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1. Einleitung

Die Koronare Herzkrankheit ist die haufigste Todesursache in den
Industrielandern. Unter dem Begriff der Koronaren Herzkrankheit versteht man
eine durch Einengung oder Verschluss von Herzkranzgefal3en verursachte
Durchblutungsverminderung des Herzmuskels. Diese manifestiert sich meist
zuerst unter Belastung, wenn in den Herzmuskelzellen ein Missverhéltnis
zwischen Angebot und Bedarf an Sauerstoff und Substraten entsteht. Zu den
etablierten Behandlungsmethoden der KHK z&ahlen die medikamentdse
Therapie, die perkutane transluminale Koronarangioplastie (PTCA) und die
Bypass-Operation (Coronary artery bypass grafting, CABG). Patienten mit
diffuser Koronarangiopathie allerdings kbnnen haufig mit der PTCA oder der
CABG nicht therapiert werden. Fur diese Patientengruppe wurde vor einigen
Jahren eine neue Behandlungsmethode erprobt, die transmyokardiale
Laserrevaskularisation (TMLR). Dabei werden nach Thorakotomie und
Perikarder6ffnung mithilfe eines Lasers Kanéle von 1 mm Durchmesser in die
linksventrikulare Herzwand gesetzt.

Gedanklichen Anstol3 zur TMLR gab urspringlich das Prinzip der myokardialen
Blutversorgung bei Reptilien (in einer Ubersicht von Kohmoto et al. (1997)
beschrieben). Bei diesen Tieren wird der Herzmuskel zum Teil durch kleine
Gefal3e, die sogenannten Sinusoide, direkt aus der Herzkammer mit Blut
versorgt. Okada et al. (1991) folgerten daraus, dass das Blut aus der
Herzkammer nach Schaffung von intramyokardialen Kanalen mittels TMLR in
die Herzkranzgefalie stromen und zu einer Verbesserung der myokardialen
Sauerstoffversorgung fuhren kdnnte. Diese sogenannte direct blood flow-
Hypothese wurde inzwischen jedoch wieder weitgehend verlassen. Burkhoff et
al. (1996) und Kohmoto et al. (1996) zeigten in ihren Studien, dass die
myokardialen Laserkanale nicht durchgéngig bleiben, sondern mit
Narbengewebe aufgefiillt werden.

In klinische Studien stellte sich die TMLR erfolgreich dar. So wiesen in der
Studie von Cooley und Mitarbeitern (1996) die untersuchten Patienten zwolf
Monate nach der TMLR eine deutliche Abnahme der pektanginésen

Beschwerden auf. Zu einem ahnlichen Ergebnis kamen Horvath et al. (1996),



deren klinische Studie einen Zeitraum von zwei Jahren umspannte. Der genaue
Mechanismus der Beschwerdenreduktion nach TMLR ist bis heute Gegenstand
der Forschung. Diesbeziglich favorisiert wird die These einer durch den
Laserbeschuss induzierten Angiogenese mit der konsekutiven Verbesserung
der regionalen Blutversorgung. Tierexperimentelle Studien von Zlotnick et al.
(1996) und Fleischer et al. (1996) stutzen diese These und zeigten eine
Neubildung von Gefal3en im Bereich der Laserkanale nach TMLR.

Wesentliche Fortschritte im Verstandnis der Angiogenese sind durch die
Arbeiten Napoleone Ferraras ermdglicht worden (Ferrara und Davis-Smyth,
1997; Ferrara, 1999).

Als Angiogenese wird die von bereits vorbestehenden Geféal3en durch
Endothelzellproliferation ausgehende Gefal3neubildung bezeichnet. Dieser
Vorgang ist physiologisch beteiligt an der embryonalen Organentstehung, an
der Wundheilung und an der Aufrechterhaltung der reproduktiven Funktionen
des adulten Ovars. Darlber hinaus spielt die verstéarkte Angiogenese eine Rolle
bei der Entstehung einer Vielzahl von Erkrankungen, wie beispielsweise beim
Wachstum von Tumoren, bei der rheumatoiden Arthritis, bei der diabetischen

Retinopathie und bei der Psoriasis.

Verschiedene Regulatoren der Angiogenese sind beschrieben worden (Ferrara,
1999). Einen proangiogenetischen Effekt haben u.a. der Vaskulare Endotheliale
Wachstumsfaktor (Vascular endothelial growth factor, VEGF), der saure und
basische Fibroblasten-Wachstumsfaktor (acid- und basic Fibroblast growth
factor, a-FGF und b-FGF), der Transforming Growth Factor alpha und beta
(TGF-a und TGF-B), Tumornekrosefaktor alpha (TNFa) (Folkman et al., 1992)
und Interleukin-8 (IL-8). Als Inhibitoren der Angiogenese seien das
Plasminogenfragment Angiostatin (O"Reilly et al., 1994), das
Calreticulinfragment Vasostatin (Pike et al., 1998) und Thrombospondin
(Dipietro, 1997) erwéahnt.

Im Jahre 1983 gelangen Senger et al. die Isolation eines Proteins, das in der
Haut von Meerschweinchen die GefaRpermeabilitat erhoht: der Vascular

Permeability Factor (VPF). Unabhéngig davon wurde 1989 von Ferrara et al.



und Plouet et al. ein endothelzellspezifisches Mitogen identifiziert, der Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF). Weitere Untersuchungen ergaben, dass es
sich bei diesen beiden Faktoren um dasselbe Protein handelte. Wegen der
Eigenschaften dieses Proteins als fast ausschlie3lich auf Endothelzellen
wirkender Faktor wurde eine weitreichende Bedeutung in der Regulation der
physiologischen und pathologischen Angiogenese vermutet. In den nachsten
Jahren wurden neben der mitogenen Wirkung des VEGF auf arterielles,
vendses und lymphatisches Endothel u. a. ein chemotaktischer Effekt auf
Monozyten und eine Funktion als sogenannter ,survival factor” fir verschiedene
Zelltypen gefunden (Alon et al., 1995; Gerber et al., 1998 (a); Gerber et al.,
1998 (b)).

Eine Reihe von Untersuchungen lieferte die molekularbiologischen Grundlagen
fur das Verstandnis der Regulation der Bildung von VEGF: Das humane Gen
fur VEGF liegt auf Chromosom 6p21.3 (Vincenti et al., 1996), die kodierende
Region ist auf etwa 14 Kilobasenpaare (kB) verteilt (Houck et al., 1991). Das
Gen besteht aus 8 Exons, die durch 7 Introns gegeneinander abgegrenzt sind.
Durch alternatives Spleil3en der Vorlaufer-mRNA ergeben sich die humanen
Isoformen des Proteins: VEGF151, VEGF145, VEGF165, VEGF150 und VEGFs,
wobei sich die Zahlen auf die in den Isoformen enthaltenen Aminosauren
beziehen (Tischer et al., 1991). Die im humanen Organismus vorherrschende
Form ist das von einer Vielzahl von Zellen gebildete VEGF¢s. Es ist ein
basisches, Heparin bindendes, homodimeres Glykoprotein mit einem
Molekulargewicht von etwa 45 kDa, das sezerniert wird, aber zu etwa 2/3 an die
Zelloberflache und an die extrazellulare Matrix gebunden ist. VEGF,; wird in
vielen Zellen gebildet, ist schwach sauer und bindet nicht an Heparin, so dass
es frei diffundieren kann. Es besitzt eine etwa 50- bis 100fach schwéachere
biologische Aktivitat als VEGF¢5 (Houck et al., 1992). Die Isoform VEGF 45 wird
von Karzinomzellen der weiblichen Genitalorgane gebildet und, wie das
VEGF45, sezerniert und an die Extrazellularmatrix gebunden (Poltorak et al.,
1997). Seine biologischen Potenz ist geringer als die des VEGF65. VEGF 3o,
ebenfalls in vielen Zellen gebildet, ist basisch, bindet mit einer groReren Affinitat
als VEGF45 an Heparin und ist fast vollstandig in der Extrazellularmatrix

gebunden (Park et al., 1993). Die sehr seltene Isoform VEGF, wird in der



Plazenta gefunden, ist basisch und bindet Heparin, so dass es ebenfalls an die
extrazellulare Matrix gebunden wird (Park et al., 1993).

Versuchsreihen mit Nagetieren haben gezeigt, dass der Aufbau des murinen
VEGF-Gens groRRe Ahnlichkeiten zum Aufbau des VEGF-Gens im humanen
Organismus aufweist. Auch beim Nagetier liegt das Gen auf einem ca. 14 kB
umfassenden Chromosomenabschnitt und besteht aus 8 Exons und 7 Introns.
Bisher ist der Nachweis von drei murinen VEGF-Isoformen gelungen, welche
weitestgehend den humanen Isoformen entsprechen, aber je eine Aminosaure
weniger besitzen: VEGF1,0, VEGF 64 und VEGF 5. Die vorherrschende Isoform
im murinen Myokard ist das VEGFg3 (Ladoux und Frelin, 1993). Im Herzmuskel
des Schweines konnten Sharma et al. (1995) zwei VEGF-Isoformen
identifizieren, die- wie beim Nagetier- je eine Aminoséaure kirzer sind als das

entsprechende Protein beim Menschen: VEGF; 5, und VEGF 4.

Die Expression des VEGF-Gens wird sowohl auf Transkriptions- als auch auf
Translationsebene reguliert. Als wichtiger Regulationsfaktor hat sich in vitro und
in vivo der Sauerstoffpartialdruck (pO,) erwiesen. Minchenko et al. (1994) und
Hashimoto et al. (1994) zeigten, dass die VEGF-Genexpression bei sinkendem
pO, gesteigert wird, wobei der Hypoxie-induzierbare Faktor-1 (HIF-1) als
vermittelnder Transkriptionsfaktor von zentraler Bedeutung ist (Forsythe et al.,
1996).

Der Zunahme an VEGF-mRNA unter Hypoxie beruht jedoch nicht nur auf einer
gesteigerten Transkription des Gens, sondern zu einem nicht geringen Anteil
auch auf einer vermehrten Stabilitdt der mRNA (Ideka et al., 1995; Levy et al.,
1996). Zudem wird die VEGF-mRNA unter hypoxischen Bedingungen mit
besonders hoher Effizienz translatiert, so dass trotz einer generell verminderten
Proteinsynthese der Zellen grol3e Mengen VEGF-Protein gebildet werden
(Banai et al., 1994).

Verschiedene Wachstumsfaktoren, Hormone und Zytokine bewirken eine
Induktion der mRNA und die Freisetzung des VEGF-Proteins. Die
Wachstumsfaktoren Transforming Growth Factor- (TGF-), Epidermal Growth
Factor (EGF) und Keratinocyte Growth Factor 1 (KGF 1) steigern die VEGF-
MRNA-Expression (Frank et al., 1995), EGF und TGF-§ fordern zudem die



Freisetzung von VEGF-Protein aus verschiedenen Zellen in Kultur (Goldman et
al., 1993). Ebenfalls an Zellkulturen konnte die Induktion der VEGF-Expression
durch Prostaglandin E2 (PGE2) und Interleukin-1a (IL-1a) gezeigt werden, was
auf ein Mitwirken dieser Faktoren in der entziindlichen Angiogenese hinweist
(Ben-Av et al., 1995). Interleukin-6 (IL-6) induziert die VEGF-Expression (Cohen
et al., 1996), wie auch das Protein Insulin-like Growth Factor (IGF-1) (Warren et
al., 1996), welches aul3er auf die Transkription auch auf die VEGF-mRNA-
Stabilitat steigernd wirkt.

