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Zusammenfassung

Einleitung: Nach Verschluss einer Hauptarterie kommt es zu Wachstum der Kollateralgefa-
Be. Angiogenese ist das Wachstum neuer Kapillaren aus bestehenden Gefal3en, wahrend Arte-
riogenese die durch erh6hte Scherkrafte ausgeldoste VergroRerung praexistierender
Kollateralarteriolen darstellt. Durch Arteriogenese kommt es zu einer geringeren
Gewebsischamie im Vergleich zur Angiogenese. Friihe Arteriogenese ausldsende Faktoren
wurden in dieser Arbeit untersucht. Die endotheliale Schwellung unter erhéhter Scherkraft ist
der erste Schritt der Arteriogenese. Wir untersuchten mittels des Mibefradils, eines Blockers
volumenregulierender endothelialer Chloridkanéle, die Rolle der Zellschwellung und die
Verlangsamung der Arteriogenese durch Blockierung der volumenabhéngigen Chloridkanale.
Des weiteren untersuchten wir die Rolle des Fibroblast Growth Factor 2 in der Arteriogenese bei

FGF-2-/- Mausen im Vergleich zu Wildtyp-Mausen.

Methoden: Wir entwickelten ein neues Mausmodell zur Untersuchung arteriogener Prozesse
nach Okklusion der A. femoralis mit nicht invasiven und invasiven Auswertungsmethoden. Ge-
messen wurde die Verbesserung der Durchblutung im Laser-Doppler-Imager im Vergleich zur
nicht operierten Gegenseite. Genauso wurde die unterschiedliche Gewebssauerstoffsattigung
gemessen. Das GefalRwachstum wurde morphologisch anhand des Durchmessers quantifiziert.
Exogenes FGF-2 und Mibefradil wurden mittels osmotischer Mikropumpe intraarteriell appliziert
und mit der Kontrollgruppe (PBS) verglichen. Die Rolle des FGF-2 wurde bei knockout-Mausen
im Vergleich zu wild type-Mausen sowie nach exogener Zufuhr untersucht. Zur Unterscheidung
der Arteriogenese und Angiogenese wurde die Kapillardichtezunahme im Gewebe distal der

Ligatur gemessen.

Ergebnisse: Die Arteriogenese findet in unserem Modell regelméaRig in funf Muskeln statt.
Nach 4-stiindiger Einwirkung erhéhter Scherkrafte tritt ein intrazellulares Odem in Form von
Vakuolen in den Endothelzellen auf, das sich nach 24 Stunden zu einem extrazellularen Odem
ausweitet. Nach 3 Tagen nehmen die Endothelzellen an Volumen zu und befinden sich, wie die
Fibroblasten, in der Synthesephase. Gleichzeitig finden Umbauprozesse in der Adventitia statt:
Makrophagen sind nachzuweisen und Fibroblasten proliferieren. Auf elektronenmikroskopischer
Ebene kann man keine Unterschiede zwischen den FGF-2-/- Mausen und der Kontrollgruppe
erkennen. Lediglich eine Unterscheidung der verschiedenen Anpassungsschritte an die erhéh-
ten Scherkréfte ist moglich. Nach Ligatur der A. femoralis der Bab/c-Mausen stieg der Kollate-
ralgefalRdurchmesser von 34 + 11um auf 89 =+ 27um am 21. Tag (p < 0,02). Nach intraarterieller
PBS- Applikation in der Kontrollgruppe verbesserte sich die im Laser-Doppler gemessene rela-
tive Durchblutung zwischen der ligierten zur nicht ligierten Seite von 0,06 £ 0,01 direkt
postoperativ auf 0,25 * 0,02 am 7. Tag , wahrend in der Mibefradilgruppe die relative
Durchblutung von postoperativ 0,07 + 0,02 nur auf 0,13 = 0,02 anstieg (p < 0,01). Die
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Sauerstoffsattigung bestétigt diese Ergebnisse (p < 0,02). Der Kollateraldurchmesser war in der
Mibefradilgruppe (61 * 4.7 um) signifikant geringer gegentber der Kontrollgruppe
(77.3£0.9 um) (p < 0.05). FGF-2 spielt wahrend der Arteriogenese eine Rolle. Es zeigt sich in
unseren Experimenten zwar kein statistisch relevanter Unterschied zwischen den FGF-2 w.t
und - knockout-Mausen in der Fahigkeit zur Arteriogenese nach Ligatur der A. femoralis, aber
die exogene intraarterielle Zufuhr von FGF-2 via Mikropumpe hat einen férdernden Einfluss auf
die Arteriogenese. Die Kapillardichte in den Oberschenkelmuskel nimmt nicht zu (p < 0,3),
wahrend die Kapillardichte der Mm. gastrocnhemii nach Ligatur signifikant um das 1,5-fache

zunimmt (p < 0,001).

Schlussfolgerungen:  Die KollateralgefaRe treten nach der Ligatur der A. femoralis
regelmé&nig in den selben Muskeln des Oberschenkels auf. Die Hemmung der Arteriogenese in
der Mibefradil-Gruppe spricht fir eine Beteiligung der endothelialen volumenregulierenden
Chloridkanale in der Initialphase der Arteriogenese. FGF-2 hat eine fordernde Wirkung auf die

Arteriogenese.
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Abstract

Introduction: After occlusion of a main artery collateral vessels begin to grow. The sprouting
of capillaries we call Angiogenesis to differentiate from the Arteriogenesis or enlargement of
pre-existing collateral arterioles enforced by higher shear stress. Arteriogenesis participates to
saving ischemic tissues significantly more than Angiogenesis. Very early triggering of Arterio-
genesis has been chosen for the present experimental study. Endothelial cell swelling is the first
step in Arteriogenesis. A volume regulated Chloride channel, blocked by Mibefradil, plays a
mean role in this cell swelling and slows down Arteriogenesis. Furthermore, we examined the

role of Fibroblast Growth Factor 2 (FGF-2) during Arteriogenesis in FGF-2-/- and w.t. mice.

Methods: We developed a mouse model for the examination of arteriogenic processes after
femoral artery occlusion by invasive and non-invasive methods. Blood flow improvement was
measured in the paws with a Laser Doppler Imager after one-side occlusion. The tissue oxygen
saturation was measured by quantifying the spectral absorption of saturated haemoglobin. The
vessel enlargement was analysed morphometrically on histological cross-sections. Exogenous
FGF-2 and Mibefradil were applied intraarterially via an implanted osmotic micropump. In the
control group, PBS was given. Also FGF-2 was given to FGF-2 knock out mice via micropump
and compared with wild type mice. Capillary density in the m. gastrocnemius was measured to

guantify Angiogenesis.

Results: We observed constantly five enlarged collateral arteries in the thigh muscles. After
four hours of enforced shear stress endothelial cell swelling starts, after 24 hours a severe cellu-
lar oedema was observed. Three days thereafter endothelial cell enlarge and change together
with smooth muscle cells into a synthesizing phenotype. At the same time the vessel wall ad-
ventitia changes: macrophages appear and fibroblasts proliferate. No structural differences be-
tween collateral arteries of FGF-2-/- and control mice were observed, even on electronmicro-
scopical level. After femoral artery occlusion in Balb/c mice the collateral artery diameter in-
creased from 34 = 11um to 89 = 27um in 21 days (p < 0,02). After intra-arterially application of
PBS in Balb/c mice relative laser doppler measured blood flow from 0,06 + 0,01 to 0,25 + 0,02
after seven days. In the Mibefradil group blood flow increased from 0,07 + 0,02 after vessel oc-
clusion only to 0,13 + 0,02 (p < 0,01). Oxygen saturation measures confirm this difference (p <
0,02). Collateral diameter in mice with Mibefradil application (61 + 4,7 um) was significantly
smaller comparing with the control mice (77,3 £ 0,9 um) after seven days of increased shear
stress (p < 0,05). FGF-2 plays a significant role in Arteriogenesis. There was no statistical sig-
nificant difference between FGF-2 w.t und -k.o. mice in our experiments. But exogenous applied

FGF-2 promotes collateral vessel enlargement. Capillary density in thigh muscle does not in-
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crease after femoral artery occlusion, but increased 1,5-times in the gastrochemius muscles
1,5-fold (p < 0,001) after ligation.

Conclusions: Collateral growth after femoral artery occlusion occurs always in the same tight
muscles. The inhibition of Arteriogenesis in the Mibefradil-group indicates the involvement of
endothelial volume-regulated Chloride-channel at the beginning of the Arteriogenesis. FGF-2

promotes Arteriogenesis.



Abklrzungen

Abkurzungen
A./Art. Arterie
EM Elektronenmikroskop
HIF-1 Hypoxia Induced Factor-1
FGF-2 Fibroblast Growth Factor-2
ICAM-1 intercellular adhesion molecule 1
k.o./-/- knock out
LDI Laser-Doppler-lmaging
N./Nv. Nerv
PBS phosphate-buffered saline
PECAM-1 platelet endothelial cell adhesion molecule 1
PIGF Placenta Growth Factor
shear stress  Scherkrafte oder Schubspannung
sO, Sauerstoffsattigung
V. Vene
VACK volumen-abhangiger Chlorid-Kanal
VCAM-1 vascular cell adhesion molecule 1
VEGF Vascular Endothelial Growth Factor
w.t. wild type

- X -
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l. Einleitung

Wahrend es bei einem schnellen Verschluss einer Arterie in dem von ihr versorgten Gebiet zu
einer Infarzierung des Gewebes wegen Sauerstoffmangels kommt, treten Gewebsschaden bei
einer langsamen Stenosierung der Arterie in geringerem MaRe auf'. Umgehungskreislaufe
ubernehmen die Blutzufuhr; sie garantieren aber oft nur eine suffiziente gentigende Blutzufuhr
fur einen Metabolismus in Ruhe. Wird der Stoffwechsel gesteigert, treten Symptome des Sau-
erstoffmangels auf. Ein klinisches Beispiel daflr ist die Claudicatio intermittens. Durch die
arteriosklerotisch bedingten Lumenverlegungen im Bereich der Arterien kommt es bei Belas-
tung zu einer azidotischen Stoffwechsellage in der Muskulatur und es treten Schmerzen im
Wadenbereich auf, die in Ruhe wieder sistieren. Die derzeitigen therapeutischen Ansatze be-
schranken sich auf die Verbesserung der rheologischen Eigenschaften der Erythrozyten, die
chirurgische Therapie durch Umgehung dieser Stenosen (bypass) oder die krankengymnasti-

sche Ubungsbehandlung.

Weitere therapeutische Mdglichkeiten kdnnen sich durch die Forderung der Entwicklung der
Kollateralgefal3e, die sich bei langsamer Stenaosierung an die veranderten Fluss- und Druckver-

haltnisse adaptieren kénnen, ergeben.

Bei der Untersuchung des GefaRwachstums muss man prinzipiell zwischen den verschiede-
nen Mechanismen der GefalRentstehung bzw. -veranderung unterscheiden. Es spielen hier eine
essentielle Rolle die Vaskulogenese, Angiogenese und Arteriogenese. Diese Unterscheidung
ist wichtig, da diese Vorgange zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Organentwicklung bzw. -
anpassung stattfinden, von bestimmten Bedingungen abhangig sind und zu unterschiedlichen
Ergebnissen fuhren. Nur wenn man die notwendigen Faktoren kennt, kann man das Gefal3-

wachstum gezielt foérdern.

Die de novo Entstehung von BlutgeféaRen aus Angioblasten aus dem priméren kapillaren Ple-
xus mesodermalem Ursprungs im embryonalen Organismus bezeichnet man als Vaskuloge-
nese’ . Aus angiogenen ,Blutinseln* entwickeln sich primitive haAmatopoetische Zellen und En-
dothelzellen, die einen primaren kapillaren Plexus bilden, aus dem sich dann primitive GeféalRe

bilden®*.

Angiogenese dagegen bezeichnet die Sprossung neuer Kapillaren aus bereits bestehenden
GefaRen im entwickelten Organismus®. Dieser Prozess findet sowohl im embryonalen als auch
im adulten Organismus statt. Sie spielt aber auch wahrend der Tumorprogression und —
metastasierung® eine wichtige Rolle. Andere Beispiele sind die GefaReinsprossung in das Gra-
nulationsgewebe wahrend der Wundheilung, die diabetischen Retinopathie® und die rheumatoi-
de Arthritis’.
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Wahrend die Angiogenese und die Vaskulogenese die Entstehung neuer Gefal3e darstellen,
bezieht sich die Arteriogenese auf den Umbau praexistierender Arteriolen zu grol3eren Gefa-
Ren®®. Ausgeldst wird dieses Remodelling durch einen erhhten Fluss und der dadurch beding-
ten starkeren Scherkrafte (in Englisch als shear stress bezeichnet)®? entlang der Endothel-
schicht nach Verschluss einer zufilhrenden Arterie. Durch die Arteriogenese im Bereich der
praexistierenden Kollateralgefae kann bei einem plétzlichen Verschluss der zufiihrenden Arte-
rie die Blutzufuhr garantiert und die anschlieRende Gewebsnekrose verhindert werden. Die Ar-
teriogenese ist aber ein relativ langsam verlaufender Prozess'®*'. Bei einem langsam progre-
dienten Verschluss kommt es wéahrend der Arteriogenese zu einer Adaptation der Gefal3e und
einer Versorgung des Gewebes in Ruhe. Eine Beschleunigung bzw. Verstarkung der Arterioge-
nese mittels exogener Wachstumsfaktoren soll den Embolie bedingten Gewebsuntergang ver-

hindern.

|.1. Ablauf der Arteriogenese nach Verschluss der Arteria
femoralis

Nach der Okklusion eines HauptgefalRes kommt es in den vorbestehenden Kollateralgefalien
zu einem Anstieg des Blutflusses und der Scherkrafte entlang der Endothelzellen. Die verstark-
ten mechanischen Kréafte auf die GefaRwand bewirken eine Aktivierung der Endothelzellen, es
kommt zu einer Veranderung des Zellvolumens®, was zur Aktivierung von lonenkanalen der
Zellmembran fuhrt. Gleichzeitig kommt es zur Exprimierung von Adhé&sionsmolekiilen'?, insbe-
sondere E-Selectin, ICAM-1 und VCAM-1. Wahrend der Anpassung an die neuen Flussverhalt-
nisse spielen verschiedene Wachstumsfaktoren eine wichtige Rolle: unter anderem HIF-1,
VEGF, PIGF und FGF-2. Eine Monozytenrekrutierung entlang des Gefal3es ist zu beobachten.
Insgesamt fuhren die starkeren Scherkrafte zu einer erhéhten mitotischen und synthetischen
Aktivitat des Endothels, aus dem ein Wachstum des praexistierenden Kollateralgefal3es resul-
tiert. Schematisch sind die Ablaufe der Arteriogenese in der folgenden Skizze dargestellt (s.
Abbildung 1).
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Okklusion Druckverander erhohter
der A. — |ung entlang def— | Blutfluss in den
femoralis Kollateralen Kollateralen
Exprimierung von Aktivierung erhohter
Adhasions- D des e .Shear
molekulen Endothels stress*
Monozyten- Freisetzung von Mitotische
rekrutierung |~ > | Wachstumsfaktoren =% | "\ o

und Zytokinen

¥

Arterielles -
: h
Arteriogenese |<€— | Wachstum und| €—— S);n;tisit;;'[che
Reifung

Abbildung 1: Ablaufsschema der Arteriogenese (nach Scholz et al.)13

|.2. Mausmodell

In der Vergangenheit sind praexistierende, zum Wachstum beféhigte Kollateralarterien in un-
terschiedlichen Geweben verschiedener Spezies beschrieben und in zahlreichen Modellen un-
tersucht worden™***>*°, Diese Kollateralarteriolen befinden sich (mit wenigen Ausnahmen wie
Schweine-, Schafs- und Rattenherzen) in den meisten Organen unterschiedlichster Spezies.
Die Arteriogenese weist in verschiedenen Organen kaum Unterschiede auf. Zur Untersuchung
des GefalBwachstums wurde ein Maus-Modell entwickelt, das uns ermdglicht, die Funktion und
Lokalisation in vivo genau zu beschreiben, die Ablaufe wahrend der Arteriogenese in vivo zu
beobachten und zwischen dem Kapillarenwachstum (Angiogenese) und der GefaBumwandlung

(Arteriogenese) zu unterscheiden.

Die Arteria femoralis in den Hinterlaufen der Maus besitzt mehrere praexistierende Kollate-
ralkreislaufe, die bei Verschluss des Gefalllumens die Blutversorgung der distalen Gewebe bis
Zu einem gewissen Grad Ubernehmen kénnen. Durch die Ligatur dieser Arterie kommt es zu
einem Druckgefalle entlang der Kollateralen und das Kollateralwachstum wird ausgel6st. Durch

genetisch manipulierte Mause lassen sich die Rollen der beteiligten Faktoren untersuchen.

|.3. Volumen abhangige Chlorid-Kanale des Endothel s
Die Scherkrafte bei erhohter Durchblutung wirken direkt auf die Endothelzellen. Das Endothe-
lium stellt aber nicht nur den Ubergang zwischen dem intra- und extravaskularem Raum dar, es

ist auch in der Lage, im Zusammenspiel mit den anderen Zellen der Gefalwand, die Plattche-
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naggregation zu regulieren, Adhasionsmolekile und Wachstumsfaktoren zu produzieren und
die Permeabilitdt zu regulieren. Die Endothelzellen sind einerseits fahig, durch eine Vasodilata-
tion, mittels NO- und Prostaglandin-Synthese, kurzfristig auf eine erhdhten Blutfluss zu reagie-
ren, andererseits konnen sie sich an einen andauernden erhdhten Fluss durch strukturelle Ver-
anderungen und Hypertrophie anpassen. Sie kdénnen die durch stéarkeren Blutfluss erhdhten
mechanischen Kréfte in biochemische Stimuli umsetzen'’. Diese Mechanismen sind bisher
noch nicht entdeckt worden, das Zytoskelett, die tight junctions sowie die Desmosomen schei-
nen aber eine Rolle zu spielen®. Die Chlorid-lonenkanéle der Zellmembran sind in diesen an-
fanglichen Anpassungsprozessen beteiligt’. Durch das Zellvolumen aktivierte, nach aufen
gerichtete volumen abhéngigen Chlorid-Kanédle (VACK) sind in vielen Zellen vorhanden, ihr
Aufbau ist aber bisher nicht in Einzelheiten geklart worden. Sie scheinen eine elementare Rolle

2021 ynd unter anderem, durch die

wahrend der osmotischen Volumenregulierung spielen
Zellschwellung  aktiviert,  mittels  einem  auswartsgerichteten  Chloridstrom  die
Wassermolekiilsektretion zu bewirken®*. Durch die in vitro Hemmung der VACK konnte eine

1>® wiesen

Minderung des Endothelzellwachstums nachgewiesen werden®. Manolopoulos et a
bei vier VACK-Blockern, darunter der vom Markt genommene Calcium-Antagonist Mibefradil
(Posicor®, Ro 40-597), in in vitro- und in ,chorioallantoic membrane assay“-Versuchen die
Fahigkeit zur Angiogenese-Inhibition. Jackson®® zeigte, dass VACK-Inhibition den
GefalRmyotonus cerebraler GefalRe herabsetzt und dieser Tatsache auch auf periphere Gefal3e
zutreffen kann. Zusatzlich habe die VACK eine wichtige Funktion in der Umwandlung
mechanischer Krafte in chemische Prozesse. Nakao et al zeigten, dass die auf das Endothel
wirkenden Scherkrafte die VACK aktivieren kénnen?®. In friiheren Studien zeigten wir, dass die

Zellschwellung eine der ersten Vorgénge wéahrend der Arteriogenese ist*®%.

Aus diesem Zusammenhang heraus untersuchen wir die Rolle der Inhibition der VACK

wahrend der Arteriogenese durch die intra-artrielle Applikation von Mibefradil.

|.4. Fibroblast Growth Factor-2
Fibroblast growth factor-2 (FGF-2) wurde zuerst in der Hypophyse entdeckt?” und konnte spé-

ter in fast allen Organen nachgewiesen worden. FGF-2 spielt eine essentielle Rolle wéhrend
der embryonalen Vasculogenese?® und foérdert im erwachsenen Organismus die Proliferation
glatter Muskelzellen?® und Endothelzellen®*. Es konnte unter anderem auch in Makrophagen in
der Adventitia wachsender KollateralgefaRe bei Kaninchen®! und Mausen® nachgewiesen wer-
den. Andere Gruppen konnten eine erhohte Expression von FGF-2 mRNA und FGFR1 mRNA
in proliferierenden Endothel- und glatten Muskelzellen in in vitro und in vivo Modellen

nachweisen®. Nach Ligatur der A. femoralis bei Ratten und exogener FGF-2-Zufuhr konnte
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eine Verbesserung der Pfotendurchblutung unter Belastung auf dem Laufband nachgewiesen

werden®®.

Da FGF-2 eine fordernde Wirkung auf die Arteriogenese zu besitzen scheint, soll in dieser
Arbeit zum einem die Verbesserung der Pfotendurchblutung nach Ligatur bei FGF-2 knock-out
im Vergleich zu wild-type-Mausen untersucht werden. Zum anderem soll die Wirkung von intra-

arteriell gegebenem FGF-2 auf die Arteriogenese untersucht werden.

|.5. Ziele dieser Arbeit

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung verschiedener wéahrend der Arteriogenese regulato-
risch wirkender Faktoren in einem in vivo-Mausmodell. Einerseits untersuchten wir die Rolle der
Zellschwellung zu Beginn der Arteriogenese und die Rolle der volumen-abhangigen Chlorid-

Kanale wahrend der Arteriogenese.

Andererseits untersuchten wir die Rolle des Fibroblast Growth Factor 2 wahrend der Arterio-

genese.

Gleichzeitig sollte der Unterschied zwischen arteriogenen und angiogenen Prozessen und die

Rolle der Gewebshypoxie bei diesen Anpassungsreaktionen untersucht werden.

Weiterhin sollten weitere Auswertungsmethoden in diesem Mause-Modell entwickelt und kri-

tisch beurteilt werden.

Wir fanden bisher keine genaue Beschreibung der Anatomie des Mausoberschenkels, daher
war die exakte Bezeichnung der anatomischen Strukturen in diesem Gebiet ein zusatzliches
Ziel dieser Arbeit. Haufig waren kleinere Strukturen, wie zum Beispiel die Gefalie distal der A.
femoralis profunda, nicht exakt bezeichnet und fir unterschiedliche Gefal3e wurden gleiche Be-
zeichnungen benutzt (unterschiedliche Abschnitte wurden als A. saphena bezeichnet)3*3>3¢3,
Daher war es nétig, die vorhandenen anatomischen Strukturen genauer zu bezeichnen, um

deren Veranderungen beschreiben zu kénnen.
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. Material

1.1. Méusegruppen
1I.1.1. Gesetzliche Bestimmungen zu Tierversuchen

Die vorliegende Versuchsreihe wurde mit Erlaubnis des Landes Hessen, Regierungsprasidi-
um Darmstadt, durchgefiihrt und entspricht Paragraph 8 Abs. 1 des Tierschutzgesetzes (Fas-

sung in der Bekanntmachung vom 29. Mai 1998 [Bundesgesetzblatt Jahrgang 1998 Teil I, Nr.
30, S. 1106 ff.]).

1I.1.2. Ligatur bei Balb/c Mause

Bei 23 Balb/c Mausen wurde die A. femoralis ligiert (s. 111.2.2.1). Sie dienten zur Untersuchung
des Kollateralwachstums und als Vergleichsgruppe fur die Hemmung der Arteriogenese. Die
Mause wurden von der Firma Harlan (Niederlande) geziichtet und waren zum Zeitpunkt der

Operation 11 Wochen alt.

11.1.3. Balb/c Mause der Mibefradil-Gruppe

Zur Untersuchung des Einflusses der volumen-abhangigen Chlorid-Kanéle wurde einer Grup-
pe von sieben Balb/c-M&ausen mit 175 pg Mibefradil (Posicor®, Ro 40-597) gefiillte osmotische
Pumpen implantiert (s. 111.2.2.3). Als Kontrollgruppe benutzten wir sieben Balb/c-Mause, denen
nach derselben Methode PBS-geflillte Mikropumpen implantiert wurden. Alle 14 Tiere waren
zum Zeitpunkt der Operation 11 Wochen alt und wogen durchschnittlich 21,3 g. Die Balb/c wur-

den von der Firma Harlan (Niederlande) geziichtet.

11.1.4. FGF-2-/- und FGF-2 w.t. Mause mit Ligatur d er A. femo-

ralis
Die 3 FGF-2-/- Mause und 5 FGF-2 w.t.- Mause wurden von der Firma Charles River, Frank-

reich, gezlchtet und waren zum Zeitpunkt der Operation (s. I11.2.2.1) circa 11 Wochen alt. Die-

se Knock-out-M&ause wurde aus 129sv-Mausen gezuchtet.

