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1. Einleitung

Nach wie vor ist die KHK, die koronare Herzkrankheit, in den westlichen
Industrienationen die hdufigste Todesursache.

Trotz vermehrter Privention und besser werdender Therapieansitze weisen 50 % der
Mainner iiber 65 Jahre eine kardiovaskuldre Erkrankung auf, ca. 30 % aus dieser Gruppe
eine KHK [1]. Wéhrend Frauen vor der Menopause seltener an einer KHK erkranken,
trifft es sie postmenopausal gleich oft wie die Maianner [1]. Die klinische
Erstmanifestation der KHK ist sehr unterschiedlich. Bei ca. 50 % der ménnlichen
Patienten wird sie durch einen Infarkt manifest, die andere Halfte leidet an
unterschiedlichen Stirken der Angina Pectoris.

Kommt es als Folge der KHK zu einer verminderten Blutversorgung des Myokards, hat
das Ausmal des entstehenden Zellschadens entscheidenden Einfluss auf die klinische
Symptomatik. Wie viel Gewebe geschiadigt wird, hingt malgeblich von der
Sauerstoffversorgung ab, die vor allem durch die myokardiale Mikrozirkulation
gewihrleistet wird. Diese besteht aus Arteriolen, Kapillaren (Haargefden) und
Venulen.

Die Kapillaren mit einem Durchmesser zwischen 4 und 15 pm iibernehmen hierbei die
wichtige Aufgabe des Stoffaustausches und der Nihrstoffabgabe ins Gewebe.

Eine genauere Untersuchung der myokardialen Mikrozirkulation ist daher fiir das
Verstindnis der KHK ebenso wichtig wie fiir die Erforschung neuer Therapieformen

zur Behandlung der ischdmischen Herzerkrankung.

1.1 Vorarbeiten zur morphologischen Charakterisierung der chronischen

Koronarstenose der Ratte

Zur Untersuchung der Ischdmie am Tiermodell sind verschiedene experimentelle
Modelle entwickelt worden. Neben den Tiermodellen an Hunden [2] und Schweinen [3]
konnte sich zur Untersuchung der chronischen Ischimie besonders das Kleintiermodell
der Ratte etablieren.

Guski et al. [4] etablierte bereits 1975 die Fadenumschlingung als eine operative
Methode zur Erzeugung einer Koronarstenose an der Ratte.

Mit Hilfe dieses Modells konnten Anversa et al. [5] und Capasso et al. [6, 7] zeigen,
dass es nach 4 Wochen alter Koronarstenose zu Myokardzellnekrosen und

Herzinsuffizienz kommt.



1.2 Vorarbeiten zur Untersuchung des Einflusses des ACE-Hemmers Quinapril

auf das mikrovaskulidre Remodeling

Die heute vor allem in der Hypertonie-, aber auch in der Herzinsuffizienzbehandlung
eingesetzten ACE-Hemmer blockieren das Angiotensin Converting Enzym. Dieses
wandelt korpereigenes Angiotensin I in Angiotensin II um, wobei Angiotensin II stark
vasokonstriktorisch wirkt. Auferdem erhohen ACE-Hemmer die Konzentration des
vasodilatatorisch wirkenden Bradykinins.

Neben der blutdrucksenkenden Wirkung sind weiter folgende Effekte der ACE-
Hemmer auf das Myokard bekannt:

Sie eignen sich sowohl im Tierversuch als auch am Patienten gut zur Privention von
Herzinsuffizienz und Ventrikeldilatation nach Infarkt und senken die Postinfarkt-
Mortalitét [8-10].

Ihre Wirkung auf das Gefid3bett und die Angiogenese (Entstehung neuer Kapillaren auf
einen ischdmischen Reiz) am Herzmuskel ist noch nicht hinreichend untersucht worden.
Volpert et al. [11] konnte eine Hemmung der Angiogenese an der Hornhaut durch
Captopril nachweisen.

Fabre et al. [12] hingegen zeigte in seinen Untersuchungen einen proangiogenen Effekt
der ACE-Hemmer nach Stenose einer Femoralarterie am Kaninchen. Hier waren die
Effekte des ACE-Hemmers Quinapril entsprechend denen von rhVEFG, einem
Wachstumsfaktor.

Fabris et al. [13] untersuchte 1992 verschiedene ACE-Hemmer und fand heraus, dass
Quinapril am potentesten das Angiotensin Converting Enzym in verschiedenen

Geweben, so auch im Myokard, hemmt.

1.3 Eigene Zielsetzung

Erstes Ziel dieser Arbeit war es, das in unserem Labor etablierte Modell der chronischen
Koronarstenose an der Ratte morphologisch zu charakterisieren. Untersucht werden
sollten dabei das mikrovaskuldre Remodeling zwei Wochen nach Myokardischdmie.
Unter mikrovaskuldrem Remodeling versteht man hierbei die mikrovaskuldren
Umbauvorgdnge am ischdmischen Herzen, die sich aus Hypertrophie und
Narbenbildung im Laufe der Zeit ergeben.

Da Guski et al. [4] nachweisen konnte, dass die chronische Koronarstenose an der Ratte
ein progredienter Prozess ist, sollten in der vorliegenden Arbeit die Untersuchungen zu

einem frithen Zeitpunkt (2 Wochen alte Koronarstenose) stattfinden, um eine



Progredienz der Stenose hin zum Infarkt zu vermeiden. Da an der Ratte die
Narbenbildung nach Infarkt erst ab 4 Wochen abgeschlossen ist, ist der von uns
gewdhlte Zeitpunkt als subakut bzw. subchronisch zu bezeichnen.

Zur spezifischen Anfiarbung des Kapillarendothels an in Formalin fixiertem Gewebe
wurde eine neue immunhistochemische Farbung, die Lectinfarbung, in unserem Labor
etabliert. Lectin farbt spezifisch das Endothel der Kapillaren an und erlaubt so die
Kapillardichtebestimmung im Querschnitt. In Vorversuchen konnte gezeigt werden,
dass andere endothelspezifische Marker (CD 31, CD 34, Faktor VIII) an in Formalin
fixiertem Gewebe keine spezifische Anfarbung ermoglichen [14].

In einem zweiten Schritt sollte untersucht werden, ob der ACE-Hemmer Quinapril
einen proangiogenen Effekt auf die chronisch ischdmische Herzmuskulatur ausiiben
konnte, wie dies bereits von Fabre et al. [12] fiir den Skelettmuskel gezeigt werden
konnte.

Um die Effekte von Quinapril auf die Kapillarisierung zu untersuchen, sollte neben der
Lectinfirbung die Orientator-Methode zum Einsatz kommen [15]. Diese Methode
ermOglicht es, Aussagen iiber dreidimensionale Strukturen aus der zweidimensionalen
Ebene zu machen. So konnen Aussagen liber Liangenverdnderungen der GefaBle als

weiterer Hinweis eines GefaBwachstums getroffen werden.



2. Material & Methoden

2.1 Tierpraparation

Als Versuchstiere dienten weibliche Wistar-Ratten, mit einem Gewicht von 260-290 g
bei Versuchsdurchfiithrung. Die Versorgung und Unterbringung der Tiere erfolgte nach
standardisierten Bedingungen:

Sie wurden in Kifigen bei 20 Grad Celsius und einem 12 Stunden Tag/Nachtrhythmus
untergebracht, die Ernédhrung erfolgte mit Standard-Trockenfutter und Wasser.

