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11 Ehrenwörtliche Erklärung 199



Kapitel 1

Einleitung

1.1 Hintergrund

In Deutschland gibt es etwa 3,3 Millionen an peripherer arterieller Verschlußkrank-

heit (PAVK) Erkrankte; das entspricht etwa 4% der Bevölkerung. Da es vor allem

eine Alterskrankheit ist, wird sie allein wegen der demographischen Entwicklung

weiterhin zunehmen. Es wird geschätzt, daß in Deutschland jährlich etwa 100000

neue Patienten mit einer PAVK in die ambulante Betreuung kommen. In ca. 90%

der Fälle sind die Beine betroffen [401]. Leitsymptome sind Beeinträchtigungen

beim Gehen, Ruheschmerzen, chronische Ulcera und Gangrän.

Es gibt verschiedene Therapieansätze zur Wiederherstellung einer ausreichenden

Blutversorgung. Konservativ werden durchblutungsfördernde und gerinnungshem-

mende Medikamente eingesetzt. Interventionelle minimalinvasive Eingriffe wie die

perkutane transluminale Angioplastie mit Stenteinsatz sind je nach Schweregrad

sowie Lokalisation der Durchblutungsstörung nur begrenzt anwendbar. Gefäßchir-

urgische Eingriffe schaffen mittels venösen oder artifiziellen Bypässen neue Blutstrom-

bahnen oder die verengte Strombahn wird durch Desobliteration und Erweite-

rungsplastik wiederhergestellt. Allerdings erfolgen diese Eingriffe an bereits affek-

tierten Gefäßen, die nur wenig regenerationsfähig sind und für die der Eingriff

ein weiteres Trauma darstellt, das häufig zu einer Restenose führt. Schließlich

ist bei Patienten ohne jegliche rekonstruktive Option nur noch die Amputation

durchzuführen. Im Jahr 2001 wurden in Deutschland 44252 Amputationen an den

unteren Extremitäten durchgeführt [18]. Davon sind 35000 durch eine PAVK be-

dingt [103]. Die Sterblichkeit amputierter Patienten ist deutlich erhöht [129], die
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durchschnittliche Überlebenszeit beträgt nur drei Jahre [401].

In frühen Stadien der Krankheit wird der Gefäßtraining empfohlen [136] [130]

[466]. Dabei soll der Erkrankte bis zum Einsetzen der Schmerzen Gehübungen

durchführen und diese nach Pausen und Schmerzrückgang wiederholen. Wie bei der

Elektro-, Thermo- und Hydrotherapie spielt die Bildung von Kollateralkreisläufen

eine wichtige Rolle [369].

Das Wachstum dieser Kollateralgefäße ist vom Grad der Gefäßverengung und von

der einwirkenden Scherspannung abhängig [370]. Die Scherspannung bewirkt ein

Wachstum der Kollateralgefäße bis zu einem gewissen Grad. Obwohl Beispiele für

derartig gut ausgebildete Kollateralkreisläufe existieren, da Menschen mit hoch-

gradig stenotischen Gefäßen völlig symptomlos und die abhängigen Organe voll

funktionsfähig sein können [257], erreichen die korkenzieherartig geschlängelten

Kollateralgefäße in der Mehrzahl der Fälle jedoch nicht die Kapazität, um das

verschlossene Blutgefäß funktionell zu ersetzen. Daraus resultiert die Frage, wie

man die Scherspannung erhöhen könnte und ob damit die Kapazität, die Anzahl

und das Wachstum der Kollateralen gefördert werden kann. Zur Erörterung dieser

Fragen wurde ein Tiermodell entwickelt, das mittels venöser Drainage des Kolla-

teralblutflusses die Scherspannung dauerhaft erhöht.
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1.2 Das Gefäßsystem

Das Leben eines Individuums hängt von

Bild 1.1: Schema des Gefäßsystem; A:

Arterie, B: Arteriole, C: Veno-

le, D: Vene, E: Kapillare

seinem Gefäßsystem ab. Bedingt durch phy-

siologische Bedürfnisse, nervale, endokrine

und exogene Einflüsse ist es ein dynami-

sches und komplexes System, das ständigen

Veränderungen in seiner Entwicklung, Ad-

aption, Kapazität, Stoffwechsel- und Ab-

wehrleistung unterworfen ist. Es transpor-

tiert sowohl wichtige Nähr- als auch gifti-

ge Abfallstoffe. Als
”
Organ“ betrachtet be-

sitzt es eine Oberfläche von ca. 1000 m2

[204] und hat eine Menge
”
Gesichter“, nämlich

die großen elastischen und kleineren und

kleinen muskulären Arterien (Aa.; s. Ka-

pitel 1.2.3.1), die Arteriolen, die filigranen

Kapillaren und Sinusoide (s. Kapitel 1.2.3.2)

und schließlich die dünnwandigen kapazitäts-

starken Venolen und Venen (Vv.; s. Kapitel

1.2.3.3).

Der Blutfluß durch diese Gefäße wird an-

getrieben vom Herz, das Blut durch die

Aa. pumpt, die sich nach ständiger Tei-

lung in die Kapillaren fortsetzen, die den

Austausch der Blutgase, Nähr-, Abfall- und

Botenstoffe vermitteln. Schließlich sind es

die Vv., die den Rücktransport des Blutes

zum Herz übernehmen und dabei umgekehrt zu den Aa. immer größer werden (s.

Bild 1.1).

1.2.1 Entdeckung

Die Entdeckung des Blutkreislaufs durch den englischen Arzt William Harvey

(1578-1657; s. Bild 1.2) stellt zweifellos eines der bedeutendsten und folgeschwer-

sten Forschungsergebnisse neuzeitlicher Medizin dar.



1.2 Das Gefäßsystem 4

Bild 1.2: William Harvey; mit freundlicher

Genehmigung von Clendening Hi-

story of Medicine Library, Univer-

sity of Kansas Medical Center [287]

1628 wurde dazu sein 72-seitiges Buch mit dem Titel
”
Exercitatio anatomica

de motu cordis et sanguinis in animalibus“ [Über die Bewegung des Herzens und

des Blutes in Tieren] in Frankfurt am Main verlegt [303] [150]. Es war das Ergebnis

einer Reihe von physiologisch-morphologischen Beobachtungen und mathematisch-

gefäßphysiologischen Überlegungen zur Körperblutmenge. Durch einfache tierex-

perimentelle Untersuchungen, unblutige Stauungsversuche und blutige Experimen-

te, wie z.B. die Venenunterbindung an Menschen oder die herznahe Gefäßunter-

bindung an Tieren, wurde sie begründet und belegt [266] [304]. Für einen Kreislauf

und gegen die vorherrschende Theorie Galens, das Blut würde im Herz verbrennen,

sprach die Tatsache, daß das Herzzeitvolumen höher ist als das gesamte im Körper

vorhandene Blutvolumen und mehr Blut verbraucht werden müßte, als über die

Nahrung zugeführt wird. Durchgesetzt hat sich die Lehre vom Blutkreislauf mit

dem Herz als Pumporgan erst im letzten Drittel des 17. Jahrhunderts, nachdem die

Kapillaren durch Marcello Malpighi (1628-1694) entdeckt wurden. Damit schloß

sich der Kreis zwischen Aa. und Vv. und löste die Theorie Galens ab [266] [255].
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1.2.2 Vasculogenese

Der Begriff Vasculogenese beschreibt die Bildung des primären Blutgefäßplexus

und der primären Erythrocyten durch Zelldifferenzierung aus den gemeinsamen

Vorläuferzellen, den Hämangioblasten aus dem Mesoderm. Der Primärplexus wird

anschließend zu einem reifen Gefäßsystem umgebaut.

