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Abstract (Deutsch):

Da koronare Herzerkrankungen noch immer zu den héufigsten Todesursachen der Welt
zahlen und trotz einer Behandlung eine hohe Mortalitdtsrate besteht, ist eine
Weiterentwicklung der Therapien notwendig. Eine dieser Entwicklungen ist die
,Pressure-controlled Intermittent Coronary Sinus Occlusion® (PICSO). Bei dieser
Therapie wird durch einen Ballonkatheter eine kiinstliche Okklusion im Koronarsinus, in
welchen die meisten Koronarvenen miinden, verursacht. Diese fiihrt zu einem Riickstau,
wodurch Areale im Infarkt retrograd perfundiert werden. Durch PICSO konnte in
bisherigen Studien die Verringerung der Infarktgrofle festgestellt werden. AuBerdem
findet weniger Vernarbung und eine bessere Heilung statt, was durch die ,,embryonic
recall Hypothese* erklart wird. In dieser Arbeit wurde gepriift, ob sich die Therapie auch
auf die Apoptose-Prozesse bei einem Infarkt auswirken. Dabei wurden weniger
apoptotische Immunzellen in den Tieren mit PICSO gefunden (p = 0,0347) als in jenen
ohne Therapie. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass sich die Verteilung der
Immunzellen durch die Behandlung verdndert hat. Bei den Kontrolltieren waren
signifikant mehr apoptotische Zellen in der Infarktzone im Vergleich zum rechten
Ventrikel (p=0,004) und der Remotezone (p=0,0181) nachweisbar. Die beiden
letzteren Zonen sind vom Infarkt nicht betroffen. Hingegen waren diese Unterschiede bei
den PICSO behandelten Tieren aufgehoben, weil in allen Zonen eine geringe Anzahl an
apoptotischen Zellen vorhanden war. Diese Ergebnisse lassen darauf schlieBen, dass
durch die Therapie im Infarktgebiet und den Borderzonen eine weniger starke
Immunreaktion ausgeldst wird.

Abstract (English):

Since coronary heart disease is still a leading cause of death in the world and there is a
high mortality rate even after treatment, an improvement in the existing therapies is
crucial. One of these improvements is the “Pressure-controlled Intermittent Coronary
Sinus Occlusion” (PICSO). For this therapy, the coronary sinus is intermittently closed
through a balloon catheter. This occlusion leads to a retrograde flow to the infarcted areas.
Previous studies have shown that PICSO has caused a reduction in infarct size.
Furthermore, there is less remodelling in the heart after PICSO, which leads to better
healing of the tissue. This is explained by the “embryonic recall hypothesis”, that PICSO
activates. In this study we assessed if PICSO influences the process of apoptosis during
an infarct. There were significantly more apoptotic immune cells present in the control
group compared to the treatment group with PICSO (p = 0.0347). In addition, it could be
shown that PICSO altered the distribution of apoptotic immune cells within the
myocardium. In the control group significantly more immune cells were present in the
infarct zone in comparison to the right ventricle (p =0.004) and the remote zone
(p = 0.0181). The latter zones are not affected by the infarct. In contrast, in the group with
PICSO treatment, there was no significant difference between the zones, because in all
zones only few apoptotic cells were detectable. Therefore, we conclude that the treatment
leads to less immune reaction in infarct and border zones.



1. Einleitung

Obwohl in der Medizin stindig Fortschritte erzielt werden, sind kardiovaskuldre Krankheiten
immer noch die hdufigste Todesursache der Welt. So sind 16 % aller Todesfille allein durch
kardiale Durchblutungsstérungen bedingt.! Durch die hohe Mortalititsrate werden neue
Therapien entwickelt, um eine bessere Behandlung zu finden. In dieser Arbeit wird eine dieser
Therapien untersucht. Jene ist die ,,Pressure-controlled Intermittent Coronary Sinus Occlusion”
(PICSO). Bei dieser Technik wird in periodischen Abstinden ein kiinstlicher Verschluss in den
ableitenden HerzgefaBlen verursacht. Dadurch wird das Blut regelméBig angestaut und
perfundiert Bereiche, die wiahrend des Herzinfarkts nicht erreicht werden konnten. In dieser
Arbeit wird definiert was ein Herzinfarkt ist und welche pathologischen Mechanismen zu einem
Infarkt fithren. Dabei wird auch die Rolle der Apoptose in diesem Vorgang besprochen.
AuBerdem wird erldutert, welche gingigen Therapiemalnahmen es zurzeit gibt. AnschlieBend
wird genauer erklirt, wie PICSO funktioniert und welche Vorteile die Therapie bringt.
Weiterhin wird der experimentelle Teil der Arbeit beschrieben. Hier war die Fragestellung, ob
PICSO eine Auswirkung auf die Apoptose im Herzen nach einem Herzinfarkt hat. Dazu wurden
die Gewebeproben von einem vorherigen Projekt genommen und es wurde eine
immunhistochemische Farbung auf einen Apoptose-Marker durchgefiihrt. Dazu wurden die
Gewebestlicke mit einem Mikrotom geschnitten, worauthin die apoptotischen Zellen durch die
Immunhistochemie braun gefarbt wurden. Die Schnitte wurden semiquantitativ ausgewertet,
indem unter einem Mikroskop die apoptotischen Zellen gezihlt wurden. Darauffolgend wurde
eine statistische Auswertung vollzogen und die Ergebnisse prisentiert. Diese wurden

abschlieBend mit vorhandener Literatur verglichen.



2. Definition Herzinfarkt

Herzinfarkte gehoren zu den koronaren Herzerkrankungen, bei denen die Blutversorgung des
Herzens gestort ist. Diese entstehen durch einen fortlaufenden Prozess, bei dem das Lumen der
Koronargefille eingeengt wird. Neben der stetigen Einengung kann es allerdings auch durch
einen Thrombus oder Fibrinablagerungen zu einem akuten Koronarsyndrom kommen, wenn
dadurch die Blutversorgung abrupt behindert wird. Sobald die Einengung des Lumens 70 %
tibersteigt, kommt es zu hidmodynamisch wirksamen Stenosen und somit zu klinischen
Symptomen. Diese konnen von einer Herzinsuffizienz iiber Herzrhythmusstérungen bis zu
plotzlichem Herzversagen reichen. Die Patient*Innen mit Koronarsyndrom zeigen dabei héufig
Symptome wie Schmerzen in der Brust (4Angina Pectoris), die in den linken Arm ziehen, ein
stark beklemmendes Gefiihl in der Brustgegend und/oder Probleme beim Atmen.?

Um das Krankheitsbild zu definieren, wird zunéchst in stabile und instabile Angina unterteilt.
Dabei ist ausschlaggebend, wie sich die Symptome durch Anstrengung verdndern. Bei der
stabilen Angina werden die Symptome durch Ruhe gelindert. Die instabile Angina hingegen,
duBert sich entweder durch Auftreten der Symptome in Ruhe, Anhalten iiber 20 Minuten,
plotzlich starke, vor kurzem aufgetretene Schmerzen oder durch immer wiederkehrende und
stirker werdende Schmerzen (Crescendo Symptomatik). Weiters wird zwischen ,,ST-
Elevation-Myocard-Infarct* (STEMI) und nonSTEMI unterschieden. Bei beiden Formen haben
die Patient*Innen die bisher beschriebenen Symptome der instabilen Angina, allerdings ist der
Infarkt im Herzen schon weiter fortgeschritten. Um eine STEMI und nonSTEMI von einer
instabilen Angina zu unterscheiden, wird kardiales Troponin im Blut gemessen. Dies ist
physiologisch bei der Kontraktion des Herzens notwendig und ist vermehrt nachweisbar, wenn
es zum Zelluntergang der Myozyten im Herzen kommt. Wenn das gemessene Troponin und die
damit einhergehenden Zellschdden einen bestimmten Wert iibersteigen, spricht man von
STEMI oder nonSTEMI. Um zwischen den beiden zu unterscheiden, wird bei den
Patient*Innen ein EKG durchgefiihrt. Wenn das ST-Segment beim EKG erhoht ist, dann spricht
man von STEMI, denn dies ist ein Indikator dafiir, dass die Ischdmie im Herzen noch weiter
vorangeschritten ist als beim nonSTEMI.?

Diese Unterteilung von stabiler und instabiler Angina und nonSTEMI und STEMI ist wichtig,

da die verschiedenen Auspriagungen unterschiedliche Therapien bendtigen. Bei der stabilen



Angina wird meist eine medikamentdse Therapie durchgefiihrt, wihrend bei STEMI ein
operativer Eingriff notwendig ist, um die hdchste Uberlebenschance zu erreichen.? Zwar
konnen dadurch viele Patient*Innen akut gerettet werden, allerdings betrdgt die
Sterblichkeitsrate 30 Tage nach einem behandelten STEMI immer noch 4 %.° Zusitzlich
erleiden 15 % der Betroffenen erneut ein ischimisches Geschehen im folgenden Jahr.*

Deswegen wird nach weiteren Behandlungswegen geforscht und bestehende verbessert.

Das hochste Risiko einen Herzinfarkt zu erleiden haben Méanner im Alter von 65 bis 69 Jahren.
Frauen haben in jeder Altersgruppe ein geringeres Risiko als Ménner, aber auch bei ihnen steigt
es mit dem Alter und ist bei 65 bis 74 Jahren am hdchsten. Allerdings sind fiir das Risiko, einen
Herzinfarkt zu erleiden, nicht nur Geschlecht und Alter ausschlaggebend, sondern auch
Lebensumstinde und weitere Erkrankungen. Zu diesen Faktoren zdhlen unter anderem hoher

Blutdruck, hohe LDL-Cholesterinwerte, Rauchen, sowie Diabetes mellitus.’

