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1 Einleitung

1.1 Hintergrund

Die koronare Herzerkrankung, die zum einen durch eine Stenose und zum anderen
durch eine Okklusion der Koronararterien gekennzeichnet ist, gehoért in den
Industriestaaten zu den typischen Herzerkrankungen mit haufiger Todesfolge®.
Hierbei kommt es pathophysiologisch gesehen durch eine arteriosklerotische oder
atherosklerotische Veranderung der Koronararterien entweder zu einer akuten oder
langsam eintretenden Stenose, die zu einer Verschlechterung der Gewebsperfusion
bis hin zu einer Ischdmie des Herzmuskels fihrt. Schlie3lich kann das Auftreten
einer Thrombembolie zu einer Koronararterienokklusion fihren. Diese kardio-
vaskulare Erkrankung kann in einem akuten und rezidivierenden Myokardinfarkt
(AMI), einer Angina pectoris oder einer Herzinsuffizienz resultieren.

Allein in Deutschland erleiden taglich laut der Deutschen Herzstiftung (2007)
durchschnittlich 745 Menschen einen Herzinfarkt. Dank der weitreichenden
PraventivmalRnahmen und des Fortschritts der medizinischen Technik konnte sogar
in den vergangenen Jahren ein Rickgang der Mortalitéat innerhalb der ersten 24

Stunden verzeichnet werden (Abb. 1.1)%

Abb. 1.1:

Altersstandardisierte Morbiditdt an
akutem Myokardinfarkt (AMI; todliche
und nichttédliche AMI inklusive
koronare Todesfalle) je 100.000
Einwohner nach Geschlecht und
Versorgungsstadium; Alter 25 — 74
Jahre. MONICA/KORA — Herzinfarkt-
register 1991-1993 und 2001-2003%.
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Nach den veroffentlichten Angaben des Statistischen Bundesamtes in Wiesbaden
starben 148.641 Personen im Jahr 2005 an einer ischamischen Herzerkrankung.
Dies entspricht 17,9 % aller registrierten Todesfalle. Im Jahr 2007 waren dagegen
16,3 % aller Verstorbenen von einer ischamischen Herzerkrankung betroffen. Die
chronische ischamische Herzkrankheit und der akute Myokardinfarkt sind damit die
beiden haufigsten Todesursachen in Deutschland®. Auch in den USA leiden rund 79
Millionen Menschen an kardiovaskularen Erkrankungen. Der chronische Bluthoch-
druck stellt hierbei den essentiellsten Risikofaktor dar, der allein 72 Millionen
Personen betrifft, gefolgt von der koronaren Herzerkrankung mit 15,8 Millionen
Patienten. Dabei entfallen 52 % der an einer kardiovaskuldren Erkrankung
registrierten Todesfalle in den USA auf die koronare Herzkrankheit®.

Sowohl in Deutschland als auch in den USA steigt die Pravalenz fir die koronare
Herzerkrankung ab dem 65. Lebensjahr deutlich an. Dies begrindet die Annahme,
dass mit zunehmend alter werdender Gesellschaft von einer weiter steigenden
Inzidenz in naher Zukunft ausgegangen werden muss® *. Auf globale Sicht wird mit
einer noch viel hoéheren Inzidenz zu rechnen sein, da sich die traditionellen
Lebensgewohnheiten  asiatischer,  osteuropaischer,  sidafrikanischer  und
stiidamerikanischer Lander dem westlichen Lebensstil mehr und mehr anpassen®.
Verantwortlich fur das haufige Auftreten einer kardiovaskuldren Stenose oder
Okklusion ist die eingeschrankte Regenerationsfahigkeit des Gefal3systems. Bis
heute kdnnen Gefal3stenosen ausschliel3lich invasiv behandelt werden, wie durch
das Offnen der GefaRverschlisse (Perkutane Transluminale Revaskularisation oder
Thrombolyse) beziehungsweise durch die Schaffung von Umgehungskreislaufen
(GefaRtransplantation, Bypassoperation)®. Der langfristige Erfolg wird jedoch durch
haufig auftretende Gefal3restenotisierung oder Thromboisierung begrenzt. Zudem
gibt es Patienten mit Herz-Kreislauferkrankungen, die nicht mittels der genannten
chirurgischen Verfahren therapiert werden kénnen® ’.

Schon seit langem ist bekannt, dass der Organismus potentiell die Fahigkeit besitzt,
natiirliche Bypasse durch den Umbau so genannter KollateralgefaRe auszubilden®.
So bleiben im Extremfall bestehende Koronarverschliisse bei einigen Patienten
kardiologisch vdllig unauffallig und werden erst nach ihrem Tode eher zuféllig z. B. im
Rahmen einer Autopsie entdeckt’. Voraussetzung fir die Ausbildung der
praexistenten Kollateralen ist, dass sich der Verschluss des zu umgehenden

Gefalles langsam entwickelt und damit genligend Zeit fir das Wachstum der
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Kollateralen gegeben ist. Bei den meisten Patienten entwickelt sich die Stenose
jedoch schneller als das Wachstum der Kollateralgefal3e, so dass sich ein Infarkt
bildet® °.

In klinischen Studien fand man heraus, dass Patienten, die aufgrund eines
Gefallverschlusses gut ausgebildete KollateralgefaRe entwickelten, in der angio-
graphischen Darstellung in vivo weniger Beschwerden nach durchgefuhrter Ballon-
dilatation zeigten als Patienten, bei denen kein KollateralgefalBwachstum um die
Okklusionsstelle festgestellt werden konnte. Generell vermindert das Vorhandensein
von Kollateralgefal3en die Gefahr von links-ventrikularen Aneurysmen nach akuter
Koronarokklusion mit der Folge, dass die Uberlebensrate nach myokardialer
Infarzierung deutlich steigt'® **. Dies unterstreicht klar die Notwendigkeit fir neue
Therapieansatze und deren erfolgversprechendes Potential im Bereich der

Arteriogenese.

1.2 Zielsetzung

Unter Anwendung eines intramuskularen Gentransfers sollte das potentiell
arteriogene Cardiac Ankyrin Repeat Protein (CARP) auf seine Fahigkeit hin, das
KollateralgefaBwachstum positiv zu beeinflussen, untersucht werden. Hierzu war
eine adenovirale Infektion der Adduktorenmuskulatur im ischamischen
Maushinterlaufmodell im Bereich der praformierten Kollateralgeféal3e vorgesehen.
Das Cardiac Ankyrin Repeat Protein (CARP) war an einen adenoviralen Vektor
gebunden. Zusatzlich zum CARP sollte der adenovirale Vektor auch noch das grin
fluoreszierende Protein (GFP) exprimieren, welches Uber den gleichen Promotor
gestartet werden sollte wie auch das CARP-Gen (Ad.5.1-CARP-GFP).

Das CARP ist ein Transkriptions-Kofaktor und wird als eines der frihen Faktoren im
Prozess der Arteriogenese hochreguliert. In vitro fiihrt die Uberexpression von CARP
zu einer gesteigerten Expression des Akutphasegens ,immediately early gene
response-1“ (Egr-1), ein Transkriptionsfaktor, der zu den DNA-bindenden Zinkfinger-
Proteinen gehoért und somit ein friilhes Aktivierungsgen darstellt. Egr-1 reguliert die
Expression vieler Gene, welche in inflammatorische Prozesse involviert sind und die

Arteriogenese stimulieren.
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Um einen eventuellen immunvermittelten Einfluss auf die Arteriogenese nach
erfolgreicher Infektion der Adduktorenmuskulatur mit dem adenoviralen Vektor
Ad.5.1-CARP-GFP auszuschliel3en, sollte eine Kontrollgruppe mit vektor-
gebundenem griin fluoreszierendem Protein (Ad.5.1-GFP) behandelt werden. Eine
zweite Kontrollgruppe sollte die gleiche Volumenmenge an steriler NaCl-Lésung
intramuskular injiziert erhalten wie die beiden Gruppen, die die Infektion mit
adenoviralem Vektor erfahren haben. Auf diese Weise sollte eine mogliche Wirkung,
verursacht durch eine Muskeltraumatisierung aufgrund der grof3en Volumina, auf die
Arteriogenese untersucht werden. Die dritte Kontrollgruppe sollte ausschliel3lich mit
der Okklusion der Femoralarterie behandelt werden, um eine objektive Aussage zu

den beiden anderen Kontrollreihen und zur CARP-Gruppe treffen zu kdnnen.
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2 Literaturibersicht

2.1 Morphologie und Physiologie des Blutgefallsystems

Das Herz-Kreislaufsystem stellt bei allen héher entwickelten Tieren und beim
Menschen ein schnell regulierbares Transportsystem dar, welches aus dem Herzen,
als dessen zentralem Organ, und den BlutgefalBen — den Arterien, den Arteriolen,
den Kapillaren, den Venolen und den Venen — besteht. Das Herz-Kreislaufsystem
Ubernimmt den Transport der Atemgase O, und CO, sowie die Versorgung des
Gesamtorganismus mit Nahrstoffen und den Abtransport der Metaboliten. AulRerdem
reguliert das System den Wasser- und Elektrolythaushalt aber auch die Beférderung
von Hormonen, Enzymen und Stoffen des Immunsystems sowie die der Blutzellen'.
Die Morphologie von Arterien und Venen basiert auf einem gemeinsamen
Grundbauplan. In der Fachliteratur wird zwischen der Tunica interna (Intima), der
Tunica media (Media) und der Tunica externa (Adventitia) unterschieden.

Die Tunica interna bildet die innere Wandung der Gefal3e. Diese Schicht wird luminal
in das Endothel, welches von einer Basalmembran umgeben wird, das
bindegewebige Stratum subendotheliale und eine Membrana elastica interna
unterteilt. Die Tunica media ist gekennzeichnet durch mehrere Schichten glatter
Muskelzellen, in die in unterschiedlicher Zahl und Dichte elastische und kollagene
Fasern eingelagert sind. Die Tunica externa besteht aus fibroelastischem Kollagen,
das einen spiralig angeordneten Faserverlauf zeigt und somit eine lockere
Verbindung des GefaRes mit dem Nachbargewebe bildet™® .

Als Korrektiv zum wesentlich hdheren Blutdruck im arteriellen Kreislauf sind die
GefalBwande der Arterien im Vergleich zu denen der Venen deutlich starker

ausgebildet.