Bereits in der dritten Embryonalwoche beginnt die Bildung von Blutgefäßen und

in der vierten Woche existiert schon ein funktionstüchtiger erster Blutkreislauf, der

von Kontraktionen des noch ganz primitiven Herzens in Form eines schlauchförmi-

gen Blutgefäßes bewirkt wird [97]. Es stellt damit auch die hämodynamischen

Kräfte bereit, die zur weiteren Entwicklung des Gefäßsystems notwendig sind.

Ausschlaggebend für die Induktion der Gefäßvorläuferzellen, den Hämangiobla-

sten, im lateralen und paraxialen Mesoderm sind die Faktoren aus der Familie

der Fibroblasten-Wachstumsfaktoren (FGF) [107]. Auch Vertreter aus der Familie

der vasculären endothelialen Wachstumsfaktoren (VEGF) sind an der Gefäßent-

wicklung beteiligt. Sie spielen eine Rolle bei der Differenzierung der Angiobla-

sten und deren Anordnung [343] [474]. Des weiteren sind Botenstoffe wie Angio-

poeitin [408], der transformierende Wachstumsfaktor-β (TGF-β) [94], Plättchen-

Wachstumsfaktor (PDGF), der Gewebsfaktor und das Gerinnungssystem zu nen-

nen, die die Vasculogenese beeinflussen [63]. Die Vorläuferzellen lagern sich zu

Inseln zusammen.

Aus den peripheren Zellen gehen die Endothelzellen hervor und die inneren

Zellen entwickeln sich aus der hämatopoetischen Stammzelle zur ersten Populati-

on noch zellkernhaltiger Erythrocyten, folgt man der Hypothese der bipotentiellen

Vorläuferzelle [97]. Die Endothelzellen fusionieren und bilden ein vasculäres Netz-

werk [351], aus mesenchymalen Zellen gehen glatte Muskelzellen und Pericyten

hervor, die die Gefäße umranden [63] (s. Bild 1.3).

Die weitere Entwicklung der Plexus vollzieht sich nach dem Prinzip der Angiogene-

se (s. Kapitel 1.2.7). Die Zellen sprossen in das Zielgewebe und erweitern dadurch

das primitive Gefäßsystem der embryonalen Organe [344].

Dieser Vorgang wird als Vasculogenese bezeichnet. Dabei sind die Regression und

Differenzierung der Gefäße noch weitgehend unverstandene Prozesse, wobei beob-

achtet wurde, daß eine Blutflußreduktion eine Rückbildung des Gefäßes bewirkt

und eine Erhöhung des Blutflusses und der Scherspannung (s. Kapitel 1.2.5.4) un-

ter anderem einen induktiven Reiz darstellt, um glatte Muskelzellen anzulocken
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Bild 1.3: Vasculogenese: Die Hämangioblasten lagern sich zu Inseln zusammen, aus den

peripheren Zellen gehen Endothelzellen hervor, die inneren Zellen entwickeln

sich zu Erythrocyten.

und zu einer Entwicklung Richtung V. oder A. zu führen [50]. Beispielsweise wurde

bei der Koronarangiogenese beobachtet, daß die Arterialisation stoppt, wenn sich

Äste der sich ausbildenden Koronararterien treffen [104].

Schon 1893 hat der Embryologe Thoma erkannt, daß die Zunahme bzw. Abnahme

der Blutflußgeschwindigkeit mit dem Durchmesser einer A. zusammenhängt. Bei

Abnahme des Blutflusses beobachtete er eine Atrophie, bei Zunahme ein Wachs-

tum des Gefäßes [416].

1.2.3 Aufbau des Gefäßsystems

Der Grundbauplan der Gefäße ist für die unterschiedlichen Komponenten gleich: er

besteht aus drei Schichten, von innen nach außen betrachtet, der Intima, der Me-

dia und der Adventitia. Dieser Schichtenbauplan ist an den großen und mittleren

Aa. sehr gut zu erkennen, bei den Vv. aber schlechter abzugrenzen und in kleinen

Blutgefäßen, wie Arteriolen, Kapillaren und Venolen schwer unterscheidbar.

Die Intima besteht aus der Lamina endothelialis und subendothelialis; bei

großen Gefäßen ist auch eine Lamina elastica interna abzugrenzen, die Media be-
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Bild 1.4: Aufbau der Gefäße: A: Arterie, B: Arteriole, C: Venole, D: Vene, E: Kapillare,

F: Sinusoid, G: arteriovenöse Anastomose a, b, c: Intima: a: Lamina endothelia-

lis, b: Lamina subendothelialis, c: lamina elastica interna, d: Media, e: Lamina

elastica externa, f: Adventitia, g: Vasa vasorum, h: Venenklappen, i: Längsmus-

kulatur der Adventitia, k: Basalmembran, l: Pericyten; [378]; mit freundlicher

Genehmigung der Thieme Verlagsgruppe
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steht aus glatten Muskelzellen, Kollagen und je nach Gefäßtyp aus mehr oder we-

niger elastischen Fasern, der Lamina elastica externa. Die Adventitia als äußerste

Schicht besteht im wesentlichen aus Kollagen, aber auch glatte längsverlaufende

Muskelzellen sind in dieser Schicht besonders bei Vv. vorhanden [405]. Sie dient

der Einbettung des Gefäßes sowie der Stabilisierung der Gefäßwand [347] (s. Bild

1.4).

1.2.3.1 Die Arterien

Herznah sind die Aa. strukturell ihrer Aufgabe angepaßt, pulsatil hohe systoli-

sche Drücke aufzufangen und die Aufrechterhaltung eines adäquaten diastolischen

Druckes nach dem Windkesselprinzip zu gewährleisten. Es sind die Aa. vom elasti-

schen Typ mit hohem Gehalt an elastischen Fasern und makroskopisch gelblicher

Beschaffenheit.

In der Media sind scherengitterartige Membranen elastischer Fasern in konzentri-

schen Lagen zu finden, dazwischen liegen die glatten Muskelzellen in rechts- und

linksgewundenen Spiralen und kollagene Fasern.

Je weiter weg die Aa. vom Herzen liegen, desto höher ist der Anteil der glatten

Muskelzellen in der Media und der der elastischen Fasern nimmt ab.Außerdem ist

bei Aa. eine Lamina elastica externa erkennbar, hier liegen auch die Vasa vasorum

und die Gefäßnerven [97] [378] [405] (s. Bild 1.4).

1.2.3.2 Die Mikrozirkulation

Die Mikrozirkulation umfaßt einen zuführenden arteriellen Schenkel, das Kapillar-

bett und einen abführenden venösen Schenkel.

Afferent finden sich die Arteriolen mit nur einer Schicht glatter Muskelzellen und

fragmentierter Lamina elastica interna und die Metarteriolen, deren Muskelschicht

lückenhaft ist.