Im Rahmen entzindlicher Prozesse entstehende reaktive Sauerstoffspezies,
wie etwa Superoxid oder Wasserstoffperoxid, fuhren in vitro und in vivo zu einer
dosisabhangigen Erhéhung der VEGF-mRNA. Kuroki et al. (1996) konnten
zeigen, dass dieser Effekt vor allem durch die Stabilisierung der VEGF-mRNA
bedingt ist. Schliel3lich wiesen Li et al. (1997) nach, dass eine Dehnung des
linken VentrikelImyokards einen Anstieg der VEGF-mRNA im Muskelgewebe

der linken und rechten Herzkammer bewirkt.

Die Wirkung des VEGF wird durch Rezeptoren der Tyrosinkinase-Familie
vermittelt, die in ruhenden wie in proliferierenden Endothelzellen vorhanden
sind: Fms Like Tyrosine Kinase-1 (Flt-1, VEGFR-1) und Kinase Domain Region
(KDR)Rezeptor (VEGFR-2) (Ferrara und Gerber, 2001). Die Rezeptoren
enthalten je eine intrazellulare Tyrosinkinaseregion, eine transmembranére
Region und im Extrazellularraum sieben immunglobulindhnliche Domanen.
Nach Bindung von VEGF an den Rezeptor dimerisieren zwei Rezeptoren, und
in der Zelle werden nach Autophosphorylierung des Rezeptors an Tyrosinresten
weitere intrazellulare Proteine durch Tyrosin-Phosphorylierung aktiviert. Die
Expression der VEGF-Rezeptoren wird ebenfalls durch Hypoxie und durch das
Protein VEGF selbst induziert.

VEGF und seine Rezeptoren sind schon wahrend der Embryogenese fir die
GefalRentwicklung von grof3ter Bedeutung. Besonders deutlich wird dies in
Versuchen mit Knock-out-Mausen, bei denen gezielt ein Allel oder beide Allele
funktionslos gemacht wurden. Der sich entwickelnde Embryo besitzt dann

entweder ein funktionstichtiges und ein funktionsloses Allel (heterozygoter (+/-)
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Zustand in Bezug auf VEGF) oder zwei funktionslose Allele (homozygot
negativer (-/-) Zustand in Bezug auf VEGF).

Fong et al. (1995) zeigten in Tierexperimenten, dass Flt-1-/- homozygote Mause
GefalRanomalien aufweisen und zwischen dem 8. und 10. Tag in utero sterben.
In FlIk-1-/- homozygoten Mauseembryonen findet keine Vaskulogenese statt, es
werden keine Blutinseln ausgebildet, und auch diese Tiere versterben in utero
zwischen dem 8. und 10. Tag. Wie Ferrara et al. (1996) und Carmeliet et al.
(1996) nachwiesen, fuhrt schon die Inaktivierung nur eines VEGF-Allels zum
intrauterinen Tod von Mauseembryonen zwischen dem 11. und 12. Tag. Die
Embryonen sind wachstumsretardiert und haben Entwicklungsanomalien an
Gehirn, Herz, Aorta und an Gefal3systemen verschiedener Organe. In
Untersuchungen mithilfe der In-situ-Hybridisierung konnte festgestellt werden,
dass in den heterozygoten Mausen durchaus VEGF-mRNA zu finden war, die
Menge aber wohl fiir eine normale Entwicklung nicht ausreichte. Andere
proangiogenetische Moleklle konnen den Verlust eines einzigen VEGF-Allels
nicht ausgleichen. Dass der Verlust nur eines VEGF-Allels zum Tod des
Embryos fuhrt, zeigt die grof3e Bedeutung des VEGF fur die Angiogenese.
Gerber et al. (1999) fanden zudem in einer Studie mit Mausen, denen in der
Postnatalperiode ein I6slicher, VEGF neutralisierender Rezeptor (mFlt(1-3)-1gG)
verabreicht wurde, eine erhdhte Mortalitat, Wachstumseinschrankung und
Beeintrachtigung der Organentwicklung sowie einen erhdhten apoptotischen
Index in Endothelzellen. Diese Ergebnisse verdeutlichten zudem die Wirkung
des VEGF als wichtiger ,survival factor* auch nach der Geburt.

Im Rahmen der enchondralen Ossifikation ist VEGF Uber die Induktion der
Gefalleinsprossung an der Regulation des Wechselspiels von
Knorpelresorption und Knochenbildung beteiligt. Wie Midy et al. (1994) zeigten,
bilden Osteoblasten Flt-1 und sind durch VEGF chemotaktisch beeinflussbar.
Keratinozyten in der heilenden Wunde exprimieren VEGF-mRNA. VEGF ist ein
wichtiger Faktor fur die zyklische GefalZneubildung in den inneren weiblichen
Geschlechtsorganen der Ratte und ftr die Entwicklung und endokrine Funktion
des Corpus luteum im Ovar von Ratte, Maus und Primaten (Phillips et al., 1990;
Ravindranath et al., 1992; Cullinan-Bove et al., 1993; Shweiki et al., 1993).
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VEGF spielt aber nicht nur bei physiologischen Vorgangen eine grof3e Rolle,
sondern auch im Rahmen verschiedener Erkrankungen. So findet man in den
Zellen vieler Tumoren eine stark erhéhte VEGF-mRNA-Konzentration. Der
Tumor selbst induziert die Aktivierung des VEGF-Promotors in den Tumorzellen
und in Zellen des Gewebes, das den Tumor umgibt. Wie entscheidend der
Einfluss des VEGF beim Erhalt und Wachstum von Tumoren ist, zeigen zwei
Versuche mit der Verabreichung von VEGF-neutralisierenden Antikdrpern.
Borgstrom et al. (1996) fanden in ihren Studien eine Einschrankung des
Tumorwachstums nach Antikorper-Gabe, Yuan und Kollegen (1996) konnten
eine Permeabilitditsverminderung und Regression der Tumorgefalie
nachweisen.

Im Rahmen des Diabetes mellitus und bei der Retinopathie des Friihgeborenen
wird eine vermehrte Gefal3neubildung im Auge beobachtet, welche eine
schwere Schadigungen des Auges durch Glaskérpereinblutungen und
Retinaablésung nach sich ziehen und letztlich zu einer Erblindung fihren kann.
Okamoto et al. (1997) konnten im Tiermodell an transgenen M&usen einen
Zusammenhang zwischen intra- bzw. subretinaler Neovaskularisation und
intraretinaler VEGF-Uberexpression nachweisen. Dementsprechend bewirkte
die intraokulare Gabe eines VEGF-neutralisierenden Antikdrpers in Versuchen
von Adamis und Kollegen (1996) eine Hemmung der GefalRneubildung.

Die wichtige Rolle von VEGF in der Pathogenese der rheumatoiden Arthritis,
welche mit einer Gefal3neubildung einhergeht, wurde 1994 von Koch und

Mitarbeitern beschrieben.

Das Protein VEGF hat also im Rahmen der physiologischen und
pathologischen Angiogenese eine entscheidende Funktion. Der eingangs
erwahnte Nachweis einer Angiogenese nach TMLR beim Schwein lasst die
Vermutung zu, dass die Laseranwendung Einfluss auf die Bildung von VEGF in

diesem angiogenetischen Prozess haben kdnnte.

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit den Auswirkungen der TMLR auf die
intramyokardiale VEGF-Expression. Die Untersuchungen wurden am porcinen
Modell der akuten Myokardischamie durchgefiihrt. Um gezielt einen

Kurzzeiteffekt der TMLR nachweisen zu konnen, wurde der



12

Observationszeitraum auf die ersten sechs Stunden nach der Laserbehandlung
begrenzt. Innerhalb dieser Zeitspanne sollte untersucht werden, ob sich der
intramyokardiale Gehalt an VEGF-mRNA und —Protein nach TMLR &andert und
ob dabei gesundes Herzmuskelgewebe anders auf die Laserung reagiert als
ischamisches Gewebe. Zudem sollte geprift werden, ob nach TMLR der
intramyokardiale pO, durch Reperfusion ansteigt und ob sich die

Laserbehandlung auf die Vitalitat der ischAmischen Myozyten auswirkt.
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2. Material und Methoden

2.1. Chemikalien

Soweit nicht anders erwahnt, wurden alle Chemikalien oder Reagenzien bei
Sigma (Deisenhofen), Roth (Karlsruhe) oder Merck (Darmstadt) im

hochstmdglichen Reinheitsgrad erworben.

2.2. Versuchstiere

Nach Genehmigung durch das Ministerium fur Umwelt, Natur und Forsten des
Landes Schleswig-Holstein (Aktenzeichen: x 330a-7224/.12-6 vom 27.11.1996)
wurden die Untersuchungen an insgesamt 21 etwa einjahrigen Schweinen der
Rasse ,Deutsches veredeltes Landschwein® durchfihrt. Die Tiere wurden im
hiesigen Tierstall aufgezogen, ihr Kérpergewicht betrug durchschnittlich 44,8 +/-
6,6 kg. Die Versuchsreihe stand unter der Aufsicht des Tierschutzbeauftragten
der Medizinischen Universitat zu Lubeck, Herrn Dr. med. vet. R. Noell.

2.3. Versuchsdurchfuhrung

Die Operationen wurden durchgefuhrt von Herrn Dr. med. E.-G. Kraatz, Herrn
Dr. med. M. Misfeld und Frau Dr. med. C. Schmidtke. Betreuender Anasthesist
war Herr Dr. med. S. Elefteriadis.

Die Tiere wurden mit Ketamin 250 mg s.c., 2 % Rompun s.c., Midazolam 15 mg
s.c. und Atropin 1 mg s.c. pramediziert. Die Einleitung der Anasthesie erfolgte
durch intravendse Bolusapplikation von je 50 mg Ketamin und Disoprivan. Zur
Aufrechterhaltung der Anasthesie erhielten die Tiere im weiteren Verlauf eine
Kombination von Isofluran 0,8 %, Ketamin 100 mg/h i.v., Disoprivan 500 mg/h
I.v. und Pancuronium 8 mg/h i.v.. Die mechanische Beatmung der Tiere wurde
mit dem Beatmungsgerat Sulla (Drager, Lubeck) durchgefihrt
(Beatmungsparameter: FiO, = 1,0 flow 6 I/min, optimaler pCO, = 38-42 mmHg).
Arterieller Blutdruck und zentraler Venendruck als hamodynamische Parameter
unterlagen einer standigen Kontrolle durch Zugénge uber die Arteria femoralis
und die Vena jugularis interna. Kristalloide Lésungen dienten als Volumenersatz

(Ringer Lactat, Fresenius, Bad Homburg). Nach medianer Sternotomie und
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Eréffnung des Herzbeutels wurde das Herz mit Thoraxspannern exponiert.
Prophylaktisch wurde den Tieren 300 mg des Antiarrhythmikums Amiodaron i.v.
verabreicht. Nun erfolgte die Sondenplatzierung (Clark Type, Licox, GMS, Kiel-
Mielkendorf) fir die Messung des pO. in verschiedenen Arealen des
linksventrikularen Myokards unter Lagekontrolle durch direkte
Echokardiographie. Das linksventrikulare Myokard wurde in zwei Bereiche
eingeteilt, in ein spateres ischamisches Infarktgebiet und ein spateres gesundes
Kontrollareal (s. Abb. 2). Durch Okklusion von drei bis vier Diagonaldsten des
Ramus interventricularis anterior mit Hilfe von Ligaturdrahten wurde ein Infarkt
erzeugt (s. Abb. 1). Das Erreichen der kompletten Isch&mie in diesem Gebiet
wurde durch ein Absinken des pO; von urspringlich 55-65 mmHg auf Werte
von 2-0 mmHg gesichert. Hochstens 8 Minuten nach der Ligatur erfolgte die
TMLR mit einem CO,-Hochleistungslaser (PLC Medical Systems, Franklin, MA,
USA). Dabei wurden sowohl in das Infarktgebiet als auch in das Kontrollareal
des linksventrikularen Myokards Laserkanéle in einem Abstand von etwa 1 cm
gesetzt (s. Abb.1).