Trotz stdndiger Fortschritte in der Medizin, sind Krankheiten des kardiovaskuldren Systems
noch immer an oberster Stelle der Todesursachen auf der Welt. So sind kardiale
Durchblutungsstérungen fiir 16 % aller Todesfille verantwortlich.! Zusitzlich leiden viele
Patient*Innen in ithrem alltdglichen Leben an Langzeitfolgen, selbst wenn sie den initialen
Infarkt {iberstehen. Denn im Vergleich zu gesunden Menschen, haben Herzinfarkt-Uberlebende
eine fast 2,7-mal hohere Pravalenz, eine schlechtere Lebensqualitit zu haben. Des Weiteren
haben Uberlebende eine 1,5-mal hohere Wahrscheinlichkeit, in ihrem alltiglichen Leben
Einschrinkungen zu erfahren. Diese Langzeitfolgen entstehen dadurch, dass einige Symptome
nach der Behandlung bestehen bleiben, zum Beispiel erleiden sie bei physischer Anstrengung
erneut starke Schmerzen. Dies kann einerseits durch sportliche Aktivitét, aber auch nur durch
leichte Anstrengung im Alltag bedingt sein. Als Folge davon konnen Patient*Innen physische
Aktivitdt komplett vermeiden, wodurch sie zum einen eine schlechtere Lebensqualitit haben
und zum anderen das Fortschreiten der Krankheit begiinstigen.®

Dies zeigt, dass eine Verbesserung der Therapien notwendig ist, um einerseits die
Uberlebensrate zu erhdhen und andererseits die Lebensqualitit nach iiberstandenem

Herzinfarkt zu verbessern.



2.1. Pathomechanismus

2.1.1. Ischimie bis zum Zelltod

Ein Infarkt besteht dann, wenn ein Gewebe durch eine Ischdmie geschidigt wird und es zum
Absterben von Zellen kommt. Ischdmien entstehen durch Verschliisse oder Einengungen der
arteriellen GefdBle, sodass die Blutzufuhr vermindert ist. Sie konnen relativ, durch
unzureichende Blutversorgung bei Belastung, oder absolut, bei vollkommen fehlender
Blutzufuhr, sein. Diese Verschliisse, beziehungsweise Einengungen, konnen lokal durch
Atherosklerose, Embolien, Thrombosen oder Druck aus dem umliegenden Gewebe entstehen.
Atherosklerosen haben zwar eine wichtige Rolle bei Ischdmien beim Menschen, kommen aber
bei fast allen Tieren selten vor. Ischimien kdnnen auch durch periphere systemische Prozesse
entstehen, sind allerdings seltener. Dabei ziehen sich die Arterien durch Angiospasmen so stark
zusammen, dass kein Blutfluss mehr mdglich ist. Dies kann kiinstlich durch pharmakologische
Substanzen wie Nikotin oder Ergotamin ausgelost werden, aber auch durch Reize des
vegetativen Nervensystems. Letzteres kann bei einem Kreislaufschock auftreten, wenn
bestimmte Organe zu wenig perfundiert werden.” Sowohl bei lokalen als auch bei systemischen
Ursachen sind die Folgen unterschiedlich stark, je nachdem welches Gewebe betroffen ist. So
erleiden Herz und Gehirn sehr viel schneller Schaden, weil sie einen hoheren
Sauerstoffverbrauch als andere Organe haben.® Zusitzlich ist ausschlaggebend, wie die
Blutversorgung in den Geweben strukturiert ist. Wenn das Gewebe durch Anastomosen, also
Kollateralgefdle, mit Blut versorgt wird, dann konnen meistens die anderen Gefde den
Verschluss kompensieren und es dauert ldnger, bis ein Infarkt entsteht oder dieser bleibt
vollstdndig aus. Dies ist zum Beispiel in der Lunge mdoglich, da es einerseits Gefdl3e gibt, die
fiir den Sauerstoffaustausch verantwortlich sind und andererseits welche, die fiir die
Versorgung des Lungengewebes zustindig sind. Diese Gefdle sind auf kapilldrer Ebene
miteinander verbunden und kénnen somit einige Schiden auffangen. Anders ist es, wenn ein
Teil des Gewebes nur durch eine Arterie versorgt wird. In einem solchen Fall kommt es eher
zu einem Infarkt, wenn eine Ischdmie besteht. Dies ist im Herzen, dem Gehirn und den Nieren

der Fall.”



Wenn die Ischdmie nicht zu lange dauert, kommt es auch nicht zu bleibenden Schéden, dafiir
sorgt Adenosintriphosphat (ATP). Das ist der Energietrager des Zellmetabolismus und ist somit
andauernd in den Zellen vorhanden. Dieser zerfallt zu Adenosin, was eine starke Vasodilatation
hervorruft. Dies bewirkt, dass die Ischdmie gemindert wird und das Gewebe schnell wieder mit
Sauerstoff versorgt wird. Wenn allerdings eine langanhaltende Ischdmie besteht, kommt es
auch durch die Reperfusion zu Schiaden im Gewebe. Dies wird auch als Reperfusionsschaden
bezeichnet und trigt stark dazu bei, dass es zu Gewebsuntergang bei einem ischdmischen
Geschehen kommt. Durch den wiedereinsetzenden Blutfluss wird zundchst Druck auf das
Gewebe ausgeiibt, da die Kapillaren noch verstopft sind. Durch den Druck entstehen Risse in
den MikrogefdBlen und es kommt zu Hamorrhagien. Aullerdem bewirkt ATP nicht nur eine
Vasodilatation, sondern zerféllt im sauerstoffarmen Gewebe auch zu Hypoxanthin. Dies allein
reagiert ohne Sauerstoff nicht. Wenn es dann allerdings wieder zur Reperfusion kommt, wird
vermehrt Sauerstoff angeschwemmt und dadurch werden chemische Reaktionen ausgelost. Es
entsteht unter anderem Superoxide und Wasserstoffperoxid. Diese reagieren wiederum zu
weiteren sauerstofffreien Radikalen. Dadurch wird das Gewebe noch mehr geschéidigt als initial
durch die Ischimie.®

Zusiatzlich entstehen Toxine im Gewebe aufgrund der Ischdmie. Durch den reduzierten
Blutfluss kann weniger CO, abgetragen werden und sammelt sich somit an. Da CO> einen
sauren pH hat, fiihrt das zu einer lokalen Azidose. Diese wird durch das Laktat aus dem
anaeroben Stoffwechsel verstirkt. Da beide Stoffe nicht abgetragen werden, fithrt das zur
Aktivierung von lysosomalen Enzymen. Die greifen die Zellmembranen an und schidigen das
Gewebe.®

Des Weiteren werden bei der Reperfusion Entziindungszellen in das Gewebe gebracht. Als eine
der ersten Entziindungszellen sammeln sich neutrophile Granulozyten an. Diese kdnnen sich
allerdings an den Endothelzellen festsetzen. Wenn die neutrophilen Granulozyten aktiviert sind,
senden sie unter anderem proteolytische Enzyme und sauerstoffreie Radikale aus. Dadurch
schédigen sie das Gewebe zusitzlich. So konnte ein direkter Nachweis gefunden werden, dass

eine Ansammlung von aktiven Leukozyten eine Nekrose noch verstirkt. °

Wenn das Gewebe immer stirker geschddigt wird, kommt es zum Zelltod. Jener kann durch

einen nekrotischen oder apoptotischen Vorgang ablaufen. Im Mittelpunkt einer Ischdmie



entsteht meist eine Nekrose. Diese findet dann statt, wenn eine Noxe den Zelltod verursacht
und Proteine denaturiert werden und/oder Teile der Zellen durch Enzyme aufgelost werden.
Eine Nekrose beginnt damit, dass Noxen die Zellmembran angreifen. Dabei kommt es zum
Einstrom von Fliissigkeit und zum Anschwellen der Zelle, wodurch Ausbuchtungen der
Membran verursacht werden. Durch den Einstrom von Fliissigkeit und somit auch von den
Noxen werden die Membranen der Zellorganellen angegriffen. Die Zellorganellen degenerieren
im Laufe der Nekrose durch die folgenden verschiedenen Arten: Die Mitochondrien verdndern
ihre Matrix und schwellen an, das endoplasmatische Retikulum erweitert dessen Zisternen und
seine Ribosomen 16sen sich auf. Schlieflich kommt es zur Karyolyse, also der Auflosung des
Zellkerns oder der Karyorrhexis, dem Zerfall des Zellkerns in einzelne Bruchstiicke. Der
Untergang der Zellmembran 16st eine Entziindungsreaktion aus und dadurch sammeln sich
Immunzellen im betroffenen Gewebe an. Die umliegenden Immunzellen fangen an durch
Phagozytose die Zellteile aufzunehmen und abzutransportieren. Je nach Schweregrad der
Nekrose kommt es danach zu einer Verheilung des Gewebes oder zu Bildung von
Narbengewebe. Bei Ischimien kommt es hiufig zur Koagulationsnekrose.’” Bei dieser Art der
Nekrose koagulieren die zelluldren Proteine. Dies passiert, da in diesem Prozess des Zelltodes,
die Proteine und Enzyme im Zellplasma schon denaturiert wurden und es zu einer Verzdgerung
der Proteinolyse kommt. Dadurch ist das Zellplasma nach dem Zelltod homogen und

eosinophil.®

Neben der Nekrose, fiihrt auch der Vorgang der Apoptose zum Zelltod. Dieser Vorgang ist im
Gegensatz zur Nekrose ein eingeleiteter Zelltod, der reguliert ist und unter Energieverbrauch
stattfindet. Er kann entweder durch extrinsische oder intrinsische Faktoren ausgelost werden.
Beim intrinsischen Weg leiten die Mitochondrien der Zelle den Zelltod ein. Damit der
extrinsische Weg ausgelost wird, miissen Botenstoffe an den Apoptoserezeptoren binden. Diese
spalten Caspase-8 in ihre aktive Form. Dies wiederum fiihrt dazu, dass Caspase-3, aktiviert
wird, welche die weitere Apoptose induziert. Beim intrinsischen Weg kénnen mehrere Stimuli,
wie zum Beispiel oxidativer Stress oder Hypoxie, die Apoptose starten. Dadurch wird die
Permeabilitit der Mitochondrienmembranen gestort, wodurch mehrere Stoffe freigesetzt
werden. Unter anderem wird Zytochrom-C ausgeschieden. Dieses verbindet sich mit Apaf-1

und Procaspase-9, wodurch Caspase-9 aktiviert wird, welche wiederum Caspase-3 spaltet und



damit aktiv werden ldsst. Diese fiihrt dann, wie beim extrinsischen Weg, die Apoptose aus.
Zusétzlich werden von den geschéddigten Mitochondrien weitere Botenstoffe ausgeschieden, die
den Zellkern beeinflussen und dort zu DNS-Fragmentierungen fithren.!® Zusitzlich konnen
Noxen, wie Strahlung, Toxine und freie Radikale die DNS direkt betreffen. Wenn diese
geschédigt ist, wird der Botenstoff p53 ausgesendet, welcher vor allem auch als Tumorregulator
bekannt ist. Dieser Botenstoff wirkt sowohl, wie beim intrinsischen Weg, iiber die
Mitochondrien, als auch direkt iiber Caspase-3, um die Apoptose auszuldsen.’