Es folgen die kleinkalibrigen Blutkapillaren, die durch weitgehende Verzweigung

der arteriellen Gefäße ein ausgedehntes Maschenwerk ausbilden. Sie sind die fein-

sten Gefäße mit einem Durchmesser von 5-10 µm, einer Länge von etwa 0,5 mm und

je nach Organ sehr zahlreich vorhanden mit bis zu 8000 1
mm3 . Die Kapillarwand

besteht aus Endothelzellen, einer Basalmembran und den vereinzelt angelagerten

kontraktilen Pericyten. Diese undifferenzierten Mesenchymzellen können zu Ma-

krophagen transformieren und Stoffwechsel- sowie Abwehrfunktionen übernehmen.
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Es finden sich Kapillaren mit kontinuierlichem und mit fenestriertem Endothel. Als

Sinusoide werden Gefäße bezeichnet, die weiter sind als Kapillaren, aber deren Ba-

salmembran ebenfalls wie das Endothel diskontinuierlich gestaltet ist. Sie kommen

in Leber und Milz vor. Der gesamte Kapillarquerschnitt beträgt ca. 2800-3000 cm.

Efferent finden sich die postkapillären Venulen, Sammelvenulen und muskularisier-

te Venulen, deren Media stets aus mehreren Lagen glatter Muskelzellen besteht [97]

[378] [405] (s. Bild 1.4).

1.2.3.3 Die Venen

Das Fassungsvermögen des Venensystems ist weitaus größer als das des arteriellen

Systems. Vv. schwanken in ihrem Kaliber zwischen 1 mm und 4 cm. Sie haben

im Vergleich zu Aa. ein größeres Lumen und eine dünnere Wand. Die Gliederung

in die drei Wandbauschichten ist bei den Vv. nicht so deutlich abgrenzbar wie

bei den Aa., da die Schichten ohne merkliche Grenzzonen miteinander verwoben

sind. Bei den Vv. sind es ebenfalls die herzferneren Venolen, die mit mehr glat-

ten Muskelzellen ausgestattet sind. Je näher die Vv. zum Herzen hin liegen, desto

mehr kollagene Anteile enthält die Wand. In den dazwischenliegenden Vv. variie-

ren die Anteile an Kollagen, elastischen Fasern und glatten Muskelzellen. In der

Adventitia verlaufen aus der Venenwand heraus kollagene Verspannungsfasern, die

das Gefäß in der näheren und weiteren Umgebung verankern. Außerdem ist der

Wandbau in weitem Maße vom hydrostatischen Druck abhängig: Vv. der unte-

ren Körperhälfte sind mit kräftiger Muskulatur und Klappen - dünnen halbmond-

oder sichelförmigen Intimaduplikaturen - versehen, wohingegen solche der oberen

Körperhälfte, insbesondere diejenigen vom Kopf und Hals, dünnwandig, muskel-

und klappenarm sind [97] [378] [405] (s. Bild 1.4).

1.2.4 Physiologie

Das Gefäßsystem umschließt ein Blutvolumen von etwa 5 l, der Innendruck bei

stillstehendem Herzen beträgt 6-8 mmHg. Durch das vom Herz ins Gefäßsystem

bei jedem Schlag beförderte Volumen von ca. 70 ml steigt der Blutdruck auf über

100 mmHg. Dieser Anstieg ist Folge der relativ geringen Elastizität der Arteri-

enwände und des hohen Strömungswiderstandes in den peripheren Abschnitten

des arteriellen Systems. Der Druck im Kapillarbett beträgt 20-25 mmHg, im fol-

genden venösen System noch ca. 5 mmHg [204].
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Auf die großen Aa. vom elastischen Typ folgen Aa. vom muskulären Typ. Sie

vermögen durch Kontraktion ihrer Media, die Blutdurchflußmenge zu regulieren.

Je entfernter die A. vom linken Ventrikel liegt, umso größer ist ihre eigene Regu-

lationskraft. In den zur Mikrozirkulation führenden Arteriolen fällt der Blutdruck

sprunghaft ab; sie stellen als Engpaß der Gefäße den Widerstandsregler dar.

Durch die Verteilung der Blutsäule auf eine derart große Anzahl feinster Gefäße

verlangsamt sich die Geschwindigkeit des Blutstromes auf etwa 0,5 mm
s

. Das große

Verhältnis von Gefäßoberfläche zu intravasalem Volumen birgt eine große Aus-

tauschfläche. Das Kapillarbett hat mit einer Austauschzeit von ca. einer Sekunde

optimale Voraussetzungen für Austauschvorgänge für Blutgase, Nährstoffe, Was-

ser, Mineralien, Hormone, Stoffwechselprodukte, Wärme, zelluläre und nichtzel-

luläre Blutbestandteile. Vor allem das Endothel hat wichtige Funktionen bei Ab-

wehrvorgängen, der Wundheilung, der Regulation des Gefäßtonus, der Permeabi-

lität, der Antithrombogenität und der Synthese von Wachstumsfaktoren.

Die treibenden Kräfte für den Rückstrom des Blutes in den dünnwandigen und

großlumigen Venen sind der niedrige verbleibende Blutdruck (ca. 15 mmHg), der

herzgerichtete Sog, der in der Systole durch die Senkung der Herzventilebene ent-

steht, der Druck durch Bewegung der Skelettmuskulatur (Gelenk-Muskel-Pumpe)

und der durch Inspiration entstehende Venensog im Thorax. Das Venensystem

wirkt als Blutspeicher, 84% des gesamten Blutvolumens befinden sich darin. Tre-

ten in der Venenwand Dehnungskräfte auf, so werden diese zunächst von den ela-

stischen Fasern aufgefangen, kommt es zu höheren Spannungszunahmen, werden

die kollagenen Fibrillenbündel mitbeansprucht. Die funktionell parallelgeschalte-

ten Spannungsträger wirken derart zusammen, daß dem kollagenen Fibrillennetz

eine Schutzfunktion für die elastischen Fasern zugesprochen werden kann [97].

1.2.5 Hämodynamik

Hämodynamik ist die Lehre von der Bewegung des Blutes im Gefäßsystem und

von den Faktoren, die auf den intravasalen Blutfluß einwirken [333].

Das Gefäßsystem reagiert auf akut einwirkende Kräfte funktionell mit Veränderun-

gen des Wandspannungszustandes und auf chronische morphologisch mit Umbau

[444].

Zu den konstant auf die Gefäßarchitektur und -elastizität einwirkenden Kräften

gehören Blutdruck und Stromstärke. Es entstehen die longitudinale (LWS, s. Ka-
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Bild 1.5: Hämodynamische Faktoren

pitel 1.2.5.2) und die tangentiale Wandspannung (TWS, s. Kapitel 1.2.5.3), außer-

dem die Scherspannung (s. Kapitel 1.2.5.4), die auf den Gefäßdurchmesser einwir-

ken (s. Bild 1.5). Diese Faktoren beeinflussen einander. Eine Abschätzung davon,

in welcher Relation die Faktoren zueinander stehen bieten die Gesetze von Hagen

und Poiseuille (s. Kapitel 1.2.5.1) und LaPlace (s. Kapitel 1.2.5.3).

1.2.5.1 Hagen-Poiseuille-Gesetz

Das Hagen-Poiseuille-Gesetz beschreibt den Zusammenhang zwischen der Stromstärke,

dem Blutdruck als der treibenden Kraft, die Flüssigkeit durch ein Rohrsystem

befördert und der Viskosität einer Flüssigkeit in einem zylindrischem Gefäß mit

einer bestimmten Länge. Es lautet:

Q =
∆p π r4

8 η l
(1.1)

bzw.

