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I. EINLEITUNG

1. Hintergrund

Ischamische GefaBerkrankungen stellen trotz wirksamer PraventivmaBnahmen
weiterhin die Haupttodesursache in den Industrielandern dar. Aufgrund der
zunehmend alternden Gesellschaft scheint keine wesentliche Anderung in Sicht. Mit
Einfiihrung des westlichen Lebensstils in Osteuropa und Asien ist in diesen Teilen der
Welt sogar eine Zunahme der Inzidenz zu verzeichnen!. Im Jahr 1999 starben alleine in
den USA 529.659 Menschen an der Koronaren Herzkrankheit (KHK)2. Somit war etwa
einer von fiinf Todesfallen die Folge einer KHK. Bei dieser zentral-arteriellen
GefaBerkrankung kommt es durch eine arteriosklerotisch bedingte Koronarstenose zur
Ischamie des Herzmuskels. Diese kann sich dann klinisch als Angina pectoris,
Myokardinfarkt oder Linksherzinsuffizienz manifestieren3. In den USA leiden derzeit
etwa 12,6 Millionen an der KHKz2.

Im peripheren GefaBsystem stellt die Periphere Arterielle VerschluBkrankheit (PAVK)
eine sich meist mit dem Bild der Claudicatio intermittens (intermittierendes Hinken)
auBernde Stenosierung der Beinarterien dar. Anfanglich schmerzhaften Sensationen bei
immer Kkiirzer werdender Gehstrecke folgt oft die Amputation der betroffenen
GliedmaBe infolge Nekrotisierung4s.

Eine wesentliche Ursache fiir das haufige Auftreten dieser Erkrankungen ist, daf8 das
GefaBsystem nur eine eingeschrankte Regenerationsfahigkeit besitzt. Ebenfalls aus
diesem Grund konnen Stenosen der BlutgefaBe bis heute nur invasiv behandelt werden,
so durch das Offnen der GefaBverschliisse (Perkutane Transluminale Revaskularisation
oder Lyse) oder die Schaffung von Umgehungskreislaufen (GefaBtransplantation,
Bypass). Gleichwohl sind manche Eingriffe unter kardiopulmonalem Bypass
durchzufiihren, was immer mit einem gewissen neurologischen Risiko verbunden® und
infolge von GefaBrestenotisierung (bei einem Drittel der Patienten) und
Thromboisierung oft nur begrenzt erfolgreich ist7. Zudem sind sie fiir viele Patienten
mit hochgradiger GefaBpathologie keine Option und auch auBerst kostenintensivs.
Allein in den USA wurden 1999 etwa 1,1 Millionen Perkutane Transluminale
Revaskularisationen, 355.000 koronare Bypass-Operationen und 131.000
Endarterektomien durchgefiihrt2.

Schon lange ist bekannt, daB einige Patienten mit ischimischen GefaBerkrankungen
natlirliche Umgehungskreislaufe ausbilden konnen. Das Wachstum dieser
KollateralgefiaBBe scheint vom Grad der GefaBverengung abhingig zu sein. Stellenweise
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leben sogar Patienten mit Totalverschluf3 einer Koronararterie aber gut ausgepragten
Kollateralen vollig beschwerdefrei.

Die Kollateralarterien gehen aus praexistierenden arterio-arteriolaren Anastomosen
hervor, welche infolge Schubspannungzunahme nach GefaBverschluf3 in kurzer Zeit zu
funktionellen Arterien umgebaut werden. Fiir diesen Proze8 wurde der Terminus
Arteriogenese etabliert. Als Alternative zur invasiven Behandlung wurde daher im
vergangenen Jahrzehnt an der Entwicklung therapeutischer Ansitze gearbeitet, welche
dieses Wachstum forderns.

2, Zielsetzung

Ziel dieser Dissertation war es, das Potential verschiedener Wachstumsfaktoren zur
Stimulierung des KollateralgefiBwachstums im ischiamischen Kaninchenhinterlauf
durch die chronische, lokale Applikation zu bestimment°-12, Da Monozyten eine zentrale
Rolle im Ablauf der Arteriogenese einnehmen:s, sollten die zugrunde liegenden
Mechanismen naher untersucht werden. Im Vergleich dazu sollte zusatzlich die Rolle
des GefiaBendothels bei der Arteriogenese identifiziert werden. Dazu wurden Faktoren,
deren monozyten- bzw. endothelspezifische Aktivitat bekannt war, mittels implantierter
Minipumpe lokal in den Kollateralkreislauf infundiert. Da die spezifische Expression
zweier Rezeptoren fiir den vaskuldren endothelialen Wachstumsfaktor (VEGF),
vaskuldrer endothelialer Wachstumsfaktor Rezeptor-1/2 (VEGFR-1/2), auf Monozyten
bzw. Endothelzellen die Moglichkeit zur selektiven Aktivierung des jeweiligen Zelltyps
eroffnete, wurden rezeptorspezifische Vertreter der VEGF-Familie mit Monozyten- bzw.
endothelspezifischer Wirkung infundiert. Im einzelnen wurde VEGF, der an beiden
Rezeptoren bindet, sowie der VEGFR-2-spezifische VEGF-E und der VEGFR-1-
spezifische Plazenta Wachstumsfaktor (PIGF) verwendet.

Zur Quantifizierung des Kollateralwachstums sollte neben der etablierten, postmortalen
Angiographie eine neue Methode entwickelt werden, mit der die kollaterale Perfusion
im Hinterlauf am lebenden Tier quantifiziert werden konnte. AuBlerdem sollte durch
histologische Verfahren nachgewiesen werden, in wieweit die Applikation von PIGF die
Akkumulation von Monozyten im Gewebe zur Folge hat. Die Invasion von Monozyten in
die KollateralgefaBwand wird seit jlingster Zeit'¢¢ als wesentlicher, an der frithen Phase
der Arteriogenese beteiligter Mechanismus diskutiert.
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II. LITERATURUBERSICHT

1. Das BlutgefaBsystem

1.1. Physiologie des BlutgefaBBsystems

Ein geregelter Kreislauf ist eine der wichtigsten Voraussetzungen dafiir, daf8 das Blut
seine Aufgaben in den einzelnen Organen sowie im Gesamtorganismus erfiillen kann.
Der Bau und die Leistung des gesamten Kreislaufsystems werden zu einem groBen Teil
durch die Anspriiche der zahlreichen Versorgungsgebiete geregelt. Wihrend die
Arterien den Transport des vom Herzmuskel angetriebenen Blutes zur Peripherie und
die Venen den RiickfluB zum Herzen iibernehmen, findet der Stoffaustausch in allen
Organen tiber ein diffiziles Kapillarsystem statt. Sowohl die Dichte als auch die
Anordnung dieser Kapillaren variiert vor allem in Abhangigkeit von der potentiellen
VerbrauchsgroBe des Zielgewebes. Typischerweise sind die Kapillaren in Form eines
Netzwerkes miteinander verbunden (Abb. 1). Die Regulation des Blutflusses durch die
Kapillaren erfolgt vor allem durch die vorgeschalteten Arteriolen. Deren GefaBwand
besitzt eine muskuliare Mittelschicht, welche die GefaBSweite regulieren kann. Infolge
von Vasokonstriktion wird der Blutflu gemindert, infolge von Vasodilatation dagegen
verstirkt. Uber Vasomotion und in einigen Organen durch muskulire Sphinkter erfolgt
eine Adaptation der Blutversorgung in Abhangigkeit vom Bedarf im Versorgungsgebiet.
Die vielfach beschriebene Kapillarverengung und -erweiterung dagegen ist nicht auf
eine Tatigkeit muskular differenzierter Zellen zuriickzufiihren, denn das
Kapillarendothel kann Mediator-vermittelt an- und abschwellen und zu einer
Verengung oder Erweiterung des Kapillarlumens fiihren. Dariiber hinaus wird die
Kapillarwand bei vermehrter Blutzufuhr zu den verschiedenen Organen und Geweben
passiv dilatiert. Beispielsweise werden die Kapillaren bei Entziindungszustanden

besonders geweitet und stark durchstromt.

Diesen terminalen Abschnitten des Blutgefaf3systems kann man als Verteilersystem die
groBeren Abschnitte des Arterien- und Venensystems gegeniiberstellen. Die Anatomie
der Arterien ist gepragt durch ihre Position im Kreislauf und den damit verbundenen
physikalischen Gegebenheiten. Die groBen herznahen Arterien sind durch die hohe
Elastizitat ihrer Wande zum Auffangen und Verstarken der Pulswellen eingerichtet und

sorgen dadurch fiir einen kontinuierlichen arteriellen BlutfluB (Windkesselfunktion).
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Kapillargebiet

Filtration Reabsorption

Hochdrucksystem N\, Niederdrucksystem

Arteriole

glatte Muskelzellen

Metarteriole mit prakapillare B .
Sphinkteren _______Jif'{\ 3 2 ) —  postkapilldre Venole

glatte Muskelzellen ——

arteriovenose Anastomose —

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Kapillarbettes, die Ab- und Zuflufwege der
terminalen Strombahn darstellend (aus Rohen, Funktionelle Histologie, Schattauer
2000).

Je entfernter die Arterie vom linken Ventrikel liegt, umso groBer ist ihre eigene
Regulationskraft; man unterscheidet daher die groBen, herznahen Gefiafle als

selastischen Typ“ von den distalen Arterien als dem ,muskulédren Typ*“.

Beim venosen Niederdrucksystem ist der Wandbau in weitem MaBe vom
hydrostatischen Druck abhéngig: Venen der unteren Korperhilfte sind mit kraftiger
Muskulatur und Klappen versehen, wohingegen solche der oberen Korperhalfte,
insbesondere diejenigen vom Kopf und Hals, diinnwandig, muskel- und klappenarm
sind. Das gesamte Kreislaufsystem wird jedoch nicht allein vom Bediirfnis der Organe
aus gesteuert. Auch dem BlutgefaBsystem ist der Gesamtorganismus mit seinen
zahlreichen Regulationseinrichtungen iibergeordnet, deren das Nervensystem und das

endokrine System sind.

1.2. Morphologie des BlutgefiBsystems

1.2.1. Die Blutkapillaren

Kapillaren bestehen aus einem einschichtigen Endothel (Angiothel), das zu einem Rohr

geschlossen ist und die Innenwand bildet. Dem Endothel liegt auBen eine vollstindige
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oder unterbrochene Basalmembran an, welche neben ihrer Stabilisierungsfunktion auch
fiir die Regulation des Stoffaustausches an den Kapillaren verantwortlich ist. Den
meisten Kapillaren liegen abluminal einzelne Zellen auf, die sogenannten Perizyten. Sie
sind fein verzweigt und fibrillenlos. Diese undifferenzierten Mesenchymzellen konnen
zu Makrophagen transformieren und Stoffwechsel- sowie Abwehrfunktionen

iibernehmen.

1.2.2. Die Arterien

Im groBen Kreislauf sind die Aorta und ihre nachfolgenden Hauptarterien nach dem
elastischen Typ gebaut. Bei ihnen ist die Leistung mehr ein Widerstand gegen die
hamodynamische Beanspruchung (passiv). Je weiter weg vom Herzen eine Arterie liegt,
desto groBer wird das Verhiltnis von Muskelzellschicht zu GefaBdurchmesser4. Zwar
nimmt die absolute Dicke der Muskelschicht ab, von etwa 2 mm auf hochstens 20 um,
doch das Lumen der Arterie tut dies in noch groBerem AusmalB, von 30 mm auf
hochstens 40 pm. Beim muskularen Typ lassen sich von innen nach auBlen histologisch
drei Wandschichten unterscheiden: Intima, Media und Adventitia. Als Intima werden
das lumenauskleidende Endothel sowie die darauf aufliegenden achsenparallelen
Fasernetze bezeichnet. Es folgt eine stark elastische Membran, die Tunica elastica
interna, an der sich zirkular angeordnete, rechts- und linksgewundene
Muskelfaserspiralen, die Media, anschlieBen. Die abschlieBende, bindegewebige
Adventitia vereint kollagene, elastische Elemente mit glatten, laings in der AuBenschicht
verlaufenden Muskelfasern. Sie dient der Einbettung des Gefifles sowie der

Stabilisierung der GefaBwand:s.

1.2.3. Die Venen

Zwar handelt es sich beim venosen System um ein Niederdrucksystem, jedoch sind
Venen gegeniiber Arterien relativ groBeren Druckschwankungen ausgesetzt. Aus diesem
Grund iiberwiegt im Bau das kollagene Bindegewebe. Auch die glatte Muskulatur ist
recht gut ausgebildet, jedoch fehlt immer eine kompakte muskulose Media, sowie eine
Lamina elastica interna. Die groBe Kapazitait und elastische Weitbarkeit des
Niederdrucksystems bedingen einen elliptischen Querschnitt bei Venen im
Druckbereich um 0 mm Hg. Bis zum Erreichen eines kreisformigen GefaBquerschnittes

ist nur ein geringfiigiger Druckzuwachs notwendig4.
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kleine Arterie

Arteriole

— Kapillare

Abbildung 2: Histologische Ubersicht der arteriellen Gefiftypen aus Liebig:
Funktionelle Histologie. F.K. Schattauer Verlagsgesellschaft mbH, Stuttgart. 1999;
Seite 104. Deutlich zu sehen ist der grofiere Durchmesser der Arterien gegeniiber den
kleineren Arteriolen, welche aber im Gegensatz zu den kleineren Kapillaren eine
dickere Gefdfwand aufweisen. Der Kapillarwand fehlen glatte Gefdfimuskelzellen, sie
besteht nur aus einer Lage Endothelzellen und einzelnen Perizyten (HE-Fdrbung):°.

1.3. Pathophysiologie des BlutgefiBsystems

Unter den GefaBerkrankungen, welche durch eine Kollateralisierung symptomlos
verlaufen konnten, spielt die Arteriosklerose die Hauptrolle. Bei ihrer Entstehung sind
in der Arterienwand ablaufende Prozesse involviert, welche unter normalen Umstianden

protektive Mechanismen darstellen.

Durch die Persistenz einer Reihe von Risikofaktoren wie z.B. Hyperlipidimie
(Triglyzeride, Cholesterin), Hypertonie, Diabetes mellitus, Nikotinabusus und
Adipositas werden diese Prozesse pathologisch. Bei diesen Erkrankungen kommt es
initial zu einer Schadigung des GefaBendothels. Die dadurch induzierte Dysfunktion des
Endothels fordert die Anlagerung von Lipoproteinen, die Expression von
inflammatorischen Zytokinen wie das ,monocyte chemoattractant protein-1“ (MCP-1),
sowie die Aufnahme von Lipiden, darunter vom Endothel oxidiertes, sogenanntes ,low
density lipoprotein® (oxLDL). Auf diese Weise wird ein inflammatorisches Umfeld
geschaffen, das wiederum die Anlagerung von Monozyten und T-Lymphozyten am

Endothel und ihre Transmigration in den subendothelialen Bereich der Arterienwand
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beschleunigt. Begleitet von der Proliferation glatter Muskelzellen nehmen die aus den
Monozyten differenzierten Makrophagen oxLDL auf und werden dann aufgrund ihrer
daraus resultierenden Morphologie als Schaumzellen bezeichnet. Absterbende
Schaumzellen setzen groBe Mengen an MCP-1 und Lipiden frei, wodurch der Prozel3
noch verstiarkt wird. Dadurch entstehen an der GefiBwand sogenannte Fettstreifen, die
im weiteren zu verkalkenden atheromatésen Plaques werden. Das Endothel wird
zerstort. Diese atherosklerotischen GefiaBe besitzen nur noch eine eingeschriankte
Fahigkeit zum Bluttransport, was zum MiBverhaltnis von Sauerstoffangebot und
Sauerstoftbedarf des Gewebes fiihrt. Am Herzen tritt dies als Angina pectoris zutage,
was die klinische Auspragung einer kritischen Koronarstenose und ofters den Vorboten
eines Herzinfarktes darstellt. AuBerdem kann die Ruptur eines atheromatosen Plaques
mit der Bildung eines Fibringerinnsels eine prothrombotische Reaktion auslosen, was

als die haufigste Ursache fiir den plotzlichen Tod durch Herzinfarkt gilt'7.

1.4. Allgemeine Himodynamik

Fiir den Transport einer realen Fliissigkeit (Blut) im Gefafsystem gelten die Grundlagen
der Stromungslehre: Die Stromstdrke, das pro Zeiteinheit flieBende Blutvolumen

(BlutfluB ¢ ), wird bestimmt durch den Widerstand des Gefafes bzw. Gefasystems. Da

dieser negativ mit dem GefaBdurchmesser korreliert, steigt der BlutfluB mit

zunehmendem GefafBradius an.

Zwar stellt Blut keine Newtonsche Fliissigkeit dar, da seine Viskositat abhangig vom
Scherungsgrad der Blutkorperchen ist und im Kreislauf keine laminare Stromung mit
parabolischem Geschwindigkeitsprofil herrscht, dennoch findet eingeschrankt das fiir

starre Rohren geltende Hagen-Poiseuille Gesetz Anwendung:

Abbildung 3: Hagen-Poiseuille Gesetz: Die Stromstdrke

° r 4 T A p ist proportional zur vierten Potenz des Gefdfiradius.
Q — —_—— Abgewandelt gelten folgende Bezeichnungen:
8 n L O =Blutflup3; r=Gefafradius; Ap=Blutdruckgefiille;

n=Blutviskositdt; L=Gefdfldnge
Demzufolge ist die Stromstirke bzw. der Blutflu / proportional zur 4. Potenz des

Radius (r) und dem Druckgefille Ap und antiproportional zur Lange (L) des Rohres und
der Fliissigkeitsviskositat (). Der GefaBradius hat somit (neben der GefaBlange) den

entscheidenden EinfluB auf die Stromstirke. Daher ist der BlutfluB in den Kapillaren
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am geringsten. Der winzige Durchmesser der Kapillare (4-8 uym) bedingt durch einen
hohen GefaBwiderstand kleinste Stromstiarken. Beim Menschen jedoch haben alle unter
Ruhe durchstromten Kapillaren der terminalen Strombahn, etwa 8-10 Milliarden der
30-40 Milliarden angelegten Kapillaren, einen Gesamtquerschnitt von 0,2 bis 0,4 m2.

Dies entspricht dem 500- bis 800-fachen des Querschnitts der Aorta ascendens.

Da Blutgefaf3e keine starren Rohren sondern innerhalb gewisser Grenzen dehnbar sind,
miissen die oben beschriebenen physikalischen Gesetze modifizert werden. Der
Dehnungszustand der GefaBwand kann durch die Wandspannung beschrieben werden,
die durch transmuralen Druck, Radius und GefiaBwanddicke bestimmt wird. Die
Dehnungsfahigkeit wird dagegen durch die Compliance (4V/AP) oder deren Kehrwert,

den Volumenelastizitatskoeffizienten, beschrieben.

Die Durchblutungsregulation der Organe und Gewebe erfolgt in Arteriolen. Diese
besitzen die Fahigkeit, mittels ihrer glatten Muskelzellen den Durchmesser und damit
den Widerstand zu variieren. Damit sind sie die Regulatoren der terminalen Perfusion
und Steuerungsorgan der Organdurchblutung, da nachfolgende Kapillaren lediglich
passiv gedehnt werden konnen: Vasokonstriktion bewirkt eine Minderung,

Vasodilatation dagegen eine Steigerung der Durchblutung.

2. Formen der GefiBBentwicklung

2.1. Vaskulogenese

Die friitheste Phase der GefaBentwicklung ist die Vaskulogenese. Unter diesem Begriff
wurden seither die verschiedenen Stadien der embryonalen Kreislaufentwicklung
beschrieben, so die Differenzierung und Ausdehnung sowie der ZusammenschluB der
Endothelzellvorlauferzellen (Progenitoren) zum initialen GefaBnetzwerk. Im
Hiihnerembryo konnte zunichst nachgewiesen werden, daf3 sich unter dem Einflu83 der
verschiedenen Fibroblasten Wachstumsfaktoren (FGFs) aus der lateralen und
paraxialen Mesodermleiste auBerhalb des Embryos bipotentielle Vorlauferzellen
differenzieren, die Hamangioblasten. Diese lagern sich zu Blutinseln zusammen?8.29.
Dagegen gibt es auch die Hypothese, daB diese Himangioblasten nur im Embryo selbst
entstehen2°. Die innere Schicht dieser zelluliren Aggregate entwickelt sich dann zu
hamatopoetischen Vorlauferzellen (Hamozytoblasten), wogegen die Zellen der

Randregion sich zu Vorlaufern einfacher Endothelzellen differenzieren (Angioblasten).
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Abbildung 4: Schema zur Lokalisation Abbildung 5: Mikroskopischer Querschnitt
der Blutinseln im Hiihnerembryo. Der durch den Dottersack eines zwei Tage
Detailausschnitt zeigt den Aufbau des bebriiteten Hiihnerembryos. Endothelzellen
Entstehungsortes der Endothel- und (Pfeil) hiillen die Blutstammzellen in den
Blutzellen (Max-Planck-Gesellschaft Gd. Blutinseln (BI) ein. (Max-Planck-
Jahrbuch 1997. Gottingen: Max-Planck- Gesellschaft Gd. Jahrbuch 1997. Géttingen:
Gesellschaft; 1997)2°. Max-Planck-Gesellschaft; 1997)2°.

Letztere fusionieren und bilden ein vaskulares Netzwerk, zunachst den GefaBplexus des
Dottersackes, wobei zwei Prozesse ablaufen: Entweder die Einstiilpung und Bildung
transendothelialer Briicken nach der Einwanderung von umgebenden Perizyten, glatten
GefaBmuskelzellen und Matrix, oder die Aufspaltung praexistierender GefaBe in zwei

TochtergefaBRe21-24,

Aber auch innerhalb des Embryos entstehen Endothelzellen, hier jedoch zunichst
unabhingig von Blutzellen. Sie formieren sich zu Strangen, die wenig spiter die groen
Schlagadern und Venen sowie das Endokard des Embryos auskleiden. Zudem erhalten
innerembryonale BlutgefaBe nun Anschluf8 an das Kapillargeflecht des Dottersackes.
Mit dem Einsetzen des Herzschlags, beim Menschen zu Beginn der vierten Woche der
Embryonalentwicklung, wird das primare GefaBsystem mit Blut durchspiilt, indem die
Blutzellen aus den Blutinseln in die Zirkulation ausgeschwemmt werden. Hiermit geht
die Vaskulogenese in die Angiogenese iiber, welche nun das Geflecht der Blutgefafe
auch in solche Organanlagen tragt, die zunachst frei von BlutgefaBen sind, wie etwa das

embryonale Zentralnervensystem.
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E L | Abbildung 6: Eingeschrdnkt auf den
Menschen  iibertragbares  Blutgefaf3-
system eines drei Tage bebriiteten
Hiihnerembryos. Die Darstellung mit dem
Gefdfinetz des Dottersackes und dem
zentral gelegenen Herzen veranschaulicht
die grofie Bedeutung, die das Blutgefaf-
wachstum schon wdhrend der friihen
Embryogenese einnimmt (Max-
Planck-Gesellschaft Gd. Jahrbuch 1997.
Gottingen: Max-Planck-Gesellschaft;
1997)-°.

Kiirzlich publizierte Studien weisen darauf hin, dafl die Vaskulogenese nicht auf die
Embryogenese beschrinkt zu sein scheint. Moglicherweise konnen postnatal
Untergruppen von CD34+ Zellen des Knochenmarks mobilisiert werden und in der
Peripherie zu Endothelzellen differenzieren2526. Dieser postembryonale ProzeB wird

auch als Neo-Vaskulogenese bezeichnet.
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Abbildung 7: Schematische Darstellung der Einzelschritte (rot), Molekiile (griin)
und Erscheinungsformen (schwarz) im Rahmen der Entwicklung des Gefdfisystems,
abgeleitet von Beobachtungen im Gefdfisystem des Dottersackes. Rote Spitzen im
kapilldren Primdrplexus stellen Aussprossungen, griine Kreise sich teilende
Kapillaren dar. A, Arteriole; V Venole; SMC, glatte Gefdfimuskelzellen; PCT,
Perizyten (Risau W., Mechanisms of angiogenesis. Nature. 1997;386:671-421).
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2.2. Angiogenese

Der Terminus Angiogenese wurde 1935 von Hertig eingefiihrt, um den ProzeB der
Bildung von neuen BlutgefiBen in der Plazenta zu beschreiben2’. Spater, 1971,
verwendete ihn Folkman auch fiir das GefaBwachstum in soliden Tumoren28. Prinzipiell
steht die Angiogenese fiir das Wachstum von Kapillaren aus bereits bestehenden
Gefafen. Hierbei unterscheidet man zwischen einer sprossenden und einer nicht
sprossenden Form?2!: Die sprossende Angiogenese beginnt mit der Proliferation von
Endothelzellen aus préexistierenden Kapillaren. Nach proteolytischer Degradation der
Extrazellularmatrix kommt es infolge chemotaktischer Endothelzellmigration zur

Bildung kapillarer Sprossen ins umliegende Gewebe3©.

Bei der nicht-sprossenden Angiogenese dagegen zerteilen transkapillire Matrixstege
praexistierende GefaBe (Intussuszeption), was zuerst fiir die embryonale Lunge
beschrieben wurde2s. Welcher Typ dieser synchron wahrend der Entwicklung von
Organen ablaufenden Prozesse in einem Gewebe vorzufinden ist, hangt wahrscheinlich
von der Anzahl bereits vorhandener GefiBe bei Organwachstumsbeginn ab2:. Es
entstehen jeweils Kkapillire Netzwerke zur lebensnotwendigen Nahr- und

Sauerstoffversorgung von Geweben27.

Im adulten Organismus mit bereits ausreichend existierenden Kapillarnetzen kommen
der Angiogenese wichtige physiologische Funktionen zu, zum Beispiel im Rahmen der
Wundheilung und der zyklischen Ovarfunktion. Unter pathologischen Bedingungen wie
der Tumorprogression, der Inflammation und der Gewebsischamie kommt es ebenfalls
zur Neubildung von Blutgefifen. Die iiberschieBende oder fehlende Entwicklung von
BlutgefaBen wiahrend derartiger pathologischer Prozesse kann zu Erkrankungen mit
hohem Morbiditats- und Mortalitatsrisiko fithren. Ein Beispiel fiir eine pathologische
Neubildung von BlutgefiaBen ist die Vaskularisierung von soliden Tumoren. Um im
Wachstum nicht durch einen Mangel an Nahrstoffen und Sauerstoff limitiert zu sein,
sind viele Tumorzellen in der Lage, die Bildung von BlutgefaBen iiber die Produktion
und Freisetzung von Angiogenesefaktoren zu induzieren. Desweiteren ist Angiogenese
beispielweise bei der rheumatischen Arthritis und verschiedenen Retinopathien

wesentlicher Bestandteil des pathophysiologischen Prozessess©.
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Die Induktion der Angiogenese erfolgt vor allem durch Hypoxie im betroffenen Gewebe.
Dieses verursacht die Expression von spezifischen Transkriptionfaktoren wie dem
shypoxia inducible factor-1“ (HIF-1), iiber den wiederum die Expression angiogener
Wachstumsfaktoren induziert wird. So wird unter anderem in Tumoren und an Orten
der Entziindung in der Folge eine Expressionssteigerung des vaskuldren endothelialen
Wachstumsfaktor (VEGF) beobachtet3t-34. Die Steigerung der Genexpression von VEGF
wird so durch die Bindung von HIF-1 an den Promotor des VEGF-Gens bedingt3s.
AuBlerdem konnte auch ein EinfluB der Hypoxie auf die Stabilitit der VEGF-mRNA

nachgewiesen werdens36-38,

2.3. Arteriogenese

2.3.1. Grundlegendes

Im Gegensatz zur Angiogenese differenzieren bei der Arteriogenese praexistierende
arterio-arteriolare Anastomosen zu funktionellen Arterien aus. Diese Kollateralgefafe
arteriolaren Charakters werden unter physiologischen Bedingungen zur Versorgung der
Gewebe benotigt und spielen vor allem pathophysiologisch nach dem VerschluB einer
Arterie eine wichtige Rolle; sie werden dann zu dessen Uberbriickung rekrutiert und
stellen eine ausreichende Blutzufuhr zu weiter peripher gelegenen Geweben sicher:s.
Kollateralarterien entwickeln sich sowohl im koronaren als auch im peripheren

Kreislauf, jedoch variiert ihre Auspragung bei verschiedenen Spezies deutlich39.

Die Ursache fiir die Anlage von Kollateralgefafen nach dem ,Arkadenprinzip“ wird
unterschiedlich diskutiert. Zum einen konnte es sich um unvollstindig differenzierte
Reste des primidren GefiaBplexus handeln, welche sich im Rahmen der embryonalen
Entwicklung nicht in zwei anatomische Endarterien aufteilten. Zum anderen konnten
die praexistierenden Arteriolen zur besseren Versorgung der Gewebe angelegt sein, da
sie wie am Beispiel der Muskulatur auch wiahrend der Beanspruchung im Rahmen der
Kontraktion eine maximale Durchblutung des Gewebes gewahrleisten: Sie konnen das
Gewebe von zwei Richtungen aus perfundieren, der proximal und der distal gelegenen

Verbindung zur Hauptarterie.

Der englische Anatom Richard Lower beschrieb 1669 als erster die Existenz
praformierter Kollateralverbindungen am Herzen4°. Er erkannte auch bereits deren

Schutzfunktion im Falle eines Verschlusses von Koronargefafen.
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Abbildung 8: Richard Lower: Portrdt des Abbildung 9: ,Tractus de Corde”. Auszug
englischen Anatomen aus dem 17. des Orginaltextes von Richard Lower R.,
Jahrhundert4o. 166940,

Ubersetzt aus dem Lateinischen ldBt sich die Kernaussage seiner Publikation

folgendermaBen zusammenfassen:

Die Koronargefifle kommunizieren teilweise tiber Anastomosen, welche einem

Versorgungsmangel mit Blut vollig vorbeugen konnen.

Hieran zeigt sich, da3 Lower nicht nur prazise die Kollateralen beschrieb, sondern sich

schon deren Schutzfunktion im Falle eines GefaBverschlusses bewuf3t war.