Ligaturdraht

Offnung des
Laserkanals

pOz-Sonde

B

Abb. 1: Das porcine Herz in situ wahrend Versuchsdurchfihrung. Nach
Sondenplatzierung zur pO,-Messung erfolgte die Ischamieinduktion mittels
Ligaturdraht. Im Infarktgebiet sind Offnungen der Laserkanéle sichtbar.
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Es ergaben sich auf diese Weise die vier Myokardareale: nicht
ischamisch/keine TMLR, nicht ischdmisch/TMLR, ischamisch/keine TMLR und
ischamisch/TMLR (s. Abb. 2).

V. cava superior Aorta

Tr. pulmonalis

A.coronaria
dextra

A. coronaria
sinistra

R. interventricularis
anterior

Diagonalast
(ligiert)

Infarkt-Areal
pO,-Sonde |

Laser-Areal B

Laser-Areal A

pO,-Sonde IV pO,-Sonde I

pO,-Sonde I

Abb. 2: Die schematische Darstellung des porcinen Herzens wahrend der
Versuchsdurchfiihrung; Lokalisation der Biopsieareale.

Die Messung des pO, erfolgte in den vier Myokardarealen zuné&chst vor der
Gefalligatur, dann unmittelbar nach der Ligatur, zum Zeitpunkt der TMLR, 15,
30 und 60 Minuten nach TMLR, darauf stundlich bis 6 Stunden nach TMLR.

Im weiteren Verlauf wurden aus allen vier Herzmuskelgebieten Gewebeproben
fur histologische und molekularbiologische Untersuchungen enthnommen.

Die Biopsatentnahme fur die histologischen Untersuchungen im hiesigen Institut
fur Anatomie erfolgte ebenfalls zunachst vor Gefaliligatur, dann 30 Minuten
nach TMLR, sowie 3 und 6 Stunden nach TMLR.

Das Probenentnahmeschema fiir die molekularbiologischen Untersuchungen im
Institut fir Physiologie ist in Tab. 1 dargestellt.

Sechs Stunden nach der TMLR wurden die Tiere in Narkose durch

intramyokardiale Injektion von 50 ml Kaliumchloridlésung getotet.



16

Biopsat- |Zeit nach TMLR Ischamie TMLR
nummer
1 vor Ischamie und TMLR A Y
2 1 Stunde Ya Y
3 1 Stunde A TMLR
4 1 Stunde Ischamie £
5 1 Stunde Ischamie TMLR
6 6 Stunden Ya Y
7 6 Stunden ¥ TMLR
8 6 Stunden Ischamie E7A
9 6 Stunden Ischamie TMLR

Tab. 1: Schema der Gewebeprobenentnahme fiir die Untersuchung des VEGF-
Gehaltes

Die hier dargestellten Versuche weisen sehr kleine Fallzahlen auf (n =5 fir die
Westernblot-Proteinuntersuchungen und n = 6 fir die RT-PCR-
Untersuchungen). Erlauternd sei angemerkt, dass es wegen des geringen
Volumens der Biopsate nicht méglich war, die mRNA- und die
Proteinkonzentration in ein- und derselben Probe zu bestimmen. Die
Stanzengrof3e und die Anzahl der wahrend der Operation entnommenen
Gewebeproben waren limitiert durch die Gefahr einer zu starken Schadigung
des Myokards. Es konnten also von einem Schwein nur entweder der RNA-
oder der Proteingehalt bestimmt werden.

Zwei Tiere verstarben vorzeitig (eines durch maligne Hyperthermie, eines
aufgrund von Herzrhythmusstérungen), und von vier Tieren waren durch den
Versuchsablauf bedingt nicht alle Gewebeproben entnommen worden. Bei vier
weiteren Tieren war in einigen Biopsaten die mRNA degradiert, in diesen
Proben konnten keine B-Aktin-mRNA nachgewiesen werden. VVon einer

Auswertung der weiteren Proben dieser Tiere wurde abgesehen.
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2.4. RT-PCR-Versuche

2.4.1. Isolation von Gesamt-RNA mit Phenol:Chloroform:lsoamyl

Die RNA-Extraktion erfolgte nach der sauren Phenol-Chloroform-Methode von
Chomczynski und Sacchi (1987), deren Prinzip auf der unterschiedlichen
Loslichkeit der Zellbestandteile in organischen oder wassrigen Losungsmitteln
beruht. Die Proteine l6sen sich in dem organischen Lésungsmittel Phenol,
wéahrend die RNA nur in der wassrigen Phase l6slich ist. Die DNA ist beli
saurem pH zum Teil wegen ihrer Histonproteine ebenfalls in der organischen
Phase Ioslich, zum Teil verbleibt sie wegen der negativen Ladung der
Phosphatgruppen an der Phasengrenze zwischen wassriger und organischer
Phase.

Der erste Schritt der RNA-Gewinnung bestand in der Zerkleinerung der
Myokardbiopsate mit einem Gewebehomogenisator (Ultra-Turrax T25-
Homogenisator, IKA®-Labortechnik, Staufen i. Br.) in 700 pl
Guanidiniumthiocyanat (GTC)-Ldsung (4 M GTC, 2 M Natriumacetat,
B-Mercaptoethanol 0,1 vol/vol % in PBS). Durch anschliel3endes Zentrifugieren
bei 12000 Upm (entspricht 13000 x g) fur 10 Minuten bei 4 °C wurde ein
Uberstand gewonnen. Zu diesen 700 pl Myokardgewebehomogenisat wurden
70 ul Natriumacetatpuffer (pH 4,0), 560 ul Phenol (pH 4,3) und 280 pl Phenol-
Chloroform-Isoamylalkohol (Fertiglésung: Phenol 50 %, Chloroform 48 %,
Isoamylalkohol 2 %) hinzugegeben, das Gemisch zur Phasentrennung fir 15
Minuten auf Eis inkubiert und dann bei 12000 Upm fur 20 Minuten zentrifugiert
(entspricht ca. 13000 x g). Die wassrige Phase wurde mit einem gleichen
Volumen Isopropanol gemischt und der Ansatz fur 1 Stunde bei —20 °C
inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation bei 12000 Upm fr 20 Minuten wurde
das Prazipitat in 300 pl GTC und 300 pl Isopropanol abermals fir 1 Stunde bei
-20°C inkubiert. Das durch anschlieende Zentrifugation bei 12000 Upm fir 20
Minuten gewonnene RNA-Prazipitat wurde mit 500 pl 75 %-Ethanol fir 15
Minuten bei Raumtemperatur gewaschen und dann fir 15 Minuten bei 12000
Upm zentrifugiert. Abschliel3end wurde das RNA-Prézipitat in 20 pl 0,1 %-
Diethylpyrocarbonat (DEPC)-Wasser aufgenommen. Die RNA-Konzentration
wurde durch Absorptionsmessung im Photometer (Spektrometer, SLT

Labinstruments, Crailsheim) bei einer Wellenlange von 260 nm bestimmit.
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2.4.2. Reverse Transkription

Mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase (RTase; Promega, Mannheim)
wurde eine der mMRNA komplementare DNA (cDNA) synthetisiert. Der Gesamt-
RNA (1 pg) aus dem Myokardbiopsat wurden 2,5 pug Oligo-Desoxythymidin
(Oligo-dT; MWG-Biotech, Ebersberg) als Startermolekiile hinzugefiigt, und sie
wurde mit DEPC-Wasser auf ein Volumen von 14,5 ul aufgefullt. Der Ansatz
wurde fur 15 Minuten auf 68 °C erwarmt, um die Sekundarstruktur der RNA
aufzufalten, und danach fur 15 Minuten auf Eis gestellt, so dass eine erneute
Bildung der Sekundarstruktur verhindert wurde. Wahrend des Abklhlens
lagerten sich die Oligo-dT-Molekile an die mRNA. Nach Zugabe des
Probenansatzes (5 ul RT-Puffer (MWG-Biotech, Ebersberg), 5 pl desoxy-
Nukleotidtriphosphat-Basen (DNTP; TaKaRa Biomedicals, Shiga, Japan) und
0,5 pl RT) wurde das Gemisch in einem Thermocycler (DNA Thermal Cycler,
PE Biosystems, Foster City, California, USA) zunachst fur 45 Minuten bei 42
°C, dann fur 45 Minuten bei 52 °C zur DNA-Synthese inkubiert. Die Reaktion
wurde durch ein zehnminttiges Aufkochen der Proben beendet.

Um eine Kontamination des Reaktionsgemisches mit genomischer DNA, DNA
aus vorhergehenden PCRs oder Plasmid-DNA auszuschliel3en, wurde bei allen

Experimenten eine Negativkontrolle ohne zugesetzte RNA mitgefihrt.

2.4.3. Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR)

Die PCR ist eine Methode zur exponentiellen Vervielfaltigung eines DNA-
Abschnittes unter Einwirkung einer hitzestabilen Polymerase. Das zu
amplifizierende DNA-Fragment wird durch zwei Primerbindungsstellen
festgelegt. Der auf diese Weise eingegrenzte Bereich wird im Laufe der PCR
exponentiell vervielfaltigt. In jeder PCR wurden 0,2 mM eines jeden dNTP-
Nukleotids als DNA-Bausteine, MgCl, 1,5 mM (Gibco BRL Life Technologies,
Karlsruhe), 10x PCR-Puffer 5 ul (Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe), Tag-
Polymerase 5 U (Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe), 0,4 mM eines jeden
Primers (MWG-Biotech, Ebersberg) und 1 pl cDNA-LAsung eingesetzt. Der
Ansatz wurde durch Zugabe von Aqua bidest. auf ein Endvolumen von 50 pl
gebracht und mit 3 Tropfen Ol tiberschichtet, um eine Verdunstung wahrend der
PCR zu vermeiden. Nach einem einmaligen Erhitzen fur 3 Minuten auf 94 °C

zur Denaturierung erfolgten die Zyklen der PCR-Amplifikation (TRIO-
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Thermoblock, Biometra, Géttingen): Im ersten Schritt eines Zyklus wurde der
Ansatz fur 1 Minute auf 92 °C erwarmt, so dass sich die doppelstrangige DNA
in Einzelstrange trennte. Die Temperatur wurde nun fur eine Zeitspanne von 90
Sekunden auf die sogenannte Annealing-Temperatur gesenkt, die
Primermolekile lagerten sich den komplementaren DNA-Abschnitten an. Dabei
war die Annealing-Temperatur fur jedes Primerpaar spezifisch (s. Tabelle im
Anhang). AnschlieRend wurde der Ansatz fir 3 Minuten auf 72 °C, die optimale
Reaktionstemperatur der Polymerase, erhitzt. Nach 30-37 Zyklen bildete ein
einzelner Elongationsschritt bei einer Temperatur von 72 °C fir 7 Minuten den
Abschluss der Amplifikation.

Nach elektrophoretischer Auftrennung der PCR-Produkte auf einem 2 %-
Agarosegel (2 g Agarose (Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe)/100 ml
Trisacetat- Ethylendiamintetraessigsaure(EDTA)-Puffer, TAE-Puffer: 1 M
Trisbase, 0,5 M EDTA in A. bidest.) und Anfarbung mit Ethidiumbromid (Gibco
BRL Life Technologies, Karlsruhe) wurden die PCR-Fragmente unter UV-Licht
gemeinsam mit einem in der Elektrophorese mitgefiihrten 100 bp-DNA-
Standard (Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe) sichtbar gemacht und
fotografiert (Transilluminator E.A.S.Y. 429K, Herolab, Wiesloch).