11.1.5. FGF-2-Pumpenimplantation

Benutzt wurden 7 129sv Mause zur Implantation einer FGF-2 gefillten Mikropumpe (s.
[11.2.2.3) sowie 4 129sv-Mause zur Implantation PBS-gefillter Pumpen (s. 111.2.2.3) als Kontroll-
gruppe. Die Mause waren zum Zeitpunkt der Pumpenimplantation circa 10 Wochen alt und

wogen durchschnittlich 22,3 g. Sie wurden von der Firma Charles River, Frankreich, gezichtet.



Il. Material -8-

Uber die Mikropumpen (Alzet 1007D®) wurden entweder 5ug FGF-2 in 100ul PBS geldst bzw.
nur PBS gegeben.

11.1.6. Ligatur bei sv129 Mausen

Da die FGF-2-manipulierten M&use einen 129sv Hintergrund besitzen, benutzten wir 10 weib-
liche und 9 mannliche 129sv Mause als Kontrollgruppe fur die Ergebnisse der Ligatur (s.
[11.2.2.1) bei der FGF-2-/- und FGF-2 w.t.- Gruppe. Die sv129 Mause waren 1 Monat alt und
wogen durchschnittlich 24,2 g.

11.1.7. Mikrosphéaren-Gruppe

Zur Untersuchung der Moglichkeiten der Durchblutungsbestimmung mit fluoreszierenden Mik-
rosphéren wurden 7 GM-CSF-/- Mause benutzt. Sie waren ca. 2 Monate alt und wogen durch-
schnittlich 24,19.
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l1l. Methoden

l1I.1. Modell und anatomische Strukturen

Zur Untersuchung der Arteriogenese wurde ein Modell entwickelt, in dem das Wachstum der
praexistierenden Umgehungskreislaufe der A. femoralis bei Mausen geférdert bzw. gehemmt
werden kann®*'°, Es wurde die A. femoralis der rechten Hinterlaufe der Mause distal des Ab-
gangs der A. profunda femoris ligiert und die Entwicklung der Kollateralgefal3e mit der linken,
nicht ligierten Seite verglichen. Durch die Ligatur der A. femoralis sinkt der Druck distal der
Einmindung der Umgehungsgefal3e in die A. femoralis superficialis, was zu einem erh6hten
Blutfluss in den zu untersuchenden Kollateralen fihrt. Die A. femoralis besitzt mehrere prae-
xistierende Umgehungskreislaufe, die bei Verschluss des GefaRlumens die Blutversorgung der
distalen Gewebe bis zu einem gewissen Grad ibernehmen kdnnen. Eine Skizze des Operati-

onsgebietes bietet die Abbildung 2.

Abbildung 2: Skizze des Operationsgebietes: (1)
Aorta, (2) A. iliaca communis, (3) A. femoralis, (4)
A. poplitea, (5) A. profunda femoris, (6) Kollateral-
gefal3, (7) A. circumflexa femoris medialis, (8) A.
femoralis superficialis

Wegen ihrer guten Zuganglichkeit und ihrem regelmaRigen Vorhandensein enthahmen wir zur
weiteren Untersuchung hauptsachlich die beiden KollateralgeféaRe aus den Musculi semitendi-

nosus und gracilis anticus (zur ndheren Bezeichnung der Muskeln siehe IV.1.).

l11.2. Operationen
111.2.1. Narkose

Die Versuchstiere wurden 15 Minuten vor Versuchsbeginn durch die intraperitoneale Gabe
von Ketamin 0,065 mg/g Korpergewicht (Ketaminhydrochlorid, medistar, BRD) und Xylazin
0,013 mg/g Kdorpergewicht (Xylazinhydrochlorid, medistar, Holzwickede) narkotisiert. Im Allge-



I1l. Methoden -10 -

meinen hielt die Narkose 30-45 Minuten an, was fir die verschiedenen Untersuchungen und
Operationen ausreichte. Gegebenenfalls konnte die Narkose problemlos durch erneute Gabe

einer geringeren Dosis verlangert werden.

111.2.2. Operationstechniken
Es wurden verschiedene Operationen im Bereich des Oberschenkels durchgefuhrt: distale Li-

gatur der A. femoralis, proximale Ligatur der A. femoralis und Implantation der osmotischen

Mikropumpe.

[11.2.2.1. Distale Ligatur der A. femoralis
Um das Wachstum der zu untersuchenden KollateralgefaRe der A. femoralis auszuldsen,

wurde diese Arterie distal des Abgangs der A. profunda femoris ligiert. Da es sich um sehr klei-
ne Strukturen handelt, wurde zum Operieren ein Mikroskop (OPMI 1-FR, Carl Zeiss Jena,

Deutschland) benutzt.

Nach der Hautdesinfektion mit PVP-Jod (medistar, Deutschland) wurde ein Hautschnitt
durchgefiihrt. Weiter wurde das Binde- und Fettgewebe der Mammae abdominalis zur Seite
geschoben und die GefaRe dargestellt. Die A. femoralis wurde dann vorsichtig von Nerv und
Vene in diesem Bereich getrennt. Die Ligatur der A. femoralis wurde proximal der Abzweigung
der A. poplitea und distal des Abgangs der A. profunda femoris gesetzt. Benutzt wurde ein nicht
resorbierbarer Seidenfaden (Ethicon K890 6-0 (1 metric), Perma-Hand®, Johnson & Johnson
Ltd., USA). In Abbildung 2 werden die anatomischen Bedingungen nach der Ligatur der A. fe-

moralis dargestellte werden.

Anschlielend wurde die Wunde durch eine Hautnaht (Ethicon K890 5-0, Johnson & Johnson

Ltd., USA) verschlossen und anschlieRend die Beweglichkeit des Hinterbeines tberprift.

Postoperativ wurden 1-2 Hub 10%iges Xylocain-Spray (Astra, Wedel) als Oberflachenanés-

thetikum appliziert. Die Dauer der Operation betrug durchschnittlich 10 Minuten.

[11.2.2.2. Proximale Ligatur der A. femoralis
In einer kleinen Untergruppe wurde die Kollateralgefaf3bildung der A. femoralis und der A. ilia-

ca untersucht. Hier wurde die Ligatur proximal des Abgangs der A. profunda femoris und distal

der Bifurkation der A. iliaca interna gesetzt (s. Abbildung 3).

Nach der Narkose (s. 11.2.1.) wurden die GefaRe im Bereich der A. femoralis dargestellt. Das

weitere Procedere entsprach dem der distalen Ligatur (s.111.2.2.1.).
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Abbildung 3: Ligatur der A. femoralis proximal
des Abgangs der A. profunda femoris(1) Aorta, (2)
A. iliaca, (3) A. femoralis, (4) A. poplitea, (5) A.
profunda femoris, (6) Kollateralgefa3, (7) A. cir-
cumflexa femoris medialis, (8) A. femoralis superfi-
cialis, (9) A. pudenda externa

[11.2.2.3. Implantation der osmotischen Mikropumpe Alzet® 1007D
Um den Einfluss verschiedener Wachstumsfaktoren auf die Kollateralentstehung in vivo beo-

bachten zu kénnen benutzten wir osmotische Mikropumpen. Diese ermoéglichen die Dauergabe
eines Stoffes in einer konstanten intravaskularen Konzentration Uber einen definierten Zeitraum.
Ein weiterer Vorteil dieser Methode ist die direkte Gabe der Wirkstoffe in die zu untersuchende

Arterie unter Umgehung des first-pass-Effektes.

In unserem Modell wurden die Mikropumpe Alzet 1007D (Alzet Corp., Palo Alto, USA) (s.
Abbildung 4) verwendet. Die Pumpe fordert Uber einen Zeitraum von 7 Tagen eine Stoffmenge
von 0.50+0.02 pl pro Stunde. Uber einen Katheter wird der Wachstumsfaktor direkt in die A.
profunda femoris gefuihrt. Der Katheter verschlief3t die A. femoralis distal des Abgangs der A.

profunda femoris.

®
Gn—

Abbildung 4: Osmotische Mikropumpe ALZET® und Querschnitt. Rechtes Bild: Wir benutzten das kleins-
te Modell ALZET 1007D (Lange 1,5 cm, Durchmesser 0,6 cm, Gewicht 0,4 g, Gesamtvolumen 0,5 ml,
Fullungsvolumen 0,1 ml); linkes Bild: Querschnitt der osmotischen Mikropumpe(1) semipermeable Au-
Renmembran, (2) osmotisch aktiver Stoff, (3) mit der zu applizierenden Flussigkeit gefillter, komprimier-
barer Raum, (4) Metallrohr, an das der Katheter angeschlossen wird. (Quelle: www.alzet.com)

Entsprechend den Vorgaben des Herstellers wurden die osmotischen Mikropumpen 3 Stun-

den vor der Implantation in sterile PBS gelegt, damit sich der osmotisch aktive Stoff aufladen
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kann. Anschlielend wurden die Mikropumpen mit dem zu applizierenden Stoff gefullt. Aus Po-
lythene-Schlauch (0.58 mm Innendurchmesser, 0.96 mm AulRendurchmesser, Portex Ltd., Eng-
land) wurden ca. 0,2 mm dinne Katheter hergestellt und im Formaldehyd-Schwenkverfahren
sterilisiert. Kurz vor der Operation wurde der Katheter blasenfrei mit dem zu applizierenden
Stoff geflillt. Alle Flussigkeiten wurden vor der Pumpenfillung gefiltert (0.22 um Millipore-Filter,
Millepore Corporation, Bedford, USA).

Die benutzte phosphate buffered solution-Lésung (PBS-L6sung) wurde selbst hergestellt. Ei-
ne Stammldsung wurde aus 5 Liter destilliertem Wasser und 397,40 g NaCl, 10,00 g KCl, 10,00
g KH,PO, und 88,75 g Na,HPO, -(H,O) (alle Komponenten von Firma Merck, Deutschland)
zusammengestellt und geldst. AnschlieRend wurden 0,5 Liter dieser Stammldsung in 4,5 Liter

Wasser (aqua dest.) verdinnt und der pH-Wert auf 7,4 eingestellt.

Nach der Narkotisierung der Versuchstiere (s. 111.2.1) wurden die Gefalie im Bereich der A.

femoralis dargestellt.

Anschlieend wurde ein Hautschnitt im Bereich der rechten Scapula durchgefihrt, die Haut
nach proximal stumpf prapariert und ein Hautsack gebildet, in den die Pumpe implantiert wurde.
Zum Hautschnitt hin wurde unter der Haut ein kleiner Kanal stumpf abgehoben, durch den dann

der Katheter durchgefuihrt wurde. Anschlielend wurde dieser Bereich wieder vernaht.

Die A. femoralis wurde im Bereich der Abgénge der A. profunda femoris und der A. poplitea
freilegt, vom umgebenden Bindegewebe befreit und vorsichtig von Nerv und Vene getrennt.
Distal wurde die A. femoralis superficialis vor dem Abgang der A. poplitea mit einem 5-0 Faden
durch doppelten Knoten ligiert und damit der Blutfluss unterbunden. Dabei ist darauf zu achten,
dass der Abgang der A. poplitea offen bleibt. Die A. femoralis superficialis wurde mit einem Fa-
den im Bereich proximal des Abgangs der A. profunda femoris fixiert und der Blutfluss nach
distal unterbunden. Ein dritter Faden wurde zwischen den beiden anderen platziert. Er diente
zur Fixierung des Katheters in der Arterie. Die Arterie wurde mit einer feinen Gefafl3schere vor-
sichtig oberhalb des distalen Knotens geéffnet, der Katheter in seiner Lange angepasst, in die
Arterie eingefiihrt und mit dem mittleren Faden fixiert. Durch Losen der proximalen Fixierung
wurde die Blutzufuhr wieder ermdglicht. Die Dichtigkeit des Katheters und das Fllen des Ka-
theters mit arteriellem Blut wurde Uberprift. Ein Schema der postoperativen Situation zeigt
Abbildung 5.

Die Spitze des Katheters darf weder den Abgang der A. femoralis profunda verstopfen noch
weit von ihm entfernt sein, um den Blutfluss zu garantieren und die Bildung von Appositi-
onsthromben zu vermeiden. Es ist auch wichtig, dass die Vena femoralis nicht durch einen zu
starren Katheter zugedrickt wird und dadurch der vendse Ruckfluss behindert wird. Wahrend
der Operation wurde ein Austrocknen des Gewebes durch regelméRiges Betropfen des Opera-

tionsgebietes mit NaCl-Losung verhindert.
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Abschlieend wurde noch einmal die Lage des Katheters in der Arterie und die Fillung der A.
profunda femoris kontrolliert. Der Hautschnitt wurde vernaht und besonders auf die Beweglich-
keit der Hinterlaufe nach der Hautnaht geachtet. Am Ende der Operation wurden noch Xylocain-
Spray (2-3 Hub) auf die Nahte appliziert und die Tiere bis zum Aufwachen beobachtet. Alle wei-
teren postoperativen MalBhahmen wurden wie bei den oben genannten Operationen durchge-
fahrt (s. 1ll.2.2.4). Je kirzer die Operation, desto schneller erholten sich die Mause von dem

Eingriff und desto schneller benutzten sie wieder ihre Hinterlaufe wie die ligierten Mause.

Micropumpe mit
Katheter

Abbildung 5: Implantation der osmotischen Mik-
ropumpe ALZET® mit Katheter in die A. femoralis:
(1) Aorta, (2) A. iliaca, (3) A. femoralis, (4) A.
poplitea, (5) A. profunda femoris, (6) Kollateralge-
fal, (7) A. circumflexa femoris medialis, (8) A.
femoralis superficialis

[11.2.2.4. Postoperative MalRhahmen
Nach der Operation wurde die Beweglichkeit der operierten Extremitat Gberprift und die Maus

wahrend der Aufwachphase vor dem Auskihlen geschitzt.

Bei Mausen mit Pumpenimplantation wurde direkt postoperativ und am 3. postoperativen Tag
wurde zusatzlich eine Antibiotikaprophylaxe mit 0,125 mg Gentamycin® (cp-pharma, Deutsch-

land) subkutan durchgefuhrt.

Die Mause wurden in Standardkafigen (15 x 22 cm) und bei normaler Ernahrung (Trockenfut-
ter und Wasser ad libitum) in Dreier-Gruppen gehalten. Regelmé&Rig wurden die operierten Ex-
tremitaten, der Allgemeinzustand und eventuelle Korpergewichtsveranderungen der Maus kon-

trolliert, um frihzeitig auf Erkrankungen reagieren zu kdnnen.

111.3. Auswertungsmethoden
Die Versuchstiere wurden direkt vor der Operation, direkt im Anschluss, am 3., 7., 14. und 21.

postoperativen Tag untersucht. Jedes Mal wurde die Bestimmung der Hamoglobin-Sauerstoff-
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Sattigung und der Gewebsdurchblutung mit dem Laser-Doppler Imaging (LDI) durchgefihrt.
Beide Untersuchungen sind nicht invasiv und stellen fiir die Tiere, auBer der nétigen Narkose,
keine weitere Belastung dar. Tiere mit Nekrosen der Pfoten wurden ausgeschlossen. Unter-

gruppen wurden am 28. Tag (sv129) und nach 6 Monaten untersucht.

Bei den terminalen Versuchen wurden zuerst die nicht invasiven Untersuchungen durchge-
fuhrt. AnschlieBend wurde bei den bereits narkotisierten Mausen die kontralaterale A. femoralis
okkludiert und die Tiere getotet, die Mikrospharen Uber die Aorta descendens gespritzt, mit

Formaldehyd perfusionsfixiert und abschlieRend das Kontrastmittel infundiert.

Danach wurden die kontrastierten Gefaf3e fotografiert, Rontgenaufnahmen gemacht, die Pra-
parate entnommen und spater eingebettet, geschnitten, gefarbt, mikroskopisch analysiert und

anschliel3end morphometrisch ausgewertet.

111.3.1. Hamoglobin-Sauerstoff-Sattigung

Die Hamoglobin-Sauerstoff-Sattigung wurde mit einem AbTisSpec® Spektrometer an den

narkotisierten Mausen unter standardisierten Bedingungen durchgefuhrt.

Die Sauerstoffspannung im Gewebe ist ein zuverlassiger Indikator der Gewebsdurchblu-
tung’®**. Durch die Verbindung des Hamoglobins mit Sauerstoff &ndert sich das Absorptions-
spektrum im Vergleich zu ungesattigtem Hamoglobin. Diese unterschiedlichen Absorptions-
spektren kénnen zur nichtinvasiven transdermalen Bestimmung der H&amoglobin-
Sauerstoffsattigung benutzt werden, um so Rickschlisse auf die Durchblutung ziehen zu kén-
nen. Die Sauerstoffkonzentration des Gewebes wurde durch Trennen der Lichtwellenspektren
von gesattigtem und ungesattigtem Hamoglobin im Langenwellenbereich zwischen 500 und 620
nm festgestellt. Die Software errechnete Werte fur die Gewebssauerstoffsattigung und relative

Hamoglobinkonzentration, welche dann als zeitlichen Verlauf gespeichert wurden.

Zur Datenerfassung wurde von der Firma LES Medizintechnik GmbH ein speziell fur Mause-
pfoten geeigneter Sensor bzw. eine Lichtquelle entwickelt. Uber ein Glasfaserkabel wird weilzes
Licht an die runde, ca. 4 Millimeter breite Sonde geleitet. Die Messfasern befinden sich im Um-
kreis von 1 Millimeter um die im Zentrum liegende Lichtquellen. Die Sonde wurde direkt auf die
Pfote gehalten und das riickgestrahlte Licht durch die Messfaser erfasst. Dadurch ergab sich

das Absorptionsspektrum des Hamoglobins (s. Abbildung 6 und Abbildung 7).

Zuerst wurden die Mause narkotisiert (s. 111.2.1.) und zur Standardisierung der kutanen
Durchblutung der Extremitaten in einer Warmekammer (konstante Lufttemperatur 37<C) funf
Minuten aufgewarmt. Die Sonde wurde auf Hohe der fiinften Zehe ohne Druck direkt auf die
Pfote gehalten. Die Gewebssauerstoffsattigung und die relative Hamoglobinkonzentration der

beiden Pfoten wurden nacheinander gemessen. Messzeitpunkte waren direkt vor und nach der
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OkKklusion der A. femoralis und 3, 7, 14 und 21 Tage nach der Operation. Kleinere Untergrup-
pen wurden auch am 28. Tag untersucht (sv12-Mause). Zusatzlich wurden einige Balb/c-Mause

nach 6 Monaten erneut untersucht.

Messbereich der Sonde zur
O Bestimmung der Hamoglobin-

Sauerstoffsattigung

Abbildung 6: Messbereich der Hamoglobin-Sauerstoffsattigung
Q
O

O OO
\O

Abbildung 7: Aufbau des Sondenkopfes der Sauerstoffsattigungsmessung(LES Medizintechnik)

Light Detectors|

111.3.2. Laser-Doppler-Imaging

Das Laser-Doppler-Imaging ist eine weitere nichtinvasive Methode, die schon bei anderen
Gruppen zu Durchblutungsmessung benutzt wurde*'. Die Gewebsdurchblutung wird dabei an-
hand des Doppler-Effektes bestimmt. Im Gegensatz zu unbewegten Teilchen, andert sich die
Frequenz des reflektierten Lichts bei bewegten Teilchen wie z.B. Erythrozyten (Doppler-Effekt).
Zur Bestimmung der Durchblutung nutzt man die Tatsache, dass die Frequenzénderung dabei
auch von der Geschwindigkeit der Teilchen - sie verandert die Richtung und den Betrag der
Reflexion - abhangt. Die Intensitat des reflektierten Lichts entspricht der Anzahl bewegter Teil-
chen in einem definierten Bereich bei einem als konstant vorausgesetztem Hamatokrit. Die
Software des LDI wandelte die gewonnenen Daten in ein farbkodiertes Bild der relativen Gewe-
bedurchblutung um (s. IV.1.1.).
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Aussagen in bezug auf den Absolutwert des Flusses in der Extremitat sind nicht mdglich. Hin-
zu kommen unterschiedliche Faktoren wie Behaarung, Pigmentierung und Dicke der Haut oder
Hamoglobingehalt des Blutes, die die Messung beeinflussen. Um diese Stoérfaktoren zu mini-
mieren, wurden auch tote Mause gemessen und dieser ,background” oder ,Hintergrundsrau-
schen” von den in vivo gemessenen Werten abgezogen. Die Messwerte werden daher in nicht
festgelegten Einheiten angegeben und die Durchblutung der Extremitéten des einzelnen Tieres
im Verhaltnis zueinander verrechnet. Wir benutzten einen Color-Laser-Doppler-Gerat MLDI
5115 (Moor Instruments Ltd. Devon, GB) mit einem Helium-Neon-Laser mit der Wellenldnge A =
632,8 nm und der entsprechenden Software (moorLDI V3.0). Der Laser wurde 20 cm von den
Hinterlaufen der betaubten Mause entfernt platziert und ein Bereich von circa 2 x 2 cm mit einer
Geschwindigkeit von 4 Pixel/s abgetastet. Die Auflésung des Bildschirmes betrug 256 x 256
Pixel. Der Computer errechnete fur jeden Pixel einen Wert, der einer relativen Durchblutung

entsprach.

Mit Hilfe der Software wurden die Pfoten umfahren und ein Mittelwert errechnet (s. Abbildung
8). Bei allen Versuchstieren wurde eine transdermale Messung des Blutflusses vor der Ligatur,
direkt postoperativ, am 3., 7., 14. und 21. Tag, und teilweise auch am 28. Tag (sv129-Mause),
durchgeflhrt. Zusatzlich wurden einige Balb/c-Mause nach 6 Monaten erneut untersucht. Hier-
zu wurden die Versuchstiere narkotisiert (s. 111.2.1.), 2 Minuten in einer geschlossenen klimati-
sierten Kammer mit Doppelwanden und 37 Lufttemperatur aufgewarmt und die Pfoten

abgetastet.

Abbildung 8: Umfahrener Messbereich der Pfoten bei der LDI-Auswertung
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Abbildung 9: LDI mit Messkammer

Bei der Untersuchung mit dem LDI nach Entfernen der Haut kann man semiquantitative Daten
Uber den Blutfluss in ausreichend gro3en GeféaRen bekommen. Dazu wurde bei der narkotisier-
ten Maus im Oberschenkelbereich die Haut entfernt und die GefalRe, ohne das Bindegewebe zu
verletzen oder austrocknen zu lassen, dargestellt. Um die gewachsenen Kollateralgefalle mit
den préaexistierenden Kollateralen vergleichen zu kénnen, wurde die kontralaterale A. femoralis
okkludiert (s. 111.2.2.1.). AnschlieRend wurde der freigelegte Bereich mit dem LDI abgetastet und
der Blutfluss gemessen.

Da diese Untersuchung fur das Tier einen gréReren Eingriff bedeutet und nicht beliebig oft

wiederholt werden konnte, wurde er nur vor der terminalen Versuchsreihe durchgefuhrt.
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111.3.3. Quantifizierung des Blutflusses mit fluore  szierenden

Mikrospharen
Anhand der Verteilung der Mikrospharen im Gewebe lasst sich der Blutfluss nur semiquantita-

tiv definieren®’. Wir bestimmten durch Auszahlung der Mikrosphéren im Gewebe den relativen
Flussunterschied zwischen den Pfoten. Die Mikrospharen wurden in die Aorta descendens inji-
ziert und verteilten sich dann entsprechend der Durchblutung im Gewebe. Bedingt durch ihren
Durchmesser (15 pum) bleiben die Mikrospharen in die Arteriolen stecken und lassen sich dank
ihrer Fluoreszenz unter dem Mikroskop auszahlen. Verglichen werden sollte die unterschiedli-
che Verteilung der Mikrosphéren in den Mm. gastrocnemii der okkludierten und der nicht ligier-
ten Seite. Als Kontrolle der seitengleichen Verteilung der Mikrosphéaren dienten die Nieren als

paarige, proximal der Flussunterbrechung gelegenen Organe mit hoher Durchblutung.

Die Versuchstiere wurden narkotisiert (s. I11.2.1.) und eine Ligatur der linken, intakten A. femo-
ralis (s.I11.2.2.1.) durchgefiihrt. Damit konnte man den Blutfluss in den gewachsenen Kollatera-

len mit dem der praexistierenden vergleichen.