R =
8 η l

r4 π
(1.2)

Q = Stromstärke, R = Widerstand, p = Druck, r = Gefäßradius η = Viskosität, l = Gefäßlänge

Diese Beziehung gilt nur für konstante, laminare Strömung, für starre Röhren,

deren Länge mehr beträgt als ihr Radius, für Newtonsche Flüssigkeiten (η kon-
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stant, nicht von Scherspannung abhängig) und nur unter der Annahme, daß die Ge-

schwindigkeit der wandnächsten Flüssigkeitsschicht
”
Null“ beträgt. Das Gefäßsy-

stem und das Blut erfüllen diese Bedingungen in weiten Teilen nicht: Blut ent-

spricht nicht einer Newtonschen Flüssigkeit; es ist eine inhomogene Suspension von

Zellen in Plasma, deren Viskosität von der Größe der einwirkenden Scherspannung

abhängt. Man spricht von der apparenten Viskosität ηapp. Diese beträgt bei ho-

her Scherspannung, sprich bei schneller Strömung etwa 3,5 mPa s und nimmt mit

abnehmender Scherspannung deutlich zu. Ursache für das rheologische Verhalten

des Blutes sind Deformierungen und Orientierung der Erythrocyten in schneller

Strömung, sowie die Bildung von vernetzten Erythrocytenaggregaten bei lang-

samer Strömung [204]. Weiter gibt es nicht ausschließlich laminare Strömungen,

sondern in den Gefäßen treten an Aufzweigungen und Stenosen Turbulenzen auf.

Außerdem herrscht keine konstante Strömung, sondern eine pulsierende, die den

Gefäßquerschnitt ändert.

Dennoch lassen sich mit dem Gesetz die Wechselwirkungen und Abhängigkeiten

der Komponenten qualitativ beschreiben. Es wird verwendet, um die hämodyna-

mischen Gegebenheiten theoretisch annähernd zu formulieren. Mittels des Hagen-

Poiseuille-Gesetzes kann erklärt werden, daß der Strömungswiderstand in einem

Gewebe besonders von den kleinen Arteriolen und Kapillaren abhängig ist, da

diese kleinere Gefäßdurchmesser haben und durch Kontraktion den peripheren

Strömungswiderstand stark beeinflussen können. An Gefäßaufzweigungen, Steno-

sen und Gefäßwindungen kommt es ebenfalls zu Druckverlusten durch Trägheit,

Turbulenzen und Geschwindigkeitsänderungen [407]. Außerdem wirken nicht nur

physikalische, sondern auch biochemische Kräfte auf die Gefäße ein.

Diesem Gesetz zufolge steigt die Stromstärke, d.h. das pro Zeiteinheit fließende

Blutvolumen, proportional zur 4. Potenz des Gefäßradius und mit dem Druck-

gefälle an. Die Stromstärke vermindert sich, je länger das Gefäß ist und je höher

die Viskosität der das Gefäß durchströmenden Flüssigkeit ist [204].

1.2.5.2 Longitudinale Wandspannung

Die longitudinale Wandspannung (LWS) wird auch Spannkraft FLWS genannt, die

das Gefäß zwischen zwei fixen Punkten aufspannt [359] (s. Bild 1.6.)
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Bild 1.6: Longitudinale Wandspannung

Sie ist über folgende Gleichung definiert:

FLWS =
p π r2

2
(1.3)

In situ stehen fast alle Aa. unter longitudinaler Spannung durch die Veranke-

rung an das Umgebungsgewebe und beeinflußt durch den Kontraktionszustand der

Muskelzellen der Media. Veränderungen des Umgebungsgewebes beeinflussen die

Morphologie der Aa., da diese bei Erhöhung der LWS dazu tendieren nachzuwach-

sen, um die Normalisierung der Spannkraft zu bewirken. So geschieht es z.B. bei

der Entwicklung des Gefäßsystems, einer Schwangerschaft und pathophysiologisch

beim Tumorwachstum [185]. Bei einem Druckanstieg, wie es in den Kollateralar-

terien nach Occlusion des Leitgefäßes der Fall ist, steigt auch die LWS: das Gefäß

wird gedehnt, da es dazu tendiert, die LWS in Richtung homeostatischer Werte

wieder zu verringern [369].

1.2.5.3 Tangentiale Wandspannung

Der transmurale Druck ptm (Differenz zwischen intra- und extravasalem Druck)

dehnt die Gefäßwand und erzeugt die tangentiale Wandspannung S (TWS; s. Bild

1.7).



1.2 Das Gefäßsystem 14

Bild 1.7: Tangentiale Wandspannung

Nach dem Gesetz des französischen Mathematikers und Physikers Laplace (1749-

1827) kann dieser Dehnungszustand durch die TWS S beschrieben werden:

S =
ptm r

h
. (1.4)

Sie entspricht der Kraft mit der bei einem Schnitt in Längsrichtung durch die

Gefäßwand die Schnittränder tangential auseinanderstreben. Dieser Kraft müssen

die Gefäßwandelemente entgegenwirken, damit das Gefäß dem dehnenden pulsa-

tilen Einfluß des transmuralen Druckes nicht nachgibt. Die TWS ist direkt pro-

portional zum Blutdruck und Gefäßdurchmesser und umgekehrt proportional zur

Wanddicke. Dies lässt sich auch an dem unterschiedlichen Wanddicken der Gefäße

”
ablesen“ (s. Kapitel 1.2.3 und Kapitel 1.2.4). Bei konstantem hydrostatischen

Druck im Gefäß ist somit die Wandspannung umso größer, je größer der Radi-

us ist. Diese Wandspannung entspricht aber auch der Kraft, mit der die glatte

Gefäßmuskulatur dem Innendruck das Gleichgewicht hält, oder ihm gegenüber

das Gefäß verengt. Bei gleichem Innendruck benötigen deshalb kleine Blutgefäße

zur Vasokonstriktion weniger Kraft, als große Gefäße. Die tangentiale Wandspan-

nung in einer Röhre ist doppelt so groß wie die longitudinale Spannung [25] (s.

Kapitel 1.2.5.2).

Blutgefäße sind keine starren Röhren. Sie sind dehnbar und können auf akute
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Veränderungen mittels der glatten Muskelzellen ihren Widerstand variieren. Auf

einen chronisch erhöhten Blutdruck reagiert die Gefäßwand mit einem Umbau, um

die tangentiale Wandspannung zu normalisieren. So ein Umbau erfolgt auch bei

erhöhter longitudinaler Spannung (s. Kapitel 1.2.5.2). Ein prominentes Beispiel

dafür ist die Wandverdickung und Versteifung bei der Arteriosklerose, bei der die

arterielle Hypertonie eine der wichtigsten Ursachen darstellt (s. Kapitel 1.2.6).

Als Folge der Drucksteigerung erhöht sich die Wanddicke, aber der Durchmesser

nimmt nicht zu, er verringert sich bei vermehrter Einsteifung der Gefäßwand und

bei konstanter tangentialer Wandspannung [369] [155].

1.2.5.4 Scherspannung

Die Scherung ist eine Komponente der tangentialen hämodynamischen Kräfte. Bei

der Scherung steht die Scherkraft F mit der Scherspannung τ und der Fläche A,

auf die eingewirkt wird, in folgendem Verhältnis:

τ =
F

A
(1.5)

Die Scherspannung ist definiert als Kraft pro Flächeneinheit. Als Komponente

des Druckes übt sie reibenden Schub zur parallel verlaufenden Zelloberfläche des

Endothels aus [221] (s. Bild 1.8).

Betrachtet man den Fluß in einer Rohrleitung, so besteht die laminare Strömung

hier aus vielen unendlich dünnen Flüssigkeitsschichten; diese schieben sich modell-

haft gedacht als zylindrische Flüssigkeitslamellen mit konstanter linearer Strömungs-

geschwindigkeit v aneinander vorbei (s. Bild 1.9).

