus im distalen LAD-Areal, der eine
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vermehrte Expression der Rezeptoren fur vaskuldre Wachstumsfaktoren und damit eine

Steigerung der Bindungsméglichkeiten fiir FGF-2 bewirkt hat %73,

Verglichen mit dem nicht-ischdmischen RCX-Areal konnte im LAD-Zielgebiet nach
antegrader Injektion, in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Lazarous et al. *°, eine 5
bis 6-fache Zunahme der myokardialen Aktivitat erreicht werden; eine weitere Zunahme auf
die 15 bis 20-fache Aktivitdt des Kontrollareals konnte nach retrograder Applikation
beobachtet werden. Diese betrachtliche Steigerung der Gewebebindung des radioaktiv
markierten FGF-2 bei Anwendung der Retroinfusion lasst sich am ehesten durch die
Verlangerung der Kontakizeit der vaskuldren Wachstumsfaktoren mit dem ischéamischen
Myokard erklaren 2'. Zusétzlich finden sich bei Arteriosklerose Stenosen und Okklusionen
der zuflhrenden arteriellen GefaBen, so dass ein betréchtlicher Anteil koronararteriell
applizierter Wachstumsfaktoren Uber ,Steal“-GefaBe ausgeschwemmt wird, ohne das

ischamische Myokardareal zu erreichen %2

Das venbése System bleibt von
arteriosklerotischen Veranderungen unbeeinflusst und erlaubt somit einen direkteren Zugang

zum ischamischen Myokardgewebe.

Die absolute FGF-2 Gewebeaktivitdt im nicht-ischdmischen RCX-Kontrollareal und in den
untersuchten extrakardialen Organen war bei antegrader und retrograder Applikation
vergleichbar, ein Anzeichen fir eine relativ hohe Tendenz zur Rezirkulation bei beiden
Verfahren. Ein hoher Anteil des radioaktiv markierten FGF-2 wurde bei beiden

|95

Anwendungsformen, in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Lazarous et a und

Laham et al. %, in der Leber abgelagert. Diese Erkenntnisse bestatigen friihere
Beobachtungen, welche die Leber als Organ der Elimination fir an a,-Makroglobulin
gebundenes FGF-2 identifizieren konnten %'®°. Ein hoher Anteil des antegrad applizierten
FGF-2 wurde zusatzlich in der Lunge abgelagert (siehe Abschnitt 3.2.1.); ursachlich sind

hierfr vor allem Rezeptoren (Heparansulfate) in der Lungenstrombahn von Bedeutung, die

FGF-2 mit niedriger Affinitat binden .
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4.2.4. Einfluss auf die regionale myokardiale Perfusion

In préklinischen Untersuchungen, in Hunde- und Schweinemodellen chronisch
myokardialer Ischamie (Ameroid-Quellring), konnte gezeigt werden, dass die
intramyokardiale, die intraperikardiale und die perivaskuldre Applikation von vaskularen
Wachstumsfaktoren (FGF-2, VEGF165) eine signifikante Verbesserung der regionalen

myokardialen Perfusion bewirken k&nnen °96278:8596:100:101:103:106:108:156

. Da die genannten
Applikationsverfahren fur den Einsatz am Patienten im klinischen Routineeinsatz zu invasiv
und komplikationstrachtig erscheinen (siehe Abschnitt 1.4.), wurde die endovaskulare Gabe
(systemisch-intravends, intrakoronar) von vaskuldren Wachstumsfaktoren in beiden
Modellen untersucht. Die systemisch-intravendse Applikation in eine periphere Vene konnte
keine Verbesserung der regionalen myokardialen Perfusion erzielen '2''2%130.  dig
intrakoronare Gabe war nur bei wiederholten (taglich fir 7 bis 28 Tage) Anwendungen des
angiogenetischen Faktors erfolgreich; die einmalige intrakoronare Gabe konnte keine
signifikante Zunahme des regionalen myokardialen Blutfluss unter Ruhebedingungen