Zur Kontrolle der RNA-Qualitat und um RNA-Konzentrationsschwankungen
auszuschlie3en wurde neben der VEGF-mRNA auch die mRNA fur 3-Aktin
amplifiziert. Die B-Aktin-mRNA eignet sich gut als Kontrolle, da sie das
Transkript eines weitgehend konstant exprimierten sogenannten Housekeeping-

Gens ist.

2.4.4. VEGF-Primerwabhl

Die durch alternatives SpleiRen aus einem gemeinsamen Vorlaufer
entstandenen Isoformen der VEGF-mRNA im Myokardgewebe enthalten, bis
auf das VEGFgg und VEGF,s, nicht alle Exons des VEGF-Gens. Dem VEGF;,
fehlen die Exons 6 und 7, der VEGF¢4-1soform fehlt das Exon 6 (s. Abb. 3). Will
man in einer PCR nur eine bestimmte Isoform exponentiell vervielfaltigen, wahit
man den reversen Primer so, dass er an eine Basenabfolge bindet, welche nur
in der gesuchten Isoform zu finden ist, wie etwa die aneinandergrenzenden
Abschnitte zweier Exons, die einzig in der gesuchten Isoform in dieser

Konstellation vorliegen. Fur die Primerwahl wurden die bekannten Sequenzen
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des porcinen VEGF genutzt. Lagen bezlglich einer VEGF-Isoform noch keine
Sequenzierungsergebnisse vor, so wurde die entsprechende bekannte
Sequenz des humanen VEGF verwendet.

Die Primer-Tabelle ist im Anhang angefigt.

{11 24 3 IH 4 1HS5HH 6 1H 7 }HeF VEGF-Gen
‘ Transkription
Vorlaufer-mRNA
[1]2] 3 | 4 [5] 6 | 7__ g der VEGF-Isoformen
alternatives
Herausschneiden
[1 ]2 ] 3 | 4 [5] 6 | 7 |8] mRNA von VEGF 188
[1 ]2 ] 3 | 4 [5] 7 19 mRNA von VEGF 164
[1]2] 3 | 4 |58 mRNA von VEGF 120
Exon1: 66bp 5: 30bp |:| Exon
2: 52bp 6: 72bp —— Intron
3:197 bp 7:132bp
4: 77bp 8. 22bp

Abb. 3: VEGF-Gen, Transkription und alternatives Spleil3en. Die Entstehung der
VEGF-Isoformen durch alternatives Herausschneiden aus der Vorlaufer-mRNA:
VEGF164 fehlt Exon 6, VEGF120 fehlen Exon 6 und 7, und VEGFlgg und VEGF205
unterscheiden sich in ihrer Lange um 17 Aminoséauren, die VEGF,os mehr besitzt und
die in einem zuséatzlichen Exon kodiert sind.

2.4.5. Kompetitorsynthese

Ein Kompetitor ist ein DNA-Fragment beliebiger Basensequenz, das dieselben
Primerbindungsstellen besitzt wie das zu quantifizierende DNA-Fragment und
dessen Lange zwar nicht der des DNA-Fragments entspricht, aber nicht
wesentlich groRer oder kleiner ist. Die Herstellung des Kompetitors erfolgte
durch eine PCR, in welcher 10 pg eines neutralen DNA-Fragmentes (INOS-
Fragment (Induzierbare Stickstoff-Synthetase), Lange 580 bp; Clontech
Laboratories GmbH, Heidelberg), sowie zwei zusammengesetzte Primer
verwendet wurden (5"VEGF comp, bzw. 5" B-Aktin comp als Forward-Primer

und 3"VEGF6, comp, bzw. 3"B-Aktin comp als reverse Primer). Die
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Basenabfolge dieser Primer war zu einer Halfte den Basen komplementar, die
den spateren Kompetitor-Bereich auf dem Clontech-Fragment eingrenzen, und
zur anderen Halfte war sie den spateren Primerbindungsstellen komplementar.
Der zwischen diesen Primerbindungsstellen liegende DNA-Abschnitt wurde
vervielfaltigt und wies am 5°- und 3"-Ende die zukinftigen, fur die VEGF-
Isoform spezifischen Primerbindungsstellen auf.

Die PCR bestand aus 30 Zyklen mit einer Annealingtemperatur von 60 °C
(VEGF-Kompetitor), bzw. 59 °C (B-Aktin-Kompetitor). Die erwarteten
Fragmentlangen von 367 bp fir den VEGF-Kompetitor und 262 bp fur den 3-
Aktin-Kompetitor wurden bestétigt durch elektrophoretische Auftrennung auf
einem 2 %igem Agarosegel und Anfarbung mit Ethidiumbromid. Aus PCR-
Ansatzen, die nach Elektrophorese unter UV-Licht starke Signale aufwiesen,
wurde das Kompetitor-Fragment mit Hilfe des Wizard PCR Purification Preps-

Systems (Promega, Mannheim) wie vom Hersteller empfohlen gewonnen.

2.4.6. Quantitative PCR

Das Prinzip der quantitativen PCR beruht auf der Tatsache, dass von zwei
DNA-Fragmenten mit gleichen Primerbindungsstellen in demselben PCR-
Ansatz dasjenige starker amplifiziert wird, welches in héherer
Ausgangskonzentration vorliegt. Uber eine Verdunnungsreihe, deren Lésungen
das Kompetitor-DNA-Fragment in bekannter Konzentration enthalten, kann man
Ruckschlisse auf die unbekannte Konzentration des gesuchten Proben-DNA-
Fragments ziehen (Fandrey und Bunn, 1993). Die PCR-Fragmente werden
anschlieRend durch Elektrophorese auf dem Agarosegel aufgetrennt, und man
erkennt, dass die Bande des Kompetitorprodukts (Fragmentlangen: 367 bp fur
den VEGF54-Kompetitor bzw. 262 bp fir den p-Aktin-Kompetitor) zunéchst
starker ist als die PCR-Produkte der Proben-DNA. Entsprechend der
absteigenden Konzentration der Kompetitor-DNA wird diese Bande jedoch
immer schwacher, wéhrend die Bande der Proben-DNA an Intensitat zunimmt,
bis Proben-DNA- und Kompetitor-DNA-Bande gleich stark sind. Hier
entsprechen sich die Konzentration des Kompetitors und der Proben-DNA

(s. Abb. 4 und Abb. 5).
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Die quantitative PCR wurde unter denselben Bedingungen wie die oben
beschriebene PCR durchgefihrt. Zusatzlich zu 1 ul cDNA enthielt der Ansatz
fur die quantitative PCR 1 pl der Kompetitor-DNA in bekannter Konzentration.

®
& )
¢ ® ¢
)
. 2. 3.

PCR und Gelelektrophorese

Kompetitor

cDNA —— [ - -

Abb. 4: Das Prinzip der guantitativen PCR. Von der VEGF-cDNA (Proben-DNA,
dunkelgrau dargestellt) ist in jedem Ansatz die gleiche Menge vorhanden, die
Kompetitor-DNA (hellgrau dargestellt) wird in einer 2:1-Verdunnungsreihe eingesetzt.
In Ansatz 2 entsprechen sich die Konzentrationen an VEGF-cDNA und an Kompetitor-
DNA, beide Fragmente werden gleichermalRen vervielfaltigt und ergeben bei der
Gelelektrophorese gleich starke Banden.

Kompetitor
cDNA

Abb. 5: Das Ergebnis einer quantitativen PCR. Die obere Bande zeigt die
Kompetitorverdinnungsreihe in absteigender Konzentration. Die untere Bande
reprasentiert die DNA, deren Konzentration es herauszufinden gilt. Bei der Markierung
(*) entsprechen sich die Konzentrationen von Kompetitor- und Proben-DNA vor Beginn
der PCR.
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Marker
bp

600
400

200

8 4 2 1 0,5 0,25
Kompetitor-Konzentration [fg/pl]

Abb. 6: Die Bestimmung des VEGFs,-cDNA-Gehalts durch quantitative PCR. Die
obere Bande ist die des Kompetitorfragments (LAnge 367 bp), die untere ist die
VEGF64-Bande (Fragmentlange 289 bp).

2.5. Western-Blot

Beim Western-Blot, einer Methode zum semiquantitativen Proteinnachweis,
wird ein Proteingemisch auf einem Gel elektrophoretisch aufgetrennt und das
gesuchte Protein mit Hilfe eines spezifischen Antikoérpers und eines
entsprechenden Detektionssystems nachgewiesen.

Zur Proteingewinnung aus den Myokardproben wurden die Biopsate in einen
Lysepuffer (Glycerol 10 %, Sodiumdilaurylsulfat (SDS) 5 %, Dithiothreitol (DTT)
0,5 %, 1 M Trisbase, Aprotinin, Leupeptin und Pepstatin (jeweils 100 pg/ml),
Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF) 1 %, 8 M Harnstoff in A. bidest.) tberfihrt
und mit dem Gewebehomogenisator zerkleinert. Anschlielend wurde das
Homogenisat auf Eis gelagert und bei 3500 Upm fur 10 Minuten bei 4°C
zentrifugiert (entspricht 4500 x g), um den Uberstand von Geweberesten zu
trennen. Der so gewonnene Uberstand wurde nun zur Verbesserung der
Proteinfallung funfmal fir 10 Sekunden mit Ultraschall behandelt (Sonifier B-12
Ultraschallgerat, Branson Sonic Power Company, Danbury, Conneticut, USA).
Die anschlie3ende Proteinkonzentrationsbestimmung erfolgte im Spektrometer
(SLT Labinstruments, Crailsheim) mit der Methode nach Bradford (Biorad,
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Munchen) bei einer Wellenlange von 594 nm. Durch Zugabe des
entsprechenden Volumens an Lysepuffer wurde daraufhin in allen
Homogenisaten eine gleiche Konzentration von 1 mg/ml eingestellt. 50 ul des
Homogenisats wurden mit dem gleichem Volumen des Probenpuffers (0,5 M
Tris-HCI (pH 6,8), Glycerol 20 %, 10 % SDS in A. bidest., 0,5 %
Bromphenolblau 5 %, Mercaptoethanol 5 %, 1 M DTT in A. bidest.) vermischt,
fur 10 Minuten auf 100°C erhitzt und auf einem 15 %igen SDS-Polyacrylamidgel
durch Anlegen einer Spannung von 100 V elektrophoretisch aufgetrennt
(Elektrodenpuffer: 1 M Trisbase, Glycin 6,6 %, 20 % SDS in A. bidest.; pH 8,3).
Dabei wurde zusétzlich als Standardmarker ein Gemisch von Proteinen
bekannter molekularer Massen (Full Range Rainbow Marker, Amersham,
Braunschweig) mitgefthrt. Nach der Gelelektrophorese wurden die Proteine
von dem Gel elektrophoretisch (Trans-Blot SD Blotmaschine, Biorad, Miinchen)
auf eine eiweil3affine Nitrocellulosemembran (Hybond ECL-
Nitrocellulosemembran, Amersham, Braunschweig) Ubertragen (Blotpuffer:
Trisbase 1 M, Glycin 0,3 %, Methanol 19,7 %, in A. bidest ). Nach 30minitigem
Spulen der Membran mit Waschpuffer (Na,HPO, 8,5 mM, KH,PO, 1,5 mM,
NaCl 137 mM, KCI 3 mM, mit H;PO, auf pH 7,3 eingestellt), der alle 10 Minuten
gewechselt wurde, erfolgte die Anfarbung der an die Membran gebundenen
Proteine mit Ponceau-S-L6sung zur Kontrolle einer gleichmaRigen und
vollstandigen Ubertragung. Nun wurde die Membran fiir 30 Minuten mit dem
Waschpuffer gespult und dann in Trockenmilchlésung (5 % Trockenmilch in
PBS) bei 4 °C Uber Nacht inkubiert. Die Proteine der Trockenmilch banden an
die noch nicht besetzten Stellen der Membran, so dass der Antikorper selbst
nicht unspezifisch an der Membran haften konnte. Am folgenden Tag wurde die
Membran abermals fiir 30 Minuten gespdult und fir 90 Minuten bei
Raumtemperatur in einer Lésung inkubiert, die einen Antikorper gegen das
gesuchte Protein enthielt. Nach 30minitigem Waschen wurde die Membran in
einer weiteren, den zweiten Antikorper enthaltenden Lésung fur 45 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Der Sekundar-Antikorper war gegen das Fc-
Fragment des Primar-Antikbrpers gerichtet und mit einem Enzym, der
Meerrettich-Peroxidase, verbunden. Die Membran wurde wieder fiir 30 Minuten
gespult und anschlieend fur 1 Minute mit Enhanced Chemoluminescence