Die Tierpréparation wurde wie folgt vorgenommen:

Unter Ather-Inhalationsnarkose wurden die Tiere endotracheal intubiert und die
Narkose mit Isofluran fortgesetzt. Eine Beatmung erfolgte volumenkontrolliert (~65
Atemziige/min) mit einem speziellen Kleintier-Respirator (Rodent Ventilator, Hugo
Sachs Elektronik).

Nach Thorakotomie und Perikardiotomie in Hohe des 4./5. ICR links parasternal wurde
das Herz durch leichten Druck auf den Brustkorb vorgelagert.

Am vorgelagerten Herzen wurde nun die linke Koronararterie dargestellt und eine
Fadenschlinge am proximalen Abschnitt 1-2 mm unterhalb ihres Abgangs angebracht.
Hierzu wurde ein Faden mit einer feinen Nadel unter der Arterie durchgezogen und ein
300 pum dicker Draht mit eingebunden, der nach der Ligatur sofort wieder entfernt
wurde. Diese Methode wurde von der Arbeitsgruppe um Guski et al. [4] etabliert und
spater von Capasso et al. [16] iibernommen. Mit dieser Methode werden Stenosen mit
einer Lumeneinengung zwischen 50-90 % erzeugt [6, 7, 17, 18]. Danach wurde das
Herz wieder in den Thorax zuriickverlagert und die Wunde mittels Metallclips
verschlossen.

Eine Gruppe von Tieren wurde scheinoperiert (Shams), die als Kontrolltiere dienten.
Hierzu wurden die Tiere in gleicher Weise operiert, allerdings wurde der Faden nur
unter der Arterie durchgezogen und anschlieend sofort wieder entfernt.

Nach Beendigung der Narkose und Wiederaufnahme einer selbststindigen Atmung
wurden die Tiere extubiert.

Postoperativ. wurden die Tiere iiber 5 Stunden beobachtet und bei auftretenden
Herzrhythmusstorungen reanimiert. Die Letalitéit lag 24 Stunden postoperativ bei 35 %.
Alle in dieser Arbeit verwendeten Tiere waren Teil einer Magnet-Resonanz-Studie zur

Darstellung der funktionellen Mikrozirkulation.



Nach MR-Messung in der 1. und 2. Woche nach Operation in vivo wurden die Tiere
mittels einer Uberdosis Narcoren (Pentobarbital) getdtet und die Herzen fiir eine
Langendorft-Perfusion entnommen. An diesen Herzen wurde eine hochauflosende MR-
Koronarangiographie gemessen, die zum Nachweis eines stenosierten, jedoch
perfundierten Koronargefiles und damit zum Ausschluss eines Myokardinfarktes
diente.

Danach wurden die Vorhofe abgetrennt und die Herzen zum Fixieren mindestens 24 h

in 4%-ige gepufferte Formalinlosung eingelegt.

2.2 Protokoll

Zur Auswertung herangezogen wurden insgesamt 37 Rattenherzen.

20 Tiere wurden operiert und wiesen eine Koronarstenose auf. 10 Tiere davon waren
unbehandelt (Gruppe 1), 10 Tiere erhielten Quinapril in unten aufgefiihrter Dosis
(Gruppe 2). 17 Tiere waren sham-operiert, 10 davon waren nicht behandelt (Gruppe 3),
7 erhielten Quinapril (Gruppe 4).

Die Quinapril-behandelten Tiere erhielten 2 Wochen lang 6 mg Quinapril/kg
Korpergewicht/Tag iiber das Trinkwasser in 25 ml geldst, danach Wasser ad libitum.
Die Verabreichung erfolgte ab dem Tag der Operation und wurde einen Tag vor

Versuchsende beendet, um akute Medikamenteneffekte zu vermeiden.

2.3 Herzaufbereitung

Am intakten Herzen wurde zunichst die linke Koronararterie makroskopisch aufgesucht
und mit einem Tatowierfarbstoff markiert. AnschlieBend wurde der Faden mit Hilfe
einer Federschere und einer Federpinzette vorsichtig entfernt.
Nun wurde das Herz in sechs gleichstarke Scheiben von jeweils 2-3 mm geschnitten,
wobei die Schnitte senkrecht zur Herzachse gelegt wurden.
So entstanden folgende Herzblocke (Abb. 1):
» Block A und B, jeweils oberhalb der markierten Ligatur
» Block E, unmittelbar unterhalb der Ligatur, die Koronarligatur beinhaltend
» Blocke F-H, unterhalb der Ligatur bis zur Herzspitze

Die Blocke wurden entwéssert und per Hand in der kurzen Herzachse moglichst flach in
Paraffin eingebettet. Darauthin wurden sie am Mikrotom in 2-3 pm Scheiben

geschnitten, wobei bei den immunhistologischen Farbungen spezielle sialinisierte



Objekttrager zur Anwendung kamen. Diese sollten eine Ablosung der Schnitte wihrend
der Farbung verhindern.
Nur die Schnitte der poststenotischen Blocke E und F wurden in die Auswertung mit

einbezogen. Diese entsprachen in der Hohe dem im MR gewéhlten Bildausschnitt.

Abb. 1: Herzskizze mit Blocken A-H, Ligatur

2.4 Verwendete Farbungen

2.4.1 Standardfarbung Hamatoxylin-Eosin (H.E.)

Von allen Blocken wurde die Standardfarbung Hamatoxylin-Eosin (H.E.) angefertigt.
Diese diente zur Quantifizierung des Gesamtvolumens des Herzmuskels, des

Nekroseausmalles und der Myozytengrof3e.

2.4.2 Lectinfiarbung

Fiir die Auszidhlung der Kapillardichte wurde eine Lectinfirbung verwendet, die in
unserem Labor etabliert wurde und im Folgenden ndher erldutert werden soll.

Unter Lectine versteht man Glykoproteine, die in allen Organismen vorkommen. Sie
verfligen liber zwei oder mehrere Bindungsstellen, mit denen sie spezifische Abschnitte
von Zuckern iiber hydrophobe Wechselwirkungen reversibel binden konnen.

Lectine sind z.B. verantwortlich fiir die Agglutination von Erythrozyten, fiir die
Anheftung von E.coli an die Darmwand und Zell-Zell-Interaktionen.

Die an Bindungsstellen auf der Zelloberfliche verankerten Lectine binden an
Glykokonjugate auf der Zelloberfliche anderer Zellen. Aus mehreren schwachen
Wechselwirkungen der einzelnen Lectinbindungen entsteht dann im Zusammenspiel

eine starke Bindung.



Als eine vom Immunsystem unabhingige Bindung unterliegt die Lectinbindung auch

keinen typischen Immunsystemeffekten, wie z.B. dem Memoryeffekt.

2.4.2.1 Lectin GSI-Isolectin B4
Fiir die Farbung wurde das Isoenzym GS1-Isolectin B 4 (GS1-B4) verwendet. Das GS1-

B4, ein Protein der Gliicksbohne (Griffonia simplicifolia), bindet spezifisch an a-D-
Galaktosyl-Reste auf Endothelzellen [19].
Als Marker fiir Endothelzellmembranen an paraffin-fixiertem Rattengewebe wurde es

1992 von Kuizinga et al. [14] erstmals beschrieben.

2.4.2.2 Technisches Vorgehen

Zunichst wurden die Schnitte in Xylol 20 min entparaffiniert.