211 Arterien und Arteriolen

Arterien sind Leitungsgefalie, die immer vom Herzen wegfihren. Vom rechten
Ventrikel des Herzens ausgehend leitet die Pulmonalarterie das sauerstoffarme Blut
zum Austausch von CO, gegen O; in den kleinen Kreislauf bzw. Lungenkreislauf, um
dann das sauerstoffreiche Blut Uber die Pulmonalvene zuriick zum linken Herzen zu
transportieren. Das vom linken Ventrikel des Herzens uber die Aorta ausgetriebene

sauerstoff- und nahrstoffreiche Blut wird sodann Uber zahlreiche Arterien und
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Arteriolen in die peripher gelegenen Organe und Gewebe beférdert. In den
entsprechenden Organ- und Gewebeteilen verasteln sich die Gefal3e zunehmend, so
dass schliel3lich die Anzahl an Arterien bei sukzessiv kleiner werdendem
Durchmesser standig zunimmt. Aus den kleinsten arteriellen Gefal3en, den
Arteriolen, gehen dann unter weiterer Aufzweigung in eng vernetzte
Endstrombahnen die Kapillaren ab. Da das Blut vom Herzmuskel pulsatorisch
ausgestof3en wird, besteht eine wichtige Funktion der herznahen Gefal3e darin, den
Blutfluss in eine zunehmend kontinuierliche Stromung umzuwandeln. Dieses
Phanomen bezeichnet man als Windkesselfunktion. Die peripher gelegenen Arterien
erhalten den intravasalen Druck aufrecht. Diese beiden funktionellen Unterschiede
spiegeln sich auch morphologisch wieder. Die herznahen Gefal3e stellen Arterien
vom elastischen Typ und die peripher gelegenen Arterien vom muskularen Typ dar.
Den muskularen Typ kennzeichnet eine deutlich ausgepragte, zirkular bis leicht
spiralig verlaufende glatte Muskelzellschicht in der Tunica media, wahrend die
Arterien vom elastischen Typ meist aus gefensterten elastischen Fasernetzen
aufgebaut sind, zwischen denen kurze, verzweigte Muskelzellen ausgespannt sind.
Diese werden auch als Spannmuskeln bezeichnet und sind fiir den Spannungsgrad
des elastischen Geriistwerks verantwortlich™® **,

Die Arteriolen sind in ein bis drei Lagen die kleinsten noch mit glatter Muskulatur
ausgestatteten GefalRe des arteriellen Hochdrucksystems. Sie gehoren zu den so
genannten Widerstandsgefallen. Durch ihre Fahigkeit zur Vasokonstriktion und
Vasodilatation variieren sie den peripheren arteriellen Blutdruck und regulieren

zusammen mit den prakapillaren Sphinkteren den Blutdurchfluss des Kapillargebiets.
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2.1.2 Kapillaren

Die Blutkapillaren bilden ein fein verzweigtes und stoffwechselaktives Netz, das
zwischen den kleinsten Arteriolen sowie den postkapillaren Venolen ausgebildet ist

(Abb. 2.1). Sie sind quantitativ und funktionell von Bedeutung.

Abb. 2.1: Die Kapillaren bilden das stoffwechselaktive Netzwerk zwischen Arteriolen und
Venolen (Quelle: Liebich H.-G. Funktionelle Histologie der Haussaugetiere und Vogel. 5.
Auflage, Stuttgart, New York: Schattauer 2009; mit freundlicher Genehmigung des

Schattauer Verlags)™.

Die Kapillaren bestehen aus einem einschichtigen Endothel, welches auf einer
intakten oder unterbrochenen Basalmembran liegt. Zum Teil werden die Kapillaren
von Perizyten umgeben, welche als undifferenzierte Mesenchymzellen einen hohen
Grad an funktioneller Transformationsfahigkeit aufweisen. Physiologisch gesehen
lasst die diunne Wandung der Kapillaren die Blutzellen und das Blutplasma
zusammen mit samtlichen Nahrstoffen und Stoffwechselprodukten in den
interstitiellen Raum Ubertreten.

Es werden drei Kapillartypen (Abb. 2.2) in Abh&ngigkeit zur Funktion verschiedener
Gewebe und Organe differenziert. Die haufigste auftretende Form der Kapillaren ist
die geschlossene Kapillare. Sie weist eine dicke geschlossene Endothelzellschicht

mit intakter Basalmembran auf. Der transepitheliale Stoffaustausch ist bei diesem
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Kapillartyp erschwert, wie z. B. in den Gehirn- und Muskelkapillaren. In anderen
Organen und Geweben ist die Endothelauskleidung der Kapillaren dinner und
unvollstandig, da sie in grofRer Zahl intrazellulare Poren, die so genannten
Fenestrationen, besitzen. Diese mit einem feinen Diaphragma versehen siebartigen
Offnungen haben einen Durchmesser von 70 bis 100 nm und werden als gefensterte
Kapillare bezeichnet. Sie treten z. B. im Kapillarnetz des Magen-Darm-Traktes auf.
Eine dritte Form von Kapillaren ermdglicht einen beschleunigten Stoffaustausch
aufgrund eines lockeren Endothelverbandes mit interzellularen Spalten und einer
zumeist unterbrochenen oder ganz fehlenden Basalmembran. Diese offenen
Kapillaren mit diskontinuierlichem Endothel werden auch als sinusoide Kapillaren

charakterisiert und treten beispielsweise in Leber, Milz und Knochenmark auf*® .

Abb. 2.2: Die Zeichnungen A — C zeigen den schematischen Aufbau von KapillargefalRen
(Quelle: Liebich H.-G. Funktionelle Histologie der Hausséugetiere und Voégel. 5. Auflage,
Stuttgart, New York: Schattauer 2009; mit freundlicher Genehmigung des Schattauer

Verlags)™.

2.1.3 Venen und Venolen

Die Venen fuhren das sauerstoffarme Blut wieder zurtick zum Herz und werden
zusammen mit den Venolen dem Niederdrucksystem zugeordnet. Funktionell dient
das ventse System auf3erdem der Blutspeicherung. Nahezu 85 % des gesamten
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Blutvolumens zirkuliert im Niederdrucksystem. Dies wird durch eine im Vergleich zum
arteriellen System vielfach groRere passive Dehnungsfahigkeit (Compliance) der
GefalRwand infolge einer Blutvolumenzunahme ermdglicht. Die Muskelzellschicht der
Tunica media ist dunnwandiger und starker mit kollagenen und elastischen Fasern
durchsetzt. Die Tunica externa stellt ein bindegewebiges Netz zum Nachbargewebe
her. Insbesondere im Bereich der Skelettmuskulatur unterstitzt die Muskel-
kontraktion das Niederdrucksystem aktiv beim Rucktransport des Blutes. Als
Besonderheit der Venen sind die von der Tunica interna ausgebildeten
Venenklappen zu erwahnen. Sie sind in regelméafRigen Abstanden angeordnet und

verhindern eine Stromungsumkehr des Blutflusses*®™**.

2.2 Entwicklung von Blutgefal3en

Die neue Ausbildung von BlutgefalR3en ist bei einer Vielzahl von physiologischen und
pathologischen Prozessen, wie beispielsweise der Embryogenese, dem weiblichen
Reproduktionszyklus, der Wundheilung, dem Tumorwachstum und der Tumor-
metastasierung sowie der Revaskularisation ischamischer Gewebe, von essentieller
Bedeutung. Die Gefal3bildung lauft nach verschiedenen Mechanismen ab, weshalb
drei unterschiedliche Typen des Gefallwachstums differenziert werden:

Vaskulogenese, Angiogenese und Arteriogenese™.

2.2.1 Vaskulogenese

Der Terminus Vaskulogenese beschreibt die de novo-Entstehung eines primitiven
Gefal3plexus wahrend der Embryogenese. Hierbei differenzieren sich zun&chst
Mesenchymzellen des Dottersacks in so genannte Hamangioblasten, die sich zu
Zellaggregaten, den Blutinseln, zusammenlagern (Abb. 2.3.A - D). Die innere
Zellpopulation dieser Blutinseln  entwickelt sich zu hamatopoietischen
Vorlauferzellen, wobei sich die Zellen der Randregion zu endothelialen Progenitor-
zellen (EPCs), die man auch als Angioblasten bezeichnet, differenzieren> *°. Die
Fusion der einzelnen Blutinseln fuhrt schliel3lich zur Differenzierung der Angioblasten
unter Einwirkung verschiedener Wachstumsfaktoren, wie vascular endothelial growth
factor (VEGF), granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF), basic
fibroblast growth factor (bFGF) und insulin-like growth factor-1 (IGF-1), zu
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Endothelzellen, welche flr das Auswachsen des primitiven vaskularen Netzwerks
d17, 18.

verantwortlich sin

Abb. 2.3.A

Bildung des Mesoderms.

Abb. 2.3.B

Differenzierung  von  Blutinseln,
bestehend aus Angioblasten und
haematopoietischen

Vorlauferzellen.

Abb. 2.3.C

Fusion der Blutzellen und
Differenzierung der Angioblasten zu
Endothelzellen.

Abb. 2.3.D
Entstehung des primaren Gefal3-

plexus.

Abb. 2.3.A - D: Schematische Darstellung der Vaskulogenese®.
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In Anlehnung an diesen wahrend des Embryonalwachstums ablaufenden Prozess
benennen einige Forschergruppen die Differenzierung von CD34-positiven,
endothelialen Progenitorzellen zu Endothelzellen und die mdgliche Entstehung neuer

GefaRe infolge einer arteriellen Stenose als Neovaskulogenese?.

2.2.2 Angiogenese

Im Gegensatz zur Vaskulogenese, die nur wéahrend der Embryonalentwicklung
ablauft, kann die Angiogenese auch im adulten Organismus beobachtet werden. Die
der Vaskulogenese anschlieBenden Wachstums- und Differenzierungsprozesse,
welche zur Ausreifung des Gefal3systems fuhren, werden als Angiogenese
bezeichnet. Hierbei kommt es ausgehend von bestehenden BlutgeféalRen zur
Neubildung von Kapillaren®. Dieser Prozess ist durch endotheliale Zellmigration und
Proliferation gekennzeichnet'®.

Die Bezeichnung ,Angiogenese” wurde erstmals im Jahr 1935 von Hertig
aufgegriffen, als er die Bildung neuer BlutgefaRe in der Plazenta beschrieb®. 1971
erweiterte Folkmann den Begriff im Zusammenhang mit der Vaskularisation solider
Tumore®. Der heutige Wissenstand zeigt, dass die Angiogenese nicht mehr nur ein
Prozess ist, der sich der Vaskulogenese in der embryonalen Entwicklung anschlief3t,
sondern auch im adulten Organismus unter physiologischen und pathologischen
Bedingungen auftritt, z. B. wahrend der Follikulogenese, der Wundheilung, der
Tumorentstehung und Tumormetastasierung, der Bildung von Retinopathien und der

rheumatischen Arthritis>> 24,

Der Angiogenese liegen zwei unterschiedliche Entwicklungswege zur Bildung neuer
Blutgefalle zugrunde. Die Kapillaren kdénnen entweder aus schon bestehenden
GefalRen auswachsen, was auch als Sprossung (engl.: ,Sprouting®) bezeichnet wird,
oder neue Gefalle entwickeln sich durch eine langsgerichtete Einstllpung der
Gefallwande, so dass aus einem Gefal} zwei neue entstehen. Dieser Vorgang wird

Intussuszeption genannt.