156

gegeniuber unbehandelten Kontrolltieren induzieren ™. In einer kirzlich veréffentlichten

tierexperimentellen Untersuchung konnten Sato et al. '®

erstmals nach einmaliger
intrakoronarer Applikation von 6ug/kg KG FGF-2 eine leichte Zunahme des regionalen
myokardialen Blutfluss (fluoreszierende Mikrospharen) im ischamischen Myokardgewebe
unter Adenosin-induzierter maximaler Vasodilatation verglichen mit den unbehandelten
Kontrolltieren beobachten. Unter Ruhebedingungen konnte keine Zunahme des regionalen
Blutfluss durch die intrakoronare FGF-2 Applikation erzielt werden. In der zitierten Studie von

Sato et al. '*°

wurde als Modell chronisch myokardialer Ischdmie ein Ameroid-Quellring
eingesetzt, der im Gegensatz zum Reduktionsstent den koronaren Blutfluss nur unter
myokardialer Belastung einschrankt (siehe Abschnitt 4.1.). In der vorliegenden Untersuchung
wurde der regionale myokardiale Blutfluss mit der Mikrospharen-Methode untersucht. Der

Vergleich, der in der vorliegenden Studie am Tag 28 ermittelten Ausgangswerte

(Absolutwerte) der regionalen myokardialen Perfusion im Bereich des nicht-ischamischen
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Myokardareal (1,35+0,21 ml/min/g, gemittelter Wert der Gruppen A, B und C aus Tabelle 2)
mit den bei Anwendung der gleichen Technik in der Literatur beschriebenen Referenzwerten
von 1,19-1,48 ml/min/g zeigt eine hohe Ubereinstimmung *®''8162 Nach Einsetzen des
Reduktionsstent in die LAD konnte in allen drei Behandlungsgruppen - auch unter
Ruhebedingungen verglichen mit dem nicht-ischamischen RCX-Areal - eine signifikante
Verminderung des regionalen myokardialen Blutfluss (fluoreszierende Mikrosphéren)
verzeichnet werden (,hibernating“-Myokard) (siehe Abschnitt 3.1.2.). Entsprechend dem
Ausbleiben eines signifikanten Kollateral- und Kapillarwachstums in der Gruppe C
(intrakoronare Applikation von 150ug FGF-2) konnte in Ergdnzung zu den Ergebnissen von

Sato et al. '*°

nachgewiesen werden, dass die 30 minltige intrakoronare FGF-2 Applikation
in einem Modell mit ,hibernating“-Myokard keine signifikante Verbesserung des regionalen
myokardialen Blutfluss unter Ruhebedingungen gegentiber den unbehandelten Kontrolltieren
erzielen kann; unter Bedingungen mit gesteigertem Sauerstoffbedarf (rechts-atriales Pacing
140 Herzaktionen/min) konnte in der vorliegenden Arbeit eine leichte, nicht-signifikante
Zunahme des regionalen myokardialen Blutfluss beobachtet werden. In der Gruppe B konnte
hingegen nach Retroinfusion von FGF-2 eine signifikante Zunahme der Anzahl der
KollateralgefaBe und Kapillardichte beobachtet werden; dazu passend konnte in dieser
Gruppe auch eine signifikante Zunahme des regionalen myokardialen Blutfluss im
ischamischen Myokardareal (1,1 ml/min/g Gewebe) gegenlber den Kontrolltieren und den
antegrad mit FGF-2 behandelten Tieren schon unter Ruhebedingungen nachgewiesen
werden; der Blutfluss im LAD-Areal distal des Reduktionsstent lag aber dennoch deutlich
unterhalb des normalen regionalen myokardialen Blutfluss nicht-ischamischer Myokardareale
(RCX-Areal: 1,4-1,5 ml/min/g Gewebe, sieche Abbildung 18). Als Hinweis fir eine erhaltene
funktionelle Reserve nach Retroinfusion von FGF-2 stieg der regionale myokardiale Blutfluss
unter Bedingungen mit gesteigertem Sauerstoffbedarf (rechts-atriales Pacing 140/min) an
und war signifikant héher als bei der unbehandelten Kontrollgruppe und den antegrad mit

FGF-2 behandelten Tieren.
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Interessanterweise verflugten alle Tiere, die retrograd mit FGF-2 behandelt wurden, tber den
héchsten Erhalt der regionalen myokardialen Perfusion in den subepikardialen