Dazu wird die Scherkraft FS mit

FS = ∆p πr2 (1.6)

benötigt, die tangential zur Gefäßlängsachse in Flußrichtung wirkt, um die

Reibungskraft FR auszugleichen.

Für FR gilt:

FR ∝
2 π r l dv

ds
→ FR = η

2π r l dv

ds
(1.7)

Verschiebung, ds = Schichtdicke, η = Koeffizient der inneren Reibung bzw. dynamische Viskosität

Weiter ist:

FS = −FR (1.8)
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Bild 1.8: Die Scherspannung: Die Scherspannung übt reibenden Schub zur parallel ver-

laufenden Zelloberfläche des Endothels aus.

und damit

∆p πr2 = −η 2 π γ l dv

ds
→ dv

ds
=

∆p r

2 l η
(1.9)

Definiert man nun τ als die Scherspannung mit

τ ∝ dv

ds
(1.10)

bzw.

τ = η
dv

ds
(1.11)

dann ist

τ =
∆p r

2 l
(1.12)

dv
ds

= Scherwinkelgeschwindigkeit bzw. γ̇ = Schergrad; dv
ds

: Schichtdicke s als Funktion der Geschwindigkeit v

dargestellt.

Also ist

τ = η γ̇ (1.13)
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Bild 1.9: Scherspannungsmodell: Fluß in einer Rohrleitung; die laminare Strömung be-

steht aus vielen unendlich dünnen Flüssigkeitsschichten, die sich als zylindri-

sche Flüssigkeitslamellen mit konstanter linearer Strömungsgeschwindigkeit v

aneinander vorbeischieben.

Hierbei handelt es sich um das Newtonsche Gesetz, demzufolge eine lineare

Beziehung zwischen der auf die strömende Flüssigkeit einwirkenden Scherspannung

τ und dem daraus resultierenden Schergrad γ besteht. Eine Umformung des bereits

unter (s. Kapitel 1.2.5.1) genannten Hagen-Poiseuille-Gesetzes ergibt nun:

∆p r

2 l
=

4 η Q

π r3
(1.14)

so daß

τ =
4 η Q

π r3
(1.15)

Für eine mittlere lineare Strömungsgeschwindigkeit v gilt:

Q = vA (1.16)

mit

A = π r2 (1.17)
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so daß:

v =
Q

π r2
(1.18)

und damit:

τ =
4 η v

r
(1.19)

bzw.

τ =
4 η Q

π r3
(1.20)

[204] [475].

Auch diese Gleichung gilt nur für konstante, laminare Strömung und für starre

Röhren und wird bei Berechnungen im Gefäßsystem angewandt, um annähernde

Ergebnisse zu berechnen, bzw. Verhältnisse zu formulieren.

Bezogen auf ein Gefäß besagt diese Formel theoretisch, daß sich die Scherspannung

proportional zur Viskosität, Strömungsgeschwindigkeit, bzw. der Stromstärke und

umgekehrt proportional zum Radius, bzw. zur dritten Potenz des Radius verhält.

Die flußinduzierte Scherspannung als formende Kraft wurde im Gesetz der Hi-

stiogenese des arteriellen Systems das erste Mal von Thoma 1893 formuliert und

beschreibt das Verhältnis zwischen dem Durchmesser des arteriellen Systems und

der Flußgeschwindigkeit im sich entwickelnden Hühnerembryo [416].

Spätere Studien finden sich vom Autor Clarke im Jahre 1918, in denen gezeigt wur-

de, daß die Reduktion des Blutflusses zu einer Atrophie kleiner Aa. führt, wobei im

Gegensatz dazu die Gefäße, die hoher Scherspannung ausgesetzt sind, stabilisiert

werden [79].

Murray postulierte 1926, daß das Gefäßsystem optimal konfiguriert ist, den Betrag

an mechanischer und metabolischer Leistung zu minimieren, um einen adäqua-

ten Blutfluß zu gewährleisten. Veränderungen in dieser Konfiguration führen nach

Murray zu einer strukturellen Adaptation, die darauf gerichtet ist, das optimale

Niveau wiederherzustellen [275] [274].

Trotz der allgemeinen Akzeptanz der Scherspannung als formende Kraft im arte-

riellen System, blieb aber ihre Rolle bei der Entwicklung des Kollateralkreislaufes

kontrovers. Die TWS wurde gegenüber der Scherspannung als die wichtigere Kraft

favorisiert [358], da erstere 2500-fach höher ist [369]. Die Scherspannung modu-

liert aber im Fall der Occlusion eines Leitgefäßes die TWS. Die Scherspannung
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wirkt parallel auf die Gefäßoberfläche, damit auf die Endothelzellen ein [234], die

daraufhin den Prozeß der Arteriogenese (s. Kapitel 1.2.8) einleiten und schließlich

eine strukturelle Durchmesserzunahme des Gefäßes bewirken [133] [338].

1.2.6 Pathologie

Die Pathologie der Aa. spielt eine große Rolle in unserer Gesellschaft. Die Mehrheit

der Erkrankungen ist sklerotischer Genese.

Arteriosklerose ist ein Sammelbegriff für primär nicht entzündliche Arteriener-

krankungen, bei denen sekundär über einen inflammatorischen Prozeß ein fibröser

Umbau zu einer Verdickung, Verhärtung und Elastizitätsverlust der Gefäßwand

geführt hat [341].

Atherosklerose ist die von der WHO vorgeschlagene Bezeichnung der Schlagader-

verkalkung, definiert als variable Kombination von Intimaveränderungen, beste-

hend aus herdförmigen Ansammlungen von Lipiden, komplexen Kohlenhydraten,

Blut und Blutbestandteilen, Bindegewebe und Calciumablagerungen, verbunden

mit Veränderungen der Arterienmedia. Die Ätiologie der primären Atherosklerose

ist unbekannt, bei der sekundären Form sind kausalpathogenetische Risikofakto-

ren bekannt. Dazu gehören die Hyperlipidämie, die arterielle Hypertonie, der Ni-

kotinabusus, das männliche Geschlecht und genetische Faktoren [341]. Die oben

genannten Faktoren schädigen das Endothel direkt oder in Folge durch in der In-

tima ablaufende Prozesse. Die Lipoproteine
”
low density lipoprotein“ (LDL) und

”
high density lipoprotein“ (HDL) sind in der Lage, auch gesundes Endothel frei

zu durchdringen.

Ist die LDL-Konzentration im Lumen hoch, so ist sie das auch in der Gefäßwand.

Bei geschädigtem Endothel lagern sich die Lipoproteine, Monozyten und auch

Thrombozyten direkt an. Wird LDL nicht aus der Gefäßwand abtransportiert,

altert es dort und daraus folgende chemische Modifikationen lösen die Phagozy-

tose durch Makrophagen aus, indem die modifizierten LDL selbst chemotaktisch

wirken und in Endothel- und glatten Muskelzellen der Gefäßwand die Synthese

von Adhäsionsproteinen (z.B. Interzelluläres Adhäsionsmolekül-1; ICAM) und dem

Monocytenanlockenden Protein-1 (MCP-1) induzieren. Weiter bewirkt hier auch

eine durch die Gefäßverengung bedingte Scherspannungserhöhung eine Erhöhung

des MCP-1-Gehaltes [392]. Es kommt zu Ansammlung von neutrophilen Granulo-
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Bild 1.10: Pathologie der Atherosklerose: Bei hoher Konzentration schädigender Fakto-

ren, hier LDL, kommt es zur Entzündungsreaktion in der Gefäßwand und

konsekutiv zur Gefäßverengung.

zyten und Makrophagen. Letztere phagocytieren das LDL und erhalten dadurch

einen schaumigen Aspekt. In diesen Schaumzellen vollzieht sich die Hydrolyse der

Bestandteile der Lipoproteine. Das verbleibende Cholesterin ist aber inert gegen

die Enzyme der Makrophagen und muß nun von HDL abtransportiert werden

oder es bildet Kristalle, die die Membransysteme der Makrophagen zerstören.