2.2.2.1 Einflisse und Mechanismen der Angiogenese

Der initiale Impuls fur die Angiogenese wird durch eine Gewebehypoxie eingeleitet.

Die Hypoxie kann durch unzureichende Sauerstoffanreicherung des Blutes bei Herz-
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oder Lungenversagen, durch einen GefalRverschluss oder aber eine neoplastische
Veranderung mit einer daraus resultierenden Ischamie zustande kommen®. Ebenso
kann eine erhohte Kapillarpermeabilitat bei entzindungsprozessen und
immunologischen Reaktionen zur Ausbildung eines entziindlichen Odems fiihren,
welches eine Hypoxie des umliegenden Gewebes hervorruft.

Das hypoxische Gewebe reagiert mit der Induktion verschiedener Mediatoren, um
die Hypoxie zu kompensieren. Ein bekannter Mediator ist der Transkriptionsfaktor
hypoxia inducible factor-1 (HIF-1), ein heterodimeres Protein, welches aus einer HIF-
la und einer HIF-1B Untereinheit besteht. Die HIF-1B Untereinheit ist immer préasent,
wahrend die Expression des HIF-1a von der intrazellularen Sauerstoffkonzentration
kontrolliert wird.

HIF-1 aktiviert die Transkription verschiedener Gene, wie z. B. die des Erythropoietin,
von Glukosetransportern, glykolytischen Enzymen, VEGF, das den starksten
angiogenen Faktor darstellt, und weiteren Genen, deren Produkte an verschiedenen
Prozessen zur Verbesserung der Sauerstoffversorgung beteiligt sind®’.

Die durch die Hypoxie aktivierten Endothelzellen reagieren mit der Freisetzung von
Stickstoffmonoxid (NO), was eine Vasodilatation zur Folge hat. Zugleich wird die
Expression von VEGF hochreguliert, welches wiederum die Gefa3permeabilitat, die
Leukozytenadhasion sowie die Freisetzung von Metalloproteinasen und
endothelialen Vorlauferzellen erh6ht?®. Studien haben gezeigt, dass VEGF wiederum
die endotheliale Stickoxidsynthetase (eNOS) triggert und somit die weitere NO-
Freisetzung fordert'’. Hierbei binden VEGF-A, -B und -C an ihre spezifischen
Rezeptoren VEGFR-1, VEGFR-2 und VEGFR-3. VEGFR-1 spielt vor allem bei der
endothelialen Permeabilitat und der Zellmigration eine wichtige Rolle, wahrend
VEGFR-2 von Endothelzellen und deren Progenitorzellen exprimiert wird und somit
fur deren Uberleben, Proliferation und Differenzierung verantwortlich ist*®. VEGFR-3
wird wahrend der embryonalen Entwicklung in starkerem Mal3e exprimiert und dient
damit der Neugestaltung von GefaRen und der Angiogenese'’.

Auch Angiopoietine und deren Rezeptoren werden Uber Hypoxie reguliert. Die
Angiopoietine sind spezifische Liganden der endothelspezifischen Tyrosinkinase Tie-
2. Angiopoietin-1 (Ang-1) spielt eine wichtige Rolle bezlglich des Aufbaus von neu
gebildeten GefalRen und der Aufrechterhaltung der Gefal¥funktionalitat, indem es der
durch VEGF erhdhten Gefal3permeabilitat entgegenwirkt und die Gefal3strukturen

16, 30

festigt , wahrend unter dem Einfluss von Angiopoietin-2 (Ang-2) als naturlichem
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Antagonisten von Ang-1 die endotheliale Sprossung weiter angetrieben wird. Ang-2
beteiligt sich an der Ablésung von glatten Muskelzellen und der Auflockerung der
Extrazellularmatrix, um so die endotheliale Zellmigration zu férdern und die inter-
endothelialen Zellkontakte zu erleichtern.

Der Abbau der Extrazellularmatrix dient nicht nur der Zellmigration, sondern auch der
Freisetzung von Wachstumsfaktoren — wie z. B. bFGF, VEGF und insulin-like growth
factor-1 (IGF-1), welche ansonsten innerhalb der Matrix gebunden bleiben wirden.
Uber 20 Matrix-Metalloproteinasen beteiligen sich an der Auflésung der
interzellularen Strukturen.

Schliel3lich fuhren alle diese Mediatoren in einem komplexen Zusammenspiel zur
Migration der Endothelzellen in die Extrazellularmatrix, wo sie sich zu soliden
Strangen verbinden. Durch weiteres Einlagern und Ausdinnen von Endothelzellen
sowie der Fusion benachbarter GefalR3e bilden die Endothelstrange ein Lumen aus

und wachsen in Lange und Durchmesser heran'® '

2.2.3 Arteriogenese

Die Arteriogenese unterscheidet sich grundlegend von den ersten beiden Formen
der GefaRentwicklung. Hierbei kommt es durch Zellproliferation und Um-
strukturierung zum Auswachsen praformierter Gefal3e, welche als so genannte
KollateralgefaRe zwischen dem arteriellen Geflecht angelegt sind. Diese arterio-
arteriolaren Anastomosen haben bei Mausen einen Durchmesser von ca. 35 um und
bestehen aus Endothelzellen, der Membrana elastica interna und ein bis zwei Lagen
von glatten Muskelzellen®!,

Unter physiologischen Bedingungen nehmen diese Gefal3e ausschlief3lich Einfluss
auf die kapillaren Perfusionsverhaltnisse. Kommt es jedoch zu einer chronischen
oder akuten Okklusion einer Hauptarterie, besitzen die Kollateralen die Mdglichkeit,

in Lange und Durchmesser auszuwachsen und fungieren so als natiirlicher Bypass?>.

2.23.1 Einfluss physikalischer Krafte auf die Arteriogenese

Treibende Kraft der Arteriogenese ist nicht wie bei der Angiogenese die Hypoxie,
vielmehr spielt die veradnderte Schubspannung (fluid shear stress = FSS) eine
entscheidende Rolle. Schon seit vielen Jahren ist bekannt, dass verdnderte

Druckverhéltnisse entweder zu einer Regression oder aber zum Wachstum eines
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Gefalles fuhren. Verantwortlich hierfur sind longitudinale, circumferente und radiale
Druckveranderungen der GefaRwandung®.

Die totale oder subtotale Okklusion einer Hauptarterie fuhrt zu einem Blutdruckabfall
im poststenotischen Bereich. In Folge dessen kommt es zu einer Umverteilung des
Blutflusses entlang eines Druckgradienten Uber praexistente KollateralgefalRe. Die
hierdurch plétzlich erhéhte Durchblutung sowie die erhdhte Schubspannung flhren
zur Aktivierung des Endothels und zur Freisetzung von Wachstumsfaktoren.

Mit Hilfe der Gleichung zur Berechnung von Newtonischen Flussigkeiten kann die

4

3

Schubspannung berechnet werden: t =

Die Gleichung enthalt die Blutviskositat n und den inneren Gefal3durchmesser R.

Eine Zunahme des Blutflusses Q resultiert direkt in einer erhdhten Schub-

spannung®?.

2.2.3.2 Molekulare und zellulare Effekte der erhéhten Schubspannung

Die Aktivierung des Endothels wird durch eine erhéhte Schubspannung infolge einer
Gefalistenose ausgeldst. Dies fuhrt zur Hochregulation verschiedenster Gene, die
die Arteriogenese beeinflussen, auch wenn nicht alle diese Gene wahrend dieses
Prozesses eine Schlusselrolle einnehmen. Als erstes reagieren die Endothelzellen
nach Zunahme der Schubspannung mit einer Zellschwellung. Diese wird durch die
Offnung von Chlorid-Kanalen, die das Zellvolumen regulieren, initialisiert und verleint
den Endothelzellen ein 6dematéses Aussehen®. Es wird vermutet, dass
verschiedene Integrine, die extrazellular an den Endothelzellen verankert sind, als
Sensoren die erhdohte Schubspannung messen. Dieses Signal wird anschlief3end
Uber das Zytoskelett in den Zellkern an ein shear stress responsive element (SSRE)
Ubermittelt. Diverse Gene beinhalten in ihrem Promotor ein SSRE. Kommt es zur
Zunahme der Schubspannung, bewirkt das SSRE im Promotor die
Transkriptionsaktivitat des jeweiligen Gens. Auf diese Weise wird die physikalische
Kraft in eine biochemische Reaktion umgewandelt** **. Ein SSRE wurde bisher im
Promotor 40 verschiedener Gene gefunden wie etwa in Egr-1, der endothelialen
Stickoxidsynthetase (eNOS), dem platelet derived growth factor-B (PDGF-B), dem
monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) und dem intercellular adhesion
molecule-1 (ICAM-1)* 33-3¢,
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In Bezug auf die Monozytenattraktion und -adhasion, die eine der wichtigsten
Funktionen in der Arteriogenese einnehmen, spielen MCP-1, ICAM-1 und 2 sowie die
vaskularen Adhasionsmolekile (VCAM) eine besondere Rolle. Unter physiologischen
Bedingungen befinden sich Monozyten und andere Leukozyten im Blutstrom in
inaktiviertem Zustand und damit nur mit einer sehr geringen Adhasionstendenz an
die Endothelzellwand. Der erste Kontakt zwischen Monozyten und dem
GefalRendothel wird als Rolling bezeichnet. Hierbei werden die Monozyten regelrecht
an der GefalBwand Uber die Bindung von Selektinen ausgebremst. Wie bereits oben
erwahnt, fuhrt die Zunahme der Schubspannung Uber ein SSRE zur Expression von
MCP-1 ausgehend von den aktivierten Endothelzellen. Sie transferieren MCP-1 an
die Endothelzelloberflache, wo es an Proteoglykane gebunden prasentiert wird.
MCP-1 nimmt als chemischer Lockstoff Einfluss auf die Rekrutierung von Monozyten
aus dem Blut, indem es an den CC-Chemokin-Rezeptor 2 (CCR2) von Monozyten
bindet und die Expression der Integrine LFA-1 und Mac-1 zusammen mit anderen
Wachstumsfaktoren wie VEGF, PIGF und TGF-B auf diesen stimuliert®” 8. Diese
Integrine gehoren zu den heterodimeren Proteinen, die aus einer variablen a-Kette
und einer nichtvariablen B-Kette bestehen. Das LFA-1 Integrin ist aus einer a-
Untereinheit (CD1l1la) und einer B,-Untereinheit (CD18) aufgebaut, das Mac-1
Integrin  hingegen besteht aus einer ay-Untereinheit (CD11b) und einer .-
Untereinheit (CD18). Dabei prasentiert die B.-Untereinheit den leukozyten-
spezifischen Teil der Integrine. Die bevorzugten korrespondierenden Adhé&sions-
molekile sind ICAM-1 und 2 sowie VCAM-1, die ebenfalls von den aktivierten
Endothelzellen exprimiert werden. ICAM-1 wird zudem auch auf glatten Muskelzellen
exprimiert. Schlie8lich fuhrt die Bindung von Mac-1 und LFA-1 an diese
korrespondierenden Bindungspartner zu einer adaquaten Adhasion der Monozyten

an die Endothelzellwvand und initieren die nachfolgende Transmigration® 3. |

n
verschiedenen Studien konnte nachgewiesen werden, dass die Deletion von MCP-1
oder von CCR2 zu einer nicht ausreichenden Arteriogenese in Folge beeintrachtigter
Monozyteninvasion fuhrt. Dies demonstriert die besondere Bedeutung des MCP-1-
CCR2 Signalwegs fir die Rekrutierung von Monozyten und das Wachstum von