Nach zwei absteigenden Alkoholreihen mit jeweils 100 % wurde die endogene
Peroxidase durch ein Methanol/H,0,- Gemisch 20 min bei Raumtemperatur inhibiert.
Nun folgten absteigende Alkoholreihen von 1 x 100 %, 2 x 90 %, 2 x 80 % und
schlielich 2 x 70 %. Anschlieend wurden die Priparate gewissert. Nach dem 10 min
Blocken mit Blocking Reagenz erfolgte die Inkubation mit Biotinylated Lectin GSI
1:200 tiber 60 min bei Raumtemperatur. Danach wurde dreimal mit PBS gespiilt. Nun
wurde iiber 10 min mit Peroxidase konjugiertes Streptavidin (Bio Genex, San Ramon,
USA) inkubiert, worauthin wieder 3 x mit PBS gespiilt wurde. Im Anschluss an die
Spiilungen wurden die Priparate 5 min in ein DAB-Gemisch (Diaminobenzidin mit
H,0,) bei Raumtemperatur gebracht (Abb. 2). Nach einer Wisserung erfolgte eine
Gegenfarbung mit Hamatoxylin iiber 3 min und eine erneute Wiésserung. Die
Dehydrierung wurde mit einer aufsteigenden Alkoholreihe erreicht.

Vor der Eindeckung wurden die Préparate nochmals 2 x in Xylol gebracht (Abb. 3).

eroxidase

streptavidin
Eiotin

Lectin

T 1 % Endothel
Abb. 2: Schematische Darstellung der Lectinfiarbung




Abb. 3: Lectinfarbung, 32 x Vergrolerung

2.5 Auswertung
2.5.1 Nekrosegebiet
An jeweils 9-10 Schnitten der Blocke E und F, die mit den Standardfarbungen HE und

EvG gefarbt waren, wurde die Nekroseausdehnung bestimmt. Hierzu wurde die
Gesamtmuskelfldche des linken Ventrikels an einem LaborluxS-Lichtmikroskop (Leitz,
Wetzlar, Deutschland) mit Color Video Camera 3CCD (Sony, Kéln, Deutschland) und
dem Programm Scan®Pro Version 2.0 (Jandel Sigma, Erkrath, Deutschland) bei
1,6facher VergroBerung bestimmt. Die Ausmessung der poststenotischen Nekroseflache
erfolgte an einem Lichtmikroskop (Zeiss, Jena, Deutschland) mit digitaler Kamera und
einer digitalen Bildverarbeitungssoftware (Meta Imaging Series, Visitron Systems,
Puchheim, Deutschland) bei 2,5facher VergroBBerung (Abb. 4).




Den prozentualen Anteil der Nekrosefliche an der Gesamtmyokardflache des linken

Ventrikels erhielt man nach folgender Formel:

ZNekroseﬂéi chex 100

Poststenotische Nekrosefldche in % = - -
ZGesamtmuskelﬂéiche linker Ventrikel

2.5.2 Myozyten

Pro Herz wurden 20 zufillig ausgewéhlte Gesichtsfelder mit je 0,0125 mm? aus dem
intakten Restmyokard zur Myozytengroflenbestimmung herangezogen. Bei der
Gesichtsfeldauswahl wurde auf eine gleichmifBige Repréisentierung von epikardialen,
myokardialen und endomyokardialen Gesichtsfeldern geachtet. In jedem der
Gesichtsfelder wurden 5 quergetroffene Myozyten ausgewéhlt, die einen in der
Schnittebene moglichst zentral gelegenen Kern enthielten. Die Myozyten wurden

manuell umfahren und ihre Querschnittfliche von der Software bestimmt (Abb. 5).

Abb. 5: Markierte Myozyten in HE-Farbung, 32 x Vergroferung, Bild vergroBert dargestellt

2.5.3 Kapillardichte

Auch zur Kapillardichtebestimmung wurden 20 Gesichtsfelder mit jeweils 0,0125 mm?
aus dem intakten Restmyokard zufillig ausgewihlt, wobei auch hier wieder auf eine
gleichmiBige Reprédsentanz von epikardialen, myokardialen und endomyokardialen
Gesichtsfeldern geachtet wurde.

Die Gesichtsfelder sollten moglichst quer getroffene Myozyten und kaum
Interzellularspalten enthalten (Abb. 6).

Uber einen Farbfilter und einen auf iiber 1 pm?> ObjektgroBe eingestellten GroBenfilter

der Auswertesoftware wurden die durch die Lectinfirbung blau-braun dargestellten

9



Kapillaren automatisch markiert. AnschlieBend musste per Hand nachselektiert werden,
um eventuell nicht beriicksichtigte oder mehrfach gezihlte Kapillaren zu korrigieren.
Aus der pro Gesichtsfeld gefundenen Anzahl an Kapillaren lieB sich dann deren Zahl

pro mm? und daraus der Mittelwert pro Herz errechnen.

Abb. 6: Gesichtfeld der Lectinfiarbung, 32 x VergroBerung, Bild vergroBert dargestellt
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2.6 Die Orientatormethode

Um eine eventuelle angiogenetische Wirkung der ACE-Hemmer auf die
Kapillarisierung des Myokards nachzuweisen, sollte neben der Lectinfirbung die
Orientatormethode zum Einsatz kommen. Diese erlaubt neben der Bestimmung der
Querschnittsdichte der Kapillaren auch Aussagen iiber deren Liangenverédnderung als
einen weiteren Hinweis eines GefaBwachstums.

Die Orientatormethode soll im Folgenden niher beschrieben werden.

2.6.1 Allgemeines zur Orientatormethode

Das Herz stellt, ebenso wie z.B. Knochen- oder Nervengewebe, ein sogenanntes
anisotropes Gewebe dar. Dies bedeutet, dass die einzelnen Gewebskomponenten eine
bestimmte Orientierung im Raum aufweisen. Demzufolge hat die Schnittfithrung bei der
Herstellung von Myokardproben entscheidenden Einfluss auf deren histologisches
Aussehen. Eine Ermittlung von dreidimensionalen Gréfen aus den Werten der Ebene
ergibt nun verfilschte Werte, da das Myokard diese Gewebsausrichtungen aufweist. Um
nun giiltige Aussagen {iber rdumliche Strukturen treffen zu konnen, muss die
Schnittfiihrung bei der Prédparateherstellung zufillig auf die Achsen des Raumes

bezogen sein. Dies wurde durch die Orientatormethode ermdglicht [15].

2.6.2 Tierpriparation

Die Préaparation der Tiere erfolgte wie unter Kap. 2.1 beschrieben.

2.6.3 Protokoll

Ausgewertet wurden insgesamt 19 Rattenherzen. 11 Tiere erhielten operativ eine
Koronarstenose, 5 Tiere davon blieben unbehandelt (Gruppe 1), 6 Tiere wurden mit
Quinapril in der unter Kap. 2.1 beschriebenen Dosierung behandelt (Gruppe 2). Von
den 8 sham-operierten Tieren waren 4 unbehandelt (Gruppe 3), 4 erhielten Quinapril

(Gruppe 4).