Caspase-3 setzt den apoptotischen Zelltod schlieBlich um. Dabei werden die Proteine im
Zytoskelett und Teile der DNS aufgespalten. Diese filhren zu weiteren Aufspaltungen in der
Zellmembran. In Folge dessen kommt es auch zum Einstromen von Kalzium ins Zytoplasma.
Durch das Ca?" werden Enzyme wie Transagglutinase aktiviert, welche die Zelldegeneration
weiter fortsetzen. SchlieBlich schrumpft die Zelle so weit, dass sie von Makrophagen

aufgenommen und abtransportiert werden kann.®

2.1.2. Pathomechanismus speziell beim Herzinfarkt

Beim Menschen fiihren meist Risikofaktoren wie Bluthochdruck, hohe Cholesterinwerte und
Diabetes mellitus zu einem Herzinfarkt. Denn diese Faktoren begiinstigen die Bildung von
Atherosklerosen, die wiederum zu Thromben fiihren konnen, die dann Gefialle verschlieSen und
eine Ischdmie verursachen. Das passiert, indem Reize vermehrten oxidativen Stress auf das
Endothel der Koronargefdle bewirken. Dadurch werden die GefaBwiande geschéddigt und es
kommt zu Permeabilitdtsstorungen. Dabei konnen mehr Stoffe durch die GefiBwand dringen
als im physiologischen Zustand. Deswegen kann LDL-Cholesterin durchdringen und sich in
der Intima festsetzen, was zu einer Entziindungsreaktion fiihrt und Leukozyten anzieht. Die
Lipidansammlung wird grofler und beginnt zu einem Atherom zu werden, wihrend LDL
oxidiert. Glatte Muskelzellen wandern in das Atherom ein und werden zusammen mit den
oxidierten LDL-Cholesterolen von Makrophagen aufgenommen, wodurch sie zu Schaumzellen
umgewandelt werden. Diese proliferieren schlieBlich in eine Plaque. AnschlieBend kalzifiziert
sich die Plaque und verengt das Lumen.?

Falls die Plaque rupturiert, kommt es zur Freisetzung thrombogener Stoffe. Infolgedessen treten

Thromben auf, durch welche Gefille verstopfen konnen. Wenn dies passiert, kommt es zur



Ischdmie. Wenn die betroffenen Gefdfle grof sind und die Thromben lange bestehen bleiben,
duBert sich das bei Patient*Innen als akutes Koronar Syndrom.?

Selbst wenn sich keine groBeren Thromben bilden, besteht ein Risiko durch Mikrothromben.
Diese konnen schon durch die Fragmente der Entziindungszellen entstehen, die sich in Folge
einer Ischdmie ansammeln. Aber sie konnen auch durch eine Katheterisierung am Herzen
entstehen, beim Versuch einen Herzinfarkt zu therapieren. Auch durch einen Katheter konnen
das Endothel beschéddigt und thrombogene Stoffe freigesetzt werden. Diese Mikrothromben
flihren zwar nicht zur Okklusion von groBeren Gefdllen, aber sie storen die
Mikrovaskularisation nachhaltig. Es konnte festgestellt werden, dass diese Verstopfung der

Mikrovaskularisation zum spontanen Tod von Patient*Innen beigetragen haben.'!

Neben der Gefahr der Thrombenbildung besteht das Problem der mangelhaften Durchblutung,
wenn iiber 70 % des Lumens der Koronargefille verschlossen ist. Denn dadurch wird die
Hidmodynamik gestort und das umliegende Gewebe kann nicht mehr ausreichend mit Blut und
Sauerstoff versorgt werden. Dies schidigt das Myokard und kann schlielich zum Tod der
Zellen fiihren.? Durch den Zelltod werden Botenstoffe ausgesendet, die zuerst Leukozyten
aktivieren. Diese enthalten Proteasen, die das Kollagengertist zersetzen, welches die Zellen
physiologisch zusammenhélt. Dies fiihrt dazu, dass die Myokardwand diinner wird und sich
ausdehnt. Dadurch kann das Herz nicht mehr die urspriingliche Leistung erbringen und die
Pumpleistung nimmt ab. Zusitzlich werden mehrere Prozesse aktiviert: das sympathische
Nervensystem, das Renin-Angiotensin-System (RAS) und auch die Bildung von ,,atrial and
brain natriurretic peptides” (ANP und BNP). Das RAS erh6ht den Blutdruck im peripheren
Blutkreislauf, um den verminderten Auswurf des Herzens zu kompensieren. Auferdem
bewirken ANP und BNP, dass mehr Natrium und Wasser ausgeschieden wird, weswegen auch
das Blutvolumen im Korper sinkt und somit das Herz besser mit der Volumenmenge arbeiten
kann.'?

Des Weiteren kommt es auch zur Fibrosierung des Gewebes, dadurch die untergehenden
Muskelzellen Zytokine ausgeschieden werden. Diese fiihren dazu, dass Fibroblasten in das
Gewebe einwandern, sich weiter differenzieren und Kollagenfasern bilden, was im Herzen zur

Vernarbung fiihrt.’



Das Narbengebilde fiihrt initial zu einer Reduktion der Pumpleistung des Herzens und auf lange
Sicht zu einem erhohten Risiko ein Herzversagen zu erleiden. Wie hoch das Risiko genau ist,
hiangt davon ab, wie grof3 das Narbengewebe ist, welche Areale betroffen sind und auch wie die
Struktur des Narbengewebes aufgebaut ist.'?

Es kommt nicht nur zu mechanischen Verdnderungen, sondern auch vermehrt zu Arrhythmien,
die potenziell lebensbedrohlich werden konnen.!* Diese Arrhythmien entstehen, da sich das
Narbengewebe in elektrophysiologischen Eigenschaften vom gesunden Myokard unter-
scheidet. Wenn das geschéddigte Gewebe verheilt, werden unter anderem die Ionenkanéle und
die Gap Junctions umgebaut, was zum einen zu einer schlechteren Weiterleitung des
Aktionspotentiales zwischen den Zellen, aber auch zu einer Verlangsamung der elektrischen
Aktivitdt in den Zellen fiihrt. Auf physiologische Weise werden die elektrischen Impulse im
Herzen gleichmiBig, regelmiBig und in einer bestimmten Reihenfolge weitergeleitet. Wenn
nun ein Teil des Myokards geschidigt ist und dort die elektrischen Impulse langsamer
weitergeleitet werden, ist dieser Teil des Herzens aus dem Rhythmus. Die Impulse, die nun
zwischen dem eigentlichen Rhythmus weitergeleitet werden, starten einen eigenen Kreislauf,

was man an Arrhythmien erkennen kann.!

2.2.Therapieansitze

Koronare Herzkrankheiten konnen durch Medikamente, minimal-invasive MalBBnahmen und
durch Operationen therapiert werden. Medikamentds wird versucht die Last des Herzens zu
reduzieren. Dies wird durch Senkung der Herzfrequenz und Reduktion des Gefdwiderstandes
durch Vasodilatation herbeigefiihrt. Je nachdem, ob es sich um eine stabile oder instabile
Angina, um eine STEMI oder non-STEMI handelt, ist zusétzlich die Thrombolyse und Senkung
der Gerinnung notwendig. Die genaue Therapie hidngt jedoch immer von den jeweiligen

Patient*Innen und der Ausprigung der Krankheit ab.?

2.2.1. Medikamentdse Therapie

Bei einer stabilen Angina ist eine rein medikamentose Therapie einer operativen MalBBnahme

vorzuziehen. Es konnte nicht nachgewiesen werden, dass bei diesem Grad der koronaren
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Herzkrankheit, eine Operation Vorteile fiir die Patient*Innen gebracht hitte und das Risiko, das
mit einem chirurgischen Eingriff einhergeht, steht dagegen.!® Demnach kann ein/e Patient*In
mit einer stabilen Angina, wenn keine Kontraindikation besteht, folgende Medikamente
bekommen: Acetylsalicylsidure lindert als nicht-steroidaler Entziindungshemmer Schmerzen,
aber bewirkt auch eine geringe Hemmung der Thrombozytenaggregation. Betablocker senken
die Kontraktilitit des Herzens und reduzieren damit den Sauerstoffverbrauch, welcher im
Bereich des Infarkts fehlt. Zusdtzlich verlangsamen Betablocker die Herzfrequenz, wodurch die
Koronargefdlle besser durchblutet werden. Denn jene Gefdlle werden nur in der Diastole
perfundiert und durch die Medikamente verlangert sich die diastolische Phase. Oft werden
Betablocker mit Calciumantagonisten oder Nitraten kombiniert, da Betablocker eine
Gefilkontraktion bewirken. Diese beiden Stoffe wirken gegen eine Kontraktion, indem sie eine
Vasodilatation hervorrufen. Zusitzlich senken Calciumantagonisten und Nitrate die Vorlast,
was zu weniger Sauerstoffverbrauch im Herzen fiihrt.?

Bei einer instabilen Angina wird zuerst versucht, ob eine Dosiserh6hung der erwéhnten
Medikamente Erfolg zeigt, sonst wird zusétzlich eine Antithrombin Therapie gestartet. Hierfiir
wird Heparin oder Enoxaparin verwendet. Aulerdem konnen noch Glykoprotein-11b/Illa-
Rezeptorantagonisten verwendet werden. Diese hemmen die Vernetzung der Thrombozyten
und verhindern ein Wachstum der Thromben, welche die Gefa3e verschlieBen. Danach ist je
nach Schweregrad ein operativer Eingriff notwendig.

Bei STEMI und non-STEMI werden neben den eben beschriebenen Medikamenten zusétzlich
Thrombolytika verabreicht. Diese aktivieren direkt oder indirekt Plasminogen, das zum Enzym
Plasmin umgewandelt wird, welches mehrere Stoffe in der Gerinnungskaskade auflost. Diese
sind Prothrombin, Fibrin, Fibrinogen, Faktor V und VII, wodurch die Thromben aufgeldst

werden sollen.?