Im Jahre 1757 bewies der deutsche Anatom Albrecht von Haller4!, da Koronararterien
an Stellen hohen arteriellen Druckes ein System interarterieller Verbindungen
auspragen. AuBerdem grenzte er bereits die Kollateralarterien von KapillargefaBen ab.
Ein Jahrhundert spater postulierten jedoch namhafte Anatomen, wie Conheim42,

Hyrtl4s und Henle44, die Koronaren seien Endarterien. Dies blieb auch trotz stichiger
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Beweise fiir die physiologische Existenz der Kollateralen durch Spalteholz4s um die
vorherige Jahrhundertwende bis in die Mitte des 20. Jahrhunderts allgemeine
Lehrmeinung - die ,neue“ Rontgentechnologie der 30er Jahre war noch nicht in der

Lage, kleine Arteriolen darzustellen.

So nahm man bis in die frithen 60er Jahre an, koronare Kollateralen finden sich
lediglich in etwa 4 % der menschlichen Herzen und o6ffneten sich passiv unter dem
EinfluB von Druckgradienten infolge Stenose. Es gab Hinweise aber keine Beweise fiir
die Entwicklung der Kollateralen: Eckstein wies auf die Zeitabhangigkeit der Erholung

der peripheren Driicke nach akutem Verschluf3 hin4¢.

Letztendlich waren es Longland© und Fulton47, welche unwiderlegbare Beweise fiir die
Existenz von Kollateralen im gesunden als auch im chronisch herzkranken Menschen
fanden. Zudem zeigten sie, daB bei KHK-Patienten oftmals groBere koronare

Kollateralen zu finden sind5°.

Longland definierte einzelne Bereiche der Kollateralarterien als Stamm, Mittelzone und
Wiedereintritt und hob so hervor, daB es sich nicht um anatomische Endarterien
handelto. Fulton zeigte erstmals, daB der Stamm epikardialer Kollateralen im
menschlichen Herzen von nicht-ischamischen Myokardbereichen umgeben ist4S.
Weitere Untersuchungen bestitigten in der Folge, daB das Wachstum von

KollateralgefaBBen nicht durch Hypoxie ausgelost wird1.:39.49-51,
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Abbildung 10: Definition der arteriellen Bereiche im Kollateralgebiet nach Longland,
1953, Infolge Verschlusses der Hauptstromarterie wird eine prdexistierende,
anastomosierende Arteriole zur Kollateralarterie umfunktioniert. Sie iibernimmt die
Funktion des verschlossenen Gefdfies, das Blut in die Peripherie zu leiten.

Es wurde klar, daB Kollateralen anderen Meschanismen als der Vaskulogenese und
Angiogenese unterliegen. Sie stellen vielmehr priexistierende Gefife dar, welche im
Gegensatz zu komplett neugebildeten Kapillaren zu funktionellen Arterien umgebaut
werden. Zudem ist dieser Proze nicht an Ischamie gebunden, bzw. findet sogar
lediglich im nicht-hypoxischen Gewebe statt. Es wurde nachgewiesen, daf3 epikardiale
Kollateralen nie in Verbindung mit dem ischdmischen Endomyokard im Hundeherzen

stehen49. AuBerdem kommt es im Kaninchenmodell in Ruhe zu keiner Veranderung des
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Blutflusses zur Oberschenkelmuskulatur, wo Kollateralarterien nach Femoralisligatur
entstehen. Thr Adenosintriphoshat (ATP) und Phosphokreatinin (PCr)-Gehalt ist
normal, und es konnte keine Hypoxie-induzierte Gentranskription (z.B. VEGF)
festgestellt werden%39.5052, Der Abstand zwischen Regionen der Ischiamie und des
Kollateralwachstums kann extrem lang sein: Bis zu 70 cm zwischen der gangrianosen

FuBzehe und den eine Femoral- oder Poplitealokklusion iiberbriickenden Kollateralen49.

Wachstum als Mechanismus koronarer Kollateralentwicklung wurde 1967 zum ersten
Mal von Schaper et al. beschrieben, und 1971 konnte schlieBlich nachgewiesen werden,
daB praexistierende Kollateralarteriolen nicht durch Vasodilatation, sondern infolge
Proliferation von Endothel und glatter GefaBmuskulatur zu groBen Kollateralarterien
werdens3:54,  SchlieBlich brachte eine Reihe von Studien zum Anteil des
Kollateralwachstums an der Genesung nach Myokardialinfarkt den entgiiltigen Beweis
fir die Funktionalitat von Kollateralens5-57. Es wurde bewiesen, dall Kollateralarterien

Gewebe und Leben retten.

2.3.2. Mechanismen

Hauptelement der Arteriogenese sind verstirkte Scherkrdfte, Einwandern
zirkulierender Monozyten und deren Vorlauferzellen, sowie prdexistierende
Kollateralarteriolen als Substrat. Sobald sich eine Stenose in der Hauptstrombahn
hamodynamisch bemerkbar macht, nimmt das Blut den Weg des geringsten
Widerstandes: Es flieft iiber praexistierende Kollateralen in die Peripherie. Sofort nach
VerschlufB des Hauptgefafes entwickelt sich somit ein enormer Druckgradient innerhalb
des Kollateralsystems, entlang der kiirzesten Verbindung zwischen dem Hoch- und
Niederdruckgebiet. Dies fiithrt zum Anstieg der FluBgeschwindigkeit, des Druckes, sowie
der Schubspannung in den nun als Kollateralen fungierenden GefaBen. Schon 1893 wies
Thoma auf die Rolle der hamodynamischen Parameter beim GefaBwachstum wahrend
der Entwicklung hin. Jegliche anhaltende Abweichung von der Konstante zwischen
GefaBdurchmesser und BlutfluBgeschwindigkeit bewirkt Prozesse des Wachstums oder
der Atrophie, bis das ausgewogene Verhiltnis wieder eingestellt ist. Er formulierte das
Gesetz der Histiomechanik: Demnach tendieren grofere GefiaBe mit geringem
DurchfluB dazu, ihr Lumen zu reduzieren (z.B. Bypass-Stenose), wogegen kleine Gefaf3e
mit chronisch verstirktem Durchflufl infolge Umbau oder Kollateralwachstum im

Durchmesser zunehmen58.
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2.3.2.1. Initialphase auf zellularer Ebene

Der physiologische BlutfluB der Femoralarterie verursacht anndhernd eine
Schubspannung von 4,8x10-3dyn cm2 auf. Infolge der Okklusion der Femoralarterie
kommt es zum etwa 200-fachen Anstieg des Blutflusses entlang der priexistierenden
Anastomosen und damit zur Zunahme der Schubspannung auf Werte von
889x10-3dyn cm-259. Hieraus resultiert eine Offnung von Chlorid-Kanilen zur
Aktivierung des Endothels. Es werden Chemokine wie das ,monocyte chemoattractant
protein-1“ (MCP-1), Kolonie-stimulierende Faktoren wie der ,granulocyte macrophage-
colony stimulating factor (GM-CSF) und Zelladhasionsmolekiile wie das ,intercellular
adhesion molecule-1“ (ICAM-1) hochreguliert. Hierdurch wird das Einwandern von im
Blut zirkulierenden Monozyten induziert®o-¢3. Die gesteigerte Expression solcher Gene
wird teilweise durch das sogenannte ,shear stress responsive element® (SSRE) im
Promotor verschiedener Gene vermittelt (NOS, PDGF, MCP-1)64.65, AuBerdem bewirken
die das Volumen von Endothelzellen kontrollierenden, offenen Chloridkanile ein

elektronen-mikroskopisch sichtbares Anschwellen des Endothels®.

Zusatzlich lassen die bereits nach 12 Stunden vermehrt exprimierten Kalzium-
unabhingigen Adhasionsmolekiile, ,vascular cell adhesion molecule-1“ (VCAM-1) und
ICAM-1 die Endotheloberflaiche rauh aussehen®0.67; sie mediieren das Anheften von

Monozyten an die GefaBwand®8-71, welche darauf transmigrieren konnen.
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Abbildung 11: ICAM-1 Expression (gelb) Abbildung 12: Am Kollateralgefdfiendo-
nach 12 h Okklusion der Femoralarterie thel angehefteter Monozyt (Rolling) des
im Kaninchen. Bild aus ,,Collateral and Kaninchens. Bild aus Schaper, J:,The
capillary formation: a comparison“von endothelial surface of ..” in Virchows
E. Deindl/W. Schaper in Therapeutic ~Arch®.

Angiogenesis, J.A. Dormandy”2.

Auch Thrombozyten heften sich an und produzieren neben verschiedenen
Wachstumsfaktoren Interleukin-4 (IL-4), welches erneut die Expression von
Adhisionsmolekiilen verstarkt. Desweiteren schafft die vermehrte Expression von
GM-CSF ein giinstiges Milieu fiir die angehefteten Monozyten73-76. Sobald diese
innerhalb von 72 Stunden nach OKkklusion in die Arteriolarwand eingewandert sind,
akkumulieren sie in der Adventitia und produzieren nach Aktivierung und Umwandlung
zu Makrophagen zusitzlich groBe Mengen an Wachstumsfaktorenso.77. Darunter fallen
vor allem der .fibroblast growth factor-2“ (FGF-2), ein Mitogen fiir Endothel und
GefaBmuskulatur78.79-81 sowie der ,vascular endothelial growth factor (VEGF), ein
Endothelmitogen8® mit der Eigenschaft, Monozyten zu aktivieren. Daneben werden
auch Matrix-Metallo-Proteinasen (MMPs) zum Umbau der alten arteriolaren Struktur
und zur Platzschaffung fiir die Ausbreitung der Kollateralen freigesetzt8i. AuBerdem
wird durch die Produktion von ,tumor necrosis factor-a.“ (TNF-a) das zur Arteriogenese
notige entziindliche Milieu geschaffen und weitere Monozyten zur Potenzierung des

initialen Ablaufes angelockt.

Rund drei Tage nach der Okklusion kommt es zur Proliferation von Endothel- und
glatten GefiBmuskelzellen. Es entsteht auf diese Weise innerhalb einer Woche eine
Kollateralarterie, welche sich morphologisch nur geringfiigig von einer normalen

Arterie unterscheidet39.70.
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2.3.2.2. GefiBumbau aus histologischer Sicht

Normalerweise ist die Mitoserate und somit die Proliferation von Endothel- und
GefaBmuskelzellen in adulten Geweben extrem niedrig und nur unter bestimmten

pathologischen Bedingungen wie Atherosklerose und Restenose verstarkts4.

Nach ein bis drei Tagen GefaBokklusion erreicht die Mitoseaktivitdit von Endothel,
GefaBmuskel und Fibroblasten ihr Maximum32. Somit befindet sich die Arteriogenese in
der zweiten Stufe, der proliferativen Phase. Jedoch ist Proliferation nicht die einzige
Saule des Kollateralenwachstums, sondern auch ein anschlieBender starker
UmbauprozeB ist zur VergroBerung des Durchmessers gefordert. Dieser wird in eine

frithe synthetische Phase und spatere Reifungsphase eingeteilts3:

Wiahrend der synthetischen Phase am 3. bis 14. Tag kommt es neben einer
VergroBerung des endoplasmatischen Retikulums, der Mitochondrienzahl und des
Golgi-Apparates zur Verdauung und Zerstorung der Lamina elastica interna als
Hauptbarriere fiir die GefiaBmuskelzellmigration. Die Verbindungen zwischen
GefaBmuskelzellen werden aufgelockert, wodurch die kleine Arteriole dilatiert und
durchliassig fiir Fibrinogen wird. GefaBmuskelzellen migrieren nun aus der mittleren
GefaBmuskelschicht (Media) in den subendothelialen Raum und bilden eine dicke
GefaBinnenschicht (Intima). Diese neuen GefiBmuskelzellen besitzen einen
undifferenzierten, sekretorischen Phanotyp mit reichlich Organellen und haben eine
longitudinale oder helikale Orientierung84. AuBerdem ist der Verlust der meisten
Aktinfilamente typisch fiir diesen Synthesetyp der GefaBmuskulatur, welcher
extrazellulire Matrix, Kollagen, Elastin und schlieBlich eine neue Lamina elastica

interna produziert39.8s.

Die Reifungsphase beginnt erst zwischen dem 14. und 21. Tag nach Ligatur. Sie ist
gekennzeichnet durch verminderte Proliferation, Migration und Proteolyse,
Wiederherstellung des kontraktilen Phanotyps unter den GefiBmuskelzellen und
Neubildung der Lamina elastica interna nahe dem Endothel. Zudem ist die
Monozytenanlockung bereits beendet und Adhasionsmolekiile werden nicht langer

exprimiertss.

In einigen wachsenden Kollateralarterien nimmt die Dicke der neuen Innenschicht
(Neointima) infolge der GefaBmuskelproliferation derart zu, daB es infolge eines

Verschlusses des Lumens zur Regression des GefaBes kommt86. Dies hat wahrscheinlich
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mit der Kompetition um den BlutfluB zu tun: Initial groBere GefaBe fiihren einen
bestandig zunehmenden Anteil des Gesamtflusses, was die Scherkrifte in den kleineren
vermindert. Dies fiihrt zur Reduktion des Umbaus bereits mitotisch stimulierter,
kleinerer Gefafle und somit zur iiberschieBenden Intimaproliferation und verstarkten
Fibronektin-Expression39. Trotz des starken Wachstums von Kollateralarterien konnen
diese bisher nicht die Konduktanz der zu ersetzenden Arterie erreichen. Dies 146t eine
Option zur therapeutischen Verstirkung des Kollateralwachstums mittels exogener

Zufuhr von Wachstumsfaktoren oder lokalen Gentransfers offen.

3. GefaBwachstumsfaktoren

3.1. Die Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)-Familie und ihre

Rezeptoren

VEGF ist ein endothelial sezerniertes, endothelspezifisches Mitogen mit angiogenen
Eigenschaften, das eine parakrine Steuerung der Angiogenese moglich erscheinen
laBt24. Seine Gen-Expression wird durch Bindung des infolge Hypoxie vermehrt
exprimierten Transkriptionsfaktors HIF-1 an den Promotor hochreguliert7.88. Bereits
24 Stunden nach Okklusion der Femoralarterie ist beim Kaninchen eine signifikante
Erhohung der VEGF mRNA im ischamischen Muskel nachzuweisen®9. Da alleine der
Verlust eines VEGF-A-Allels zur Letalitit von Mauseembryonen am Lebenstag 10,5

fiihrt, muB3 VEGF essentiell fiir die embryonale Entwicklung des Kreislaufsystems sein22.

Infolge alternativen Splicings oder Degradation der Primar-mRNA existieren mehrere
Formen von VEGF, so der Placenta Growth Factor (PIGF), VEGF-A (einige Isoformen
mit z.B. 121, 145, 165 183, 189 oder 206 Aminosauren), -B, -C, -D, und -E%°.

Chemisch ist die 165 Aminosauren grof3e Isoform von VEGF-A (VEGFis5) ein basisches
und daher Heparin-bindendes, homodimerisches Glykoprotein mit einem
Molekulargewicht von 45 Kilodalton (kDa). Wogegen die 121 Aminosduren groBe
Isoform von VEGF-A (VEGF..,) als frei diffundierendes Protein zu schwach basisch fiir

eine Heparin-Bindung isto192.

Die unterschiedlichen Funktionen der verschiedenen VEGF-Formen sind durch die
Bindungsaffinitaten zu den drei VEGF-Rezeptoren (VEGFR-1, -2 und -3) bedingt:
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VEGF-A kann durch Bindung des VEGFR-1 auf Monozyten deren Transmigrationsei-
genschaften potenzieren und durch Aktivierung des endothelialen VEGFR-2 die
Proliferation von Endothelzellen bewirken; zudem kann es indirekt iiber die Induktion
von MCP-1 die endotheliale Mitoserate steigern9s. Es ist auch alleinig in der Lage

Neuropilin-1 zu binden94.

VEGF-B und PIGF aktivieren ausschlieBlich VEGFR-1 und beeinflussen somit die
Aktivierung und Differenzierung von Monozyten77. Dagegen binden VEGF-C und -D
neben VEGFR-2 auch den Lymphgefa3-spezifischen VEGFR-3. Sie sind somit Mitogene
fiir vaskuldres und lymphatisches Endothel?s. VEGF-E ist durch ausschlieBliche
Bindung an VEGFR-2 ein rein endothelialer Wachstumfaktor9e.

VEGF-B VEGF-B

i
OO OO OO 'VEGF VEGF-C/D

PlGF\JLGF\ OO OO
| /NN

e

PIGF

VEGFR-1 VEGFR-1 VEGFR-2 VEGFR-3

Vaskulire Lymphatische
Monozyten Endothelzellen Endothelzellen

Abbildung 13: Schematische Darstellung der VEGF-Rezeptoren-Familie und ihrer
Liganden. VEGF bindet an VEGFR-1 und -2, VEGF-C/D an VEGFR-2 und -3. PIGF
und VEGF-E hingegen sind spezifische Liganden fiir jeweils VEGFR-1 bzw.
VEGFR-297.
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Alle Rezeptoren fiir VEGF sind Tyrosinkinasen und besitzen sieben Immunoglobulin
(Ig)-dhnliche Doméanen in der extrazelluliren Doméine, eine einzelne transmembranire
Region und eine homologe Tyrosinkinasesequenz mit eingeschobener
Kinasendomane98-100, Der VEGFR-1 wird meist als ,fms-like tyrosine kinase-1“ (Flt-1)
bezeichnet, und der VEGFR-2 auch als ,fetal liver kinase-1“ (Flk-1) oder im Menschen

als ,kinase insert domain-containing receptor” (KDR) beschrieben.

Die Bindungsstelle fiir VEGF ist in der zweiten Ig-ahnlichen Doméne von VEGFR-1 und
VEGFR-2 lokalisiert, da nach deren Deletion die VEGF-Bindungsfahigkeit aufgehoben

isto1,

Es wurde berichtet, daB die Expression dieser Rezeptoren durch Hypoxie beeinfluBt ist,
jedoch in geringerem MaBe als die des Liganden, VEGF selbst. Da Gerber et al. eine
Transkriptionssteigerung von lediglich VEGFR-1 infolge Hypoxie zeigen konnten02,
wird fiir VEGFR-2 ein posttranskriptioneller Mechanismus angenommen?°3. AuBerdem
konnte der Expressionsanstieg indirekt verstarkt werden, da VEGF auch selbst die

Expression seiner Rezeptoren forderto4.

Die Funktion und Signaltransduktion von VEGFR-1 und VEGFR-2 sind verschieden:
Am rezeptorfreien Schweineaortenendothel konnte VEGF nur nach Transfektion mit
einem fiir Flk-1 kodierenden Plasmid, nicht mit einem Flt-1-Plasmid, seine
chemotaktische und mitogene Wirkung entfalten. Zudem wurde gezeigt, daBl das
AusmalBl der Rezeptor-Phoshorylierung im Gegensatz zu KDR, bei Flt-1 nur sehr
schwach ist105, obwohl dieser Rezeptor VEGF zehnfach stiarker bindet als KDR72.

Soker et al. wiesen einen weiteren Rezeptor fiir die VEGF-Familie nach, namlich
Neuropilin-194. Dieser Rezeptor der Kollapsin-Familie bindet die Heparin-bindende
Isoform von PIGF, PIGF-2 und die 165 Aminosauren-Isoform von VEGF. Seine Wirkung
liegt in der Potenzierung der Bindung von VEGFis; zu KDR und dessen Chemotaxis.
Dahingegen minimiert die Hemmung der Bindung zu Neuropilin-1 die Affinitit von
VEGF:6; zu KDR und dessen mitogene Wirkung auf Endothelzellen: Neuropilin-1
scheint VEGF,s; dem KDR-Rezeptor derart zu prasentieren, daB dessen

Signaltransduktion effektiver wird.

Neben seiner mitogenen Eigenschaft funktioniert VEGF auch als Uberlebensfaktor fiir
serumfrei kultivierte Endothelzellen: Uber den Phosphatidylinositol 3’ -kinase/Akt

Signaltransduktionsweg bewirkt es im menschlichen Endothel die Expression der anti-
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apoptotischen Proteine Bcl-2 und Al 106, AuBerdem veranlaBt es die endotheliale
Expression einiger Proteasen, wie ,tissue-plasminogen activator” (t-PA) und dessen
Inhibitor (PAI-1)17, sowie der Metalloproteinase Kollagenase!o8. Zudem ist VEGF
aufgrund seiner Eigenschaft des ,Gefdfleckens” in der Meerschweinchenhaut auch als
svascular permeability factor” (VPF) bekannt!o9. Nach Dvorak ist diese mikrovaskuldre
Permeabilitatssteigerung fiir Proteine ein kritischer Schritt in der Angiogenese von
Tumoren und Wundent©o. Spiter zeigten Bates und Curry, daB VEGF iiber einen
vermehrten Einstrom von Kalzium auch einen Anstieg der hydraulischen Konduktanz
von Kapillaren bewirkt!'t. Wiederum andere Arbeitsgruppen zeigten, daB VEGF in vitro
und in vivo eine Fenestrierung im Endothel ermoglicht 2113, Clauss et al. berichteten

schlieBlich 1990 von der Vermittlung der Monozytenchemotaxis durch VEGF4,

3.2. Placenta Growth Factor (PIGF)

PIGF ist als Mitglied der VEGF-Familie ein homodimerisches Glykoprotein und weist
eine 53 %ige Identitait mit der ,platelet-derived growth factor® (PDGF)-ahnlichen
Region von VEGF auf. Infolge alternativen mRNA-Splicings existieren zwei Isoformen
von PIGF: Das aus 131 Aminosauren (As) bestehende, 28 kDa schwere PIGF-1 (PIGF3:)
und das um 21 hauptsichlich basische As groBere, 32 kDa schwere PIGF-2 (PIGFis.).
Dieser Anteil mehr basischer As bedingt die starke Bindungsaffinitat von ausschlieBlich

PIGF-2 zu Heparin.

PIGF bindet sehr stark an den VEGFR-1 (Flt-1), kann aber nicht den rein endothelialen
VEGFR-2 (Flk-1) binden. Somit bewirkt es im Gegensatz zu seinem Verwandten VEGF
keine direkte Steigerung der Mitogenitat, Permeabilitit oder Tyrosin-Phosphorylierung
von Endothelzellen77. Carmeliet et al. wiesen bestitigend an Mausen mittels PIGF-
Deletionsmutanten (PIGF-/-) nach, daB PIGF nicht fiir die embryonale Angiogenese
essentiell ist. Jedoch konnten sie in diesen Tieren feine Umbaudefekte in GefaBen der
Retina feststellen und durch transformierte Fibroblasten provozierte PIGF-/-
Fibrosarkome waren kleiner als die Wildtypsarkome; sie wiesen trotz vergleichbarer

Dichte an GefaBen iiberwiegend solche mit einem kleineren Lumen aufts.

Weiterhin interessant an dieser Studie erscheint die Beobachtung, da Wildtypmause
wahrend der Wundheilung mehr Arteriolen als Kapillaren entwickelten, wohingegen fiir
PIGF-/- Mause das Gegenteil der Fall war. Entsprechend waren auch die

KollateralgefaBe nach Ligatur der Femoralarterie in den Wildtypmé&usen, nicht aber in
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den Deletionsmutanten vergroBert. Deren Kollateralen wurden weniger von Monozyten
infiltriert, was eine reduzierte Aktivierung und Chemotaxis der Monozyten infolge

Mangels an PIGF moglich erscheinen 1aBt77.

Zudem konnte die deutlich geminderte Extravasation von Fibrinogen in den
Deletionsmutanten mittels rekombinanten PIGF-2 wieder normalisiert werden. PIGF-2
ermoglicht somit wahrscheinlich im Rahmen des Kollateralwachstums eine bessere

Migration von Endothel und GefaBmuskelzellen.

Hohe PIGF-2-Konzentrationen, welche die VEGFR-1 Bindungsstellen sattigen,
potenzierten die Aktivitat von VEGF in vivo und in vitro. Dies fithrte zur Annahme,
VEGFR-1 sei weniger ein Signalrezeptor, eher ein ,Koder-Rezeptor” fiir PIGF-2; durch
Besetzen des VEGFR-1 mit PIGF-2 kann VEGF nicht mehr abgefangen werden und
bindet somit vermehrt an VEGFR-2, was scheinbar den synergistischen Effekt von
PIGF-2 und VEGF erklart116.117, Die alternative Hypothese, daB PIGF-2 die Angiogenese
tiber einen an VEGFR-1 gekoppelten Mechanismus stimuliert, scheint unwahr-
scheinlich: VEGFR-1 besitzt nur eine schwache Tyrosinkinase-Aktivitatoo-118, AuBerdem
wird noch kontrovers diskutiert, PIGF-2 konne durch eine Heterodimerbildung mit

VEGF angiogen wirken119-121,

3.3. Monozyten Chemoattraktives Protein-1 (MCP-1)

Biochemisch gesehen ist humanes ,monocyte chemoattractant protein-1“ (MCP-1) ein
76 Aminosauren groBes, 14 kDa schweres Glykoprotein. Die Gene dieser wegen ihrer
verbindenden N-terminalen Cysteinreste C-C Chemokine genannten Gruppe liegen

gemeinsam auf Chromosom 17 (q11.2-12).

Das N-terminale Ende von MCP-1 ist mit seiner, bis auf den Bo-Faltblatt Abschnitt,
ungeordneten Struktur essentiell fiir die biologische Aktivitat. Jedoch ist auch das
folgende B,-Faltblatt mit den Aminosauren Serin, Tyrosin und Arginin wichtig. Hieran
schlieBt sich strukturell eine C-terminale a-Helix an, welche durch ihre Interaktion mit
Glykosaminoglykanen wahrscheinlich die Rezeptorbindungsaffinitit und auch
Dimerisierung verstarkt. Bisher ist jedoch die physiologische Rolle von MCP-1 Dimeren
unerforscht, denn MCP-1 kommt in normalen Konzentrationen fast nur als Monomer
vor'22, Dies schlieft aber die synchrone Bindung zweier Monomere an den Rezeptor zur

Signaliibermittlung nicht aus.
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MCP-1 wird von vielen Zellen sezerniert, einschlieflich Endothel- und
GefaBmuskelzellen und induziert Monozytenchemotaxis bereits bei subnanomolaren
Konzentrationen23-125, Seine Genexpression und Sekretion werden durch Immuno-
globulin G (IgG) und verschiedene Zytokine wie Tumornekrosefaktor-o (TNF-a), sowie

Scherkrafte und Schubspannung hochreguliert63.126.127,

MCP-1 ist ein potenter Agonist der B-Chemokin-Rezeptoren (CCR)-2 und (CCR)-4,
welche hauptsidchlich von Monozyten exprimiert werden, aber auch auf T- und
B-Lymphozyten zu finden sind!28. Diese G-Protein-gekoppelten, mit sieben trans-
membranaren Domanen versehenen Rezeptoren fithren zur Monozytenaktivierung und
verstarken die Integrinadhasion, was letztendlich in der Monozytenbindung auf der
Oberfliche von Endothelzellen resultiert®3.127.129., Nach dem histologischen Nachweis
dieser endothelialen Adhision%” konnten schlieBlich Buschmann et al. 1999 mittels
Antikorper gegen ICAM-1 auch die funktionelle Bedeutung dieses Integrins deutlich
machen, denn der arteriogene Effekt von MCP-1 war hiernach komplett unterbunden7:.
DaBl MCP-1 aber nicht nur Monozyten anlockt, sondern diese auch zur transendo-

thelialen Migration bewegt, konnten Randolph et al. bereits 1995 nachweisen3°.

Da aktivierte, transmigrierte Monozyten angiogene Zytokine wie den Fibroblasten
Wachstumsfaktor-2 (FGF-2) und TNF-a produzierentsi, hat MCP-1 indirekt angiogene
und arteriogene Eigenschaften: Die lokale Infusion von MCP-1 erhoht die kollaterale
und periphere Konduktanz innerhalb von sieben Tagen nach Femoralokklusion im

Kaninchenhinterbein52.



II. Literaturiibersicht -27-

4. Kollateralwachstum in Tiermodellen

Im Rahmen zweier Tiermodelle wurde das Kollateralwachstum bereits in den 7o0er und
8oer Jahren intensiv studiert: Sie zeigten, da3 groB3e epikardiale Kollateralen am besten
im Hunde-Modell wachsens4, wohingegen kleinere intramyokardiale Kollateralen
typisch fiir das Schweine-Modell sinds3. Beide Modelle sind auf den Menschen
anwendbar, denn dort wurden sowohl grofe epikardiale Kollateralen als auch zahlreiche

Kapillarverbindungen nachgewiesens39.
4.1. Chronisch ischamischer Ventrikel des Hundes

4.1.1. Allgemeines

Die ersten detaillierten Studien an wachsenden KollateralgefiBen wurden an
Hundeherzen mittels langsam fortschreitenden Verschlusses des Ramus circumflexus
der linken Koronararterie durchgefiihrts4. Dieses wurde durch einen um das GefaB
gelegten, tiiber mehrere Wochen langsam okkludierenden Ameroid-Konstriktor

erreicht132,

Infolge des Verschlusses vervielfachten die am Ramus subsinuosus praformiert
angelegten Anastomosen ihren Durchmesser von 40 um durch Proliferation von
Endothel- und GefiaBmuskelzellen bis um den Faktor 20; ihr Gewebevolumen nahm
sogar um das 50-fache zu39. Bis heute ist der Grund des plotzlichen
Proliferationsanstieges nicht eindeutig geklart, aber mikroskopisch erscheint das
Endothel aktiviert. Es reguliert Ahidsionsmolekiile herauf. Folglich heften sich
Monozyten an und wandern in den subintimalen Raum aus, wo sie angiogene

Wachstumsfaktoren produzierenso.77.85,

4.1.2. Druck-FluB Beziehungen des Koronar- und koronaren
Kollateralkreislaufes im Hunde-Modell

Nach mehreren Wochen Okklusion des Ramus circumflexus der linken Koronararterie
wurde terminal das noch schlagende Herz isoliert, entnommen und sogleich nach
Entleerung mit Blut eines Spender-Hundes perfundiert. Haimodynamisch erhoben
wurden ZufluBrate, Perfusionsdruck und peripher koronarer Druck. Durch die Variation
des Zuflusses konnte der Perfusionsdruck zwischen 20 und 200 mm Hg verandert

werden, wobei zur Erzielung einer maximalen koronaren Vasodilatation Adenosin in
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steigenden Mengen beigemischt wurde. Dies geschah, bis bei der Zugabe von 1 bis
2 mg/min kein weiterer Abfall des Perfusionsdruckes unter konstantem FluB moglich
schien. Um die regionale Verteilung des Koronarflusses zu bestimmen, wurden bei
sechs verschiedenen Druck- und FluBniveaus jeweils ca. 200.000 unterschiedlich
radioaktiv markierte Mikrosphiren von 8-10 um Durchmesser dem BlutzufluB

beigemengt33.