Myokardschichten.  Frihere Studien, die die transmyokardiale Verteilung von

64;128 21

pharmakologischen Substanzen und Genvektoren untersuchten, konnten ein
deutliches Konzentrationsgefélle zwischen subepikardialen und subendokardialen
Myokardschichten nach  koronarvendser  Applikation beobachten. Ein analoge
transmyokardiale Verteilung und therapeutische Wirkung von FGF-2 auch in der
vorliegenden Untersuchung ist somit naheliegend und erklart am ehesten den hdchsten

Erhalt des regionalen myokardialen Blutfluss in den subepikardialen Myokardschichten.

4.2.5. Einfluss auf die kontraktile Myokardfunktion

Ein bedeutender Parameter und zentrales Ziel einer therapeutischen Arterio-
und Angiogenese am ischamischen Herzen ist der Erhalt oder die Wiederherstellung der
kontraktilen  Myokardfunktion. In tierexperimentellen  Untersuchungen chronischer
myokardialer Ischdmie (Hund und Schwein) konnte nur nach intramyokardialer,
perivaskularer und intraperikardialer Applikation eines vaskularen Wachstumsfaktors (FGF-2,
VEGFi¢) eine signifikante Zunahme der kontraktilen Myokardfunktion gegenlber

unbehandelten Kontrolltieren erzielt werden 39:6%78:101;103:106

, hicht jedoch nach endovaskulérer
Anwendung (systemisch-intravends und intrakoronar) %128%121:129130 Hiarzy passend konnte
in der vorliegenden Untersuchung nach antegrader Applikation von FGF-2 in die
Koronararterie ebenfalls kein signifikanter Effekt auf die kontraktile Myokardfunktion
beobachtet werden. Hingegen flhrte der Anstieg des regionalen myokardialen Blutfluss bei
den retrograd mit FGF-2 behandelten Tieren zu einer signifikanten Verbesserung der
kontraktilen Myokardfunktion (siehe Abschnitt 3.3.2.). Die Segmentverkirzung im Bereich

des proximalen LAD-Areals war signifikant héher sowohl unter Ruhebedingungen als auch

unter Bedingungen mit gesteigertem Sauerstoffbedarf (rechts-atriales Pacing 120 und
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140/min), in Ubereinstimmung mit einem fast normalen Ruheblutfluss in diesen
Myokardabschnitten 21 Tage nach Retroinfusion von FGF-2. Im Bereich der distalen LAD
konnte unter Ruhebedingungen kein Unterschied in der myokardialen kontraktilen Funktion
zwischen den Gruppen festgestellt werden. Unter Belastung (rechts-atriales Pacing)
hingegen konnte eine weitere Abnahme der myokardialen Kontraktilitdt bis hin zur

Dyskinesie nur nach Retroinfusion von FGF-2 verhindert werden.

Interessanterweise zeigte sich eine signifikante Abnahme der regionalen kontraktilen
Myokardfunktion im nichtischdmischen RCX-Areal bei der Kontrollgruppe verglichen mit den
retrograd mit FGF-2 behandelten Tieren, sowohl unter Ruhebedingungen als auch unter
Bedingungen mit gesteigertem Sauerstoffbedarf (rechts-atriales Pacing) (siehe Abbildung
19). Dieser Befund kénnte durch den chronisch erhéhten linksventrikuldren enddiastolischen
Druck (siehe Abbildung 21) in dieser Gruppe erklart werden, der zusammen mit einer
Zunahme der subendokardialen Wandspannung und einem gesteigerten Sauerstoffbedarf,

eine Verminderung der regionalen Myokardfunktion verursachen kann.