KollateralgefaRen*® **,

Egr-1 ist ein nuklearer Transkriptionsfaktor, der zur Gruppe der Zink-Fingerproteine

gehdort und sich hierliber an der Migration und Proliferation von glatten Muskelzellen
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beteiligt. Die Egr-1-Expression wird von arteriolaren Endothelzellen und glatten
Muskelzellen wahrend der frihen Phase der Arteriogenese hochreguliert, weshalb
das Protein eines der initialen Faktoren des KollateralgefaRwachstums darstellt. Die
Transkriptionsaktivitat von Egr-1 ist verantwortlich fur die Induktion verschiedener
Wachstumsfaktoren, wie transforming growth factor-3 (TGF-3) und PDGF-A sowie
Gewebethromboplastin (tissue factor, TF), das zur extrinsischen Gerinnung

zahlt>® #2,

PDGF wird in funf Isoformen differenziert. Sie rekrutieren Perizyten und induzieren
die Proliferation und die Migration von glatten Muskelzellen durch die Stimulation
inflammatorischer Mediatoren und anderen Wachstumsfaktoren, welche dann in

autokriner Form ihre Wirkung ausiiben®® %,

22321 Wirkung der endothelialen Stickoxidsynthetase (eNOS) auf das
Gefallsystem

Die endotheliale Stickoxidsynthetase ist in den Endothelzellen der Gefal3e lokalisiert
und sowohl an der Angiogenese als auch an der Arteriogenese beteiligt.

Der Gefal3tonus wird maldgeblich mit Hilfe einer konstitutiven endothelialen
Sezernierung von NO den entsprechenden Blutdruckbedirfnissen des Organismus
angepasst. Hierbei greift NO regulatorisch in die Gefal3dilatation ein und schitzt das
GefalRendothel vor Thrombozytenaggregation sowie Leukozytenadhasion.

Die endotheliale Stickoxidsynthetase (eNOS) ist fur die Bildung von NO
verantwortlich. Aktiviert wird die eNOS durch veranderten FSS, welcher Uber die
Aktivierung der Serinkinase Akt und der Proteinkinase A eine Serinphosphorylierung
einleitet, die zur NO-Synthese fuhrt** 4. Die Produktion von NO basiert auf der
Umsetzung von L-Arginin zu L-Citrullin durch die eNOS. Schlief3lich diffundiert das im
Endothel gebildete NO in die glatte Muskelzellschicht, wo es die Guanylatcyclase
aktiviert. In einem weiteren Schritt, wandelt die Guanylatcyclase GTP zu cGMP um,
welches schlieBlich die Vasoldilatation durch eine Reduktion der intrazellularen
Calciumkonzentration einleitet®.

Das Stickoxid nimmt eine wichtige Rolle in der Angiogenese ein und wird auch in
Bezug auf das KollateralgefaBwachstum kontrovers diskutiert. Die Angiogenese
betreffend leitet die eNOS primar die erforderliche Vasodilatation ein und fuhrt zur

Proliferation und Migration von Endothelzellen*. Hierbei nimmt die eNOS zusammen
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mit HIF-1 eine SchlUsselrolle ein, da beide an der Induktion von VEGF beteiligt sind.
Die eNOS wirkt indirekt, indem sie die Aktivitat der Proteinkinase C reduziert und so
VEGF hochreguliert. Gleichzeitig triggert die Expression von VEGF wiederum die
Freisetzung von NO. VEGF ist somit einer der wichtigsten Wachstumsfaktoren
sowohl bei der physiologischen als auch bei der pathologischen Angiogenese und
spielt bei der endothelialen Permeabilitét, der Zellmigration sowie der Proliferation
und Differenzierung von Endothelzellen eine wichtige Rolle*’.

Wahrend der Arteriogenese kommt es initial durch die Zunahme der Schubspannung
nach eingetretenem GefalRverschluss zur Hochregulation der eNOS und einer damit
verbundenen zunehmenden NO-Freisetzung, die eine Vasodilatation hervorruft und
den GefalRwiderstand sowohl in den Kollateralarterien als auch in den Gefal3en im
ischamischen Gebiet reduziert. Im weiteren Verlauf der Arteriogenese kommt es zur
Expression von diversen Adh&asionsmolekilen, zur Aktivierung von Matrix-
Metalloproteinasen und zur Proliferation von glatten Muskelzellen®® “3. Beide
Prozesse sind elementar flr die Arteriogenese, werden aber durch den Einfluss von
NO minimiert. NO inhibiert die Proliferation der glatten Muskelzellen, indem es die
cyclinabhangige Kinase 2 hemmt. Sie ist fur den Ablauf des Zellzyklus
verantwortlich®® sowie fiir die Migration von glatten Muskelzellen, infolge reduzierter
Aktivitat von MMP-2 und MMP-9%. AuRerdem verhindert NO die Expression von
MCP-1, so dass keine Bindung von Monozyten an die Endothelzellen méglich ist™.
Diese Fakten lieBen die Frage aufkommen, welche Rolle die eNOS nun tatséchlich in
der Arteriogenese einnimmt. Mees et al.>* untersuchten hierzu einen eNOS-
Uberexprimierenden Mausstamm im Vergleich zu einem eNOS-defizienten
Mausstamm und einem Wildtypmausstamm. In der Studie konnte belegt werden,
dass der eNOS-Uberexprimierende Mausstamm ausschlief3lich bei der unmittelbar
postoperativen Messung eine signifikant verbesserte Durchblutung in der distalen
GliedmaflRe und eine signifikant bessere Sauerstoffsattigung zeigte. Mit diesen
Ergebnissen konnte bereits die Schlussfolgerung gezogen werden, dass die eNOS-
Uberexpression initial eine signifikante Vasodilatation hervorgerufen hat, jedoch ohne
positiven Einfluss auf die folgenden arteriogenen Prozesse Uber 21 Tage bleibt. Dies
konnte ebenfalls anhand der eNOS-defizienten Mause belegt werden. Die Blutfluss-
messungen zeigte konstant tUber 21 Tage eine stark beeintrachtigte Durchblutung
und eine deutlich reduzierte Sauerstoffsattigung. Um den Effekt der Vasokonstriktion

in den eNOS-defizienten Tieren zu umgehen, wurde diesen in einer weiteren
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Versuchsreihe der NO-Donor SNAP (S-Nitroso-N-Acetylpenecillamin) intraperitoneal
appliziert. Dieser NO-Donor fuhrte zu einer ausgepragten Vasodilatation mit einer
Zunahme der Durchblutung in den eNOS-defizienten Tieren. Das Ergebnis belegte,
dass die eNOS-defizienten Tiere ein entsprechend gutes Wachstum der
KollateralgefaRe aufweisen wie auch die Wildtyp-Gruppe, jedoch nicht zur
entsprechenden Vasodilatation dieser, aufgrund der beeintrachtigten NO-Produktion,
befahigt sind. SchlieBlich zeigte die morphometrische Auswertung in allen drei
Gruppen keine Differenz im Gefal3durchmesser, jedoch eine signifikant geringer
ausgepragte Wanddicke in den eNOS-Uberexprimierten Tieren — ein Beweis fur die
verminderte Proliferation von glatten Muskelzellen unter dem Einfluss von NO>'.
Auch in einer eigenen bisher unverdffentlichen Studie wurde die Uberexpression der
eNOS mittels Gentransfer Uberpruft. Hierzu wurde die eNOS an einen adenoviralen
Vektor gebunden und intramuskuléar im Bereich der praformierten Kollateralgefal3e
injiziert. Die so provozierte Uberexpression der eNOS nahm dabei jedoch — wie von
Mees at al. °* bereits veréffentlicht — keinen positiven Einfluss auf den Prozess der
Arteriogenese.

Den Ergebnissen von Mees et al.>*

und den eigenen bisher nicht veréffentlichten
Befunden stehen Untersuchungen verschiedener Arbeitsgruppen gegeniber, die in
Folge einer Hochregulation der eNOS in KollateralgefaRen und in ischamischen
Gebieten eine positive Entwicklung der Arteriogenese haben dokumentieren
kdnnen®? >3, Brevetti et al. ** induzierten eine schwere Ischamie durch Okklusion der
Arteria iliaca externa. Nach zehntagiger Ischamie wurde eNOS intravasal mit Hilfe
eines adenoviralen Genkonstrukts Uberexprimiert. Zur Kontrolle diente ein
Adenovirus ohne Transgen und die Salzlosung PBS. Die intravasale Infektion von
eNOS resultierte in einem vierfach hoheren Blutfluss im Vergleich zu der mit
Kontrollvirus- bzw. mit PBS-behandelter Gruppe. Die angiografische Auswertung der
eNOS-infizierten Tiere zeigte eine Zunahme der KollateralgefaRanzahl und deren
Durchmesser. Die Kapillardichte wies keinen signifikanten Unterschied zur

Kontrollgruppe auf®*.

1 4
1.5 1.5

Betrachtet man die Erkenntnisse von Mees et al.”” und Brevetti et al.”" im Kontext,
geben sie Aufschluss tber die unterschiedlichen pathophysiologischen Prozesse und
deren molekularen Ablaufe in verschiedenen Erkrankungen. So zeigen sie, dass der
Einfluss von NO bei einem Gefaldverschluss ohne ausgepragte Ischamie durch die

direkte Umleitung des Blutflusses in praformierte Kollateralen keine Bedeutung fur
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die arteriogenen Ablaufe aufweist, wahrend eine induzierte verstarkte Freisetzung
von NO bei schwerer Ischamie zu einer wesentlich verbesserten Reperfusion der
KollateralgefalRe fuhrt. Dies gibt einen Ansatz fur weitere Studien vor, in denen die
NO-Freisetzung in Folge von Hypertonie, Diabetes mellitus, Hyperlipidamie oder
durch den Genuss von Tabak beeintrachtigt ist und so eine dauerhafte
Vasokonstriktion hervorruft. Der Erfolg einer Reperfusion ist demnach komplex zu
sehen und scheint zumindest in Bezug auf die NO-Freisetzung individuelle
Entscheidungen zu fordern.