Dann wurde das Versuchstier mit einer Uberdosis Narkosemittel getétet. Zusatzlich wurden
200-250 |.U. Heparin (100 I.E., Liguemin® N 25000, Roche, Deutschland) intraperitoneal iniji-
ziert, um ein Verstopfen der Kapillaren durch Thromben zu verhindern. Sofort nach der Uberdo-
sis bedingtem Atemstillstand der Maus wurde der Thorax geotffnet, die Aorta descendens mit
einem Plastikschlauch (Portex Polythene Tubing; 0,58 mm ID; 0,96 mm OD; SIMS Portex Ltd.,
GroR Britannien) bis proximal des Diaphragmas kanuliert und mit einem Faden fixiert. Um einen

vendsen Abfluss zu ermdglichen, wurde das rechte Herzohr angeschnitten.

Die Mikrosphéaren (FluoSpheres® polystyrene microspheres 15 pum red fluorescent, Molecular
Probes, Leiden, Niederlande) befanden sich in einer 0,02%igen Tween-Ldsung, die zusatzlich
in 5 ml PBS mit 0,2% Adenosin (Sigma Aldrich, Deutschland) verdiinnt und wahrend 30 Sekun-

den in einem Ultraschallbad in Suspension gebracht wurde.

Durch den Aortakatheter wurde dann entsprechend den Erfahrungen anderer Gruppen* 0,25
ml der Losung (entspricht einer Anzahl von 50000 Mikrospharen) als Bolus bei 100 mmHg, ge-
messen proximal des Katheters mit einem Drucksensor (Dieffenbach U5, Deutschland), gege-

ben. AnschlieRend wurde das Gewebe perfusionsfixiert (s. 111.3.4.).

Die Muskeln und Nieren wurden zum Wasserentzug und Vermeidung von Kristallbildung beim
Einfrieren in 20% Saccharose-Lésung gegeben, in der Mitte zerschnitten und aufgeklappt mit
Tissue-Tek® (O.C.T. Compound 4583, Miles, USA) auf die Schlitten aufgeblockt. Anschliel3end
wurden die Préaparate schrittweise eingefroren (zuerst in Methylbutan bei -130°C vorgekiihlt und
dann in flussigen Stickstoff gegeben). Die Kryopraparate wurden dann mit einem Leica CM
3000 Kryomicrotom (Leica, Deutschland) bei -20C 10 um dick geschnitten. Die Schnitte wur-

den auf bei Zimmertemperatur gelagerten, gelatinebeschichteten Glasobjekttrager gesetzt. Zur
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Fixierung wurden 100%-Aceton (10 min bei 20C) oder 4%-Formaldehyd (20 min bei 20C)

verwendet.

111.3.4. Perfusionsfixierung
Gleich nach der Gabe der Mikrosphéren wurde Uber die kanulierte Aorta mit kérperwarmer

PBS-LOsung das bereits heparinisierte Blut aus den Gefal3en gespilt. Um eine maximale
Dilatation der GeféafRe zu erreichen, wurden im PBS zusatzlich 0,2% Adenosin (Sigma, St.
Louis, USA) gelost. Um das gesamte Blut auszuwaschen, wurden die Gefale 3 Minuten lang
bei einem konstanten Druck von 100 mmHg (kontrolliert mit Dieffenbach U5, Frankfurt/M.,

Deutschland) gespiilt.

Danach wurde die Maus mit 2%iger Formaldehyd-L6&sung bei konstantem Druck (100 mmHg)
3 Minuten lang perfusionsfixiert. Zur Herstellung der Formaldehyd-L6sung wurde 40g des
schwer l6slichen Formaldehydpulvers (Merck, Deutschland) in einer stark alkalische NaOH-
Losung (pH 12-13) aufgeldst. Die sedimentierten Kristalle wurden verworfen und dann der pH-

Wert auf 7,4 eingestellt. Die Lésung wurde bis zur weiteren Benutzung eingefroren.

Das Formaldehyd vernetzt die Proteine untereinander und fihrt zu einer anhaltenden Fixie-
rung. Durch die Diffusion des Formaldehyds vom Lumen aus kommt es zur Fixierung der Ge-
faBwand und der zu untersuchenden Strukturen. Eine gute Kontrolle der Fixierung ist das Ver-

steifen der hinteren Extremitaten.

Anschlielend musste das verbleibende Formaldehyd durch erneutes Spulen mit PBS-Lésung
(100 mmHg wahrend 3 Minuten) aus den GefalRen entfernt werden, da es zu einer Verklum-

pung der Gelatine des Kontrastmittels fihren kann und die Kapillaren verstopfen wirde.

Als letztes wurde Uber die kanulierte Aorta das korperwarme Kontrastmittel gegeben.

111.3.5. Angiografie

Direkt nach der terminalen Versuchsreihe wurde eine Angiografie durchgefiihrt. Zur Herstel-
lung des Kontrastmittels wurden 30 g Wismut(lI)nitrat-pentahydrat (Sigma-Aldrich, Deutsch-
land) in 100 ml 18%iger NaCl-Lésung unter standigem Ruhren aufgeldst. Durch Zugabe von
konzentrierter Salzsdure wurden die restlichen Kristalle aufgelst. Die Flussigkeit wurde dann
langsam in 5 Liter Wasser (aqua dest.) gegeben und verruhrt . Dabei kristallisierte das Wismut-
Chlorid aus. Anschliel3end lie3 man die entstandenen Kristalle sedimentieren, um sie bei 6000
Umdrehungen pro Minute fir zu 10 Minuten zentrifugieren. Der Uberstand wurde verworfen und
das gewonnene Sediment mit 10%-iger Gelatine im Verhéltnis 1:1 bei 40C gemixt. Das Ge-
misch wurde anschlieend gefiltert, um Gelatineklumpen zu entfernen. Das Kontrastmittel kann

langere Zeit bei 4C aufbewahrt werden. Vor Gebrauch das Gemisch auf 37C im Wasserbad
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erhitzen. Wismut absorbiert wegen seiner hohen Ordnungszahl sehr gut die Rontgenstrahlen

und liefert so einen guten Kontrast im Réntgenbild.

Das Wismut- Kontrastmittel wurde unter kontrolliertem Druck (100 mmHg, s.0.) tber die kanu-
lierte Aorta descendens zlgig injiziert. Beendet wurde die Kontrastmittel-Injektion zu Beginn der
Fullung des vendsen Systems, da dies die Interpretation der Réntgenbilder erschweren wiirde.
Dann wurden unter dem Mikroskop Haut und intraabdominelle Organe entfernt, um die Qualitat
der Bilder zu verbessern und ihre Interpretation zu erleichtern. Um das Erstarren der Gelatine

zu erreichen, wurden die Mause sofort auf Eis gekihilt.

Die Angiografien wurden mit einem Rontgengerat (Balteau, R6matec, Deutschland) mit einer
Spannung von 20 kV, einem Stromstarke von 8 mA und 40 s Belichtungsdauer auf AGFA
STRUCTURIX ISO 9001- Filmen abgebildet. Zusatzlich wurden Aufnahmen gemacht, bei de-

nen das gesamte Praparat mit Wasser bedeckt war und die Belichtungsdauer 2 Minuten betrug.

111.3.6. Fotografie und Probeentnahme
AnschlieRend an die Réntgenaufnahmen wurden die oberflachlich sichtbaren Gefal3e der Hin-

terlaufe unter dem Stereoskop mit einer Spiegelreflex-Kamera (CONTAX 167 MT-Fotokamera)
fotografiert. Auf diesen Bildern konnten die entstandenen Kollateralen von den praexistierenden

Kollateralen der unbehandelten Seite unterschieden werden.

Zur Entnahme der entstandenen KollateralgefalRe wurden dann die oberflachlichen Muskeln
(M. gracilis anticus und M. semitendinosus) freiprapariert und die Gefal3e mit dem umgebenden
Muskelgewebe herausgeschnitten. Die gewonnenen Proben wurden dann mit 3%igem Gluta-

raldehyd (Merck, Deutschland) fixiert und bei 4°C bis zur Einbettung aufbewahrt.

111.3.7. Einbettung

Die entnommenen Praparate wurden mit Formaldehyd perfusionsfixiert und anschlieRend mit
Glutaraldehyd immersionsfixiert. Daher mussten sie zuerst mehrmals mit PBS-Lésung gewa-
schen werden. AnschlieRend erfolgte ein mehrmaliges Spulen der Praparate wahrend 24 Stun-

den mit Natrium-Cacodylat-Pufferlosung (0,1 M, pH 7,4, 400 mosmol).

Die gewaschenen Préparate wurden anschlieend mit Osmiumtetroxid stabilisiert und in E-
pon, einem monomeren Epoxid-Kunstharzgemisch, eingebettet. Benutzt wurde dazu ein Ein-
bettautomat (Lynx Microscopy Tissue Processor, Reichert-Jung, Deutschland), der zuerst die
Proben mit Osmiumtetroxid stabilisierte, dann in einer aufsteigenden Alkoholreihe das Wasser

entzog und anschlieend in Kunstharz einbettete:
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1.)  Osmiumtetroxid in PBS (Verhdltnis 2:3) 120 min bei 20C
2) PBS 15 min bei 20C
3) PBS 15 min bei 20C
4) PBS 15 min bei 20C
5.)  Alkohol 30%ig 15 min bei 20C
6.)  Alkohol 50%ig 30 min bei 20C
7.)  Alkohol 70%ig 30 min bei 20C
8.)  Alkohol 90%ig 30 min bei 20C
9.)  Alkohol 100%ig 30 min bei 20C
10.) Alkohol 100%ig 30 min bei 20C
11.) Propylenoxid 15 min bei 20C
12.) Propylenoxid 15 min bei 20C
13.) Propylenoxid/Epon (Verhaltnis 1:1) 60 min bei 20T
14.) Epon 60 min bei 37C
15.) Epon 60 min bei 37C
16.) Epon 15 min bei 37C

AnschlieBend wurden die Praparate zur Polymerisation des Epon 3 Tage bei 56C aufbe-
wahrt. Nach dem Aushérten des Epons konnten die Proben geschnitten werden. Das Epoxyd-
harz wurde aus folgenden Substanzen der Firma LADD Research Industries, USA in den ent-
sprechenden Mengen zusammengesetzt:

22,0 ml LX-120 (Harz)

17,3 ml DDSA (Dodecenylbernsteinsdureanhydrid, Harter)

8,1 ml NMA (Methylnorbonen-dicarbonsaureanhydrid, Harter)
0,7 ml DMP-30 (Tris-(dimethylaminomethyl)-phenol, Katalysator)

Die einzelnen Komponenten wurden zusammengegeben, verrithrt und in die entsprechenden
Behalter des Einbettautomates Lynx Microscopy Tissue Processor (Reichert-Jung, Deutsch-

land) gegeben.

111.3.8. Lichtmikroskopie

Fur die Gewebsanalyse im Bereich der Lichtmikroskopie gentigten 0,5 - 1,0 um dicke Semi-
dinnschnitte, die mit einem Mikrotom ULTRACUT-E (Reichert-Jung, Deutschland) mit Glas-

messern angefertigt wurden.

Es wurde besonders darauf geachtet, dass die Praparate quer zum Verlauf der Muskelfasern
und der Kollateralgefal3e geschnitten wurden, um die morphometrische Auswertung moglichst
zu standardisieren. Die Schnitte wurden mit Toluidinblau geféarbt. Dadurch wurden alle basophi-

len und zusatzlich alle osmiophilen Strukturen angeféarbt.

Zur Herstellung der Toluidinblau-Lésung wurden 6,5 g Toluidinblau (Merck, Deutschland) in
650 ml Wasser (aqua dest.) gel6st (1%ige gesattigte Stammlésung) und anschlie3end filtriert.
Durch Verdiinnen mit aqua dest. erhédlt man eine 0,5 %ige Gebrauchslosung, deren pH-Wert

mit NaOH auf 11,4 eingestellt wurde.
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Die 0,5%ige Farbeltsung (pH 11,4) wurde auf die Schnitte gegeben, 2-3 Minuten auf einer
Warmeplatte getrocknet, die restliche Toluidinldsung abgewaschen und die Schnitte anschlie-

Rend mit Entellan® (Merck, Deutschland) eingedeckelt®.

Mikroskopiert wurde mit einem Leica DM-RB Mikroskop (Leica, Deutschland) und Bilder zur
spateren Morphometrie mit einer Digitalkamera Leica DC 2000 (Leica, Deutschland) aufge-

nommen.

111.3.9. Transmissionselektronenmikroskopie
Fur die elektronenmikroskopische Analyse der in Epon eingebetteten Kollateralgefalie wurden

mit einem Mikrotom (ULTRACUT-E, Reichert-Jung, Deutschland) 50 nm diinne Schnitte ange-
fertigt und auf einem Kupfergrid aufgefangen. Nach dem Trocknen erfolgte die Kontrastierung
durch zweiminltiges Eintauchen in 3%ige Uranylacetatlésung und anschlieRendes Waschen
mit aqua dest. Weiter wurde mit Bleicitrat Gber zwei Minuten kontrastiert, erneut gewaschen und
abschlieRend getrocknet. Die Blei-Zitrat-Losung (nach Reynolds) wurde durch Auflésen von
1,33 g Blei-lI-Nitrat (Pb(Nos),) und 1,76 g Natrium-Citrat in 30 ml aqua dest. Hergestellt. Die
Flissigkeit wurde ca. 1 Stunde geschiittelt, um eine Suspension zu ergeben. Anschlie3end
wurden 8,0 ml NaOH (1N) zugegeben und mit aqua dest. auf 50 ml aufgefiillt. Ein pH-Wert von
12 wurde eingestellt. Die Gebrauchslésung stellte man aus 10 ml Stammlésung, 10 ml aqua
dest. und 14 Tropfen NaOH zusammen. Der pH Wert sollte gro3er als 11 sein. AnschlielRend
wurde mit Millipore-Filter (0,2p) filtriert. Da die Lésung lichtempfindlich ist und mit CO, der Luft

reagiert (Tribung), musste sie in luftdichten braunen Behéltern aufbewahrt werden.

Durch das Binden des Osmiumtetroxids an die Lipide und Proteine der Zellen wurden diese
bereits bei der Einbettung stabilisiert. Die Schwermetalle der Kontrastierung erméglichen nun

die Bildgebung im Elektronenmikroskop, da sie die Elektronen absorbieren.

Mit einem Philips CM 10 Transmissionselektronenmikroskop wurden anschlie3end die Ultra-
strukturen in den Zellen untersucht. Mit einer integrierten Kamera (Kodak 35mm 5302 Rollfiime)
wurden die Befunde dokumentiert. Wichtig fur die Beurteilung der Zellveranderungen waren hier
die ultrastrukturellen Veréanderungen wie das raue endoplasmatische Retikulum in den Endo-
thelzellen, die Lamina elastica interna, die glatten Muskelzellen und Fibroblasten der Media

sowie die Zellen im paravaskularen Gewebe.

111.3.120. Morphometrie

Zur morphometrischen Analyse der Kollateralgefalle wurden 1 pm dicke Semidinnschnitte
benutzt. Es wurde darauf geachtet, dass die Schnitte quer zum Verlauf der GefaRe und Muskel-

fasern verliefen. Die Schnitte wurden unter dem Leica DM-RB Mikroskop (Leica, Deutschland)
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betrachtet und die im Muskel verlaufenden Kollateralgefaf3e mit einer Digitalkamera Leica DC

200 (Leica, Deutschland) zur weiteren Untersuchung aufgenommen.

Wegen der Korkenzieherform der Kollateralgefaf3e wurden die Gefale in den Schnitten selten
senkrecht zu ihrem Verlauf geschnitten, sondern eher in eine elliptische Schnittflache. Dadurch
war es noétig, den Umfang der Ellipse und dessen kleinsten Radius zu errechnen. Diese kiirzes-
te Achse wurde dann als eigentlicher GefaRradius bzw. -durchmesser genommen. Die Auswer-
tung der so gewonnenen Bilder wurde mit dem Softwareprogramm NIH Image 1.62 (fiir Apple
Macintosh) durchgefiihrt. Hierzu wurde die Endothelgrenze zum Gefal3lumen umfahren. Die
Software errechnete aus dieser markierten Linie den Umfang einer idealen Ellipse. Die Mittel-
werte der Kollateraldurchmesser wurde zu verschiedenen Zeitpunkten erfasst und die Ergeb-

nisse der einzelnen Gruppen untereinander verglichen.

111.3.11. Kapillarendichtebestimmung

Gemessen wurde die Gefalidichte in verschiedenen Muskelgruppen nach Verschluss der A.
femoralis. Ziel war es, festzustellen, ob distal der Okklusion Angiogenese stattfindet. Dazu wur-
de die A. femoralis okkludiert (s. I11.2.2.1.) und das Versuchstier nach sieben Tagen getotet.
Entnommen wurden die Mm. gastrocnemii und die Mm. graciles anticus bzw. semitendinosus
der okkludierten und der nicht okkludierten Seiten. Es wurden 5 um dicke Kryoschnitte quer
zum Muskelverlauf mit einem Leica CM 3000 Kryomicrotom (Leica, Deutschland) angefertigt,
auf beschichtete Objekttrager gegeben und mit TRICT-labeled Lektin (BS-1 Lectin, Sigma,
USA) die Endothelzellen gefarbt. Lektine binden an Polysacharide®. Diese Eigenschaft
ermdglicht, ohne Immunreaktion die Mukopolysacharidreiche Oberflachen von Endothelzellen
darzustellen. Fir jede Tierart gibt es ein oder mehrere spezifische Lektine, z.B. fir die Maus
das Lectin aus Bandeiraea simplifolia (BS-1, Sigma, USA). Mit einer Digital-Kamera (Leica
CM200) wurden Bilder der Schnitte aufgenommen und anschlielend die Menge der Gefalze mit
Hilfe der Software NIH Image 1.62 erfasst. Die Ergebnisse wurden in Gefal3e pro Quadratmilli-

meter ausgedriickt.

111.3.12. Statistische Auswertung

Die gewonnen Daten wurden mit dem Student t-Test statistisch ausgewertet. Unterschiede

wurden ab einer Signifikanz p <0,05 als statistisch relevant angesehen.



I1l. Methoden

-24 -



IV. Ergebnisse -25-

I\VV. Ergebnisse

IV.1. Anatomische Definitionen

IVV.1.1. Regelmalliiges Auftreten der Kollateralen in  definierten

Muskelstrangen
Da das Kollateralwachstum im Oberschenkel untersucht werden sollte, wollen wir hier die A-

natomie des Mausoberschenkels genauer definieren, zumal die Ergebnisse sehr von der

4538 nd den Anatomieatlanten®*** fanden wir keine

Okklusionsstelle abhéngen. In der Literatur
exakte Beschreibung bzw. widerspriichliche Angaben zur Strukturen im Oberschenkelbereich
der Maus. Zum Teil wurden nur die gréf3eren Strukturen beschrieben und die kleineren Geféalle
und Muskel nicht bezeichnet. Wir bezeichneten die einzelnen Muskeln und Gefal3e anhand der
Anatomie des Menschen® und der Nomina Anatomica Veterinaria. Die Bezeichnungen der
Strukturen, die im Rahmen dieser Arbeit benutzt wurden, sollen anhand der folgenden Abbil-
dungen definiert werden. Abbildung 10 zeigt die Muskeln im Operationsgebiet; in Klammern

stehen die von anderen Autoren benutzten Bezeichnungen.
Abbildung 11 und Abbildung 12 beschreiben die GefalRanatomie dieses Bereiches.

Die aus der Aorta (1; die Zahlen in Klammern beziehen sich auf Abbildung 12) entspringende
A. iliaca communis teilt sich in die A. iliaca interna (2), die wiederum die A. pudenda externa (4)
abgibt, und in die A. iliaca externa (3). Diese bildet auRerhalb des Abdomens die A. femoralis
(6), die A. circumflexa femoris lateralis (14) und weiter distal die A. circumflexa femoris media-
lis(15) abgibt, welche hauptséchlich den M. quadriceps (10-12 in Abbildung 10) versorgen.
Dann entspringen weiter distal, meistens mit einem gemeinsamen Stamm, die A. profunda fe-
moris (5), aus der die KollateralgefaRe der Mm. semitendinosus (4 in Abbildung 10) und gracilis
anticus (3 in Abbildung 10) -in alteren Atlanten als M. abductor cruris caudalis bezeichnet- ab-
gehen, und die die Bauchdecke und Corpora mammaria versorgende A. epigastrica superficia-
lis (16). Im Bereich des Kniegelenkes entspringt die A. poplitea (10) aus der A. femoralis, die als
A. femoralis superficialis (11) —auch als A. saphena bezeichnet- medial der Tibia weiter verlauft.
Die den M. gastrocnemius (1 in Abbildung 10) versorgende A. tibialis posterior (9) entspringt

aus der A. poplitea.
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Abbildung 10: Muskeln der rechten Hinterldaufe, mit Skizze (Namen in Klammern entsprechen Bezeich-
nungen anderer Autoren®*®): 1. M. gastrocnemius, 2. M. semitendinosus, 3. M. gracilis anticus (abductor
cruris caudalis), 4. M. semimembranosus, 5. M. semimembranosus (M. caudo femoralis), 6. Patella, 7.+8.
M. adductor magnus, 9. M. adductor brevis, 10. M. vastus medialis, 11. m rectus femoris, 12. M. vastus
lateralis, 13. M. tensor fasciae latae, 14. Fascia lata, 15.-17. M. adductor longus, 18. Beckenmuskulatur,
19. linea terminalis des Beckens, 20.-22. M. bulbospongiosus und Peniswurzel

In unserem Mausmodell wurde der Blutfluss der A. femoralis distal des Abgangs der A. pro-
funda femoris durch eine Ligatur unterbunden (siehe auch Abbildung 2). Dadurch sinkt der
Druck distal der Einmindung der Umgehungsgefal3e in die A. femoralis superficialis, was zu
einem erhohten Blutfluss entlang der préaexistierenden Kollateralen fiihrt. Die A. femoralis be-
sitzt mehrere praexistierende Umgehungskreislaufe, die bei Verschluss des Gefallslumens die

Blutversorgung der distalen Gewebe bis zu einem gewissen Grad Ubernehmen kénnen.

Nach dem Entfernen der Haut fanden wir regelmaRig zwei deutlich sichtbar gewachsene Kol-
lateralgefalie in den Mm. graciles anticus und semitendinosus, wie in der linken Aufsichtfotogra-
fie der Abbildung 13 (mit Sternen markiert; das obere Gefald verlauft im M. semitendinosus, das
untere im M. gracilis anticus) oder in der Nahaufnahme dieser Muskeln in Abbildung 14 zu se-
hen ist. Sie verlaufen mittig in den entsprechenden Muskeln und verbinden die A. profunda fe-

moris mit dem mittleren Abschnitt der A. femoralis superficialis.
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Abbildung 11 :Réntgenbild der
normalen Anatomie der rechten
Hinterlaufe.

Abbildung 12: Skizze zu Abb.10.1.
Aorta, 2. A. iliaca interna, 3. A. iliaca
externa, 4. A. pudenda externa, 5.
A. profunda femoris, 6. A. femoralis
7. Femur mit Patella, 8. Tibia, 9. A.
tibialis posterior, 10. A. poplitea mit
Abgéangen, 11. A. femoralis superfi-
cialis (saphena), 12. Corpus caver-
nosus, 13. A. caudalis, 14. A. cir-
cumflexa femoris lateralis, 15. A.
circumflexa femoris medialis, 16. A.
epigastrica superficialis, die gestri-
chelten Linien stellen den Verlauf
der nicht sichtbaren Kollateralgefa-
Re dar.
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Abbildung 13: Die Fotografien der nach 7 Tagen entstandenen Kollateralen (linkes Bild) im Vergleich zur
kurz vor der Aufnahme okkludierten Seite (rechtes Bild) zeigen die Steigerung der Kollateralendurchblu-
tung nach der Ligatur. Man kann deutlich die Korkenzieherform und das gréRRere Kaliber der gewachse-
nen KollateralgefaBe(*) im linken Bild erkennen. Beschriftung: 1. Ligatur, 2. A. femoralis superficialis, 3.
A. profunda femoris, KollateralgefaRe mit Sternen markiert.

Auf der okkludierten Seite (Abbildung 13, linkes Bild) ist die typische Korkenzieherform der
Kollateralen zu erkennen. In Abbildung 14 heben sich die entsprechenden Muskeln nach der
Perfusionsfixierung und der Kontrastmittelinjektion besser vom Hintergrund ab. An diesem Bild
kann man auch gut erkennen, dass das Kontrastmittel aus der A. profunda femoris tUber die
beiden Kollateralen im M. gracilis anticus bzw. semitendinosus die distale A. femoralis superfi-
cialis gefullt hat. Eine Fullung von proximal fand nicht statt, da die Ligatur die A. femoralis kom-
plett verschlossen hat. Auf der anderen Seite ist die distale Fullung schwach, weil sich die préae-

xistierende Kollaterale noch nicht entwickelt hat.