4.3. Limitationen

4.3.1. Tierexperimentelles Modell

Die Ubertragbarkeit, der in dieser Studie am Schweinemodell gewonnenen
Erkenntnisse auf die klinische Situation des Patienten, kann in einigen Punkten jedoch in
Frage gestellt werden. Es ist bekannt, dass einige pharmakologische Substanzen,
insbesondere volatile Anasthetika, eine negativ inotrope Wirkung entfalten kénnen ’'; aus
diesem Grund wurde zur Aufrechterhaltung der inhalativen Andsthesie Enflurane eingesetzt,
das von den volatilen Anasthetika den geringsten negativ inotropen Effekt aufweist """, Auf
pharmakologische Substanzen, die eine weitere Beeinflussung der myokardialen Perfusion
und Funktion bewirken kdnnten, wurde bewusst verzichtet. An dieser Stelle sei bemerkt,

dass Heparine Uber eine gewisse angiogenetische Wirksamkeit verfigen “*'°: nach
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eingehendem Literaturstudium konnten nur Nachweise dieses Effektes nach mehrmaliger
Applikation von hochmolekularem Heparin gefunden werden, fir die in dieser Studie
eingesetzten niedermolekularen Heparine steht eine Untersuchung dieser Wirkung noch aus.
In dieser Studie konnte jedoch =zur Prophylaxe eines akuten Verschluss des
Reduktionsstents durch einen arteriellen Thrombus nicht auf die Anwendung
niedermolekularer Heparine verzichtet werden. Die niedermolekularen Heparine wurden
jedoch in allen drei Gruppen der vorliegenden Untersuchung identisch appliziert; daher sind
Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen unabhangig von der Gabe
niedermolekularer Heparine zu sehen. Auch wenn in dieser Untersuchung konsequent auf
minimale Traumatisierung, geringen Blutverlust und zlgige Praparation geachtet wurde
kdnnen Stoéreffekte durch das Operationstrauma, die Thorakotomie, einen geringen
unvermeidbaren Blutverlust, die kiinstliche Beatmung und die Dauer der Versuchsreihe nicht
ausgeschlossen werden. Generell stellt sich die Frage inwieweit die in dieser Untersuchung
gewonnenen Erkenntnisse, im Tiermodell mit an sich gesunden Koronararterien, auf die
klinische Situation arteriosklerotisch veranderter HerzkranzgefaBe (bertragen werden

kdnnen.

4.3.2. M6gliche Limitationen einer FGF-2-Behandlung am Patienten

In Studien an Tiermodellen und in frihen klinischen Untersuchungen sind einige
klinisch relevante chronische und akute Nebenwirkungen erkannt worden, die vor allem mit
der Anwendung von VEGF und FGF-2 assoziiert sind. Eine chronische Nebenwirkung stellt
eine bei therapeutischer Anwendung von FGF-2 auftretende Niereninsuffizienz dar;
pathophysiologisch zeigt sich eine membranése Nephropathie, die typischerweise von einer
Proteinurie begleitet wird ', Ferner kann der Einsatz vaskularer Wachstumsfaktoren (FGF
und VEGF) aufgrund der breiten mitotischen und chemotaktischen Aktivitat, v.a. bei

Makrophagen, und durch Stimulation der Angiogenese in den Vasa vasorum das Wachstum
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72;110;147

atherosklerotischer Plaques férdern und deren anatomische Struktur somit

911114144 o5 droht eine Plaqueruptur und ein akuter Arterien- oder

destabilisieren
Koronarverschluss. Eine weitere zu beflrchtende chronische unerwinschte Wirkung einer
therapeutischen Angiogenese besteht bei Patienten mit diabetischer Retinopathie in der

23 Erhohte Konzentrationen des

Stimulation des Wachstums retinaler BlutgefaBe
angiogenetischen Wachstumsfaktors VEGF wurden in der Glaskoérperflissigkeit dieser
Patienten beobachtet ® und die Anwendung VEGF-neutralisierender Antikdrper im

3 1In

Tierexperiment konnte das Fortschreiten der retinalen Neoangiogenese verhindern
Tumorgeweben kommt es aufgrund der hohen Zellteilungsrate zum erhéhten Bedarf an
Sauerstoff und Stoffwechselsubstraten, der Uber die vermehrte lokale Expression von
vaskuldaren Wachstumsfaktoren zur Angiogeneseinduktion fiinren kann “%*2. Die verbesserte