(ECL-)-L6sung (Amersham, Braunschweig) Giberschichtet, die den Stoff Luminol
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enthielt. Unter Einwirkung der Meerrettich-Peroxidase wurde
Wasserstoffperoxid verbraucht, gleichzeitig wurde Luminol in sein
Aminophthalat-lon Uberfuhrt. Dieses lon besald lumineszierende Eigenschatften,
die zur Detektion des gesuchten Proteins mittels Rontgenfilm genutzt wurden.
Uber die Intensitat der Banden konnten Ruickschliisse auf die
Mengenverhaltnisse des Proteins in verschiedenen Proben gezogen werden.
Fir die VEGF-Detektion wurde als Primar-Antikdrper ein polyklonaler Antikdrper
vom Kaninchen (Anti-hVEGF; Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg; 1:100 in
PBS verdunnt) und als sekundarer Antikdrper der Anti-rabbit HRP (Dianova,
Hamburg; 1:30000 in PBS) verwendet. Die B-Aktin-Detektion erfolgte mit dem
Primar-Antikérper Anti-B-Aktin von der Ziege (Santa Cruz Biotechnology; 1:200
in PBS verdinnt) und als Sekundar-Antikérper der Anti-goat HRP (Chemicon,
Temecula, USA; 1:5000 in PBS verdunnt).

2.6. Auswertung und Statistik

Die RT-PCR-Ergebnisse sind als Mittelwert +/- Standardfehler angegeben. Zur
Abschéatzung der Signifikanz der RNA- und Proteinkonzentrationsunterschiede
wurde eine mehrfaktorielle Varianzanalyse mit dem Random-Faktor
»riernummer” und den festen Faktoren Ischamie (ja/nein), Laser (ja/nein), Zeit
(1 h/6 h) durchgefiihrt. Die Quotienten VEGF-Konzentration/B-Aktin-
Konzentration aus den PCR-Versuchen wurden nach logarithmischer
Transformation berechnet. P < 0,05 wurde als signifikant befunden.

Da beim Western-Blot als semiquantitativem Verfahren zum Proteinnachweis
die Bandenstéarke keine uneingeschrénkte Aussage uber die Proteinmenge in
einer Probe erlaubt, wurde hier— wie beim Western-Blot Ublich- eine
Trendbeschreibung durchgefuhrt. Dazu wurden die Blots von mir und einer
weiteren, nicht mit Details des Versuchsablaufs vertrauten Person beurteilt
hinsichtlich der Starke der einzelnen Banden a) im Vergleich zur
Referenzbande und b) im Vergleich untereinander: Ischamie/keine Ischamie,
TMLR/keine TMLR und Bandenstarke nach einer Stunde/nach sechs Stunden.
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3. Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit ist es mir trotz des komplexen Versuchsaufbaus und
der komplizierten Methodik gelungen, intakte RNA und Proteine zu isolieren

und Genexpression qualitativ und quantitativ nachzuweisen.

3.1. RT-PCR-Vorgehen

Mit Hilfe der RT-PCR wurde die mRNA von VEGF5y, VEGFi5: und VEGF;gg im
porcinen Myokard dargestellt.

Zudem konnte die mRNA des konstitutiv gebildeten Proteins 3-Aktin und des
Transkriptionsfaktoren HIF-1a nachgewiesen werden.

Weiterhin erfolgte die Herstellung der in der quantitativen PCR eingesetzten
Kompetitoren in einer qualitativen PCR.

Durch quantitative PCR lie3en sich Aussagen tber den VEGF- und B-Aktin-
MRNA-Gehalt im Myokard treffen.

3.1.1. VEGF-Ubersichts-PCR

In einer Ubersichts-PCR wurde die mRNA der verschiedenen VEGF-Isoformen
im porcinen Myokard dargestellt. Es zeigte sich die Bande des VEGFg; bei
etwa 500 bp (errechnete Fragmentlange: 502 bp), die starkste Bande des
VEGF ¢4 bei etwa 430 bp (errechnete Lange: 430 bp) und die schwache Bande
des VEGF1, bei ungefahr 300 bp (errechnete Lange: 298 bp) (s. Abb. 7).

Wie in der Einleitung erwahnt, ist in der Literatur der Nachweis der drei
Isoformen VEGF1,, VEGF35, und VEGF1gg im murinen Myokard beschrieben
(Ladoux und Frelin, 1993). Die Isoform VEGFgg wird im Nagetierherzen am
starksten exprimiert. In Anlehnung an das murine Tiermodell ging ich vorerst
davon aus, eine entsprechende Konstellation der exprimierten VEGF-Isoformen
auch im porcinen Myokard vorzufinden. Es war daher zunéchst geplant, den
Schwerpunkt der Untersuchungen auf die VEGF;gg—Isoform zu legen. In diesem
Zusammenhang gelang mir die Sequenzierung des Exon 6 des porcinen VEGF-
Gens (s. Abschnitt 3.3.). Im Verlauf der Arbeit wurde jedoch deutlich, dass- im

Gegensatz zum murinen Herzen- im porcinen Myokard die Isoform VEGF 44
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vorherrschend ist (s. Abb. 7). Dieses Ergebnis war unerwartet und bislang in
der Literatur nicht beschrieben. Der neuen Erkenntnis entsprechend lag der
Schwerpunkt der folgenden Untersuchungen auf der Isoform VEGF 44.

Marker 1 2 3 4 5 6 7 8 9

bp

.~ VEGF 188
—VEGF 164
—VEGF 120

600

Abb. 7: Die Darstellung der VEGF-mRNA-Isoformen durch PCR. Die oberste
Bande entspricht der VEGF155-cDNA, die folgende und starkste Bande reprasentiert die
VEGF5.-cDNA, die unterste und schwachste Bande die VEGF,,-cDNA.
Probenbezeichnung:

Probe 1: Referenz; Probe 2: keine Ischamie, keine TMLR, nach 1 Std.; Probe 3:
keine Ischamie + TMLR, nach 1 Std.; Probe 4: Ischamie, keine TMLR, nach 1 Std.;
Probe 5: Ischamie + TMLR, nach 1 Std.; Probe 6: keine Ischamie, keine TMLR, nach
6 Std.; Probe 7: keine Ischamie + TMLR, nach 6 Std.; Probe 8: Ischamie, keine
TMLR, nach 6 Std.; Probe 9: Ischamie + TMLR, nach 6 Std.

3.1.2. Spezifische PCRs der VEGF-Isoformen

In verschiedenen, fir die jeweilige VEGF-Isoform spezifischen RT-PCRs konnte
das Ergebnis der Ubersichts-PCR bestatigt werden. In den spezifischen PCRs
fur VEGF1,, VEGF15, und VEGF g3 wWurde je eine Bande der erwarteten Lange
nachgewiesen. Beispielhaft wird in Abb. 8 der cDNA-Nachweis von VEGF54 im

porcinen Myokard gezeigt.

Marker 1 2 3 4 5 6 7 8 9

600
400

200

Abb. 8: Der spezifische Nachweis von VEGF5,-cDNA durch PCR. Die Bande der
VEGF154-cDNA liegt bei etwa 300 bp (Lange des Fragments: 289 bp).
Probenbezeichnung:

Probe 1: Referenz; Probe 2: keine Ischamie, keine TMLR, nach 1 Std.; Probe 3:
keine Ischamie + TMLR, nach 1 Std.; Probe 4: Ischamie, keine TMLR, nach 1 Std.;
Probe 5: Ischamie + TMLR, nach 1 Std.; Probe 6: keine Ischamie, keine TMLR, nach
6 Std.; Probe 7: keine Ischamie + TMLR, nach 6 Std.; Probe 8: Ischamie, keine
TMLR, nach 6 Std.; Probe 9: Ischamie + TMLR, nach 6 Std.
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3.1.3. Spezifische PCR von B-Aktin

Die cDNA des konstitutiv exprimierten Gens fur 3-Aktin wurde in spezifischen
PCRs qualitativ nachgewiesen. Als PCR-Produkt zeigte sich eine Bande der
erwarteten Lange (362 bp) (s. Abb. 9).

Marker 1 2 3 4 5 6 7 8 9

bp

600
400

200

Abb. 9: Der spezifische Nachweis von B-Aktin-cDNA durch PCR. Die Bande der -
Aktin-cDNA liegt zwischen 300 und 400 bp (Lange des Fragments: 362 bp).
Probenbezeichnung:

Probe 1: Referenz; Probe 2: keine Ischamie, keine TMLR, nach 1 Std.; Probe 3:
keine Ischamie + TMLR, nach 1 Std.; Probe 4: Ischamie, keine TMLR, nach 1 Std.;
Probe 5: Ischamie + TMLR, nach 1 Std.; Probe 6: keine Ischamie, keine TMLR, nach
6 Std.; Probe 7: keine Ischamie + TMLR, nach 6 Std.; Probe 8: Ischamie, keine
TMLR, nach 6 Std.; Probe 9: Ischdmie + TMLR, nach 6 Std.

3.1.4. Spezifische PCR von HIF-1a

In der qualitativen PCR gelang die Darstellung der cDNA des VEGF-
Trankriptionsfaktors HIF-1a. Das Signal war jedoch sehr schwach. Zu
Operationsbeginn und 1 Stunde nach TMLR liel sich in allen vier
Myokardarealen HIF-1a-mRNA nachweisen. Sechs Stunden nach TMLR fand
sich nur im nicht ischdmischen Gewebe HIF-1a-mRNA, nicht aber im

Ischamiegebiet.

3.1.5. Quantitative PCR von VEGF;e4 und B-Aktin
Der mRNA-Gehalt von VEGF¢, und B-Aktin wurde in kompetitiven PCRs
quantitativ untersucht. Zur Normierung wurden alle Werte fur die VEGF¢4-

MRNA zum entsprechenden Gehalt des B-Aktin in Bezug gesetzt (s. Abb. 10).
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Eine Stunde nach TMLR war sowohl im gelaserten als auch im nicht gelaserten
Gewebe des Infarktareals und des Kontrollgebietes ein Anstieg des VEGF-
MRNA-Gehalts nachzuweisen. Es zeigten sich dabei deutlich hohere Werte in
den Ischamiearealen -gelasert und nicht gelasert- als in den Nicht-
Ischamiearealen -gelasert und nicht gelasert- (P < 0,001 nach logarithmischer
Transformation).