Eine weitere Kollaterale verlauft durch den tieferliegenden Musculus semimembranosus (4 in
Abbildung 10). Sie entspringen der A. profunda femoris und mindet in der A. femoralis superfi-
cialis etwas distal des Abgangs der A. poplitea. In Abbildung 15 kommt diese Kollaterale und
der entsprechende Muskel nach Entfernung des darlber liegenden M. gracilis anticus zur Dar-
stellung. lhre Grof3e kann variieren, sodass sie nicht in allen Fallen darstellbar ist.
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Abbildung 14: Verlauf der Kollateralen in den Mm. Abbildung 15: Kollateralgefal® des M. semi-
semitendinosus (2) und gracilis anticus (3); (1) A. membranosus nach Entfernung der darrtiberlie-
femoralis profunda und (4) A. femoralis superficialis genden Muskeln (s. Abbildung 14); 1. A. pro-
(saphena); zu beobachten ist die Fillung der A. fe- funda femoris, 2. Kollateralgefal3, 3. A. femoralis
moralis superficialis nur tiber die KollateralgefaRe. superficialis, (¥) Schnitte der entfernten Mm.

semitendinosus und gracilis anticus.

s -

Abbildung 16: Rdntgenbild des linken Oberschenkels 7 Tage nach Ligatur; 1. A. femoralis, 2. A. cir-
cumflexa femoris medialis, 3. A. circumflexa femoris lateralis, 4. Aussparung des Kontrastmittels durch
die Ligatur, 5. A. poplitea, 6. A. profunda femoris, (*) Kollateralen im M. quadriceps, (+) Kollateralen der
Adduktorengruppe (oben beschrieben)

Andere Kollateralgefal3e entspringen der A. circumflexa femoralis medialis und verlaufen in
den einzelnen Teilen des Musculus quadriceps, um dann Uber die A. descendens genicularis in
die A. poplitea zu minden. Da sie in den Muskeln verlaufen, sind sie nur im Rontgenbild zu er-

kennen. In Abbildung 16 sind die Kollateralen im Bereich des M. quadriceps mit einem Stern
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markiert. Sie sind nur im Rontgen zu beobachten, wahrend die mit einem Kreuz markierten Kol-

lateralen der Adduktorenmuskulatur bereits in der Aufsicht zu erkennen sind.

Haufig verliefen die Kollateralgefalie als einzelne Arteriolen mittig entlang des gesamten Mus-
kels (s. Abbildung 14 und Abbildung 15). Wir fanden aber auch andere Varianten, in denen sich
die GefalRe in einem Muskel teilten und dann wieder zusammenfihrten (s. Abbildung 17). Die
geteilten Arteriolen traten sowohl im M. semitendinosus sowie im M. gracilis anticus auf. Sie
teilten sich im Muskelgewebe und trafen teils im gleichen Muskel wieder aufeinander (Beispiele
bieten die oberen Bilder in Abbildung 17) oder entsprangen bzw. miindeten getrennt, wie in den
unteren Bildern in Abbildung 17 sichtbar. Wir beobachteten aber nie ein verzweigtes Kapillar-

netz, das sich im mittleren Muskelbereich ausbildete.

g

Abbildung 17: Beispiel geteilter Kollateralen im M. semitendinosus bzw. gracilis anticus. Beschriftung:
1. Ligatur; 2. A. profunda femoris; 3. A. femoralis superficialis; mit Stern markierte Kollateralen.

Genauso fanden sich Aufteilungen der praexistierenden Arteriolen auf der linken, nicht okklu-
dierten Seite (s. Abbildung 18). Eine Arteriole entspringt der A. profunda femoris, verlauft zuerst
mittig im M. semitendinosus und teilt sich im mittleren Bereich des Muskels auf. Darunter ist das
durchgéngige Kollateralgefal im M. gracilis anticus zu beobachten.
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Abbildung 18: Beispiel fur praexistierende geteilte (oben) und ungeteilte (unten) Kollateralen.

I\VV.1.2. KollateralgefalRe proximal des Abgangs der A rteria

femoralis
Durch die Okklusion der Art. femoralis proximal des Abgangs der A. profunda femoris erhdht

sich der Fluss in anderen préaexistierenden KollateralgefaRen. Zum einen entwickelten sich wie
bei der Ligatur distal des Abgangs der A. profunda femoris (s. 0.) Kollateralkreislaufe im Muscu-

lus quadriceps.

Es bildeten sich aber auch Kollateralen zwischen der A. obturatoria externa und dem distalen
Anteil der A. profunda femoris aus. Hier fliel3t das Blut aus der A. iliaca interna tber die A. obtu-
ratoria zur A. profunda femoris. Dort gelangt es dann direkt in die Kollateralgefaie des M. graci-
lis anticus und des M. semitendinosus. Gleichzeitig konnten wir auch eine retrograde Fllung
der gesamten A. profunda femoris beobachten, sodass die Blutversorgung nach der Okklusion
Uber beide Gefalde, retrograd lber die A. profunda femoris in die A. femoralis superficialis und

anterograd Uber die Kollateralen in die A. saphena, in der Pfote erhalten blieb.

Abbildung 19 und die DetailvergréRerung zeigen die oben beschriebenen KollateralgefalRe mit
der typischen Korkenzieherform. Wir fanden keine weiteren Kollateralen. Diese einzelne Kolla-
terale scheint die Blutversorgung des gesamten Unterschenkels tibernommen zu haben, denn

das Tier wies keine Nekrosen auf.

Dieser Versorgungstyp aus der A. pudenda externa konnte auch beim Menschen, wenn auch

selten, nach Stenose der A. iliaca beobachtet*” werden.
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Abbildung 19: Aufsichtfotografie 7 Tage nach proximaler Ligatur: Die mit Stern markierte korkenzieher-

férmige Kollaterale entspringt aus der A. obturatoria externa (nicht sichtbar) und fillt retrograd die A. pro-
funda femoris. Genauso wird die distale A. femoralis superficialis Uber die Kollateralen der Mm. semiten-
dinosus und gracilis anticus anterograd gefullt.

Trotz der Nahe der Versorgungsgebiete konnten wir wahrend keiner Untersuchung einen Kol-
lateralkreislauf bzw. eine Verbindung zwischen dem Versorgungsbereich der A. glutealis und
dem der A. profunda femoris feststellen.

Abschlieend kann man sagen, dass praexistierende Kollateralen regelmafig in bestimmten
Muskeln wachsen, wenn die Verdnderung der Flussverhaltnisse in einem groRen GefalR die
Stromung in diesen Kollateralarteriolen erhéhen. Da die Durchblutung der Unterschenkel nur
durch die Kollateralen erfolgte, kommt zu einem GefaRBwachstum und Ausbildung der typischen
Korkenzieherform. Diese kénnen auch geteilt auftreten.
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IV.2. Arteriogenese der untersuchten Kontrollgrupp en

Um das Wachstum der Kollateralgefaf3e unter Einwirkung verschiedener Wachstumsfaktoren
bzw. -hemmer in dieser Arbeit untersuchen zu kénnen, wurde zuerst die Arteriogenese bei ,un-
behandelten” Kontrollgruppen untersucht. Uns standen dazu Balb/c- und sv129-Mause zur Ver-

flgung.

IVV.2.1. Balb/c - Mause

In der Laser-Doppler-Imaging-Auswertung  des Blutflusses in der Mauspfote zeigte sich
nach einem direkt postoperativ aufgetretenen Abfall eine kontinuierliche Verbesserung der rela-

tiven Durchblutung.

Abbildung 20 zeigt den reprasentativen Verlauf der Durchblutung der Mauspfote fir alle
Mausgruppen zu den verschiedenen Untersuchungszeitpunkten. Rote Farbmarkierungen stel-
len hohe Durchblutungsraten dar und je dunkler die Farbe, desto geringer die Durchblutung.
Bild A zeigt die seitengleiche Durchblutung vor der Ligatur der A. femoralis, man kann deutlich
den Verlauf der subkutan verlaufenden Arterien in den Pfoten und dem Schwanz sehen. In Bild
B sieht man in der rechten Pfote den geringen, fast sistierten Blutfluss direkt nach der Ligatur.
In Bild C, D und E sieht man die langsame Zunahme der Durchblutung am 3., 7. und 14. post-
operativen Tag. In Bild F zeigt sich die Durchblutung der Pfoten am Ende der Messungen nach

21 Tagen, die seitengleiche Durchblutung wird in diesem Zeitraum nicht erreicht.

Entsprechend zu diesen Bildern kann man anhand der aus dem Laser Doppler Imaging (LDI)
gewonnenen Daten eine Relation zwischen der Durchblutung der ligierte Seite zur nicht operier-
ten Kontrollseite errechnen. Abbildung 21 verdeutlicht den unterschiedlichen Verlauf der Durch-
blutung und der Hamoglobin-Sattigung. Die LDI-Auswertung zeigt eine kontinuierliche Zunahme
der im LDI gemessenen Durchblutung der Pfoten. Anfangs war die Durchblutung seitengleich
(1,036 * 0,045). Postoperativ verschlechterte sich die Durchblutung der operierten Pfote, der
Quotient rechts zu links sank auf 0,02 + 0,004, um am 3. Tag 0,066 + 0,007, am 7. Tag 0,174 +
0,033, am 14. Tag 0,417 + 0,041 und nach 3 Wochen 0,48 £ 0,053 zu erreichen. Auch nach 6
Monaten betrug die Durchblutung der operierten Pfote nur 80% der normal durchbluteten Pfote
(0,815 + 0,114). Die Messung der Sauerstoffsattigung zeigt eine anfanglich seitengleiche Sau-
erstoffsattigung (0,98 + 0,04). Direkt nach der Ligatur fiel das Verhaltnis auf 0,09 + 0,03. Nach 3
Tagen betrug das Verhaltnis 0,26 + 0,07, nach 7 Tagen 0,54 + 0,07, nach 14 Tagen 0,72 +
0,09, nach 21 Tagen 0,83 + 0,13. Erst nach 6 Monaten erreicht das Verhaltnis das Ausgangsni-
veau (0,95 + 0,03). Durch die kontinuierliche Zunahme der Durchblutung durch das Kollateral-
wachstum, kommt es zu einer besseren Sauerstoffversorgung des distalen Gewebes. In allen

Fallen lag die Signifikanz p < 0,01.
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Abbildung 20: Repréasentativer Verlauf im Laser Doppler bei einer BALB/C-Maus. Die Durchblutung

sistierte direkt nach der Ligatur und verbesserte sich im Verlauf, ohne aber innerhalb der ersten 21
Tage das Ausgangshiveau zu erreichen.
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Sauerstoffsattigung und Durchblutung im LDI bei Bal b/c-
Ma&use nach Ligatur im Vergleich
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Abbildung 21: Sauerstoffsattigung und Durchblutung im LDI bei Balb/c-Mausen nach Ligatur der A. fe-
moralis: wahrend die Durchblutung kontinuierlich zunimmt, steigt die Sauerstoffsattigung des Gewebes
langsamer an. Das Ausgangshiveau der Durchblutung wird auch nach 6 Monaten nicht erreicht, wahrend
die Sauerstoffsattigung sich rascher normalisierte. In allen Fallen war p < 0,01.

IV.2.1.1. Starkere Durchblutung durch GefaBwandwach  stum
Anhand der morphologischen Veranderungen der Kollateralen kann man auch auf das Ge-

falBwachstum schlieRen. Wie in der Abbildung 22 dargestellt, betrug der urspriingliche Durch-
messer der KollateralgefaRe bei der Balb/c-Gruppe 34,14 + 11,32 um. Nach 3 Tagen stieg der
Durchmesser auf 51,27 £ 12,49 um, am 7. Tag auf 59,79 £ 6,76 um und am 21. Tag auf 89,39 £
27,86 um. In allen Fallen betrug p < 0,02. Im Vergleich dazu betrug der Durchmesser der A.
femoralis auf Hohe des Abgangs der A. profunda femoris 172,23 + 43,8 um. Die anfangliche
Vasodilatation reicht zur Gewebsversorgung nicht aus, es kommt zur Zunahme des Gefaf3-

durchmessers durch Wachstum der préexistierenden Arteriolen.
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Durchmesser der Kollateralen nach Ligatur bei Balb/  c-
Mausen im zeitlichen Verlauf
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Abbildung 22: Durchmesser der KollateralgefalRe vor und direkt nach Ligatur der A. femoralis, sowie am
3., 7. und 21. Tag. Im Vergleich dazu der Durchmesser der A. femoralis distal des Abgangs der A. pro-
funda femoris.

IVV.2.2. sv129 - Mause

Genauso wurde das Kollateralwachstum bei sv129-M&ausen untersucht. Bei den sv129 Mau-
sen betrug in der Laser-Doppler-Imaging-Messung vor der Ligatur der Quotient zwischen den
beiden Pfoten fast 1 (0,94 £ 0,06) und fiel direkt nach der Ligatur auf 0,17 + 0,04. Am 3. Tag
hatte sich der Vergleich zwischen den Pfoten auf 0,34 + 0,08 gebessert. Zwischen dem 7. und
dem 14. Tag verlangsamte sich die Besserung (7.Tag 0,47 £ 0,12, und am 14. Tag 0,4 £ 0,12).

Drei Wochen nach der Ligatur erreichten die Werte ein Verhéaltnis von 0,52 £ 0,1.

Die Abbildung 23 zeigt den Verlauf der Durchblutung bei sv129-Mausen und setzt diese Da-
ten in Vergleich zu den Balb/c-Mausen. Bei den sv129 verbesserten sich die Ergebnisse der
Durchblutung im Laser-Doppler schneller als bei den Balb/c. Dies muss beim Vergleich der un-
tersuchten Gruppen mit diesen Kontrollgruppen beachtet werden, um die Veranderungen des

Blutflusses beurteilen zu konnen.
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Vergleich des Blutflusses im LDI nach Ligatur
zwischen sv129- und Balb/c-Mausen

1 dsv129
O Balbc

Ratio re/li

vor Op post-Op 3. Tag 7.Tag 14. Tag 21.Tag

Abbildung 23: Vergleich der Laser-Doppler Untersuchungen nach Ligatur der A. femoralis zwischen
Balb/c und sv129. Es zeigte sich eine bei den sv129-Mausen schnellere Wiederherstellung der Durchblu-
tung im Vergleich zu den Balb/c-M&usen.

Die Hamoglobin-Sauerstoffsattigung bei dieser Gruppe zeigte eine raschere Besserung im
Vergleich zur Balb/c-Gruppe. Vor der Ligatur zeigte sich keine Seitendifferenz (0,96 + 0,07),
postoperativ ein Abfall auf 0,25 + 0,13 und dann ein kontinuierlicher Anstieg auf 0,69 £ 0,12 am
3. Tag, 0,86 £ 0,09 am 7. Tag und schlieRlich 0,9 £ 0,07 am 21. postoperativen Tag (s.
Abbildung 24). Eine Messung am 21. Tag wurde nicht durchgefuihrt, da keine wesentlichen Ver-

anderungen zu erwarten waren.

Auch morphologisch wurde das Kollateralenwachstum beurteilt (s. Abbildung 25). Der Durch-
messer der gewachsenen Kollateralen 28 Tage nach Ligatur betrug bei den sv129 80,67 +
16,88 um. Im Vergleich dazu betrug der Durchmesser der nicht operierten Kontrollseite 33,87 +
8,63 um (p < 0,001). Dies bedeutet eine Durchmesserzunahme um ca. das 2,5fache. Im Ver-
gleich fanden wir bei der Balb/c-Gruppe einen anfanglichen Kollateralendurchmesser von 34,14
+ 11,32 pm, der innerhalb von 21 Tagen auf 89,39 + 27,86 um wuchs. Beide Gruppen zeigen
also eine signifikante Durchmesserzunahme, auch wenn die Untersuchungen zu unterschiedli-
chen Zeitpunkten stattfanden. Die relevanten Veranderungen scheinen in den ersten Tagen
stattzufinden.

Wahrend die Sauerstoffsattigung wie zu erwarten rasch anstieg, zeigte sich bei den sv129-
Mause eine schnellere Normalisierung der Durchblutung, was eine bessere Voraussetzung zur

Arteriogenese im Vergleich zu den Balb/c-Mausen vermuten lasst.
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Sauerstoffsattigung bei sv129-Mausen nach Ligatur
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Abbildung 24: Die Sauerstoffsattigung bei sv129-Mausen nach Ligatur stieg rapide an.

Kollateraldurchmesser bei sv129-Mausen nach
28 Tagen nach Ligatur
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Abbildung 25: 28 Tage nach Ligatur zeigte sich bei sv129-Mausen eine Durchmesserzunahme um das
2,5fache im Vergleich zur Kontrollseite.

IV.2.2.1. Gibt es Geschlechtsunterschiede bei der A rteriogenese?
Da die sv129-Gruppe aus Versuchstiere beider Geschlechter bestand (9 Méannchen und 10

Weibchen), untersuchten wir den Einfluss des Geschlechts auf den Blutfluss im LDI.

Abbildung 26 zeigt die Unterschiede zwischen den Mannchen und Weibchen im Vergleich
zum Durchschnitt beider Geschlechter. Alle Tiere waren zum Zeitpunkt der Untersuchung 11
Wochen alt und noch nicht geschlechtsreif. Vor der Operation lag der Quotient zwischen der
rechten und der linken Pfote bei den Mannchen bei 0,96 + 0,05 und bei den Weibchen bei 0,92



IV. Ergebnisse -39 -

* 0,07. Auch direkt nach der Ligatur unterschieden sich die Gruppen nicht (M&nnchen: 0,19 *
0,05; Weibchen: 0,15 * 0,02). Auch zu den anderen Kontrollzeitpunkten ergaben sich keine
signifikanten Unterschiede: 3. Tag Mannchen 0,27 + 0,07, Weibchen 0,22 + 0,05; 7. Tag Mann-
chen 0,45 + 0,07, Weibchen 0,48 + 0,15; 14. Tag Mannchen 0,46 + 0,12, Weibchen 0,35 + 0,11,
21. Tag Mannchen 0,566 + 0,07, Weibchen 0,49 + 0,14.

Blutfluss im LDI nach Geschlechtern bei sv129-Méause n

SV129 gesamt [JMannchen QWeibchen

Ratio re/li

vor Op post-Op 3. Tag 7.Tag 14.Tag 21.Tag

Abbildung 26: Vergleich der Durchblutung zwischen Mé&nnchen und Weibchen der sv129-Gruppe

Wir untersuchten bei der SV129-Gruppe auch den Unterschied zwischen mannlichen und
weiblichen Tieren in der Sauerstoffsattigung (s. Abbildung 27 ) Es zeigten sich, analog zu den
Daten der LDI-Auswertung derselben Gruppe, keine statistisch signifikanten Unterschiede zwi-

schen den Geschlechtern.

Insgesamt zeigten sich keine relevanten Unterschiede zwischen den Geschlechtern und ihrer

Fahigkeit zur Arteriogenese.

Sauerstoffsattigung bei sv129-Mausen nach Ligatur
nach Geschlecht
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Abbildung 27: Relevante Unterschied des Verlaufs der Sauerstoff-Sattigungskurve zwischen Mannchen
und Weibchen finden sich nicht.
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IV.3. Strukturelle Verdnderungen der GefaRwand wah rend

der Arteriogenese

I\VV.3.1. Préexistierende Kollateralgefal3e

Bei nicht okkludierter A. femoralis kann man die normale Anatomie der préexistierenden

KollateralgefaRe bzw. Arteriolen beobachten. Die Endothelzellen sind flach, die Zellkerne sind

klein und nicht aktiviert. Insgesamt entspricht es dem Bild eines nicht synthetischen Phanotyps.

Die intakte Basalmembran und die intakte Lamina elastica interna umgeben die Endothel-

schicht. Beobachten kann man auch die glatten Muskelzellen vom kontraktilen Typ in der

Mediaschicht. Auch hier zeigt sich ein nicht aktivierter Phénotyp, man kann keine freien

Ribosomen oder Golgi-Apparate beobachten. Auch hier befindet sich das Chromatin am Rand

des Zellkernes als Zeichen der geringen Syntheseaktivitat.

Einen lichtmikroskopischen Eindruck einer normalen Kollateralarteriole bietet Abbildung 28.

Abbildung 28: Querschnitt
eines praexistierenden Kolla-
teralgefalRes unter dem
Lichtmikroskop. Neben der
Arteriole legen Vene und
Nerv, umgeben von peri-
vaskularem Bindegewebe
und Skelettmuskelzellen.
Zusatzlich zu sehen ist eine
Muskelspindel im Querschnitt.
(Semidunnschnitt,
Toluidinblau, x600); L: Lu-
men; Nv: Nerv; SM: Skelett-
muskelfaser; MuS: Muskel-
spindel; V: Vene

IVV.3.2. Kollateralen nach 4 Stunden erh6hter Scherk  réafte
Wir konnten zeigen, dass es durch die angestiegenen Scherkrafte zu einer Schwellung der

Endothelzellen kommt. Kurz nach Verschluss der A. femoralis kommt es durch den erh6hten

Blutfluss entlang der Kollateralarteriolen zu strukturellen Veranderungen in den Endothelzellen.
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Sichtbar werden diese Veranderungen durch die perinukledre Vakuolenbildung in den Endo-
thelzelle im Bereich der ,midzone” (s. Abbildung 29). Die Lamina elastica interna ist verdickt und
zum Teil nicht fenestriert. Das Chromatin im Zellkern der glatten Muskelzelle hat sich als Zei-

chen eines erhdhten Metabolismus an der Zellkernwand gesammelt (s. Abbildung 30).

Abbildung 29: Im lichtmikroskopi-
schen Bild zeigt sich nach 4 Stunden
erhohter Scherkrafte die perinukleare
Vakuolenentstehung (mit Pfeilen mar-
kiert); weitere strukturelle Verénde-
rungen sind nicht zu beobachten.
(Semidunnschnitt, Methylenblau,
x1250).L: Arteriolenlumen; MZ: Ske-
lettmuskelzellfaser, EC: Endothelzel-
le, gMZ: glatte Muskelzelle, Fib:
Fibroblasten, V: Vene, Nv: Nerv

Abbildung 30:  Elektronenmikro-
skopisches Bild einer Vakuole
(Pfeil) in einer aktivierten Endothel-
zelle nach 4 Stunden erhdhter
Scherkréafte (x8800); EC: Endothel-
zelle; Le: Lamina elastica interna; L:
Lumen; N: Nukleus; SMC: glatte
Muskelzelle.
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IVV.3.3. Kollateralen nach 24 Stunden erhdhter Scher  krafte
24 Stunden nach Okklusion und dadurch erhéhte Scherkrafte entlang des Endothels bildet

sich ein perivaskulares Odem (s. Abbildung 31), das wahrscheinlich durch die VEGF-
Sezernierung durch die Endothelzellen und den erhdhten hydrostatischen Druck entlang der
Endothelzellen bedingt ist. Dies spricht fur eine durch auf das Endothel wirkende Scherkréfte

induzierte Schrankenstorung. Die Struktur der Gefalwand ist erhalten.

Abbildung 31: Lichtmikroskopi-
sches Bild der Vakuolisierung (Pfei-
le) und des perivaskularem Odems
nach 24 Stunden erhdhter Scher-
kraft (Semidinnschnitt, Tolui-
dinblau, x800) L: Lumen; MZ: Ske-
lettmuskel, Fib: Fibroblasten.