Gewebeperfusion ermdglicht ein weiteres ungehemmtes Tumorwachstum %2,

Neuere klinische Untersuchungen (Phase |- und Phase II- Studien) an mehreren hundert
Patienten mit der Anwendung angiogenetischer Wachstumsfaktoren in therapeutisch
relevanten Dosierungen konnten die Befurchtungen bezuglich der chronischen
Nebenwirkungen (Niereninsuffizienz, proliferative Retinopathie und Tumorwachstum) nicht
bestatigen 678991:104125140 - Allerdings filhrt der therapeutische Einsatz von FGF-2 und vor
allem VEGF akut zu einer Freisetzung von Stickstoffmonoxid (NO) mit einer deutlichen
arteriellen Vasodilatation ®""'%. Dieser Effekt fiihrte aufgrund der akut auftretenden arteriellen
Hypotension bereits zu einer Dosislimitierung bei ersten klinischen Phase | Studien beider
Wachstumsfaktoren '**. Laham et al. konnten in einer klinischen, placebokontrollierten open-

dose Eskalationsstudie &

mit der einmaligen systemischen intravenésen Anwendung von
FGF-2 (0,33-48ug/kg KG) nachweisen, dass eine Dosierung von maximal 36ug/kg KG FGF-
2 akut nebenwirkungsfrei toleriert wird. In der vorliegenden Untersuchung wurde daher eine
submaximale Konzentration von FGF-2 (5ug/kg KG) eingesetzt, ausreichend um nach

retrograder Applikation in die Koronarvene mit der selektiven druckregulierten Retroinfusion

eine funktionell relevante therapeutische Arterio- und Angiogenese zu induzieren.
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4.3.3. Mégliche Limitationen einer Retroinfusionsbehandlung am Patienten

Folgende Einschrankungen einer klinischen Anwendung einer
Retroinfusionsbehandlung (SSR) sind denkbar. Klinische Untersuchungen der SSR-
Behandlung haben gezeigt, dass in durchschnittlich 5% der Félle eine Sondierung des
Koronarsinus nicht méglich war, so dass auf eine retrograde Behandlung verzichtet werden
musste '®. AuBerdem haben anatomische Untersuchungen gezeigt, dass eine eindeutige
Zuordnung einer drainierenden Vene zu einer Arterie, wie sie flr die Al-Vene und die LAD-
Arterie regelmé@Big besteht, bei der rechten Koronararterie und der RCX in bis zu 25% der
Falle nicht gegeben ist. In diesen Fallen kdnnte die Retroinfusionsbehandlung nicht selektiv
durchgefihrt werden, wobei EffektivitatseinbuBen zu erwarten waren. Ernsthafte klinische
Komplikationen durch die Katheterisierung der Koronarvene und die SSR-Behandlung
(Perikardtamponade, Herzrhythmusstérungen) sind bei bisher Gber 300 Kklinischen

Anwendungen der Retroinfusionsbehandlung zur Myokardprotektion nicht aufgetreten ®.
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5. Zusammenfassung

Die Applikation vaskuldrer Wachstumsfaktoren zur Stimulation des Kollateral-
(therapeutische Arteriogenese) und des Kapillarwachstums (therapeutische Angiogenese)
stellt einen mdglichen neuen Ansatz in der Behandlung der koronaren Herzerkrankung dar.
Der klinische Einsatz vaskuldarer Wachstumsfaktoren ist derzeit aber vor allem durch ein
klinisch verfligbares sicheres und effektives Applikationsverfahren limitiert. Die selektive
synchronisierte druckregulierte Retroinfusion (SSR) von Koronarvenen ist ein klinisch
etabliertes Herzkatheterverfahren und erlaubt eine effektive Applikation von Medikamenten
und Genvektoren in ischdmisches Myokardgewebe. In der vorliegenden Arbeit wurde
deshalb die Auswirkung der Retroinfusion des vaskularen Wachstumsfaktors FGF-2 in die
Koronarvene auf das Kollateralwachstum (Arteriogenese), das Kapillarwachstum
(Angiogenese), den myokardialen Blutfluss und die kontraktile Myokardfunktion bei
chronischer, experimenteller Myokardischdmie (Schwein) untersucht, und mit der
intrakoronaren Applikation von FGF-2 verglichen. Eine hochgradige koronararterielle
Stenose, mit Progression zur Komplettokklusion bis zum Tag 28 der Untersuchung, wurde
durch Implantation eines Reduktionsstent-Graft in die LAD induziert. Nach 7 Tagen wurde
eine 30 minltige Retroinfusion (anteriore Herzvene) ohne (Kontrollgruppe A, n=7) und unter
Zugabe von 150ug FGF-2 (Gruppe B, n=7) durchgefihrt, und mit der antegraden Infusion
(30 min) von FGF-2 in die Koronararterie (LAD) verglichen (Gruppe C, n=7). 28 Tage nach
Implantation des Reduktionsstent erfolgte die Bestimmung der Anzahl der Kollateralarterien
(post-mortem Angiographie) und der Kapillardichte (Histologie, Farbung fir alkalische
Phosphatase). Der regionale myokardiale Blutfluss (fluoreszierende Mikrospharen) und die
kontraktile Myokardfunktion (Sonomikrometrie) wurden unter Ruhebedingungen und
Bedingungen mit gesteigertem Sauerstoffbedarf (rechts-atriales Pacing) gemessen. Am
Versuchende, 28 Tage nach Implantation des Reduktionsstent, konnte die Retroinfusion von
FGF-2 in die Koronarvene (Gruppe B), verglichen mit den unbehandelten Kontrolltieren