Nach dem Experiment wurde das isolierte Herz formalinfixiert und in fiinf
Querscheiben geschnitten, welche weiter in jeweils 40 Einzelstiicke zerlegt wurden.
Nach deren Trennung in endo-, myo- und epikardialen Anteil von jeweils etwa 500 mg
konnte nun die Durchblutung anhand der Analyse auf Radioaktivitatsgehalt der

Gewebsproben bestimmt werden.

4.2. Chronisch ischiamischer Ventrikel des Schweines

Beim Schwein resultiert der fortschreitende VerschluB des Ramus circumflexus der
linken Koronararterie mittels Ameroid-Konstriktor nicht wie im Hund in der
Ausbildung groBer epikardialer Kollateralen, sondern in vielen kleinen, iiber das
gesamte Risikogebiet verteilten GefaBen. Diese sind kaum groBer als Kapillaren,
besitzen keine glatten GefaBmuskelzellen und haufen sich um Mikronekrosen. Da fokale
Nekrosen wichtig fiir ihre Entstehung sind, nimmt man an, daB die Angiogenese im
Rahmen der Wundheilung wirksam ist und ein Druckgradient die Regression der neuen

GefaBe mit Narbenausbildung verhindert.

Die Quelle der Wachstumsfaktoren sind auch hier wiederum die Monozyten, jedoch mit
dem Unterschied, daB nun eine myokardiale Nekrose den Ausloser zur monozytaren

Invasion darstellt.

4.3. Chronisch ischamische HintergliedmaBe des Kaninchens

Ein Modell der chronisch ischdmischen HintergliedmaBe des Kaninchens basiert auf
dem Verschluf3 des arteriellen Hauptgefafies des Beines, der A. femoralis, direkt distal
der Aufzweigung der A. iliaca externa. Damit {ibernehmen die nicht verschlossenen Aa.
circumflexa femoris lateralis und profunda femoris den gesamten Blutstrom zur
distalen GliedmaBe. Sie anastomosieren iiber praformierte Kollateralkreislaufe mit den
Aa. genus descendens, saphena parva und caudalis femoris34. Folglich kommt es in

diesem Modell zur Ischimie des Unterschenkels und infolge des groBen
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Druckgradienten zu ansteigenden Scherkriften in den arteriellen GefiBen des

Oberschenkels, was dort den ProzeB3 der Arteriogenese initiierts4.

Abzugrenzen hiervon ist ein Modell mit Totalexzision der A. femoralis nach Ligatur der
Aa. iliaca externa, profunda femoris, circumflexa femoris lateralis und
pudendoepigastrica35-137. Hierbei soll die distale GliedmaBe vollstandig iiber an der
A.iliaca interna entspringende, mit der A. caudalis femoris kommunizierende
Anastomosen versorgt werden. Infolge des massiven operativen Eingriffes sind

Entziindungen, Nekrosen und auch Gangrane unvermeidbar.

Die Analyse des Kollateralwachstums im Kaninchenbein erfolgt neben der post-

mortalen Angiographie und Histologie mittels diverser Himodynamikmodelle.

4.3.1. Mikrospharenperfusionsmodell

Mittels eines kiinstlichen Shunts zwischen Bauchaorta und groSer Bauchvene wird bei
sechs verschiedenen Perfusionsdriicken heterologes Mischblut mit jeweils einer
andersfarbigen, fluoreszierenden Mikrosphiare von 15um GroBe in die
HintergliedmaBen des Kaninchens infundiert!34. Synchron wird aus der unligierten,
kontralateralen A. femoralis jeweils eine Referenzprobe entnommen. Zudem wird iiber
eine Ultraschallsonde der GesamtfluB zur Aorta und durch Kaniilierung der A. saphena

magna der periphere, post-okklusive Druck gemessen.

AnschlieBend werden von Kollateralen versorgte Muskeln freiprapariert. Von diesen
werden Proben entnommen, gewogen und verdaut. Hiernach kann ihr Gehalt an
kapillar gebundenen, unverdaulichen Mikrospharen mittels eines DurchfluBzytometers
(FACS) bestimmt werden. Aus deren Anzahl bezogen auf die Muskelmasse, den Werten
interner Standardmikrosphiren und der Einbeziehung der Referenzprobe, sowie deren

Entnahmedauer wird der BlutfluB fiir jede Probe berechnet38.139,

Da peripher (PP) und zentral (SP) arterieller Blutdruck bereits gegeben sind, kann nach
erfolgter Bestimmung des kollateralen Blutflusses (Qxon), die kollaterale Konduktanz

berechnet werden.

4.3.2. Intraarterielle Doppler-FluBmessung

Bei dieser in vivo Methode bedient man sich eines nach dem Dopplerprinzip

arbeitenden FluBmeBdrahtes (Flow-Wire®); dieser wird mittels eines tiber eine
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Karotisschleuse in die terminale Aorta vorgefiihrten Herzkatheters in Position gebracht.
Der Ort der Messung liegt hierbei in der das Kollateralgebiet speisenden Hauptarterie,
hier der A. iliaca interna. Uber einen zusitzlich in die A. iliaca communis
vorgeschobenen zweiten Infusionskatheter wird Adenosin zur maximalen
Vasodilatation appliziert. Der hierbei gewonnene maximale BlutfluBwert wird zur
Berechnung der kollateralen Konduktanz verwendet. Erganzend hierzu werden noch die
peripheren Blutdriicke bestimmt. Dies geschieht in der Regel mittels nachstehender,

nicht-invasiver Methode.

4.3.3. Nicht-invasive, Doppler-basierte periphere Blutdruckmessung

Mittels Dopplergerat wird die BlutfluBamplitude der oberflachlichen A. tibialis anterior
dargestellt. Der Schallkopf wird dazu von medial so auf die Beinarterie ausgerichtet, daB
der Schallkegel das Gefal maximal erfafSt, was an der AmplitudengroBe zu sehen ist.
Durch Inflation einer proximal der MeBstelle angebrachten Druckmanschette kommt es
zum Verschwinden der mittels Doppler dargestellten Amplitude. Unterschreitet der
anliegende Manschettendruck beim Druckablassen den systolischen Blutdruck, so tritt
die Blutdruckamplitude wieder in Erscheinung. Der ablesbare Manschettendruck

entspricht in diesem Moment in etwa dem systolischen Blutdruck im GefaB.
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III. METHODEN

1. Induktion chronischer Ischamie im Kaninchenhinterbein

1.1. Tiermodell

Es wurde ein in vivo Modell der regionalen Ischamie in der HintergliedmaBe
durchgefiihrt. An anasthesierten Kaninchen wurde nach Haut- und Muskelschnitt im
rechten Oberschenkelspalt die Femoralarterie freigelegt und durch zweifache Ligatur
akut unterbunden. Nach einer Woche Versuchszeitraum wurden die HintergliedmaBen

der Tiere himodynamisch, angiographisch und histologisch untersucht.

osmotische
Minipumpe

-+ GefaBligatur

Abbildung 14: Modell der chronischen Ischamie in der Kaninchenhintergliedmafe.
Nach Ligatur der A. femoralis wird der Unterlauf iiber prdexistierende
Kollateralgefdfle mir Blut versorgt. Durch die lokale Infusion von Wachstumsfaktoren
mittels osmotischer Minipumpe kann deren Wachstum angeregt werden.

Die Studie des hier beschriebenen experimentellen Tierversuches, das
Tierversuchsmodell sowie die Versuchsdurchsfiihrung erfolgte nach Priifung und
Genehmigung der bioethischen Kommittees des Veterindrdezernats des
Regierungsprasidiums Darmstadt. Alle Tiere wurden unter tierschutzrechtlichen
Gesichtspunkten des Tierschutzgesetzes in der Fassung der Bekanntmachung vom
25.Mai 1998 (BGBI. Jahrgang 1998 Teil I, Nr.30, S: 1106 fff.) ordnungsgemal behandelt
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und untergebracht. Die Versuche erfolgten unter Aufsicht des Leiters des
Tierversuchsvorhabens, Prof. Dr. W. Schaper und nach Absprache mit dem
Tierschutzbeauftragten und Tierstalleiter Prof. Dr. F.Pierau. Den Leitsatzen der
GV-SOLAS wurde Folge geleistet.

1.2. Versuchstiere

Fir das Versuchsvorhaben wurden spezifiziert pathogenfreie, méannliche WeiBe
Neuseelander Kaninchen mit einem Korpergewicht von 2,5kg, durch Charles River
bezogen, jeweils zu dritt in Euroboxen gehalten. Neben Wasser erhielten die Tiere ein
Alleinfuttermittel (Altromin®) zur freien Aufnahme und hatten dort eine Woche Zeit
sich zu akklimatisieren, bevor sie zu Versuchsbeginn in den Stall der nahegelegenen
tierexperimentellen Einrichtungen gebracht wurden.

1.3. Narkose

Die Tiere wurden durch intramuskuldre Gabe von 40 mg/kg Korpermasse (KM)
Ketamin und 4 mg/kg KM Xylazin anasthesiert. Erhaltungsdosen wurden bedarfs-
gesteuert als 10-20 % der Initialdosis intravends gegeben. Zur postoperativen
Schmerzausschaltung erhielten die Tiere zusitzlich 50 ug/kg KM Buprenorphin
intramuskular injiziert. Um Hornhautschidden zu vermeiden, wurde bilateral die Cornea
mit Dexpanthenol-Salbe bedeckt.

1.4. Operationstechnik

Den Tieren wurde der rechte mediale Oberschenkelbereich bis hin zur rechten Flanke
geschoren und spriihdesinfiziert. Unter sterilen Kautelen gemaf GV-SOLAS-Richtlinien
wurde nach Hautschnitt im Schenkelspalt die A. femoralis freiprapariert und mittels
eines mit der osmotischen Minipumpe verbundenen Schlauches kaniiliert. Durch die
damit verbundene Verlegung des GefiBes kam es zur chronischen Ischiamie der
KaninchenhintergliedmaBe. Uber den retrograd bis unterhalb der Aufzweigung der
rechten A. iliaca externa in die Aa. femoralis, profunda femoris und circumflexa femoris
lateralis vorgeschobenen Schlauch konnten die Testsubstanzen je nach Pumpentyp iiber
sieben Tage lokal appliziert werden. Der Blutstrom verteilte diese im Kollateralgebiet.
Nach Festnidhen der Minipumpe in einer unter die Haut der rechten Flanke
praparierten Tasche wurde der Einschnitt durch Muskel- und Hautnaht verschlossens2.
Nach dem Aufwachen aus der Narkose wurden die Versuchstiere wieder in ihre Boxen
zurilickgebracht und daraufhin tiglich bis Versuchszeitende beziiglich der Wundheilung
kontrolliert.
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2. Lokale, chronische Applikation von Proteinen

2.1. Allgemeines

Zur lokalen Applikation der Testsubstanzen wurden osmotisch aktivierte Pumpen
(Alzet® osmotic pumps, Modell 2ML1) mit einer Pumpleistung von 10 ul/h verwendet.
Die Testsubstanzen wurden in 3 ml 0,1 %iger Kaninchenalbuminlosung gelost. Die
Beschickung der Pumpen mit diesem Volumen erfolgte steril unter dem Abzug. Die
Pumpe selbst nahm davon 2,2 ml auf, wobei das restliche Volumen von 0,8 ml fiir die
Fiillung des von einem Venenpunktionsbesteck (Venofix®) abgetrennten PE-Schlauch-
stiickes diente. Dieses 30 cm lange Stiick verband flexibel die Arterie mit der Pumpe.
Vor dem Einbau muBten die geladenen Pumpen drei Stunden bei 37°C in isotoner
0,9 %iger Kochsalzlosung inkubiert werden.

2.2. Versuchsgruppen

Die zur Stimulation des Kollateralwachstums eingesetzten Testsubstanzen waren
rekombinant humanes PIGF-2, VEGF-A, Heparin-bindendes (HB) VEGF-E und MCP-1.
Thre Dosierungen in den Minipumpen variierten zwischen 0,5 pug/kg/d und 6,0 ug/kg/d,
was bei 3 kg schweren Tieren in etwa 10 pug und 100 g iiber sieben Tage entsprach. Als
Kontrolle diente Kaninchenalbumin. Die Einzeldosierungen fiir die unterschiedlichen
Versuchsgruppen sind in nachstehender Tabelle aufgefiihrt.
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Tab. 1: Einzeldosierungen der verschiedenen Versuchsgruppen iiber einen
Behandlungszeitraum von einer Woche.

Protein Dosis Behandlungszeitraum | Versuchstierzahl
Albumin 1 mg/kg 7d n=_8
PIGF-2 1,5 ug/kg 7d n==6
3,0 ng/kg 7d n=4
VEGF-A 1,5 ug/kg 7d n==6
3,0 ug/kg 7d n=3
6,0 ug/kg 7d n=3
HB VEGF-E 1,5 ug/kg 7d n=4
HB VEGF-E + je 1,5 ug/kg 7d n=4

PIGF-2

MCP-1 0,5 ug/kg 7d n==6

3. Hamodynamische Auswertung

3.1. Narkose und Beatmung

Nach einer bzw. zwei Wochen wurden die Versuchstiere erneut narkotisiert. Als
Pramedikation zur Intubation erhielten sie 1 mg/kg KM Midazolam zusammen mit
20 mg/kg KM Ketamin intramuskuldr. Zum Erlangen der Intubationsbereitschaft
wurden den Tieren iiber eine in die rechte V. auricularis magna gelegte Brauniile initial
rasch 10 mg/kg KM Pentobarbital intravenos gegeben. Bedarfsgesteuert wurden weitere
Dosen von 2 mg/kg KM appliziert, bis eine Intubation moglich war. Daraufthin wurden
die Tiere pressluftgesteuert mit 3,51/min Raumluft und 0,71/min Sauerstoff bei
45 Atemziigen/min kiinstlich beatmet (Respirator ABV-I®, Fa. Stephan). Im weiteren
Verlauf wurden auch die arteriellen Blutgase bestimmt, um einer moglichen
Abweichung aus dem Normbereich gegenregulieren zu konnen. Wahrend der
hamodynamischen = Auswertung wurden 20 mg/kgkKM/h Pentobarbital und
6 ug/kgKM/h Fentanyl in der Mischspritze intravenos perfundiert'4c. Nach Beendigung
der himodynamischen Messungen wurden die Tiere in Narkose mit einer Uberdosis
Pentobarbital getotet.
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3.2. BlutfluBmessung

Zur perivaskuliaren BlutfluBmessung, basierend auf dem Ultraschall-Laufzeitverfahren
wurde an in Riickenlage befindlichen Tieren das Abdomen in der Linea alba gedffnet.
Durch stumpfe Priaparation in der Beckenhohle muBten darauf die beiden Aa. iliacae
extt. vom umgebenden Fettgewebe gelost werden, bevor die BlutfluBmeBsonden
(Transonic® Flowprobe, 2.5 mm; Transonic Systems Inc., Ithaca, NY, USA) um die
GefiaBe gelegt werden konnten. Dabei war zu beachten, daf3 die Arterie mindestens 3/4
des Querschnittes des akustischen Fensters zwischen Sondenkorper und Reflektor
ausfiillte (Abb. 21). Ein eventueller bestehender Winkel zwischen Sondenldngsachse
und GefaBlangsachse war unkritisch4:.

Extensive Gefafpraparationen muBten vermieden werden, da sie zu Gefafspasmen
fiihren. Um Vasokonstriktion zu vermeiden, wurde prophylaktisch Papaverin auf die
GefaBe getropft.

Der Raum zwischen dem runden Gefal und dem rechteckigen Querschnitt der Sonde
muBte mit einem Kopplungsmedium luftblasenfrei ausgefiillt werden. Hierzu eignete
sich isotone, korperwarme Kochsalzlosung am besten. Alle fetthaltigen, die
Schallausbreitung storenden Gewebsteile waren vom Ultraschallfenster fernzuhalten.

Die Sonden wurden an ein Transonic® Animal Research Flowmeter (T206)
angeschlossen und dessen Signale iiber einen ADI-Wandler in den die Daten
aufzeichnenden Computer am MeBplatz eingespeist. Die Sonden mussten jedoch vor der
Messung einige Minuten lang in isotoner Kochsalzlosung bei 37°C inkubiert werden, da
Kunststoff seine mechanischen und elektrischen Eigenschaften unter Feuchtigkeit
verandert. Danach erreichte das Empfangssignal seine grofte Amplitude.

3.2.1. Funktionsprinzip des BlutfluBmeBgeriites (Flowmeter)

Das erste Ultraschallflowmeter, das in den USA gebaut wurde!42, funktioniert ebenfalls
nach dem Ultraschall-Laufzeitverfahren (Transit Time Principle). Anders als beim
Dopplerprinzip, das die Frequenzverschiebung mift, wenn Schall von einem bewegten
Ziel reflektiert wird, wird hier der Laufzeitunterschied iiber eine gegebene Distanz
gemessen. Dies geschieht zwischen der stromaufwirts und der stromabwarts
gerichteten Schallwelle (Abb.17).
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US-Wandler

" Reflektor

Abbildung 15: Aufbau einer Flow- Abbildung 16: Angesetzte Flow-Mefisonde

Mefisonde zur vollstindigen Gefdffum- in situ. Der Gefdfverlauf ist schematisch

schlieffung. skizziert. Die Sonde umklammert die
A.iliaca ext. proximal des Leistenspaltes;
Zugang von der Beckenhohle aus.

Frither maBen die ersten Laufzeit-Flowmeter die Geschwindigkeit an einem Punkt im
Stomungsquerschnitt und erforderten eine zusitzliche Abschitzung des GefaB-
Innendurchmessers, um den VolumenfluB zu bestimmen. Das Transonic Flowmeter
basiert auf einer Weiterentwicklung des Laufzeitprinzips und ermoglicht eine direkte
FluBmessung. Ein divergierender Ultraschallkegel beschallt das gesamte Fenster des
Sensors unter EinschluB des vollen Gefaquerschnitts (Abb. 17).

Transducer 1 Transducer 2

Reflector

Abbildung 17: Divergierender Ultraschallkegel (,Ultrasonic Beam®), das Sensorfenster
und Gefdf; beschallend.

Zunichst sendet der stromaufwirts positionierte Schallwandler (Transducer) einen
Schallimpuls. Nach dem Passieren des Gefifes und des umgebenden Gewebes wird
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dieser Schallimpuls vom stromabwarts positionierten Transducer empfangen, verstarkt
und einem Phasendetektor zugefiihrt. Die Schallgeschwindigkeit hat sich durch den
Transport in FluBrichtung erhoht, damit verkiirzt sich die Laufzeit des eintreffenden
Impulses. Zwischen diesem Empfangssignal und einem Referenzsignal vom
Taktgenerator entsteht eine Phasendifferenz, die gespeichert wird.

Beim nichsten Zyklus sind die Funktionen von Sender und Empfanger vertauscht. Der
Ultraschall durchwandert das stromende Medium stromaufwirts und wird dadurch
verzogert. Auch diese Phasenverschiebung wird gespeichert und von der ersten
subtrahiert. Die Differenz ergibt den VolumenfluB, unabhingig von den
GefaBabmessungen43.

Der elektrische Detektor ist so sensitiv, daB das Transonic Flowmeter im MeBbereich
um 25ml/min Zeitdifferenzen von einer Pikosekunde auflosen kann. Viele
Ultraschallflowmeter erfordern einen bestimmten Winkel zwischen Einstrahlrichtung
der Sonde und dem Gefal3 (Flowvektor). Eine solche Messung ist empfindlich gegeniiber
Anderungen in der Sondenposition und Stérungen des laminaren Flusses, wie z.B.
Sekundarstromungen und maanderformigem FluB, hervorgerufen durch Biegungen im
GefaBverlauf. Die Transonic-Flowsonde 10st dieses Problem durch zweifache Erfassung
des Blutflusses in einem reflektierenden Schallweg (Abb. 17). Die Vektorsumme beider
Messungen entspricht der axialen Flowkomponente. Diese Technik macht die
Flowmessung in weiten Grenzen unabhiangig vom Flowprofil und dem Einstrahlwinkel
der Sonde.

3.3. Blutdruckmessung

Um den mittleren systemischen Druck zu messen, muBte die rechte A. carotis
communis nach einem Lingsschnitt im Halsbereich freiprapariert und mit einem
heparinisierten, mit 0,9 % Kochsalzlosung gefiillten Schlauch (PVC, @ 2,5 mm)
kaniiliert werden. Fiir die Messung der peripheren Driicke war beidseitig die A. saphena
distal im medialen Unterschenkelbereich nach Hautschnitt freizupraparieren und
ebenfalls zu katheterisieren (heparinisierter PE-Schlauch, @ 0,8 mm (Abb. 18)). Alle
Schlauche wurden an einen mit einer DruckmeBanlage (P23XL; Statham; San Juan;
Puerto Rico) verbundenen Statham-Druckwandler angeschlossen und die
DruckmefBdaten sodann iiber einen ADI-Wandler dem Computer zugefiihrt.
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Abbildung 18: Zur peripheren Blut-
druckmessung mittels Polyethylen-
Schlauch katheterisierte A. saphena
der Kaninchenhintergliedmapfe.

3.4. Maximale Vasodilatation

Um die maximale Konduktanz der einzelnen Tiere bestimmen zu konnen, muBte die
Messung der  Blutflisse unter maximaler Vasodilatation und einer
aufrechtzuerhaltenden physiologischen Korpertemperatur von 38-40°C erfolgen. Dies
wurde mittels Infusion steigender Dosen an Adenosin von 30, 100, 300, 600 und
1000 pug/kg/min in die Aorta etwa 3 cm kranial der Aufzweigung in die Aa.iliacae
communes erreicht44. Nach jeweils 4,5 min, sobald ein Gleichgewicht erreicht wurde,
konnte die nachsthohere Konzentration infundiert werden. Um den BlufluB nicht zu
beeintrachtigen, muBte hierzu ein eigens hergestellter diinner, heparinisierter
Aortenkatheter (PVC) nach der Methode von A.C.Barger in die Aorta eingeniht
werden?45146, Die lichtgeschiitzt zu lagernden, frisch angesetzten Adenosinlosungen
wurden darauf mittels einer Mikroinfusionspumpe (Minipuls 3; ABIMED-Gilson,
Frankreich) bei einer konstanten Pumprate von 1 ml/min infundiert.
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3.4.1. Anfertigen eines arteriellen Katheters nach der Methode nach

Barger

Abbildung 19A: Anfertigung eines Abbildung 19B: Einndhen eines intra-
intraaortalen Gefdfkatheters nach der aortalen Infuisonskatheters nach der
Methode von A.C. Barger?4s. Methode von Barger4s,

Zur Herstellung eines hauchdiinnen GefiaBkatheters wurde ein im AuBendurchmesser
1,2 mm und Innendurchmesser 0,8 mm dicker PVC-Schlauch (THOMAFLUID®-
Mikro-Katheter-Schlauch) bei 220°C in Silikonol ausgezogen (Abb.19). Nach dem
Durchtrennen an seiner diinnsten Stelle wurde ihm dort eine konuslose 0,45 x 12 mm
Nadelspitze aufgesetzt. Zur spiteren Arretierung am Gefil wurde ein weiteres
Schlauchstiick zur Katheterspitze hin angeschrigt, als Manschette auf den
ausgezogenen Katheterteil aufgeschoben, festgeklebt und mit einer 0,5 metric Nadel-
Faden-Kombination (Prolene®) versehen. Der Katheter wurde mit seinem stumpfen
Ende auf eine 0,7x 30 mm Nadel aufgezogen, mit heparinisierter Kochsalzlésung
entliiftet und fiir den Einbau bereit gehalten.

3.4.2. Einbau eines arteriellen Katheters nach Barger

Am offenen Abdomen wurde die terminale Bauchaorta dargestellt und vom
umgebenden Fettgewebe isoliert. Um mogliche Blutverluste im Rahmen der Operation
vermeiden zu konnen, wurde zunichst im weiter proximalen Teil der Aorta eine eigens
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hergestellte Ballonmanschette angelegt (Bauanleitung Ballonmanschette siehe 3.4.3.).
Etwa 3 cm proximal der Bifurkation wurde sodann eine adventitiale Tabaksbeutel-Naht
von wenigen Millimetern Durchmesser angelegt. Der Katheter konnte nun unweit
proximal dieser Naht ein- und durch sie wieder ausgestochen werden; er war bis zum
Anschlag der Manschette am GefaB durch das Lumen zu fithren und adventitial zu
fixieren (Abb. 21). Nach Abschneiden der iiberstehenden mit der scharfen Nadelspitze
versehenen Katheterspitze glitt der Katheter in das GefiBlumen zuriick. Der
Tabaksbeutel wurde sofort zugezogen. Der Katheter war zur Infusion von Adenosin
bereit.

Abbildung 20: Eingebauter intraaortaler Katheter nach der Methode von Barger in
situ am in Riickenlage befindlichen Kaninchen. Die Ballonmanschette zur tempordren
Aortenokklusion sowie die Fluffmefisonden an den Aa. iliacae extt. sind indiziert.



I11. Methoden -41-

3.4.3.Bau der Ballonmanschette

Um Blutverluste beim Einbau des Katheters nach Bargers zu vermeiden, muBte die
Aorta abdominalis temporar verschlossen werden. Hierzu wurde eine Ballonmanschette
gebaut, welche aus mehreren Schlauchtypen bestand: Ein 8 mm langer Nylonschlauch
[AuBendurchmesser (AD) 2,1 mm; Innendurchmesser (ID) 1,5 mm] wurde auf das Ende
eines 50 cm PVC-Schlauches (AI 1,52 mm; ID 0,86 mm) geklebt. Der Anfang eines
2,5 cm langen Silastic-Schlauches (AD 2,41 mm; ID 1,57 mm) wurde auf die nun mit
Nylon verstarkte Spitze gestiilpt und mittels Faden festgebunden. Das freie Silastic-
Schlauchende wurde darauf durch die beiden gestanzten Locher eines 5 mm breiten,
aufgeschnittenen Silastic-Schlauches (AD 9,5 mm; ID 6,4 mm) gezogen und an Ein-
sowie Austrittsstelle mittels Silikon fixiert. Um die Manschette spater am GefaB zu
fixieren, wurde der massige, 5 mm breite Manschettenschlauch an der Schnittstelle
beidseitig mit Faden durchstochen (Abb. 28). Um den Ballon darauf innerhalb der
Manschette zu inflatieren, wurde zudem eine 2ml Spritze auf das freie
PVC-Schlauchende gesetzt.

Abbildung 21: Aufbau der Ballonman- Abbildung 22: Einbau der Ballonman-
schette fiir die tempordre Aortenokklu- schette fiir die tempordre Aorten-
sion im Kaninchen. okklusion im Kaninchen.
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3.5. Berechnung der kollateralen Konduktanz

Die Berechnung der kollateralen Konduktanz erfolgte nach folgender Gleichung:

Q ai (ml / min)

CC (ml / min/ 100 mmHg) =
SP — PP (mmHg)

Die einzusetzenden MeBwerte wurden mittels Analyse der hidmodynamischen
Aufzeichnungen des Mac Lab® Gerites gewonnen. Sie stellten immer den Hochstwert
unter maximaler Vasodilatation bei Erreichen des Gleichgewichtes dar. Hierbei steht CC
fiir die kollaterale Konduktanz, Qai fir den BlutfluB in der A.iliaca externa
(KollateralfluB) und SP fiir den systemischen Druck (Praokklusionsdruck in A. carotis),
bzw. PP fiir den peripheren Druck (Postokklusionsdruck in A. saphena).

4. Angiographische Auswertung

4.1. Kontrastmittel-Herstellung

Das Kontrastmittel wurde auf Bismuth- und Gelatinebasis frisch hergestellt. Zunachst
waren 150 g Bismuth-Pulver in 300 ml Aqua dest. zu l6sen und dann mit etwa 250 ml
konz. Salzsdaure zu klaren. Von dieser Losung mufiten nun jeweils 100 ml in 51 kaltem
Leitungswasser ausgefillt werden. Der Bodensatz konnte nach 45min durch
Dekantieren gewonnen, in einen Erlenmeyerkolben iiberfiihrt und iiber Nacht in den
Kiihlschrank gestellt werden. Am nichsten Tag war der restliche Uberstand aus dem
Erlenmeyerkolben vor und nach 15-miniitiger Zentrifugation in 50 ml Rohrchen, bei
600 U/min abzusaugen. Nun waren 150 g gepulverte Gelatine in 200 ml kochendem
Aqua dest. einzuriihren und in gleicher Menge iiber die etwa 20 ml groen Bismuth-
Pellets in den 50ml Rohrchen zu fiillen. Das nach kraftigem Mischen fertige
Kontrastmittel wurde nun bis zum Verbrauch im Kiihlschrank bei +4°C gelagert48.

4.2. Kontrastmittel-Infusion

Die narkotisierten Tiere wurden nach Heparinisierung (2.500 I.E.) durch intravenose
Gabe von 100 mg/kg KM Pentobarbital getttet. Die abdominale Aorta wurde sogleich
kaniiliert (gefeilte Stahlkaniile; @ 2.5 mm) und das zuvor auf 38°C erwiarmte, gut
geschiittelte Kontrastmittel nach Eroffnen der groBen Bauchvene bei 80 mm Hg
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druckgesteuert und luftblasenfrei in die HintergliedmaBen infundiert. Zur Vermeidung
einer auskiihlungsbedingten Vasokonstriktion wurden die Tiere in ein Wasserbad von
38°C gelegt. Nach acht Minuten Infusionsdauer und guter Fiillung der Beinarterien
muBten die Tiere zum Ausharten des Kontrastmittels fiir eine Stunde auf Eis gelegt
werden.

4.3. Erstellung eines Angiogrammes

Nach Aushirten des Kontrastmittels wurden die HintergliedmaBen im Lendenbereich
vom Tierkorper gelost und in der Beckensymphyse voneinander getrennt. Bevor sie im
eigens fiir die Fixation gebauten Plexiglaskasten mit Wasser bedeckt eingespannt
werden konnten, mufBte die Haut vollstindig entfernt werden. Ein unter den
Fixationskasten geschobener Rontgenfilm wurde im Balteau-Rontgengerit bei 30 keV
Spannung und 14 mA fiir 105 sec belichtets2.