2.2.3.3 Inflammatorische Zellen stimulieren die Arteriogenese durch die

Freisetzung von Zytokinen

Durch die Aktivierung der Endothelzellen fihrt der erhdhte FSS indirekt zur Invasion
von Monozyten und anderen inflammatorischen Zellen, die eine grof3e Anzahl an
unterschiedlichen Zytokinen freisetzen. Monozyten, die nicht aus der Blutstrombahn
in die verschiedenen Gewebe bzw. Organe immigriert sind und dort zu residenten
Makrophagen werden, gehen in die Apoptose und werden eliminiert. Bei bestimmten
pathologischen Bedingungen jedoch, wie zum Beispiel inflammatorischen
Prozessen, werden Monozyten rekrutiert und deren Lebensdauer verlangert. Der
Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierende-Faktor (GM-CSF) ist zwar in
erster Linie fur die Proliferation, Differenzierung und Mobilisation inflammatorischer
Zellen aus dem Knochenmark verantwortlich, Untersuchungen haben aber gezeigt,
dass GM-CSF die Apoptoserate bei Monozyten verringern kann. Die Produktion und
Freisetzung von GM-CSF erfolgt durch Monozyten, Makrophagen und Fibroblasten.
AulRerdem wird dieses Zytokin zusammen mit ICAM-1 und MCP-1 von den durch
erhohten FSS aktivierten Endothelzellen sezerniert®” *°. Wie bereits oben erwéhnt,
binden die Monozyten mit ihren spezifischen Liganden LFA-1 und Mac-1 an die
endothelialen Oberflachenmolekile ICAM-1 und ICAM-2 und werden so durch das
Endothel in tiefere Abschnitte der GefaRwand geleitet. Im perivaskuléaren Bereich der
KollateralgefalRe (sonst nicht bzw. nur bei Atherosklerose) differenzieren sich die
Monozyten zu Makrophagen, die wiederum grof3e Mengen an Faktoren, wie MCP-1,
TNF-a, TGF-B und bFGF sowie abbauende Enzyme, wie Matrix-Metalloproteinasen
(MMPs), produzieren. Diese MMPs bauen durch ihre proteolytische Aktivitat die
Strukturen der GefalBwand ab und ermdglichen so weiteren Monozyten lber diese

geschaffenen Zwischenraume die Invasion. Aul3erdem wird so die Signaliibertragung
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in parakriner Form zwischen dem Endothel und den glatten Muskelzellen
weitergeleitet®* 3.

Mastzellen bilden in der Adventitia von wachsenden Kollateralgefal3en Zellaggregate
und kénnen bis zu sechs Wochen nachgewiesen werden®. Wie die Monozyten
stammen sie und ihre Vorlauferzellen aus dem Blutstrom und kénnen Uber die
Produktion von MMP9 ihre Zellmigration in die GefaBwand steuern. Hier stimulieren
sie durch die Freisetzung von Wachstumsfaktoren, wie FGF-2 und TGF-3, die
Proliferation glatter Muskelzellen. Indirekt nehmen die Mastzellen auch Einfluss auf
die Arteriogenese, indem sie chemotaktisch auf Monozyten einwirken und ihre
Differenzierung zu Makrophagen durch die Freisetzung inflammatorischer Zytokine,
wie MCP-1 und TNF-a, unterstitzen. Aul3erdem wirken sie durch die Produktion von
GM-CSF anti-apoptotisch auf Monozyten. Mastzellen kénnen aber auch einen
direkten Einfluss auf Monozyten/ Makrophagen austiben, indem sie bei diesen die
Freisetzung von Interleukinen induzieren, welche dann wiederum die Produktion von
MMPs aktivieren®?.

Auch Lymphozyten scheinen indirekt Uber die Rekrutierung von Monozyten einen
positiven Effekt auf die Arteriogenese auszuilben. So konnte die Gruppe von
Epstein®® in M&usen mit fehlendem CD4" T-Zell Antigen eine verminderte
Reperfusion nach Okklusion der Femoralarterie beobachten. Wurden diese Mause
mit isolierten CD4" T-Zellen behandelt, kam es zu einer Besserung des Blutflusses

und zu einer deutlich erhdhten Makrophagenakkumulation®®.

2.2.3.4 Einfluss weiterer Wachstumsfaktoren auf die Arteriogenese

In einer Vielzahl von Studien konnten eine Reihe von Wachstumsfaktoren identifiziert
werden, die beim Wachstum von Kollateralgefal3en beteiligt sind. Diese Faktoren
induzieren beispielsweise die Proliferation von Endothel- und glatten Muskelzellen,

oder sie wirken chemoattraktiv auf Leukozyten.

Vascular endothelial growth factor (VEGF)

VEGF gehort zu den best studierten angiogenen Faktoren. Er erhdht maf3geblich die
Zellpermeabilitat Gber die Phosphorylierung und Aktivierung der eNOS, stimuliert die
endotheliale Zellproliferation und -migration sowie die Mobilisierung endothelialer
Progenitorzellen aus dem Knochenmark'®. VEGF wirkt tiber die Bindung an seine
spezifischen Rezeptoren VEGFR-1 und VEGFR-2. In friheren Studien wurde
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gezeigt, dass beide Rezeptoren auf Endothelzellen und nur VEGFR-1 auf Monozyten
exprimiert werden®’. Neben VEGF konnte der VEGF-homologe placenta growth
factor (PIGF) als einziger spezifischer Ligand von VEGFR-1 identifiziert werden, was
zur Annahme fluhrte, dass vor allem dem PIGF eine Uber die Monozyten vermittelte
arteriogene Bedeutung zuzusprechen ist. Pipp et al.” haben nachgewiesen, dass die
Infusion von PIGF deutlich das KollateralgefalBwachstum steigert, wahrend die
Infusion von VEGF ohne Einfluss auf die Arteriogenese bleibt®’. Verantwortlich
hierfir ist die Bindung von VEGF an beide Rezeptoren VEGFR-1 und -2. Priméar
scheinen die VEGFR-2 zuerst von VEGF besetzt zu werden, so dass die Bindung
des VEGFR-1 nicht mehr zu einer ausreichenden Sattigung und damit verbundenen
arteriogenen Wirkung fiihrt®’. Ishida et al. wiesen in einer in vitro-Studie VEGFR-1
und VEGFR-2 in glatten Muskelzellen nach®. Die Applikation von VEGF zeigte eine
verstarkte Migration von glatten Muskelzellen, die durch die Infusion von PIGF noch
weiter gefordert wurde und zu einer starker ausgebildeten glatten
GefalRmuskelschicht der Kollateralen fithrte®” . Folglich werden die
unterschiedlichen Mechanismen der Arteriogenese bzw. der Angiogenese durch den
Wachstumsfaktor VEGF malf3geblich Uber seine Rezeptoren beeinflusst. Aufgrund
des spezifischen VEGFR-1-Liganden PIGF wirkt diese Verbindung durch erhdhte
endotheliale Adh&sion und Transmigration von Monozyten arteriogen, wahrend die
Bindung von VEGF an beide Rezeptoren VEGFR-1 und VEGFR-2 eine geringe
arteriogene — vielmehr eine angiogene Stimulierung — Uber die Sprossung von
Endothelzellen unterstiitzt. Pipp et al.>’ bewirkten erst durch eine deutlich héhere
VEGF-Applikation das gewinschte KollateralgefaBwachstum, was auf eine
entsprechend hohere Dosisabhéngigkeit des VEGF im Verhéltnis zum stimulierten
Kollateralwachstum unter dem Einsatz von MCP-1 oder PIGF hinweist. Hohere
Dosierungen bringen jedoch das Risiko von Nebenwirkungen mit sich, weshalb die
selektive Aktivierung des VEGFR-1 die bessere Methode in der arteriogene Therapie

Zu sein scheint®’.

Transforming growth factor-£1

Die Expression von TGF-B wird infolge einer erhohten Schubspannung auf
verschiedenen Zelltypen induziert. Vor allem TGF-B1 stimuliert indirekt Uber die
Induktion der Expression von MCP-1 die Monozytenchemotaxis. So konnte nach

intravasaler Infusion von TGF-B1 eine deutliche Zunahme der Monozytenintegrine
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und eine dadurch erhéhte Adhasion an die Endothelzellen beobachtet werden®. Der
Haupteffekt von TGF-B1 ist also monozytenmediiert, wobei auch noch andere
Zytokine und Faktoren, wie IL-1, TNF-a, b-FGF, PDGF und CARP aktiviert

werden3® 6061,

Fibroblast growth factor (FGF)

Die Familie der FGFs besteht aus 23 strukturell unterschiedlichen Polypeptiden, die
an vier verschiedene Tyrosin-Kinaserezeptoren binden®® 3, Eine besondere Aufgabe
Ubernehmen FGF-1 und FGF-2. Sie sind nicht nur an angiogenen, sondern auch an
arteriogenen Prozessen beteiligt sind. Die Arbeitsgruppe von Deindl et al.** konnte
im Kaninchenhinterlaufmodell in Northern-Blot-Analysen weder fur FGF-1 noch fur
FGF-2 eine Erhohung der mRNA-Konzentration verzeichnen, jedoch wurden die
korrespondierenden Rezeptoren von FGF-1 und FGF-2 verstarkt hochreguliert. Sie
zeigten einen deutlich positiven Einfluss auf die Arteriogenese. Primar wird FGFR-1
in der frihen Phase der Arteriogenese starker exprimiert. Nach immuno-
histochemischer Farbung konnte die Expression von FGFR-1 in arteriellen glatten
Muskelzellen des Musculus quadriceps detektiert werden. Auch auf Monozyten,
Fibroblasten und Perizyten wurden FGFR-1 nachgewiesen, was fir eine besondere
Rolle des FGFR-1 in der Signaltransduktion der Arterienwand wahrend der frihen
Phase der Arteriogenese spricht®®. Gleichzeitig besitzen Monozyten die Fahigkeit,
Wachstumsfaktoren wie FGF-2 freizusetzen®. In vitro Versuche haben gezeigt, dass
Monozyten, die selbst FGFR-1 exprimieren und mit FGF-2 behandelt wurden, eine
deutlich héhere Expression der Integrine Mac-1 und LFA-1 zeigten als unter dem
Einfluss von MCP-1. Initial werden FGF-1 und FGF-2 wahrend der adaptiven
Arteriogenese nach Einwirkung der hamodynamischen Kréafte von den Gefalizellen
sezerniert, wirken aktivierend und chemoattraktiv auf Monozyten, welche dann
wiederum FGFs freisetzen und so das KollateralgefaRwachstum unterstiitzen. Die
Arteriogenese wird demnach von FGFs in parakriner Art und Weise geférdert®.