Sechs Stunden nach TMLR war der VEGF-mRNA-Gehalt im Vergleich mit den
Ein-Stunden-Werten in allen vier Arealen signifikant angestiegen (P < 0,01 nach
logarithmischer Transformation). Auch sechs Stunden nach TMLR wurde ein
deutlich h6herer VEGF-mRNA-Gehalt im ischamischen Myokard -gelasert und
nicht gelasert- gefunden als in den nicht ischamischen Kontrollarealen -gelasert
und nicht gelasert- (P < 0,001 nach logarithmischer Transformation). Ein
signifikanter Einfluss der TMLR auf den VEGF-mRNA-Gehalt konnte weder

eine Stunde noch sechs Stunden nach TMLR festgestellt werden.

x 10*

VEGF-RNA-Gehalt
R-Aktin-RNA-Gehalt

Zeitpunkte der Probenentnahmen [h]

—@ — keine Ischamie, keine TMLR Zeitpunkte der Probenentnahmen:
— Y — keine Ischamie, TMLR 0: Ausgangswert, vor Ischamieinduktion und TMLR
— I — Ischamie, keine TMLR 1: eine Stunde nach TMLR

__<>__ Ischamie, TMLR 6: sechs Stunden nach TMLR

Abb. 10: Die grafische Darstellung der PCR-Werte VEGF15.-mRNA/R-Aktin-mRNA.
Gezeigt sind die Mittelwerte der Quotienten von VEGF54/8-Aktin *10000 mit
Standardfehler (n = 6). * kennzeichnet signifikant voneinander verschiedene Werte.
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3.2. Western-Blot

Mit der Western-Blot-Methode wurde VEGF- und B—Aktin-Protein im Myokard
semiquantitativ dargestellt.

3.2.1. VEGF-Western-Blot

Mit dem oben beschriebenen Western-Blot-Verfahren wurde der Gehalt an
VEGF-Protein im Myokard von funf Schweinen semiquantitativ bestimmt.

Alle finf Schweine wiesen in der vor Infarktinduktion entnommenen
Referenzprobe die niedrigste Menge an VEGF-Protein auf. Nach der ersten
Stunde war der Proteingehalt also in allen vier Proben im Vergleich zur
Referenz angestiegen. Dabei zeigten die beiden Proben aus dem Infarktgebiet
mehr Protein als die beiden aus dem gesunden Gewebe (bei 4 von 5
Schweinen). Innerhalb des Ischdmiegebiets und des gesunden Herzens wiesen
die Proben ohne und mit TMLR gleichstarke Banden auf (bei 3 von 5
Schweinen). Die TMLR hatte hier also keinen messbaren Einfluss auf den
VEGF-Proteingehalt.

Nach sechs Stunden war die Proteinmenge im gesunden Gewebe weiter
gestiegen, wahrend der Proteingehalt im Infarktgebiet wieder abgefallen war
(bei 3 von 5 Schweinen). Das Proteinmengenverhaltnis hatte sich umgekehrt:
Die beiden Proben aus dem gesunden Myokard Ubertrafen nun die Proben aus
den Infarktgebieten an Proteinmenge (bei 3 von 5 Schweinen). Der VEGF-
Proteingehalt im Infarktgewebe sank jedoch nicht auf den Ausgangswert ab,
sondern war noch immer deutlich erhéht (5 von 5 Schweinen).

Auch nach sechs Stunden war kein Einfluss der TMLR auf den VEGF-Gehalt
festzustellen (gleichstarke Banden innerhalb der Ischdmie- bzw. der gesunden
Gebiete bei 3 von 5 Schweinen).

Zusammenfassend liel3 sich die Aussage treffen, dass der VEGF-Gehalt
unbeeinflusst von der TMLR blieb, wohingegen die Ischamie wie erwartet

deutliche Auswirkung hatte.



31
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Abb. 11 a

kDa 1 2 3 4 5 6 7 8 9
75—
50 — — o ———

35—

30 —

Abb. 11b

Abb. 11a/11b: Der semiguantitative Nachweis von VEGF-Protein durch einen
Western-Blot. Das VEGF-Dimer lieR sich etwas unterhalb von 50 kDa detektieren.
(n=5).

Probenbezeichnung:

Probe 1: Referenz; Probe 2: keine Ischamie, keine TMLR, nach 1 Std.; Probe 3:
keine Ischamie + TMLR, nach 1 Std.; Probe 4: Ischamie, keine TMLR, nach 1 Std.;
Probe 5: Ischamie + TMLR, nach 1 Std.; Probe 6: keine Ischamie, keine TMLR, nach
6 Std.; Probe 7: keine Ischamie + TMLR, nach 6 Std.; Probe 8: Ischamie, keine
TMLR, nach 6 Std.; Probe 9: Ischamie + TMLR, nach 6 Std.
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3.2.2. B-Aktin-Western-Blot

Zur Kontrolle des gleichmaldigen Ladens der Proteinproben in das SDS-
Polyacrylamid-Gel und des gleichmafigen Transfers der elektrophoretisch
aufgetrennten Proteine erfolgte die Darstellung des konstant gebildeten
Proteins B-Aktin durch einen Western-Blot (s. Abb. 12).

kDa 1 2 3 4 5 6 7 8 9
50 = H
35— -
. .

Abb. 12: Der semiquantitative Nachweis von 3-Aktin-Protein durch die Western-
Blot-Methode. Die Bande des B-Aktins zeigt sich bei etwa 40 kDa

(erwartet ca. 42 kDa).

Probenbezeichnung:

Probe 1: Referenz; Probe 2: keine Ischamie, keine TMLR, nach 1 Std.; Probe 3:
keine Ischamie + TMLR, nach 1 Std.; Probe 4: Ischamie, keine TMLR, nach 1 Std.;
Probe 5: Ischamie + TMLR, nach 1 Std.; Probe 6: keine Ischamie, keine TMLR, nach
6 Std.; Probe 7: keine Ischamie + TMLR, nach 6 Std.; Probe 8: Ischamie, keine
TMLR, nach 6 Std.; Probe 9: Ischamie + TMLR, nach 6 Std.
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3.3. Identifikation der Sequenz des Exon 6 des porcinen VEGF-Genes

Wie in Abschnitt 3.1.1. erwdhnt, wurde in der vorliegenden Arbeit die Sequenz

des porcinen VEGF g3 erstmalig identifiziert. Dazu wurden die Proben, die in der

spezifischen PCR fur VEGFg3 besonders starke Signale gaben, gepoolt. Die

cDNA wurde mit Hilfe des Wizard PCR Preps Purification System aus dem

PCR-Ansatz isoliert und bei Sequence Laboratories, Goéttingen sequenziert. Da

das Exon 6 nur in der VEGFgo- bzw. VEGFgg-Isoform exprimiert wird, ist die

Sequenz unter dem Namen Sus scrofa vascular endothelial growth factor 189

(VEGF) mRNA beim National Center for Biotechnology Information NCBI am

Locus AF041084 eingetragen. Ein Vergleich des Sequenzierungsergebnisses

mit der bekannten Sequenz des humanen Exon 6 ergab eine 95%ige

Homologie beider DNAs.

porcin
human
porcin

human

41

41

AAAATCAGTT

AAAATCAGTT

CGCAAGAAAT

CGCAAGAAAT

CGAGGAAAGG

CGAGGAAAGG

GAAAGGGGCA

GAAAGGGGCA

ACCCTGGAGC

GTCCTGGAGC

AAAAAGAAAG

L] 111
AAAACGAAAG

GT

Abb. 13: Die porcine und die humane Sequenz des Exon 6 von VEGF in der
Gegenuberstellung.
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4. Diskussion

Die TMLR ist eine neue Behandlungsmethode der KHK und wird erfolgreich
angewendet, wie eingangs beschriebene klinische Studien belegen (Cooley et
al.,1996; Horvath et al., 1996).

Studien jungeren Datums kommen zu &hnlichen Ergebnissen. Frazier und
Kollegen (1999) verzeichneten bei 75 % ihrer Studienpatienten mit
vorbestehender schwerer Angina pectoris 1 Jahr nach TMLR ein Absinken der
Angina-Klasse um zwei Stufen und eine Erh6hung der Lebensqualitat
(Klassifikation der belastungsabhangigen Angina pectoris nach der Canadian
Cardiovascular Society, s. Tabelle 2). In der Studie von Lutter et al. (2000)
zeigten die Patienten schon direkt nach der TMLR, sowie 6 und 12 Monate
spater eine signifikante Verbesserung der Angina-Klasse und der
Leistungsfahigkeit auf dem Ergometer. Horvath et al. (2001) beobachteten die
Langzeiteffekte der TMLR Uber einen Zeitraum von funf Jahren. Sie stellten
eine persistierende Verbesserung der Angina-Klasse fest (von durchschnittlich
3,7 auf 1,6 nach funf Jahren).

Der genaue Wirkmechanismus der TMLR ist noch nicht bekannt. Mittlerweile
geht man davon aus, dass die Beschwerdereduktion am ehesten auf einer
laserinduzierten Angiogenese beruht, die zu einer verbesserten myokardialen

Sauerstoffversorgung fuhrt.

Grad |Definition

I Keine Angina bei normaler Belastung, Beschwerden bei sehr starker

oder andauernder Belastung

Il Angina mit mafiggradiger Beeintrachtigung normaler Tatigkeiten

1] Angina mit deutlicher Einschrankung der Leistungsfahigkeit

\Y Angina mit erheblicher Einschrédnkung der Leistungsfahigkeit,

Beschwerden in Ruhe

Tab. 2: CCS-Klassifikation der belastungsabhangigen Angina pectoris (Einteilung
der Canadian Cardiovascular Society)

Wie in der Einleitung ausgefuhrt, spielt das Protein VEGF eine Schltisselrolle im

Rahmen der Angiogenese. In der vorliegenden Arbeit wurden die Auswirkungen
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der TMLR auf den Gehalt an VEGF-mRNA und -Proteins im akuten
Ischamiemodell beim Schwein untersucht. Zudem erfolgte eine kontinuierliche
Aufzeichnung des myokardialen Sauerstoffpartialdruckes und eine mehrmalige
Biopsatentnahme aus dem Herzmuskel zur elektronenmikroskopischen
Untersuchung. In Erganzung zu vorbeschriebenen Langzeitmodellen (s.u.)
richteten sich die hier vorgestellten Untersuchungen auf myokardiale
Veréanderungen innerhalb der ersten sechs Stunden nach TMLR.

Ausgehend von den bekannten Regulationsmechanismen der VEGF-Bildung
erwartete ich im Infarktgebiet eine hypoxieinduzierte Zunahme von VEGF-
MRNA und -Protein nach der Gefal3ligatur. Nach der TMLR rechnete ich mit
einer Verbesserung der intramyokardialen Sauerstoffversorgung im
Infarktgebiet durch Reperfusion und infolge dessen mit einem Wiederabfall der
VEGF-Spiegel. Die durchgefuhrten pO,-Messungen haben aber ergeben, dass
in dem hier dargestellten Modell innerhalb der ersten sechs Stunden der pO,
durch TMLR nicht wieder angehoben wird (s.u.). In diesem Fall ware bei einem
konstant niedrigem pO, ein weiterhin hoher VEGF-Gehalt zu erwarten.