2.2.2. Operative Eingrifte

Wenn eine rein konservative Therapie nicht moglich ist, wird zunéchst eine minimal-invasive
Therapie angestrebt. Diese wird ,,Percutan Coronary Intervention* (PCI) genannt. Durch den
Einsatz von PCI konnte die Mortalitit von STEMI Patient*Innen im Vergleich zu invasiveren

Therapien um 40 % gesenkt werden.? Bei der PCI erfolgt der Zugang zum Herzen mittels
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Katheter iiber ein grofles peripheres Gefal3, wie zum Beispiel die Vena femoralis oder tliber das
axillare Venengeflecht. Dann gibt es zwei Techniken. An der verengten Stelle im Koronargefal3
kann ein Ballon, der am Katheter befestigt ist, fiir mehre Minuten aufgeblasen werden. Dieser
dehnt somit die verengte Stelle und es kommt wieder zu einer ungehinderten Perfusion.
AnschlieBend wird der Ballon abgeblasen und der Katheter entfernt.

Die zweite Technik ist das Stenting, bei diesem wird ein Plastik- oder Metallgraft eingesetzt,
um das Gefill offenzuhalten. Beide haben Vor- und Nachteile, da es sein kann, dass die
Dehnung durch den Ballon nicht lange anhilt oder der Graft im Gewebe eine Immunreaktion
auslost.?

Wenn die PCI fehlschlidgt oder eine Hauptstammstenose auftritt, ist eine Bypass Operation
indiziert. Es gibt mehrere Moglichkeiten diese durchzufiihren. Bei allen wird ein zusédtzliches
Gefdl von einem anderen Areal am Korper verwendet, um die Stelle des Infarkts zu umgehen.
Dabei werden meist die Arteriae mammaria verwendet. Dazu werden diese an der Brustwand
frei préapariert, damit so wenig Seitenédste wie moglich durchtrennt werden. Dann wird ein Stiick
entfernt und eine Seite wird an einer herznahen Aufzweigung der Aorta angendht. Die andere
Seite wird je nach Indikation an einer unteren Stelle der Koronargefd3e angenéht, damit die
verjiingte Stelle, die zum Herzinfarkt gefiihrt hat, umgangen wird. Je nach Auspriagung wird

der Bypass minimal invasiv oder mittels einer Thorakotomie durchgefiihrt. !

2.3.Prinzip PICSO

Ziel von PICSO ist es, minder perfundierte Stellen wieder besser zu versorgen, und zwar nicht
durch einen arteriellen Zugang, sondern iiber das Venensystems des Herzens.

Fiir PICSO wird das Koronarsinussystem des Herzens genutzt.

2.3.1. Anatomische Grundlagen

Das Sinussystem (Abb. 1), auch Sinus coronarius (16) genannt, beginnt mit dem Ostium
coronarius (15). Das ist die Offnung am rechten Vorhof und bildet eine réhrenformige

Ausbuchtung des Atriums. Der Sinus coronarius verlauft im Sulcus coronarius und liegt dem
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linken Ventrikel an. In den Sinus miindet die Vena azygos sinistra (17), die Vena marginis
ventricularis sinistri (18) und die Vena cordis magna (19). Die Vena interventricularis
paraconalis (20) verlauft entlang des Sulcus interventricularis paraconalis (q) und geht in die
Vena cordis magna iiber. Entlang des Sulcus nimmt sie die Venen von dieser Herzseite auf. An
der gegeniiberliegenden Seite des Sulcus interventricularis paraconalis liegt der Sulcus
interventricularis subsinuosus (r), in dem die Vena cordis media (21) verlauft, die wiederum in
den Sinus coronarius miindet. Dadurch miinden die meisten Venen, die an der Herzversorgung
beteiligt sind, entweder direkt, tiber die Vena cordis magna oder die Vena cordis media in den

Sinus coronarius.'®

Abbildung 1 Zeichnung eines Schweineherzens im Durchschnitt auf Ebene des Sulcus coronarius

15: Ostium coronarius, 16: Sinus coronarius, 17: Einmiindung der V. azygos sinistra, 18: V. marginis ventricularis
sinistri, 19: V. cordis magna, 20: V. interventricularis paraconalis q: Sulcus interventricularis paraconalis, r:
Sulcus interventricularis subsinosus Quelle: Nickel. R. (2004) Lehrbuch der Anatomie der Haustiere Band lll. 4.
Auflage. S. 58.

2.3.2. Hamodynamisches Prinzip

Da die meisten Venen iiber das Sinussystem enden, konnen {iber diesen Zugang auch fast alle

Herzregionen beeinflusst werden. Nun wird bei PICSO eine kiinstliche Okklusion, am Ende
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des Sinussystems herbeigefiihrt. Dazu bringt man einen Ballon mittels Katheter zur
sogenannten ,,Silent Zone*. Das ist jene Zone, in der man die meisten Gefde verschlielen
kann, da der Katheter proximal von allen groBen Venen liegt. Diese Okklusion fiihrt dazu, dass
das Blut durch den steigenden Druck in die entgegengesetzte Richtung flieBen muss, und in
Areale kommt, die davor minder perfundiert wurden. In der Abb. 2 sieht man eine schematische
Darstellung des Vorgangs. Die Pfeile zeigen den Blutfluss ohne (A) und mit kiinstlicher
Okklusion (B). Um den Blutfluss weiterhin zu garantieren, wird die Okklusion in periodischen
Abstdnden gedffnet. Das wird liber ein automatisches Feedbacksystem gesteuert. Dieses misst
Zeit und Druck im Sinussystem. Wenn eine bestimmte Zeit und ein bestimmter Druck
iiberstiegen werden, wird die Okklusion wieder gedffnet. So kommt es rasch zu einem

AbflieBen des angestauten Blutes. '

Abbildung 2 PICSO Mechanismus A: Blutfluss vor PICSO Einsetzung B: Blutfluss wdhrend Okklusion durch PICSO
Quelle: de Maria, G. (2016). Reconsidering the back door approach by targeting the coronary sinus in ischaemic

heart disease. In Heart (Vol. 102, Issue 16, pp. 1263—-1269). BMJ Publishing Group.

Der Vorlaufer von PICSO war ,,Intermittent Coronary Sinus Occlusion® (ICSO). Dabei wurde
auch eine kiinstliche Okklusion geschaffen, aber die Offnung wurde nicht durch ein
automatisches Feedback System gedffnet, sondern nach bestimmten Zeitintervallen. Dies
brachte jedoch einige Nachteile mit sich, da das Blut nicht optimal verteilt wurde und das Herz
durch seine eigenen Kompensationsmechanismen gegen das ICSO System arbeitete.?’
Darauthin wurde wéhrend der Okklusion manuell der arterielle Blutdruck gemessen und wenn

dieser einen bestimmten Schwellenwert erreicht hatte, wurde die Okklusion gedffnet. Jedoch
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sollte das System noch weiter optimiert werden und so wurde ein eigenes Feedbacksystem
erarbeitet, das durch eine Software von ,,Miracor® die Okklusion automatisch schlieffit und
Offnet. Dabei wird beriicksichtigt, wie lange der Ballon aufgeblasen wird, wie hoch der
systolische und diastolische Druck ist und wie lange die PICSO Prozedur durchgefiihrt wird.
So kann berechnet werden, ab welchem Druck die Okklusion gedffnet und geschlossen werden

muss, um die beste PICSO-Therapie zu erméglichen.?!

2.3.3. Molekulare Hintergriinde

Die Wirksamkeit von PICSO kommt nicht nur durch den retrograden Blutfluss zustande,
sondern auch durch weitere Faktoren. Durch die wiederholten abrupten Offnungen der
Okklusion kommt es zu einem vermehrten ,,wash out”. Dabei werden Toxine und schadliche
Metaboliten abgeschwemmt. Dies ist vor allem im Bereich der Mikrozirkulation wirksam.*
Wie im Kapitel zum Pathomechanismus beschrieben, entstehen Toxine zum einen durch den
Zerfall von ATP, was wiederum freie Radikale entstehen ldsst und zum anderen durch die
Ansammlung von CO, wodurch es zu einer lokalen Azidose kommt.

Zusiatzlich werden durch die PICSO-Behandlung mehr Anastomosen unter den Gefidllen
gebildet. Dies sieht man in Abb. 2, wo es zwischen den Arteriolen (*) und den Venolen () zu
einer Neovaskularisation kommt. Dies fiihrt auch nach der PICSO-Therapie zu einer besseren
Durchblutung.'® Die Prozesse und Wachstumsfaktoren, die fiir das Wachstum dieser Gefile
verantwortlich sind, werden im Unterpunkt 2.4.4 besprochen.