2.6.4 Herzaufbereitung

Der linke Ventrikel wurde in der Lingsachse des Herzens geschnitten, so dass zwei
gleich groBe, halbkugelige Gewebestiicke entstanden. Diese wurden wiederum in der
Kurzachse des Herzens in jeweils 5 gleich starke Scheiben geschnitten. Nun wurde aus

jeder Ventrikelhdlfte jeweils eine Scheibe zufillig ausgewidhlt. Die beiden
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Gewebsstiicke wurden in einen Agarzylinder gegossen. Hierfiir kann man z.B. eine an
der Spitze abgeschnittene 10 ml Injektionsspritze verwenden, die mit warmem,
flissigem Agar aufgefiillt wird. Die zufillig eingenommene Position der Proben in dem
im Kiihlschrank erstarrten Zylinder ergab dann den 1. Freiheitsgrad des Raumes.

Nach Entnahme der Proben aus dem Zylinder wurden die runden Proben auf einen
Tisch gelegt. Durch einen leichten Stofl wurden die Proben iiber die Tischebene gerollt.
Sie kamen dann in einer zufélligen Position zum Liegen, wobei der Winkel der Proben
zur Tischebene den 2. Freiheitsgrad im Raum darstellte.

In dieser Stellung wurden 4 Scheiben aus den Proben herausgeschnitten. Dies geschah
in jeweils zufillig ermittelten Winkeln, die den 3. Freiheitsgrad im Raum bedeuteten.

So erhielt man 8 Gewebestiicke pro Herz, aus denen histologische Préparate gewonnen

werden konnten.

2.6.5 Priparateherstellung

Die Proben wurden fiir 24 Stunden in 3%-igem Glutaraldehyd fixiert. Danach erfolgte
eine Spililung in Phosphatpuffer mit 5 % Saccharoseanteil bei einem ph-Wert von 7,2-
7,4. Nun wurden die Proben 75 Minuten lang in eine 1%-ige Osmiumtetroxidlosung
(gleiche Anteile OsO4 und Kaliumcyanoferrat) eingebracht. Nach einer Entwésserung
mit einer aufsteigenden Alkoholreihe wurden die Proben in Epon-Araldit gelagert. Die
anschlieend angefertigten Semidiinnschnitte (1 pm) wurden dann mit Hamatoxylin-

Eosin gefarbt.

2.6.6 Morphometrie

Wie oben beschrieben erlaubt die Orientatormethode die Bestimmung von
dreidimensionalen Groflen und Werten aus der Ebene. Fiir die histologische Beurteilung
und Auswertung werden verschiedene morphometrische Parameter bendtigt, auf die nun
kurz eingegangen werden soll.

Aus der Stereologie (griech.: Raumlehre) werden folgende GréBen iibernommen: Der
Punkt (P), die Lange (L), die Flache (A), das Volumen (V) und der Querschnitt (Q).
Zudem unterscheidet man Absolut- und Relativwerte. Letztere werden als
Verhéltniszahlen geschrieben und als Dichten bezeichnet.

Nun zu den Werten im Einzelnen:

Die Punktdichte Pp in % gibt die Anzahl der Punkte eines Messgitters wieder, die auf

einer bestimmten Gewebestruktur zum Liegen kommen. Unter der Fldchendichte Aa in
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Prozent versteht man den Flichenanteil eines Gewebsbestandteils bezogen auf die
Einheitsfliche. Wéhrend die Léngendichte Lv in mm/mm?® die Linge -einer
Gewebskomponente im Einheitsvolumen bezeichnet, zeigt die Volumendichte Vv in %
den Volumenanteil eines Gewebebestandteils am  Einheitsvolumen. Die
Querschnittsdichte Qa in 1/mm? gibt die pro Einheitsfliche angeschnittenen Strukturen
wieder.
Folgende Formeln besitzen nun ihre Giiltigkeit:

1. Pp=Vv][20]

2. Lv [mm/mm?*]=2 * Qa [1/mm?] [20]

2.6.7 Messung mit der Integrationsplatte

Die Ermittlung der morphometrischen Dichten erfolgte an einem Lichtmikroskop der
Firma Zeiss in Olimmersion bei 1000facher VergroBerung. In einem Okular befand sich
eine Integrationsplatte, d.h. ein quadratisches Punktgitter mit einer Seitenldnge von
0,125 mm. Das Gitter bestand aus 11 horizontalen und 11 vertikalen Linien, wobei bei
der Dichteermittlung jeweils eine Linie weggelassen wurde, so dass sich 100
Schnittpunkte ergaben (Abb. 8). Pro Schnitt wurden 8 Gesichtsfelder ausgewertet,
wobei das erste Gesichtsfeld zufillig ausgewéhlt wurde. Die anderen Gesichtsfelder
erhielt man durch mianderformiges Abfahren des Schnittes und Auswahl der
Gesichtsfelder in gleichmédBigen Abstinden (Abb. 7). In den Gesichtsfeldern wurde
ausgezahlt, auf welche Strukturen sich die einzelnen Schnittpunkte projizierten, und so
deren Volumendichte ermittelt. Hierbei wurden folgende Gewebskomponenten
unterschieden:

e Kapillaren besitzen ein Lumen kleiner 15 um ohne erkennbare GefdBwand

e Venolen sind groBer als Kapillaren und haben eine diinne GefaBwand

e Arteriolen besitzen eine deutliche, muskuldre Gefaflwand

e Die Endothelzellen wurden zu den zugehorigen Gefdllen gezéhlt

e Bindegewebe bezeichnet z.B. fibrotische Areale oder kommt in der Umgebung

von Gefédllen vor
e Der Abzug bedeutet Messpunkte, die sich auf Artefakte projizierten oder auf
Flachen unter dem Okular, die kein Parenchym enthielten

Punkte, die sich auf Arterien, Venen und Abzug projizierten, gingen nicht in die

Auswertung mit ein und wurden von der Gesamtfldche subtrahiert.
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Es ergaben sich also pro Tier 64 Einzelwerte (8 Schnitte a 8 Gesichtsfelder) fiir die
Punktdichte der einzelnen Strukturen.

Aus deren Mittelwert lie sich dann nach der Formel 1 die Volumendichte bestimmen.
Durch Auszédhlen der Kapillaranschnitte innerhalb des Gitternetzes konnte zudem die
Querschnittsdichte Qa [1/mm?] und Léngendichte La [mm/mm?] der Kapillaren
bestimmt werden. Von der Bezugsflidche des Gitternetzes von 0,0156 mm? (Seitenldnge
des Quadrates 0,125 mm) musste noch die Fliache abgezogen werden, die sich auf
Artefakte, parenchymfreie Areale oder groBe Gefdle projizierte. Diese erhielt man
durch Auszihlen der auf selbige Strukturen fallenden Messpunkte.

Zudem sollte vermieden werden, Kapillaren doppelt zu zdhlen. Dies geschah mit Hilfe
der Gundersen-Regel: Kapillaren wurden nicht mitgezdhlt, wenn sie den linken oder
oberen Rand des Gitternetzes schnitten [21].

Aus der Querschnittsdichte konnte dann nach der Formel 2 die Léngendichte der

Kapillaren berechnet werden.

Abb. 7: Auswahl der Gesichtsfelder durch mianderformiges Abfahren des Priparates
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Abb. 8: Integrationsplatte auf einem Praparat

15



3. Ergebnisse

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Charakterisierung der chronischen

Koronarstenose und der Untersuchung des Einflusses von Quinapril getrennt aufgefiihrt.