(Gruppe A) und der antegraden Applikation von FGF-2 in die Koronararterie (Gruppe C),
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eine signifikante Zunahme der Kollateralarterien (5,2+1,1 vs. 2,95+0,4 vs. 3,3%0,3, p<0,05)
und der Kapillardichte (1,45+0,2 vs. 1,0+0,17 vs. 1,05+0,15 [Kapillaren/Myozyt], p<0,05)
erzielen. Der regionale myokardiale Blutfluss im ischamischen LAD-Areal war signifikant
héher nach Retroinfusion von FGF-2 (1.07+0.14 vs. 0.66+0.07 vs. 0.72+0.17 ml-min™.g",
p<0.05). Entsprechend wurde nach Retroinfusion von FGF-2 auch eine signifikante
Verbesserung der regionalen Kkontraktilen Myokardfunktion unter Ruhebedingungen
(18.5t4.1% vs. 5.742.9% vs. 7.941.8% [Segmentverkirzung in % der enddiastolischen
Lange], p<0.05) und Bedingungen mit gesteigertem Sauerstoffbedarf beobachtet. Der
linksventrikuldre enddiastolische Druck (LVEDP) als MaB fir die globale Myokardfunktion
konnte statistisch signifikant lediglich mit der Retroinfusion von FGF-2 in die anteriore
Herzvene, nicht jedoch bei den unbehandelten Kontrolltieren und den antegrad mit FGF-2
behandelten Tieren glnstig beeinflusst werden. Die selektive druckregulierte Retroinfusion
von FGF-2 in die Koronarvene konnte somit eine funktionell relevante therapeutische Arterio-
und Angiogenese induzieren, und war signifikant effektiver als die intrakoronare Applikation

von FGF-2.

Um die Frage nach der Ursache fir die effektivere Arterio- und Angiogenese nach
Retroinfusion von FGF-2 in die Koronarvene zu kléren, wurde in zusatzlichen Experimenten

1'2%-markiertes FGF-2 (iber 30 min mit der

7 Tage nach Implantation des Reduktionsstent
Retroinfusion in die anteriore Herzvene (n=3) und antegrad in die Koronararterie (n=3)
verabreicht. 45 min nach Applikation konnte eine hdhere myokardiale Aktivitédt im LAD-Areal
nach Retroinfusion von 1'® FGF-2 verglichen mit der intrakoronaren Gabe erzielt werden.
Verglichen mit dem nicht-ischamischen RCX-Areal konnte nach retrograder Applikation eine
auf das 15-30 fach erhdhte myokardiale Gewebebindung im LAD-Zielareal beobachtet
werden. Die signifikant effektivere therapeutische Arterio- und Angiogenese nach

Retroinfusion von FGF-2 in die Koronarvene wird daher vor allem auf eine deutlich

vermehrte Gewebebindung von FGF-2 im ischamischen Myokardgewebe zuriickgefihrt.
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