Die PICSO-Methode wurde mit der vermehrten Perfusion mit sauerstoffreichem Blut
verglichen. Hierbei zeigt sich, dass bei PICSO, trotz der geringeren Sauerstoffkonzentration,
sogar mehr Sauerstoff verarbeitende Enzyme gemessen werden konnten als bei der alleinigen
Perfusion. Das weist darauthin, dass der vorhandene Sauerstoff besser umgesetzt werden kann.
Zusétzlich konnten auch vermehrt Wachstumstaktoren nachgewiesen werden. Dies zeigt, dass
die alleinige Sauerstoffzufuhr weniger Vorteile bringt als die zusétzliche PICSO-Therapie.?® Es
wurde weiters untersucht, wie sich die PICSO-Therapie auf die Schiddigung von Muskelzellen
im Herzen auswirkt und ob sie vermindert werden kann. Dies wurde anhand von Kreatinkinase
ermittelt, einem Enzym, das von Muskelzellen freigesendet wird, wenn sie zerstort werden. Der

Wert der Kreatinkinase korreliert mit der Prognose nach der Behandlung des Herzinfarktes. So
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wurde festgestellt, dass bei erhohten Kreatinkinase-Werten die 30-Tage- und die 1-Jahr-
Mortalitdt erhoht sind. Durch die PICSO-Behandlung konnten die Kreatinkinase Werte
signifikant verringert werden.?*

Des Weiteren wurde p53 untersucht. Dies ist ein Tumorsuppressor, der insbesondere in der
Krebsforschung wichtig ist, da er ansteigt und damit die Apoptose von Zellen einleitet, wenn
die DNS-Reparaturmechanismen nicht ausreichen.?” In einer Studie konnte gezeigt werden,
dass nach einer Behandlung mit PICSO weniger p53 detektierbar war. Dieser Botenstoff war
vor allem in der Infarktzone und den angrenzenden Regionen des Infarktes der Versuchstiere
erhoht und signifikant niedriger bei den Tieren mit PICSO-Therapie. Das deutet darauf hin,

dass es zu weniger Zelltod und demnach Schiden im Gewebe gekommen ist.?°

2.3.4. Reaktivierung embryonaler Signale

Sehr hédufig sind die Schiden am Myokard nach einem Herzinfarkt so stark, dass eine optimale
Kontraktilitdt nach der Verheilung nicht mehr mdoglich ist. Denn das Narbengewebe, welches
nachgebaut wird, hat nicht dieselbe Leistungskraft wie der gesunde Herzmuskel. Allerdings
konnte nach der PICSO-Therapie gezeigt werden, dass funktionsfadhiges Myokard nachgebaut
wurde. Um zu erkldren, wie es zu dieser Wiederherstellung des Gewebes kommt, wurde die
Hypothese des ,,embryonic recalls” aufgestellt. Diese besagt, dass durch die immer
wiederkehrenden Pulsationen embryologische Wachstumsvorgidnge aktiviert werden und es
somit zu einer vollstdndigen Heilung des Gewebes kommt. Damit sich im Embryo aus einem
schlauchartigen Organ ein kontraktionsfiahiges komplexes Herz entwickelt, miissen zahlreiche
Prozesse in bestimmter Sequenz stattfinden. Diese werden mdglicherweise durch die
Pulswellen der Mutter ausgelost. Damit sich der Herzschlauch weiterentwickelt, werden die
Endothelzellen des primitiven Herzens durch den Blutfluss der Mutter immer wieder gedehnt.
Dies konnte eine Kaskade auslosen, welche schlieSlich zum Umbau fiihren. Fiir die Theorie
spricht, dass sowohl wéhrend der Entwicklung des Herzens als auch nach PICSO dieselbe
Micro-RNA vermehrt gemessen werden konnte.?” Diese Mikro-RNA (miR-143) ist fiir die
physiologische Entwicklung des Herzens essenziell. Wenn das Gen ausgeschalten ist und
dadurch nicht exprimiert wird, kommt es zu Abnormalitéten in Ausflusstrakt und Ventrikel von

Zebrafischen. Gleichzeitig konnte man nachweisen, dass miR-143 nur exprimiert wird, wenn
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auch ein Herzschlag stattfindet.”® Neben miR-143 konnte auch ein signifikanter Anstieg von
miR-145 gemessen werden.?’” Diese ist Teil einer Kaskade die zur Regeneration des Herzens
beitrdgt. Diese Faktoren wurden auch in Patient*Innen gemessen, deren Herz durch eine
Elektrostimulation zur Regeneration angeregt wurde.?’

Damit das Herz das Blut iiberhaupt weiterpumpen kann, muss im Embryo auch das
Gefallsystem ausgebildet werden. Dazu differenzieren sich Angioblasten und himatopoetische
Vorlduferzellen zu einem frithzeitigen Blutkreislauf. Des Weiteren entwickeln sich aus bereits
bestehenden Gefdllen weitere Venen und Arterien, dies wird als Angiogenese bezeichnet.
Damit die Angiogenese stattfinden kann, werden mehrere Wachstumsfaktoren, wie der
,»Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), gebraucht. Damit VEGF wirksam wird, muss
er an die Rezeptoren VEGF-1 und VEGF-2 binden. Diese Rezeptoren findet man an den
Membranen der Endothelzellen der GefiBe, aus denen dann weitere Gefile wachsen.”
Teilweise wird bei der Behandlung von Infarkten am Gehirn schon VEGF therapeutisch
verwendet, indem er intrakraniell verabreicht wird. Bei dieser Anwendung kommt es
nachweislich zu einer Reduktion des ischdmischen Bereiches.>! In einer Studie konnte
nachgewiesen werden, dass nach einer PICSO-Behandlung vermehrt VEGF1 und 2 exprimiert
wird. Dies wird insbesondere in den Venen beobachtet, da es dort durch PICSO als erstes zur

t.26 Dies ist es ein weiteres Indiz, dass durch PICSO eine embryonale

Anstauung komm
Reaktivierung moglich wire.

Es wurde bereits eine klinische Studie am Menschen durchgefiihrt. Dabei konnte eine
Reduktion der Infarktgréf3e nach einer PICSO-Therapie festgestellt werden. Dazu wurden die
Patient*Innen, die eine Therapie mit PICSO erhalten haben, mit anderen ohne PICSO-Therapie
verglichen, die den Patient*Innen in Alter und Vorerkrankungen dhnelten. Es fehlt allerdings
eine randomisierte Studie dazu, um die Resultate zu bestétigen, aber die bisherigen Ergebnisse

deuten darauf hin, dass die Therapie erfolgreich ist.?
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3. Material und Methoden

3.1.Material

Die in dieser Arbeit verwendeten Gewebeproben wurden im Zuge von Tierversuchen fiir eine
Studie entnommen, welche an der Abteilung fiir biomedizinische Forschung an der
Medizinischen Universitdit Wien, durchgefiihrt wurde. Die Versuche wurden von der
Ethikkommission der Medizinischen Universitit, sowie dem Osterreichischem
Bundesministerium fiir Bildung, Wissenschaft und Forschung (BMWF) genehmigt und
entsprechend den Vorgaben des Tierversuchsgesetz aus BGBI 114/2012 durchgefiihrt. Die
Tierversuchsnummern lauten nach dem BMWF 3587/115-97/98, 1231/115-97/98 und
1617/115-97/98.

In dieser Studie wurde die Auswirkungen von PICSO untersucht. Urspriinglich wurden 48
Versuchstiere inkludiert. Davon konnten 19 Tiere nicht fiir eine weitere Untersuchung
verwendet werden, weil die Tiere spontan wéihrend der Operation verstorben sind oder es beim
Setzen der Katheter zu Komplikationen kam. AufBlerdem wurde bei der histologischen
Untersuchung festgestellt, dass die Gewebeproben von sechs Tieren durch Lagerung oder
Fixierung beschidigt waren, sodass eine weitere Auswertung nicht mehr mdglich war.

In der vorliegenden Arbeit wurden demnach 23 Tiere untersucht, welche in folgende Gruppen
randomisiert wurden; PICSO-A (n = §), PICSO-B (n = 6), Kontrolle (n = 6) und Sham (n = 3).
Tiere der PICSO-A Gruppe erhielten nur eine Therapie mit PICSO, um die Auswirkungen von
der Therapie auf gesundes Myokard zu bestimmen. Bei PICSO-B Tieren wurde eine Okklusion
der Vena interventricularis paraconalis (Abb. 1: 20) der linken Koronararterie hervorgerufen
und sie wurden im Anschluss mit PICSO therapiert. Die Vena interventricularis paraconalis
beim Schwein entspricht der ,,Left-Anterior-Descending artery* (LAD) beim Menschen. Die
Kontrolltiere erhielten auch diese kiinstliche Okklusion, wurden aber nicht weiter therapiert.
Zusitzlich gab es drei Shamtiere, welche gleich instrumentiert wurden, wie die PICSO-Tiere.
Das heif3t, es wurden zwar die Katheter gesetzt, diese wurden aber nicht verwendet. Tabelle 1

zeigt die Aufteilung der Tiere in den Gruppen. Bei allen Gruppen wurden sowohl ménnliche
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als auch weibliche Schweine der Rasse ,,Edelschwein® mit einem Kdrpergewicht von 35-45kg

verwendet.

Tabelle 1 Gruppenaufteilung der Versuchstiere, die in dieser Arbeit verwendeten Tiere sind fett gedruckt

PICSO-A | PICSO-B | Kontroll- |Sham- |Komplikation |Nicht untersuchbar Gesamt

Gruppe |Gruppe |gruppe gruppe | wahrend wegen
Versuch Gewebeschaden
n=8 n=6 n=6 n=3 n=19 n=6 n=48

3.2.Versuchsablauf

Die Tiere erhielten als Primedikation Ketamin (15 mg/kg, i. m., Ketavet®), Acepromazin
(0,2 mg/kg, 1. m., Vanastress®) und Atropin (0,04 mg/kg, i. m.). Die Einleitung der Narkose
erfolgte mit 2% Thiopental (00,01 mg/kg, i.v.). Zum Erhalt der Anisthesie bekamen die Tiere
Piritramid (1,4 mg/kg/h, i. v., Dipidolor), Rocuroniumbromid (3mg/kg/h, i. v., Esmeron) und
Propofol 2% (0,01 mg/kg/h, i. v.) als Dauertropf.

Bei allen Tieren wurde ein Katheter {iber die rechte und linke Arteria carotis appliziert. Auf der
rechten Seite wurde der Zugang fiir die arterielle Druckmessung verwendet. Uber die linke
Seite wurde der Ballon-Katheter eingefiihrt, der eine Okklusion hervorruft, um einen
Herzinfarkt nachzuahmen. Ein vendser Zugang wurde gelegt, der iiber die Jugularvene fiihrte
und fiir die PICSO-Therapie verwendet wurde.

Der Ballon fiir die PICSO-Therapie wurde in die Vena cordis magna (Abb. 1: 19) vorgefiihrt,
da beim Schwein die Vena azygos sinistra (Abb. 1: 17) miindet und demnach diese Stelle fiir
die PICSO-Okklusion ungeeignet ist.

Die Okklusion wurde bei allen Tieren der PICSO-B Gruppe und der Kontrollgruppe
durchgefiihrt, sobald sie anisthesiert waren. Daflir wurde der Ballonkatheder bis in den Vena
interventricularis paraconalis (Abb. 1: 20) vorgefiihrt und aufgeblasen, wodurch die Okklusion
hervorgerufen wurde. Der Verschluss wurde 30 Minuten vor der PICSO-Therapie begonnen
und hielt so lange wie die PICSO-Therapie an.