3.1 Charakterisierung der chronischen Koronarstenose

3.1.1 Nekroseanteil am Gesamtmyokard

In Ebene E lieB3 sich bei einem Tier die Nekrosefldche nicht bestimmen, da das Préparat
durch Fixation und Schneiden zu sehr in Mitleidenschaft gezogen war. Hier wurde die
Ebene E aus der Wertung herausgenommen. Bei einem weiteren Tier war in Ebene F
keine Nekrose mehr nachweisbar, auch hier wurde die Ebene nicht in das
Gesamtergebnis mit einbezogen.

Wie aus Grafik 1 ersichtlich, ergab sich ein mittlerer Nekroseanteil im Block E von

6,05+3,55 % und im Block F von 8,82+5,65 %.

Mittelwert des Nekroseanteils im Myokard

20

15
§ 10 | @ Nekrose Block E
nE_ B Nekrose Block F

Grafik 1

3.1.2 Myozytengrofie

Die Myozytenquerschnittsfliche der Stenosetiere war mit 194,50+24,24 um?
vergleichbar mit der der Shamtiere (188,52+17,88 um?) (siehe Grafik 2). Es lieB sich
also nach 2 Wochen keine Myokardhypertrophie durch die Stenose feststellen.
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Grafik 2

3.1.3 Kapillardichte

Die Kapillardichte der Stenosetiere war mit 4168,24+381,30 pro mm? nicht signifikant
verdndert gegentiber der der Shamtiere mit 4571,05+525,36 pro mm? (siehe Grafik 3).

Mittelwert der Kapillardichte pro mm?
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Grafik 3

3.2 Einflisse des ACE-Hemmers Quinapril

3.2.1 Nekroseanteil am Gesamtmyokard

Der Nekroseanteil am Gesamtmyokard wurde durch die Behandlung mit Quinapril nicht
signifikant verdndert. So ergab sich im Block E eine Zunahme der Nekrosefliche von
6,05+3,55 % auf 7,51+4,31 % bei den behandelten Tieren. Der Nekroseanteil im Block
F war bei den behandelten Tieren mit 9,17+7,44 % nahezu gleich mit dem der
unbehandelten Tiere (8,8245,65 %) (Grafik 4).
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Grafik 4

3.2.2 Mvozytenfliche

Die Myozytenfliche der behandelten Tiere war im Mittel etwas niedriger als die der
unbehandelten Tiere. Bei den Stenosetieren sank sie von 188,52+17,88 pm?
(unbehandelt) auf 185,13+20,08 um? (behandelt). Als Sham-Werte ergaben sich
Flachen von 195,20+24,24 um? (unbehandelt) und 169,28+13,50 um? (behandelt).
Diese Unterschiede waren jedoch nicht signifikant (Grafik 5).

Mittelwert der Myozytenflache in ym?
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E 200 Tt I - @ Stenose
£ 150 - - @ Sham
% 100 - O Stenose, Quinapril
= 50 O Sham, Quinapril

0
Grafik 5

3.2.3 Kapillardichte

Durch die Behandlung mit Quinapril zeigte sich eine leichte, jedoch nicht signifikante
Kapillardichtesteigerung. Der Wert der Stenosetiere stieg von 4168,24+381,30 pro mm?
(unbehandelt) auf 4410,19+366,03 pro mm? (behandelt), der der Shamtiere von
4571,05+525,36 pro mm? (unbehandelt) auf 4618,09+488,47 pro mm? (behandelt).
Auch hier waren die Werte nicht signifikant unterschiedlich (Grafik 6).
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Grafik 6

3.2.4 Langendichte

Die mittels Orientatormethode bestimmte Langendichte wurde durch die Verabreichung
von Quinapril nicht signifikant veridndert.

Bei Quinaprilgabe zeigte sich eine leichte Steigerung der Langendichte in mm/mm? von
4078,8+1037,55 mm/mm? auf 4665,17+720,15 mm/mm? bei den Stenosetieren bzw.
von 4071,5+202,65 mm/mm? auf 4518+426,45 mm/mm? bei den Shamtieren (Grafik 7).

Mittelwert der Langendichte Lv [mm/mm?]
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Grafik 7
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4. Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war primér die histologische Charakterisierung der 2
Wochen alten chronischen Koronarstenose an der Ratte. Dariliber hinaus sollten
Einfliisse des ACE-Hemmers Quinapril auf das mikrovaskuldre Remodeling unter
chronischer Ischdmie untersucht werden. Zusétzlich sollten mogliche angiogene Effekte
von Quinapril auf das ischdmische Myokard erforscht werden.

Die Untersuchungen wurden mit in unserem Labor neu etablierten histologischen und
immunhistochemischen Methoden vorgenommen, mit Hilfe derer die morphologischen
Parameter Nekrosefliche, Querschnittsfliche der einzelnen Myozyten und
Kapillardichte quantitativ bestimmt wurden.

Zusitzlich kam im Rahmen dieser Arbeit die neue Orientatormethode zum Einsatz, mit
deren Hilfe Aussagen iiber dreidimensionale Strukturen aus der Ebene getroffen werden
konnen. So lieB sich das Langenwachstum der myokardialen Kapillaren als ein weiterer

Hinweis eines angiogenetischen Geschehens untersuchen.

Zwei Wochen nach Koronarstenosierung zeigten die Tiere poststenotisch deutliche
Nekroseareale von 1,7 % bis 21,6 % (im Mittel 7,44+4,6 %).

Trotz dieses Zelluntergangs am Herzmuskel lieB3 sich keine Hypertrophiereaktion der
Myozyten nachweisen.

Es konnte auch kein Einflufl der chronischen Koronarstenose auf die Kapillardichte des
Myokards gefunden werden.

Im Gegensatz zu Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe, die Hypertrophiereaktion und
relative Kapillardichtednderung am chronischen Infarktmodell nachweisen konnten,
zeigen unsere Ergebnisse, dass eine chronische Koronarstenosierung bis 2 Wochen nach

Operation zu keinem mikrovaskulidren Remodeling und Myozytenhypertrophie fiihrt.

Mit unseren zusitzlichen MR-Koronarangiographien konnten wir die tatséchliche
Durchgingigkeit des ligierten GefdBes liberpriifen. Im Rahmen dieser Untersuchungen
zeigte sich, dass bereits nach 2 Wochen alter Koronarstenose von 17 gemessenen Tieren
3 einen totalen Gefafverschluss und damit einen Infarkt hatten. Die Koronarstenose der
Ratte ist jedoch ein progredienter Prozess [4]. Dies ldsst vermuten, dass bei
Untersuchungen iiber einen ldngeren Beobachtungszeitraum, wie ihn die meisten
Arbeitsgruppen wihlten, ein erheblicher Teil der Tiere einen Infarkt und nicht nur eine

Stenose entwickelt hatten.
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Der Einsatz des ACE-Hemmers Quinapril hatte keine signifikanten Auswirkungen auf
die Narbenausdehnung und die Myozytengrofle.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen von Fabre et al. [12] konnte ein proangiogener Effekt
auf den Herzmuskel in unserem Tiermodell nicht nachgewiesen werden.

Im Folgenden soll noch einmal auf die beiden Untersuchungsschwerpunkte im Detail

eingegangen werden.