In Bezug auf den VEGF-Spiegel im gesunden Herzgewebe waren prinzipiell
zwei Mdglichkeiten denkbar: 1. Es wird ein gleichbleibender, von der
Infarzierung einer anderen Herzmuskelregion unbeeinflusster VEGF-Gehalt
gemessen, oder 2. es kommt zu einem Anstieg der VEGF-Spiegel,
hervorgerufen etwa durch diffundierbare oder via Blutstrom an das vitale
Myokard herangetragene VEGF-induzierende Faktoren aus dem Infarktgebiet.
Von grol3em Interesse war auch die Reaktion des nicht ischdmischen Myokards
auf die Laserbehandlung. Da es nach Laserbehandlung zu einer
Entzindungsreaktion im betroffenen Gewebe kommt (Fleischer et al., 1996)
und die im Rahmen inflammatorischer Prozesse freigesetzten Proteine IL-1a
und IL-6 (Cohen et al.,1996), sowie das Prostaglandin PG E2 als VEGF-
Induktoren wirken (Ben-Av et al., 1995), hielt ich einen VEGF-Anstieg im

gesunden, gelaserten Myokard fir moglich.

Nach Analyse der pO,-Aufzeichnung, der elektronenmikroskopischen Bilder und

des myokardialen VEGF-Gehaltes stimmten einige Ergebnisse der hier
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vorgestellten Versuchsreihe mit der Literatur tberein, andere waren
Uberraschend und unvorhergesehen.

Die Auswertung der myokardialen pO,-Aufzeichnung durch die
kardiochirurgischen Kollegen ergab keinen positiven Einfluss der TMLR auf die
myokardiale Sauerstoffversorgung innerhalb der ersten sechs Stunden (Soweit
nicht veroffentlicht (Misfeld et al., 1998), wurden die pO,-Werte
freundlicherweise tUberlassen von Frau Miriam Pilgrim, Doktorandin der Klinik
fur Herzchirurgie der Universitat zu Lubeck).

Unmittelbar vor der Gefal3ligatur lag der intramyokardiale pO, zwischen 55 und
65 mmHg. Nach Unterbindung der LAD-Seitenaste sank der pO, im
Infarktgebiet innerhalb von 15 Minuten auf Werte von 0 bis 2 mmHg, wodurch
die Suffizienz dieser Methode zur Infarktinduktion verdeutlicht wurde. Nach
TMLR stieg der pO, im Infarktgebiet nicht wieder an, sondern blieb Gber die
restliche Versuchsdauer auf dem Niveau von 0 bis 2 mmHg.

Im nicht ischamischen Myokard sank der pO, nach der Laserbehandlung auf
Werte von etwa 45 mmHg und lag fur die weitere Versuchsdauer statistisch
signifikant stets 10 bis 20 mmHg niedriger als der pO, im nicht gelaserten
Referenzgebiet.

Eine mogliche Erklarung fir den nach TMLR beobachteten pO,-Abfall im nicht
ischamischen, gelaserten Myokard ist der durch die Laserung gesteigerte
Verbrauch von Sauerstoff im Gewebe, mdglicherweise unter Bildung von
reaktiven Sauerstoffspezies. Fur diese These sprechen die Ergebnisse von
Callaghan et al. (1996), in deren Studien die vermehrte Bildung von reaktiven
Sauerstoffspezies in hdmatopoetischen Zellen im Anschluss an eine
Laserbehandlung nachgewiesen werden konnte. Denkbar ist auch, dass es
durch die Laserung zu einer lokalen Odembildung kommt, welche die Perfusion

vermindert.



37

Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden im hiesigen Institut fur
Anatomie durchgefiihrt. Die Ergebnisse der histologischen Auswertung sind
publiziert (Misfeld et al., 1998).

Fur die histologische Untersuchung wurden Gewebeproben nach dem in Tab. 3

abgebildeten Schema entnommen:

Entnahmezeitpunkt unbehandelt Ischamie Ischamie
(Referenz) allein und TMLR

vor Ischamieinduktion | X

30 Min. nach Ischamie- X X

induktion

3 Std. nach Ischamie- X X

induktion

6 Std. nach Ischamie- X X

induktion

Tab. 3: Schema der Probenentnahme fiir die elektronenmikroskopische
Untersuchung

In der Biopsatuntersuchung zeigten sich schon 30 Minuten nach
Ischamieinduktion im Infarktgebiet mit TMLR und ohne TMLR ultrastrukturelle
Veranderungen der irreversiblen Myokardschadigung, wie sie fur die akute
Ischamie typisch sind (s. Abb. 14). Diese Veranderungen waren sechs Stunden
nach Ischamiebeginn noch starker ausgepragt, wobei gelasertes und
unbehandeltes Gewebe gleichermalRen betroffen waren. Die Myozyten wurden
durch den Sauerstoffmangel irreversibel geschadigt, und ihre Vitalitat wurde in
den ersten sechs Stunden nach Ischamieinduktion nicht durch die Laserung

beeinflusst.
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Abb. 14: Die ultrastrukturellen Veranderungen im porcinen Myokard nach
Ischamie und TMLR. Skala = 1 um.( Eigene Darstellung in Anlehnung an Eur J Card
Thorac Surg 13: Misfeld M, Szabo K, Kraatz EG, GroRBherr M, Schmidtke C, Pilgrim M,
Kuhnel W, Sievers HH: Electron-microscopic findings after transmyocardial laser
revascularization in an acute ischemic pig model. S.398-403 (1998). Mit freundlicher
Genehmigung von Elsevier.) Bild 1: Vitales Myokard zu Versuchsbeginn. Bild 2a: 30
Minuten nach Ischamieinduktion (ohne TMLR) sieht man typische Ischamiezeichen,
wie Margination der Chromatingranula und Zerstérung der Christae in den
Mitochondrien. Bild 2b: Sechs Sunden nach Ischamieinduktion (ohne TMLR) sind die
vorher beschriebenen Ischamiezeichen starker ausgepragt, die Myofibrillen sind in der
Hohe der Z-Streifen rupturiert, zwischen ihnen finden sich Lipidtropfchen. Bild 3a: 30
Minuten nach Ischamieinduktion und TMLR sieht man die unvollstandige
Chromatingranulamargination. Die Christae der Mitochondrien sind relativ intakt. Bild
3b: Sechs Stunden nach Ischamieinduktion und TMLR zeigen sich die Margination und
Verplumpung der Chromatingranula wesentlich deutlicher. Die Christae der
Mitochondrien sind zerstort und die Myofibrillen in Hoéhe der Z-Streifen rupturiert.

Die Untersuchung des VEGF-mRNA und —Proteingehaltes im Institut fir
Physiologie ergab keinen signifikanten Unterschied zwischen gelasertem und
nicht gelasertem Myokard, wie Abb. 10 und Abb. 11a/b verdeutlichen. Aus Abb.
10 geht hervor, dass auch im Myokard des Schweins bei akuter Ischamie die
VEGF-Expression zunimmt. Mit dem gelungenen Nachweis der Anderung des
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VEGF-Gehaltes war zudem die Eignung der hier zur VEGF-Detektion
angewendeten Methoden belegt.

Der nach einer Stunde im Infarktgebiet beobachtete Anstieg der VEGF-mRNA
und des VEGF-Proteins lasst sich auf die ischamieinduzierte Steigerung der
Transkription und méglicherweise auch der Translation, sowie auf die hbhere
Stabilitdt der mRNA unter hypoxischen Bedingungen zuriickfuhren (Ideka et al.,
1995; Levy et al., 1996). Sechs Stunden nach TMLR war der mRNA-Spiegel
weiter signifikant gestiegen, wahrend der Proteingehalt wieder stark
abgenommen hatte. Dieses Phanomen lasst sich begriinden mit einer langeren
Halbwertszeit der mRNA als der des Proteins unter Ischamie. Es ist zudem
denkbar, dass das ischamische Myokard nicht mehr gentigend Energie fur die
Translation besal3, wéahrend die Transkription noch ablaufen konnte.

Im gesunden Gewebe war eine Stunde nach TMLR sowohl der VEGF-mRNA-
Spiegel wie auch der Proteingehalt angestiegen. Es ist mdglich, dass dieser
Anstieg durch eine VEGF-Induzierung durch diffundierbare Faktoren aus dem
Infarktgebiet bewirkt wurde. Nach sechs Stunden war sowohl der mRNA-, wie
auch der Proteinspiegel weiter gestiegen (MRNA-Anstieg signifikant), wobei es
keinen Unterschied zwischen gelasertem und unbehandeltem Myokard gab. Als
madgliche Erklarung sei die Transkriptions- und Translationssteigerung durch
Faktoren aus dem Ischamiegebiet angefihrt und eventuell auch eine erhdhte
MRNA-Stabilitdt. Auch bedacht werden muss in diesem Zusammenhang die
von Li et al. (1997) beschriebene Expressionssteigerung von VEGF durch
Anderung der Herzwanddehnung, wie sie im Rahmen eines Infarkts

vorkommen kann.

Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung sprechen gegen die direct
blood flow-Hypothese der myokardialen Reperfusion via Laserkanal nach
TMLR. Darin stimmen die hier dargestellten Ergebnisse mit der Literatur
Uberein, in welcher eine Vernarbung der Laserkanale nach TMLR beschrieben
ist. Neben den bereits in der Einleitung erwahnten Studien von Burkhoff et al.
(1996) und Kohmoto et al. (1996) wiesen Mueller und Kollegen (1998) einen
Monat nach TMLR Remnants, d.h. mit Bindegewebe aufgefillte Reststrukturen
der Laserkanéle, im porcinen Myokard nach. Chu et al. (1999) beschrieben

schon eine Woche nach TMLR vernarbte Laserkanéle im Schweinemyokard.
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Beim Vergleich der hier vorgestellten Ergebnisse mit anderen porcinen TMLR-
Studien stellt man fest, dass in der Literatur bislang nahezu ausschlief3lich
Modelle von chronischer Ischamie und langerem Zeitraum nach Laserung
beschrieben sind. Diese Studien zeigen mehrheitlich einen
proangiogenetischen Effekt der TMLR.

Fleischer et al. (1996) fanden in ihrer 0.g. Studie einen Monat nach TMLR
deutliche Anzeichen von Angiogenese im gelaserten Gewebe.
Dementsprechend wiesen Fuchs und Kollegen (2002) eine bzw. zwei Wochen
nach TMLR im chronisch ischamischen Schweineherzen einen Anstieg des
VEGF-Spiegels im gelaserten Ischamiegewebe im Vergleich zum nicht
gelaserten ischamischen Gewebe nach. Die Gefal3dichte &nderte sich innerhalb
der ersten beiden Wochen nicht. Erst 4 Wochen nach TMLR sah man einen
signifikanten Anstieg der Gefal3dichte im gelaserten ischamischen Areal.
Hinsichtlich des proangiogenetischen Effektes der TMLR stellten Horvath et al.
(1999) in ihrer Studie einen Unterschied zwischen ischamischem und nicht
ischamischen Gewebe nach TMLR fest. Sie beschrieben im porcinen chronisch
ischamischen Myokard sechs Wochen nach TMLR einen signifikant hoheren
Anstieg der GefalRdichte im gelaserten ischamischen Myokard als im nicht
gelaserten Ischamieareal und als im gelaserten und nicht gelaserten vitalen
Myokard. Der Gehalt an VEGF-mRNA war im gelaserten Ischamieareal

signifikant hoher als in den drei anderen Arealen.

Die vorliegenden Untersuchungen am Modell der akuten Ischamie zeigten
innerhalb der ersten sechs Stunden nach TMLR keine Auswirkung auf VEGF-
MRNA- und -Proteingehalt. Ischamisches und nicht ischamisches Myokard
unterschieden sich dabei nicht in ihrer Reaktion auf die Laserung. Es konnte
innerhalb der ersten sechs Stunden weder eine positive Auswirkung der TMLR
auf den myokardialen Sauerstoffpartialdruck, noch ein therapeutischer Effekt
auf die ultrastrukturellen Zellveranderungen der ischamischen Myozyten
nachgewiesen werden.