Dadurch kommt es dann zur lokalen Entzündung, Freisetzung von hochreakti-

ven Sauerstoffradikalen, Cytokinen, Interleukinen, Mediatoren und Gerinnungs-

faktoren und matrixdegenerierenden Metalloproteinasen (MMP) [63]. Infolge der

Nekrose der Schaumzellen finden sich nun wieder Lipide extrazellulär. Es folgt

die Schädigung des eventuell noch intakten Endothels, welches vermehrt Endo-

thelin und vermindert Stickstoffmonoxid und Prostacyklin freisetzt, wodurch es

zur lokalen Vasokonstriktion kommt. Außerdem lagert sich durch Plasminhem-

mung Fibrin ab. Die Entzündungsreaktion führt weiter zur Infiltration durch T-

Lymphocyten. Diese bewirken eine weitere Aktivierung der Makrophagen mittels

Interferon-γ und dem Granulocyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierenderem Fak-

tor (GM-CSF). Die Makrophagen produzieren Wachstumsfaktoren, u.a. den FGF,

den insulinähnlichen Wachstumsfaktor, den Plättchen-Wachstumsfaktor (PDGF),

den TGF-β, welche die Proliferation glatter Muskelzellen [404], Myofibrobalsten

und des Bindegewebes stimulieren, die zu dem Entzündungsherd in der Intima
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migrieren. Dabei verändern die glatten Muskelzellen ihren Phänotyp; sie wechseln

vom kontraktilen Typ mit vielen Myofilamenten in den synthetischen Typ, der nun

Matrixproteine wie Kollagen, Elastin und Proteoglykane produziert. Dieser Typ

bildet selbst Faktoren wie GM-CSF, FGF, IGF, PDGF, TGF-β und Cytokine, wie

Interleukin 1 und Tumornekrosefaktor-α (TNF-α), was zum Fortgang und Auto-

stimulation der beschriebenen Entzündungsreaktion beiträgt [472] (s. Bild 1.10).

In deren Verlauf entstehen an der Gefäßwand sichtbare Fettstreifen, die sich durch

den dauernden Fortgang der Inflammation zu verkalkenden atheromatösen Plaques

entwickeln.

Diese atherosklerotischen Gefäße besitzen nur noch eine eingeschränkte Fähigkeit

zum Bluttransport, was zum Mißverhältnis von Sauerstoffangebot und Sauerstoff-

bedarf des Gewebes führt. Außerdem kann die Ruptur eines atheromatösen Plaques

mit der Bildung eines Fibringerinnsels eine prothrombotische Reaktion auslösen

[417]. Nennenswert ist hier die beobachtete Verminderung der Fibrinolyse durch

einen verminderten Gehalt an Gewebs-Plasminogenaktivator bzw. erhöhten Ge-

halt an Plasminogenaktivator-Inhibitor [372] [189].

Der Prozeß der Entstehung der Gefäßkrankheit vollzieht sich in Schritten, die auch

bei der unten beschriebenen Arteriogenese (s. Kapitel 1.2.8) ablaufen. So kommt

es bei beiden Prozessen zu einer Veränderung des Blutflusses und zu einer inflam-

matorischen Phase mit Leukocytenanlockung, der Heraufregulation von MCP-1,

Adäsionsmolekülen und MMP [307]. Des weiteren kommt es auch zur Proliferation

der glatten Muskelzellen und Formation einer neuen Intima [106]. Auch Wachs-

tumsfaktoren, deren Vorkommen bei der Angiogenese (s. Kapitel 1.2.7) bekannt

ist, wirken proatherogen und prothrombotisch. Das Vorkommen all dieser Faktoren

ist eine Reaktion des Gefäßes auf die einwirkenden Kräfte. Das Ergebnis ist davon

abhängig, wie lange und wie stark welche Kraft wirkt und ob diese Einwirkung

lokalisiert oder generell an einem Gefäß geschieht [370] [206] [210].

1.2.7 Angiogenese

Nach Formung des primären Gefäßplexus bei der Vasculogenese (s. Kapitel 1.2.2),

vollzieht sich die weitere Gefäßentwicklung nach den Regeln der Angiogenese. Der

Vorgang der Angiogenese läuft aber nicht nur als Fortsetzung der Entwicklung

des primären Gefäßplexus ab, sondern auch immer wieder im Laufe des Lebens

eines Menschens, z.B. im Rahmen des Wachstums, der Wundheilung, der Keim-



1.2 Das Gefäßsystem 22

zellreifung und Schwangerschaft [111]. Dabei vermehrt sich die Anzahl der Kapil-

laren [376]. Pathologisch tritt auch beim Tumorwachstum [97] [108] [109], bei der

rheumatischen Arthritis, verschiedenen Retinopathien [142] und bei der Geweb-

sischämie Angiogenese auf. Die Ischämie wird sogar als der wichtigste Stimulus

für Angiogenese betrachtet [49].

Es sind zwei synchron während der Entwicklung von Organen ablaufende Mecha-

nismen der Angiogenese bekannt (s. Bild 1.11):

Bei der sprossenden Angiogenese sprossen die Kapillaren vom primären Ple-

xus aus. Dies wird vor allem in Organen beobachtet, in denen der Primäplexus

zunächst keine Anlage hatte, z.B. im Gehirn. Es kommt zunächst zur proteolyti-

schen Degradation der extrazellulären Matrix, dann zur Chemotaxis und Migrati-

on der proliferierenden Endothelzellen ins umliegende Gewebe und schließlich zur

Lumenformation und funktionalen Maturation. VEGF wirkt dabei chemotaktisch

und kann die Fusion von Kapillaren zu stabileren, größeren Gefäßen bewirken.

Diese sind aber nicht von glatten Muskelzellen, höchstens von Pericyten umgeben.

Pericyten sind Kapillaren umgebende Zellen, die die kontraktilen Elemente Aktin

und Myosin enthalten [405]. Es kommt zu keiner nennenswerten Arteriolisierung

mit zusammenhängenden glatten Muskelzellen; die Kapillaren sind fragil und dem

Blutdruck und dessen Schwankungen ausgesetzt.

Bei der nichtsprossenden Angiogenese, auch Intussuszeption genannt, entstehen

neue Tochtergefäße im Ursprungsgefäß. Es proliferieren die sich gegenüberliegen-

den Endothelzellen in das Lumen des Ursprungsgefäßes und formen zwei Lumen,

welche dann durch transkapilläre Matrixstege zerteilt wird. Die Stege setzen sich in

axialer Richtung fort, so dass zwei parallele Gefäße entstehen. Die nicht sprossende

Angiogenese kommt vor allem in Organen vor, die schon vom Primärgefäßplexus

her vaskularisiert sind, z.B. die Lunge [343] [474] [309] [310].

Endothelzellen und Pericyten spielen bei beiden Prozessen der Angiogenese die

Hauptrolle. Diese beiden Zelltypen tragen die gesamte genetische Information, um

tubuläre Gebilde, Abzweigungsstellen und ganze Netzwerke ausgehend von einem

bereits existierenden Blutgefäß zu formen [113]. Die Angiogenese ist stark von der

Inhibition der Apoptose und damit dem Überleben der Endothelzellen abhängig.