4.1 Charakterisierung der chronischen Koronarstenose

4.1.1 Stenosegrad der chronischen Koronarstenose

In friiheren Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe konnte eine Methode etabliert
werden, mit der man den Grad der Koronarstenose quantifizieren kann [22]. Diese
Methode geht zuriick auf die Arbeit von Guski et al. [4] und wurde spéter von anderen
Arbeitsgruppen iibernommen [5, 16]. Mit Hilfe dieser Methode konnte fiir die
operierten Tiere ein Stenosegrad von im Mittel 49,9+11,7 % ermittelt werden.
Vergleichbare Werte finden sich bereits in fritheren Untersuchungen [6, 7, 18]).
Ahnliche Stenosegrade fiihren allerdings bei der Koronarstenose an der Ratte zu
unterschiedlich starken Verdnderungen der Herzfunktion, von moderater Dysfunktion
bis zu schwerem Herzversagen [7]. So zeigten in der Arbeit von Capasso et al. [7] von
25 operierten Ratten 10 Tiere nur eine leichte Herzdysfunktion, 9 eine schwere
Dysfunktion und 6 ein Herzversagen einen Monat nach Koronarstenosierung. Auch bei
Patienten mit vergleichbaren Stenosegraden variiert das klinische Bild sehr stark [23,
24].

Der direkte Vergleich der chronischen Koronarstenose der Ratte mit der des Menschen
ist allerdings nicht moglich, da die Ratte ein im Vergleich zum Menschen gering
ausgepragtes Koronargefallkollateralsystem besitzt [25]. So fiihrt bereits eine gering
ausgeprigte Stenose zur deutlichen Narbenbildung.

Zudem wird die Koronarstenose an der Ratte mit dieser Methode akut erzeugt, wahrend
die Entstehung einer chronischen Koronarstenose am menschlichen Herzen ein langsam
progredienter Prozess ist. Allerdings ist auch die Koronarstenose im Tiermodell einem
progredientem Prozess unterworfen. Wéhrend bei einer 7 Tage alten Koronarstenose
nur 30 % der Ratten einen Stenosegrad von iiber 50 % aufwiesen, zeigten nach 21 Tage
alter Koronarstenose 100 % der Versuchstiere einen Stenosegrad iiber 50 % [4].
Osswald et al. [17] nahm an, dass hierfiir eine Intimaproliferation der GefaBBwand als

Reaktion auf den chronischen Fremdkorperreiz verantwortlich sei.
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4.1.2 Nekrosefldche nach chronischer Koronarstenose

Ebenfalls wurde in unserer Arbeitsgruppe eine Methode zur Bestimmung des
linksventrikuldren Nekroseanteils am Gesamtmyokard nach Koronarstenose etabliert.
Bei den in dieser Arbeit verwendeten Tieren lag der Nekroseanteil am Gesamtmyokard
im Mittel bei 7,44+4,6 %. Die bereits von Osswald et al. [17] beschriebene
unterschiedlich starke Intimaproliferation konnte eine Ursache fiir die erheblichen
Differenzen in der Ausdehnung der Nekrosefliche der in dieser Arbeit untersuchten
Tiere sein (von 3,1 % bis 14,2 % des Gesamtmyokards).

Zu den vorliegenden Werten des Nekroseanteils gibt es in der Literatur keine direkten
Vergleichswerte. Anversa et al. [5] untersuchte zwar Zelluntergédnge an der Koronar-
stenose genauer, vermal} aber nicht die Nekroseflache, sondern wertete den Verlust an
Myozytenkernen aus. Er fand einen Myozytenverlust von 10-20 % bei 4 Wochen alter
Koronarstenose.

Die in unserer Arbeitsgruppe gefundenen Werte verdeutlichen, dass an der Ratte bereits
ein GefalverschluB3 von knapp 50 % zur Entstehung von Nekrosearealen fiihrt.

Bei Anversa et al. [5] zeigten {iber die Halfte der Ratten mit 4 Wochen alten
Koronarstenosen bereits ein Herzversagen, wobei auch hier die Lumeneinengung nur im
Mittel 45 % betrug.

Untersuchungen am menschlichen Herzen konnten zeigen, dass es erst bei
hohergradiger Lumeneinengung zu Zellnekrosen kommt. Allerdings konnen hier bereits

moderate Zellschiaden zu unterschiedlich schweren klinischen Symptome fiihren [26].

4.1.3 Koronarstenose und Herzfunktion

Das Modell der chronischen Koronarstenose muss von dem des Infarkts an der Ratte
unterschieden werden. Wéhrend es bei der Koronarstenose bereits durch relativ
geringen Zellverlust zum Herzversagen kommen kann, werden bei kleineren Infarkten
Zellunterginge bis zu 30 % toleriert [27]. Anversa et al. [5] vermutete bei seinen
Untersuchungen an 4 Wochen alten Koronarstenosen, dass durch die fixierte chronische
Koronarstenose eine Form des Myokardschadens entsteht, der die normalen
Reservemechanismen des verletzten Ventrikels auller Kraft setzt. Die Einbuf3en bei der
Herzfunktion von Tieren mit chronischer Koronarstenose fiihrt er auf ein Missverhaltnis
zwischen Sauerstoffbedarf und Sauerstoffangebot zuriick. Dieses entstehe durch eine
Kombination aus Reduktion der koronaren Reserve, erhOhtem koronaren Widerstand

und zusitzlich erhohtem Wandstress im Ventrikel [18].
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Bereits 45 Minuten nach Koronarstenosierung der Ratte konnte Capasso et al. bei einem
durchschnittlichen Stenosegrad von 42 % eine deutliche Zunahme des enddiastolischen
Drucks im linken Ventrikel und erste Hinweise auf Zellschdden feststellen [16].
AuBerdem fand sich ein erheblich vergroBerter Ventrikel bei nur wenig verdnderter
Verldngerung der Sarkomerldnge der Myozyten. Der Hauptanteil der Volumenzunahme
wurde auf side-to-side-slippage, ein Verriicken der Muskelfasern, zuriickgefiihrt, das

schon beim Remodeling des Myokardinfarkts gefunden werden konnte [16, 28].

Capasso et al. konnte nachweisen, dass bei 5 Tage alter Koronarstenose an der Ratte mit
einem mittleren Stenosegrad von 62 % die maximale Perfusion um 43 % bei normaler
Ruheperfusion abgenommen hatte. Dies konnte darauf hindeuten, dass
Myokardischimien in diesem Modell erst unter Stressbedingungen entstehen [6]. In
anderen Tierversuchen an Hunden zeigte sich eine Reduktion der Ruheperfusion erst bei
Einengung des GefdBlumens iiber 70 % [29]. Es konnte jedoch kein direkter
Zusammenhang zwischen Verdnderungen beim koronaren Blutfluss und Ausmal3 und
Ort des Myokardschadens festgestellt werden [6]. Also scheint die Minderperfusion
nicht alleine ausschlaggebend fiir den Zelluntergang zu sein. Zusétzlich wirksam
konnten hier Gefallspasmen, kleine Emboli oder erhohte Katecholamin-Konzentrationen

sein [6].

4.1.4 Verinderung der Myozyten nach chronischer Koronarstenose

Die Untersuchung der Myozytenquerschnittsfliche ergab in der hier vorgelegten Arbeit
einen Sham-Wert von im Mittel 195+24 um?. Dies korreliert sehr gut mit den von der
Arbeitsgruppe um Anversa et al. [30] ermittelten Werte. Hier wurden die Sham-Werte
elektronenmikroskopisch bestimmt und lagen im Mittel bei ca. 200 pm?.