4.4. Auswertung eines Angiogrammes

Die Auswertung der postmortalen Angiogramme erfolgte durch Auszihlen der
angiographisch sichtbaren Kollateralarterien, sowie durch Erstellen eines Durchmesser-
korrelierten Kollateralindexes mittels des Computers.

4.4.1. Kollateralzahl

Zur Quantifizierung der sichtbaren Kollateralarterien wurden die Angiogramme auf
einem Rontgenfilmbetrachter ausgewertet. Da die Kollateralarterien zwischen den
Aa. profunda und circumflexa femoris und den Aa. femoris caudalis und genus
descendens anastomosieren, wurden nur GefiaBe mit zweifelsfrei sichtbarer Stamm-,
Mittel- und Wiedereintrittszone nach der Longland Klassifikation ausgezahltio. GefaBe
ohne proximale oder distale Verbindung zum arteriellen GefaBsystem wurden nicht
mitgezahlt.

4.4.2. Kollateralindex

Um den nach dem Gesetz von Poiseuille fiir den KollateralfluB8 entscheidenden Durch-
messer der Kollateralgefaf3e zu beriicksichtigen, wurde zusatzlich zur Kollateralzahl ein
Durchmesser-korrelierter Kollateralindex erstellt. Dazu wurden die Angiographien
eingescannt (Duoscan T1200, Agfa) und auf dem Computer (iMac G3/500) mittels der
Adobe® Photoshop® Software 7.0 (Adobe Systems, USA) betrachtet. Alle angio-
graphisch sichtbaren Kollateralgefile wurden vermessen und in vier, nach Durch-
messer sortierte Gruppen eingeteilt. Die Anzahl der GefaBe einer einzelnen Gruppen
wurde mit einem der Gruppe zugeordneten Faktor multipliziert. Dieser Faktor nahm
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mit dem ansteigenden Durchmesserbereich der Gruppe zu. So wurde die GefaBzahl der
Gruppe von 100 bis 300 um Durchmesser mit 4, der Gruppe von 300 bis 400 um mit 9,
der Gruppe von 400 bis 600 um mit 16 und der Gruppe von iiber 600 um mit 36 mal
genommen. Die Summe der Produkte eines ausgezidhlten Hinterbeines stellte dessen
Kollateralindex dar.

5. Histologische Quantifizierung perivaskulirer mononukleirer
Zellen

5.1. Perfusionsfixation

Nach Gabe von 2500 1.E. Heparin-Na wurden die narkotisierten Tiere durch
intravenose Gabe von 100 mg/kg KM Pentobarbital getotet. Die abdominale Aorta
wurde freiprapariert und kaniiliert, danach die V. cava caudalis eroffnet. Zunachst
muBte zur Erzielung maximaler Vasodilatation etwa ein halber Liter einer vor Licht zu
schiitzenden Papaverinlosung, druckgesteuert bei 50 mm Hg, in die Aorta infundiert
werden. Um Verklumpungen der Plasmaproteine mit dem anschlieBend zu
perfundierenden Paraformaldehyd (pFA) zu verhindern, war darauf zu achten, daB alles
Blut aus der Bauchvene gespiilt wurde. Unter Vermeidung einer Luftembolie wurden
sodann unter Druckbeibehaltung etwa 0,51 einer 4 %igen pFA-Losung infundiert. Nach
ca. 15 Minuten war das Gewebe fixiert, was an der ausgehiarteten Muskulatur des
Oberschenkels gepriift wurde.

5.2. Probenentnahme

Zur Quantifizierung der aktivierten perivaskuliren mononuklearen Zellen wurde bei
den Versuchstieren nach Perfusionsfixation jeweils der M. vastus intermedius
entnommen. Von diesem Muskel wurden jeweils sechs etwa 15x 10 mm groBe, 3 mm
hohe Stiicke im Abstand von 100 pm entnommen, in Tissue Tech® (O.T.C. Compound
4583, Fa. Miles) eingebettet und im Faserverlauf auf Kork gesetzt. Diese Muskelproben
wurden zuerst in stickstoffgekiihltem Methylbutan (-160°C) und dann in fliissigem
Stickstoff bei -195°C schockgefroren. Die Lagerung des Probenmaterials erfolgte bis zur
Auswertung bei -80°C.
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5.3. Praparatanfertigung

5.3.1. Herstellung beschichteter Objektiriger

Fir die durchgefiihrten Versuche wurden ausschlieBlich beschichtete Objekttrager
verwendet, da die Silikonbeschichtung ein Ablésen der Schnitte wahrend der
Inkubations- und Waschschritte verhindert. Hierzu wurden die unbeschichteten
Objekttrager mit in Wasser gelostem Extran (Merck) gereinigt, mit Aqua dest. gespiilt
und tiber Nacht im Trockenschrank (40°C) getrocknet. Am nichsten Tag wurden die
Objekttrager fiir 5Sekunden in eine 2 %igen 3-Aminopropyltriethoxysilan-Losung
(Sigma) getaucht und nach kurzem Spiilen in Aceton und Aqua dest. wieder iiber Nacht
getrocknet.

5.3.2. Herstellung von Gefrierschnitten

Mit einem CM 3000 Kryostaten der Firma Leica wurden 10 um dicke Gefrierschnitte
hergestellt. Zu diesem Zweck wurden die bei —80° gelagerten Muskelproben mit Tissue
Tek auf die vorher beschrifteten Probenhalter aufgeblockt. Hierbei wurde die Biopsie im
Innenraum des Kryostaten (-26°C) mit Tissue Tek auf die Probenhalter vorfixiert und
anschlieBend komplett mit Tissue Tek umbhiillt in fliissigen Stickstoff getaucht. Das
raschere Gefrieren des Tissue Tek fiihrt zu einer stabilen Fixierung des Gewebes und
bietet gleichzeitig einen Schutzmantel beim Schneiden der Proben.

Nach dem Anschneiden der Proben wurden die unter dem Deckglaschen aufgefangenen
Schnitte vorsichtig mit einem bei Zimmertemperatur gelagerten Objekttrager
aufgefangen und bis zur Fixierung im Innenraum des Kryostaten aufbewahrt. Das nicht
verwendete Gewebe wurde aufgeblockt bei -80°C gelagert.

5.4. Transmigrations-Vergleich

Da aktivierte mononukleare Zellen in Kaninchen eine endogene Galaktosidase-Aktivitat
aufweisen47:148, wurden die angefertigten Kryoschnitte, nachdem sie 5 Minuten mit
4 % pFA nachfixiert und mehrmals mit PBS gewaschen wurden, fiir 24 bis 48 Stunden
bei 37°C mit einer X-Gal-Losung (siehe Puffer) inkubiert. In einigen Fallen wurden
zusatzlich die Kerne mit Hamatoxilin gegengefarbt.

Fiir jeden der pro KaninchengliedmaBe im Abstand von 100 um angefertigten sechs
Schnitte des M. vastus intermedius wurde die Gesamtzahl an X-Gal-positiv gefarbten
mononukleidren Zellen mittels eines Leitz Aristoplan Lichtmikroskopes gezahlt. Zudem
wurde jeweils eine Photomikrografie erstellt und eingescannt. Durch anschlieBende
Planimetrie mittels der NIH Image 1.62 Software fiir Macintosh konnte die
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Gesamtflache eines jeden Schnittes berechnet werden. Es wurde die zahlenmaBige
Dichte aktivierter mononuklearer Zellen (Anzahl positiver Zellen pro mm2 Muskel-
flache) berechnet. Sodann wurden die Mittelwerte der Versuchstiere mit denen der
Kontrollgruppe (Albumin 0,1 %) auf Signifikanz gepriift (t-test).

6. Auswertung und Statistik

Die Datenaufbereitung, Auswertung und graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgte
mit Hilfe des Programms Excel (Microsoft Corporation), wobei alle Ergebnisse als
Mittelwerte mit zugehorigen Standardfehlern dargestellt wurden.

Zur statistischen Auswertung der Daten wurden mit Hilfe von SPSS 10.0 einfaktorielle
Varianzanalysen (ANOVA) durchgefiithrt. Zum multiplen Vergleich zweier Gruppen
wurde als post-hoc Test ein LSD- bzw. Bonferroni-Test durchgefiihrt. Ein Ergebnis mit
einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 galt als signifikant.
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IV. ERGEBNISSE

1. Hamodynamische Auswertung

1.1 Etablierung des Himodynamikmodells

Im Rahmen der Etablierung eines himodynamischen Modells zur BlutfluBbestimmung
am Kaninchenhinterlauf wurden zuniachst Experimente am Tier ohne Ligatur der
Femoralarterie —durchgefiihrt. Diese sollten AufschluB tiiber die periphere
Kreislaufphysiologie geben, den mittleren Ausgangs-BlutfluB der dem Kollateralgebiet
vorgeschalteten Hauptarterie und normalen mittleren Blutdruck der nachgeschalteten
GefaBe bestimmen. Zudem wurde eine Methode der intraaortalen Infusion von
Adenosin nach Barger45146 zur Erzielung maximaler Vasodilatation auf ihre
Anwendbarkeit tiberpriift.

1.1.1. Haimodynamik der unoperierten HintergliedmaBe

1.1.1.1. BlutfluB3 in Ruhe

Zur perivaskularen Messung des Blutflusses in den Aa. iliacae extt. muBten diese GefaBe
zunachst stumpf freiprapariert und mit den Ultraschall-Klammersonden versehen
werden. Um eine optimale Schall-Anbindung an die Gefiaf3e zu haben, d.h. die maximale
Signalstirke zu empfangen, erwies es sich als giinstig, die Beckenhohle mit etwas
korperwarmer, isotoner Kochsalzlosung anzufiillen. Um die Messwerte unter den
Versuchstieren vergleichen zu konnen, mussten alle Tiere eine normale physiologische
Korperinnentemperatur aufweisen. Hierzu wurde kontinuierlich die Rektaltemperatur
gemessen. Eine Warmematte verhinderte das Auskiihlen der Versuchstiere bei offenem
Abdomen im Rahmen der Praparation zur hamodynamischen Auswertung. Die
Messungen erfolgten nur im Bereich von 38,5-40,0° C Korperinnentemperatur.

Durch den angeschlossenen Analog-Digital-Instrumenten (ADI)-Wandler wurden die
gewonnenen hamodynamischen MeBdaten digitalisiert, aufgezeichnet und mittels der
Chart®-Software auf dem Rechner analysiert. Die MeBgro8en wurden einheitlich
graphisch iibereinander dargestellt. Hierbei ergab sich fiir die Blutfliisse zum
unligierten Kaninchenhinterlauf folgendes Bild:
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Abbildung 23: Blutfluf der Aa. iliacae extt. in Ruhe an einem 2,5 kg schweren Weiflen
Neuseeldnder Kaninchen in Narkose. Auf der x-Achse ist die Zeit (sec) auf der y-Achse
der Blutfluf (ml/min) aufgetragen. Bis Sekunde 19,5 ist die Amplitudenform
dargestellt, danach der Mittelwert. Die rechts aufgefiihrten Werte stellen den Wert zum
Zeitpunkt Sekunde 20 dar.

Der mittlere physiologische Blutflufl in den Aa.iliacae extt. der fiir die Experimente
verwendeten 2,5 kg schweren Weillen Neuseelander Kaninchen betrug 19,8+0,7 ml/min
(n=4). Die in Abbildung 23 zu erkennende Amplitude des Blutflusses eines
stellvertretend fiir die Gruppe dargestellten Versuchstieres resultiert aus der Pulswelle.
Die atemsynchronen Schwankungen der Amplitude sind auf die kiinstliche Beatmung
des in Narkose liegenden Kaninchens zuriickzufiihren (Pulswellen 2. Ordnung).

1.1.1.2 Arterieller Blutdruck in Ruhe

Der mittlere zentrale Blutdruck betrug 98+4 mm Hg (n=4). Der physiologische
periphere Druckwert war 86+3 mm Hg (n=4). Nachstehende Abbildung zeigt die
Gesamtheit der erhobenen hiamodynamischen Normalparameter eines unoperierten
Versuchstieres in Ruhe stellvertretend fiir die unligierte Kontrollgruppe.

Die bilateral invasive Messung des mittleren peripheren Blutdruckes (PP) ergab Werte
um etwa 12 % unter mittlerem zentralen Blutdruck (SP).
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Abbildung 24: Invasiv permanent gemessene Blutdriicke (peripher: Aa. saphenae und
zentral: A. carotis), sowie perivaskuldr gemessene Blutfliisse (Aa. iliacae extt.) am
Versuchstier, stellvertretend fiir alle unligierten Kaninchen in Ruhe (n=4). Dargestellt
sind die Amplitudenform und ab Sekunde 20 die Mittelwerte der einzelnen
Ableitungen. Die zum Zeitpunkt Sekunde 20 gemessenen Mittelwerte sind rechts
aufgetragen.

1.1.1.3 Hamodynamik bei maximaler Vasodilatation

Eine Vasodilatation bewirkt eine Minimierung der prakapillaren GefaBwiderstande und
somit einen peripheren Druckabfall. Der Anstieg des Druckgradienten (peripherer zu
zentralem Blutdruck) hat eine Hyperamie zur Folge, der BlutfluB in die Peripherie
nimmt zu. Bei maximaler Vasodilatation erzielt die Leitfahigkeit (Konduktanz) des
GefaBes ihren Hochstwert. Um den Zustand maximaler Vasodilatation herbeizufiihren,
wurde eine Adenosin-Konzentrationsreihe erstellt und Adenosin intraaortal infundiert.
Die Infusion begann mit 30 ug/kg KM/min Adenosin und wurde sukzessiv auf
Konzentrationen von 100, 300 und 600 pg/kg KM/min Adenosin erhoht. Fiir jede Dosis
stellte sich nach etwa 4 min ein Gleichgewicht ein. Sobald keine Steigerung der Werte
mehr moglich war, war das GefaBsystem maximal dilatiert.
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Abbildung 25: Verdnderung der mittleren peripheren Blutdriicke in den Aa. saphenae
magnae und der Blutfliisse in den Aa. iliacae externae (jeweils rechts und links) sowie
des zentralen Mitteldruckes in der A. carotis externa desunoperierten Kaninchens in
Abhdngigkeit von der in die terminale Aorta infundierte Adenosinmenge (Dosis-
Wirkungsverlauf fiir Adenosin).
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Abbildung 25 zeigt die Entwicklung der einzelnen himodynamischen Parameter in
Abhangigkeit von der applizierten Adenosinmenge, welche mit dem Vasodilatationsgrad
der HintergliedmaBe korrelierte.
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Abbildung 26: Adenosin-Dosis-Wirkungskurven fiir den Blutfluf3 in der A iliaca ext. (A)
sowie den peripheren und zentralen arteriellen Blutdruck in der A. carotis, bzw. A.
saphena (B) der unoperierten Hintergliedmafle des Weiflen Neuseeldinder Kaninchens
von 2,5 kg Korpermasse. Dargestellt sind die Mittelwerte und ihre Standardfehler
(SEM; n=4).
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Durch das anschlieBende Auftragen der Werte im Gleichgewicht einer jeden Dosis gegen
die Adenosin-Konzentration erhielt man fiir das Versuchstier eine Adenosin-Dosis-
Wirkungskurve (Abb. 26).

)| :--oLL,i-.

N
e
£ T 250 -
.g =
c £ 200 -
2 S
o = 150 1
© .S
c £ 100 -
E E ** p<0,01
5= 54 VvsRuhe |
X
0 I I I I I I 1 1 1 1

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

A Adenosin i.a. [pg/kg/min]
N 300 A 0.01
< ]
Eg . | e
2 50 =
S £
g £ 200 -
¥ S
Q : 150 1T ¥ A " F ®n
® .S
| S
2 £ 100 -
sE ! 1 |1
X
0
Max.
B Ruhe Vasodilatation

Abbildung 27: Adenosin-Dosis-Wirkungskurve (A) sowie deren Ruhewert und Maximum
bei 600 ug Adenosin/kg/min (B) fiir die abgeleitete kollaterale Konduktanz in der
unligierten Kaninchenhintergliedmafe (n=4). Dargestellt sind die Mittelwerte und ihre
Standardfehler (SEM).
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Fir die aus diesen Parametern abgeleitete kollaterale Konduktanz lieB sich
dementsprechend ebenfalls eine Adenosin-Dosis-Wirkungskurve erstellen, welche ihr
Maximum bei maximaler Vasodilatation aufwies (Abb. 27).

Die kollaterale Konduktanz am unligierten Tier betrug in Ruhe (keine Infusion von
Adenosin) 162+3 ml/min/1o0 mm Hg und  hatte ihr Maximum  von
258+12 ml/min/100 mm Hg  bei 600 ug/min/kg KM Adenosin (maximale
Vasodilatation).

Bei dieser Adenosin-Dosis erreichten die Blutfliisse Werte bis zu 40 ml/min, wiahrend
die peripheren Blutdriicke um bis zu 32 % auf Werte von ca. 55 mm Hg fielen. Da es bei
der Dosis von 1000 ug/min/kg KM Adenosin zu einer starken Abnahme des zentralen
Blutdruckes auf Werte unter 55 mm Hg kam, wurde diese Dosis spater fiir weitere
Versuche nicht mehr verwendet. Ein solch niedriger Blutdruck ist unphysiologisch und
sollte am humanen Patienten nicht vorherrschen. Zudem muf der Dilatationsgrad des
GefaBbaumes schon bei vorausgegangener, niedrigerer Dosierung maximal sein, da der
dem KollateralfluB entsprechende BlutfluB in den Aa. iliacae extt. bereits abnimmt
(Abb. 26 A).

1.1.2. Hamodynamik der operierten HintergliedmaBe

1.1.2.1. Adenosin-Dosis-Wirkungskurve nach Femoralisligatur

Um den therapeutischen Einflu8 der zu applizierenden Wachstumsfaktoren mit dem
rein endogen gesteuerten Kollateralwachstum vergleichen zu konnen, mufiten zunachst
Versuchstiere nach einwochigem VerschluB der rechten Femoralarterie und lokaler
Applikation von Albumin (Negativkontolle; n=8) himodynamisch ausgewertet werden.
Die hamodynamischen Ableitungen bei Erstellung der Adenosin-Dosis-Wirkungskurve
fiir Albumin stellten sich wie in Abbildung 28 zu sehen dar.

Die Ausgangswerte der einzelnen hamodynamischen Parameter nach Ligatur (n=8;
Abb. 29) waren zum Teil schon in Ruhe gegeniiber denen der unligierten Tiere (n=4;
Abb. 26) verandert. So lag das Ausgangsniveau der peripheren Driicke nach einwochiger
Okklusion der Femoralarterie mit 34+1 mm Hg deutlich unter dem Wert von
86+3 mm Hg bei unoperiertem Bein (p < 0,01). Die Blutfliisse dagegen erreichten mit
18,3+0,6 ml/min anndhernd das Ausgangsniveau von 19,840,7 ml/min (nicht
signifikant). Der zentrale Druck entsprach mit 96+4 mm Hg nahezu dem bei
unoperierten Tieren gemessenem Wert von 98+4 mm Hg (nicht signifikant).
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Abbildung 28: Verdnderung der mittleren peripheren Blutdriicke in den Aa. saphenae
magnae und der Blutfliisse in den Aa. iliacae externae (jeweils rechts und links) sowie
des zentralen Mitteldruckes in der A. carotis externa in Abhdngigkeit von der in die
terminale Aorta infundierte Adenosinmenge (Dosis-Wirkungsverlauf fiir Adenosin).
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Abbildung 29: Adenosin-Dosis-Wirkungskurven fiir den Blutfluf in der Aa. iliacae extt.
(A) sowie peripher und zentral arteriellen Blutdruck in der A. carotis, bzw.
Aa. saphenae (B) der Hintergliedmafe des Weiffen Neuseeldnder Kaninchens von
2,5 kg Korpermasse nach Ligatur der Femoralarterie und einwochiger Lokalinfusion
von 0,1 %iger Albuminlosung. Dargestellt sind die Mittelwerte mit ihren
Standardfehlern (SEM; n=8).

Die kollaterale Konduktanz am ligierten Tier betrug in Ruhe (keine Infusion von
Adenosin) 36+0,4 ml/min/100 mm Hg (n=8). Sie stieg fast linear mit steigender
Adenosin-Konzentration an und hatte ihr Maximum von 101,3+4,0 ml/min/100 mm Hg
(n=8) bei 600 pg/min/kg KM Adenosin (maximale Vasodilatation; Abb. 30). Bei dieser
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Adenosin-Dosis erreichten die Blutfliisse Werte von bis zu 36+1,4 ml/min, wahrend die

peripheren Blutdriicke um 23 % auf Werte von 26+3,4 mm Hg fielen (p < 0,05; n=8;

Abb. 29). Dariiber hinausgehende Konzentrationen von 1000 pg/min/kg KM Adenosin

bewirkten dagegen eine Abnahme der hdmodynamischen Werte. Die maximale

Vasodilatation bzw. das Konduktanzmaximum waren bereits tiiberschritten.

120

40 -

Kollaterale Konduktanz
[mI/min/100 mmHg]

100 {
80 {
60 {

20 {

%%

*%

0

>

Kollaterale Konduktanz

B

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Adenosin i.a. [ug/kg/min]

300

<0,05
PLURLALP

N N
o (3]
o o
) )

150 --------omommmn oo

100 -

[MI/min/100 mmHg]

N
o
1

Ruhe Max.
Vasodilatation

Abbildung 30: Adenosin-Dosis-Wirkungskurve (A) und thr Minimum sowie Maximum

(B) fiir die kollaterale Konduktanz in der einwochig ligierten Kaninchenhinter-
gliedmafe. Dargestellt sind die Mittelwerte mit ihren Standardfehlern (SEM; n=8).
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Da Vergleiche der individuellen kollateralen Leitfahigkeit nur bei Ausschaltung aller
additiv postkollateralen GefaBwiderstande zulassig sind, wurden im weiteren nur die
Werte in maximaler Vasodilatation vergleichend aufgefiihrt. Ein Uberbewerten
vasodilatativ wirkender Wachstumsfaktoren wurde somit ausgeschlossen.

1.1.2.2, Hamodynamischer Vergleich der ligierten mit der unoperierten
HintergliedmaBe

Die Adenosin-Wirkungskurve fiir beide Gruppen ist in Abb. 31A dargestellt. In den
ligierten Kontrolltieren betrug die Grundkonduktanz der HintergliedmaBle in Ruhe
22,5 % bzw. unter maximaler Vasodilatation 40,5 % des Wertes am unligierten Bein
(Abb. 31B). Demzufolge konnen pathophysiologische Regulationsmechanismen
einschlieBlich des Kollateralwachstums bereits nach einer Woche den urspriinglichen
BlutfluB zur HintergliedmaBe zu 40 % wiederherstellen.

Es ist einfach zu erkennen, daB das Maximum der kollateralen Konduktanz bei 600 pg
Adenosin/kg/min liegt. Die Konzentration von 1000 pug bewirkt ein Abfallen des
zentralen Blutdruckes, was sich in der Reduktion der Leitfihigkeit der GefidBe
wiederspiegelt. Das Herz als Pumpe fiir den BlutfluB limitiert diesen zugleich. Die
physiologisch maximale Konduktanz wird bestimmt.

504#27/"™ #* p<001 —&—ligiert |
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Abbildung 31A: Adenosin-Dosis-Wirkungskurve fiir die kollaterale Konduktanz in der
unoperierten (n=4) und der einwochig ligierten Kaninchenhintergliedmafe (Infusion
von Albuminlosung 0,1 %; n=8). Dargestellt sind die Mittelwerte mit thren
Standardfehlern (SEM).
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Abbildung 31B: Minima sowie Maxima fiir die kollaterale Konduktanz in der
unoperierten (n=4) und der einwochig ligierten Kaninchenhintergliedmafe (Infusion von
Albuminlosung 0,1 %; n=8). Dargestellt sind die Mittelwerte mit ihren Standardfehlern
(SEM).

1.2. Maximale kollaterale Konduktanz nach Wachstumsfaktor-Stimulation

Aus den nach einer Woche lokaler Infusion der Testsubstanzen gewonnenen
hamodynamischen MeBdaten wurde fiir jedes Tier die maximale kollaterale Konduktanz
bestimmt und der Mittelwert der Versuchsgruppe mit seinem Standardfehler (SEM)
ermittelt. Um das Modell auf seine Tauglichkeit zu testen, ein vermehrtes
Kollateralwachstum zu messen, wurde zunachst eine Versuchsgruppe mit lokaler
einwochiger Infusion von MCP-1 nach Femoralisligatur himodynamisch ausgewertet
(n=6). Die stark arteriogene Wirkung dieses chemotaktisch wirkenden Zytokins war
bereits zuvor mehrfach publiziert worden.

1.2.1. Hamodynamik nach Infusion von MCP-1

In dem hier vorliegenden Modell wies MCP-1 die gleichen, stark arteriogenen
Eigenschaften auf, wie sie bereits intern an anderen in vivo Tiermodellen nachgewiesen
werden konnte. So bewirkte MCP-1 eine Steigerung der kollateralen Konduktanz um
37 % in Ruhe und um 88 % bei maximaler Vasodilatation, verglichen mit Albumin:
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Mit der lokalen Infusion von MCP-1 wurden in maximaler Vasodilatation
Konduktanzwerte von 220+11 ml/min/100 mm Hg (n=6) erzielt. Die Gabe von MCP-1
verdoppelte somit den mit Albuminlosung erzielten Kontrollwert (p < 0,01).
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Abbildung 32: Adenosin-Dosis-Wirkungskurve (A) und ithre Minima sowie Maxima (B)
fiir die kollaterale Konduktanz in der Kontrollgruppe (n=8) sowie in den mit MCP-1
behandelten Kaninchen (n=6). Dargestellt sind die Mittelwerte mit ihren Standardfehlern

(SEM).
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Selbst in Ruhe bewirkte MCP-1 mit 45%3,1 ml/min/100 mm Hg signifikant hohere
Werte als 36+0,4 ml/min/100 mm Hg nach Gabe der Albuminlosung (p < 0,05;
Abb. 32). Demnach ist das hier vorliegende Modell geeignet auch eine Steigerung des
endogen bewirkten Kollateralwachstums durch exogene Stimulierung zu bestimmen.

1.2.2. Hamodynamik nach Infusion von VEGF-A

Nach einwochiger Behandlung mit VEGF-A, dem Liganden fiir den endothelialen
VEGFR-2 und den vor allem monozytir exprimierten VEGFR-1, ergab sich eine
maximale kollaterale Konduktanz bei 1,5 ug VEGF/kg KM/7d von 122+16,8 (n=6) und
bei 3,0 ug VEGF/kg KM/7d von 133*7,2 ml/min/100 mmHg (n=3). Die weitere
Verdopplung der Dosis auf 6,0 ug VEGF/kg KM/7d bewirkte wiederum eine Zunahme
der kollateralen Konduktanz auf 164+17,5 ml/min/100 mmHg (n=3). Im Vergleich zur
Kontrolle war die Zunahme nach Applikation von VEGF jeweils signifikant (p < 0,05;
Abb. 33). Die Zunahme der kollateralen Konduktanz bei Erhohung der VEGF-
Konzentration gegeniiber der niedrigen Dosis war zu gering, um Signifikanzniveau zu
erreichen.
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Abbildung 33: Adenosin-Dosis-Wirkungskurve (A) und daraus abgeleitete maximale
kollaterale Konduktanz (B) nach einwéchiger Infusion von VEGF-A [1,5 ug (n=6) oder
3,0 ug (n=3) oder 6,0 ug (n=3)/kg KM/7d] im Vergleich zur Albuminkontrolle (n=38).
Dargestellt sind die Mittelwerte mit thren Standardfehlern (SEM).
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1.2.3. Hidmodynamik nach selektiver Stimulierung des VEGFR-1

Nach einwochiger lokaler Behandlung mit dem fiir VEGFR-1-spezifischen Agonisten
PIGF-2 ergab sich eine maximale kollaterale Konduktanz bei 1,5 ug PIGF-2/kg KM/7d
von 141+9,5 ml/min/100 mmHg (n=6) und bei 3,0 ugPIGF-2/kg KM/7d von
165+7,2 ml/min/100 mmHg (n=4). Im Vergleich zur Kontrolle war die Zunahme nach
Applikation von PIGF-2 jeweils signifikant (p < 0,05; Abb. 34). Zusitzlich konnte eine
Konzentrationsabhangigkeit der Stimulierung des KollateralgefiBwachstums durch
PIGF-2 festgestellt werden: Die Verdopplung der PIGF-2-Konzentration auf
3,0 ug/kg KM/7d bewirkte eine Erhohung der kollateralen Konduktanz gegeniiber den
gewonnenen Werten mit 1,5 ug/kg KM/7d (p < 0,05; Abb. 34B).
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Abbildung 34: Adenosin-Dosis-Wirkungskurve (A) und daraus abgeleitete maximale
kollaterale Konduktanz (B) nach einwochiger Infusion von PIGF-2 [1,5ug (n=6) oder
3,0ug (n=4)/kg KM/7d]. Dargestellt sind die Mittelwerte mit ihren Standardfehlern
(SEM).

1.2.4. Himodynamik nach selektiver Aktivierung des VEGFR-2

Zur ausschlieBlichen Stimulierung des Endothel-vermittelten Kollateralwachstums
wurde der selektiv an den endothelialen VEGFR-2 bindende VEGF-E iiber eine Woche
lokal in den Kollateralkreislauf infundiert. Die hierbei zur Verfiigung stehende Dosis
von 1,5ug VEGF-E/kg KM/7d (n=4) bewirkte eine Erhohung der Kkollateralen
Konduktanz auf 1244+9,2 ml/min/100 mmHg (p < 0,05; Abb. 35).
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1.2.5. Hidmodynamik nach kombinierter Aktivierung des VEGFR-1/-2

Die lokale Infusion des selektiv den endothelialen VEGFR-2 bindenden VEGF-E
zusammen mit dem spezifischen Liganden fiir den VEGFR-1, PIGF-2, zu jeweils
1,5 ug/kg KM/7d (n=4) bewirkte eine Zunahme der kollateralen Konduktanz auf
129+25,8 ml/min/100 mmHg (p < 0,05).