Auch wenn FGF-1 und FGF-2 an angiogenen und arteriogenen Prozessen beteiligt
sind, konnte ihnen hierbei bisher noch keine Schlusselrolle zugewiesen werden. Die
Untersuchungsergebnisse mit FGF-2 Uberexprimierenden und FGF-2 knockout
Mausen lie3en keine eindeutigen Schlisse zu. So entwickelten trangsgene Mause
mit FGF-2-Uberexpression keine GefaRdefekte, jedoch zeigten sie eine

Chondrodysplasie und eine erhthte Bereitschaft zur Angiogenese, sofern weitere
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angiogene Substanzen =zur Verfligung standen. Im Herzen fihrte eine
Uberexpression von FGF-2 durch Einsatz des Rous Sarcoma Virus Promotors zu
einer 20 %igen Zunahme der Kapillardichte und zu einer bis zu 45 %igen
Uberlebensrate geschadigter cardialer Myozyten. In FGF-2 knockout Mausen kam es
dagegen nur zu milden Gefal3defekten, die zu einer verzogerten Wundheilung, einer
verminderten Kontraktilitdt von vaskularen glatten Muskelzellen und einer reduzierten
Durchbutungsrate sowie zu einer Thrombozytose fiihrten. Diese milden
Dysfunktionen wirkten sich nicht weiter auf die Lebensfahigkeit und Fertilitdt der
Tiere aus. Auch phéanotypisch waren die knockout Mause nicht von Wildtypmausen
zu unterscheiden. In FGF-1 knockout Mausen konnten keine Abnormalitaten
beobachtet werden. Die Untersuchung von FGF-1 und FGF-2 doppel-knockout
Mausen zeigten die gleichen phanotypischen Defekte, wie sie bereits bei FGF-2
defizienten Tieren beschrieben wurden. Es wird vermutet, dass weitere FGFs das
Fehlen von FGF-1 und FGF-2 kompensieren oder aber dass die FGFs nur eine

untergeordnete Rolle unter physiologischen Bedingungen einnehmen®.

2.2.35 Umbau (Remodeling) der Kollateralgefalie

Bereits 24 Stunden nach GefalRokklusion tritt die Proliferation verschiedener
Gefalizellen in Kraft. Der Hohepunkt der morphologischen Veranderung wird nach
drei bis sieben Tagen erreicht. Bis zur dritten Woche post okklusionem kann eine
mitogene Aktivitdt der Gefalizellen beobachtet werden, jedoch in deutlich
schwécherer Form als wahrend der Tage drei bis sieben®. Die Wachstumsprozesse
der Kollateralgefal3e betreffen vor allem die glatten Muskelzellen, Endothelzellen, die
Adventitia und Fibroblasten und werden durch die Freisetzung von
Wachstumsfaktoren, ausgehend von der Matrix und den Monozyten, stimuliert.

Die verstarkte Zellmitose verlauft parallel zur morphologischen Veradnderung der
glatten Muskelzellen. Sie zeigen eine Zunahme des rauen endoplasmatischen
Retikulums und eine hohere Anzahl an freien Ribosomen, ein Hinweis fir die
Transformation von der kontraktilen in die proliferative Phase. Letzteres zeigt sich in
einer Degeneration der Aktin-Filamente. Hierbei sind Matrix-Metallo-Proteinasen
(MMPs) beteiligt®®. Monozyten und Makrophagen kénnen verschiedene MMPs
exprimieren. Die lokale Stimulation der Arteriogenese mit MCP-1 fuhrt zu einer
gesteigerten Expression und Aktivitat von MMP-1, MMP-2, MMP-3 und MMP-9%". Die

erhohte Expression von MMPs fuhrt zum Abbau der Extrazellularmatrix und der dem
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Gefal3 benachbarten Skelettmuskulatur, um so Platz zum Wachstum der
KollateralgefalRe zu schaffen®.

Die Prolifarations- und Umbauprozesse kommen schlief3lich durch die sukzessive
Zunahme des GefalRdurchmessers zum Abschluss. Initial fuhrt der erhéhte FSS zu
einem herabgesetzten Spannungseinfluss der Gefaldwand infolge der Dehnung und
Dickenabnahme der Wandung. Dieser erhdht den zirkularen Wandstress der glatten
Muskelzellen und stimuliert auf diese Weise deren Proliferation. Nimmt der
Gefaldradius wahrend der Umbauprozesse nun langsam zu, reduziert sich der

zirkulare Wandstress und das KollateralgefaBwachstum limitiert sich selbst®* 38,

2.3 Cardiac Ankyrin Repeat Protein (CARP)

CARP wurde erstmals 1995 als ein zytokininduzierter Transkriptions-Kofaktor in
humanen Endothelzellen identifiziert®®. Es gehért zur Familie der Ankyrine, welche
fur die Bindung und Organisation von vielen integralen Membran- und
zytoplasmatischen Proteinen verantwortlich sind. Die CARP-cDNA des Kaninchens
hat eine Molekilmasse von 36 kDa und besteht aus einer so genannten PEST-
ahnlichen Sequenz, welche zum Ziel hat, am Protein einen schnellen Abbau
einzuleiten. Die bestehenden vier ,Ankyrin Repeats® (Ankyrin-Wiederholungen)
beteiligen sich zum einen an Protein-Protein-Interaktionen, und zum anderen
erkennen diese Sequenzen zellkernlokalisierte Signale und fungieren so als
Transkriptions-Kofaktor. Eine direkte Bindung des CARP an die DNA findet jedoch
nicht statt®®. Das CARP-Gen umfasst insgesamt neun Exons. Die Ankyrin Repeats
sind auf den Exons 5, 6, 7 und 8 kodiert, wobei das Genprodukt jeweils aus 33
Aminosauren besteht.

CARP ist als frihes Protein an der embryonalen und fetalen Differenzierung des
Herzmuskels beteiligt. Erstmals wurde CARP wahrend der kardiogenen Myogenese
als Transkriptions-Kofaktor von YB-1 identifiziert, der Gber die Bindung an die HF-1a
Region von HF-1 fir die Aktivierung der fur die leichte Myosinkette kodierenden
Gene verantwortlich ist. Postnatal fiihrt die Uberexpression von CARP zu einer
Hemmung von Troponin C und dem atrialen natriuretischen Peptid. Das bedeutet,
dass CARP auch als Transkriptions-Korepressor fungiert’ "3,

An insuffizienten Hundeherzen wurde CARP aus der Ventrikelmuskulatur isoliert’. In
humanen Herzen war CARP infolge einer Dilatation oder ischamischen

Kardiomyopathie deutlich bei einer Linksherzinsuffizienz erhéht”. SchlieBlich konnte
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CARP als Marker fiir eine Herzhypertrophie definiert werden™®. An der Entwicklung
der Herzhypertrophie sind verschiedene Gene beteiligt, unter anderem Egr-1,
welches wahrscheinlich durch eine Hochregulation von CARP in seiner Expression
und Aktivitat beeinflusst wird. Die Aktivierung von CARP selbst erfolgt tGber das
herzspezifische Homeobox-Gen Nkx2.5, welches mit dem Zink-Finger-
Transkriptionsfaktor GATA4 interagiert und den Maus-CARP-Promotor Uber das
proximale GATA cis-Element aktiviert. GATA4 aktiviert im Herzmuskel nach a-
adrenerger Stimulation auRerdem Endothelin-1 und brain natriuretic peptide (BNP),
was vermuten lasst, dass die CARP-Aktivitat durch die GATA-Faktoren nach a-
adrenerger Stimulation direkt beeinflusst wird"%.

An kultivierten Herzmyozyten konnte festgestellt werden, dass der CARP-Promotor
durch die Proteinkinase p38 aktiviert wird. Diese Proteinkinase gehdrt einem
Signalweg an, der an verschiedenen Hypertrophien beteiligt ist, und beinhaltet eine
a-adrenerge Signalgebung’®. Immunhistochemisch konnte CARP sowohl im Zytosol
als auch im Nukleus von Endothelzellen und glatten Muskelzellen detektiert werden,
wahrend der Nachweis in Skelettmuskelzellen nur im Nukleus erfolgte®.

In einer Studie von Boengler et al.®® wurde beobachtet, dass das CARP nach
Uberexpression im Zytosol von cos-1 Zellen in den Zellkern wanderte, worauf
anschlieBend eine Induktion der Expression des Zink-Fingerproteins Egr-1
verzeichnet werden konnte. In in vitro Untersuchungen wurde nach Einfluss der
Schubspannung — dem Hauptstimulus der Arteriogenese — sowohl die CARP-mRNA
als auch die Egr-1-mRNA hochreguliert. Im Maushinterlaufmodell fuhrt der FSS zu
einer Induktion des Egr-1 Uber ein SSRE, welches direkten Einfluss auf die
Expression von TGF-B1 und bFGF ausibt und somit am Prozess der Arteriogenese
malfdgeblich beteiligt ist. Au3erdem bindet Egr-1 an den Promotor des urokinase-
Plasminogenaktivators (u-PA), welcher in die Infiltration von Monozyten involviert ist.
In einem weiteren Versuch von Boengler et al. fihrte die Infusion von TGF-B1 im
Kaninchenmodell zu einer Zunahme der CARP-mRNA®°. Das weist darauf hin, dass
CARRP als Zielgen von TGF-B1 wahrend der frihen Arteriogenese in Erscheinung tritt.
Die in vitro Untersuchung mit c2/c2 Zellen zeigte, dass TGF-B1 die Induktion des
CARP uber SMAD-Proteine, die an den CARP-Promotor binden, und uber die
stressabhangige mitogenaktivierte Proteinkinase p38 eingeleitet wird® "°. Diese
Untersuchungsergebnisse lassen vermuten, dass TGF-B1 und Egr-1 nach Zunahme

der Schubspannung deutlich starker exprimiert werden. Die Freisetzung von Egr-1
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nimmt wiederum direkten Einfluss auf die Expression von TGF-B1, das wiederum
CARP hochreguliert. Auf diese Weise wird ein positives Feedback in Gang gesetzt.
CARRP ist somit aktiv an der Initiation und Regulation des Kollateralgefa3wachstums
beteiligt.

SMAD-Proteine tlbernehmen nach Induktion durch TGF-B1 die Signaltibertragung an
den CARP-Promotor. Initial kommt es zur Phosphorylierung von SMAD2 und
SMADZ3. Diese bilden ein Heteromer mit SMADA4. Dieses Konstrukt tritt schlie3lich in
den Zellkern tber und aktiviert die Gentranskription. SMAD6 und SMAD7 hemmen

.”® untersuchten, welches der SMAD-Proteine fiir die

dagegen TGF-B1. Kanai et a
Aktivierung des CARP-Promotors verantwortlich ist. Sie fanden heraus, dass SMAD3
an der CAGA-Region des CARP-Promotors bindet und auf diese Weise die
Expression von CARP einleitet’®.