Obwohl die von uns untersuchten Tiere zum Teil doch erhebliche Nekroseareale
aufwiesen, zeigte sich in den untersuchten Prdparaten keine signifikante Hypertrophie
der Myozyten im Vergleich zu den Sham operierten Tieren. Allerdings umfasste der
Untersuchungszeitraum bei uns nur 2 Wochen. Anversa et al. fand bei 4 Wochen alter
Koronarstenose mit einem Stenosegrad zwischen 19 und 61 % eine deutliche Zunahme
des Myozytenvolumens [5]. Hier lagen die Werte zwischen 34 und 53 % iiber denen der
Kontrolltiere. Das Gewicht des linken Ventrikels erhohte sich bei diesen Tieren um 23 —
30 % [5]. Auch bei anderen Untersuchungen nach 11-13 Wochen konnte eine deutliche
Hypertrophie der Myozyten nachgewiesen werden [31].
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4.1.5 Einfluss der chronischen Koronarstenose auf die Kapillardichte

Fiir die Kapillardichte wurde in der vorliegenden Arbeit ein Sham-Wert von im Mittel
45714525 pro mm? ermittelt. Auch dieser Wert liegt wieder in der Gréenordnung der
von der Arbeitsgruppe um Anversa et al. ermittelten Sham-Werte. Hier wurde
elektronenmikroskopisch eine mittlere Kapillardichte von ca. 4100 pro mm? bestimmt
[30].

An dem von uns untersuchten Tiermodell der Koronarstenose zeigten sich keine
Verdnderungen der Kapillardichte im Vergleich zu den Sham-Tieren. Untersuchungen
zur Kapillardichte an diesem chronischen Stenosemodell fehlen bisher in der Literatur.
Am isolierten Rattenherzen konnte nach einer 30 miniitigen Ischdmiezeit eine deutliche
Abnahme der Kapillardichte nachgewiesen werden [32]. An diesem akuten Modell ist
sicherlich eine Odembildung verantwortlich fiir eine relative Abnahme der
Kapillardichte. Hier énderte sich durch das Odem nur die pro mm? gemessene Zahl der
Kapillaren, die tatsdchliche Kapillarzahl blieb wohl unverandert.

Andere Arbeitsgruppen ermittelten Sham-Werte fiir Myozytenfliche und Kapillardichte,
die zum Teil erheblich von den von uns und Anversa gefundenen Werten abweichen. So
bestimmte z.B. Xie et al. [33] bei seinen Sham-Tieren den Myozytendurchmesser mit
im Durchschnitt 507 pum? und die Kapillardichte mit 2096 pro mm?. Hier kam eine
Doppelfarbung zum Einsatz, die vendse und arterielle Kapillaren getrennt anfdrben
sollte. Mdoglicherweise war diese Féarbung nicht spezifisch genug, alle Kapillaren zu

erfassen.

4.1.6 Kritik der Methode

Moglicherweise war der gewéhlte Zeitraum von 2 Wochen zu kurz, um
lichtmikroskopisch signifikante Veranderungen festzustellen.

Der Beobachtungszeitraum bis 2 Wochen wurde jedoch in unseren Experimenten
bewusst so gewdhlt, weil in frilheren Arbeiten ein langerer Beobachtungszeitraum eine
Progredienz der Stenose bis hin zum Infarkt zeigen konnte.

Zudem konnte in unserer Arbeitsgruppe durch den Einsatz der MR-Technologie
(Angiographie) nachgewiesen werden, dass bereits bei 2 Wochen alter Koronarstenose

ein Teil der Tiere einen totalen GefaBBverschlufl und damit einen Infarkt hatte.
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4.2 Untersuchung des Einflusses des ACE-Hemmers Quinapril
4.2.1 Einfluss auf die Nekroseflache

In unseren Untersuchungen zeigte sich kein antifibrotischer Effekt des ACE-Hemmers
Quinapril auf den Herzmuskel, da sich die Nekrose nach Koronarstenose nicht
signifikant dnderte.

Nach einem Myokardinfarkt konnten in Untersuchungen positive Effekte von ACE-
Hemmern sowohl auf das kardiale Remodeling als auch die Fibrosierung des
Nekroseareals nachgewiesen werden. Eine Behandlung mit ACE-Hemmern fiihrte hier
zu einer Abnahme der reaktiven Hypertrophie und einer Abschwichung der
Ventrikeldilatation sowohl im Tierversuch als auch am humanen Myokard [9, 34]. Bei
diesen Untersuchungen, in denen sich ein antifibrotischer Effekt nachweisen lieB3, war
der Beobachtungszeitraum mit 3 Monaten allerdings erheblich ldnger als bei unseren

Experimenten.

4.2.2 Einfluss auf die Myozytengrofie

Im Rahmen dieser Arbeit zeigte auch die histologische Untersuchung der einzelnen
Muskelzellen keine Verdnderungen durch den Einsatz von Quinapril. Es lieBen sich
keine antihypertrophen Effekte finden. Allerdings wiesen unsere Préparate, wie oben
beschrieben, auch keine Hypertrophie auf.

Moglicherweise war auch hier der Beobachtungszeitraum mit 2 Wochen zu kurz, um
Veranderungen wie Hypertrophie und damit eine eventuelle antihypertrophe Wirkung

des ACE-Hemmers festzustellen.

4.2.3 Effekte auf das mikrovaskulidre Remodeling

Fabre et al. [12] zeigte in seinen Untersuchungen an ischdmischer Skelettmuskulatur
von Kaninchen eine angiogene Wirkung des ACE-Hemmers Quinapril.

Basierend auf der Arbeit von Fabre et al. [12] sollten im Rahmen unserer
Untersuchungen die Effekte des ACE-Hemmers Quinapril auf das mikrovaskulére
Remodeling und die Angiogenese bei der chronischen Koronarstenose der Ratte
untersucht werden.

Aus der Gruppe der ACE-Hemmer wurde fiir unsere Untersuchungen Quinapril
ausgewdhlt, da Quinapril die beste Hemmung des Angiotensin Converting Enzyms im

Gewebe erreicht [13].
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Zwei Wochen nach Koronarstenosierung konnten in unseren Untersuchungen keine
signifikanten Verdnderungen der Kapillaranzahl durch den Einsatz von Quinapril
nachgewiesen werden.

Die Léngendichte der Kapillaren wurde mittels der Orientatormethode bestimmt und lag
fir die Sham-Tiere bei 4071,5+202,65 mm/mm3.

Eine Behandlung der Tiere mit Quinapril hatte keinen signifikanten Einfluss auf die
Langendichte der Kapillaren.

Der ermittelte Sham-Wert liegt in der GroBenordnung der Sham-Werte, die von Amann
et al. bestimmt wurden [35]. Hier fand sich ein Sham-Wert von 4796+913 mm/mm? fiir
die Langendichte der Kapillaren.

Diese Arbeitsgruppe untersuchte den Einfluss des ACE-Hemmers Ramipril auf die
Langendichte der myokardialen Kapillaren an einem Rattenmodell mit Nierenversagen.
Sowohl bei 3wochiger als auch 8wdchiger Behandlung zeigten sich keine signifikanten
Effekte des ACE-Hemmers auf die Langendichte. Allerdings lie sich ein positiver
Einfluss auf die bei Nierenversagen typischerweise auftretende Herzhypertrophie
nachweisen [35]. In einer frilheren Untersuchung dieser Arbeitsgruppe fand sich ein
antihypertropher Effekt von Ramipril auf die GefaBmuskulatur. Zudem zeigte sich hier
ein protektiver Einfluss auf die myokardialen Kapillaren, deren Dichte in diesem
Modell oftmals reduziert ist [36]. Dariiber hinaus reduzierte der ACE-Hemmer auf

unbekannte Weise das Korpergewicht der betroffenen Ratten [37].