I\VV.3.4. Drei Tage nach Ligatur

Drei Tage nach Ligatur der A. femoralis kommt es zu Veranderung der Ultrastruktur. Die En-
dothelzellen und die glatten Muskelzellen befinden sich in der Synthesephase. Es kommt zu
einer Volumenzunahme der Endothelzelle, eine Hyperplasie der Endothelschicht ist aber nicht
zu beobachten. Die Endothelzellkerne sind gréRer und ragen in das Gefal3lumen hinein. In den
glatten Muskelzellen vermindert sich die Anzahl der kontraktilen Filamente und steigert sich die
Anzahl der Ribosomen und Golgi-Apparate. Das Chromatin der Endothelzelle und der glatten
Muskelzellen ist im gesamten Zellkern verteilt. Insgesamt zeigen die Zellen der Gefallwand eine

gesteigerte Syntheseaktivitat. Die Lamina elastica interna ist in ihrer Kontinuitat unterbrochen.
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Abbildung 32:
Querschnitt eines
Kollateralgefal3es drei
Tage nach Verschluss
der A. femoralis. Die
dinnen Pfeile zeigen auf
aktivierte, ins Lumen
ragende
Endothelzellkerne. Im
perivaskularen Gewebe,
jenseits der das Endothel
umgebenden glatten
Muskelzellen, sind Ma-
krophagen (dicke Pfeile)
und eine Zellzunahme zu
erkennen. Art: Ar- teriole,
Ven: Vene.
(Elektronenmikroskop,
x1500)

Abbildung 33: Detail-
vergroéf3erung von
Abbildung 32: Die glatten
Muskelzellen zeigen einen
synthetischen Phanotyp:
Das Chromatin des
Zellkerns der glatten
Muskelzelle (ZK) ist an
den Zellkernrand
verschoben, Vermehrung
der Zellorganellen in der
glatten Muskel (SMC),
Endothelzellkernvergrol3er
ung (Ec) und Chroma-
tinvermehrung. Die mit
Pfeilen markierte Lamina
elastica interna ist
unterbrochen.
(Elektronenmi-kroskop,
x12500)

Sieben Tage nach Anstieg des Blutflusses in den KollateralgefalRen kommt es zu weiteren

Veranderungen. In den lichtmikroskopischen Bildern (Abbildung 34 und Abbildung 35) zeigt sich

die Zellzunahme im perivaskuldaren Gewebe. Die Endothelzellen sind weiterhin vergrof3ert, die

glatten Muskelzellen der GefalRwand sind noch aktiviert, was andere Gruppen auch nachweisen

konnten®. Im perivaskuldren Raum kommt es zu einer Zunahme der Zellzahl, darunter weiter-

hin Makrophagen. Die Anzahl der Fibroblasten nimmt in diesem Bereich zu, genauso die Men-

ge kollagener Fasern. Man kann insgesamt eine Bindegewebszunahme beobachten.
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In der GefalRwand kann man die beginnende Umwandlung der glatten Muskelzellen zuriick in
den nicht aktiven Phénotyp beobachten. Die Zellkerne der glatten Muskelzellen haben an Gro-
e abgenommen, es finden sich weniger freie Ribosomen und die kontraktilen Fasern haben
zugenommen (s. Abbildung 36). Die Lamina elastica interna als wichtigste Barriere der
Zellwanderung wird aufgeldst (s. Abbildung 37), die Zellen verlieren die Kontakte zueinander
und migrieren. Das Gefall wachst im Durchmesser; die GefaBwand wird dicker, neue

Zellschichten entstehen.

Abbildung 34: Periarterio-
lares Gewebe 7 Tage nach
Ligatur der A. femoralis.
Das Lumen (L) ist mit Kon-
trastmittelkristallen  gefuillt.
Die Endothelzellkerne (Ec)
sind vergroRert, die glatten
Muskelzellen  sind nicht

mehr aktiviert, im
perivaskuléaren Gewebe
zeigt sich eine

Zellzunahme: Makrophagen
(mit  Sternen  markiert),
vermehrte Fibroblasten in
der GefalBumgebung,
vermehrtes Kollagen,
Adipozyten im Abbau mit +
markiert.
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Abbildung 35: Perivaskulares
Gebiet 7 Tage nach Ligatur.
KoF: Kollagenfasern, glatte
Muskelzellen in der Gefal3-
wand; L: Lumen (Kontrastmit-
telkristalle); Ec: Endothelzellen;
*: Makrophagen; +:
Fibroblasten im perivaskularen
Raum(Fib).

Abbildung 36:
Sieben Tage nach
Okklusion der

Femoralarterien..
(Elektronenmikros-
kop, x3500), Wismut-
kristalle im Lumen.
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Abbildung 37: De-
tailvergréf3erung aus
Abbildung 36: glatte
Muskelzellen im kon-
traktilen Phénotyp
(SMC). Mit Stern
markierte Golgi-
Apparat, Vesikel in
der Endothelzelle und
den Fibroblasten
sichtbar. Mit dinnem
Pfeil markierte Ver-
breiterung des inter-
zellularen Raumes
und Unterbrechung
der Lamina elastica
interna (dicker Pfeil);
(x32000)

" perivasc. Raum

1um

IV.4. Hemmung der Arteriogenese durch Blockierung der
endothelialen Chlorid-Kanéle
Bei den Versuchen mit Mibefradil wurden den 7 Balb/c Mausen Mikropumpen implantiert, die
Uber einen Zeitraum von 7 Tagen 175 ug Mibefradil (0.50 + 0.02 pl/h) in die A. femoralis abga-
ben. Als Kontrollgruppe wurden bei 7 Balb/c mit PBS gefilite Mikropumpen implantiert.

Mit dem Laser Doppler Imager wurde zur verschiedenen Zeitpunkten die Pfotendurchblutung
gemessen.

Direkt vor der Operation fanden wir keinen Unterschied zwischen der Mibefradil-Gruppe (1,02
+ 0,02) und der Kontrollgruppe (0,99 + 0,05). Im Anschluss an die Operation unterschieden sich
die Gruppen auch nicht (Kontrolle 0,07 + 0,02 und Mibefradil 0.06 + 0.01). Am 7. postoperativen
Tag hatte sich das Verhaltnis okkludierte zu nicht-okkludierte Seite bei der PBS-Kontroll-Gruppe
auf 0,25 + 0,02 verbessert, wahrend bei der Mibefradil-Gruppe das Verhaltnis bei 0.13 + 0.02
lag. Dies entspricht ca. 50% der Kontrollgruppe (p < 0.01). Abbildung 38 veranschaulicht diese
Daten.
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LDI-Messung bei Balb/c-Mausen mit Mibefradil- bzw. PBS-
Pumpe nach Ligatur
1,2
B Mibefradil-Pumpe

1.0 B PBS-Pumpe

0,8

0,6 -

0,4 -

0,2 -

0,0 -

vor Op post-Op 7. Tag

Abbildung 38: Blutflussverhdltnisse im LDI: durch die intraarterielle Mibefradil-Gabe verlangsamte sich
die Erholung der distalen Durchblutung (p < 0.01).

Die Hamoglobin-Sauerstoffsattigung der beiden Hinterlaufe wurde in Abbildung 39 zueinander
in Relation gesetzt. Vor und direkt nach der Ligatur der A. femoralis fanden sich keine Unter-
schiede zwischen den Gruppen. Bei der Mibefradil-Gruppe sank das Verhéltnis von 0,99 = 0,01
auf 0,12 £ 0,02 nach der Operation und in der Kontroll-Gruppe von 0,98 + 0,01 auf 0,13 £ 0,01.
Am 7. postoperativen Tag verbesserte sich die Sauerstoffsattigung der Kontroll-Gruppe auf ein
Verhéltnis okkludiert zu nicht-okkludiert von 0,63 £ 0,05, wahrend die Mibefradil-Gruppe nur auf
ein Verhaltnis von 0,45 £ 0,05 zunahm (p < 0.02). Diese Ergebnisse entsprechen denen des

Laser-Dopplers in Abbildung 38.

Durch Blockade der Chloridkanale mit Mibefradil kommt es zu einer langsameren Wiederher-

stellung der Durchblutung sowie der Sauerstoffsattigung.
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Sauerstoffsattigung der Mibefradil-Gruppe gegen PBS -
Kontrolle

B Mibefradil-Pumpe
B PBS-Pumpe

vor Op Post-Op 7. Tag

Abbildung 39: Langsamere Besserung der Sauerstoffsattigung bei Mausen mit intraarterielle Mibefradil-
Gabe im Vergleich zur Kontrollgruppe (* p < 0.02).

Sieben Tage nach der Pumpenimplantation wurden die postmortem Angiografien bei beiden
Gruppen durchgefihrt. Bei der Kontrollgruppe (Bild A) kann man auf der operierten Seite die
typischen korkenzieherféormig gewachsenen Kollateralen identifizieren, die bei der Mibefradil-

Gruppe (Bild B) schwécher ausgebildet sind.

In den Fotografien der Oberschenkel ist dieser Seitenunterschied noch deutlicher sichtbar. In
Abbildung 41 zeigt sich eine geringer entwickelte Korkenzieherform im Vergleich zur Kontrollsei-

te der gleichen Maus, aber trotzdem kann man ein Kollateralwachstum erkennen.
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Abbildung 40: Repréasentative postmortem Angiografien nach 7 Tagen; A: PBS-Kontroll-Gruppe; B: Mi-
befradil-Gruppe

-y R )

A. femoralis .

Abbildung 41: Durch Mibefradil gehemmte Arteriogenese ergibt eine geringer entwickelte Korkenzieher-
form der Kollateralgefal3e (linkes Bild) im Vergleich zur Kontrollseite der selben Maus (rechtes Bild). Man
kann das geringere Kollateralwachstum der ligierten Seite und die weniger ausgepragte Korkenzieher-
form der Kollateralen mit den Kontrollgruppen in Abbildung 13 vergleichen.
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In Abbildung 41 stellen sich die entwickelten Kollateralgefaf3e der Mm. semitendinosus und
semimembranosus der Mibefradil-Gruppe dar. Sie sind im Vergleich zu den entstandenen Kolla-
teralen anderer Versuchsgruppen (s. z.B. Abbildung 17 oder Abbildung 15) aber geringer aus-
gepragt. Im Vergleich zu der nicht okkludierten Kontrollseite beim gleichen Tier sieht man schon
in der Aufsichtsfotografie einen Unterschied. Die GefaRRe der Mibefradil-Gruppe sowie die prae-

xistierenden Kollateralen weisen keine typische Korkenzieherform auf.

Die morphometrische Auswertung der gewachsenen Kollateralen wurde nach 7 Tagen durch-
gefuhrt. Von den mittleren Abschnitten der entnommenen Gefalde der Mm. semitendinosus und
graciles anticus wurden Semidinnschnitte angefertigt und mit Toluidinblau gefarbt. Anschlie-
Bend wurden die Schnitte fotografiert und der kleinere innerer Durchmesser der meist oval an-

geschnittenen GefalRe mittels des NIH-Programms ausgemessen.

Auf der nicht ligierten Seite fanden wir einen Durchmesser von 39 + 4,8 um bei der Kontroll-

Gruppe und einen Durchmesser von 39,5 + 3,1 um in der Mibefradil-Gruppe.

Auf der operierten Seite unterschieden sich die Diameter nach 7 Tagen. Bei der Mibefradil-
Gruppe betrug der gemessene Durchmesser nur 61,0 + 4,7 um, wahrend die Kollateralen der

Kontroll-Gruppe auf 77,3 + 0,9 anwuchsen. (p < 0.05).

Morphometrie der Mibefradil-Gruppe gegen PBS-Kontro  lle: nicht
operierte Seite gegen 7 Tage Kollatralwachstum
90
80 Mibefradil-Pumpe ﬁ
m PBS-Pumpe
70
60 -
€ 50
3
— 40 -
30 -
20
10 -
0 |
nicht operierte Seite 7.Tag Wachstum

Abbildung 42: Morphometrie bei Mibefradil-Pumpe gegeniiber PBS-Pumpe: Mibefradil hemmt das Kolla-
teralwachstum (*p < 0.05)

Zusammenfassend kann man sagen, dass der Chloridkanalblocker Mibefradil in unseren Ver-
suchen die Arteriogenese verlangsamt sowie die initiale Zellschwellung der Endothelzellen re-
duziert. Daher vermuten wir, dass die Arteriogenese durch die anfangliche, durch erhdhte
Scherkrafte ausgeldste Endothelzellschwellung initialisiert wird und die Chloridkanéle eine ele-

mentare Rolle in der Arteriogenese spielen.
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I\VV.5. Die Rolle des Fibroblast Growth Factor-2 wah  rend der
Arteriogenese

In frlheren Untersuchungen zeigte sich, dass Fibroblast Growth Faktor-2 (FGF-2) in
Makrophagen zu finden ist*® und dass Makrophagen am GefaRwachstum beteiligt sind und im
perivaskularen Bereich und der GefaBwand zu finden sind®. Aus diesem Grund vermuten wir,
dass FGF-2 fordernde Eigenschaften auf die Arteriogenese besitzt und untersuchten wir in ei-
ner kleinen Gruppe zuerst die arteriogenen Eigenschaften bei FGF-2-/- Mausen im Vergleich zu
FGF-2 w.t. Mausen, um anschlieRend die Wirkung von Uber die osmotische Mikropumpe gege-

benem FGF-2 bei sv129 zu untersuchen.

I\VV.5.1. Ligatur bei FGF-2-/- und FGF-2 w.t.-Mausen

Abbildung 43 zeigt den unterschiedlichen Verlauf der im Laser Doppler Imager gemessenen
Durchblutung der Mausepfoten bei FGF-2-/- (n=3) und FGF-2 w.t. (n=5) nach Ligatur der A.
femoralis. Bei den k.o. -Mausen zeigte sich anfangs ein Verhaltnis 1,11 + 0,11, postoperativ
0,14 + 0,03 mit einem Anstieg auf 0,26 + 0,10 am 3. Tag und schlief3lich 0,71 + 0,15 am 7. Tag.
Ahnlich der Verlauf bei den w.t. -Mausen: vor Operation 0,97 * 0,13, postoperativ 0,16 + 0,03,
am 3. Tag 0,44 +0,21 und am 7. Tag 0,72 =+ 0,21. Es zeigten sich keine statistisch signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen, auch nicht am 3. postoperativen Tag (p = 0,2098). Bei

der Bewertung der Messungen muss man die geringe Gruppengrof3e bedenken.

Es zeigt sich kein statistisch relevanter Unterschied zwischen den FGF-2 w.t und —k.o. M&au-

sen in der Fahigkeit zur Arteriogenese nach Ligatur der A. femoralis.

LDI-Messung bei FGF-2 k.o. und w.t. Mausen nach Lig  atur

1,2

OFGF-2 k.o.
BFGF w.t.

1,0

0,8 1

0,6 -

0,4 -

0,2 1

0,0 -

vor Op post Op 3. Tag 7. Tag

Abbildung 43: LDI bei FGF-2-/- und w.t -M&ausen nach Ligatur der A. femoralis. Es zeigt sich am 3. Tag
eine Differenz in der Durchblutung, deren Signifikanz bei der kleinen Gruppe statistisch nicht relevant ist
(*p = 0,2098).
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IV.5.2. FGF-2 Mikropumpe bei sv129 Mausen

Bei dieser Gruppe operierten wir 7 sv129 Mause und implantierten mit FGF-2 gefillte osmoti-
sche Mikropumpen. Anschlielend mafen wir mit dem Laser Doppler Imager die regionale
Durchblutung in den Pfoten und verglichen sie untereinander. Vor der Pumpenimplantation, und
dem damit verbundenen Verschluss der A. femoralis, betrug das Verhaltnis der Durchblutung
der beiden Pfoten zueinander 0,96 + 0,11. Direkt nach der Operation sank das Verhaltnis auf
0,18 + 0,14 und stieg dann am dritten postoperativen Tag auf 0,43 + 0,26 an. Am 7. Tag betrug
das Verhadltnis rechts zu links 0,65 + 0,08.

Bei der sv129-Kontrollgruppe mit PBS-Mikropumpe fanden wir vor Pumpenimplantation ein
Verhdltnis zwischen rechter und linker Pfote von 0,95 + 0,05. Direkt nach der Operation sank
das Verhaltnis auf 0,19 + 0,09 und stieg am 3. Tag auf 0,28 + 0,13 an. Nach 7 Tagen betrug es
0,47 + 0,14. Vergleicht man nun beide Gruppen im LDI, findet man statistisch relevanten Unter-
schiede (p < 0,05).

LDI bei sv129 mit FGF-2 und PBS in osmotischen
Mikropumpen
1,0 OFGF-2 Pump
O PBS-Pump
0,8
0,6 -
0,4 -
0,2 -
0,0 -
vor Op post Op 3. Tag 7. Tag

Abbildung 44: FGF-2 und PBS Pumpen bei sv129 im Vergleich mit statistisch relevantem Unterschied.
Das exogene FGF-2 hat eine fordernde Wirkung auf die Arteriogenese.

In der in Abbildung 45 dargestellten Gruppe wurde Uber 7 Tage FGF-2 mittels der implantier-
ten osmotischen Mikropumpe gegeben. In der morphometrischen Untersuchung wurden die
Durchmesser der Kollateralgefal3e nach Ligatur der A. femoralis mit den praexistierenden Kolla-

teralgefal3en auf der nicht okkludierten Seite verglichen. Der Durchmesser der gewachsenen
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KollateralgefalRe nach 7 Tage FGF-2-Gabe betrug 65,0 £ 12,6 um. Dagegen blieb auf der Kon-
trollseite der Durchmesser bei 41,0 £ 6,7 um (p < 0,002).

Kollateralendurchmesser bei sv129 Mausen mit
FGF-2-Pumpe Uber 7 Tage

80

70

60 1
50 1
40
30 1
20

Durchmesser [um]

10

FGF-2 Pumpe Kontrolle (PBS)

Abbildung 45: Morphometrie nach FGF-2 Applikation mittels Mikropumpe nach 7 Tagen. Als Kontrolle
diente die nicht okkludierte Seite (p < 0,002).

Der Fibroblast Growth Factor-2 hat bei exogener intraarterieller Dauergabe einen férdernden

Einfluss auf die Arteriogenese.

IVV.6. Kapillarendichte

Bei der Untersuchung der Kapillarendichte wurden die Mm. graciles anticus und gastrocnemii

am 7. postoperativen Tag entnommen und mit TRICT-labeled Lektin gefarbt.

Hier fand sich im M. gracilis anticus nach 7 Tagen kein relevanter Unterschied zwischen der
ligierten und der nicht okkludierten Seite. Die Kapillarendichte im M. gracilis anticus betrug
1013,24 + 261,97 Kap/mm? bzw. 885,04 + 165,33 Kap/mm?. Dagegen weichen die Kapillaren-
dichten im M. gastrocnemius voneinander ab. Auf der ligierten Seite stieg die Dichte auf
1218,62 + 180,97 Kap/mm? gegeniiber 828,10 + 185,97 Kap/mm? auf der Kontrollseite an. Die
Kapillarendichte im M. gastrocnemius der okkludierten Seite stieg um ca. das 1,5-fache (s.
Abbildung 50). In der Abbildung 46 und Abbildung 47 kann man die Kapillardichtenzunahme
deutlich beobachten, wahrend im M. gracilis anticus die Dichte gleich bleibt (s. Abbildung 48
gegen Abbildung 49).
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Abbildung 46: M. gastrocnemius Abbildung 47: M. gastrocne-
ohne Ligatur mius 7 Tage nach Ligatur

Abbildung 48: M. gracilis anti-  Abbildung 49: M. gracilis anticus
cus ohne Ligatur 7 Tage nach Ligatur

Die Abbildung 50 zeigt die unterschiedlichen Kapillardichten, die in den Mm. gastrocnemii
und graciles anticus gemessen wurden. Die Unterschiede waren zwischen den Muskeln der
ligierten Seite und denen der Kontrollseite im Bereich der Oberschenkel nicht signifikant (p <
0,3). Zwischen den beiden Unterschenkel zeigte sich aber ein signifikanter Unterschied in der
Kapillardichte (p < 0,001).

Dies zeigt, dass im Bereich des hypoxischen M. gastrocnemius Angiogenese stattfindet. In
den Muskeln, in denen die Kollateralen verlaufen, fand dagegen innerhalb der ersten 7 Tage

keine Veranderung der Kapillarendichte und damit keine Angiogenese statt.
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Kapillarendichte

Kapillaren pro mm?
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M. gracilis anticus M. gastrocnemius

Abbildung 50: Es zeigen sich Unterschiede der Kapillarendichte zwischen den Mm. gastrocnemii. Die
Angiogenese findet aber nur in den distalen Muskeln statt (p < 0,001), in den Muskeln, in denen die un-
tersuchten Kollateralen verlaufen, wurde kein Anstieg der Kapillarendichte beobachtet (p < 0,3).

I\VV.7. Ergebnisse der zusatzlich angewendeten Metho  den

I\VV.7.1. Fluoreszierende Mikrospharen
Bei einer anderen Mausegruppe (GM-CSF-/- Mause, 13 mannliche Tiere) ergab die mikro-

skopische Untersuchung des Durchmessers der Kollateralgefal3e 21 Tage nach Ligatur auf der
ligierten Seite einen Durchmesser von 67,87 = 18,79 um, wéahrend die nicht okkludierte Seite
einen Durchmesser von 31,63 + 12,08 um aufwies. Damit lagen diese Tiere im gleichen Bereich
wie die Kontrollgruppen in anderen Gruppen und konnten zur Auswertung der Methode heran-
gezogen werden. Die Mikrospharen wurden Uber eine in die Aorta eingefilhrte Katheter unter
konstantem Druck und Fluss in das Gefal3system von 7 GM-CSF-/- Mausen gegeben. An-
schlieBend wurden die Nieren und die Mm. gastrocnemii entnommen. Nach der Anfertigung von
10 und 50 um dicken Schnitten wurden die Mikrospharen unter dem Fluoreszenzmikroskop

manuell ausgezahilt.

Um eine Relation zwischen Durchblutung der ligierten und der nicht operierten Seite zu erhal-
ten, wurden die Anzahl der Mikrospharen in den Mm. gastrocnemii ins Verhdltnis zueinander
gesetzt. Zur Kontrolle wurden auch die Mikrospharen in den Nieren ausgezahlt. Als paarig an-
gelegte Organe mit annahernd gleicher Durchblutung sollte die Verteilung der Mikrospharen in
beiden Nieren gleich sein (Ratio rechts/links = 1). Gleichzeitig sollte Gberpriuft werden, ob diese

Methode bei der Untersuchung des Blutflusses bei Mausen ausreichend genau und in weiteren
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Untersuchungsreihen einsetzbar ist. Bei unseren Untersuchungen ergab sich bei den Nieren
dieser 7 Tiere (s.0.) eine Ratio von 0,95 mit einer Standardabweichung von 0,32. Insgesamt
wurden in den Nieren 57.171 Mikrospharen ausgezahlt. Die Verteilung in den Mm. gastrocnemii
ergab ein Verhdltnis rechts zu links von 0,55 bei einer relativ hohen Standardabweichung von
0,27.

Mikrosphéren: Abweichung von Mittelwert

0,5

0,4
0,3 1

0,2
0,1

0,0 1
===
-0,1
. .
-0,2
.0’3 B

-0,4 1

%Jﬂ

99-40!
99-4D

-0,5

Abbildung 51: Auszéhlung der Mikrospharen in den Nieren: Abweichung der einzelnen Versuchstiere
vom Mittelwert

I\VV.7.2. Gleichzeitiger Laser-Doppler von Kollateral en 7 Tage

und direkt nach Ligatur der A. femoralis
Vier Wochen nach der Ligatur der A. femoralis rechts wurde die Tiere narkotisiert (s. 111.2.1)

und nach beidseitiger Entfernung der Haut im medialen Oberschenkelbereich und Ligatur der
linken A. femoralis ein Laser-Doppler des gesamten Oberschenkel- und Beckenbereichs durch-
gefuhrt. Es zeigten sich in der LDI-Messung die unterschiedliche Flussstarke zwischen den in-
nerhalb 28 Tagen gewachsenen Kollateralen und den kurz vor der Messung okkludierten
kontralateralen GefalRen (s. Abbildung 52). Genauso kann man die unterschiedliche Durchblu-
tung der Pfoten distal der Okklusion beobachten. Dieses Bild entspricht den Photografien in der

Abbildung 13, die bei einem anderen Tier den selben Bereich abbilden.
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Abbildung 52: Laser Doppler 28 Tagen
nach Ligatur rechts und mit akuter Ligatur
der linken Seite; (1) Ligatur vor 28 Tagen,
(2) akute Ligatur, (3) A. femoralis superficia-
lis, (4) Kollateralen nach 28 Tagen, (5) Kol-
lateralen nach akutem Verschluss der A.
femoralis.
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V. Diskussion

In dieser Arbeit wurden die Veranderungen der Gefalie nach Okklusion eines HauptgefaRes
und die Ausbildung der Kollateralkreislaufe untersucht werden. Dazu wurde ein Mausmodell
entwickelt, bei dem die A. femoralis distal des Abgangs der A. profunda femoris ligiert und so

das Wachstum der praexistierenden Kollateralgefal3e ausgel®st wird.

In einem Teil dieser Arbeit wurden die anatomische Lage der entstandenen Kollateralgefaiie

und ihr Aufbau bzw. Veranderung untersucht.

Ein anderer Teil dieser Arbeit widmete sich der Arteriogenese bei unterschiedlichen Mause-
gruppen sowie der Inhibition des Kollateralwachstums durch den Chlorid-Kanal-Blocker Mi-

befradil und die Férderung der Arteriogenese durch den Fibroblast Growth Factor-2.

Die Unterscheidung zwischen Arteriogenese und Angiogenese soll anhand dieses Modells

hervorgehoben werden.