Untersuchungen der bei der Wundheilung ablaufenden Prozesse zeigten ebenfalls
eine signifikante Erhéhung der CARP-Expression. Dies wurde in Zusammenhang mit
einer Neovaskularisation, einer gesteigerten Durchblutung und einer Migration von
vaskularen Endothelzellen gebracht’. Han et al.”’ entdeckten unter hypoxischen
Bedingungen, dass eine gesteigerte CARP-Expression die Widerstandsfahigkeit von
H9c2-Zellen (kultivierte Kardiomyozyten der Ratte) gegeniiber Apoptose steigert.
Initial wurden die H9c2-Zellen mit verschiedenen Stressfaktoren wie Glukoseentzug
und Hypoxie behandelt. Hierbei wurde eine Induktion von GADD153 festgestellt, ein
Gen, das zu den Apoptose-einleitenden Genen gehért und das unter anderem die
Expression von CARP hemmt. In einem weiteren Versuch transfizierte man H9c2-
Zellen mit einem CARP-codierenden Plasmid, das eine dauerhafte Expression von
CARP gewaéhrleistete. Dieses verringerte signifikant die Empfindlichkeit der Zellen
gegeniber durch hypoxieinduzierten apoptotischen Zelltod. Das lasst annehmen,
dass eine verminderte CARP-Expression zum Teil zum apoptotischen Zelltod
beitragt’’. Diese Beobachtung konnten die Arbeitsgruppen von Samaras’® und Shi®®
dahingehend belegen, dass CARP die Durchblutungsrate infolge erhohter Infiltration
und Migration von vaskularen Endothelzellen und endothelialen Vorlauferzellen
erhoht und so der Zellapoptose als Folge oxidativen Stresses oder Absenkung
physiologischer Parameter (wie etwa des Glukosegehalts) entgegenwirkt® ”.
PCR-Untersuchungen in Studien zur Arteriogenese als auch zur Wundheilung
ergaben, dass CARP wahrend der ersten Stunden hochreguliert wird. Boengler et

al.?® bestimmten so im ischamischen Hinterlaufmodell des Kaninchens und der Maus
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die Expression der CARP mRNA wahrend der frihen Arteriogenese nach 6, 12 und
24 Stunden bestehender Okklusion. Im Kaninchenmodell ergab sich nach 6 Stunden
eine Erhohung der CARP mRNA in den Kollateralgefalen um 230 %, nach 12
Stunden eine Erhéhung um 260 % und nach 24 Stunden eine Erhdhung um 330 %
verglichen mit der nicht operierten Kontrollgruppe. Im Mausmodell konnte nach 12
Stunden eine Steigerung der Expression von 180 % nachgewiesen werden®.
Beziiglich der Aktivitat von CARP wahrend der Wundheilung konnte Shi et al.®®
bereits nach einer Stunde einen deutlichen Anstieg der CARP mRNA in der
subkutanen Skelettmuskulatur und in den die Dermis versorgenden Blutgefal3en
nachweisen. Nach 24 Stunden erreichte das CARP seine maximale Expression, um
dann bis zu 14 Tagen nach der Verletzung 24- bis 35-fach hohere Werte zu
erreichen als die intakte Haut. Weiterfiihrend untersuchten Shi et al.®® den Einfluss
eines adenoviralen Genkonstruktes, welches zu einer CARP-Uberexpression in der
entsprechenden Region fiihrte. Diese CARP-Uberexpression beeinflusste die
Neovaskularisation und die Durchblutungsrate im traumatisierten Gewebebereich
maRgeblich®,

2.4 Gentherapie — Einsatz viraler Vektoren

Obwonhl die medikamentelle, interventionelle und chirurgische Therapie in den letzten
25 Jahren weiter entwickelt wurde, sind vor allem die ersten beiden Therapieformen
oft nur voriibergehend wirksam. Zudem erfordern manche chirurgische Eingriffe eine
lebenslange medikamentelle Therapie. Die Gentherapie stellt deshalb einen
weiterfihrenden, viel versprechenden Ansatzpunkt fur eine effektive Therapie
verschiedener Erkrankungen dar. Allerdings kennzeichnet die Gentherapie eine
gewisse Instabilitat, weshalb diese Methode eine zielgerichtete Feinabstimmung der
einzelnen Komponenten auf Ebene der molekularen Grundlagen benétigt®.

In der Vergangenheit scheiterte die Idee des gezielten Gentransfers zunachst an der
Schwierigkeit, das therapeutische Gen durch die Zellmembran hindurch bis in den
Nukleus zu transportieren. Schlie8lich machte sich die Wissenschaft die seit
Jahrmillionen &ulRerst effiziente Penetration von Viren in die Wirtszelle zu Nutze.
Seither wurden verschiedene Viren als geeignete Vektoren zum Gentransfer
ermittelt. Das kardiovaskuldre System betreffend werden vor allem Adenoviren,
adenoassoziierte Viren und Retroviren eingesetzt’®. Allerdings ist der medizinische

Einsatz von viralen Vektoren nicht unproblematisch. So bauen manche Viren ihr
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Genmaterial an beliebiger Stelle in die Chromosomen der befallenen Zellen ein, was
ungewollte Schaden verursachen kann. Andere Viren dagegen bleiben episomal und
haben damit nur eine begrenzte Wirkdauer. Ferner bestehen Bedenken, dass sich
abgeschwachte Viren im Koérper unerwinscht verdndern und dann wieder
Krankheiten auslésen koénnten. Eine weitere Einschréankung bedeuten zudem
maogliche Immunreaktionen, die sich gegen das Tragervirus aufbauen und es selbst
oder die von ihm infizierten Zellen unter Umstanden zerstoren, ehe die Therapie
Uberhaupt greifen kann. Aus den genannten Grinden sind Forscher schon seit
langem bestrebt, ein therapeutisches Gen ohne infektiose Agenzien zu transferieren.
Nichtvirale Verfahren konnten sich dafir besonders gut eignen, weil hiermit
Immunreaktionen vermieden werden kdnnen. Im Gegensatz zu Viren hat der Einsatz
nackter DNA keinen Proteinmantel. Aus diesem Grund kdnnen sie sich nicht frei von
Zelle zu Zelle bewegen und sich in die Chromosomen integrieren. Dadurch
verursacht die nackte DNA auch keine Antigen-Antikérper-Reaktionen oder eine
genetische Interaktion im Zielgewebe. Die ersten intravasalen und intramuskuléren
Applikationen von nackter DNA wurden erfolgreich eingesetzt®®. Ein weiterer
nichtviraler Gentransfer ist der Einsatz von Plasmiden. Plasmide sind kleine autonom
replizierende DNA-Molekiile, die extrachromosomal in Bakterienzellen vorkommen.
Ihnen wird das zu transferierende Gen eingefiigt. Bisher ist dieses Verfahren nur bei
Zellen in Zellkultur etabliert, da hier die Zellen als sogenannte Monolayer gut
zuganglich sind. Je nach Zelltyp wird fur den Transfer das Plasmid in einem Liposom
verpackt, welches dann mittels Endozytose in die Zielzelle gelangt. Alternativ wird die
DNA durch Elektroporation transferiert. Hierfir werden die zu transfizierenden Zellen
mit der einzufiigenden DNA in Suspension einem Spannungsfeld ausgesetzt. Durch
kurzzeitig entstehende Offnungen in der Plasmamembran kann Plasmid-DNA in die
Zellen gelangen. Hierbei kbnnen transiente Transfektionen von bis zu 90 % erreicht

werden’®.

24.1 Gentransfer mittels rekombinantem Adenovirus Typ 5.1

In dieser Studie wurden replikationsdefiziente Adenoviren Typ 5 (Ad.5) der ersten
Generation als Vektor fur den Gentransfer von CARP eingesetzt. Adenoviren
zeichnen sich durch einen hocheffizienten Gentransfer, dies sowohl in vitro als auch

in vivo Modellen, und einer hohen Expression des Transgens aus.
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Die wichtigsten humanen sowie bei fast allen Haussaugetieren vorkommenden
Adenoviren gehéren zum Genus der Mastadenoviren. Das icosaedrische Kapsid hat
einen Durchmesser von 70 bis 90 nm und besteht aus 252 Kapsomeren, welche sich
aus 240 Hexameren und 12 Pentameren zusammensetzen. An den Pentameren
sitzen die spikebildenden Fiberproteine, die an die Zelloberflache der Wirtszelle

binden und das Virus per Endozytose internalisieren (Abb. 2.4).

Abb. 2.4: Schematischer Aufbau des Adenovirus®®.

Nach Verschmelzung des Endosoms mit dem Lysosom kommt es zu einem Abfall
des pH-Werts, der einen im Adenovirus noch nicht genau definierten Mechanismus
einleitet und zur Ruptur der Endolysosomenmembran fuhrt. Schlief3lich ist den Viren
jetzt der Ubertritt in das Zytosol der Zelle ermdglicht. Das Virus bindet nun an
Kernporenkomplexe und entlasst hieriber seine DNA in den Nukleus.

Das Adenovirus besitzt eine doppelstrangige lineare DNA mit einer Lange von 32 bis
36 kb (Ad.5 hat eine DNA-Lange von 36 kb). Funktionell wird das Genom in sich zwei
Uberlappende Regionen gegliedert — eine frilhe Region, die bis zum Einsetzen der
viralen Replikation transkribiert wird, und eine spate Region, die ca. sieben Stunden
nach der frihen Region ihre Genexpression startet. Die friihen Regionen unterteilt
man in eine E1A/ B, E2A/ B, E3 und E4 Region. Mit Ausnahme der E2A/ B Region
besitzt jede dieser frihen Regionen eigene Promotoren, wahrend die spaten L1-L5
Regionen vom major-late-Promotor reguliert werden. Die Produkte der E1 Gene sind
verantwortlich fir die produktive Infektion humaner Zellen und an der Initiation der
Transformation beteiligt. Die E2 Gene codieren fur Proteine, die fir die virale

Replikation verantwortlich sind — sie bilden die DNA-Polymerase. Die E3 Region
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moduliert die Infektionsabwehr des Wirts, indem sie fur ein Protein codiert, welches
den MHC-Transport (major-histocompatibility complex) an die Plasmamembran
blockiert und ein weiteres Protein bildet, das die Lyse der adenovirusinfizierten Zellen
durch TNF (Tumor-Nekrose-Faktor) inhibiert. Insgesamt ist die E3 Region jedoch
nicht fur die Virusreplikation essentiell. Letztendlich schaltet die E4 Region die Gene
der spaten Regionen ein, welche fir Proteine der Virusstruktur und deren Aufbau
codieren® &,

In der vorliegenden Studie wurde als Gentransfersystem das Adenovirus Typ 5
eingesetzt. Es gehort zur Gruppe C und besitzt keine Onkogenitat fir Nagetiere. Da
die Verpackungskapazitat des adenoviralen Genoms nur 105 % der natlrlichen
Lange betragt und damit nur 1,8 bis 2 kb an Fremd-DNA aufnehmen kénnte, werden
Deletionsmutanten verwendet, um grof3ere DNA-Fragmente einzubringen. In dieser
Studie kamen replikationsdefekte Ad.5-Deletionsmutanten der ersten Generation
zum Einsatz. Die Deletion der E1 und E3 Region bietet somit Platz fir die
Verpackung von 7 bis 8 kbp transgener DNA. Um die Replikation des Gens
sicherzustellen, das fur den therapeutischen Faktor codiert, werden bestimmte
Promotoren (in dieser Studie der Cytomegalievirus (CMV)-Promotor) vor dieses Gen
geschaltet.