Tiere der PICSO-B Gruppe erhielten zusétzlich zur kiinstlichen Okklusion die PICSO-

Therapie. Bei den Kontrolltieren wurde eine Okklusion hervorgerufen, aber es wurde keine
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PICSO-Therapie durchgefiihrt. Sie wurden nur durch Reperfusion behandelt und nach vier
Stunden wurde die Behandlung gestoppt und die Tiere euthanasiert. Bei Tieren der PICSO-A
Gruppe wurde die PICSO-Therapie angewendet, ohne eine vorangegangene Okklusion
hervorzurufen. Das Ziel dieser Vorgehensweise war, zu untersuchen, wie sich PICSO auf ein
gesundes Herz auswirkt.

Die Shamtiere wurden anésthesiert und instrumentiert wie die Kontroll- und Therapiegruppen,
jedoch wurden die jeweiligen Manipulationen nicht durchgefiihrt. Es wurden die Katheter
eingefiihrt, aber diese wurden nicht aufgeblasen und so kam es weder zu einer Okklusion noch
zur Therapie. Diese Gruppe wurde in die Studie inkludiert, um ausschlieBen zu konnen, dass
die Anisthesie und die Anwesenheit der Katheter Einfluss auf das Myokard haben.

Weder bei der PICSO-A Gruppe noch der Shamgruppe wurden demnach ein Infarkt ausgelost.
Jedoch werden in dieser Arbeit bei beiden Gruppen die Zonen, die dem Infarktort bei den
anderen Gruppen entsprechen, auch als ,,Infarktzone* beschrieben.

Am Ende jedes Versuches (nach spitestens vier Stunden oder bei etwaigen Komplikationen

frither) erhielten die Tiere 100 mg/kg Propofol und wurden durch Entbluten euthanasiert.

Nach der Euthanasie wurde bei allen Tieren das Herz durch einen Zugang iiber den Thorax
entnommen, indem mittels Schere die Herzgefdl3e durchtrennt wurden. Danach wurde das Herz,
beginnend von der Herzspitze, in fiinf 1,5 cm dicke Schichten geschnitten und der fiinfte Schnitt
wurde zur Probengewinnung benutzt. Dieser Herzquerschnitt wurde wiederum in flinf
Regionen unterteilt und aus jeder, der folgenden Stellen, ein Gewebestiick entfernt; im linken
Ventrikel aus der Infarktzone (I), daran angrenzend aus den Randregionen/Borderzonen (B1
und B2) und aus der, dem Infarkt gegeniiberliegenden Seite, Remotezone (Rem), sowie ein
Stiick aus dem rechten Ventrikel (RV). Bei den PICSO-A Tieren wurden nur aus dem RV und
aus der Infarktzone ein Gewebestiick entfernt. Direkt nach der Biopsie wurden die
Gewebestiicke in Formaldehyd (7,5 %) fixiert und anschlieBend in Paraffin eingebettet.

AnschlieBend wurden die Paraffinblocke mit dem Mikrotom HM 440E der Marke MICROM
in 2pm dicke Proben geschnitten und auf Objekttriger ,,Superfrost® der Firma
ThermoScientific D transferiert. Danach wurden sie durch Hitze (bei 57 °C iiber Nacht oder

mindestens vier Stunden) fixiert.
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3.3.Farbung

Die immunhistochemische Farbung dient dazu, gesuchte Antigene mit passenden Antikdrpern
zu markieren und dadurch sichtbar zu machen. Bei der indirekten Férbung bindet ein erster
Antikorper (Primérantikdrper) am gesuchten Antigen. Dann wird ein zweiter Antikorper
(Sekundérantikorper) auf das Gewebe gebracht der gegen jene Tierart gerichtet ist, aus welcher
der Primirantikorper stammt. Dadurch bindet der Sekundir- an den Primérantikorper.
SchlieBlich wird ein Farbstoff aufgetragen, der sich mit dem Sekundarantikorper verbindet und

damit die gesuchten Antigene im histologischen Schnitt sichtbar macht.

Bei dieser Arbeit wurde eine immunhistochemische Farbung mit einem Antikorper gegen
Cleaved Caspase-3 durchgefiihrt. Das ist ein Protein, das, wenn es gespalten wird, die
Ausfiihrung der Apoptose einleitet und somit ein Marker, um apoptotische Zellen
nachzuweisen. Vor dem Férben wurden die Schnitte entparaffiniert. Dazu wurden sie in
NeoClear/Limonen getaucht und dann jeweils fiir fiinf Minuten in Losungen mit absteigenden
Alkoholkonzentrationen belassen, zuerst in 100 % dann in 96 %, 80 %, 70 % und schlieBlich
in 50 %. Anschliefend wurden die Schnitte mit destilliertem Wasser abgespiilt. Fiir den
nichsten Schritt, der Vorbehandlung, wurden die Schnitte in das ,,PT Module* von der Firma
Thermo Scientific DE mit Citratpuffer (pH 6,0) gegeben. In dem Gerit wurde ein Dampfbad
von 98 °C erzeugt und die Objekttriager darin fiir 25 Minuten belassen. Dieser Schritt dient
dazu, die Antigene zu demaskieren. Dadurch werden Proteine, welche durch die
Formaldehydfixierung vernetzt waren, wieder freigelegt, damit man sie anschlieend farben
kann. Daraufhin wurden die Schnitte in den ,LAB Vision Autostainer 360“ von Thermo
Scientific DE gelegt, der die immunhistologische Farbung automatisch ausfiihrt. Dazu wurden
die anschlieBend beschriebenen Losungen angemischt, in das Gerdt gefiillt und das
Farbeprotokoll ausgewdhlt. Bei diesem Protokoll wurden zuerst alle Objekttrager mit
Waschlosung versehen, sodass die Objekttrager wihrend des Farbeprozesses nicht austrocknen
und damit sich die weiteren Stoffe gleichméBig auf der Oberfliche verteilen. Dann wurde
dreiprozentige Wasserstoffperoxidlosung fiir fiinf Minuten auf die Objekttrager getropft und
anschliefend mit Waschlosung abgespiilt. Das Wasserstoffperoxid inaktiviert die endogene

Peroxidase. Danach wurde UltraVision Protein Block von Thermo Scientific aufgetragen und
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nach zehn Minuten durch Luftstrome wieder entfernt. Beim nichsten Schritt wurde zuerst
Citratpuffer (pH 6) und anschlieBend die Primérantikorper von Abcam (ab4051) gegen
Caspase-3 aufgetragen. Letztere wurden fiir 30 Minuten auf den Objekttragern gelassen.
Daraufhin wurden die Primarantikorper wieder abgewaschen. Dann wurde auf die Objekttrager
der Sekundarantikorper ,,BrightVision Poly-HRP-Anti-Rabbit IgG* von IL ImmunoLogic
aufgetropft und nach 30 Minuten mit Waschlosung entfernt. AnschlieBend wurde eine
Diaminobenzidin (DAB)-Mischung verwendet, um eine braune Farbung der Antigen-
Antikorperkomplexe zu erreichen. Die DAB-Mischung bestand aus 1 ml DAB-Quanto-
Substrate von Thermo Scientific DE und einem Tropfen (= 30 ul) DAB-Quanto-Chromogen,
ebenfalls von Thermo Scientific DE. Um sicherzustellen, dass die immunhistologische
Reaktion zufriedenstellend funktioniert hat, wurden Positiv- und Negativkontrollen mitgefarbt.
Die Gewebeproben der Kontrollen stammten ebenfalls von Schweinen, um sicher zu gehen,
dass die Primérantikdrper am Gewebe dieser Spezies binden, beziechungsweise, dass keine
unspezifischen Bindungen auftreten. AbschlieBend wurden die Objekttrager mit Deckgldsern
versehen. Dazu wurde das Eindeckmittel ,,.SlowFade* von ,,Invitrogen* auf die Objekttrager

gebracht und anschlieend die Deckgldser aufgelegt. Danach ist das Eindeckmittel ausgehértet.

Fiir die Auswertung wurden die fertigen Objekttrager mit einem Olympus BX53 Mikroskop
analysiert und es wurden manuell die angeférbten Zellen pro Objekttrager gezéhlt.

Bei dieser semiquantitativen Auswertung wurde die Anzahl der gefundenen Zellen in eine
flinfteilige Skala eingeteilt, welche in Tab. 2 dargestellt ist. Wurden keine apoptotischen Zellen
gefunden, entsprach das dem Grad Null. Bei 1-5 angeféarbten Zellen wurde ein Grad 1 vergeben.
Beim Grad 2 konnten 6-15 Zellen nachgewiesen werden, bei 3 wurden 15-30 gefunden. Den
hochsten Grad (4) haben die Proben bekommen, wenn mehr als 30 apoptotische Zellen
nachgewiesen wurden. Da die beiden Borderzonen anatomisch dem Infarkt anliegen, wurden

die Ergebnisse beider Regionen gemittelt und die Ergebnisse statistisch ausgewertet.

Tabelle 2 Skalierung der Zellanzahl fiir die semiquantitative Auswertung

Grad 0 Grad 1 Grad 2 Grad 3 Grad 4
0 1-5 6-15 15-30 >30
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3.4.Statistische Auswertung

Um festzustellen, ob eine Normalverteilung vorliegt, wurde ein Kolmogorov-Smirnov-Test
durchgefiihrt. Waren die Daten normal verteilt, wurde ein ANOVA-Test berechnet und eine
Korrektur fiir multiple Vergleiche durch die Tukey-Methode vollzogen. Bei nicht
normalverteilten Daten, wurde ein Kruskal-Wallis-Test mit Dunn’s-multiple-comparisons-Test

berechnet. Der p-Wert fiir statistische Signifikanz wurde bei 0,05 festgesetzt.
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4. Ergebnisse

Fiir diese Arbeit wurde das Auftreten von Apoptose in Myokardproben nach artifiziellem
Herzstillstand mit und ohne Therapie mittels PICSO beurteilt. Durch die Positiv- und
Negativkontrollen konnte festgestellt werden, dass die immunhistochemische Férbung
funktioniert hat. Bei der Positivkontrolle haben sich vor allem die Zellkerne der apoptotischen
Zellen braun angeférbt. Es konnte festgestellt werden, dass sich unterschiedliche Zellarten im
Gewebe anfarben. Es wurden apoptotische Immun-, Endothel- und vereinzelt Myokardzellen
gefunden. Die Immunzellen konnten nicht weiter differenziert werden, da man dazu zusétzlich
eine Hdmatoxylin-Eosin- und weitere immunhistologische Farbungen durchfiihren miisste.
Deswegen werden die Resultate allgemein fiir Inmunzellen angegeben. Des Weiteren werden

die Ergebnisse entsprechend fiir die einzelnen Zellarten prisentiert.