Viele der proangiogenetischen Faktoren bewirken das Überleben der Endothelzel-

len, welches auch von dem Andocken derselben an die extrazelluläre Matrix und

von Zell-Zell-Kontakten abhängt. Dementsprechend bewirkt eine Inhibition der
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Bild 1.11: Angiogenese

proangiogenetischen Signale oder Adhäsionsmoleküle die Apoptose der Endothel-

zellen und damit die Inhibition der Angiogenese. Ebenso induzieren einige der

antiangiogenetischen Faktoren die Apoptose der Endothelzellen [69] [96].

Hypoxie bewirkt die Aktivierung des Hypoxieinduzierbaren Transkriptionsfaktors.

Dieser bindet an die Promoterregion des VEGF-Gens und bewirkt eine Expressi-

onssteigerung von VEGF [426] [37] [64] [11] [425] [243]. Des weiteren wurde ein

Einfluß der Hypoxie auf die Stabilität der VEGF-mRNA nachgewiesen [403] [78].

Der plazentare Wachstumsfaktor (PlGF) moduliert die Aktivität von VEGF [59]

[45] und wirkt selbst fördernd auf die Angiogenese ein [479]. Verschiedene weitere

Cytokine wurden als Stimulatoren der Proliferation von Endothelzellen, Pericy-

ten und der Migration und Aktivierung von Moncyten identifiziert, beispielsweise

MCP-1, FGF-2, VEGF, GM-CSF, TGF-β und PDGF [49] [236] [214] [47]. TGF-β

führt u.a. aber auch zur Stabilisierung der Phänotyps der Endothelien und zur

Inhibition der Proliferation [343] und PDGF spielt u.a. bei der Pericytenentwick-

lung eine wichtige Rolle [238]. Auch Thrombospondin ist bekannt, ein Inhibitor

der Angiogenese zu sein [111], des weiteren Angiostatin, ein Fragment des Plas-

minogen [300] [460], Endostatin, ein Fragment des Kollagen [299] und Faktoren

des Gerinnungssystems [231] [301]. Die hämodynamischen Kräfte beeinflussen die

Angio- ebenso wie die Vasculo- und Arteriogenese und das bestehende Gefäßsy-
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stem [431] [83].

Mit VEGF und FGF wurden bereits Studien durchgeführt, bei denen die DNA

bzw. das Protein selbst in hypoxische Bereiche eingebracht wurde und eine ver-

mehrte Angiogenese bewirkte [142] [413] (s. Kapitel 4.2.1).

1.2.8 Arteriogenese

Arteriogenese ist definiert als die Transformation einer kleinen präexistenten dünn-

wandigen, aus einer endothelialen Innenschicht, einer Lamina elastica interna und

einer oder zwei Lagen glatter Muskelzellen bestehenden Arteriole in eine viel größe-

re leitende A. bei Verschluß der Hauptarterie. Dies geschieht pathophysiologisch

bei Verschluß eines arteriellen Leitgefäßes oder auch physiologisch z.B. bei der

Wundheilung und der Schwangerschaft im wachsenden Uterus [113]. Diese kleinen

Arteriolen mit einem Durchmesser von etwa 50 µm als Bestandteil präexistie-

render arterio-arteriolarer Anastomosen werden infolge Scherspannungszunahme

nach Verschluß eines Leitgefäßes in kurzer Zeit zu funktionellen Aa., den Kol-

lateralarterien, umgebaut [370]. Einzelne Bereiche der Kollateralarterien wurden

durch Longland definiert als Stamm- , korkenzieherartig ausgeprägte Mittel- und

Wiedereintrittszone [244] (s. Bild 1.12).

Bild 1.12: Kollateralarterie nach Longland; [244]

Das Vorhandensein dieser Arteriolen ist genetisch deteminiert [160]. Die Arte-

riogenese vollzieht sich nach dem gleichen Prinzip bei Mäusen, Ratten, Kaninchen,

Schweinen, Hunden und Menschen, unabhängig davon, ob es sich um Koronar-,
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Hirn- oder periphere Aa. handelt.

Bild 1.13: Richard Lower [247]

Kollateralen hat der englische Anatom Richard Lower (s. Bild 1.13) bereits

1669 in seiner Publikation beschrieben: Die Koronargefäße kommunizieren teilwei-

se über Anastomosen, welche einem Versorgungsmangel mit Blut völlig vorbeugen

könne. Lower beschrieb damit nicht nur präzise die Kollateralen, sondern war sich

schon deren Schutzfunktion im Falle eines Gefäßverschlusses bewußt [247]. Im 18.

Jahrhundert führte der Chirurg John Hunter Ligaturen an Hirschgeweihen und

Hinterläufen des Hundes durch und erkannte, daß die Kollateralversorgung nach

einer bestimmten Zeit einsetzt und die abhängige Strombahn versorgt. Im Jahre

1845 veröffentlichte Luigi Porta (1800-1875) in Milano sein Werk
”
Delle alterazio-

ni patologiche delle arterie per la ligatura e la torsione“ [Über die pathologischen

Veränderungen der Arterie durch Ligatur und Drehung], in dem er die Entstehung

einer Kollateralblutversorgung durch Ligatur der A. femoralis in einem Schwein

beschrieb. Er berichtete über im Bereich der Ligatur neu entstandene korken-

zieherartig geformte Gefäße, die Nekrosen der distalen Extremität verhinderten.

Fulton demonstrierte mit mehreren Studien etwa 300 Jahre nach Lower ebenfalls,
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daß zwischen den Koronararterien Kollateralgefäße bestehen und entkräftete die

damals geltende Ansicht, die Koronararterien wären Endarterien [118] [117] [119]

[120] [121] [35].

Wachstum als Mechanismus koronarer Kollateralentwicklung wurde 1967 zum er-

sten Mal von Schaper et al. beschrieben, und 1971 konnte nachgewiesen werden,

daß präexistierende Kollateralarteriolen nicht durch passive Vasodilatation, son-

dern infolge Proliferation von Endothel und glatter Gefäßmuskulatur und Umbau-

vorgängen zu großen Kollateralarterien werden [50] [367] [364]. Eine Reihe von

Studien zum Anteil des Kollateralwachstums an der Genesung nach Myokardialin-

farkt brachte schließlich einen Beweis für die Funktionalität von Kollateralen [286]

[379] [146] [457]. Auch für das Gefäßsystem im Gehirn nach einem Schlaganfall ist

eine Verbesserung der Durchblutungssituation beschrieben [455]. Unter normalen

Flußbedingungen und abhängig vom Druckgradient zwischen den untereinander

verbundenen arteriellen Netzwerken gibt es nur einen minimalen gerichteten Fluß,

aber kleine oszillierende Flüsse scheinen ständig vorhanden zu sein [370] [363].

Auch versorgen die Kollateralgefäße unter physiologischen Bedingungen das um-

liegende Gewebe [62], z.B. die Muskulatur bei Beanspruchung im Rahmen der

Kontraktion über die Verbindung, die ja proximal und distal zur versorgenden A.

vorhanden ist.