Die kombinierte Stimulierung des endothelialen mit dem monozytaren VEGFR konnte
somit nicht annahernd MeBergebnisse erzielen, welche bei der ausschlieBlichen Gabe
von 3,0ug PIGF-2/kg KM/7d (n=4) erreicht wurden. Vielmehr lagen die
hamodynamischen Werte sogar noch unter denen bei ausschlieflicher Gabe von 1,5 ug
PIGF-2/kg KM/7d gemessenen (Abb. 35).
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Abbildung 35: Dosis-Wirkungskurve fiir Adenosin und maximale kollaterale
Konduktanz nach einwochiger Infusion von VEGF-E (1,5 ug/kg KM/7d; n=4), PIGF-2
(3,0 ug/kg KM/7d; n=4) alleine oder in Kombination (jeweils 1,5 ug/kg KM/7d; n=4).
Dargestellt sind die Mittelwerte mit ithren Standardfehlern (SEM).

1.3. Himodynamischer Gruppenvergleich

Nach Auswertung der einzelnen Gruppen erwies es sich als sinnvoll, den Vergleich der
Gruppen untereinander zu fiihren. Es waren Vergleiche des Einflusses rein
endothelialer oder monozytiarer Stimulierung, sowie der kombinierten Stimulierung auf
das Kollateralwachstum moglich. Abbildung 36 stellt die einzelnen Versuchsgruppen
gegeneinander auf.
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Die Gabe von 0,5 ug MCP-1/kg KM/7d (n=6) erzielte mit Abstand die hochste
kollaterale Konduktanz (220+27,3 ml/min/100 mm Hg) im Vergleich zu den anderen

Testsubstanzen.
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Abbildung 36: Maximale kollaterale Konduktanz nach einwochiger Infusion von
Albumin alleine oder mit darin gelostem MCP-1 (0,5 ug/kg; n=6), VEGF-A [1,5 ug/kg
(n=6) oder 3,0 ug/kg(n=3) oder 6,0 ug/kg (n=3)J, VEGF-E (1,5 ug/kg; n=4), PIGF-2
(1,5 ug/kg (n=6) oder 3,0ug/kg (n=4)] alleine oder in Kombination mit VEGF-E
(eweils 1,5 ug/kg; n=4). Dargestellt sind die Mittelwerte mit thren Standardfehlern
(SEM) . Gruppenvergleiche mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 galten als
signifikant.

Dem stark chemotaktisch auf Monozyten wirkenden Zytokin vergleichbare Ergebnisse
wurden nach selektiver Stimulierung des VEGFR-1, welcher vor allem auf Monozyten zu
finden ist, mittels PIGF-2 erzielt. Die Gabe von 1,5 ug PIGF-2/kg KM/7d steigerte die
Konduktanz auf 141+9,5 ml/min/100 mmHg (n=6) und mit 3,0 ug PIGF-2/kg KM/7d
(n=4) konnte eine weitere Steigerung auf 165+7,2 ml/min/100 mm Hg erreicht werden,
welche jedoch nicht Signifikanzniveau erreichte. Die nicht selektive Stimulierung des
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rein endothelialen VEGFR-2 sowie des VEGFR-1 mittels VEGF-A dagegen konnte nur
bedingt ahnlich hohe Konduktanzwerte erreichen.

Die Infusion von 1,5pug VEGF/kg KM/7d (n=6) bewirkten mit 122+116,8
ml/min/100 mmHg keine deutliche Zunahme der Konduktanz, wogegen mit
133+7,2 ml/min/100 mmHg 3,0 ug VEGF/kg KM/7d (n=3) eindeutig arteriogen
wirkten. Die weitere Erhohung der Dosis auf 6,0 ug VEGF/kg KM/7d (n=3) erzielte mit
PIGF vergleichbare Werte von 164+117,5 ml/min /100 mmHg. Die Gabe von 1,5 ug
VEGF-E/kg KM/7d VEGF-E (n=4) zur selektiven Bindung des rein endothelialen
VEGFR-2 erzielte mit 124+9,2 ml/min/100 mmHg lediglich dem VEGF-A
entsprechende, nicht deutlich erhohte Konduktanzwerte. Die gleichzeitige, selektive
Stimulierung des endothelialen VEGFR-2 sowie des monozytiren VEGFR-1 mittels
einer Kombination von 1,5 ug VEGF-E/kg KM/7d mit 1,5 pg PIGF-2/kg KM/7d (n=4)
bewirkte keine Potenzierung der bekannten Werte bei getrennter Stimulierung beider
Rezeptoren. Die Kombination erreichte mit 127+25,8 ml/min/100 mmHg bei weitem
nicht die Konduktanzwerte nach Gabe von 3,0 ug PIGF-2/kg. KM/7d. Die Konduktanz
lag sogar unter dem Wert nach alleiniger Gabe von 1,5 ug PIGF-2/kg KM/7d.

2. Angiographische Auswertung

Alle Versuchstiere wurden neben der Hamodynamik zusitzlich angiographisch
ausgewertet. Nach postmortaler Perfusion der HintergliedmaBen mit Bismuth-haltigem
Kontrastmittel auf Gelatinebasis wurden diese prapariert. AnschlieBend wurden im
Rontgenapparat davon Angiogramme erstellt, welche auf einem Rontgenschirm
dreidimensional betrachtet und quantitativ sowie qualitativ ausgewertet wurden.

Die préexistierenden Kollateralgefile der Kaninchenhintergliedmaf3e anastomosieren
zwischen den Aa. profunda femoris und circumflexa femoris lateralis und den Aa. genus
descendens, caudalis femoris und Rr. musculares distales (Abb. 37A). Daher wird fiir
alle Versuchsgruppen nachfolgend nur der in Abbildung 37B markierte
Oberschenkelbereich stellvertretend abgebildet.

Fiir jedes Bein wurden die den GefaBverschluB3 iiberbriickenden Kollateralgefae einzeln
ausgezahlt (Kollateralenzahl; 2.2.). Als Kollateralgefie galten nur GefiBe mit
erkennbarer Stamm-, Mittel- und Wiedereintrittszone. Nachfolgend wurden alle
Kollateralen einzeln ihrem Durchmesser entsprechend mit einem Faktor multipliziert
und die Produkte summiert (Kollateralindex; 2.3.).
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Abbildung 37: Postmortale Angiographien ohne Ligatur (A) und nach vier Wochen
Femoralisligatur (B). Die dem Kollateralgebiet vorgeschalteten und nachfolgenden
Arterien sind bezeichnet. Im oberen Bild sind zusdtzlich die prdexistierenden
Kollateralgefdfe indiziert, welche nach mehrwochiger Ligatur der Femoralarterie zu
den Kollateralarterien im unteren Bild auswachsen.
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2.1. Angiographien

Nach einw6chiger Ligatur und lokaler Infusion der Testsubstanzen wurden postmortale
Angiographien angefertigt, welche zunichst innerhalb der Versuchsgruppe und
anschlieBend gruppeniibergreifend verglichen wurden. Zunichst wurde jedoch das
endogen bedingte Kollateralwachstum nach Femoralisligatur ohne duBere Stimulierung
durch Wachstumsfaktoren analysiert.

2.1.1. Kollateralgebiet nach Ligatur der Femoralarterie

Um die einwochige Ligatur als Kontrolle fiir die zu testenden Substanzen verwenden zu
konnen, mufBite den Tieren iiber eine Woche lokal Albuminlosung (0,1%) infundiert
werden (n=8). Das endogene Kollateralwachstum konnte dann nur im Vergleich zu rein
préaexistierenden KollateralgefiBen einer Angiographie ohne Femoralisligatur (Abb.
38A) bestimmt werden (n=4).

Abb. 38: Details postmortaler Angiographien des Kaninchenhinterlaufes bei unligierter
Femoralarterie (A), sowie nach einer Woche Femoralisligatur und lokaler Infusion von
Albuminlosung in das Kollateralgebiet (B).

Die Angiographien der unligierten HintergliedmaBe wiesen eine geringe Anzahl
angiographisch sichtbarer Kollateralen auf. Diese waren gerade und von sehr kleinem
Durchmesser. Dagegen stellten sich die zufilhrenden Arterien der Stammzone grof3 und
stark mit Kontratsmittel gefiillt dar. Nach einwochiger Ligatur und Infusion von
Albuminlosung in das Kollateralgebiet waren mehr Kollateralgefifle je Hinterbein
sichtbar. Sie waren von korkenzieherartigem Aussehen und groSerem Durchmesser
(200 um) als die praexistierenden KollateralgefaBe der unligierten GliedmaBe (30 um).
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2.1.2. Kollateralgebiet nach Infusion von VEGF-A

Nach einwochiger Ligatur und Infusion von Albumin waren wenige Kkleine
Kollateralarterien im Angiogramm zu erkennen. Sie wiesen die fiir sie typische
korkenzieherartige Form auf (Abb. 39A). Die Infusion von 1,5 ug VEGF-A/kg KM/7d
bewirkte keine Zunahme der Anzahl der Kollateralen. Erst die Dosisverdoppelung (3 ug
VEGF-A/kg KM/7d) bzw. —vervierfachung (6 ug VEGF-A/kg KM/7d) hatte eine
Zunahme der Zahl an vor allem kleinen Kollateralarterien zur Folge (Abb. 39B-D).

Abb. 39: Postmortale Angiographien des Kaninchenhinterlaufes nach einwdchiger
lokaler Infusion von A) Albumin, B) 1,5 ug VEGF, C) 3,0 ug VEGF oder D) 6,0 ug VEGE/
kg KM/7d in das Kollateralgebiet.
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2.1.3. Kollateralgebiet nach selektiver Stimulierung des VEGFR-1

Die ausschlieBliche Stimulierung des VEGFR-1 mittels Gabe von PIGF-2 bewirkte eine
angiographisch deutliche Zunahme der KollateralgefaBdichte. Neben der Anzahl der
Kollateralarterien war auch deren Durchmesser vergroBert (Abb. 40).

Abb. 40: Postmortale Angiographien des Kaninchenhinterlaufes nach lokaler Infusion

von A) Albumin, B) 1,5 ug PIGF-2, C) 3,0 ug PIGF-2 oder D) 0,5 ug MCP-1/kg KM/7d
in das Kollateralgebiet iiber eine Woche.

2.1.4. Kollateralgebiet nach selektiver Aktivierung des VEGFR-2

Durch alleinige Aktivierung des endothelialen VEGFR-2 mittels Infusion von an ihn
spezifisch bindenden VEGF-E kam es zu keiner sichtbaren Zunahme der
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KollateralgefaBzahl in der Angiographie (Abb. 41B). Der Durchmesser der gewachsenen
GefaBe war nicht anders als bei Gabe der Kontrollsubstanz (Albumin).

2.1.5. Kollateralgebiet nach kombinierter Aktivierung des VEGFR-1/-2

Die Gabe der Kombination von VEGF-E und PIGF-2 zu gleichen Anteilen konnte keine
deutliche Verbesserung gegeniiber den Angiographien mit VEGF-E alleine erzielen
(Abb. 41). Anzahl und GroBe sichtbarer Kollateralen waren geringer als bei alleiniger
Stimulierung des VEGFR-1 mit PIGF-2.

Abb. 41: Postmortale Angiographien des Kaninchenhinterlaufes nach lokaler Infusion
von A) Albumin, B) 1,5 ug VEGF-E, C) 1,5 ug VEGF-E + 1,5 ug PIGF-2 oder D) 3,0 ug
PIGF-2 kg KM/7d in das Kollateralgebiet.
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2.2. Kollateralenzahl

Die Kollateralenzahl sollte als direktes Maf3 fiir die Stimulierung der Arteriogenese
dienen. Um die arteriogene Wirkung in den einzelnen Versuchsgruppen zu analysieren
wurden daher von jedem Tier alle angiographisch sichtbaren KollateralgefaBe
ausgezahlt. Nachfolgend werden die einzelnen Versuchsgruppen abgehandelt und
anschlieBend untereinander verglichen.

2.2.1. Kollateralenzahl nach Ligatur der Femoralarterie

Die als Kontrolle dienende einwochige Ligatur und Infusion von Albuminlésung (n=38)
bewirkte verglichen mit dem unligierten Bein (n=4) einen deutlichen Anstieg der
Kollateralarterien von 5+0,4 auf 11,6+0,4 je HintergliedmaBe (p < 0,05; Abb. 42).

Kollateralen

unligiert ligiert

Abbildung 42: Kollateralenzahl je Hintergliedmafie nach einwdochiger Ligatur und
lokaler Infusion von Albuminlosung(n=8) im Vergleich zur unligierten Hinterglied-
mafe (n=4). Dargestellt sind die Mittelwerte mit thren Standardfehlern (SEM).

2.2.2. Kollateralenzahl nach Infusion von VEGF-A

Die quantitative Analyse der Angiographien ergab nach einer Woche lokaler Infusion
von 1,5 ug VEGF-A/kg KM/7d mit 13,0+0,5 (n=6) keine Zunahme der Kollateralenzahl
verglichen mit der Infusion von Albuminlosung alleine (11,6+0,4, n=8), die
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Dosiserhohung auf 3,0und 6,0 ug VEGF-A/kg KM/7d (beide n=3) jedoch eine
Erhohung auf 14,3+0,3 bzw. 19,0+1,5 Kollateralarterien je Bein (p < 0,05; Abb. 43).

Kollateralen
je Bein

Albumin VEGF-A VEGF-A VEGF-A
(1,5ug/kg) (3,0pg/kg) (6,0pg/kg)

Abbildung 43: Kollateralenzahl je Hintergliedmafle nach einwochiger lokaler Infusion
von VEGF-A [1,5 ug (n=6) oder 3,0 ug (n=3) oder 6,0 ug (n=3)/kg KM/7d] im Vergleich
zur Albuminkontrolle (n=8). Dargestellt sind die Mittelwerte mit thren Standardfehlern
(SEM).

2.2.3. Kollateralenzahl nach selektiver Stimulierung des VEGFR-1

Die Infusion von PIGF-2 bewirkte bei einer Dosierung von 1,5 pg PIGF-2/kg KM/7d eine
Zunahme der KollateralgefaBe gegeniiber der Kontrolle auf 16+0,8 je Hinterbein
(p < 0,05). Die Verdoppelung der Dosis auf 3,0 ug PIGF-2/kg KM/7d konnte die Anzahl
der Kollateralgefie nicht weiter steigern (Abb. 44). Mit 16,7+0,4 angiographisch
sichtbaren Kollateralen je Hinterbein war ihre Anzahl nicht signifikant erhoht
gegeniiber der niedrigeren Dosis PIGF-2.
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Abbildung 44: Kollateralenzahl je Hintergliedmafie nach einwdchiger lokaler Infusion
von PIGF-2 [1,5 ug (n=6) oder 3,0 ug (n=4)/kg KM/7d] oder MCP-1 (1,5 ug/kg; n=6) im
Vergleich zur Albuminkontrolle (n=8). Dargestellt sind die Mittelwerte mit thren
Standardfehlern (SEM).

2.2.4. Kollateralenzahl nach selektiver Aktivierung des VEGFR-2

Die endotheliale Aktivierung iiber den VEGFR-2 mittels lokaler Infusion von 1,5 ug
VEGF-E/kg KM/7d (n=4) bewirkte das Wachstum von 13+0,7 angiographisch
sichtbaren Kollateralen je Hinterbein (Abb. 45B). Damit kam es zu keiner Zunahme der
Kollateralenzahl gegeniiber der Kontrolle (11,6+0,4).

2.2.5. Kollateralenzahl nach kombinierter Aktivierung des VEGFR-1/-2

Die zusatzliche Gabe von 1,5 ug PIGF-2/kg KM/7d (n=4) bewirkte eine Zunahme der
Anzahl an KollateralgefaBen. Mit 14,3+0,8 Kollateralen je Hinterbein lagen die Werte
jedoch unter denen nach alleiniger Stimulierung des VEGFR-1. Die dazu durchgefiihrte
Infusion von 3,0 ug PIGF-2/kg KM/7d (n=4) erreichte das Wachstum von 16,7+0,6
Kollateralen je Hinterbein. Zusitzlich hatte die Kombination sogar ein geringeres
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Kollateralenwachstum zur Folge als die alleinige Gabe von 1,5 ug PIGF-2/kg KM/7d
(n=6; Abb. 45).
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Abbildung 45: Kollateralenzahl je Hintergliedmafe nach einwochiger lokaler Infusion
von VEGF-E (1,5 ug/kg KM/7d; n=4), PIGF-2 (3,0 ug/kg KM/7d; n=4) alleine oder in
Kombination (jeweils 1,5 ug/kg KM/7d; n=4) im Vergleich zur Albuminkontrolle (n=38).
Dargestellt sind die Mittelwerte mit thren Standardfehlern (SEM).

2.3. Kollateralindex

Fir jede Gruppe wurde ein Kollateralindex erstellt, welcher den Durchmesser der
KollateralgefaBe miteinbezog. Dafiir wurden die KollateralgefaBe in fiinf Gruppen
eingeteilt. Die GefaBe von 30 bis 100 pum Durchmesser wurden mit 1, jene von 100 bis
300 um Durchmesser mit 4, die der Gruppe von 300 bis 400 pm mit 9, jene der Gruppe
von 400 bis 600 uym mit 16 und die der Gruppe von iiber 600 pm mit 36 multipliziert.
Die Summe der Produkte eines angiographisch ausgeziahlten Hinterbeines stellte dessen
Kollateralindex dar.
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2.3.1. Kollateralindex nach Ligatur der Femoralarterie

Nach einer Woche lokaler Infusion von Albuminlésung (Kontrolle; n=8) ergab die
qualitative Analyse des Kollateralwachstums 11,6+0,5 KollateralgefiBe mit einem
durchschnittlichen Durchmesser von 200 um, was wie aus Abbildung 46 ersichtlich
einem Kollateralindex von 66,7+2,5 entsprach. Die Angiographien der unligierten Beine
dagegen bekamen aufgrund der geringen Anzahl an Kollateralarterien, sowie deren
minimalen Durchmesser einen Kollateralindex von 5+0,5 je HintergliedmaBe
zugeordnet.
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Kollateralindex
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Abbildung 46: Kollateralindex je Hintergliedmafle nach einwochiger Ligatur und
lokaler Infusion von Albuminlosung (n=8) 1im Vergleich zur unligierten
Hintergliedmafe (n=4). Dargestellt sind die Mittelwerte mit thren Standardfehlern
(SEM).

2.3.2.Kollateralindex nach Infusion von VEGF-A

Wie in Abb. 39 B zu sehen, kam es nach Infusion von 1,5 ug VEGF-A/kg KM/7d (n=6)
zwar zu einer geringfligigen Zunahme der Zahl der GefaBe aber zu keiner Zunahme des
Kollateralduchmessers. Somit war mit 74,0+4,5 eine Erhohung des Kollateralindexes im
Vergleich zur Kontrollgruppe nicht moglich. Erst die Dosisverdoppelung und
-vervierfachung erbrachte einen statistisch signifikanten Anstieg des Kollateralindex
durch einen starken Zuwachs von Kollateralen mit geringem Durchmesser. So wurde
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bei der Gruppe, die mit 3,0 ug VEGF-A/kg KM/7d (n=3) behandelt wurde, ein
Kollateralindex von 85+1,8 und bei 6,0 ug VEGF-A/kg KM/7d (n=3) von 116,7+12,9
(p < 0,05; Abb. 47) ermittelt.
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Abbildung 47: Kollateralindex errechnet anhand der Angiographien nach einwéchiger
lokaler Infusion von VEGF-A [1,5ug (n=6) oder 3,0ug (n=3) oder 6,0ug
(n=3)/kg KM/7d] im Vergleich zur Albuminkontrolle (n=8). Dargestellt sind die
Mittelwerte mit thren Standardfehlern (SEM).

2.3.2. Kollateralindex nach selektiver Stimulierung des VEGFR-1

Die ausschlieBliche Stimulierung des VEGFR-1 mittels PIGF-2 bewirkte sowohl bei
1,5 ug/kg (n=6) als auch bei 3,0 ug/kg KM/7 (n=4) ein markantes Wachstum der
KollateralgefafBe. Die Anzahl von Kollateralen mit einem Durchmesser von 300 um
nahm zu. Zudem waren einige Kollateralen um 400 um Durchmesser vorhanden.
Infolge der deutlich vergroBerten Durchmesser der KollateralgefaBe wurden fiir die
jeweiligen Dosierungen Kollateralindices von 105,2+5,7 bzw. 118,4+7,2 (p < 0,05; Abb.
48) berechnet.
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Abbildung 48: Kollateralindex je Hintergliedmafle nach einwéchiger lokaler Infusion
von PIGF-2 [1,5 ug (n=6) oder 3,0 ug (n=4)/kg KM/7d] oder MCP-1 (1,5 ug/kg; n=6) im
Vergleich zur Albuminkontrolle (n=8). Dargestellt sind die Mittelwerte mit thren
Standardfehlern (SEM).

2.3.3. Kollateralindex nach selektiver Aktivierung des VEGFR-2

Die Infusion von 1,5 ug/kg VEGF-E (n=4) erzielte 13+0,7 Kollateralen je Hinterbein,
welche iiberwiegend unter 200 um Durchmesser waren. Aufgrund der nahezu
unveranderten Anzahl und recht geringen Durchmessern der GefiaBe konnte der
Kollateralindex mit 72,8+2,7 keine signifikante Verbesserung gegeniiber der Kontrolle
mit 66,7+2,5 aufweisen (Abb. 49).

2.3.4. Kollateralindex nach kombinierter Aktivierung des VEGFR-1/-2

Die additive Gabe von 1,5 ug PIGF-2/kg KM/7d (n=4) bewirkte eine Zunahme der
Kollateraldurchmesser. Da jedoch die Anzahl der KollateralgefiBe mit 14,3+0,6 nur
geringfiigig gesteigert werden konnte, erreichte diese Kombination mit 97,7+5,4 nicht
den Kollateralindex von 118,4+5,1 mit allein gegebenem 3,0 ug PIGF-2/kg KM/7d (Abb.
49). Diese selektive Stimulierung des VEGFR-1 stimulierte das Wachstum vieler
Kollateralen von groBerem Durchmesser.
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Abbildung 49: Kollateralindex je Hintergliedmafie nach einwochiger lokaler Infusion
von VEGF-E (1,5 ug/kg KM/7d; n=4), PIGF-2 (3,0 ug/kg KM/7d; n=4) alleine oder in
Kombination (jeweils 1,5 ug/kg KM/7d; n=4) im Vergleich zur Albuminkontrolle (n=8).
Dargestellt sind die Mittelwerte mit thren Standardfehlern (SEM).

2.4. Angiographischer Gruppenvergleich

Parallel zur himodynamischen Auswertung erschien es nach getrennter Auswertung der
Ergebnisse der einzelnen Gruppen sinnvoll, den Vergleich untereinander zu fiihren.
Abbildung 50 stellt die Ergebnisse der einzelnen Versuchsgruppen gegeneinander auf
und weist auf die unterschiedliche EinfluBnahme des VEGFR-1/-2 im Rahmen des
Kollateralwachstums hin.

Die Gruppe des monozytiren Chemoattraktanz MCP-1 (n=6) wies bei weitem die
hochste Anzahl an KollateralgefaBen auf (19,8+0,7 je Hinterbein). Anniahernd
vergleichbar waren die Ergebnisse nach selektiver Stimulierung des VEGFR-1 mittels
1,5 ug oder 3,0 ug PIGF-2/kg KM/7d (n=6; n=4) oder nach gleichzeitiger Aktivierung
des VEGFR-1/-2 durch 6,0 ug VEGF/kg KM/7d (n=3). Diese zehnfach hohere Dosis
VEGF erhohte die Anzahl an KollateralgefaBen deutlich auf 19+0,6 je Hinterbein. Im
Gegensatz zu MCP-1 und PIGF-2 wiesen die Tiere nach Gabe von VEGF angiographisch
jedoch nur Kollateralen von kleinsten Durchmessern auf. Die Zunahme von GefaBen



IV. Ergebnisse -78 -

unter 200 pug Durchmesser trug nicht zu einer mit PIGF-2 vergleichbaren Erhohung des
Kollateralindex bei.

Die selektive Stimulierung des rein endothelialen VEGFR-2 mittels 1,5 ug VEGF-E/kg
KM/7d (n=4) bewirkte angiographisch kein Wachstum der Kollateralen. Die
kombinierte Stimulierung des endothelialen VEGFR-2 sowie des monozytaren VEGFR-1
mittels einer Kombination von 1,5 ug VEGF-E/kg KM/7d mit 1,5 ug PIGF-2/kg KM/7d
(n=4) bewirkte eine geringe Erhohung des Kollateralwachstums. Da angiographisch nur
der Durchmesser einiger GefafBe etwas vergroBert war, erreichte die Kombination im
Kollateralindex bei weitem nicht die Werte nach Gabe von 3,0 ug PIGF-2/kg KM/7d
(97,7£5,4 vs. 118,4+7,2; n=4). Sie lagen sogar noch etwas unter dem Wert nach
alleiniger Gabe von 1,5 pug PIGF-2/kg KM/7d (105,245,7; n=6).
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Abbildung 50: Kollateralindices nach einwochiger Infusion von Albumin alleine oder
mit darin gelostem MCP-1 (0,5ug/kg; n=6), VEGF-A [1,5ug/kg (n=6) oder
3,0 ug/kg(n=3) oder 6,0 ug/kg (n=3)J, VEGF-E (1,5 ug/kg; n=4), PIGF-2 (1,5 ug/kg
(n=6) oder 3,0ug/kg (n=4)] alleine oder in Kombination mit VEGF-E (jeweils
1,5 ug/kg; n=4). Dargestellt sind die Mittelwerte mit ithren Standardfehlern (SEM).



IV. Ergebnisse -79-

3. Histologische Quantifizierung perivaskulirer mononukleirer
Zellen

Die Invasion von Monozyten wurde nach Behandlung mit PIGF-2 bzw. Kontrolle
histologisch untersucht. Ziel war es nachzuweisen, ob das mit PIGF-2 gesteigerte
Kollateralwachstum auf einer vermehrten Beteiligung von Monozyten an der
Arteriogenese beruht. Da in Vorversuchen festgestellt wurde, daB die Zahl von
detektierbaren Monozyten/Makrophagen im Kollateral-nahen Gewebe zu einem
Zeitpunkt von 72 h nach Okklusion maximal war, wurde fiir die zu testenden Gruppen
dieser Zeitraum beibehalten. Die Analyse erfolgte an perfusionsfixierten
Gewebsschnitten. Von dem Kollateralen-fiihrenden M. vastus intermedius wurden je
HintergliedmaBe sechs Gewebeproben entnommen und zur Kryoprotektion mit
Saccharose inkubiert. In den nach Probenaufblocken erstellten Gefrierschnitten wurden
die  perivaskuliren = mononukledren  Zellen @ anhand ihrer = endogenen
Galaktosidaseaktivitat bestimmt, wobei es bei vorhandener Galactosidaseaktivitat durch
Umsatz des Substrates (X-Gal) zur Farbung der Monozyten/Makrophagen kam. Da im
Skelettmuskel im Vergleich zu Leber un Lunge sehr viel weniger Gewebsmakrophagen
vorliegen, kann man davon ausgehen, daB nahezu alle X-Gal gefarbten mononukleiren
Zellen transmigrierte Monozyten darstellen.
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Abbildung 51: Mikroskopische Aufnahme von Gefrierschnitten des M. vastus
intermedius der Kaninchenhintergliedmafle nach 72 h Infusion von Albumin (A) oder
darin gelosten 1,5ug/kg KM PIGF-2 (B). Die Pfeile markieren X-Gal-positive

mononukledre Zellen. Diese liegen perivaskuldr um die Kollateralen (L). Die Skala
entspricht 100 um.
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In Abbildung 51 sind die Gefrierschnitte nach Infusion von 1,5 ug/kg KM/7d PIGF-2
oder Albumin (Kontrolle) iiber 72 h dargestellt. Die je mikroskopisch ausgezihlten
mononukleiaren Zellen betrugen in der Kontrollgruppe 16,5+7,0 (n=4). Die Infusion von
PIGF-2 (n=4) erhohte die Zahl der aktivierten, perivaskularen mononuklearen Zellen
um das Vierfache auf 6245,8 (p < 0,001; Abb. 52).
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Abbildung 52: Anzahl perivaskuldrer mononukledrer Zellen je Fldcheneinheit in sechs
Schnitten des M. vastus intermedius nach 72h lokaler Infusion von 1,5ug
PIGF-2/kg KM/7d (n=4) im Vergleich zur alleinigen Apllikation von Albuminlosung
0,1 % (Kontrolle; n=4). Dargestellt sind die Mittelwerte je Hintergliedmafie mit ihren
Standardfehlern (SEM). Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 nach student s
t-test galt als signifikant.
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V. DISKUSSION

Ziel der vorliegenden Dissertation war es zu untersuchen, welchen Anteil endothelial
und monozytir mediierte Prozesse in der friihen Phase der Arteriogenese, dem
Wachstum von KollateralgefaBen, einnehmen. Dazu wurde ein hamodynamisches
Modell zur Quantifizierung des Wachstums von Kollateralen im ischamischen
Hinterlauf des Kaninchens etabliert. Um den selektiven EinfluB von Endothel und
Monozyten auf die Arteriogenese zu differenzieren, wurden mehrere Vertreter aus der
Familie des GefiaBwachstumsfaktors ,vascular endothelial growth factor® (VEGF)
eingesetzt.

Anregung fiir diese Studie lieferte das negative Abschneiden des VEGF in der VIVA-
Studie, der einzigen bis dato publizierten klinischen PhaseII Studie fiir
GefaBwachstumsfaktoren49. Dies kontrastierte stark zu den positiven Ergebnissen
vieler tierexperimenteller Studien?s°.

VEGF, ein potentes Mitogen fiir Endothelzellen und ein starker Aktivator von
Monozyten in vitro, kann durch seine vielseitige Wirkungsweise in vivo auch
therapeutisch unerwiinschte Mechanismen aktivieren. Zwar wurde in vielen Studien
seine angiogene Eigenschaft genutzt, doch gibt es auch eine zunehmende Anzahl an
Veroffentlichungen, welche die gefdhrlichen Nebenwirkungen von VEGF als
Therapeutikum offenbaren. So wurden nach klinischem Gentransfer von VEGF in 34 %
der Patienten eine Odembildung an der UntergliedmaBe diagnostiziert's:, was der
Eigenschaft von VEGF als Permeabilitatsfaktor von GefaBen zuzuschreiben isti14. Auch
kann VEGF die Verschlimmerung bereits ausgepriagter Krankheiten bewirken. Bei
systemischer Behandlung am Patienten besteht die Gefahr der Hamangiombildung,
Retina- oder gesteigerten arteriosklerotischen Plaque- und Tumorvaskular-
isierungts2-154, Um daher zukiinftige therapeutische Einsdtze zu optimieren und ein
Maximum an Sicherheit zu erlangen, bediirfen pro-angiogene und pro-arteriogene
Therapien noch weiterer Grundlagenforschung?ss.