Schliellich sollen in dieser Diskussion noch die angewendeten und getesteten Methoden kri-

tisch beurteilt werden.
Die wichtigsten Ergebnisse dieser Arbeit zusammengefasst:

» Nach Ligatur der A. femoralis findet in den Muskeln des Oberschenkels, in diesem Maus-
modell im M. semitendinosus, gracilis anticus, semimembranosus sowie in den Mm. vastus me-
dialis rectus medialis des M. quadriceps, ein Wachstum der praexistierenden arteriolaren Kolla-

teralen statt (Arteriogenese).

* Gleichzeitig findet in den Muskeln des Unterschenkels, in unseren Untersuchungen im M.
gastrocnemius, eine Zunahme der Kapillarendichte im Muskelgewebe statt (Angiogenese). In
den Muskeln, in denen die Kollateralen verlaufen, fand dagegen innerhalb der ersten 7 Tage
keine Veranderung der Kapillarendichte und damit keine Angiogenese statt. Arteriogenese und
Angiogenese verlaufen raumlich getrennt und werden durch unterschiedliche Faktoren ausge-

[6st.

» Die anfangliche Vasodilatation der Kollateralgeféal3e reicht nicht aus, um die Versorgung des
distalen Gewebes zu garantieren. Trotzdem kommt es in der Regel nicht zu Nekrosen im Unter-
schenkel und Pfotenbereich. Die immer beobachtete Atrophie der Unterschenkelmuskulatur
kann jedoch die Angiogenese vortauschen oder ihren Grad vermindern. Die kontinuierliche Zu-
nahme des Kollateraldurchmessers durch Wachstum der praexistierenden Umgehungskreislau-

fe fuhrt zu einer besseren Durchblutung und Sauerstoffsattigung im distalen Gewebe.

« Die Arteriogenese folgt einem regelmafligen Schema. Nach 4 Stunden erhohter Scherkréfte

tritt ein intrazellulares Odem in Form von Vakuolen in den Endothelzellen auf, das sich nach 24
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Stunden zu einem extrazellularen Odem ausweitet. Nach 3 Tagen nehmen die Endothelzellen
an Volumen zu und befinden sich, wie die glatten Muskelzellen, in der Synthesephase. Gleich-
zeitig finden Umbauprozesse in der GefalRwand statt. In den glatten Muskelzellen nehmen die
kontraktilen Fibrillen ab und es zeigen sich vermehrt Elemente der Synthese (Caveolae, Golgi-
Apparate). Im perivaskularen Gewebe nimmt die Zellzahl zu, Makrophagen sind nachzuweisen.
In der GefaRwand nimmt die Fibroblastenanzahl zu. Insgesamt kann man aber auf elektronen-
mikroskopischer Ebene keine Unterschiede zwischen den unterschiedlichen genetisch manipu-
lierten Versuchstiergruppen finden. Lediglich eine Unterscheidung zwischen den verschiedenen
Zeitpunkten der Arteriogenese im Vergleich zur Kontrollseite anhand der morphologischen Ver-

anderungen ist moglich.

» Durch die Inhibition der volumenabhdngigen endothelialen Chloridkanale mit Mibefradil
kommt es zu einer Verlangsamung der Wiederherstellung der Durchblutung sowie der Sauer-
stoffséattigung (Hemmung der Arteriogenese). Da Mibefradil die Chloridkanéle blockiert und in
unseren Versuchen die Arteriogenese verlangsamt sowie die initiale Zellschwellung der Endo-
thelzellen reduziert, vermuten wir, dass die Arteriogenese durch die anfangliche, Scherkrafte
abhangige Endothelzellschwellung initialisiert wird und die Chloridkanale eine wichtige Rolle in

der Arteriogenese spielen.

« Fibroblast Growth Factor-2 spielt wahrend der Arteriogenese eine Rolle. Es zeigt sich in un-
seren Experimenten zwar kein statistisch relevanter Unterschied zwischen den FGF-2 wild type
und -knockout. Mausen in der Fahigkeit zur Arteriogenese nach Ligatur der A. femoralis. Aber
die exogene intraarterielle Zufuhr von FGF-2 via Mikropumpe hat einen férdernden Einfluss auf

die Arteriogenese.

» Die Fahigkeit zur Arteriogenese ist bei den hier untersuchten Mausestammen unterschied-
lich stark ausgepragt. Die periphere Durchblutung normalisiert sich rascher bei den sv129-

Mausen im Vergleich zu den Balb/c-Mause oder den FGF-2-Wildtyp-M&ausen.

» Balb/c-Mause besitzen eine geringere Fahigkeit zur Arteriogenese als sv129-Mause, wah-
rend es keine Unterschiede zwischen den Mausen unterschiedlichen Geschlechts und ihrer

Fahigkeit zur Arteriogenese gab.
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V.1. Ablauf der Arteriogenese nach Ligatur der A. femoralis
Durch das plétzliche Verlegen eines Hauptgefal3es veréndern sich die Druck- und Flussver-
haltnisse in den von ihm abgehenden Gefalien. Distal der Okklusion sinkt sofort der Druck im
Gefal. Bei Experimenten mit Hunden fiel der arterielle Druck nach Ligatur auf ein Drittel des
Ausgangswertes*®. Beim Menschen wurden Druckabfélle auf ein Viertel (ca. 20-50 mmHg) beo-
bachtet*®. Durch die Druckdifferenz nach der Okklusion steigt der Fluss in den préexistierenden
Kollateralgefalen sprunghaft an. Die Scherkrafte entlang des Endothels der Kollateralgefal3en
nimmt zu. Diese reagieren initial mit einer maximalen funktionellen Dilatation des GefaRRlumens
und einer maximalen Relaxation der Regulationsarteriolen. Diese Dehnung reicht aber nicht
aus, um den urspringlichen distalen arteriellen Druck und Fluss wiederherzustellen. Anfanglich
betragt der Innendurchmesser der Kollateralen 30 um, er wachst im Verlauf mehrerer Tage auf

60 um an.

Histologisch bestehen die Kollateralen aus einer Endothelschicht und ein bis zwei Schichten
glatter Muskelzellen. Die erhdhten Scherkrafte entlang der Endothelzellen fihrt zu
Umbauvorgéngen des Zytoskeletts®™. Vermutlich werden die auf die luminale Membran
wirkenden Kréfte Uber das Zytoskelett an die tight junctions und die basalen Verbindungen zur
Matrix Ubertragen, was zur Aktivierung von bisher nicht identifizierten ,Mechanorezeptoren®
fuhrt. Die dadurch verstarkte Adhasionsmolekilexpression wird durch schubspannungsreaktive
Elemente in den Promoterregionen einzelner endothelialer Gene reguliert™. Scholz et al'?
konnten zeigen, dass die endothelialen Adh&asionsmolekiile E-Selectin, ICAM-1 und VCAM-1
durch die mechanischen Kréafte aber auch durch Zytokinen aktiviert werden. Die sich
ausbildenden Verbindungen werden bereits 30 Minuten nach Beginn der Scherkraft
phosphoryliert'**>.  Dadurch wird eine Signalkaskade aktiviert, die die weitere
Adhéasionsmolekiiletranskription reguliert (Nuclear Transcription Factor Kappa B)*. Die initialen

Phosphorylierung und die Adhésions-molekillexpression dauert nur 12 bis 24 Stunden an'?.

Gleichzeitig kann man eine Schwellung der Endothelzellen im Elektronenmikroskop
beobachten. Es kommt zu ,Vakuolen-Bildung“ in den Zellen, die nach 4 Stunden auftretten und
auch 24 Stunden nach Erhéhung der Scherkrafte noch nachweisbar sind (s. IV.3.2 und IV.3.3).
Wir konnten zeigen, dass die scherkraftbedingte Zellschwellung durch Inhibierung der volumen-
abhangigen Chlorid-Kanalen mit Mibefradil vermindert werden kann®* und damit die

Arteriogenese der Kollateralen der A. femoralis gehemmt wird.

Durch die aktivierten Endothelzellen kommt es zur Chemotaxis zirkulierender Monozyten, die,
einmal in die GefaBwand migriert, mittels Zytokinproduktion (z.B. FGF-2, TNF-a, GM-CSF,
MCP-1)'*** die GefaRwachstum und Proliferation férdern. MCP-1 kann die Arteriogenese durch

vermehrte Transmigration der Monocyten férdern®>.
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In dieser Initialphase nach Erh6hung der Scherkraft kommt es initial zur Vasodilatation und
zur Expression bzw. zur Phosphorylierung von Adhasionsmolekilen. Gleichzeitig kommt es zu
einer Zellschwellung, bei der die volumen-abhangigen Chlorid-Kanéle eine Rolle spielen. Da
durch Hemmung dieser Faktoren eine Reduzierung des GefaBwachstums nach Erhdéhung der
Scherkraft mdglich ist, scheinen sie Teil des auslésenden Mechanismus der Arteriogenese zu

sein.

In den ersten drei Tagen nach Ligatur der A. femoralis beginnt die gesteigerte Synthese von
Zytokinen und Wachstumsfaktoren, Makrophagen wandern in das perivaskuldre Gewebe ein,

die Zellen der ArteriolengefaBwand zeigen ihre hochste Aktivitat im Verlauf der Arteriogenense.

AnschlieRend, im Verlauf der nachsten 3 bis 14 Tagen, reduziert sich die Mitoserate. Statt
dessen kommt es zur Auflosung der Lamina elastica interna und |&3t so die Zellmigration zu.
Die GefaRwand wird dicker durch die Entstehung neuer Wandschichten. Insgesamt nimmt der
GefalRdurchmesser zu. Die Proteine der Extrazellularmatrix wie Kollagen 1, 1l, 1V, Fibronectin,

5758 \werden

Laminin, Tenascin und Chondroitin®®, sowie Matrix-Metallo-Proteinasen
synthetisiert. Zur gleichen Zeit nimmt die Anzahl der Fibroblasten im perivaskularen Gewebe zu
und es zeigt sich eine vermeherte Menge an Fibronektin und Kollagenfasern, wahrend die
Anzahl an elastischen Fasern stark abnimmt™, was die geringere Elastizitat der

KollateralgefaRe erklaren wiirde®.

Die glatten Muskelzellen verlieren durch Aktin- und Myosinfilamentenabbaut ihren kontraktilen
Phanotyp, wahrend als Zeichen erhthter synthetischer Aktivitat eine grof3e Menge an rauhem
Endoplasmatischem Retikulum in allen Schichten der GefaRwand neu auftrit® (s. 1V.3.5).
Zusatzlich bilden sich vermehrt Golgi-Apparate und Caveolae an der apikalen Seite als Zeichen
der gesteigerten Syntheseaktivitat. Die Anzahl der Fibrillen nimmt ab, Reststurktuen bleiben
aber erhalten (dense bodies). Eine Zellproliferation ist aber bis zu diesem Zeitpunkt nicht zu
beobachten. Auch in in vitro-Versuchen konnten durch eine shear stress-Erhéhung keine
Zellproliferaton der glatten Muskelzellen induzieren® werden. Die Veranderugen fiihrten aber zu
einer erhdhten FGF-2-Sekretion® und einer verstarkten DNA-Synthese®. Bekannt ist, dass
PDGF eine Rolle in der Regulierung der glatten Muskelzellen nach strulkturellen
GefaRwandveranderungen spielt®”. Ein Botenstoff, der von den shear stress bedingt aktivierten
Endothelzellen sezerniert wird, aktiviert die glatten Muskelzellen den Gefal3wand. Dies kdnnte
PDGF sein, scheint aber in der Frilhphase der Arteriogenese keine relevante Rolle zu spielen®.
Die Aktivierung konnte aber durch die die GefaRwand durchwandernden Monozyten ausgelost

werden.

Ab etwa dem 14. postoperativen Tag beginnt die Reifungsphase mit der Verringerung der
Migration der glatten Muskelzellen, die sich allméhlich wieder vom synthetischen in den

kontraktilen Ph&notyp. Eine Neointima wurde bei Mausenkollateralen nicht beobachtet.
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Abbildung 53 und Abbildung 54 sollen die Ablaufe der Arteriogenese und der Unterschied zur

Angiogenese schematisch darstellen.
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Abbildung 53: Unterschiedlicher Verlauf Arteriogenese und Angiogenese
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Abbildung 54: Zeitlicher Verlauf in unserem Modell
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V.2. Gewachsene praexistierende KollateralgefaRe n  ach Ver-
schluss der A. femoralis
Da in dieser Arbeit die Kollateralgefal3e der A. femoralis profunda untersucht werden sollen,
ist es wichtig, die genauen anatomischen Verhaltnisse zu definieren. Die A. femoralis wurde in
unserem Modell immer proximal des Abgangs der A. femoralis superficialis ligiert. Andere Arbei-

ten33,64

zeigten anhand von Kaninchenmodellen, dass nach Okklusion der A. femoralis regel-
maRig Kollateralen in den entsprechenden Oberschenkelmuskeln wachsen. Wir fanden in der
Literatur keine andere Studien, in denen die A. femoralis proximal der A. profunda femoris ligiert
wurde, bzw. in denen die anatomischen Angaben eine genauere Zuordnung des Operationsge-
bietes zulassen. Anhand der veroffentlichten Angiogramme kann man auf eine eher distale Lo-
kalisation der Ligatur der A. femoralis schliel3en, da die A. profunda femoris nicht zur Darstel-
lung kommt3*%>% Wir sahen das Wachstum mehrerer, regelmaRig auftretender KollateralgefaRe
nach Ligatur der A. femoralis. Zwei verlaufen in den Mm. semitendinosus und gracilis anticus,
eine weitere im M. semimembranosus und zwei im M. quadriceps (Mm. vastus lateralis und
medialis). Diese Befunde konnten durch andere Gruppen bestétigt werden®’. Durch sie wird die
Versorgung des distalen Gewebes nach Verschluss des HauptgefaRes mdoglich. Durch ihr

Wachstum normalisiert sich die Sauerstoffsattigung nach ca. 1 Woche.

Nach Okklusion einer Arterie kann man in bestimmten Regionen des erwachsenen Organis-
mus das Wachstum praexistierender Kollateralgefaf3e sehen. Diese sind vor der Ligatur nicht
von anderen Arteriolen zu unterscheiden. Im Falle der Extremitatenmuskulatur wird ein langerer
Skelettmuskel von zwei zentralverlaufenden Arterien versorgt, die am proximalen bzw. distalen
Muskelansatz in den Muskel eintreten. Im mittleren Muskelabschnitt gibt es einen Bereich, in
dem sich die beiden Arterien sich in Arteriolen aufteilen. Es existiert bei den praexistierenden
Kollateralen eine direkte Verbindung auf arteriolarer Ebene zwischen den beiden aufeinander
zulaufenden Arterien. Wir konnten aber feststellen, dass nach Verschluss der A. femoralis es zu
einer schon makroskopisch sichtbaren Zunahme des Durchmessers der zentral in den Mm.
semitendinosus und gracilis anticus verlaufende GefalRe kam (z.B. Abbildung 13). Der Blutfluss
fuhrt von der A. femoralis tber die A. profunda femoris in die Kollateralgefal3e, um dann im Be-
reich des Unterschenkels wieder in die A. femoralis superficialis zu minden und so auch die A.
poplitea zu versorgen. Man konnte die Kollateralgefalle mit dem von A. von Humboldt be-
schriebenen Casiquiare-Fluss, der bei hoherem Wasserstand statt in den Orinoco-Fluss tber
der Rio Negro in den Amazonas fliel3t und so zwei vollig unabhangige Flusssysteme verbin-

det®.

Obwohl die Kollateralen auch zum Teil in geteilter Form auftreten, in Abbildung 17 und
Abbildung 18 vor bzw. nach der Ligatur der A. femoralis beschrieben, verliefen die praexistie-
renden und ausgebildeten Kollateralen zentral im Muskel und bildeten nie ein komplexes Kapil-

larnetz im mittleren Muskelabschnitt aus, welches entstehen miisste, wenn statt der praexistie-
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renden Arteriolen nur ein Kapillarbett bestiinde. Dies spricht gegen die Angiogenese nach Liga-
tur der A. femoralis und fur die Arteriogenese in praexistierenden Kollateralen in diesen Mus-
keln. Es kommt im mittleren Muskelabschnitt auch nicht zu einer Zunahme der Kapillarendichte
(s.IV.6.).

Die Kollateralgefaie treten in unserem Modell regelmaR3ig in den gleichen Muskeln auf. lhr
Verlauf im mittleren Muskelabschnitt ist vor der Arteriogenese schon sichtbar. Nach Wachstum
dieser praexistierender GefalRe sind die Kollateralen schon mit bloBem Auge zu sehen. Es fin-
det hier weder eine Angiogenese noch eine Kapillardichtenzunahme statt. Es gibt also auch

keine ,Neo-Arteriogenese”.

V.3. GrolRen und Flussverhéltnisse

Die Arteriogenese findet hauptsachlich in Arteriolen mit einem Durchmesser von 30 bis 50 pm
statt, die Teil eines arkadenformigen Netzwerkes sind. Sie erschliel3en die Kapillarnetze zwi-
schen zwei groReren Arterien und deren Abgéngen. Longland teilte bereit 1953 die praexistie-
renden Umgehungskreislaufe in ,stem“, ,midzone* und ,re-entry“® (s. Abbildung 55). Nach
Okklusion einer Hauptarterie kommt es zu einem verstarkten Fluss entlang der Kollateralen.
Das Blut fliet anterograd tUber den am Anfang der arkadenférmigen Blutbahn stehenden
Stamm-Bereich (,stem“ nach Longland) in den arteriolaren mittleren Bereich (,midzone") der
Kollaterale. Hier findet das GefaRwachstum, die Arteriogenese, statt. Das Blut flie3t dann weiter
in den weiteren Abschnitt der ,midzone", jetzt aber entgegen der urspriinglichen Flussrichtung.
Von dieser arteriolaren, nun gewachsenen Zone gelang das Blut dann retrograd in die entspre-
chende Arterie (,re-entry*), die wieder in die weiter proximal okkludierte Hauptarterie mindet.
Wahrend die Endothelzellen wachsen, bleibt das umgebende Gewebe in der Lange konstant.
Daher ergibt sich die fur Kollateralgefal3e typische Korkenzieherform in der ,midzone" der Ar-
kade. Longland zeigte auch, dass bei Kaninchen die GefalRe der ,midzone" in Relation zu den
anderen Abschnitten schneller wuchsen. Zuséatzlich nimmt die Anzahl an glatten Muskelzellen in

der GefaRwand zu und fiihrt zu einer weiteren Verdickung der GefaRwand®.

Wahrend der Arteriogenese kommt es in der von Longland als ,midzone" bezeichneten Ab-
schnitt zum Wachstum praexistierender Kollateralgefaf3e, die vermutlich als Arteriolen schon
wahrend der Organogenese gebildet wurden, die aber durch den geringen Fluss in dem mittle-
ren Muskelbereich nicht gré3er sind als die anderen Arteriolen. Die praexistierenden Kollateral-
gefalle konnten eine Rolle wahrend der embryonalen Myogenese gespielt habe. Anfanglich
wurde der Muskel von einem einzelnen Gefal3 versorgt, welches nach Ausbildung des Muskels
und des Kapillarbettes im Vergleich zu den Muskel versorgenden Arterien nicht weiter gewach-
sen ist. Erst durch den erneuten Blutflussanstieg kommt es zum Wachstum dieser GefaRe. Ahn-

lich verlauft die Rekanalisierung der nach der Geburt obliterierten Vv. umbilicales bei der porta-
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len Hypertension®, auch wenn hier nur fibrosierte Gewebsstréange vor der Rekanalisierung nach-
weisbar sind. Abbildungen E und F in Abbildung 56 entsprechen stellen dieses Wachstum

praexistierender Arteriolen in der ,midzone" dar.

Die gewachsenen Gefalie fanden sich immer in den gleichen Muskeln. Wir fanden keine Ver-
bindung zwischen dem ,Gefal3-System* der A. iliaca externa/A. femoralis und dem System der
A. glutealis. Die Ligatur der A. femoralis proximal des Abgangs der A. profunda femoris zeigte
einen Kollateralkreislauf zwischen der A. obturatoria externa, aber keine Anastomosen zwi-
schen den zwei Blutversorgungssystemen des Oberschenkels. Eine Verbindung zwischen zwei
unterschiedlichen arteriellen Versorgungssystemen konnte auch nicht im menschlichen Orga-
nismus nachgewiesen werden*”’®. Zu beachten ist hier aber auch, dass die unterschiedlichen
Gefallsysteme durch Muskelfaszien getrennt sind und diese zusammen mit der erhéhten me-

chanischen Belastung ein GefaBwachstum verhindern.

_ Abbildung 55:  Einteilung der Kollatera-
. vor Okklusion labschnitte nach Longland (1953)**: Nach
e Vene Okklusion einer Hauptarterie kommt es zu
Wachstum der praexistierenden Kollateralen.
Die abgehende Arterie kann man als Stamm
(,stem" nach Longland) der Kollateralen be-
zeichnen, die vergréRerte Arteriole befindet
sich im mittleren Bereich (,midzone“)der Kolla-
terale und eine Arterie, in der das Blut nun re-

Arerie trograd flieRt, die in die weiter proximal okklu-
4 Hauptarterie dierte  Hauptarterie mindet  (,re-entry”).
Il. nach Okklusion
o Vene
Kapillaren

T Arterie

; Hauptarterie

Die bei manchen Mausen beobachte Spaltung des medial im Muskel verlaufenden Kollateral-
gefales (s. Abbildung 17) kann einerseits als Variante der Organogenese aus mehreren Somi-
ten gewertet werden. Sarelius™ hat in Untersuchungen des M. cremasters bei Ratten nachge-
wiesen, dass der Blutfluss im kapillaren Bett nicht unbedingt immer den kirzesten Weg nehmen
muss. Dies konnte aber auf arteriolarer Ebene nicht bestéatigt werden. Wir beobachteten aber

nur zentral verlaufende, in manchen Fallen geteilte, KollateralgefélRe. Es trat nie ein Gefal3 auf,
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aus dessen Form man auf einen Ursprung aus einem Kapillarbett schlieBen kann. AuRerdem
konnten wir direkt nach der Ligatur die mit Blut geflillten dilatierten Kollateralen mit bloiem Au-
ge erkennen. Eine Hypervaskularisierung eines gesamten Kapillarbettes mit anschlieRender
Ausbildung eines HauptgefaRRes konnten wir nicht beobachten (vergleiche Abbildung 13). Auch

dies spricht fir ein praexistierendes Kollateralgefafs.

vor Ligatur nach Ligatur

Abbildung 56: Mdgliche Entstehungswege der KollateralgefaRe: A/B geben die mégliche Angiogenese
wieder; C/D die Entwicklung der Kollateralgefal3e aus einem Kapillarbett; E/F zeigt die Arteriogenese aus
praexistierenden KollateralgefaRen.

Wir konnten in jedem Muskelquerschnitt mindestens eine meist zentral verlaufende Arteriole
nachweisen, was auf der einen Seite gegen die de novo Angiogenese zwischen zwei Kapillar-
betten (siehe Skizze A und B in Abbildung 56), und auf der anderen Seite fur die Arteriogenese

aus praexistierenden Kollateralgeféal3e spricht.

In den Skizzen C und D in Abbildung 56 zeigt die Entstehung der Kollateralgefal3e aus dem

bestehenden Kapillarbett. Diese Mdglichkeit der GefaRRbildung kdnnen wir auch nicht bestati-
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gen, da wir bereits direkt nach der Ligatur die Flllung der préaexistierenden Kollateralen beo-
bachten konnte und in den histologischen Schnitten vor der Ligatur immer eine zentral verlau-

fende Arteriole nachweisen konnten.

V.4. Mechanische Krafte am Endothel wahrend der Ar  terio-
genese
Typisch zu beobachten war die Korkenzieherform dieser KollateralgefaRe’® (vergleiche Abbil-
dung 14). Sie tritt bei der Ausbildung von KollateralgefaRen in allen menschlichen Organen auf”.
Die Entstehung dieser speziellen Form ist bisher nicht geklart worden, die auf die Endothelzel-

len wirkenden Kréfte scheinen aber eine essentielle Rolle zu spielen.

Diese mechanischen Krafte bestehen aus dem Kompressionsdruck (der vom mittleren
arteriellen Druck abhangigen Differenz zwischen Innen- und Aussendruck entlang der

Gefallwand), der entlang des Endothels wirkenden Scherkréafte und die Dehnungsspannung.