4.1.Immunzellen

4.1.1. Infarktzone

Immunzellen Infarkt

5= *

Sham PICSO A Kontrolle PICSOB

Abbildung 3 Immunzellen in der Infarktzone

Die Ergebnisse der apoptotischen Immunzellen in der Infarktzone sind in Abb. 3 dargestellt. In
der Shamgruppe waren nur bei einem Tier in der Infarktzone in geringem Ausmal apoptotische

Immunzellen nachweisbar (Abb. 4), wihrend die Infarktzone der anderen Shamtiere negativ
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war. Auch bei den Tieren, die nur eine PICSO-Therapie ohne Okklusion erhalten haben
(PICSO-A), konnten in dieser Region keine apoptotischen Immunzellen gefunden werden

(Abb. 5).

Abbildung 4 Shamgruppe, Infarktzone, eine apoptotische Immunzelle (Pfeil), VergréfSerung 400x

Abbildung 5 PICSO-A Gruppe, Infarktzone, keine Apoptose, VergréfSerung 400x
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Abbildung 7 PICSO-B Gruppe, Infarktzone, eine apoptotische Immunzelle (Pfeil), Vergréfserung 400x
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Die Kontrolltiere, also Tiere, bei welchen eine Okklusion ohne PICSO-Therapie durchgefiihrt
wurde, hatten eine mittlere Anzahl von 20 angefarbten Immunzellen im Infarktbereich. (Abb.
6). In der Infarktzone von Tieren der PICSO-B Gruppe, welche eine Okklusion und PICSO
erhalten hatten, wurden im Mittel 2,5 apoptotische Immunzellen gefunden (Abb. 7). Im
Vergleich zur Kontrollgruppe konnte bei ihnen statistisch signifikant weniger Immunzellen

nachgewiesen werden (p-Wert = 0,0265) (Abb. 3).

4.1.2. Borderzone

In Abb 8. sind die Ergebnisse der Immunzellen in der Borderzone abgebildet.

Immunzellen Borderzonen
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Abbildung 8 Immunzellen in der Borderzone

In der Borderzone der Shamtiere wurden keine angefarbten Zellen nachgewiesen. (Abb. 9). Bei
der PICSO-A Gruppe waren keine Proben der Borderzone vorhanden, da nur die Stelle, an der
bei den anderen Tieren der Infarkt verursacht wurde, und der rechte Ventrikel beprobt wurden.
Die Kontrolltiere hatten durchschnittlich elf Entziindungszellen in der Borderzone (Abb. 10),
wohingegen die PICSO-B Tiere weniger als eine apoptotische Immunzelle aufwiesen (Abb.

11). Jedoch ist die Differenz statistisch, nicht signifikant, da der p-Wert bei 0,0624 liegt, was
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knapp iiber dem Schwellenwert liegt. Die Shamgruppe, zeigte allerdings signifikant weniger
apoptotische Immunzellen im Vergleich zur Kontrollgruppe (p-Wert = 0,0461).

Abbildung 9 Shamgruppe, Borderzone, keine Apoptose, Vergréf3erung 400x

Abbildung 10 Kontrollgruppe, Borderzone, ein Cluster (Pfeil), VergréfSerung 400x
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Abbildung 11 PICSO-B Gruppe, Borderzone, eine apoptotische Immunzelle (Pfeil), Vergréfierung 400x

4.1.3. Remotezone und rechter Ventrikel

Bei den Shamtieren konnten weder im rechten Ventrikel, noch in der Remotezone apoptotische
Immunzellen nachgewiesen werden (Abb.12 und 13). Ebenso verhielt es sich bei den Tieren
der PICSO-A Gruppe im rechten Ventrikel (Abb.14). Die Remotezone der PICSO-A Tiere
konnte nicht beurteilt werden, weil keine Proben zur Verfligung standen. Sowohl im rechten
Ventrikel als auch in der Remotezone eines Tieres der Kontrollgruppe wurde eine stark erh6hte
Anzahl an Immunzellen gefunden. (Abb. 15), wihrend alle anderen Tiere der Kontrollgruppe
nur vereinzelt oder keine apoptotischen Immunzellen aufwiesen (Abb. 16). Die PICSO-B Tiere
hatten im Schnitt weniger als eine Immunzelle in der Remotezone (Abb. 17) und im rechten

Ventrikel keine (Abb.18).
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Abbildung 12 Shamgruppe, rechter Ventrikel, keine Apoptose, Vergréferung 400x

Abbildung 13 Shamgruppe, Remotezone, keine Apoptose, Vergréfserung 400x
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Abbildung 14 PICSO

Abbildung 15 Kontrollgruppe, Remotezone, zwei Cluster (Pfeile), Vergréf3erung 400x
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Abbildung 17 PICSO-B Gruppe, Remotezone, keine Apoptose, VergréfSerung
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Abbildung 18 PICSO-B Gruppe, rechter Ventrikel, keine Apoptose, VergréfSerung 400x

PICSO B

Grad

Infarkt B1 B2 RV Rem

Abbildung 19 Immunzellenverteilung in den Regionen der PICSO-B Gruppe
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Da in der Infarktzone ein signifikanter Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und der
PICSO-B Gruppe nachgewiesen werden konnte, wurde die Verteilung der Lasionen in den
Zonen dieser Tiergruppen ebenfalls statistisch ausgewertet. Abbildung 19 zeigt die Verteilung
der apoptotischen Immunzellen in den untersuchten Myokardregionen der PICSO-B Tiere. Hier
sieht man, dass alle Zonen dhnlich viele Zellen haben und es daher zwischen den Zonen keinen

signifikanten Unterschied gibt.

Kontrollgruppe

*
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T T
Infarkt B1 B2 RV Rem

Grad

Abbildung 20 Immunzellenverteilung in den Regionen der Kontrollgruppe

In Abb. 20 wird die Verteilung der Immunzellen in den verschiedenen Regionen der
Kontrolltiere gezeigt. Dabei sieht man einen signifikant hoheren Anteil in der Infarktzone
verglichen mit dem rechten Ventrikel (p-Wert = 0,004) und der Remotezone (p-Wert= 0,0181).
Generell konnte bei einem vermehrten Auftreten von apoptotische Immunzellen eine
Clusterbildung (Abb.6) festgestellt werden. In den Féllen haben sich vermehrt Immunzellen um
einen kleinen Bereich angesammelt, von denen auch mehrere apoptotisch waren. Dies konnte
ausschlieBlich bei den Kontrolltieren nachgewiesen werden und meist waren mehrere Cluster

in einem Gewebestiick zu finden.
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4.2 Endothelzellen

Apoptotische Endothelzellen waren in allen Versuchsgruppen seltener als apoptotische
Immunzellen zu sehen. Bei den Shamtieren konnte bei einem Tier nachgewiesen werden, dass
sich Endothelzellen anfarben, die anderen Tiere waren negativ. Die PICSO-A Tiere wiesen
keine apoptotischen Endothelzellen auf. In der Kontrollgruppe und den PICSO-B Tieren
konnten in der Infarktzone im Schnitt weniger als eine apoptotische Endothelzelle gefunden
werden. In der Borderzone waren bei der Shamgruppe keine apoptotischen Endothelzellen
nachzuweisen. Von den PICSO-A Tieren war keine Probe dieses Gebietes vorhanden. Die
Kontroll- und die PICSO-B Gruppe hatte im Schnitt weniger als eine apoptotische
Endothelzelle in der Borderzone. Die Remotezone und der rechte Ventrikel der Shamtiere war
frei von apoptotischen Zellen. Dies konnte auch bei den PICSO-A Tieren fiir den rechten
Ventrikel nachgewiesen werden. Die Remotezone wurde bei dieser Gruppe nicht untersucht,
da kein Gewebestiick davon vorhanden war. Bei den Kontrolltieren lieBen sich nur bei einem
Tier apoptotische Endothelzellen nachweisen, dafiir war die Anzahl in diesem Tier stark erhoht
(Abb. 21). Bei den PICSO-B Tieren konnten in beiden Zonen keine apoptotischen Zellen

nachgewiesen werden.

Abbildung 21 Kontrollgruppe, Borderzone, apoptotische Endothelzellen (Pfeile), Vergréf3erung 400x
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4.3.Myokardzellen

Myokardzellen haben sich nur bei einem Tier angefarbt (Abb. 22). Ob es sich dabei um ein
spezifisches Signal handelt, konnte allerdings nicht mit Sicherheit festgestellt werden. Die Art
der Anfarbung unterscheidet sich von jener bei anderen Zellarten und die Morphologie der
Myokardfasern ldsst nicht auf apoptotische Verdnderungen schlieBen. Diese fragliche
Anfiarbung war bei fiinf Zellen in einem Tier der PICSO-B Gruppe in der Borderzone

nachweisbar. Alle anderen Lokalisationen dieses Tieres waren negativ.

Abbildung 22 PICSO-B Gruppe, Borderzone, fiinf angefirbte Myokardzellen (Pfeile), VergréfSerung 400x
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5. Diskussion

In dieser Arbeit waren bei den Tieren mit PICSO-Therapie (PICSO-B) signifikant weniger
apoptotische Immunzellen in der Infarktzone nachweisbar als in den Tieren ohne Therapie
(Kontrollgruppe). Eine mdgliche Erkldrung hierfiir ist, dass generell eine hohere Anzahl an
Immunzellen in der Kontrollgruppe gefunden wurde. Immunzellen werden durch Ischimie
aktiviert und wandern in das geschidigte Myokard ein. Sie sterben jedoch im Verlauf ab,
dadurch kommt es auch zu mehr apoptotischen Zellen.>? Da weniger Immunzellen in den Tieren
mit PICSO-Therapie gefunden wurden als in den Tieren ohne Therapie, kann man daraus
schlieBen, dass die Immunreaktion durch die Behandlung gemindert wurde. Dies ist insofern
wichtig, da gezeigt wurde, dass durch eine erhohte Immunreaktion sowohl eine vergroBerte
Infarktstelle als auch ein stirkerer Umbau im Herzen verursacht wurde. In Tierversuchen
konnten diese Ergebnisse bereits erfolgreich nachgewiesen werden, beim Menschen allerdings
nicht.** Jedoch bietet die PICSO-Therapie dafiir einen neuen Ansatz.