Die Ergebnisse dieser Studie belegen, daB VEGF nur in sehr hohen Dosen, bei denen
gleichzeitig starke Nebenwirkungen auftreten konnen?s, einen stimulatorischen Effekt
auf die Kollateralenausbildung hat. Durch niedrigdosiertes VEGF scheint nur die
Bildung von Kollateralen mit geringem Durchmesser ausgelost zu werden. AuBerdem
ergaben sich Hinweise, daf3 eine Stimulierung des Endothels iiber den VEGFR-2 sogar
kontraproduktiv fiir das Kollateralwachstum sein konnte. Dagegen konnte erstmals
nachgewiesen werden, daB3 iiber die selektive Aktivierung des VEGFR-1, dem einzigen
auf Monozyten exprimierten VEGF-Rezeptor, durch PIGF-2 eine starke arteriogene
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Wirkung vermittelt wird. Zudem geht diese mit einer gesteigerten Einwanderung von
Monozyten in die KollateralgefaBwande einher.

1. Tiermodell

1.1. Chronisches Ischimiemodell

Im Rahmen dieser Dissertation wurde das chronische Ischamiemodell am Hinterlauf
des Kaninchens verwendet. Hierzu wurde bei den Versuchstieren die den Hinterlauf mit
Blut versorgende A. femoralis iiber einen Zeitraum von einer Woche okkludiert. Folge
dieses Eingriffes waren eine Perfusionsminderung mit leichter Hypoxie im
Unterschenkel®® und eine vermehrte Durchblutung der priaexistierenden
Kollateralarteriolen im Oberschenkel84. Diese Anastomosen leiteten zunachst in noch
geringem Umfang das Blut nach Ligatur der Femoralarterie um die Okklusionsstelle
herum zum Unterschenkel.

Dieses Modell erfiillte somit die Bedingungen fiir die Initiation der beiden postnatalen
GefaBwachstumsformen, der Arteriogenese und gleichzeitig etwas eingeschrankt auch
der Angiogenese: Durch leichte Hypoxie im Unterschenkel, welche die Expression von
Angiogenesefaktoren induzierte, wurde das Wachstum von KapillargefaBen angeregt.
Im normoxischen Oberschenkel dagegen wurden arterio-arteriolare Anastomosen zu
Kollateralarterien umgebaut; die durch Anstieg des Druckgradienten vom zentralen
zum peripheren Blutdruck (98:86 auf 98:12 mm Hg) bedingte Zunahme der
Schubspannung regte die priexistierenden Arteriolen zum Wachstum an. Die Zunahme
der hierbei endogen freigesetzten Wachstumsfaktoren ist gering, da vornehmlich deren
Rezeptoren heraufreguliert werden. Daher ist es moglich durch exogene Zufuhr von
aktiven Liganden fiir die Rezeptoren deren stimulierenden EinfluB auf das
Kollateralwachstum zu testen.

Beide Prozesse sind demnach nicht nur systematisch voneinander zu unterscheiden,
sondern konnen auch an getrennten Orten im gleichen Organismus ablaufen. Da die
Angiogenese funktionell der Arteriogenese nachgeschaltet ist, limitiert das
Kollateralwachstum die Organ- bzw. Gewebsdurchblutung. Somit erlischt bei guter
Ausbildung von Kollateralen der hypoxische Stimulus im stromabwirts gelegenen
Gebiet, d.h. eine indirekte Hemmung der Angiogenese durch die fortschreitende
Arteriogenese scheint theoretisch moglich?so.

Fiir die Aufrechterhaltung der Versorgung von Geweben wie z.B. Herz und Gehirn nach
GefaBverengung ist das Wachstum bereits praexistierender GefiBe bei weitem der
effektivste ProzeB. Uber diese Arteriolen kann zunichst schnell eine Minimalversorgung
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und durch anschlieBendes Auswachsen dieser Gefife zu Kollateralarterien auch
langfristig die gesamte Versorgung des Gewebes iibernommen werden. Zudem konnen
beim endgiiltigen TotalverschluB Kollateralarterien rekrutiert werden. Hierbei ist es
wichtig darauf hinzuweisen, daf8 nur das Wachstum von Arterien den Transport groBer
Mengen an Blut ermoglicht. Eine erhohte Anzahl von Kapillaren als Produkt der
Angiogenese dagegen ist nicht in der Lage, die Funktion des verengten AusgangsgefaBes
zu iibernehmen. Zudem kann ein Kapillarnetzwerk auf Perfusionsianderungen nicht
ausreichend reagieren. Die dem Bedarf angepalite Perfusion von Geweben und Organen
ist auf das Wachstum groBer Arterien angewiesen. Diese weisen ihrem Durchmesser
entsprechend einen geringeren FluBwiderstand auf als viele kleine Kapillaren und
konnen mehr Blutvolumen fiihren. Zudem lassen sie sich infolge ihrer muskulosen
Media dem Perfusionsbedarf nach GefafverschlufS anpassen, weshalb sie auch besser
pharmakologisch zu beeinflussen sind.

Das vorliegende Tiermodell war geeignet zur Bestimmung des arteriogenen Einflusses
der wunterschiedlichen Wachstumsfaktoren, welche lokal mittels osmotischer
Minipumpe in das Kollateralgebiet infundiert werden konnten. Nach einer Woche
Versuchsdauer wurden die zwischen den Aa. profunda femoris et genus descendens und
zwischen den Aa. circumflexa femoris et femoris caudalis anastomosierenden
KollateralgefaBe angiographisch ausgewertet. Neben ihrer Anzahl war auch der
GefaBdurchmesser ein MaB fiir das Kollateralwachstum. Den funktionell
entscheidenden Parameter stellte der kollaterale BlutfluB dar. Er gab den Wert wieder,
welcher fiir die Versorgung der distalen GliedmaBe absolut zur Verfiigung stand. Mit
ihm konnte die prozentuale Wiederherstellung des Blutflusses zum Unterlauf vor
Okklusion der Femoralerterie ermittelt werden.

1.2. Haimodynamikmodell zur Bestimmung kollateraler Konduktanz

Zu Beginn dieser Dissertation stand die Etablierung einer neuen hamodynamischen
MeBmethode an. Zweck war die Quantifizierung des kollateralen GefaBwachstums im
Hinterlauf des lebenden Kaninchens. Die physiologische GroBe der Himodynamik ist
hierbei die kollaterale Konduktanz. Diese setzt sich aus dem KollateralfluB und der
Druckdifferenz entlang der KollateralgefaBe zusammen.

Mittels Ultraschall-MeBsonde sollte der BlutfluB in der dem Kollateralgebiet
vorgeschalteten Arterie perivaskulir gemessen werden. Dieser entsprach dem
KollateralfluB. Der invasiv gemessene Blutdruck in der A.saphena war dem
Perfusionsdruck des Kollateralgebietes gleichzusetzen.
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1.2.1. Grundlegendes

Der BlutfluB in der Ailiaca externa betrug am unligierten Kaninchen in Ruhe
durchschnittlich 22+0,7 ml/min. Da die Wiederherstellung dieses Ausgangswertes in
wenigen Tagen nach Ligatur der Femoralarterie erfolgte, stellte dieser Ruhewert keinen
geeigneten hamodynamischen Parameter zur Beurteilung des Kollaterarterien-
wachstums dar. Schon nach einer Woche Femoralisligatur betrug der BlutfluB in der
A.iliaca externa 18,3+0,6 ml/min (n=8) und lag somit nur geringfiigig unter dem
Ausgangswert der unligierten GliedmaBe.

Der periphere Blutdruck im unoperierten Tier war in Ruhe mit 86+2,0 mm Hg nur
moderat niedriger als der zentral gemessene Blutdruck von 98+4,0 mm Hg. Nach
Ligatur sank er -bei unverandertem zentralen Druck- akut auf Werte um 10-12 mm Hg
ab, erholte sich aber innerhalb weniger Stunden bereits auf Werte von etwa 20 mm Hg.
Sieben Tage nach Femoralisligatur betrug der periphere Blutdruck um 36+1 mm Hg.
Der Ausgangswert war infolge Kollateralwachstums somit bereits zu einem Drittel
wiederhergestellt.

Der frithe Anstieg des Drucks in den ersten Tagen nach Akutligatur beruht aber nicht
auf einem WachstumsprozeB3, sondern auf einer iiber das Funktionelle hinausgehenden
Vasodilatation (Gefiigedilatation)4: Nach Femoralisligatur werden somit die Gefaf3-
muskel stromabwirts weitgestellt, um die akut ischdmische UntergliedmaBe
ausreichend mit Blut zu versorgen. Durch diese endogene Vasodilatation erholt sich der
BlutfluB in der A.iliaca externa teilweise bereits nach einigen Stunden. Da die
Kollateralen jedoch noch recht klein sind, ist der periphere Blutdruck zunichst sehr
niedrig. Das am 3. Tag nach Ligatur einsetzende Wachstum der Kollateralartrien
ermoglicht dann die Autoregulation der Durchblutung, wodurch es zu einem weiteren
Anstieg des peripheren Druckes kommt. Vereinfachend kann man sagen, daBl der
postokklusive Druckanstieg unter Ruhebedingungen gut mit dem Kollateralwachstum
korreliert. Erst durch die pharmakologisch erzeugte Vasodilatation wird ersichtlich, daB
die KollateralgefaBe einen messbaren Widerstandswert haben: Die Erhohung der
peripheren Durchblutung fiihrt zur peripheren Drucksenkung.

Um den ProzeB der schnellen Adaptation abzuwenden, greifen einige Gruppen auf ein
Modell der Totalexzision der Femoralarterie inklusive Seitenasten und komplementaren
Venen zuriick!ss. Hierbei wird die distale GliedmaBe nur durch die wenigen der A. iliaca
interna entspringenden Kollateralarterien versorgt. Dieses Modell ist jedoch aufgrund
der operativen Invasivitat mit der Ausbildung von Gewebsverlust, Gangran und Nekrose
verbunden. Wegen des zu grofen Einflusses inflammatorischer Prozesse und aus
Tierschutz-Griinden wurde dieses maximal invasive Modell nicht angewandt.
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Als VergleichsgroBe des Kollateralwachstums wurde die maximale kollaterale
Konduktanz herangezogen, welche nur bei maximalem BlutfluB bestimmt werden kann.
In Ruhe wird nur wenig Blut benotigt, da dann der Sauerstoffbedarf des Gewebes gering
ist. Durch sauerstoffzehrende Prozesse in der Peripherie mittels Training auf einem
Laufband kann man den BlutfluB maximieren. Dies basiert auf der Hypoxie-induzierten
Erschlaffung der prakapillaren Sphinkteren, den WiderstandsgefafSen. Jedoch kann
man die maximale Vasodilatation auch pharmakologisch mittels Vasodilatantien
induzieren. In unserem minimal-invasiven Ischiamie-Modell wurde fiir jedes
Versuchtier die maximale kollaterale Konduktanz in vollstandiger Vasodilatation mit
Adenosin bestimmt. Diese laBt sich aus maximalem KollateralfluB und pra- und
postokklusiver Blutdruck-Differenz berechnen® und ermoglicht Vergleiche zwischen
den einzelnen Versuchsgruppen. Eine Uberschitzung des Kollateralwachstums durch
endogene Vasodilatation, z.B. iiber induzierte NO-Synthese!s?, wird somit zudem
verhindert.

Durch direkte BlutfluBmessung am einzigen der Femoralarterie vorgeschalteten GefaB,
der A.iliaca externa, konnte der TotalfluB zum Kollateralgebiet, welcher der
Kollateralperfusion entsprach, bestimmt werden. Infolge nutritiver Muskeldurch-
blutung kam es zu einer geringen Uberschitzung des Kollateralflusses. Dieser Anteil am
BlutfluB der proximalen Ursprungsarterie passagierte nicht das gesamte
Kollateralgebiet, sondern wechselte schon vorher in das venose System iiber. Er stand
damit nicht fiir die Versorgung der unteren GliedmaBe zur Verfiigung. Da dies jedoch
auch fiir die Kontrolle galt, war dieser Punkt nicht von Bedeutung bei der
hdmodynamischen Auswertung. Eine Unterschiatzung infolge anderer vorgeschalteter,
arterieller Abfliisse war jedoch durch die direkte Messung an der A.iliaca externa
ausgeschlossen.

1.2.2. Vergleich mit bekannten Himodynamikmodellen

Als Methode der Wahl zur hamodynamischen Quantifizierung der Arteriogenese wird
international ein Mikrospharen-Perfusionsmodells verwendet's4. Bei diesem Modell
kommt es durch nicht erfaBte Muskelpartien zu einer Unterschitzung des
Kollateralflusses. Es werden nur einige Muskelpartien reprasentativ fiir die Gesamtheit
der Muskulatur auf Mikrosphiaren analysiert. Diese Schiatzmethode birgt ein hohes
Risiko fiir Fehlmessungen, da nicht alle Muskelgruppen im gleichen Verhaltnis
durchblutet werden konnen. Der Hauptnachteil der Mikrospharentechnik besteht darin,
daB, sobald das Gewebe verdaut wird, keine Riickschliisse mehr beziiglich der
Probenorientierung gezogen werden konnen. Eine Auswertung mit Mikrosphiren ist
nur einmalig durchfiihrbar und man kann erst post-mortal Werte der
hdmodynamischen Parameter in Erfahrung bringen. Somit birgt diese Auswertungs-
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form ein Risiko fiir Fehlmessungen. In Folge von Probenverwechselung kann die
Auswertung vollstandig falsche Werte ergeben. Das Gesamtergebnis ist verfalscht.
Jedoch gibt es keine Moglichkeit mehr dies zu iiberpriifen, da das Gewebe verdaut ist.
Auch kann das Gewebe nach hamodynamischer Auswertung nicht weiter fiir
morphologische Studien verwendet werden!58. Zudem handelt es sich nicht um ein
echtes in vivo Modell, da eine externe Rollerpumpe die Funktion des Herzens
ibernimmt. Sie pumpt heterologes, mit Mikrospharen versehenes Spenderblut aus
einem externen Kreislauf in die Kaninchenhinterbeine. Somit ist die BlutfluB-
bestimmung nur noch an die Physiologie angelehnt, aber nicht mehr physiologisch im
eigentlichen Sinne. Die maximale Vasodilatation wird durch die Gabe unphysiologisch
hoher Mengen Adenosin herbeigefiihrt. Im normalen Kreislauf wiirde das Tier daran
sterben. Da das Blut iiber eine Rollerpumpe jedoch mit beliebig hohem Druck
perfundiert werden kann, spielte die Kreislaufsituation des Versuchstieres keine Rolle.
Dieses Mikrospharenmodell ist unabhingig vom schlagenden Herzen, die mit ihm
gewonnenen Erkenntnisse lassen sich nur bedingt auf die menschliche
Kreislaufphysiologie anwenden.

Im Gegensatz hierzu wurde fiir diese Studie ein maximal an die Physiologie angelehntes
Hamodynamikmodell etabliert. Da dem Herz die Funktion als Blutpumpe innebleibt, ist
es ein echtes in vivo Modell. Die gemessene maximale kollaterale Konduktanz spiegelt
einen physiologisch erreichbaren Wert wieder, welcher alleine durch die Infusion
steigender Mengen von Adenosin im Rahmen einer Dosis-Wirkungskurve exakt
gemessen werden kann. Diese hidmodynamische Auswertung ist somit auf die
Kreislaufphysiologie eines PAVK-Patienten entsprechend iibertragbar.

Im hier etablierten Modell war das Erreichen der maximalen Vasodilatation wesentlich
zur Bestimmung der maximalen kollateralen Konduktanz. Da das hierzu notige
Adenosin nicht wie im Mikrosphiarenmodell einfach dem perfundierten Blut
beigemischt werden konnte, mufite es minimal invasiv in die terminale Aorta infundiert
werden. Die dazu ausgefiihrte Technik nach Barger bewirkte eine vernachlassigbar
geringe Verlegung des Lumen durch das Einndahen eines Mikroinfusionskatheters?4s.

Ein anderes verbreitet angewandtes, auf der intravaskuldren BlutfluBmessung
basierendes Himodynamikmodell im Kaninchen arbeitet mit einem in der A. carotis
eingefiihrten und unter Rontgenkontrolle vorgeschobenen hauchdiinnen Doppler-
Draht, dem sogenannten FlowWire®1:3¢. Nach der Bestimmung des Ruheflusses in der
das Hinterbein versorgenden Hauptarterie wird die maximale Vasodilatation durch
lokale Applikation von Adenosin iiber den zuvor fiir das Kontrastmittel verwendeten
Katheter erreicht. Da aber die Blutfliisse beider Beine jeweils getrennt im Abstand
einiger Minuten ermittelt werden, d.h. keine synchrone Messung vorliegt, kann es durch
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Blutdruckschwankungen zu fehlerhaften Relationen kommen. Wenn der BlutfluB auf
der nicht-okkludierten Seite erst als zweites gemessen wird, mufl durch die voraus-
gegangene maximale Vasodilatation mit einem veranderten Blutdruck gerechnet
werden. Hierdurch kann es zu Fehlbestimmungen des Blutflusses kommen. Zudem
verlegt der MeBkatheter einen Teil des Lumens, so daB3 es bei kleineren Fliissen noch zu
einer weiteren Abschwiachung kommen kann. Die behandelte Seite wird somit
tiberbewertet. AuBerdem fiihren intravaskulare Katheter zu Verwirbelung im Blutstrom.
Da der FlowWire® zudem nur lokale Blutfliisse miBt, sind Fehlmessungen eigentlich
unvermeidbar. Der mittels FlowWire® bestimmte BlutfluB entspricht demnach oft
nicht dem wahren TotalfluB zum Kollateralgebiet.

Neben der intravaskuldaren BlutfluBmessung ist auch die meist kombiniert durchge-
fiihrte nicht-invasive, periphere Blutdruckmessung mittels Doppler-Sonden kritisch zu
sehen. Im Gegensatz zur invasiven Messung mittels Kaniilierung einer peripheren
Arterie wird bei diesem Verfahren der BlutfluB nicht permanent erfalt. Fiir jede
Messung muB3 eine Druckmanschette oberhalb der transkutan mit der Doppler-Sonde
beschallten A. tibialis posterior maximal inflatiert werden. Der darauf beim Deflatieren
angezeigte Manschettendruck, bei welchem das erste pulsatile DopplerfluBsignal
empfangen wird, entspricht dem systolischen Blutdruck in der Arterie!3”. Da jedoch
keine einheitliche Definition besteht, wann das Dopplersignal stark genug ist, scheint
dieses Verfahren stark subjektiven Einfliissen unterworfen. Zudem lassen die konisch
zulaufenden Kaninchenunterschenkel die Druckmanschette beim Aufblasen nach distal
rutschen, was den Kontakt der transkutan arbeitenden Doppler-MeBsonde mit dem
GefaB unterbindet. Die Amplitude erlischt.

AuBlerdem bietet diese Methode nicht die Moglichkeit, den Druck im Moment
maximaler Vasodilatation zu bestimmen. Jedoch ist nur dann eine Relation zum
maximalen KollateralfluB moglich, bzw. zur Berechnung der maximalen kollateralen
Konduktanz miissen alle Parameter in maximaler Vasodilatation bestimmt werden.
Auch konnen narkosebedingte Blutdruckschwankungen wahrend des Seitenwechsels
beim kontralateralen Druckvergleich zu Verfalschungen der Druckrelation fiihren.

1.2.3. Einstellung einer maximalen Vasodilatation

Die fiir jedes Versuchstier erstellte Adenosin-Dosis-Wirkungskurve begann mit
kontinuierlicher intraaortaler Infusion von isotoner Kochsalzlosung bei einer Pumprate
von 1 ml/min. Nach einigen Minuten wurden iibergangslos 30 ug Adenosin/kg/min fiir
4,5 Minuten und danach bis zur maximalen Vasodilatation jeweils fiir dieselbe Dauer
100, 300 und 600 ug Adenosin/kg/min infundiert. Die Wahl der Infusionsdauer einer
jeden Dosis wurde in Abhiangigkeit der Einstellung eines Gleichgewichtes fiir den
BlutfluB auf die Adenosin-Konzentration gewahlt44. Nur die hamodynamischen Werte
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am Ende einer jeden Konzentration wurden fiir die Erstellung der Dosis-Wirkungskurve
herangezogen.

Hierbei stellte sich heraus, daf8 der BlutfluB sein Maximum individuell zwischen 300
und 600 ug Adenosin/kg/min i.a. hatte. Die peripheren Blutdriicke waren dement-
sprechend minimal und der zentrale Blutdruck sank auf Werte unter 60 mm Hg. In
diesem Zustand war die maximale Vasodilatation erreicht. Fiir jedes Tier wurde die
kollaterale Konduktanz in maximaler Vasodilatation bestimmt.

Die anfangs noch verwendete Dosis von 1000 ug Adenosin/kg/min wurde nach
Etablierung des Modelles nicht mehr infundiert. Diese hohe Adenosin-Dosis wirkte
bereits systemisch iiber kardiale Adenosinrezeptoren negativ inotrop und limitierte den
BlutfluB.

Um einen EinfluBl der Sauerstoffkonzentration auf die Vasodilatation auszuschlieBen,
muBten die Blutgase (pO., pCO.) einschlieBlich pH-Wert des arteriellen Blutes
bestimmt werden. Sodann konnten die Werte wiahrend der Beatmung iiber die
Sauerstoffzufuhr im Normbereich gehalten werden.

1.2.4. Limitierung des Modells

Eine Limitierung in unserem Hamodynamikmodell bestand insofern, daB nur
physiologische Blutvolumina und Driicke zur Verfiigung standen. D.h. bei einem
normalen BlutfluB in der terminalen Kaninchenaorta von 55 ml/min waren in den
beiden externen Aa. iliacae jeweils in Ruhe etwa 20 ml/min meBbar. Die mit steigender
Vasodilatation zunehmende Druckdifferenz entlang der Kollateralarterien ermoglichte
groBere FluBvolumina je Zeiteinheit. Da jedoch der FluBwiderstand in der unligierten
GliedmaBe infolge groBer konduktiver Arterien nicht sehr hoch war, konnten keine
starken Druckgradienten durch Adenosingabe bewirkt werden. Demzufolge war der
BlutfluB verhaltnismaBig schwer zu steigern. Dennoch lag der BlutfluB mit lediglich
einer Verdoppelung der Ruhewerte bei der maximalen Vasodilatation weit unter den
erwarteten Werten. Da die GefiaBe beidseitig unligiert waren, und schon bei geringen
Dosen Adenosin die Blutfliisse ihre Maximalwerte von bis zu 40 ml/min aufwiesen,
schien der AortenfluB der limitierende Faktor zu sein. Dies 14Bt sich jedoch dadurch
erklaren, daB8 ein Kaninchen von 2,8 kg KM nur knapp 200 ml Blut besitzt und so der
BlutfluB zu den Beinen nicht auf Werte liber 100 ml/min steigt. Demnach kann bei
beidseitiger Vasodilatation im unligierten Tier physiologisch nie eine kollaterale
Konduktanz von iiber 350 ml/min/i00mmHg gemessen werden. Hier wurde der
Unterschied zum Mikrosphirenperfusionsmodell ersichtlich, bei welchem die
Perfusionsdriicke mittels einer Rollerpumpe beliebig gesteigert werden konnten. Das
Blutvolumen war hier durch vorausgegangene Entblutung von Spendertieren nahezu
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unbegrenzt, somit aber nicht der normalen Kreislaufphysiologie entsprechend. Daher
bietet das nun etablierte Himodynamikmodell eine bessere Ubertragbarkeit der
Ergebnisse auf die menschliche Kreislaufphysiologie, was in Hinblick auf mogliche
spatere klinische Studien mit den verwendeten GefaBwachstumsfaktoren von Vorteil ist.

1.3. Angiographiemodell zur Ermittlung des Kollateralwachstums

1.3.1. Allgemeines

Die postmortal durchgefiihrten Angiographien wurden nach druckkontrollierter
intraaortaler Infusion eines Bismuth-Kontrastmittels auf Gelatinebasis erstellt48. Hierzu
wurden die Kontrastmittel-perfundierten HintergliedmalBen in einem Balteau-Apparat
gerontgt!!. Alle der Klassifizierung nach Longlandic entsprechenden Kollateralarterien
wurden je GliedmaBe ausgezihlt. Zusitzlich wurden die Kollateralen anhand ihres
Durchmessers in Kategorien eingeteilt und mit einem jeweils entsprechenden Faktor
multipliziert. Die Summe der Einzelkategorien ergab einen Durchmesser-korrelierten
Wert fiir das Wachstum der Kollateralarterien je Hinterlauf, den sogenannten
Kollateralindex. Dieser Index ist als Arteriogenese-Parameter der Kollateralzahl
iiberlegen, da er zusitzliche Information enthilt. In ihn flieBt die hamodynamisch
entscheidende GroBe des kollateralen Durchmessers ein, womit der Index eine
Korrelation zum BlutfluB erfihrt. Denn nach dem Gesetz von Hagen-Poiseuille nimmt
der BlutfluB in einem Gefa83 mit der vierten Potenz seines Durchmessers zu.

1.3.2. Vergleich mit bekannten Angiographiemodellen

Die oftmals angewandte intra vitam Angiographie wird durch intraarterielle Injektion
von Nitroglycerin und unmittelbar nachfolgender Applikation von 5 ml Kontrastmittel
proximal der einzigen zum Bein fiihrenden Arterie durchgefiihrt. Hierzu muB ein
transkutan eingebrachter Katheter mit der Spitze bis zur Injektionsstelle vorgeschoben
werden. Fiir jede Auswertung werden Serienaufnahmen iiber 10 Sekunden angefertigt.
Vorteil dieser Methode ist die mehrmalige Durchfiihrbarkeit im Versuchszeitraum als
Verlaufskontrolle. Jedoch besteht bei diesem Modell durch Vergleich zweier Aufnahmen
unterschiedlicher Fiillungsphase, also variierendem Zeitpunkt innerhalb der Serie, die
Gefahr der Fehlinterpretation. Durch mogliche Variation des das Kontrastmittel
transportierenden Blutflusses zum Injektionszeitpunkt kann es zudem zu Artefakten in
der Auswertung kommen. Daher gaben wir der postmortalen Angiographie den Vorzug.
Diese Variante birgt zwar den Nachteil der Unwiederholbarkeit, aber sie gewahrleistet
die Sicherheit vor Manipulation.



V. Diskussion -01-

1.4. Anwendung humaner Proteine beim Kaninchen

Der Einsatz menschlicher Proteine beim Versuchstier kann Immunreaktionen gegen das
Fremdeiweil auslosen. Damit verbundene Entziindungsmechanismen konnen das
Kollateralwachstum beeinflussen und somit die Aussagekraft von Tierversuchen
beeintachtigen. Daher besteht theoretisch durch eine mogliche mangelhafte
Homologitdt der humanen mit den Kaninchen-eigenen Wachstums-faktoren ein Risiko
fiir unerwiinschte Immunreaktionen: Die Homologitit der Testsubstanzen unter den
Spezies ist entscheidend fiir die Rezeptoraktivierung. Rein in humanen Zellkulturen
getestete Substanzen sind nicht glaubhaft spezifisch fiir die Rezeptoren im Kaninchen.

Es wurden bereits viele rekombinant hergestellte humane Wachstumsfaktoren beim
Versuchstier eingesetzt. So wurden erfolgreich humanes VEGF-A137, FGF-2159 und
humaner Hepatozyten-Wachstumsfaktor (HGF)¢¢ intraarteriell sowie intramuskular
gespritzt. AuBerdem wurde schon fiir die 121, 165 und 189 Aminosauren grofe humane
Isoformen von VEGF-A! sowie fiir humanes FGF-1%2 kodierende nackte DNA
intramuskular gespritzt. Die im Rahmen dieser Dissertation verwendeten Substanzen
sind bereits am Hithnerembryo getestet worden und sind somit auf jeden Fall auch in
artfremden Organismen aktiv. So bewirkten VEGF-A sowie VEGF-E die Ausbildung von
kapillaren Sprossen im Hiihnergewebe ex vivo03. Zudem konnte auch die spezifische
Wirkung der humanen Testproteine auf Kaninchenmonozyten in vitro nachgewiesen
werden. Sie regten diese zur Transmigration an (Heil et al.,, unveroffentlicht).
Demzufolge ist von einer hohen Rezeptorsperzifitit der verwendeten Testsubstanzen
auch bei anderen Spezies auszugehen. Eine mangelhafte Homologitit der hier
verwendeten humanen mit den Kaninchen- oder Hiihner-eigenen Wachstumsfaktoren
ist also unwahrscheinlich.

Eine Beeinflussung der Versuchsergebnisse durch Immunreaktionen war auszu-
schlieBen, weil diese erst nach dem fiinften Tag der Behandlung spezifisch gegen die
Testsubstanzen gerichtet sein konnten. Da das Zeitfenster fiir eine Stimulierung der
Arteriogenese klein ist!34, waren die Wachstumsfaktoren nur in den ersten Tagen nach
Ligatur der Femoralarterie fiir das Kollateralwachstum wichtig. Das Maximum einer
Antikorperbildung auf Fremdprotein wird erst am 7-10. Tag erreicht. Zudem wurden die
Wachstumsfaktoren zuvor gereinigt und auf Lipopolysaccharid-Kontamination gepriift.
Da vor allem VEGF-E als virales Protein immunogen wirken miite, wurde Serum nach
sieben Tagen Infusion von 1,5 ug VEGF-E/kg/d mittels ELISA auf Antikorperbildung
hin mit dem Kontrollserum vor Pumpenimplantation verglichen. Hierbei konnte kein
Antikorpertiter gegen VEGF-E nachgewiesen werden. Dieses FErgebnis ist voll
nachvollziehbar, da im Kaninchen mindestens 10 pug Fremdprotein gespritzt werden
miissen, um eine Immunantwort zu bekommen4. Im Rahmen dieser Dissertation
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wurden jedoch alle Testsubstanzen bis zur Dosis von maximal 6 pg/kg/d mittels
osmotischer Minipumpe bei einer Pumprate von 10 pl/h infundiert. Somit war die
Mindestdosis zum Auslosen einer Immunreaktion zu keinem Zeitpunkt des Versuches
gegeben.