Die rekombinanten, replikationsdefekten Ad.5 kénnen sowohl in vivo als auch in vitro
Zellen erfolgreich infizieren und ihr Transgen in die Wirtszelle einfuhren. Sofern die
Zelle den Replikationsdefekt in der E1 Region nicht komplementiert, kommt es zu
keiner Reproduktion von Virionen und so zu keiner progredienten Infektion. Dies
stellt ein gewisses Mal3 an Regulierbarkeit und Sicherheit des Gentransfers in den

Organismus dar®® 8,
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3 Material und Methoden

Soweit es in der Ausfuihrung nicht gesondert erwdhnt wird, wurden alle verwendeten
Losungsmittel und Chemikalien in p.A.-Qualitat, d.h. von hdéchstem Reinheitsgrad,
bezogen. Die Auflistung der im Einzelnen verwendeten Chemikalien erfolgt unter den

jeweiligen Abschnitten und wird im Anhang nochmals speziell aufgefihrt.

3.1 Tiermodell zur Induktion einer chronischen Ischamie im

Maushinterbein

Zur Induktion einer regionalen chronischen Ischamie in der Hintergliedmaf3e wurde
ein in vivo-Modell an der Maus durchgefuhrt. Die rechte Arteria femoralis wurde an
anasthesierten Mausen nach einem Hautschnitt freiprapariert und durch eine Ligatur
akut unterbunden. Pra und post operationem sowie am 3., 7., 14. und 21. Tag
wurden die Gliedmaf3en hamodynamisch mittels Laser-Doppler-Imaging (siehe Seite
34, Kapitel 3.2.1) untersucht. Am 21. Tag erfolgte dann die Perfusionsfixation der
Mause mit pFA. Zur morphometrischen Untersuchung wurden die Musculi
adductores prapariert.

Die Studie des hier beschriebenen experimentellen Tierversuches, das
Tierversuchsmodell sowie die Versuchsdurchfihrung erfolgten nach Prifung und
Genehmigung (Genehmigungsnummer: B2/ 162 — Gentherapie und Arteriogenese)
des bioethischen Komitees des Veterindrdezernates des Regierungsprasidiums
Darmstadt. Alle Tiere wurden unter tierschutzrechtlichen Gesichtspunkten des
Tierschutzgesetztes in der Fassung der Bekanntmachung vom 25. Mai 1998 (BGBI.
Jahrgang 1998 Teil I, Nr. 30, S. 1106ff) ordnungsgemaf untergebracht und
behandelt. Die Versuche erfolgten unter Aufsicht des Leiters des
Tierversuchsvorhabens, Prof. Dr. med. Dr. h.c. W. Schaper, und nach Absprache mit
dem Tierschutzbeauftragten und Tierstallleiter, Prof. Dr. med. vet. F. Pierau. Den

Leitsatzen der GV-SOLAS wurde Folge geleistet.
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3.1.1 Material

3.1.1.1 Versuchstiere

Fur das Versuchsvorhaben wurden spezifische pathogenfreie, maskuline BALB/
cAnNNCrIBR Mause mit einem Korpergewicht von 21 bis 24 Gramm durch Charles
River bezogen. Dieser Mausstamm zeichnet sich durch eine geringe
Revaskularisation in der ischamischen Hintergliedmal3e aus, aufgrund nicht so gut
ausgebildeter KollateralgefaRe>! und eignet sich daher bestens fiir die Untersuchung
von arteriogenen Faktoren, die in dieser Studie mittels Gentransfer eingebracht
wurden. Es wurden maximal funf Tiere in Kafigen gehalten und mit Wasser und

einem Alleinfuttermittel (Altromin®) ad libidum versorgt.

3.1.1.2 Medikamente

§ Ketaminhydrochlorid (Ketamin® 10 %, Medistar GmbH, Holzwickede)

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

§ Isotone Kochsalzlosung 0,9 % Braun (B. Braun AG Petzold GmbH,
Melsungen)

§ Dexpanthenol (Bepanthen® Augensalbe, Roche, Grenzach-Wyhlen)

3.1.2 Methoden

3.1.21 Narkose

Die Analgesie und Anasthesie der Tiere erfolgte durch intraperitoneale Gabe von 100
mg Ketaminhydrochlorid und 5 mg Xylacinhydrochlorid pro kg Korpermasse. Bei
Bedarf wurden 10 % der Initialdosis ebenfalls intraperitoneal appliziert (um diese
geringe Dosis besser injizieren zu kénnen, wurde das Ketamin-Xylacin-Gemisch 1:1
mit NaCl verdinnt). Um einer Hornhautschadigung durch Austrocknung wahrend des
Narkosestadiums vorzubeugen, wurde bilateral die Cornea mit Dexpanthenol-Salbe
bedeckt.

3.1.2.2 Operationstechnik

Vor Operationsdurchfihrung wurde den Maé&usen der rechte mediale
Oberschenkelbereich enthaart und desinfiziert. Unter sterilen Kautelen gemaf den
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GV-SOLAS-Richtlinien wurde mit einer Schere eine Hautinzision im mittleren
Innenoberschenkelbereich durchgefuhrt und die A. femoralis superficialis aus ihrem
Fett- und Bindegewebe mit Pinzetten freiprapariert. Im Bereich zwischen den
Abzweigungen der Arteria femoris profunda und der Arteria genus descendens
wurde die Femoralarterie mit einem 6-0 nicht-resorbierbaren Seidenfaden akut
unterbunden (Abb. 3.1.A und B). Diese Verlegung des Gefal3es fuhrte zu einer
akuten chronischen Ischamie der MaushintergliedmalRe. Die Haut wurde ebenfalls
mit einem 6-0 nicht-resorbierbaren Seidenfaden durch Knopfhefte verschlossen.

Abb. 3.1.A:

Aufsicht auf das Operationsfeld nach

Vena circumflexa

femoris cranialis

v Vena femoris Praparation der anatomischen Strukturen.

profunda

Arteria circumflexa

femoris cranialis ) )
B <4— Arteria femoris

Arteria genus descendens \ superficialis

Vena femoris

Nervus femoris -
superficialis

Abb. 3.1.B:
Vena femoris circumflexa cranialis ] ]

& Aufsicht auf das Operationsfeld nach
venafemoris 4 rchgefiihrter Ligatur der Arteria femoralis
profunda

Ligatur superficialis.

Nervus femoris — <«4—— Arteria femoris

\ superficialis

Vena femoris

superficialis

Abb. 3.1.A und B: Topographische Darstellung der anatomischen Strukturen in situ.
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3.1.2.3 Bewertung der Bewegungsaktivitat

Zur Beurteilung der funktionellen Bewegungsaktivitdit wurde ein Scoring-System
verwendet. Hierzu wurde die Belastung der okkludierten GliedmalRe jeder Maus in
vier Kategorien eingeteilt:

§ Kategorie 1: - keine Belastung der Gliedmalf3e mit Femoralokklusion

§ Kategorie 2: - leichte Belastung der Gliedmal3e mit Femoralokklusion

§ Kategorie 3: - fast uneingeschrankte Belastung der Gliedmal3e mit

Femoralokklusion, jedoch ohne vollstéandige Zehenspreizung

§ Kategorie 4: - uneingeschrankte Belastung

Die Beurteilung der Bewegungsaktivitat wurde ab dem 3. Tag post operationem vor

jeder Anasthesie zur Bewertung der Blutflussmessung durchgefihrt.

3.2 Hamodynamische Auswertung in vivo und Bestimmung der

Sauerstoffsattigung des Hamoglobins

3.2.1 Relative Blutflussmessung in vivo mittels Laser-Doppler-imaging

Die relative Blutflussmessung in der HintergliedmalRe der Maus wurde mit einem
Laser-Doppler-imager (Model MLDI 5063, von Moor Instruments; Devon, UK)
gemessen, der die Erythrozytenbewegung erkennt und quantifiziert. Der Laser-
Doppler sendet ein Doppelsignal aus, das an bewegten Partikeln — in diesem Fall an
den Erythrozyten — reflektiert wird und ein Streulicht erzeugt, welches dann von
einem Photodetektor erfasst wird und mit Hilfe einer Signalverarbeitungseinheit die
Dopplerfrequenz und somit die Stromungsgeschwindigkeit ermittelt. Das Gerat
verfugt Gber eine Auflosung von 256 x 256 Pixel und eine Scan-Geschwindigkeit von
4 ms/ Pixel auf einer Flache von 1,7 x 3 cm (Abb. 3.2).
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Abb. 3.2: Aufbau und Funktion eines Laser-Doppler-Imagers®.

Die Mause wurden wie zur OKklusionsoperation mit Ketamin und Xylazin
anasthesiert (siehe Seite 32, Kapitel 3.1.2.1) und fur 5 min in eine auf 37 °C
temperierte Warmekammer gelegt, um so die anasthesieinduzierte Thermoreduktion
mit einhergehender Vasokonstriktion zu kompensieren. Die Messungen wurden pra
operationem, unmittelbar post operationem, sowie am 3., 7., 14. und 21. Tag post
operationem durchgefiihrt. Die Messwerte der okkludierten rechten Gliedmalie
wurden dann mit der linken, nicht okkludierten Gliedmalf3e verglichen (R/L-Quotient).

Um ausschlie3lich die Hamodynamik zu ermitteln, wurde vor Versuchsbeginn eine
Maus des Stammes zur Hintergrund-Bestimmung getttet und mit dem Laser-Doppler
vermessen, um die Gewebereflexion herauszurechnen. Der hier erhaltene Wert

wurde dann von der in vivo Messung subtrahiert.

3.2.2 Sauerstoffsattigung des Hamoglobins

Die Sauerstoffsattigung des Hamoglobins wurde mit einem AbTisSpec Spektrometer
(Absorption-Tissue-Spectrometry, LEA Medizintechnik GmbH, Giel3en), der einen
Wellenlangenbereich von 500 bis 620 nm aufweist, bestimmt. Das ausgesendete
Weildlicht dringt durch das Gewebe und wird vom Hamoglobin spektral verandert,
wobei das Licht die Farbe des Blutes annimmt. Entsprechend der Sauerstoff-
sattigung des Hamoglobin