Zusammenfassend kann man aus diesen Ergebnissen schlie3en, dass der

Einfluss der TMLR auf das Myokard erst spater deutlich wird.
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Ein weiteres wichtiges und unerwartetes Ergebnis der vorliegenden Arbeit war
die Erkenntnis, dass die VEGFe4-Isoform im porcinen Myokard vorherrschend
ist. Die myokardiale Konstellation der VEGF-Isoformen beim Schwein weicht
also von der bei den Nagern beschriebenen ab (dort ist VEGF g3 im Herzmuskel
dominant) (Ladoux und Frelin, 1993) und entspricht der Konstellation im
humanen Myokard (Torry et al., 1995). Damit scheint das Schwein fur
weiterfiihrende Studien trotz des erheblichen methodischen Mehraufwandes als

Versuchstier besser geeignet zu sein.

Nach Abschluss meiner Untersuchungen beschrieben Sato et al. (2001) in einer
Studie am porcinen Tiermodell eine neue Methode zur Steigerung des
intramyokardialen VEGF-Gehaltes und damit letztlich zur Verbesserung der
Myokardperfusion: Nach intrakoronarer Gabe von VEGF-Protein konnten sie
eine vermehrte Kollateralenbildung und eine verbesserte Durchblutung des
chronisch ischamischen Myokards nachweisen.

Eine weitere neue Methode der VEGF-Verabreichung ist der intramyokardiale
VEGF-Gentransfer mittels Plasmid. Den Erfolg dieser Vorgehensweise
beschrieben Nikol und Laguens in ihren tierexperimentellen Studien an
Schweinen. Sie beobachteten nach intramyokardialem VEGF-Gentransfer eine
Erh6hung der myokardialen Kollateralendichte (Nikol et al., 2002), bzw. eine
Steigerung des mitotischen Index der Kardiomyozyten (Laguens et al., 2002).
Erste klinische Studien mit VEGF-Gentransfer scheinen erfolgversprechend:
Nach der Behandlung zeigten die Patienten einen starkeren Riickgang der
Angina pectoris-Symptomatik als nach Verabreichung eines Placebo (Merkle et
al., 2003).

In jungeren tierexperimentellen Untersuchungen wurden die TMLR und die
VEGF-Gentherapie kombiniert angewendet. Remsey-Semmelweis et al. (2002)
konnten im porcinen Myokardareal, das sowohl mit TMLR als auch mit VEGF-
Gentransfer behandelt worden war, eine hohere Anzahl an GefalRen
nachweisen als im mit TMLR allein behandelten Myokard. Ebenfalls am
porcinen Herzen fanden Heilmann et al. (2003) eine Verbesserung der
Myokardperfusion nach TMLR und VEGF-Gentherapie. Ob diese
Kombinationstherapie auch beim Menschen erfolgreich angewendet werden

kann, ist jedoch noch nicht erwiesen.
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5. Zusammenfassung

Zur Behandlung der Koronaren Herzkrankheit als der haufigsten Todesursache
in den Industrienationen wird seit einigen Jahren neben der medikamenttsen
Therapie und der Bypass-Operation die Transmyokardiale
Laserrevaskularisation (TMLR) angewendet. In tierexperimentellen Studien
konnte nach TMLR eine verstarkte Gefal3neubildung (Angiogenese) in dem die
Laserkanéle umgebenden Myokard nachgewiesen werden. Der
Zusammenhang zwischen Laserung und Angiogenese wurde Gegenstand der
Forschung.

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit den Auswirkungen der TMLR auf
den Gehalt des proangiogenetischen, ischamieinduzierbaren Vaskularen
Endothelialen Wachstumsfaktoren (Vascular Endothelial Growth Factor, VEGF)
im akut isch&mischen Schweineherzen. Innerhalb der ersten sechs Stunden
nach Ischamieinduktion und TMLR wurde der Gehalt an VEGF-mRNA und
Protein in unbehandeltem Myokard, sowie in gelasertem und nicht gelasertem
ischamischen und nicht ischAmischen Gewebe bestimmt. Zudem wurde der
Sauerstoffpartialdruck (pO.) in den verschiedenen Myokardregionen
kontinuierlich aufgezeichnet, die Auswertung der pO,-Messungen erfolgte durch
die Klinik fur Herzchirurgie. Zur Untersuchung am Institut fir Anatomie wurden
im Verlauf Myokardbiopsate entnommen. Am Institut fir Physiologie wurde der
Gehalt an VEGF-mRNA und —Protein mittels RT-PCR und Westernblot
ermittelt. Erwartungsgemal3 wurde eine VEGF-Induktion durch den
Ischamiereiz im Infarktgebiet gefunden. Fir die Laserbehandlung selbst konnte
innerhalb der ersten sechs Stunden kein Effekt auf die VEGF-Bildung
nachgewiesen werden. Im Einklang mit diesen Ergebnissen zeigten auch die
pO,-Messungen und die elektronenmikroskopische Gewebeuntersuchungen
keine positive Wirkung der TMLR innerhalb der ersten sechs Stunden. In
verschiedenen Tierstudien, die einen langeren Zeitraum umfassen, wurde nach
TMLR ein erh6hter VEGF-Gehalt gefunden. Die vorliegende Arbeit zeigt, dass
die VEGF-steigernde Wirkung der Laserbehandlung kein Kurzzeiteffekt ist,

sondern erst zu einem spateren Zeitpunkt nachweisbar eintritt.
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Zudem ist in den hier dargestellten Untersuchungen erstmalig die
Sequenzierung des Exon 6 des VEGF-Genes gelungen, wodurch ein Vergleich
der porcinen Sequenz mit der humanen madglich wird. Die beiden Exon 6-
Sequenzen weisen eine Homologie von 95 % auf.

Ein weiteres wichtiges Ergebnis der vorliegenden Arbeit ist die Erkenntnis, dass
von den VEGF-Isoformen das Protein VEGF5, im Schweineherzen dominant
ist. Somit entspricht die Konstellation der VEGF-Isoformen im porcinen Myokard
der im humanen Herzgewebe und weicht von der vorbeschriebenen
Konstellation im murinen Myokard ab.

In der jungsten Zeit hat sich das Spektrum der KHK-Behandlungsmethoden um
einige interessante Verfahren erweitert. Zu diesen neuen Therapiemethoden
gehoren die intrakoronare Verabreichung von rekombinantem VEGF-Protein
und die intrakoronare VEGF-Gentherapie mittels Plasmid. Tierexperimentelle
Studien belegen die erfolgreiche Kombination von TMLR und VEGF-
Gentransfer, so dass die Anwendbarkeit dieser Kombinationstherapie beim

Menschen Uberprifenswert erscheint.
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Anhang: Primertabelle

Bezeichnung Sequenz (5°-37) Exon Ann.-T (°C) | Zvklen| Prod.-Lange
VEGF
5 VEGF CAG CTA CTG CCG TCC AAT CG 3
Ubersicht 3'VEGF TCA CCG CCT CGG CTT GT 8 62°C 34 V1581 502 bp
V 164: 430 bp
V 100: 298 bp
VEGFi5 3'VEGF120 CGG CTT GIC ACA TATT TTC TTG C 8"5 64°C 34 289 bp
VEGFig4 3'VEGF164 AGG CCC ACA GGG AMTT TTC TTG 75 64°C 34 289 bp
VEGFgs 3'VEGF188 CCC ACA GGG AAC CCT CC 76 55°C 37 364 bp
B-Aktin
5 B-Aktin GAA GAG CTA CGA GCT GCC 58°C 32
3'B-Aktin TGA TCC ACA TCT GCT GGA 58°C 32 362 bp
Kompetitorsynthese
VEGF5.-Komp | 5 VEGF comp CAG CTA CTG CCG TCC AAT CG/ T GIT ATA CAG GGA GAT GAA A 60°C 30
3'VEGF164 comp | AGG CCC ACA GGG ATT TTC TTG/ ATT TGA TTC TGG ACC ATG GG 60°C 30 367 bp
B -Aktin-Komp | 5" B-Aktin comp GAA GAG CTA CGA GCT GCC / GCA GAT GAG TAT CTT GIC CC 59°C 30
3'B-Aktin comp TGA TCC ACA TCT GCT GGA / ATT TGA TTC TGG ACC ATG GG 59°C 30 262 bp
HIF-1a
5 HIF-1a GTC GGA CAG CCT CAC CAA ACA G 58°C 35
3'HIF-1a TAG GTA GIG AGC CAC CAG TGrT CC 58°C 35 542 bp

" kennzeichnet die Exongrenze
Kursiv gedruckt: Primerabschnitt, der an das INOS-Fragment bindet

144
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Abkilrzungsverzeichnis

A. bidest: Aqua bidestillata

Abb.: Abbildung

APS: Ammoniumpersulfat

CABG: Coronary Artery Bypass Grafting
DEPC: Diethylpyrocarbonat

cDNA: komplementéare DNA

DTT: Dithiothreitol

ECL: Enhanced Chemo Luminescence
EDTA: Ethylendiamintetraessigsaure
aFGF: acidic Fibroblast Growth Factor
bFGF: basic Fibroblast Growth Factor
GTC: Guanidinthiocyanat

HIF-1a: Hypoxieinduzierbarer Faktor-1 alpha
IL-18: Interleukin-1 beta

V.. intravenos

INOS: Induzierbare Stickoxid-Synthetase
KGF: Keratinocyte Growth Factor

KHK: Koronare Herzkrankheit

LAD: Left Anterior Descending (Artery)
dNTP: desoxy-Nukleotidtriphosphat
Oligo-dT: Oligo-desoxy-Thymidin

PBS: Phosphate Buffered Saline

PCR: Polymerase Chain Reaction

PG EZ2: Prostaglandin E2

PMSF: Phenylmethansulfonylfluorid

pO2: Sauerstoffpartialdruck

PTCA: Perkutane Transluminale Koronarangioplastie
MRNA: messenger-RNA

RT: Reverse Transkription

RTase: Reverse Transkriptase

S.C.: subkutan
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SDS:
TAE:
TEMED:
TGF:
TMLR:
TNFa:
VEGF:

VE-Wasser:

Sodiumdilaurylsulfat
Trisacetat-EDTA-Puffer
Tetramethylethylendiamid

Transforming Growth Factor
Transmyokardiale Laserrevaskularisation
Tumornekrosefaktor alpha

Vascular Endothelial Growth Factor

Voll Entmineralisiertes Wasser
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1982-1986:
1986-1995:
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Cathrine Helm
Louisenstr. 60
01099 Dresden
03.10.1975
Bad Oldesloe

Grundschulen in Libeck und Grof3 Gronau

Katharineum zu LUbeck

Hochschulausbildung:

1995-1996:
1996-2002:
1998:
2001:
2001-2002:

Dezember 2002:

1997 bis 2000:

Arztin im Praktikum:
Seit Mai 2003:

Ernst-Moritz-Arndt-Universitat, Greifswald: Humanmedizin
Universitat zu Libeck: Humanmedizin

Erstes Staatsexamen

Zweites Staatsexamen

Praktisches Jahr

Wahlfach: Dermatologie und Venerologie,

Universitat zu Lubeck

Innere Medizin und Chirurgie am Stadt. Krankenhaus Sid,
Lubeck

Drittes Staatsexamen

Experimentelle Arbeiten zur Doktorarbeit am

Physiologischen Institut der Universitat zu Libeck

Hautklinik, Klinikum Dresden-Friedrichstadt, Dresden