2. EinfluBB der selektiven Aktivierung von VEGFR-1 oder -2 in
der Arteriogenese

Derzeit werden die Mechanismen, welche der Arteriogenese zugrunde liegen,
kontrovers diskutiert. Einerseits scheint sicher, daB die Regulation des Kollateral-
wachstums iiber endotheliale Rezeptoren geschieht37. Jedoch nimmt man an, daB auch
Monozyten eine Schliisselrolle spielens0:52:84.165, Hierbei scheint die Schubspannung in
den praexistierenden Anastomosen wichtig zu sein.

Im Rahmen der Dissertation wurden Wachstumsfaktoren, welche jeweils selektiv den
VEGFR-1, den VEGFR-2 oder beide Rezeptoren aktivierten, nach Ligatur der
Hauptarterie lokal in das Kollateralgebiet infundiert. Zur selektiven Stimulierung des
Endothels wurde das ausschlieBlich den endothelialen VEGFR-2 bindende VEGF-E
eingesetzt9%. Um die Monozyten zu aktivieren, wurde der selektiv an den VEGFR-1
bindende PIGF-277 und als Ligand fiir beide Rezeptoren, der sowohl an den VEGFR-1 als
auch an VEGFR-2 bindende VEGF-A verwendet'¢. Als Positivkontrolle dienten das
stark chemotaktisch auf Monozyten wirkende MCP-1, als Negativkontrolle das
Losungsmittel (Albumin 0,1 %).

Es stellte sich nach Auswertung der Angiogramme und hiamodynamischen Messungen
im Kaninchen heraus, daB durch PIGF-2 die groBte Verstarkung des Kollateral-
wachstums zu erzielen war. VEGF-A erzielte nur bei hoheren Dosen einen annihernd
gleichen Effekt auf die Arteriogenese und VEGF-E bewirkte lediglich eine dem VEGF-A
entsprechende Stimulierung.

Die selektive Aktivierung des VEGFR-1 mittels PIGF-2 bei Konzentrationen von 1,5 und
3,0 ug/kg KM erhohte deutlich die Kollateralzahl, den Kollateralindex und die
kollaterale Konduktanz gegeniiber den Kontrollen. Die Durchmesser der
KollateralgefaBe waren deutlich groBer als solche der VEGF-Gruppe. Niedrige
Konzentrationen von 1,5 ug/kg KM VEGF bewirkten keine Zunahme der Kollateralzahl.
Erst die Verdoppelung der Konzentration erbrachte eine Erhohung von Kollateralzahl
und Kollateralindex gegeniiber der Albuminkontrolle. Die weitere Konzentrations-
steigerung auf 6,0 ug/kg KM induzierte eine maximale Anzahl angiographisch
sichtbarer KollateralgefaBe. Thre Anzahl erreichte Werte der Gruppe von MCP-1. Jedoch
waren die GefaBinnendurchmesser nur von geringer GroBe, d.h. zwischen 150 und



V. Diskussion - 93 -

250 um. Die VEGF-Gruppe konnte nicht die Werte des Durchmesser-korrelierten
Kollateralindex von MCP-1 erreichen. Dessen Gruppe wies namlich Kollateral-
durchmesser von 300 um und mehr auf. In diesem Zusammenhang konnen Wachstum
und Migration von glatten GefaBmuskelzellen den vergroBerten Durchmesser in den mit
PIGF-2 oder MCP-1 gegeniiber denen mit VEGF oder VEGF-E behandelten Tieren
erklaren. Ein erhohter Kollateralindex nach Gabe von PIGF-2 und MCP-1 stand im
Einklang mit den himodynamischen Ergebnissen.

Mit diesen Ergebnissen 148t sich die bereits beschriebene dosisabhangige Forderung des
Kollateralwachstums durch VEGF67:168 erneut und die durch PIGF-2 zum ersten Mal
belegen. Zwar ist die Dosisabhangigkeit fiir die Aktivierung von Monozyten durch beide
Faktoren in der Zellkultur beschrieben worden77, jedoch wurde hier zum ersten Mal in
vivo getestet, wie sich diese auf das Kollateralwachstum auswirkt.

Interessanterweise induziert VEGF eher das Wachstum vieler kleinkalibriger
Kollateralen, wogegen PIGF-2 das Wachstum von Kollateralen groeren Durchmessers
bewirkt. Da gemaB dem Hagen-Poiseuille "schen Gesetz die Leitfahigkeit eines GefaBes
mit groBem Durchmesser in dessen vierten Potenz zunimmt, waren die Konduktanz-
werte der Versuchsgruppen mit groBeren KollateralgefaBen erwartungsgemaB hoher.

Die selektive Stimulierung des VEGFR-2 mittels VEGF-E bewirkte angiographisch keine
Verbesserung des Kollateralwachstums, jedoch waren die Konduktanzwerte erhoht. Da
infolge der lokalen Bestimmung des Kollateralflusses und des Druckgradienten entlang
der Okklusionsstelle nur die kollaterale Konduktanz gemessen wurde, kann ein etwaiger
angiogener Effekt im peripheren GefaBbett nicht die Ursache fiir eine Verbesserung der
hamodynamischen Werte sein. Die Zunahme des Kollateralwachstums durch VEGF-E
scheint nur geringfiigig und nicht angiographisch erfassbar zu sein. Jedoch ist es nicht
auszuschlieBen, dafl auch VEGF-E bei einer Konzentrationssteigerung analog zu VEGF
eine Verbesserung der angiographischen und hamodynamischen Parameter bewirken
konnte. Jedoch sind hierbei Zweifel angebracht, da in dieser Dissertation speziell die
Heparin-bindende Form von VEGF-E genutzt wurde%. VEGF-E hat namlich analog
dem VEGF:.; ohne basische, Heparin-bindende Eigenschaften lediglich maBige Affinitat
zu VEGFR-2 gegeniiber dem hier eingesetzten VEGF:6;5. Dennoch konnte VEGF-E in
Zellkultur dem VEGFis; addquate Wirkungen offenbaren. Sowohl die mitotische
Stimulierung primarer Endothelzellen, sowie die vaskulare Permeabilitatsforderung
waren vergleichbarz04. Demzufolge muf3 eine Erhohung seiner basischen, Heparin-
bindenden Eigenschaften durch eine Affinitatszunahme fiir den VEGFR-2 zu einer
starkeren Aktivierung dieses Rezeptors fiihren. AuBerdem wird bei VEGF-E im
Gegensatz zu VEGF kein Protein von dem VEGFR-1 abgefangen. Das VEGF-E steht ganz
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alleine zur spezifischen Stimulierung des VEGFR-2 zur Verfiigung. Somit miiBite bei
einer starken Beteiligung des VEGFR-2 an der Arteriogenese bereits bei Gabe von
1,5 ug VEGF-E/kg KM/7d ein deutlich gesteigertes Kollateralwachstum zu verzeichnen
sein.

Die zusatzlich durchgefiihrte Kombination von VEGF-E mit PIGF-2 diente zur
Untersuchung der Zusammenarbeit der beiden VEGFR-Rezeptoren-1 und -2 im
Rahmen der Arteriogenese. Die Kombination von 1,5ug VEGF-E/kg mit 1,5pug
PIGF 2/kg konnte nicht die Ergebnisse von 3,0 ug PIGF-2/kg erreichen. Nicht einmal
die Werte von 1,5 ug PIGF-2/kg alleine wurden erzielt. Da VEGFR-1 der einzige
vorkommende VEGF-Rezeptor auf Monozyten ist, kann der Grund fiir die starke
arteriogene Wirkung von PIGF-2 an dessen Eigenschaft liegen, Monozyten zu
stimulieren?7.

Es ist zu vermuten, dafl die durch VEGFR-1 vermittelten Mechanismen mehr als die
iiber VEGFR-2 eingeleitete Signaltransduktionskaskade zum Kollateralwachstum
fiihren. Damit ist es sehr wahrscheinlich, daB vor allem Monozyten zur Arteriogenese
beitragen. Anhaltspunkte hierfiir gaben schon Experimente mit dem starken
Monozyten-Attraktanz MCP-1. Dieses wirkt stark arteriogen und erhoht die Anzahl
perivaskularer Monozyten im Kaninchenmodell52. In der Zellkultur konnte dement-
sprechend eine gesteigerte Transmigrationsaktivitit unter dem EinfluB von MCP-1
nachgewiesen werden. Diese war jedoch fiir PIGF-2 als auch VEGF erhoht. Ein
endgiiltiger in vivo Beweis konnte jedoch erst kiirzlich in eigenen Studien durch
Depletion der Monozyten bei mit PIGF-2 behandelten Versuchstieren gefiihrt werden.
Bei durch intravenose Gabe von mit Bisphosphonaten beladenen Liposoment®9
Monozyten-depletierten Tieren konnte keine Wirkung des PIGF nachgewiesen werden.
Vielmehr war das Kollateralwachstum vollstindig gehemmt7c. Die Konduktanzwerte
lagen unter denen nach einwochiger Ligatur ohne Monozytendepletion und die
Angiogramme entsprachen denen einer Akutligatur. Somit konnte auch die fudamentale
Bedeutung der Monozyten fiir das Kollateralwachstum wiederholt bestatigt werden,
welche Heil et al. kiirzlich bewiesen¢s. Demnach stellt die Monozytenzahl ein kritisches
Moment im Rahmen der Arteriogenese dar, durch deren Erhohung das
Kollateralwachstum potenziert werden kann.

Auf der Suche nach einem Detail-Unterschied in der Monozytenaktivierung wurden
weitere in vitro Versuche zur monozytiaren Integrinexpression durchgefiihrt. Es stellte
sich heraus, daB VEGF und PIGF-2 im gleichen MaBe die Expression von monozytaren
Integrinen, speziell des stark erhohten CD11a und CD18 bewirken!7°. Damit 148t sich die
starkere arteriogene Wirkung von PIGF-2 gegen VEGF in vivo nicht durch eine hohere
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Bioaktivitit von PIGF-2 erkliren. VEGF-E dagegen, der selektive Ligand des
endothelialen VEGFR-2, konnte keine Steigerung der Integrinexpression bewirken.

Die Beobachtung, daB VEGF in vivo nicht mit PIGF-2 vergleichbare Effekte hervorruft
kann damit erklart werden, da8 VEGF an beide Rezeptoren bindet: An den von PIGF-2
angesteuerten VEGFR-1 sowie den von VEGF-E gezielt gebundenen VEGFR-2. Somit
konnte durch spezifische endotheliale Rezeptoren gebundenes VEGF nicht weiter fiir
die Rekrutierung und Aktivierung von Monozyten genutzt werden. PIGF-2 dagegen
wiirde bei entsprechenden Konzentrationen immer noch ausreichend fiir Monozyten
zur Verfiigung stehen, da es nicht am endothelialen VEGFR-2 weggefangen werden
kann. Die Stimulierung des rein endothelialen VEGFR-2 scheint somit nicht wesentlich
zur Arteriogenese beizutragen. Dies zeigen auch die Versuchsergebnisse nach Gabe von
VEGF-E, wo durch selektive Stimulierung des VEGFR-2 kein vermehrtes
Kollateralwachstum zu sehen war.

Weitere Hinweise fiir eine wesentliche Rolle von Monozyten konnten durch die Gabe
autologer monozytiarer Zellen in vivo nach Femoralisligatur gefunden werden7:. Die
behandelten Tiere wiesen ein markant verstarktes Kollateralwachstum auf. Auch die
Infusion von GM-CSF wirkte sich stark arteriogen aus'72. Die hierdurch verlangerte
Lebensdauer der vorhandenen Monozyten in Kombination mit der Anlockung durch
MCP-1 erzielte im Kaninchenmodell die bis dato hochste Stimulierung der
Arteriogenese. AuBlerdem konnte bereits in einer klinischen Doppelblind-Studie an
Koronarpatienten gezeigt werden, daB die kontinuierliche Gabe von GM-CSF deren
klinische Symptomatik linderte, die Hamodynamik verbesserte, den Blut-
Cholesterinwert senkte und die Anzahl der Monozyten im Blut erhohte7s.

Einen wichtigen Aspekt zur Klarung der starker arteriogenen Wirkung von PIGF-2
gegeniiber VEGF stellen die wahrscheinlich stark das Kollateralwachstum hemmenden
Nebenwirkungen durch die Aktivierung des endothelialen VEGFR-2 dar. So induziert
VEGF zwar die Freisetzung von NO im Endothel, worauf es infolge von Vasodilatation
zu vermehrter Schubspannung kommt. Die Expression von Adhasionsmolekiilen und
schubspannungsinduzierten Zytokinen wird heraufreguliert, wodurch das Kollateral-
wachstum angeregt wird. Aber gleichzeitig hemmt NO die Proliferation glatter
GefaBmuskelzellen, was wiederum in einer verminderten arteriogenen Antwort
resultiert. Demzufolge scheint der endotheliale VEGFR-2 nur pro-angiogene
Mechanismen zu induzieren. Die schwach arteriogene Wirkung des VEGF muB daher
auf seine Eigenschaft in geringem MafBe auch den monozytaren VEGFR-1 zu aktivieren
zuriickzufiihren sein.
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Dies scheint ein fundamentaler Unterschied zwischen den beiden postnatalen Formen
des GefaBwachstums, der Arteriogenese und der Angiogenese, zu sein. Fiir die
Angiogenese ist der VEGFR-2 unabdingbar, fiir das Kollateralwachstum dagegen nicht
von Bedeutung. Zudem ist die Hemmung des Kapillarwachstums in vitro durch den
hierbei als Koder fiir VEGF fungierenden endothelialen VEGFR-1 bekannt. Die nun
publizierten Ergebnisse belegen die Fiihrungsrolle des VEGFR-1 in der Arteriogenese
und weisen zugleich auf die moglicherweise hemmende Wirkung des VEGFR-2 im
Kollateralwachstum hin. Seine Stimulierung wirkt sich nicht direkt arteriogen aus,
sondern seine Sattigung verhindert das Wegfangen von infundiertem, sowie endogenem
VEGF. Dieses kann nur noch den das Kollateralwachstum steuernden VEGFR-1 binden.

Der Grund dafiir, daB8 die arteriogene Wirkung von VEGF-E der von VEGF entsprach,
konnte sein, daB bei Infusion von VEGF nach Sattigung des VEGFR-2 zwar noch freies
VEGF zur Stimulierung des VEGFR-1 iibrig bleibt, jedoch die infundierte Menge nicht
die bereits vorhandene endogene VEGF-Konzentration markant erhohen kann.

3. EinfluB der kombinierten Aktivierung von VEGFR-1 oder -2 in
der Arteriogenese

Die gleichzeitige selektive Aktivierung des VEGFR-1 und des endothelialen VEGFR-2
sollte uns Erkenntnisse iiber einer mogliche Kooperation beider Rezeptoren in der
Vermittlung des Kollateralwachstums geben. Zwar wurde diese schon des ofteren
diskutiert, jedoch noch nicht am lebenden Organismus gepriift'74. Wir konnten nun
erstmals nachweisen, dal3 eine kombinierte Stimulierung beider Rezeptoren sich in vivo
nicht additiv auf das Kollateralwachstum auswirkt. Die Anzahl der angiographisch
sichtbaren KollateralgefiSe und die kollateralen Konduktanzwerte lagen sogar noch
etwas unter den Werten bei nur selektiver Stimulierung des VEGFR-1. Demzufolge
existiert keine aktive Kooperation zwischen beiden Rezeptoren. Vielmehr scheint ein
negativer Einflul des VEGFR-2 auf die iiber den VEGFR-1 vermittelte Arteriogenese zu
existieren, dessen Ursache die von VEGFR-2 vermittelten Nebenwirkungen sein
konnen.

Das Fehlen einer Kooperation beider Rezeptoren gilt wahrscheinlich auch fiir die
Angiogenese: In der Zellkultur konnte bei synchroner Stimulierung mit PIGF-2 und
VEGF keine zusitzliche Wirkung auf die kapillare Sprossung verzeichnet werdeni7o,
Jedoch zeigten kiirzlich Luttun et al., daB PIGF-2 die mitogene Wirkung von VEGF in
der Kultur glatter GefaBmuskelzellen potenziert'7. Durch Sattigung des VEGFR-1
mittels PIGF-2 schien mehr VEGF zur Induktion der Zellproliferation iiber VEGFR-2
zur Verfiigung zu stehen, was schon 1994 Park et al. hypothetisiertentt6. Damit ist es
wahrscheinlich, daB keine aktive Kooperation beider Rezeptoren besteht, wie sie
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Waltenberger et al. glauben gefunden zu haben 174, Vielmehr kann im Rahmen der
Angiogenese eine multiple Kooperation unter den Liganden, dem PIGF-2 und dem
VEGF bestehen: Erstens scheint PIGF-2 indirekt das Zellmitogen VEGF fiir die
Aktivierung des VEGFR-2 zuriickzuhalten16, zweitens induziert PIGF-2 moglicherweise
die Expression von VEGF in periendothelialen Fibroblasten, GefaBmuskelzellen oder
Entziindungszellen in Wund oder Tumorstroma?7s, und drittens ware VEGFR-1 in der
Lage, seine eigenen intrazellularen, angiogenen Signale zu vermitteln?76.

4. EinfluB von VEGF auf das Kollateralwachstum in anderen
Modellen

Die Wirkung von VEGF in Rahmen des GefaBwachstums wird international kontrovers
diskutiert. Seine angiogenen Eigenschaften sind unbestritten, der EinfluB auf die
Arteriogenese aber zweifelhaft beschrieben. Die gering arteriogene Wirkung von VEGF
in den Versuchen zu dieser Dissertation steht im krassen Gegensatz zu anderen
publizierten Daten. Takeshita et al. konnten angiographisch und mittels peripherer
Blutdruckmessung eine stark arteriogene Wirkung fiir VEGF nachweisen, vier Wochen
nach der einmaligen intraarteriellen Administration von 1000 ug VEGF im 3kg
schweren Kaninchen37. AuBerdem beschrieb Takeshita bereits eine Dosisabhiangigkeit
fiir den intramuskulidren Einsatz von VEGF. Hierbei wurden iiber zehn Tage 200 bis
1000 ug VEGF taglich den Versuchskaninchen gespritzt’%8. Die verbesserte
Kollateralisierung durch VEGF, spiter auch mehrfach durch lokale Applikation von
500 ug VEGF-Plasmiden oder nackter, fiir VEGF kodierender DNA im Kaninchen
publiziert'”7 wurde letztendlich auch am Menschen nachgewiesen'78. Schwachpunkt
dieser Studien war jedoch die extrem hohe Dosierung des rekombinant humanen
Wachstumsfaktors. Es wurden bewuBt Immunreaktionen in Kauf genommen, welchen
die immense Menge artfremden Proteins zugrunde lag. So wurden in groBem AusmaB
unspezifisch unter anderem Blutmonozyten aktiviert, welche sodann zum Ort der
Applikation gelockt wurden und dort das Kollateralwachstum potenzierten. Bei den
Studien am humanen Patienten war das Protein, bzw. dessen DNA zwar homolog,
jedoch muB man sich eine intramuskulidre Dosis von 4000 ug nackter DNA ebenfallst
recht immunreaktiv vorstellen'78. Zusatzlich waren einige klinische Studien nicht
doppelt geblindet, so daB schlieBlich erst die bis dato einzige klinische Phase II Studie
fiir VEGF, die sogenannte VIVA-Studie, seine mangelhafte Wirksamkeit feststellen
konnte!49. Diese Studie war zwecks Vermeidung einer moglichen Stimulierung der
Plaque- und Tumorvaskularisierung beim Patienten mit geringeren Dosierungen von
VEGF durchgefiihrt wurden. Zusitzlich waren auch die behandelnden Arzte geblindet,
so daB sie keinen EinfluB auf den Patienten nehmen konnten. In vorherigen Studien
waren die behandelnden Arzte nimlich nicht geblindet79.
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In der vorliegenden Arbeit bewirkten erst hohere Dosierungen von 6,0 ug VEGF/kg
KM/7d ein deutliches Kollateralwachstum. Daher kann man annehmen, daB fiir das
Erreichen von mit MCP-1 oder PIGF, also Monozyten-spezifischen Stimulantien,
erzielter Steigerung des Kollateralwachstums weitaus hohere Dosierungen von VEGF
notig waren. Diese wiederum wiirden aber das Risiko von Nebenwirkungen mit sich
bringen. Daher scheint die selektive Aktivierung des VEGFR-1 die bessere Alternative in
der arteriogenen Therapie zu sein.

5. Nachweis einer Monozyteninfiltration in die Kollateral-
gefiaBwand

Um den Monozyten-stimulierenden EinfluB8 von PIGF-2 genauer zu untersuchen, wurde
nach dreitagiger Infusion von 1,5ugPIGF-2/kg KM mittels der monozytiaren
Galaktosidaseaktivitat47 histologisch deren perivaskuldre Zahl bestimmt und mit der
Albumingruppe (Kontrolle) verglichen.

Die Quantifizierung ergab einen etwa flinffachen Anstieg perivaskularer, aktivierter
Zellen der Monozyten/Makrophagen-Linie verglichen mit der Kontrolle. Diese
Beobachtung steht in Einklang mit kiirzlich publizierten Ergebnissen, daB die
Monozytenzahl in wachsenden KollateralgefaBen der HintergliedmaBe von PIGF-2 -/-
Mausen gemindert ist5. PIGF ist demnach wichtig fiir die Attraktanz von Monozyten
und eignet sich somit fiir die Stimulierung der Arteriogenese. Zusatzlich stimmt dieses
Ergebnis mit dem bekannten starken EinfluB des monozytaren Chemokins MCP-1 und
kiirzlich gemachten Beobachtungen iiberein, daB der Zusatz von isolierten Monozyten
das abgeschwichte Kollateralwachstum nach medikamentos induzierter Monozytopenie
in der Maus wiederherstellen kann¢s.

Obwohl die direkten Effekte von PIGF-2 auf Monozyten weitgehend beschrieben
sind77:180-182 " kann nicht ausgeschlossen werden, daB nicht auch VEGFR-1 vermittelte
Signale im Endothel am Kollateralwachstum beteiligt sind. Ein moglicher Mechanismus
konnte die Freisetzung des arteriogenen Chemokins MCP-1 sein, was fiir Endothelzellen
in vitro durch die Gabe von VEGF beschrieben ist93. Jedoch konnte noch keinem der
VEGF-Rezeptoren eine vermittelnde Funktion nachgewiesen werden.

Eine Differenzierung transmigrierter Monozyten von gewebsstindigen Makrophagen
konnte bislang histologisch mittels Antikorperfirbung noch nicht vollzogen werden.
Jedoch muB beriicksichtigt werden, daB es sich beim Skelettmuskel gegeniiber der
Leber oder der Lunge nicht um eine Gewebe mit vielen Gewebsmakrophagen handelt.
Der Skelettmuskel ist kein resorptives Gewebe, die normal vorhandene Anzahl an
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ortsstindigen Makrophagen ist sehr gering. Daher kann davon ausgegangen werden,
daB es sich bei den Galaktosidase-positiven, mononukleiaren Zellen mit groSer Mehrheit
um transmigrierte Monozyten handelt. Dennoch kann deren Herkunft multipel sein.
Sowohl aus den Arterien, als auch Venen und LymphgefaBen konnen die Monozyten
transmigriert sein.

6. Funktion von VEGFR-1/-2 auf weiteren Zelltypen

6.1. Stammzellmobilisation iiber VEGFR-1/-2

In den letzten Jahren wird auch die Beteiligung von Stammzellen am GefaBwachstum
diskutiert. Es ist moglich, daB die arteriogenen Eigenschaften von VEGF und seiner
Homologa auch durch dessen mobilisierende Wirkung auf hamatopoietische
Vorlauferzellen bedingt sind. Diese wiare iiber eine Zunahme endothelialer oder
monozytarer Vorlauferzellen fiir das Kollateralwachstum forderlich!83. So berichteten
Asahara et al. von einer Zunahme endothelialer Progenitorzellen (EPZ) nach Gabe von
VEGF in vivo84. Die durch VEGF induzierte Mobilisierung der EPZ resultierte in einer
Zunahme differenzierter EPZ in vitro und einem verstiarkten kornealen GefaBwachstum
in vivo bei Mausen. Jedoch gelten diese Ergebnisse heute als fragwiirdig, denn
darauffolgende Studien konnten nach VEGF-Gentransfer nur eine Zunahme von
CD34+/Flk-1+ Zellen im Knochenmark und nur bedingt im peripheren Blut
feststellen'8s. Hierbei stoBt man auf den Schwachpunkt der Hypothese: Konnen
tiberhaupt kleinste Mengen an EPZ einen meBbaren Einflufl auf das Kollateralwachstum
ausiiben ?

Bis vor kurzem war es noch nicht bekannt, welcher Rezeptor die Stammzell-
Mobilisation durch VEGF vermittelt. Es Hinweise, da VEGFR-2 diese Funktion
ausiiben konnte. Daher wurde er neben CD34+ als Erkennungsmerkmal fiir
hamatopoietische Stammzellen definiert8¢. Jedoch konnten kiirzlich Hinweise
gefunden werden, welche fiir eine Stammzellaktivierung tiber VEGFR-1 und VEGFR-2
sprechen. Die EPZ-Mobilisierung hingegen bedarf nur des VEGFR-1[Heil et al.,
eingereicht].

6.2. GefiBmuskelproliferation iiber VEGFR-1/-2

VEGFR-1 und VEGFR-2 sind auBer auf Monozyten auch auf anderen nicht-
endothelialen Gefiafizellen beschrieben worden, nidmlich auf den glatten Muskelzellen
von Koronararterien. Die Nachweise hierzu wurden mittels Western-Blot-Analyse!87
und Immunhistologie7 erbracht. Somit konnten alle VEGF-Homologa neben indirekter
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Stimulierung von GefiaBmuskelzellen durch endotheliale Freisetzung von Mitogenen
auch diese direkt aktivieren. Da die Proliferation von glatten GefaBmuskelzellen fiir das
Kollateralwachstum unabdingbar ist84, scheint ein Mechanismus iiber diese im Rahmen
der PIGF-2- und VEGF-vermittelten Arteriogenese sehr wahrscheinlich.

Neueste wissenschaftliche Ergebnisse hingegen sprechen gegen eine starke direkte
arteriogene Beteiligung des VEGFR-1 auf glatten GefiaBmuskelzellen. In Zellkultur
konnte PIGF-2 im Gegensatz zum stark mitogen wirkenden VEGF nicht die Proliferation
von glatten GefiaBmuskelzellen bewirken. Jedoch in PIGF -/- SMCs konnte PIGF-2 die
verminderte Proliferation auf Gabe von VEGF hin wieder herstellen:88. Grund hierfiir
konnte sein, daB infolge Bindung des VEGFR-1 durch PIGF-2 vermehrt VEGF fiir den
VEGFR-2 zur Verfiigung steht. Dieses kann somit die Proliferation der Muskelzellen
anregen.

6.3. Neurogenese iiber VEGFR-2

Es ist schon seit lingerer Zeit bekannt, da VEGF als angiogenes Protein
neurotrophisch und —protektiv wirkt. Seine direkt neurogenen Eigenschaften jedoch
konnten erst in den letzten Jahren nachgewiesen werden. So ist heute bekannt, daB
VEGF die Proliferation neuronaler Vorlauferzellen im adulten Rattenhirn stimuliert!89.
Hierbei wurde VEGFR-2 als vermittelnder Rezeptor in den Nervenzellen nachgewiesen.
Er vermittelt auch das axonale Auswachsen. Mittels des spezifischen VEGFR-2-Blockers
SU5416 konnte namlich dieses trotz Gabe von VEGF in Zellkultur unterbunden
werden?9°.

7. Therapeutische Stimulierung des GefaBwachstums

Eine goBe Anzahl von Tierversuchen, klinische Phase I Studien und eine Phase II Studie
haben die kurzfristige Sicherheit fiir die Behandlung mit verschiedenen
Wachstumsfaktoren bewiesen79.149:177,191-195.  Bis zum heutigen Tage ist es jedoch
ungewi}, ob sich die iiberzeugenden Therapieerfolge der Tierstudien in die Klinik
umsetzen lassen?'ss.

7.1. Probleme der angiogenen Therapie

Patienten mit schweren ischiamischen GefaBerkrankungen weisen meist diffus
arteriosklerotische Gefafle auf, welche nur abgeschwiacht auf eine pro-arteriogene
Therapie ansprechen wiirden. Da aber die Entwicklung arteriosklerotischer Plaques
auch von Entziindungsvorgiangen!9¢, sowie Angiogenese!97 abhangig ist, besteht
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Ubereinstimmung beziiglich der moglichen Verschlimmerung der Arteriosklerose im
Rahmen einer angiogenen Therapie.

Carmeliet et al. konnten nun kiirzlich fiir VEGFR-1 neben der Beteiligung am
Kollateralwachstum auch dessen vermittelnde Téatigkeit in arteriosklerotischen
Prozessen und autoimmunen Entziindungen nachweisen. Sie konnten mittels eines
Antikorpers gegen den VEGFR-1 die GefaBneubildung in Tumoren und ischdmischer
Retina, sowie die Angiogenese und entziindungsbedingte Gelenkzerstérung im Rahmen
der autoimmunen Arthritis unterdriicken. AuBerdem stellte sich heraus, da VEGFR-1
zwar das Wachstum und die Briichigkeit der arteriosklerotischen Plaques vermittelt,
aber nicht an deren Vaskularisierung beteiligt ist188.

Zhao et al. berichteten in einem Arteriosklerosemodell nach einem Gentransfer mit
loslichem VEGFR-1 von einer Abschwachung der frithen GefaBentziindungsphase und
Verhinderung der spaten Arteriosklerose. AuBerdem war die normalerweise starke
Exprimierung des MCP-1 und transforming growth factor-p (TGF-B) unterdriickt. Dies
spricht fiir die essentielle Rolle von VEGF in der Arteriosklerose durch Rekrutierung
und  Aktivierung von  Monozyten und weist auf einen  positiven
Riickkopplungsmechanismus iiber MCP-1 und TGF-f hin?98.