Die Dehnspannung o ist in der Abbildung 57 schematisiert und errechnet sich aus der For-
mel (1). Sie ist direkt abhangig vom Gefalradius (r) und der transmuralen Druckdifferenz (po-p;)
und umgekehrt proportional zur Wanddicke (d). Im Bereich der ,midzone" der Kollateralen be-
tragt die Dehnspannung néherungsweise 70-80 mmHg (10100 Pa). Die Zellen des Gefalles
passen sich diesen Kraften durch Vermehrung der glatten Muskelzellen und ihrer Zell-Zell-

Kontakte an.

:”Eqpi_po)

F 1 (1)
q ormel (1)

g

Abbildung 57: Skizze zu Dehnungsspannung ¢ entlang der GefalRwand

Die Scherkrafte oder Schubspannung T (engl. shear stress) wirken dagegen direkt auf das
Endothel. Der shear stress ist direkt abhangig von der dynamischen Viskositat des Blutes (<)

und vom Blutfluss (Q), und umgekehrt proportional zur 3. Potenz des Gefaliradius (r).

r= 4[,7[Q(dynm:m‘2)

nlr® Formel (2)"
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Zur genauen Berechnung der Scherkraft benétigt man unter anderem die Blutflussgeschwin-
digkeit direkt am Endothel. Die exakte Messung der Scherkraft ist aber bisher bei der geringen
GroRe der Kollaterale nicht moéglich. Man kann aber den durchschnittlichen Fluss von 0,3 m/s
fur GefaRe dieses Durchmessers nehmen™. Vermutlich kommt es nur zu einem Kontakt des
Serums mit den Endothelzellen, da die Erythrozyten bei GefaBen mit 30 um Durchmesser im
mittleren Abschnitt des Schergradienten schwimmen. Bei gréReren gekriimmten Gefal3en bildet
zusatzlich noch zwei gegenlaufige Wirbel senkrecht zur Flussrichtung, was die Berechnung des
Scherkréafte zusétzlich erschwert. AuRerdem veréndert sich die Viskositat des Blutes in Abhéan-
gigkeit von Schergradienten, Hamatokrit, Temperatur und Zusammenlagerung der Erythrozyten.
Daher kann die Viskositat bei langsam flieBendem Blut zwischen 150 und 4 mPas liegen, die
Viskositat des Plasmas dagegen betragt bei 37C 1,2 mPas. Da das Endothel stromungsbe-
dingt weniger mit der Erythrozyten in Kontakt kommt, sollte nur die Plasmaviskositat beachtet
werden. Schatzungsweise die Scherkraft in den Kollateralen bei einem mittleren arteriellen
Druck von 70mmHg in der A. femoralis und 20mmHg distal der Ligatur, einem Durchmesser von
35 um und einer Lange von ca. 25 mm ungefahr 20-70 dyn/cm?, was héher liegt als die in in
vitro Studien benutzten Werte (3 — 12 dyn/cm?)”.

V.5. Durchblutungsverhaltnisse nach Ligatur der A. femora-
lis
Nach dem Hagen-Poiseuille-Gesetz (s. Formel 3) ist die Stromstarke | , auch als Volumen-
fluss V pro Zeit t [m%s] zu bezeichnen, abh&ngig von den geometrischen Parametern des Sys-
tems (Radius r, GefaR3lange 1), den stromungstreibenden Druckgradienten Ap und der Blutvis-
kositat n. Man setzt aber voraus, dass es sich um laminare Stromungen Newtonscher Flissig-
keiten und ein gerades Rohr mit starren Wénden handelt. Daher lassen die Berechnungen bei

Gefal3systemen nur einen Naherungswert zu.

VvV _ . mOppOr?

t 80

Formel (3)"

Somit ergibt sich zum Beispiel fir eine Kollaterale mit 30 um Durchmesser ein Volumenfluss

von ca. 6*10° m¥/s.

Der Durchmesser der KollateralgefaRe vergro3ert sich in 4 Wochen nach der Ligatur bei
Mausen (Balb/c) um das 2.6fache. Nach dem Hagen-Poiseuille-Gesetzt wachst die Konduktanz
um die 4. Potenz. Damit steigert sich die Konduktanz in diesem Fall um den Faktor 2,6* = 26.

Da das Hagen-Poiseuille-Gesetzt von Newtonschen Flissigkeiten und starren Wanden aus-
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geht, ist es in diesem Fall nicht anwendbar. Laut Wetzler™ steigert sich die Konduktanz nur um

den Faktor 2,5, was unseren experimentellen Daten (Faktor 3,2 - 25) entspricht.

Die A. femoralis besitzt auf Hohe des Abgangs der A. profunda femoris einen Durchmesser
von ca. 150-170 um. Wahrend der Arteriogenese wachsen die 5 préexistierenden Kollateralen
von 35 um Durchmesser auf ca. 80 um nach 21 Tagen. Gleichzeitig steigt auch die im LDI ge-
messene Durchblutung an, erreicht aber nicht vollstandig das Ausgangsverhaltnis. Da der Wi-
derstand eines Gefalles abhangig von der Lange in Verhaltnis zum Querschnitt ist, und man die
Kollateralen als parallelgeschaltete Widerstande interpretieren kann, ist nach der 2. Kirhhoff-
schen Regel die Summe parallelgeschalteten Widerstande kleiner ist als der kleinste der ein-
zelnen Widerstéande. Daher kann der kompletten Blutfluss, der urspriinglich durch die A.
femoralis floss, durch die gewachsenen Kollateralen kompensiert werden. Am Ende der
Arteriogenese erreichen die Kollateralen mit einem durchschnittlichen Radius von 44,5 um 52%
des Femoralisradius (85 pm). Allein die Summe der Lumina der meist finf entwickelten
Kollateralen ergab in unseren Versuchen eine gesamte Flache von circa 34000 um? im Ver-

gleich zu der urspriinglichen Arteria femoralis mit circa 26000 pm?.

Bei funf regelméaRig ausgebildeten KollateralgefalRen —gleiche Bedingungen fir alle Kollatera-
len vorausgesetzt— muss jede Kollaterale 20% des urspriinglichen femoralen Blutflusses uber-
nehmen. Da nach dem Hagen- Poiseuille Gesetz der Radius in der 4. Potenz die Stromstarke
beeinflusst, muss man die 4. Wurzel dieser aus dem Verhdltnis der Radien zueinander ziehen.
So erhalt man den eigentlich nétigen Radius (56 um), der nétig ware, damit alle finf Kollatera-
len den intakten Blutfluss der A. femoralis kompensieren kdnnen. Dieser betragt also 65% des

Femoralisradius.

Die Scherkraft entlang des Endothels ist von der 4. Potenz des GefaRradius abhéngig. Daher
misste die Scherkraft mit wachsendem Gefal3durchmesser weiter steigen und weiteres
Wachstum auslésen. Aber ab einem gewissen Schwellenwert der Durchblutung scheinen
autoregulatorische Prozesse die weitere Zunahme zu drosseln, wodurch die Scherkréafte nicht
weiter ansteigen und dieser Wachstumsausloser sistieren. Dies kénnte der Grund sein, weshalb

die Arteriogenese vor dem Erreichen eines ,mathematisch nétigen“ Radius abbricht.

V.6. Korkenzieherform der Kollateralen

Nach Murray's Vorstellung®, ist das gesamte Kreislaufsystem so aufgebaut, dass die zur
Stabilisierung des Systems notwendige Energie so gering wie notig gehalten wird. Daher passt
sich die GefaRwand an die neuen Bedingungen an und stabilisiert die Scherkréfte’” bei ca. 15
dyn/cm? in GefaRabschnitten dieses Durchmessers. Im Rahmen dieser Anpassungen kommt es

aber zu unterschiedlichen Zellwachstum in den verschiedenen Abschnitten der Kollaterale.
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Blut besitzt als nicht-newtonsche Flissigkeit einen asymmetrischen Primérfluss (s. Abbildung
58) mit einem parabolischen Flussgradienten, sodass genaue Aussagen zur exakten Scherkraft

an den Endothelzellen (noch) nicht méglich sind.

Abbildung 58: Asymmetrischer Primarfluss

Hinzu kommt, dass in gekrimmten Gefal3en der Blutfluss auch Wirbel entwickelt und so in
den Kurven eine héhere Scherkraft auf das Endothel wirkt (Abbildung 59 sollt dies schematisch
darstellen®). Geht man davon aus, dass die erhdhten Scherkréfte ein elementarer Faktor der
Arteriogenese darstellt, kann man die Korkenzieherform durch die starkere Scherkrafte in den
Kurven und die so bedingte verstarkte Hypertrophie der Zellen der Gefal3wand in diesem Be-

reich erklaren.
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Abbildung 59: Flussveranderungen in gekrimmten Gefal3en bei nicht Newtonschen Flussigkeiten, ver-
anderter Verlauf der Isotachen im Kriimmer.

AuRerdem konnten wir , wie vorher Scholz et al.*?, zeigen, dass wéhrend der Arteriogenese
ein Wachstum der GefalBwand mit Zunahme der Zellzahl und VergrofRerung der Zellen stattfin-
det. Durch den asymmetrischen Primarfluss und die zusatzliche Strdomungsentstehung (s.
Abbildung 59) verstarken sich die Scherkrafte am Endothel der gebogenen Kollateralgefalie.
Dies kann eine Ursache fur Korkenzieherform der gewachsenen Kollateralgefaf3e sein. An eini-
gen Stellen der Arterie bestehen bereits Biegungen, an denen durch den gesteigerten Fluss
verstarkte Scherkréfte auftreten und die Zellen in diesem Bereich verstarkt stimuliert und ein
groReres Wachstum im Vergleich zu Abschnitten der gewachsenen Kollaterale, die weniger

unter Einfluss der Scherkraften stehen, férdert. Durch das gréRere Volumen dieser Zellen biegt
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sich das Gefal? an diesen Stellen vermehrt und es kommt durch die Verstarkte Krimmung zur

Korkenzieherform.

Bei den Experimenten mit Mibefradil konnten wir jedoch beobachten, dass sich die Korken-
zieherform nicht so stark ausgebildet hat, was darauf schlie3en lasst, das anfangliche Kompen-

sieren der Zellschwellung wichtig flr das Wachstum der Kollateralen ist.

Die Turbulenzen, die sich in den gekrimmten Rohren bilden, bedeuten einen zusatzlichen
Energieaufwand zur Anpassung der GefalRwand an starkere mechanische Krafte. Auch dies
kénnte das Wachstum der Endothelzellen wahrend der Arteriogenese drosseln. Hinzu kommt,
dass in den Arteriolen der Fluss pulsierend ist. Trotzdem wird die kritische Reynolds-Zahl von

2000 nicht erreicht, weswegen das Auftreten von Turbulenzen nicht wahrscheinlich ist*®.

Durch die Korkenzieherform wird die Kollaterale erheblich l&anger, was zusammen mit der

Biegung den Widerstand erhoht.

V.7. Verlangsamung der Arteriogenese durch Blockad e der
endothelialen Chlorid-Kanale mit Mibefradil

Die Gewebsischamie spielt wahrend der Angiogenese eine Rolle, wahrend die Arteriogenese
eher durch mechanische Kréfte zustande kommt. Diese Hypothese wird durch die Hypoxie ab-
hangigen Faktoren (Laktatdehydrogenase A, HIF-1lalpha), die zu einer gesteigerten Expression
angiogener Faktoren wahrend der Ischamie filhren, bestétigt’®’®. Genauso finden sich Zeichen
der Gewebsischdmie (Abnahme von Sauerstoffabhangigen Molekilen wie ATP oder Kreati-
ninphosphat und Anstieg der Abbauprodukte wie Adenosine, Inosine, Hypoxanthine, Laktat) in

den Bereichen des Kollateralwachstums’®.

Die raumliche Trennung zwischen Bereichen der Angiogenese und der Arteriogenese ist zu
grof3, als dass Ischamie in beiden Fallen der auslésende Faktor sein kdnnte. Genauso findet in
Gebieten der Angiogenese ein Abfall der Scherkrafte wegen der Abnahme der Durchblutung

statt.

Der genaue Mechanismus, der vom Anstieg der Scherkrafte zur Arteriogenese flhrt ist bisher
unbekannt. In friiheren Studien wurde gezeigt, dass Volumen abhéngige endotheliale Chlorid-
Kandle eine Rolle bei der Reaktion des Endothels auf erhdhte Scherkréfte spielen®’. Diese
Hypothese wird durch in vitro Untersuchungen mit Inhibitoren dieser Volumen abhangigen lo-
22,80

nenkanalen, einschliel3lich Mibefradil, zu einer Hemmung der Endothelproliferation fiihrten

Dies lasst die Vermutung zu, dass diese lonenkanale eine Rolle bei der Arteriogenese spielen.

Mibefradil (Posicor®, Ro 40-597) ist ein neuer Calcium-Antagonist mit hoher Bioverfugbarkeit
und mit gut toleriertem antihypertensiven und antiischdmischem Effekt, der zuséatzlich ischa-

misch induzierte Ventrikelfibrillationen ohne negativen inotropischen Effekt vorbeugt. Es ver-
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starkt vermutlich die endotheliale NO-Wirkung und scheint einen antiproliferativen Effekt auf
glatte Muskelzellen nach GefaRverletzung zu haben®®!. Gleichzeitig zeichnet sich Mibefradil
durch eine 10fach héhere Affinitat zu T-Type Ca**-Kanéle als auf andere Kanaltypen (L, N, Q,
R)?2%38 Das Gen fiir diesen lonenkanal (CLNS1B) befindet sich beim Menschen auf den
Chromosomen 11 und 6, bei der Maus auf den entsprechenden Chromosomen 2 und 7%. Der
volumenabhéngige Chloridkanal ist ein Protein, dessen Aminosaurensequenz sich zwischen
den Spezies kaum unterscheidet (z.B. 92.7% Ubereinstimmung Mensch — Hund)®*. Da dieser
lonenkanal ubiquitdr vorkommt, kann man davon ausgehen, dass er eine elementare Rolle bei

der Zellhomeostase spielt.

Die Neointimahemmung scheint nur von der Blockade der spannungsabhangigen T-Typ Cal-
ciumkanéle abzuhangen. In nachfolgenden Studien wurde als Nebeneffekt des Mibefradil die

Blockade der volumenabhangigen Chloridkanale untersucht®?®

und einen engen Zusammen-
hang zwischen der Blockade dieser Kanéle und der Inhibition der endothelialen Zellproliferation

gefunden™.

Der Inhibitionsgrad der Zellproliferation war direkt abh&ngig von der gegebenen Konzentration
Mibefradil, was sich auch bei anderen, strukturell und pharmakologisch unterschiedlichen Inhibi-
toren der volumenabhangigen lonenkanéle zeigte, sodass man davon ausgehen kann, das die

Endothelzellproliferation direkt von diesen volumenabhéngigen lonenkanélen abhangt®’.

Die Frage, ob eine Hochregulierung dieser lonenkanéle der ausldsende Faktor in der Arterio-
genese oder ein Teil in den Anpassungsreaktionen der Endothelzelle auf die erhdhten Scher-
krafte ist, ist bisher ungeklart. In einer anderen Studie wurde anhand der Uberexpression von T-
Typ Calciumkanalen in HEK-293 Zellen eine erhdhte intrazellulare Calciumkonzentration verur-

sacht, ohne dass es zu Veranderungen im Zellzyklus oder Proliferation kam®®.

Wir vermuten, dass die Hemmung des Kollateralwachstums durch Mibefradil auf der Inhibition

der volumenabhangigen Chloridkanale basiert.

Da bisher keine Untersuchungen mit Mibefradil bei Mausen durchgefiihrt wurden, rechneten

wir die bekannte Plasmakonzentration des Mibefradils bei Ratten auf Mause um.

Die Dosis betrug 0.65 pM. Frilhere Studie mit Ratten zeigten, dass pharmakologisch aktive
Mibefradilabbauprodukte die anfangliche Mibefradilkonzentration um das 2,8fache Uberschrei-
ten®®. Deshalb benutzten wir eine anfangliche Konzentration von 0.65 uM, entsprechend einer

Mibefradilkonzentration von 0.1-10 uM bei in vitro Chlorid-Kanal Inhibitionsversuche®.

In unserem Mausmodell untersuchten wir die Wirkung von Mibefradil auf die Arteriogenese.
Wir fanden eine verminderte Perfusionswiederherstellung in den Hinterlaufen der Mibefradilbe-
handelten Gruppe nach 7 Tagen. Dies zeigte sich in der Messung der Sauerstoffsattigung und

des Blutflusses im Laser-Doppler. Genauso konnten wir schon makroskopisch ein verringertes
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Kollateralwachstum im Vergleich zu der PBS-Kontrollgruppe in den Rontgenbildern und den
Aufsichtsfotografie wahrnehmen, was sich in der morphometrischen Auswertung des geringeren

Durchmessers der Kollateralgefal3e bestatigte.

Die Morphologie zeigte die Zellschwellung einer der ersten sichtbaren Reaktionen der Endo-
thelzelle in den ersten 24 Stunden auf erhohte Scherkréafte ist. Die Aufrechterhaltung des
Zellvolumens spielt eine essentielle Rolle in der Homeostase der Lebewesen. Die Zellschwel-
lung fuhrt zu der Aktivierung von lonenkanalen zur ,,Ausscheidung“ osmotisch aktiver Teilchen
und zur Volumenregulierung. Die volumenabhéngigen lonenkanale scheinen hier die Hauptrolle
zu spielen. Durch ihre Blockade kann man anscheinend den proliferationsférdernden
Calciumfluss hemmen®. Gleichzeitig steigt durch die lonenkanalblockade der intrazellulére pH-
Wert an, was wiederum die fur den Zellzyklus wichtigen Kinasen hemmt und die Endothelzelle
im Stadium G0/G1 halt™.

Insgesamt zeigen diese Daten und unsere Ergebnisse, dass der volumenabhangige endothe-
liale Chloridkanal, der durch Scherkrafte aktiviert wird®>%?, eine Rolle am Anfang der Arterioge-

nese spielt.

Angiogenese und Arteriogenese sind wahrscheinlich die relevanten Gefallwachstumsformen
im erwachsenen Organismus. Sie unterscheiden sich in den auslésenden Faktoren und beteilig-

93,94,95,96,

ten Mediatoren - Andererseits gibt es Faktoren, die in beiden Prozessen eine Rolle

spielen, wie z.B. die Matrix-Metalloproteinases, FGF-2, PLGF®,%,*® und die volumenabhé&ngige

lonenkanale.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass der Mechanismus der Aktivierung des volumenabhangigen
endothelialen Chloridkanals wahrend der Arteriogenese eine relevante Rolle spielt und eine

Hemmung dieser lonenkanale zu einer Verlangsamung der Arteriogenese flhrt.

V.8. Fibroblast Growth Factor-2 hat eine Arterioge  nese for-
dernde Wirkung

Untersuchungen haben gezeigt, dass heparinbindende Wachstumsfaktoren, unter anderem
FGF-2 und VEGF, eine proangiogene Wirkung in in vivo Modellen besitzen. Der Fibroblast
Growth Factor 2 (FGF-2, auch als basic FGF bezeichnet) gehort zu einer grof3en Wachstums-
faktorengruppe mit 19 ahnlich strukturierten Proteinen, die sich durch eine hohe Affinitat zu be-
stimmten transmembrandsen Rezeptoren, die aus einer Transmembran-Doméne und einer
intrazellularen Tyrosine-Kinase-Domane bestehen, auszeichnet. FGF-2 ist ein 18 kD groRes,
heparinbindendes Protein, das ausschlie3lich aus B-Faltblatt-Strukturelementen besteht. Das
entsprechende fgf2-Gen befindet beim Menschen auf dem Chromosom 4 (q26 - g27) und kann
bidirektional transkribiert werden. FGF-2 besitzt verschieden Isoformen (18, 22, 22,5 24, 34
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kD)™, Durch Bindung des FGF-2 kommt es zu einer Dimerisierung und Aktivierung des Rezep-
tors'®?. FGF-2 wurde in der Hypophyse entdeckt®, und férdert die Proliferation glatter Muskel-

zellen®' und Endothelzellen®.

FGF-2 ist in fast allen Organen nachgewiesen worden, es besitzt aber eine essentielle Rolle
wahrend der embryonalen Vaskulogenese, da das Ausschalten des Rezeptor letal ist*®. FGF-2-
MRNA und FGFR1-mRNA konnten in proliferierenden Endothel- und glatten Muskelzellen in in
vitro und in vivo Modellen nach Alteration der GefaBwand in starkerer Expression
nachgewiesen werden®. Versuche nach GefaRballondilatationen bei Ratten zeigten eine Hem-
mung der Neointimabildung nach Injektion FGF-2 neutralisierender Antikorper'®®. FGF-2-/-
Mause sind lebensfahig, aber die Angiogenese ist bei diesen Mausen, wenn auch nur in
geringem MaRe, verlangsamt'®*'%. Auch an HerzgefaRRen scheint FGF-2 eine Rolle zu spielen.
Nach intra-myokardialer FGF-2 Gabe kam es zu einer Steigerung der kollateralen

Durchblutung®.

Die Steigerung der Durchblutung des distalen Gewebes nach beidseitiger Okklusion der A.
femoralis unter Belastung (Laufband) wurde mittels Mikrospharen untersucht*. In frilheren Stu-
dien konnte die Gruppe um Terjung® zeigen, dass die Gabe von FGF-2 den Blutfluss im dista-
len Gewebe unter Belastung um das 200fache steigern kann. FGF-2 scheint auch bei alteren
Ratten die Verbesserung der Durchblutung zu férdern'®’. Die durchblutungssteigernde Wirkung

von FGF-2 unter Belastung wurde auch an anderen Tiermodellen nachgewiesen: Schweine-

109 110

herz'®®, Rattenhinterlaufe'® und Nagerhinterlaufe®*°.

Die konkrete Rolle des FGF-2 in der Arteriogenese ist noch nicht geklart. Unter normalen
Bedingungen wird FGF-2 von Endothelzellen und Makrophagen, nicht aber von glatten
Muskelzellen sezeniert. Makrophagenansammlungen in der Adventitia von wachsenden
Kollateralarterien produzieren FGF-2 bei Kaninchen®und bei Mausen®, genauso konnte ein

perikollateraler Anstieg von FGF-Rezeptoren festgestellt werden™*.

Ein auslosender Faktor fir die FGF-2-Sezernierung ist der Anstieg der Scherkrate an
Endothel, da in in vitro-Versuchen die FGF-2-Konzentration bei erhéhtem shear stress in glatten

Muskelzellen beim Schaf nach 1 Tag anstieg und nach 3 bis 7 Tagen ihr Maximum errreichte?.

2 nachweisen. FGF-2

Erhohten FGF-2-Konzentrationen liessen sich auch in Endothelzellen*
scheint also eine wichtige Rolle in den Umbauprozessen wahrend der Arteriogenese und den

Veranderungen der glatten Muskelzellen zu spielen.

In unserem Mausmodel sind die erhéhten Scherkrafte am Endothel der Arteriogenese die
auslosenden Faktoren, daher sollte bei FGF-2-/- Mausen nach Ligatur der A. femoralis und
erhdhter Durchblutung der Kollateralen ein geringeres Kollateralwachstum stattfinden. Wider
Erwarten zeigten die FGF-2 "knockout” Mause in unseren Experimenten (s 1V.5.1) im Vergleich

zu den Kontrollmdusen keine Defizite in der Arteriogenese. Das lasst vermuten, dass die
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Funktion des FGF-2 durch andere Faktoren kompensiert werden kann, da FGF-2-/--Mause
lebensfahig sind und keine Anomalien aufweisen. Bereits Sullivan et al. zeigten, dass die
selektive Ausschaltung des fgf-2 Gens keine Auswirkung auf die Arteriogenese und
Angiogenese nach Ligatur der A. femoralis hat'**. Diese Daten und unsere Ergebnisse, wenn
auch in einer kleinen Gruppe, stimmen uberein und zeigen, dass Rolle des FGF-2 weiter geklart

werden muss.

Die exogene intra-arterielle FGF-2 Gabe nach Ligatur der A. femoralis via osmotischer
Mikropumpe (s. IV.5.2) fordert die Arteriogenese wie wir in unseren Experimenten zeigen
konnten. Ahnliche Ergebnisse zeigten sich bei anderen Gruppen®', die eine deutliche
Verbesserung der Arteriogenese bei Mausen mit Uberexpression von FGF-2 unter Kontrolle des
Phosphoglycerat-Kinase-Promoter durchfuhrten. Die erhdhte FGF-2-Konzentration im Blut, sei
es durch Uberexpression oder durch exogene Zufuhr, hat einen fordernden Effekt auf die

Arteriogenese.