An verschiedenen anderen Tiermodellen wurden bisher Untersuchungen zu Einfliissen
von ACE-Hemmern auf die Angiogenese bzw. das mikrovaskuldre Remodeling
unternommen.

Kalkman et al. [38] untersuchte die Effekte des ACE-Hemmers Captopril auf das
Kapillarwachstum an infarzierten Rattenherzen. Nach dreiwochiger Behandlung fanden
sich eine erhohte maximale Perfusion des Myokards, wéhrend die maximale
GefidlBkapazitit unverdndert blieb. Die verbesserte Perfusion fiihrte er auf relative
Durchblutungsverbesserung durch Pravention einer Hypertrophie zuriick.

Die Arbeitsgruppe um Olivetti et al. [39] befasste sich mit den Effekten des ACE-
Hemmers Spirapril auf die Herzen spontaner hypertensiver Ratten. Es konnte eine
Zunahme der Kapillardichte um 28 9% nach dreimonatiger Behandlung festgestellt
werden. Zusitzlich wurde eine Abnahme der Muskelmasse um 21 % gefunden, so dass

die 28%-ige Zunahme der Kapillardichte nur eine relative und keine absolute
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Kapillardichteverdnderung darstellt. Eine Angiogenese hat demnach nicht
stattgefunden.

Auch in den Untersuchungen von Clozel et al. [40] fand sich am Herzen spontaner
hypertensiver Ratten eine Kapillardichtesteigerung durch den ACE-Hemmer Cilazapril.
Gohlke et al. [41] konnte an spontanen hypertensiven Ratten eine Kapillardichte-
steigerung und Hypertrophiepravention durch einen ACE-Hemmer, Zabicipril,
nachweisen. Hier zeigten sich Effekte von ACE-Hemmern auf das vaskulére

Remodeling bereits in Dosen, die noch keinen antihypertensiven Effekt hatten [42].

4.2.4 Anmerkung zur Bewertung der Angiogenese

Allgemein ist es wichtig, bei der Bewertung der Ergebnisse zur Angiogenese neben der
Kapillardichteverdnderung auch Verdnderungen der Muskulatur zu beachten. Veréndert
sich die Myozytenmasse, sinkt die Kapillardichte moglicherweise nur relativ und es hat
tatsdchlich gar keine Angiogenese stattgefunden. Bei der Beurteilung muss daher die
Muskelmasse mit bestimmt werden, um eine absolute Kapillardichteverdnderung und
damit Angiogenese nachzuweisen.

So finden sich z.B. in der Arbeit von Fabre et al. [12] keinerlei Aussagen iiber die
Histologie der Muskulatur, so dass eine reine relative Kapillardichteverdnderung durch

Prevention von Hypertrophie der Muskulatur nicht ausgeschlossen werden kann.

Autor Angiogenese (+)/ Experimentelles Modell Untersuchung
Angiogenese- der einzelnen
hemmung (-) Myozyten
durch ACE-Hemmer

Unger et + Spontane Hypertensive Ratten k.A.

al. [43]

Fabre et al. + Ischdmische Skelettmuskulatur | k.A.

[12] an Kaninchen

Olivetti et + Spontane Hypertensive Ratten 21 % Abnahme

al. [39] der

Myozytenmasse
vs. 28 %
Zunahme der
Kapillardichte

Gohlke et + Spontane Hypertensive Ratten k.A.

al. [42]

Wang et al. - Hypertensive und normotensive | k.A.

[44] Ratten

Cameron et + Muskulatur und Nerven von k.A.

al. [45] Streptozotocin-Diabetes-Ratten

Tabelle 1: Arbeiten zum Thema Angiogenese durch ACE-Hemmer
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4.2.5 Kritik der Methode

Moglicherweise war auch fiir diese Untersuchung der gewihlte Zeitraum von 2 Wochen
zu kurz, um lichtmikroskopisch signifikante Verdnderungen festzustellen. Allerdings
hitte, wie bereits beschrieben, ein ldngerer Beobachtungszeitraum zu einer Progredienz
der Stenose bis hin zum Infarkt fithren kénnen.

Zudem ist zu beriicksichtigen, dass auch die Effekte und Potenzen der einzelnen ACE-
Hemmer untereinander variieren. So scheint z.B. eine Sulfhydryl-Gruppe am ACE-
Hemmer entscheidenden Einfluss auf dessen Wirkung zu haben. Van Gilst et al.
verglich die Effekte von ACE-Hemmern mit und ohne Sulthydryl-Gruppe auf den
KoronarfluB am isolierten Rattenherzen. Hier setzten die flusssteigernden Effekte von
ACE-Hemmern ohne Sulfhydrylgruppe wesentlich spéter ein als bei Medikamenten mit
dieser Gruppe [46].

AuBerdem stellt sich die Frage, ob sich die Effekte von ACE-Hemmern im Tiermodell
auch wirklich auf den Menschen iibertragen lassen. Pepine et al. berichtete bereits in
seinem Review, dass ACE-Hemmer zwar an Ratten einen antiproliferativen Effekt bei
GefaBverletzungen besitzen, dieser jedoch bei hoheren Spezies oder dem Menschen

nicht gefunden werden konnte [47].
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5. Zusammenfassung

Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war es, das in unserem Labor etablierte Modell der
chronischen Koronarstenose der Ratte morphologisch zu charakterisieren. Besonderes
Augenmerk galt hierbei dem mikrovaskuldren Remodeling zwei Wochen nach
myokardialer Ischédmie.

Dartiber hinaus sollten Effekte des ACE-Hemmers Quinapril auf das mikrovaskulére
Remodeling unter chronischer Ischdmie untersucht werden.

Zur Kapillardichtebestimmung wurde eine neue immunhistochemische Farbung, die
Lectinfiarbung, in unserem Labor etabliert. Sie erlaubt eine selektive Anfarbung des
Kapillarendothels und damit eine exakte Kapillardichtebestimmung im Querschnitt.
Zusitzlich kam die Orientatormethode zum FEinsatz, mit deren Hilfe Aussagen iiber
dreidimensionale Strukturen aus der zweidimensionalen Ebene moglich sind. So lassen
sich Lingenverdnderungen der myokardialen Kapillaren als weiterer Hinweis eines

angiogenen Geschehens untersuchen.

In fritheren Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe konnten Hypertrophiereaktionen
und relative Kapillardichtednderungen am chronischen Infarktmodell nachgewiesen
werden. Die vorliegende Arbeit zeigte jedoch, dass eine chronische
Koronarstenosierung bis 2 Wochen nach Operation trotz eines deutlichen
Zelluntergangs zu keinem signifikantem mikrovaskulidren und myozytiren Remodeling
fiihrt.

Die in anderen Arbeiten gefundenen angiogenen Effekte von Quinapril auf die
ischdmische Skelettmuskulatur konnten fiir den Herzmuskel der Ratte 2 Wochen nach
Operation nicht gefunden werden. Mdglicherweise sind unsere Ergebnisse auf die
korrekte Bestimmung der Hypertrophie-unabhidngigen, absoluten Kapillardichte-
bestimmung zuriickzufithren, die in Arbeiten anderer Gruppen nicht beriicksichtigt

wurden.
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