Mit rekombinantem humanen VEGF (rhVEGF) behandelte Mause wiesen einen starken
Zuwachs der Plaquegrof3e auf. Dieser belief sich in etwa auf das fiinf- bis zehnfache nach
zwei Wochen und war begleitet von einer Zunahme der Dicke, was zusatzlich zur
Destabilisierung des Plaques beitrug. Eine einmalige Dosis rhVEGF resultierte in einer
Zunahme der Makrophagen-Akkumulation im Plaque, was somit dessen Wachstum
erklart’8s, Somit wurde die These widerlegt, daB exogene Endothelzell-
Wachstumsfaktoren aufgrund ihrer endogenen Prasenz im Plaquegewebe nicht den
Ablauf der Plaque-Entstehung beeinflussen konnen99.

Die selektive Stimulierung des VEGFR-1 durch PIGF-2 ohne die Nebenwirkungen
infolge der unspezifischen Mitaktivierung des VEGFR-2 bei Gabe von VEGF stellt nach
den hier gewonnenen Ergebnissen eine geeignete Methode zur Revaskularisierung dar.
Im Gegensatz zu VEGF und FGF kommt es bei PIGF-2 zu keinen Odemen oder
Hypotension151.188,200,.201 Da zudem kiirzlich durch die selektive Inhibition des VEGFR-2
mittels eines monoklonalen Antikorpers gegen VEGF das Tumorwachstum in Mausen
gehemmt werden konnte52 und somit die Tumor-fordernde Wirkung von VEGF gezeigt
wurde, scheint der Weg iiber VEGFR-1 die fiir den Patienten sichere Variante zu sein.

Prinzipiell sollte jedoch immer die Wirkdosis von VEGF beachtet werden. So konnten
im Rahmen der VIVA-Studie mit rekombinanten VEGF-Protein bei dreien von 178
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Patienten das Wachstum von Tumoren innerhalb des Untersuchungszeitraums von 180
Tagen festgestellt werden49. Zwei von ihnen starben in Folge. Jedoch sollen alle drei
Patienten der Kontrollgruppe zugelost gewesen sein2°2,

Daher werden langere klinische Verlaufsstudien und solche groBeren Umfangs benétigt,
um eine Zunahme Angiogenese-abhingiger maligner Tumoren als Nebenwirkung
beweisen bzw. ausschlieBen zu konnen. Denn Krebs ist eine chronisch verlaufende
Krankheit, deren Inzidenz infolge Therapie erst nach Jahren wirklich genau bestimmbar
ist. Zwar ist das applizierte Protein nur kurze Zeit im Organismus aktiv, jedoch konnen
auch kurze Einwirkungen mutagener Substanzen fiir die Auslosung einer
Krebserkrankung ausreichen.

7.2. Optimierung der arteriogenen Therapie

Das Kollateralwachstum ist ein komplexer Prozef3, mit bis dato noch nicht vollstandig
bekannten Ablaufen. Es scheint derzeit so, daB mehr als eine Substanz benotigt werden
wird, um eine wirklich sichere Verbesserung des Blutflusses zum Ischdmiegebiet zu
erlangen203.204, Moglicherweise ware eine mehrphasiger Therapieverlauf mit der Gabe
verschiedener Substanzen zu unterschiedlichen Zeitpunkten optimal. Zudem ist der
beste Therapiezeitpunkt zu bedenken, denn das Kollateralwachstum 1aBt sich nur
innerhalb der ersten Woche nach GefaBverschluf} signifikant steigern. Eine an unserem
Institut durchgefiihrte Studie zum Zeitverlauf der Arteriogenese zeigte, dafl die
praexistierenden Kollateralgefile nur in den ersten Tagen nach Anstieg der
Schubspannung fiir therapeutische Stimuli sensibel sind. Die Applikation des bereits in
den ersten Tagen wirkungsvollen Promoters der Arteriogenese, MCP-1 bewirkte nach
dreiwochiger Ligatur keine Zunahme des Kollateralwachstums iiber die Kontrollwerte
hinaus34.

Auch die Frage des Applikationsweges ist noch offen. Die intravenose Therapie ist zwar
sehr bequem und leicht durchzufiihren, aber bei vielen Substanzen ist eine lokale
Behandlung durch intraarterielle Katheter, Ballon-Katheter, extravaskuliare oder
perikardiale Applikationsformen zur Maximierung des therapeutischen Effektes
vorzuziehen. Hiermit konnen auch mogliche systemische Nebenwirkungen minimiert
werden204, Daher konnte die lokal hohe Proteinkonzentration infolge Gentransfers
einen Moglichkeit darstellen, einen maximal therapeutischen Effekt mit hoher
Sicherheit zu kombinieren.

7.3. Moglichkeiten der Gentherapie

Da VEGF neben einer starken Dosisabhiangigkeit eine sehr kurze Plasma-Halbwertzeit
besitzt, liegt es nahe, mittels Gentransfer eine lokal hohe Expression von VEGF-Protein
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anzusteuern. Somit kann die systemische Konzentration sehr gering gehalten werden,
so daB Nebenwirkungen auszuschlieBen sind, welche bei Proteinapplikation
unvermeidbar waren.

Zwar konnten einige Studien eine Zunahme der KollateralgefiBe nach arteriellem
Gentransfer von VEGF in vivo nachweisen161.179.205 Lee et al. zeigten aber kiirzlich, daf3
sich VEGF bei hoher lokaler Wirkdosis auch negativ auswirken kann. Infolge
Uberexpression des fiir VEGF kodierenden Gens in immundefizienten M#usen, kam es
zum Wachstum von endothelialen, intramuralen GefaBtumoren und zur stark erhohten
Sterblichkeit der Versuchstiere'56. Zudem wurde berichtet, daB3 die in vivo Transfektion
von Kaninchenarterien mit cDNA von humanem VEGF mittels des Sendai-Virus zu
auffillig angiomatoser Proliferation von Endothelzellen und Verdickung der Intima
gefiihrt hat's4. Demnach kann der Gentransfer von VEGF also eine zu hohe lokale Wirk-
Konzentration bewirken, welche eigentlich zuvor infolge kurzer Plasma-Halbwertzeit zu
niedrig war. Das heiBt die Expressionsstarke des Konstruktes fiir VEGF muB noch dem
jeweiligen Bedarf angepaBt werden, bevor es klinisch angewandt werden kann.

Jedoch gibt es auch Berichte iliber die Zunahme neointimalen Wachstums nach
GefaBverletzung durch die Gabe von VEGF in Proteinform206. Man kann diese
Beobachtungen nicht ohne weiteres auf die Humantherapie projezieren, denn fiir VEGF
wurden lediglich zwei Fialle von Neoplasien innerhalb von drei Jahren nach
intrakoronarem Gentransfer mit VEGF unter 85 Patienten registriert. Dies gilt auch fiir
andere Wachstumsfaktoren, da unter 79 Patienten mit intrakoronarem, adenoviralem
Gentransfer von FGF-5 im Versuchszeitraum von neun Monaten nur in zwei Patienten
neue Neoplasien diagnostiziert wurdenz°7.

Trotz dieser scheinbar niedrigen Inzidenz ist ein Gentransfer immer mit der Gefahr
verbunden, durch eine zu hohe lokale Proteinexpression des Wachstumsfaktors nicht
tolerierbare Nebenwirkungen zu erzielen.

In Anbetracht der typischerweise zahlenmaBig starken Gruppe alterer Patienten ist aber
noch ein genauerer Nachweis der Zusammenhiange notig, bevor man die Gentherapie
als Ganzes verurteilt.

7.4. Die arteriogene Therapie der Zukunft

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Hypothese bestitigt, da Monozyten nicht nur am
sphysiologischen“ Ablauf der Arteriogenese die Hauptrolle spielen. Man kann {iber sie
auch das Kollateralwachstum stimulieren.

Hierbei bieten sich verschiedene therapeutische Ansitze an: Entweder appliziert man
lokal Stoffe, welche Monozyten anlocken und aktivieren oder man manipuliert
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Monozyten mittels Gentransfer; somit konnten sie z.B. als Vektoren fiir
GefaBwachstumsfaktoren dienen. Diese wiirden am Ort der Aktivitat der Monozyten frei
und konnten direkt arteriogen wirken. Hierbei bietet sich die Kombination mit Stoffen
an, welche in der Lage sind das Endothel zu aktivieren. Das Endothel wiirde dann bei
Aktivierung Monozyten-aktivierende und -anlockende Substanzen freisetzen. Dieses
potenziert sodann die Effizienz der transfizierten Monozyten am Ort des
Kollateralwachstums.

AuBerdem besteht die Moglichkeit zur Kombination mit proliferativ wirkenden
Substanzen. Diese konnten die SMC-Proliferation zusitzlich steigern, was
unentbehrlich fiir den Umbau priexistierender Kollateralarteriolen in funktionelle
Arterien ist.

Ein anderes Feld der arteriogenen Therapie stellt die Stammzelltherapie dar, welche auf
folgenden Uberlegungen basiert: Uber die Verwendung noch proliferierender
Monozytenvorlauferzellen konnte eine Erhohung der Monozytenzahl am Kollateralgefa3
erreicht werden. Zudem sind Stammzellen selbst in der Lage aktivierende Faktoren
freizusetzen, welche wiederum das Kollateralwachstum stimulieren konnen, allen voran
die FGFs.

8. SchluBfolgerung

Zusammenfassend 14Bt sich sagen, daB das hier etablierte Himodynamikmodell im
Kaninchenhinterlauf eine geeignete Methode zur in vivo Analyse des
Kollateralwachstums darstellt. Durch seine Anpassung an die Physiologie konnen die
mit ihm gewonnenen Ergebnisse auch auf in vivo Situationen im Menschen angewandt
werden. Somit bietet es eine geeignete Form, Wachstumsfaktoren vor ihrem klinischen
Einsatz im lebenden Organismus zu erproben.

Physiologisch stellt sich heraus, daB Monozyten den entscheidenden Einflu8 an der
Arteriogenese haben. Die durch den VEGFR-2 iiber das Endothel vermittelten
Mechanismen sind demnach nicht von entscheidender Bedeutung fiir das
Kollateralwachstum. Die VEGFR-2 vermittelten Effekte auf das GefaBendothel wirken
sich vielmehr negativ auf die Stimulation des KollateralgefaBwachstums aus.

Therapeutisch stellt die selektive Stimulierung des VEGFR-1 durch PIGF-2 eine
Maoglichkeit dar, die Arteriogenese ohne unerwiinschte Begleiterscheinungen durch den
endothelialen VEGFR-2 zu fordern. Die Aktivierung des monozytiren VEGFR-1 ist
somit der erfolgversprechendere Weg, das Kollateralwachstum im Rahmen einer
Therapie zu fordern. Die Nebenwirkungen der unspezifischen Aktivierung beider
Rezeptoren  mittels VEGF sind auf diesem Weg zu  umgehen.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

GefaBverschluBkrankheiten stellen die Haupttodesursache in den westlichen
Industrienationen dar. Trotz vielfaltiger, kostenintensiver chirurgischer Intervent-
ionsmaBnahmen ist die post-operative Rezidivrate hoch. Zudem besteht fiir viele
Patienten keine Moglichkeit zum Eingriff, welcher ein nicht zu unterschitzendes
Operationsrisiko birgt. Da die Kosten im Gesundheitswesen im letzten Jahrzehnt um
ein Vielfaches anstiegen, ergaben sich Moglichkeiten fiir alternative Therapieformen. So
wurde viel Hoffnung in die exogene Stimulierbarkeit endogener GefiBadaptations-
prozesse durch endotheliale Wachstumsfaktoren gesetzt. Diese sollen das Wachstum
neuer GefaBle induzieren, welche eine verschlossene Arterie ersetzen konnen.

Dies kann durch endotheliale Aussprossung von Kapillaren geschehen (Angiogenese)
oder durch das Auswachsen praexistierender arterio-arteriolarer Verbindungen zu
groBen konduktiven Kollateralarterien (Arteriogenese)!3208. Die muskuldaren
Umgehungs-straBen sind bei weitem effektiver als ein kleinlumiges Kapillargeflecht, um
minderperfundierte Gewebe nach Gefiafiverschluf8 ausreichend mit Blut zu versorgen.
Zudem konnen muskuldre Arterien aktiv auf Bedarfsanderungen im Rahmen der
Blutversorgung reagieren und sich durch luminale Erweiterung (Vasodilatation)
anpassen. So wurden bereits infolge Kollateralisierung im Herzen nicht-klinische
GefaBverschliisse zufallig bei Untersuchungen entdeckt208.

Im Rahmen des Kollateralwachstums wurde viel iiber die Rolle der Angiogenese-
faktoren aus der VEGF-Familie diskutiert. Infolge unterschiedlichem Splicings oder
Degradation der Primar-mRNA existieren mehrere Formen von VEGF, so der Placenta
Growth Factor (PIGF), VEGF-A (einige Isoformen mit z.B. 121, 145, 165 183, 189 oder
206 Aminosauren), -B, -C, -D, und -E%°.

Aufgrund der hervorragenden Wirkung der 165 Aminosduren groBen Isoform von
VEGF-A (VEGFis5) in einigen Tiermodellen, nahm man an, dieses Glykoprotein sei das
herausragende Molekiil fiir die Stimulierung der Arteriogenese. Jedoch versagte es in
seiner ersten klinischen Phase II Studie!49. Daher wurde in dieser Dissertation die Rolle
des endothelialen VEGFR-2 mit der des monozytiren VEGFR-1 im Rahmen des
Kollateralwachstums verglichen. Neben VEGF, der Agonist beider Rezeptoren ist, wurde
sein selektiv den VEGFR-1 bindendes Homolog PLGF-2 und der ausschlieBlich
VEGFR-2 aktivierende VEGF-E in den Kollateralkreislauf infundiert. Somit bestand die
Moglichkeit zur Differenzierung zwischen endothelialen und monozytaren Prozessen im
Rahmen des GefiaBwachstums nach arteriellem GefaBverschluB. Vielmehr sollte
untersucht werden, welcher Prozef ein starkeres Kollateralwachstum und somit eine
Verbesserung der Blutzufuhr zum ischamischen Gewebe bewirken kann.
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Zur quantitativen Analyse wurde ein neues in vivo Hamodynamikmodell in der
Femoralis-ligierten KaninchenhintergliedmaBe etabliert, welches zur Bestimmung des
Kollateralflusses mit perivaskularen, auf Ultraschall basierenden, FluBmeBsonden
arbeitet. Es mifft den dem KollateralfluB entsprechenden BlutfluB zur Hintergliedmalle
in der A. iliaca externa und den Druckgradienten entlang des Kollateralsystem um die
VerschluBstelle herum. Hieraus kann in vollstindiger Vasodilatation die maximale
kollaterale Konduktanz errechnet werden. Dieser hamodynamische Parameter
korreliert mit dem FlieBwiderstand und somit mit dem Kollateralwachstum. Das hier
beschriebene Modell ist dem auf der Mikrospharen-Technik basierenden Vorlaufer-
modell iiberlegen. Mikrospharentechniken bergen die Gefahr der Fehlmessung, da nur
einzelne Muskelproben stellvertretend fiir die Blutzufuhr zur ganzen GliedmaBe
analysiert werden. Die Messung in der A. iliaca externa dagegen erfafSt den voll-
standigen BlutfluB zur HintergliedmalBe.

Die mit dem neuen Modell erhaltenen himodynamischen Ergebnisse und zusitzlich
postmortal angefertigte Angiographien nach einer Woche lokaler Applikation zeigten,
daB zwar der VEGFR-1-spezifische PIGF-2 nicht aber der VEGFR-2-spezifische VEGF-E
wesentlich zum Kollateralwachstum beitragen. Die Resultate mit PIGF-2 fielen sogar
hoher als mit dem beide Rezeptoren bindenden VEGF aus.

Die Experimentalergebnissse beweisen die herausragende Rolle von VEGFR-1 auf
Monozyten im Rahmen der Stimulation des Kollateralwachstums. Die Aktivierung des
endothelialen VEGFR-2 erwies sich nicht nur als ungeeignet zur Verstarkung der
Arteriogenese, sie hemmte sogar ihren Verlauf. Die Kombination aus VEGF-E und
PIGF-2 erzielte nicht die Wirkung von PIGF-2 alleine. Demnach scheint keine
Notwendigkeit flir eine Kooperation der beiden VEGF-Rezeptoren im Rahmen der
Arteriogenese zu bestehen.

Zusatzlich konnte eine Akkumulierung von aktivierten Monozyten/Makrophagen in der
Peripherie von KollateralgefiBen nach Gabe von PIGF-2 beobachtet werden.
ZusammengefaBt 14Bt sich somit sagen, daB die mit dem fiir VEGFR-1 spezifischen
PIGF-2 dokumentierte arteriogene Wirkung durch dessen Monozyten-aktivierende
Eigenschaft bedingt ist. Daher scheint die Stimulierung des Kollateralwachstums durch
die Aktivierung von Monozyten ein effektiver Weg zur Behandlung von
GefaBverschluBerkrankungen zu sein.
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VII. SUMMARY

Obstructive vessel diseases are the most common reason causing death in the
industrialized western world. Despite many expensive surgical interventions the post-
operative relapses remain high. Furthermore, many patients cannot be treated by an
surgical intervention, which in itself posses high risks. As costs of the medical care
system rose during the last decade, alternative treatment procedures were investigated
for future use. The exogenous stimulation of the endogenous vascular adaptation
process by endothelium-specific growth factors was considered to be an effective
strategy for future treatments. These would induce the de novo growth of vessels, thus
replacing an occluded artery.

This can be achieved by endothelial sprouting of capillaries (angiogenesis) or through
outgrowth of pre-existent arterio-arteriolar connections into big conductive collateral
arteries (arteriogenesis)3.208. These muscular highways are more effective than a small
capillary plexus in meliorating the needs of ischemic tissue below vessel obstruction.
Besides, muscular arteries actively react on changes in blood demand by dilatation.
Thereby, a number of patients has been described lacking typical clinical signs despite
having severe coronary stenosis208.

The role of VEGF-family-members as inducer of collateral growth has been frequently
discussed. Following differential splicing and degradation of the mRNA several
homologa of VEGF exist, such as Placenta Growth Factor (PIGF), VEGF-A (some
isoforms with 121, 145, 165 183, 189 or 206 amino acids), -B, -C, -D, und -E%°.

Because of its pronounced effects in various animal models, the 165-amino-acid isoform
of VEGF-A (VEGF;¢5) has been supposed to be the outstanding molecule for therapeutic
vessel growth. However, it failed to stimulate vessel growth in its first Phase II clinical
study49. Therefore the impact of its two signaling receptors in the vasculature on
arteriogenesis had to be examined. Besides VEGF, its homologue PIGF-2, which only
binds to VEGFR-1 and VEGF-E, which only recognizes VEGFR-2 were infused into the
collateral circulation. Therewith, endothelial and monocyte-mediated processes which
participate in collateral growth following arterial occlusion could be differentiated.
However, it had to be examined which process was more important for collateral
growth, thus leading to an improved blood supply to ischemic tissues.

As a first step, a novel in vivo hemodynamic model for the determination of collateral-
related blood flow was established in the ischemic rabbit hind limb, using perivascular
ultrasonic flowprobes. External iliac blood flow, which was equivalent to collateral blood
flow, as well as the pressure gradient along the collaterals was measured and the
maximal collateral conductance was calculated at maximal hyperemia. This
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hemodynamic parameter correlates with the collateral resistance and is thereby related
to arteriogenesis. The here described hemodynamic model is more favourably than the
previously described model based on microsphere technique. As only a few muscle
samples are taken for flow analysis of the whole hind limb, analysis errors may occur
easily. Iliac flow, however, describes total blood flow to the hind limb.

The hemodynamic data and additional postmortal angiographies after one week of local
application demonstrated that the VEGFR-1 specific PIGF-2 significantly contributed to
arteriogenesis but not the VEGFR-2 specific VEGF-E. The results with PIGF-2 even
surpassed those of VEGF, the ligand for both receptors.

The experimental findings provide evidence for the dominant role of VEGFR-1 on
monocytes in therapeutic arteriogenesis. The stimulation of endothelial VEGFR-2 not
only failed to improve collateral growth, it even counteracted the process of
arteriogenesis as the combination of VEGF-E and PIGF-2 did not exceed the effect of
PIGF-2 alone. These results indicate that cooperation of the two VEGF-receptors in
endothelial cell signaling is not required for arteriogenesis.

In addition, accumulation of activated monocytes/macrophages in the periphery of
collateral vessels in PIGF-2 treated animals was observed. Together, these data indicate
that the arteriogenic activity observed with the VEGFR-1 specific PIGF-2 is caused by its
monocyte activating properties. Therefore the stimulation of collateral vessel growth via
monocyte activation seems to be the more promising way for treatment of ischemic
diseases.
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VIII. ANHANG

1. Material

1.1. Allgemeine Chemikalien und Losungsmittel

Adenosin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim)

Aqua dest.

Bismuth (Biron®B-50; Merck Eurolab GmbH, Frankfurt)

Bovines Serumalbumin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim)
Konz. Salzsaure

Natriumhydroxid-Platzchen (Merck Eurolab GmbH, Frankfurt)
Natronlauge

para-Formaldehyd (pFA)

Rabbit Albumin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim)
Rindergelatine (Merck Eurolab GmbH, Frankfurt)

Silikonol (200 Fluid, 350 cs; Ajax Chemicals)

1.2. Medikamente

Bacitracin-Zink (Cicatrex®; Glaxo Wellcome, Bad Oldesloe)
Buprenorphinhydrochlorid (Temgesic®, Essex Pharma GmbH, Miinchen)
Dexpanthenol (Bepanthen® Augensalbe, Roche, Grenzach-Wyhlen)
Fentanyldihydrogencitrat (Fentanyl®, Janssen-Cilag GmbH, Neuss)
Heparin-Na (Liquemin® N 25000 ,Roche, Grenzach-Wyhlen)
Ketaminhydrochlorid (Ketamin® 10 %, Medistar GmbH, Holzwickede)
Midazolamhydrochlorid (Dormicum®); Roche, Grenzach-Wyhlen)

Natriumbikarbonat-, Isotone Kochsalzlosung 0,9 % Braun (B. Braun AG,
Melsungen)

Papaverinhydrochlorid (Paveron®, Linden GmbH, Heuchelheim)
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e Pentobarbital-Na (Narcoren®, Merial GmbH, Halbergmoos)

e Xylazinhydrochlorid (Xylazin® 2 %, Medistar GmbH, Holzwickede)

1.3. Operationszubehor

e Chirurgisches Nahtmaterial (Vicryl®; Supramid®, Prolene®; Ethicon GmbH,
Norderstedt)

e Chirurgisches Operationsbesteck (Medicon, Tuttlingen)

e ES Kompressen 10 x 10 cm (unsteril, Hartmann AG, Heidenheim)

e Hautdesinfektionsmittel (Cutasept®G; Bode Chemie, Hamburg)

e Intratracheal-Tubus (Portex-Endotube®; 2.5 mm, Simcare)

e Kompressen -steril- Topper®12 (Johnson & Johnson, Gargrave, UK)

e Leukoplast® (Beiersdorf, Hamburg)

e Operationshandschuhe -steril- sempermed® (Semperit, Wien, Osterreich)

e PE-, sowie PVC-Schlauche verschiedener GroBe (Sims-Portex Ltd., Kent, UK)

e PVC-Schlauch (THOMAFLUID®-Mikro-Katheter-PVC-Chemieschlauch, Reichelt
Chemietechnik GmbH & Co., Heidelberg)

e Schutzhandschuhe Peha-soft® (unsteril, Hartmann AG, Heidenheim )
e Spritzen zu 2 ml, 5 ml, 10 ml, 20ml und 50 ml (B Braun, Melsungen)

e Sterican® Einmal-Injektions-Kaniilen der GroBlen 1,20 x 40 mm, 0,90 X 40 mm,
0,70 x 30 mm und 0,45 x 12 mm (B Braun, Melsungen)

¢ Venenpunktionsbesteck 0.65 x 20 mm (Venofix®; B Braun, Melsungen)

e Venenverweilkaniile 0,9 x 25 mm (Vasofix® Brauniile®; B Braun, Melsungen)

1.4. Versuchstiere

¢ 60 mannliche WeiBe Neuseelander Kaninchen, spezifiziert pathogenfrei, 2,5 kg KM
(Charles River; Elevages Scientifique des Dombes, Rannes, Frankreich)

1.5. Laborzubehor

e Glasware von Schott (Merck Eurolab GmbH, Frankfurt)
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e Rontgenfilm (Structurix D7DW; Agfa)

1.6. Gerite

1.6.1. Labor
¢ Kochplatte Ikamag®Ret (Ika®-Labortechnik, Staufen i. Br.)
e Magnetriihrer Ika-Combimag®RCO (Ika®-Labortechnik, Staufen i. Br.)

e Mikrofeinwaage Sartorius BP 211 D (Sartorius AG, Gottingen)

1.6.2. Himodynamik
e Akkusauger (AEG Hausgeriate GmbH, Niirnberg)
e Beatmungsgerit (RespiratorABV-I®; Stephan GmbH, Gackenbach)

¢ BlutfluBmeBgerat (Transonic® Animal Research Flowmeter T206; Transonics
Systems Inc., Ithaca, USA)

¢ Druckwandler (P23XL; Ohmeda GmbH & Co. KG, Erlangen)

e Hard- und Software

- Mac—Lab MKIII (ADI-Instruments, Castle Hill, Australien)

- Macintosh-Rechner (Quadra 700)

- Chart 3.6.3. (ADI-Instruments, Castle Hill, Australien)

e Mikroinfusionspumpe (Minipuls 3; ABIMED-Gilson, Villiers-le-Bel, Frankreich)
¢ Osmotische Minipumpe (ALZET®); alza Corporation, Palo Alto, USA)

e Perfusionsgerat fiir 50 ml Infusionsspritzen (Perfusor®; Fresenius, Bad Homburg)
e Schermaschine (Favorita®II; Aesculap GT 104, Tuttlingen)

e Statham-BlutdruckmeBanlage (P23XL; Statham, San Juan, Puerto Rico)

e Stoppuhr (Junghans, Schramberg)

e Thermometer (Huger, Villingen)

e Warmematte (AEG Hausgerate GmbH, Niirnberg)
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1.6.3. Angiographie

e Balteau-Apparat (Machlett Laboratories, Stamford)

e Druckperfusionsanlage (Eigenbau des Instituts)

¢ Einspannkasten fiir Kaninchenbein aus Plexiglas (Eigenbau des Instituts)

e Hard- und Software

Macintosh-Rechner (iMac G3/500)

Flachbett-Scanner (Duoscan T1200, Agfa)

Adobe® Photoshop® Software 7.0 (Adobe Systems, USA)

1.6.4. Histologie

Kryotom (Leica CM 3000; Leica, Bensheim)

Mikroskop (Aristoplan; Leica, Bensheim)

1.7. Puffer

10-fach Phosphat-gepufferte-Kochsalzlosung (10 x PBS)

PBS Stammlosung: NaCl 80 g
KCl 2 g
KH.PO, 2 g
Na.HPO, x 2H.O 18 g
Aqua dest. 1 1
1x PBS:

Zehnfache Verdiinnung der Stammlosung und Einstellung des pH-Wertes auf 7,4.

Kaninchenalbuminlosung (0,1 %): Kaninchenalbumin 30 mg
PBS steril 30 ml

Die gebrauchsfertigen 30 ml Losung waren bei +4°C zu lagern und rasch
aufzubrauchen.
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Papaverin-Spiillésung

Stammlosung: Aqua dest. 900 ml
PBS 100 ml
Bovines Serumalbumin (BSA) 1 g

Nach dem Losen des BSA in der Losung war diese auf einen pH-Wert von 7,4 — 7,5
einzustellen.

Gebrauchslosung;: Stammlosung 1000 ml
Papaverin 4mg

Die frisch angesetzte Gebrauchslosung war lichtgeschiitzt zu lagern und unverziiglich
aufzubrauchen.

Paraformaldehyd-Fixationslosung 4 %:

Zur Herstellung von 1 Liter Fixationslosung waren zunachst unter dem Abzug 40 g pFA-
Puder in 1000 ml 60°C-warmer PBS-Losung aufzulosen und die Losung darauf mittels
Natriumhydroxid zu klaren. Nach Filtration und Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde
mittels Zugabe von 1 M HCI ein pH-Wert von 7,4 eingestellt. Die gebrauchsfertige
Losung wurde bei -20°C gelagert.

X-Galaktose-Losung:

X-Galaktose 01 %
Kalium-Ferricyanid 5 mM
Kalium-Ferrocyanid 5 mM
Magnesiumchlorid 1 mM
NP-40 0,002 %
Natriumdeoxycholat 0,01 %

PBS ad pH 7,0
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2, Abkiirzungen

A. Arterie

Aa. Arterien

ADI-Wandler Analog-Digital Instrumenten-Wandler

ATP Adenosin-Triphosphat

BSA Bovines Serumalbumin

°C Grad Celsius

DNA Desoxyribonukleinsaure

EC Endothelzelle

FGF fibroblast growth factor

Flk-1 Fetal-liver kinase-1

Flt-1 Fms-like tyrosine kinase-1

g Gramm

GM-CSF granulocyte macrophage - colony stimulating factor

GV-SOLAS Gesellschaft fiir Versuchstierkunde - Society for Laboratory
Animal Science

h Stunde

HB-PIGF heparine-binding placenta growth factor

HCI Salzsdure

HIF-1 hypoxia inducible factor-1

Hg Quecksilber

ICAM intercellular adhesion molecule

kDa Kilodalton

KDR kinase insert domain-containing receptor

KHK Koronare Herzkrankheit
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KM

Konz.

LDL
MCP-1
MG

min

mRNA
um

ng
PAVK
PBS
PDGF
PE
pFA
PIGF
PIGF-/-
PP
PVC
RAlb
RNA
SD
SMC
SP

TNF-a

Korpermasse

Konzentration

Liter

low density lipoprotein

monocyte chemoattractant protein-1
Molekulargewicht

Minuten

Millimeter

messenger RNA (Boten-RNA)
Mikrometer

Mikrogramm

Periphere Arterielle VerschluBkrankheit

Phosphat-gepufferte physiologische Kochsalzlosung

platelet-derived growth factor
Polyethylen

Paraformaldehyd

placenta growth factor
PIGF-Deletionsmutante
Mittlerer peripherer Blutdruck
Polyvinylchlorid
Kaninchen-Albuminl6sung
Ribonukleinsdure
Standardabweichung

smooth muscle cell

Mittlerer systemischer Blutdruck

tumor necrosis factor-a.
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V.

VCAM

VEGF

VEGFR

VPF

Vene

vascular cell adhesion molecule

vascular endothelial growth factor
vascular endothelial growth factor receptor
vascular permeability factor

dreidimensional
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