AuBerdem wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass PICSO auch dariiber wirkt, dass die Therapie
eine Clusterbildung von Immunzellen verhindert. Es konnte schon in fritheren Studien gezeigt
werden, dass eine Ansammlung von aktiven Leukozyten nach einer Reperfusion zu weiteren
Gewebeschiden fiihrt.’ Hier wurde nachgewiesen, dass sich in den Tieren, welche mit PICSO
behandelt wurden, keine Cluster gezeigt haben, im Gegensatz zu den Kontrolltieren ohne
PICSO. Dies spricht dafiir, dass PICSO, wie schon in anderen Studien gezeigt wurde, durch
,.wash out“ zu weniger Reperfusionsschaden fiihren kann.?’

Ein unerwartetes Ergebnis dieser Arbeit ist, dass kein signifikanter Unterschied zwischen der
Sham- und der Kontrollgruppe in der Anzahl der apoptotischen Immunzellen in der Infarktzone
beziehungsweise in der entsprechenden Zone beim Shamtier nachgewiesen werden konnte.
Dies ist einerseits durch die geringe Tieranzahl in der Shamgruppe zu begriinden, andererseits
wurden bei einem Tier mehrere apoptotische Zellen gefunden, was den Durchschnitt fiir die
ganze Gruppe, welche nur drei Tiere umfasste, erhohte. Leider war die Anzahl der Tiere nicht
zu dndern, da es sich um eine retrospektive Arbeit handelt. Im Gegensatz dazu lieen sich keine
apoptotischen Zellen bei den Tieren der PICSO-A Gruppe, welche nur die PICSO-Therapie
ohne Okklusion erhielten. Das ldsst darauf schlie3en, dass PICSO und die damit verbundenen

Katheter keine Schiaden verursachen.
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Entgegen der Literatur, bei der vermehrt apoptotische Zellen in der Borderzone bei einem
Infarkt gefunden wurden, konnte in dieser Arbeit stattdessen eine hohere Anzahl in der
Infarktzone festgestellt werden.** Dies kann moglicherweise dadurch erklirt werden, dass mit
zunehmender Entfernung vom Infarkt die Apoptose-Rate abnimmt.** Die ,,Borderzone aus
dieser Arbeit konnte demnach schon zu weit entfernt vom Zentrum des Infarktes sein, da die
restliche Verteilung der Lisionen mit der Literatur iibereinstimmt. Auch in der vorliegenden
Arbeit konnte eine Abnahme der apoptotischen Zellen von der Infarkt- bis zur Remotezone
nachgewiesen werden, wenn die Tiere nur eine Okklusion erhielten. Im Gegensatz dazu lasst
sich in Tieren der PICSO-B Gruppe kein signifikanter Unterschied zwischen Remotezone und
Infarktzone feststellen. Die Infarktzone scheint von der Okklusion weniger stark betroffen zu
sein, da sie weiterhin retrograd perfundiert wird. Es ist daher davon auszugehen, dass die
Therapie zu einer Verminderung der Schdden im Infarktbereich fiihrt.

Dass relativ wenige apoptotische Myokardzellen gefunden wurden, kann moglicherweise
dadurch erkliart werden, dass die Versuchsdauer zu kurz war. Fiir den Ablauf der Apoptose
muss eine gewisse Uberlebenszeit der Versuchstiere gegeben sein. Zhao et al. konnten zeigen,
dass eine hohe Anzahl apoptotischer Zellen gefunden wurde, wenn eine langanhaltende
Ischdmie (7 Stunden) bestand oder eine kiirzere Ischdmiedauer (1 Stunde) mit ldngerer
Reperfusionszeit (6 Stunden) durchgefiihrt wurde.?® Demnach kdnnte eine Veréinderung an der
Apoptose-Rate der Myokardzellen durch PICSO in einem anderen Versuchsaufbau
moglicherweise besser beurteilt werden, denn in dieser Studie war die Infarktzeit drei Stunden

und die Reperfusionsdauer eine Stunde lang.
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6. Fazit

Auch wenn in der vorliegenden Arbeit nicht nachgewiesen werden konnte, dass PICSO eine
direkte Hemmung auf die Apoptose der Myokardzellen hat, so konnte doch gezeigt werden,
dass die Therapie eine Reduktion von apoptotischen Leukozyten bewirkt. Um die Apoptose der
Myokardzellen zu erforschen, miissen noch weitere Studien mit lédngerer Ischidmie-
beziehungsweide Reperfusionsdauer stattfinden. Des Weiteren wurde gezeigt, dass es durch die
PICSO-Therapie zu keiner Clusteransammlung von Immunzellen gekommen ist. Dies konnte
eine Ursache sein, warum es durch PICSO zu geringerem Reperfusionsschaden kommt.
AuBerdem haben die Infarktzonen der PICSO behandelten Tieren eher den Regionen gedhnelt,
welche nicht vom Infarkt betroffen waren, im Gegensatz zu den Kontrolltieren, bei denen
zwischen der Infarktzone und der Remotezone, sowie dem rechten Ventrikel, ein signifikanter
Unterschied nachgewiesen werden konnte. Daher ldsst sich schlieBen, dass die Infarktzone
durch die PICSO Behandlung weniger stark betroffen wird. Es wére daher wiinschenswert, die

Wirkmechanismen der Therapie in Hinblick auf die Immunfiltration weiter zu erforschen.
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8. Abbildungs-/ Tabellenverzeichnis

Abbildungen:

Abbildung 1: Zeichnung eines Schweineherzens im Durchschnitt auf Ebene des Sulcus
coronarius

15: Ostium coronarius, 16: Sinus coronarius, 17: Einmiindung der V. azygos sinistra, 18: V.
marginis ventricularis sinistri, 19: V. cordis magna, 20: V. interventricularis paraconalis q:
Sulcus interventricularis paraconalis, r: Sulcus interventricularis subsinosus Quelle: Nickel.
R., Schummer A., Seiferle E.(2004) Lehrbuch der Anatomie der Haustiere Band III. 4.
Auflage. S. 58.

Abbildung 2: PICSO Mechanismus A: Blutfluss vor PICSO Einsetzung B: Blutfluss wihrend
Okklusion durch PICSO. Quelle: de Maria, G. (2016). Reconsidering the back door approach
by targeting the coronary sinus in ischaemic heart disease. In Heart Vol. 102(16), S. 1263—69.

Abbildung 3: Immunzellen in der Infarktzone

Abbildung 4: Shamgruppe, Infarktzone, eine apoptotische Immunzelle (Pfeil), Vergroerung
400x

Abbildung 5: PICSO-A Gruppe, LAD, keine Apoptose, Vergroferung 400x

Abbildung Error! Main Document Only.: Kontrollgruppe, Infarktzone, ein Cluster (Pfeil),
Vergroferung 400x

Abbildung 7: PICSO-B Gruppe, Infarktzone, eine apoptotische Immunzelle (Pfeil),
Vergroflerung 400x

Abbildung 8: Immunzellen in der Borderzone
Abbildung 9: Shamgruppe, Borderzone, keine Apoptose, Vergroerung 400x
Abbildung 10: Kontrollgruppe, Borderzone, ein Cluster (Pfeil), VergroBBerung 400x

Abbildung 11: PICSO-B Gruppe, Borderzone, eine apoptotische Immunzelle (Pfeil),
Vergroflerung 400x

Abbildung 12: Shamgruppe, rechter Ventrikel, keine Apoptose, VergroBBerung 400x
Abbildung 13: Shamgruppe, Remotezone, keine Apoptose, VergroBerung 400x
Abbildung 14: PICSO-A Gruppe, rechter Ventrikel, keine Apoptose, VergroBBerung 400x

Abbildung 15: Kontrollgruppe, rechter Ventrikel, keine Apoptose, Vergroflerung 400x
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Abbildung 16: Kontrollgruppe, Remotezone, zwei Cluster (Pfeile), Vergroerung 400x
Abbildung 17: PICSO-B Gruppe, Remotezone, keine Apoptose, Vergroferung 400x

Abbildung 1Error! Main Document Only.: PICSO-B Gruppe, rechter Ventrikel, keine
Apoptose, VergroBerung 400x

Abbildung 19: Immunzellenverteilung in den Regionen der PICSO-B Gruppe
Abbildung 20: Immunzellenverteilung in den Regionen der Kontrollgruppe

Abbildung 21: Kontrollgruppe, Borderzone, apoptotische Endothelzellen (Pfeile),
VergroBerung 400x

Abbildung 22: PICSO-B Gruppe, Borderzone, flinf angefirbte Myokardzellen (Pfeile),
VergroBerung 400x

Tabellen:

Tabelle Error! Main Document Only.: Gruppenaufteilung der Versuchstiere

Tabelle Error! Main Document Only.: Skalierung der Zellanzahl fiir die semiquantitative
Auswertung
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9. Abkiirzungsverzeichnis

ANP = atrial natriurretic peptides

BNP = brain natriurretic peptides

B1 und B2 = Borderzone 1 und 2

DAB = Diaminobenzidin

I = Infarkt

ICSO = Intermittent Coronary Sinus Occlusion

LAD = Left Anterior Descending artery

PCI = Percutan Coronary Intervention

PICSO = Pressure-controlled Intermittend Coronary Sinus Occlusion
PICSO-A = Tiere mit PICSO-Therapie ohne Okklusion
PICSO-B = Tiere mit PICSO-Therapie und Okklusion
RAS = Renin-Angiotensin-System

Rem = Remotezone

RV = rechter Ventrikel

STEMI = ST-Elevation-Myocard-Infarct

VEGEF = Vascular Endothelial Growth Factor



	Titel
	Inhaltsverzeichnis
	1. Einleitung
	2. Definition Herzinfarkt
	3. Material und Methoden
	4. Ergebnisse
	5. Diskussion
	6. Fazit
	7. Quellenverzeichnis
	8. Abbildungs-/ Tabellenverzeichnis
	9. Abkürzungsverzeichnis