V.9. Arteriogenese und Angiogenese: Zwei unterschi  edliche
Anpassungsreaktionen
Unsere Ergebnisse zeigen, dass das Wachstum und der Umbau préaexistierender, arteriolarer
Umgehungskreislaufe zu KollateralgefaRen (Arteriogenese) hauptsachlich der Wiederherstel-
lung der Durchblutung nach Verschluss eines arteriellen GefaRes dient. Andere Gruppen® er-
klaren die Verbesserung der Durchblutung der Mausepfote nach der Ligatur der A. femoralis

durch neues GefalRwachstum (Angiogenese) und wiedersprechen unseren Ergebnissen.

Die Hypoxie wird von zahlreichen Autoren fur das Wachstum der Gefalie als ausldsenden
Faktor verantwortlich gemacht'***** Durch die Bildung proangiogener Faktoren (VEGF, HIF-
1)>*%ommt es zur Angiogenese. Das Wachstum neuer Kapillaren bedeutet die koordinierte
Migration, Proliferation und Differenzierung endothelialer Zellen und Perizyten aus bestehenden

Gefassen?.

In unserem Modell trifft dies auf die Angiogenese im Musculus gastrocnemius nach Ligatur
der A. femoralis zu. Dort tritt im Moment der Ligatur eine Gewebsischamie auf, die tber die pro-
angiogene Faktorenfreisetzung zu einer Zunahme der Kapillardichte als Zeichen des GefaR-
wachsens fiihrt. Die Untersuchung der Kapillarendichte in den Muskeln des Oberschenkels (M.
gracilis anticus und semitendinosus) und denen des Unterschenkels (M. gastrocnemius) zeigte
eine Zunahme der Kapillarendichte um das 1,7-fache in den Mm. gastrocnemii, wahrend in den

Muskeln des Oberschenkels die Kapillardichte konstant bleibt. Diese Ergebnisse stimmen mit
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denen anderer Gruppen iberein***. Der Unterschied zwischen Angiogenese und Arteriogene-

se im proximalen Gewebe wurde auch von anderen Gruppen bestatigt'"’.

In den Bereichen, in denen das Kollateralwachstum eintritt, ist die Hypoxie nicht stark genug
um ein Kapillaraussprossung auszulésen. In perikollateralen Skelettmuskeln haben Deindl et
al.®* wahrend der Arteriogenese keine direkten Zeichen der Ischamie festgestellt. Sie
Ubertrugen das Mausmodell auf Kaninchen und zeigten, dass weder endogenes noch
hizugefiigtes VEGF Arteriogenese ausltsen. Die Konzentrationen von den VEGF-Rezeptoren
VEGFR1 und VEGFR2, HIF1 und ischdmische Metaboliten im perikollateralen Geweben waren

nicht abhangig von der Ligatur.*'®

In den Extremitaten kann eine Vergro3erung der praexistierenden KollateralgefaRe (Arterio-
genese) die Versorgung des distal der Okklusion gelegenen Gewebes besser garantieren als

die Erhdhung der Kapillardichte durch Angiogenese.

Arteriogenese und Angiogenese besitzen gemeinsame biochemische Prozesse und sind
wahrscheinlich zu einem gewissen Anteil eine Rekapitulation der Vaskulogenese, die unter-

schiedliche Ausloser bendtigen und zu unterschiedlichen Anpassungsreaktionen fuhren.

Andere Gruppen zeigten, dass im alteren Organismus die Fahigkeit zur Arteriogenese, unter-
sucht wurden die A. femoralis®® und die Mesenterialarterien''®, nicht dauerhaft erhalten bleibt.

Wir benutzten ausschlieRlich 11 Wochen alte Tiere.

V.9.1. Unterschiede zwischen den Kontrollgruppen Ba Ib/c
und sv129

Auffallig war die unterschiedliche Fahigkeit zur Arteriogenese bei den unterschiedlichen Kon-
trolltiergruppen. Die gewonnenen Werte der verschiedenen Gruppen unterschieden sich nicht
sehr. Vor Operation war, wie zu erwarten, die Sauerstoffsattigung seitengleich und fiel nach der
Ligatur der A. femoralis naturlich auf der okkludierten Seite ab. Es fand eine rasche Besserung
der Hamoglobinsattigung nach 3 Tagen statt. Ab dem 7. Tag erreichten alle Gruppen aul3er der
Balb/c-Gruppe ein Verhaltnis zwischen der okkludierten und der nicht okkludierten Seite von ca.
0,8. Das Ausgangsverhaltnis wurde allerdings auch nach 3 Wochen nicht mehr erreicht. Auffal-
lig ist die langsamere Besserung der Sattigungskurve der Balb/c-Gruppe (s. Abbildung 60). Die-
se Gruppe erreicht erst nach 6 Monaten das seitengleiche Ausgangsniveau. Dies zeigte sich
auch in den im LDI gewonnen Daten zum Blutfluss in den Pfoten nach Ligatur. Es scheint auch

bei den Kontrolltieren statistisch relevante Unterschiede zu geben.
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Sauerstoffsattigung verschiedener Mausegruppen im
Vergleich
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Abbildung 60: Verlauf der Sauerstoffsattigung bei verschiedenen Gruppen mit Ligatur der A. femoralis.
Auffallig ist der Unterschied zwischen der raschen Besserung der Sauerstoffsattigung der FGF-2- und
sv129-Gruppen im Vergleich zur Balb/c-Gruppe, die erst nach 6 Monaten in den Bereich der seitenglei-

chen Sattigung kommt.

Gleiche Verlaufe zeigen sich bei den Laser-Doppler-Messungen. Die Abbildung 23 zeigt den
Verlauf der Durchblutung bei sv129-Méausen und setzt diese Daten in Vergleich zu den Balb/c-
Mausen. Bei den sv129 verbesserten sich die Ergebnisse der Durchblutung im Laser-Doppler
schneller als bei den Balb/c. Dies muss beim Vergleich der untersuchten Gruppen mit diesen

Kontrollgruppen beachtet werden, um die Veranderungen des Blutflusses beurteilen zu kbénnen.

V.10. Beurteilung der Methoden

V.10.1. Mausmodell flr Arteriogenese
Interessanterweise findet man beim Menschen an der Bifurkation der Arteria femoralis (Femo-

ralisgabel bis Adduktorenkanal) ca. 50% der chronischen Arterienverschlisse'*’, was anato-

misch der Lokalisation der Ligatur in unserem Mausmodell entspricht. Bei der Claudicatio inter-
mittens kommt es durch den langsamen Verschluss der A. femoralis/A. lliaca communis zum
Wachstum der Umgehungskreislaufe, die den Blutfluss im peripherem Gewebe erhalten kén-
nen. Nur unter Belastung kann es zu einer insuffizienten Versorgung kommen. Durch die dann

anaerobe Stoffwechsellage im peripheren Muskelgewebe kommt es zum Anstieg von sauren
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Stoffwechselprodukten, z.B. Laktat, was zu Schmerzen fuhrt. Bei Nachlassen der Belastung ist

die Blutversorgung durch die KollateralgefaRe wieder ausreichend.

In unserem Mausmodell konnten wir zeigen, dass keine Neuentstehung von Kollateralgefal3en
stattfindet. Aus praexistierenden Verbindungen in Endstromgebiet der Arteriolen in den einzel-
nen Muskeln bestehen Verbindungen, die sich bei veranderten Strom- und Druckbedingungen

zu Kollateralgefaflien entwickeln kénnen.

Im Unterschied dazu kann im distal der Arteriogenese gelegenen Gewebe die

hypoxiebedingte Angiogenese stattfinden und zu einer Kapillardichtezunahme fiihren.

Wir konnten auch mittels der osmotischen Mikropumpe die Wirkung verschiedener Stoffe auf
die Ablaufe der Arteriogenese beobachten, und waren nicht nur auf genetisch manipulierte

Mause mit fehlender Expression bestimmter Faktoren angewiesen.

Eine der wichtigen Beobachtungen bei der Durchblutungsmessung bei Mausen war, dass die
genetisch verschiedenen Stadmme sich voneinander sehr stark unterscheiden. Diese
Unterschiede konnten falschlicherweise als Effekt einer experimentellen Behandlung bzw. der
inaktivierten Gene interpretiert werden'®. Gliicklicherweise sind die Unterschiede zwischen
etablierten Mauslinien reproduzierbar. Als Folge sollten mdglichst alle Versuche mit Mausen
von demselben Stamm vom selben Lieferanten durchgefiihrt werden. Wildtyp-Kontrollen fir

"knock-out" Mause missen wenigstens funf Generationen rickgekreuzt werden.

V.10.2. Durchblutungsmessung mit Laser-Doppler
Das Laser- Doppler-Iimaging (LDI) ist eine nicht-invasive, unbegrenzt wiederholbare Methode

zur Messung des Blutflusses bei Mausen®. Es lasst einen in vivo Vergleich der Durchblutung
zwischen beiden Extremitaten zueinander zu. Eine Messung des absoluten Flusses ist leider
nicht moglich, da es an einer Kalibrierungsmaoglichkeit mangelt. In unserem Modell war das LDI
eine der wichtigsten Auswertungsmethoden. Das LDI hangt aber von der Standardisierung der

Untersuchungssituation, insbesonder der Raumtemperatur, ab.

Andere Gruppen®® benutzten auch den LDI zur Messung der Pfotendurchblutung. Im Unter-
schied zu unserem Versuchsaufbau wurde aber bei diesen Gruppen eine Exzision der A. femo-
ralis im gleichen Abschnitt durchgefiihrt. Sie fanden geringere Unterschiede zwischen der
okkludierten und Kontrollseite. In unseren Versuchen schlossen wir Tiere mit Nekrosen an den
Extremitaten aus und erhielten die Femoralvene und -nerv. Dies scheint bei den oben genann-
ten Gruppen nicht der Fall zu sein. In Abbildungen der Publikationen dieser Gruppen kann man
massive Nekrosen der Pfoten erkennen -10% Nekroseraten werden angegeben'®-, die * trotz-

dem ausgewertet wurden. Zusatzlich kann man auf den Abbildungen erkennen, dass die Pfoten
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nicht korrekt fixiert wurden und der Laserstrahl nicht die gesamte Pfotenoberflache scannen

kann.

V.10.3. Hamoglobin-Sauerstoffsattigung

Insgesamt erreicht die Sauerstoffsattigung des Hamoglobins nach der Ligatur schneller

Normalwerte als die Ergebnisse der im Laser Doppler gemessenen Durchblutung.

Gemessen wird die Hamoglobin-Sauerstoffsattigung in der gesamten Pfote. Eine Erklarung
fur die rasche Normalisierung ist der erniedrigte Stoffwechsel der Extremitat, sodass garnicht
der gesamte angebotene Sauerstoff verbraucht wird. Zusatzlich kommt es durch die

Gewebshypoxie im Verlauf zur Muskelatrophie, wodurch der Bedarf zusatzlich gesenkt wird.

Ausserdem befand sich die Pfote wahrend der Messung langere Zeit in Ruhe, wodurch der

Stoffwechsel und damit der Sauerstoffwechsel geringer war.

Die Hamoglobin-Sauerstoffsattigung ist ein indirekter Blutflussparameter und lat daher

keinen direkten Schluss auf das Kollateralwachstum zu.

V.10.4. Radiologische Auswertung

Haufig wird die Auswertung von Angiogrammen zur Bestimmung des Kollateralwachstums
benutzt. Die Auflésung der Roéntgenangiogramme ist flr eine qualitative Auswertung
ausreichend, lasst aber eine Quantifizierung nicht zu. Auch der entwickelte "Angiographic
score" oder "angiographically visible collateral vessels“(Anzahl der Kreuzungen sichtbarer
GefaRe auf einem Standard-Gitter)9°***?* kann nicht sufizient das Kollateralwachstum
bestimmen. Die Arteriogenese flihrt nur zu einer Verdickung, aber nicht zur Vermehrung der
Linien auf dem Angiogramm, was morphometrische Methoden nicht erfassen kénnen. Durch die

Arteriogenese kann der "Angiographic score" also garnicht steigen.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Angiografie nur der qualitativen Beurteilung

des GefaRwachstums dienen kann.

V.10.5. Lichtmikroskopische Morphometrie

Die Morphometire der Gefalle im mikroskopischen Bereich ist die sicherste Methode zur

Erfassung des GefalRwachstums und der Veranderungen im Bereich der gesamten GefalRwand.

Ein Ruckschluss auf die Veranderungen des Blutflusses allein anhand der mikroskopischen
Morphometrie ist nicht méglich®'?®, Diese Methode hangt sehr von der Qualitat der Schnitte
abhéangt, insbesondere von der ausreichenden und korrekten Perfusionsfixierung und der Dicke

der Schnitte. Hinzukommt, dass in den Schnitten die Gefalle selten senkrecht angeschnitten
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werden und die Arterien sich oval darstellen. Zur Bestimmung des Durchmessers benutzten wir

den kleinsten Radius der geschnittenen Ellipse.

Die Morphometrie hat sich als "goldener Standard" erwiesen, wenn es darum geht, das
Wachstum von Arterien und die morphologischen Verandrungen zu beweisen, ist aber leider
nicht sensitiv. genug, um die kleineren Unterschiede zwischen experimentellen Gruppen
statistisch signifikant zu erfassen. Der Fluss in einer Arterie ist von der 4. Potenz des Radius
(Hagen-Poiseuille-Formel) abhangig. Durch die Fixierung und die Einbettung kann es zu kleinen
Veranderungen des Gefalldurchmessers kommen, die sich dann potenzieren. Ausserdem trifft
man beim Schneiden nie den senkrechten Durchmesser der Geféal3e, sondern meist eine
Ellipse. Der eigentliche Durchmesser ist schwer zu erfassen, sodass Unterschiede zwischen

den Gruppen sich nicht mit ausreichender Signifikanz darstellen lassen.

Die licht- und elektronenmikroskopische Morphometrie ist der ,goldene Standard“ zur Erfas-
sung von morphologischen Veranderungen in der Gefallwand und im umgebendem Gewebe.
Ein Ruckschluss auf den Blutfluss selbst ist aber wegen der hohen Fehleranfélligkeit nicht még-
lich.

V.10.6. Fluoreszierende Mikrosphéren zur Bestimmung der
Durchblutung

Die Untersuchung des Blutflusses mit intraaortal infundierten fluoreszierenden Mikrospharen

mit 10 und 15 um Durchmesser ergab Daten mit zu grossen Abweichungen.

Obwohl wir die Mikrosphéren wie in Untersuchungen anderer Gruppen**'?#12>12 djrekt in die
obere Aorta descendens unter kontrolliertem Druck spritzten, war die Verteilung in den Nieren
nicht immer seitengleich, obwohl in anderen Fallen erfolgreich mit dieser Methode gearbeitet

wurde.

Die in den Nieren gezahlten Mikrosphadrenmengen unterschieden sich sehr, obwohl wir den
Anweisungen des Herstellers der Mikrospharen (FluoSpheres®, Leiden, NL) folgten und direkt
vor der Injektion die Mikrospharen mittels Vortex und Ultraschallbad in Suspension brachten.
Die in den Nieren der verschiedenen Tiere ausgezdhlten Mikrosphdren wichen sehr
voneinander ab (zwischen 17615 und 40 Mikrosphéren bei durchschnittlich 20 Schnitten pro
Niere und einer Schnittdicke von 15 pm). Injiziert wurden durchschnittlich 800000 Mikrospharen
in 5 ml NaCl-Tween 80-Losung. Unter dem Mikroskop konnte man auch regelmassig die
Verklumpung der Mikrospharen mit der ansschlieBenden Verédnderung des Flusses in den

Arteriolen der Nieren beobachten.

Auffallig ist aber, dass die Mikrospharenverteilung in den Muskeln bei dieser Gruppe trotzdem
denen  anderer  Durchblutungsauswertungen mittels  anderer  Methoden  (LDI,
Sauerstoffsattigung) entsprachen. Das Problem liegt offensichtlich in der geringen Gro3e der

MausegefaRe. Kommerziell erhaltliche Mikrospharen haben einen Durchmesser von 10 pm
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oder 15 um. Die pra-existierenden Kollateralarterien mit einem Durchmesser von 30-35 pum
kénnen damit schnell durch verklumpte Microspharen verstopft werden. Da die kleinsten
Arteriolen bei Mausen ca. 8-9 um, Kapillaren 2-3 um und die roten Blutkdrperchen bei Mausen

ca. 6 um Durchmesser haben, waren ca. 5 pm grof3e Mikrosphdaren am besten zu verwenden.

In unseren Untersuchungen ergaben die Blutflussbestimmung mit intraaortal applizierten
fluoreszierenden Mikrospharen keine sicheren Ergebnisse, was den Erfahrungen anderer

Gruppen'® entspricht. Bei Mausen fand diese Methode nur einzelne Verfechter'?.

V.10.7. Intraarterielle Injektion durch die osmotis che Mikro-

pumpe
Wir entwickelten ein neues Modell, dass es ermdglicht geringe Stoffmengen direkt im

Zielbereich intraarteriell zu applizieren. Eine osmotische Mikropumpe wurde den Mausen
subkutan implantiert und mittels eines ebenfalls subkutanen Katheters mit der A. femoralis distal
des Abgangs der A. profunda femoris verbunden. Dies ermdglichte es, eine relativ genaue
Stoffmenge Uber einen definierten Zeitraum und einer konstanten Dosierung direkt in den die

Kollateralen versorgenden Blutstrom zu geben.

Nachteil dieser Methode ist die schwierige Implatation der Pumpe, bzw. die Katheterisierung
der A. femoralis. Anfanglich war die Operationszeit zu lang und die Verletzung der umgebenden
Gewebe zu grofl3, es zeigten sich wiederholt Nekrosen. Auch l6sten sich die Katheter anfanglich
aus den Gefallen. Wichtig ist das schnelle, aber gleichzeitige gewebsschonende Operieren
sowie das Fixieren des Katheters an der richtigen Stelle im Gefal3, weder der Abgang der A.
profunda femoris noch die A. poplitea dirfen durch den Katheter oder den entstehenden Zug an
den GefalBen verschlossen werden, um ein wiederholbares Ergebnis zu erlangen. Diese

Probleme traten nach einiger Zeit und durch getibte Operateure nicht mehr auf.

Vorteil dieser Methode ist die konstante Dosierung in einem bestimmten Bereich, was die
Beobachtung der Wirkung verschiedener Stoffe in vivo ermdglicht. Nicht jeder Stoff ist Gber
diese Methode applizierbar, da es zu Auskristallisierung oder zum Abbau des zu applizierenden
Stoffes kommen kann. Man misste den in der Pumpe verbleibenden Stoff nach der
Explantation auf seine verbleibende Wirksamkeit und Konzentration testen. Bedingt durch die
geringen Mengen der applizierten Stoff war diese Kontrolle in unseren Experimenten nicht
moglich. Aber andere Gruppen zeigten bereits, dass FGF-2 in dem von uns benutzten

Lésungsmittel tiber eine Woche stabil bleibt®.
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Auffallig war auch die gute Tolerierung der Mikropumpen durch die Versuchstiere. Die in den
Vorversuchen aufgetretenen Infektionen, konnten durch die Sterilisation der Katheter im

Formaldehyd-Schwenkverfahren und die postoperative Antibiotikagabe beseitigt werden.

Die osmotische Mikropumpe hat sich trotz schwieriger Implantation als Methode zur

intraarteriellen Applikation mit einem konstanten Wirkstoffspiegel bewahrt.

V.10.8. Kapillardichtenbestimmung

Im Gegensatz zur Arteriogenese findet im Gewebe distal der Arterienligatur durch Hypoxie
induzierte Angiogenese statt. Dies zeigt sich in der Zunahme der Kapillardichte in den Mm.
gastrocnemii. Eine Zunahme der Kapillardichte wurde auch bei anderen Untersuchungen
beobachtet1416°*°'2".  Eine andere Untersuchung konnte in den perikollateralen
Skelettmuskeln keine direkten Zeichen der Ischamie nachweisen'!!, was unseren Daten der
gleichbleibenden Kapillardichte und fehlenden Angiogenese bestatigt. Durch die gedrosselte
Blutzufuhr und den herabgesetzten Stoffwechsel kommt es zu einer Muskelatrophie, was
wiederum zu einer Erhéhung der Kapillarendichte durch Abnahme des umgebenden Gewebes
fuhrt.

Mit der Kapillardichte konnten wir beweisen, dass Arteriogenese und Angiogenese raumlich
getrennt statt finden. Es kommt nur im distal der Ligatur gelegenen M. gastrocnemius zu einer
Kapillardichtenzunahme, also Angiogenese. In den Muskeln des Oberschenkels findet keine

Angiogenese statt, nur die Kollateralgefal3e wachsen.

V.11. Mdgliche klinische Anwendungen der Ergebniss e

Die Forderung der Arteriogenese kann bei friihzeitig erkannten drohenden Gefal3verschlis-
sen, wie z.B. diabetische Makroangiopathie, Artherosklerose, etc., eine Rolle in der Therapie im
klinischen Alltag spielen. Eine Forderung der ,prophylaktischen Kollateralbildung® ist prinzipiell
moglich, wodurch die Arteriogenese in den entsprechenden GeféafR3en geftrdert und die Ge-
websnekrose im Moment der Gefal3obliteration reduziert wird. Nach der operativen Entfernung
des Embolus (Desobliteration, Bypass mit Y-Kunststoffprothesen, Ballondilatation) betragt die
Rezidivrate nach 5 Jahren 20%"%. Auch hier wére eine prophylaktische Arteriogenese sinnvoll,

um die Rezidivrate zu reduzieren.

Dagegen spielt eine ,therapeutische Arteriogenese” bei akuten arteriellen Verschlissen zur-
zeit keine Rolle, da die Primarversorgung auf jeden Fall chirurgisch erfolgt und die Lyse oder

Embolektomie innerhalb der ersten 6-8 Stunden der ,Goldene Standard” darstellt. Leider setzt
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die Wirkung der Wachstumsfaktoren auf die Kollateralgefal3e erst nach einigen Tagen ein und

somit kommt es jenseits des therapeutischen Fensters zu einem Anstieg der Durchblutung.

Wahrend der Tumor-Angiogenese kann die Arteriogenese nach weiteren Untersuchungen ei-
ne wichtige Rolle spielen. Gerade bei den langeren zufilhrenden Gefal3en eines Tumor, z.B.
eines gestielt wachsenden Tumors, kdnnte durch Hemmung der Arteriogenese ein weiteres
Wachstum gemindert werden. Untersuchungen mit Tamoxifen**haben den Einfluss der Hem-
mung der Volumen abhangigen Chloridkanélen gezeigt. Aber Hauptangriffspunkt in der Tumor-

therapie bleibt die Angiogenese.

Interessant ist auch die Rolle der Monozyten und der im peripherem Blut zirkulierenden
Stammzellen wahrend der Arteriogenese und Angiogenese, auf die in dieser Arbeit nicht weiter
eingegangen werden konnte. Arras et al*! zeigten, dass die Makrophagen wéhrend der Arterio-
genese in die GefalRwand migrieren und durch Sezernierung von Wachstumsfaktoren das

Kollateralwachstum férdern. Sie sind auch perivaskuldren Gewebe nachweisbar.

Die bisherigen Untersuchungen haben gezeigt, dass die Arteriogenese ein komplexes, zeitlich
abgestimmtes Zusammenspiel vieler Faktoren ist. Man kann an verschiedenen Zeitpunkten das
Kollateralwachstum férdern und hemmen. Wir konnten zeigen, dass die Inhibition der volumen-
abhangigen Chloridkanéle der Endothelzellen zu einer Hemmung der Arteriogenese fihrt und
dass FGF-2 das Kollateralwachstums fordert. Andere Gruppen erforschten die Rolle anderer
Faktoren wie z.B. VEGF'® oder PIGF*®. Aber keine Untersuchung konnte beweise, dass die
Arteriogenese allein durch einen einzelnen Faktor geférdert bzw. gehemmt werden kann. Die-
ser ,Arteriogenese-Faktor* wurde bisher noch nicht gefunden. Auch aus diesem Grund spielt die
Ltherapeutische Arteriogenese” in der heutigen Klinik noch eine untergeordnete Rolle. Fande
sich ein Faktor, der alleine das Kollateralwachstum fordern kann, wiirde dieser die bisher tber-

legenen chirurgischen/lytischen Interventionen zumindest teilweise ersetzen oder unterstiitzen.

Die bisherigen Ergebnisse zeigten aber, dass kein einzelner Faktor das Kollateralwachstum
unterstiitzen und die Gewebsnekrose verhindern kann. Eine Zukunft hat die Arteriogenese-
Forschung auf jeden Fall in dem Bereich der Gefaldverschliisse distal der Popliteatrifurkation,
wo keine lokale Lyse mehr mdglich ist und eine Stentversorgung wegen der mechanischen Be-
lastung der GefalRe kontraindiziert ist. Hier kann nur eine Férderung der Arteriogenese die Ge-

falsituation bei chronischen Erkrankungen verbessern.
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