In einem Leitgefäß wie z.B. der A. femoralis (fem.) beträgt die Scherspannung

etwa 5-40 dyn
/
cm2 [137] [185] [338] [196] [197]. Die Schwankungen kommen durch

den pulsatilen Charakter des Blutfusses zustande. Die Scherspannung ist im Nor-

malzustand eher eine schwache Einflußgröße im Gegensatz zu der TWS (s. Kapitel

1.2.5.3), die 2500-fach stärker ist [369] [358] [371]. Experimentell kommt es direkt

nach Ligatur dieses Gefäßes zur Steigerung der Scherspannung auf das 200-fache

[55]. In diesem Zustand ist die Scherspannung die modulierende Kraft.

Diese Scherspannungserhöhung wirkt auf die Kollateralarterien, die die Seitenäste

proximal und distal der Occlusion verbinden entlang des hohen Druckgradienten

von proximal nach distal [49] [439] und bewirkt zunächst akut deren funktionelle

Dilatation [350] [54] [428].

Die Stufen der strukturellen Veränderung, der Arteriogenese, bestehen aus der

Initiierung, der Proliferation und der Maturation (s. Bild 1.14).



1.2 Das Gefäßsystem 27

Bild 1.14: Schematischer Ablauf der Arteriogenese: Nach Occlusion eines Leitgefäßes

kommt es infolge Scherspannungszunahme zur Transformation der Kollate-

ralarteriole in eine Arterie.

Schon Minuten nach dem Verschluß eines Leitgefäßes führt die erhöhte Scher-

spannung durch Öffnung von volumenkontrollierenden Chloridkanälen [483] [482]

zu einem elektronenmikroskopisch sichtbaren Anschwellen der Endothelzellen (s.

Bilder 1.15(a) und Bild 1.15(b)) [282] und zu einer Orientierung in Richtung der

einwirkenden Scherspannung [46] [34] [123]. Auch Kaliumkanäle spielen eine Rolle

[294] [293] [33] [295] [85] [169] [186]. Der Haupteffekt der Aktivierung der mechano-

sensitiven Ionenkanälem ist der Influx von Calcium und damit die Depolarisation

der Zelle [144] [482] [380] [100] [384] [14].

Des weiteren wird die erhöhte Scherspannung über Mechanoüberträger des

Endothels, die den Extrazellulärraum mit dem Cytoskeleton verbinden, an letz-

teres weitergeleitet [179] [70]. Es kommt zur Phosphorylierung fokaler Kontakte

zwischen den Endothelzellen an ihrer abluminalen Seite [370] [74] und durch diese

Aktivierung des Endothels kommt es bereits nach etwa sechs bis zwölf Stunden

(h) zu einer Expression von Rezeptoren, Integrinen und Adhäsionsmolekülen, wie

dem Vasculären Zelladhäsionsmolekül-1 (VCAM-1; s. Bild 1.16(a)), dem ICAM-1

(s. Bild 1.16(b)) [68] [277] [75] [270] [429], und E-Selektin an der luminalen Seite
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(a) Ruhende Endothelzellen (b) Aktivierte Endothelzellen

Bild 1.15: Endothelzellen [58]; mit freundlicher Genehmigung der Springer Science and

Business Media

[72] [436] [383] [423] [448] [352] [452] [40].

(a) VCAM-1 (gelb) [369] (b) ICAM-1 (gelb) [90]

Bild 1.16: Expression von Adhäsionsmolekülen nach 12 h Occlusion der Femoralarte-

rie im Kaninchen; mit freundlicher Genehmigung der Springer Science and

Business Media

Die gesteigerte Expression solcher Gene wird teilweise durch das Scherspan-

nungsreagible Element im Promotor verschiedener Gene vermittelt (z.B. PDGF,

MCP-1) [446] [337] [32] [306] [256]. Chemokine wie MCP-1 [392] [391] [461] [262]

und GM-CSF [208] [381] [52], [53] [473] [188] werden vermehrt abgegeben, dabei
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ist MCP-1 das potenteste Peptid, um die Arteriogenese zu fördern, da es chemo-

taktisch auf Monocyten wirkt [50] [436] [183] [450] [400] [259] [335]. In dieser ersten

Phase und in der folgenden ist das Endothel die Plattform für die ausgelösten Re-

aktionen und deren weitere Folge [420] [126].

Schon 12 h nach Verschluß haften die Monocyten am Endothel an (s. Bilder

1.17(a) und 1.17(b)) hierbei spielen die Zell-Zell-Kontakte eine besonders große

Rolle [105].

(a) Raster-Tunnel-Mikroskopie Auf-
nahme [58]

(b) histologischer Schnitt [357]

Bild 1.17: Monocyten-Endothel-Kontakt; mit freundlicher Genehmigung der Springer

Science and Business Media

Auch der Urokinasetyp-Plasminogenaktivators ist bei diesem Geschehen an der

Monocyteninfiltration beteiligt [91]. An der Gefäßaußenseite wirkt die Adventitia

durch Proliferation, Wachstumsfaktorproduktion und extrazelluläre Proteolyse mit

[57]. Die Monocyten transmigrieren innerhalb von 72 h nach Occlusion in die Arte-

riolarwand und akkumulieren in der Adventitia. Dort produzieren sie Wachstums-

faktoren [20] und Proteasen, wie MMP [481] zum Umbau der alten arteriolären

Struktur und zur Platzschaffung für die Ausbreitung der Kollateralen [124] [2].

Wie bei der Angiogenese wirken Cytokine wie FGF-2 [466] [26] [462], TGF-β [439]

[293] [82] [209] [397], TNF-α [157] [166], PlGF [322], PDGF [172] [254] [174] [355]

und VEGF [49] [413] [322] [422] [156] in diesem inflammatorischen Prozeß mit [89]
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[44] [356]. In der Phase der Initiierung spielen die Endothelzellen, Monocyten und

die einwirkenden Faktoren die wichtigste Rolle [183] [357] [20] [158] [324] [16]. Die

Ischämie bildet keinen Stimulus für die Arteriogenese; im Gebiet der Kollatera-

lenausbildung herrscht auch kein ischämisches Millieu, dieses ist peripher von der

Occlusion lokalisiert [363] [20] [88] [162] [164] [51] [182] [434]. Es verläuft sogar die

Geschwindigkeit des Prozesses der Arteriogenese invers zu der Ischämieintensität

ab [376].

Es schließt sich die Phase der Proliferation an. Ein bis drei Tage nach dem Ver-

schluß kommt es zur maximalen mitotischen Aktivität der glatten Muskelzellen

[233], der Endothelzellen [260] [13] [427] und der Fibroblasten [57] [56] [308]. An-

schließend verrringert sich die Mitoserate wieder und eine Synthesephase (3.-14.

Tag) folgt. Es kommt zur Dedifferenzierung der glatten Muskelzellen vom physio-

logischen kontraktilen in den synthetischen Phänotyp. Die glatten Muskelzellen

zeigen einen verminderten Gehalt an den für den kontraktilen Typ charakteristi-

schen Proteinen, wie den intermediären Filamenten, Aktin und Myosin, Desmin,

Calponin usw. [445].

Die Heraufregulation der Expression und Aktivität der MMP, die extrazelluläre

Matrix verdauen, schafft Platz für die wachsenden Kollateralen und bietet den

glatten Muskelzellen die Möglichkeit, in Richtung Intima zu migrieren. Zu beob-

achten ist weiter eine Vergrößerung des endoplasmatischen Retikulums, der Mit-

ochondrienzahl, des Golgi-Apparates und der freien Ribosomenzahl. Es folgt ei-

ne Lückenbildung in der Lamina elastica interna [261] als Hauptbarriere für die

Gefäßmuskelzellmigration. Die Verbindungen zwischen Gefäßmuskelzellen werden

aufgelockert, wodurch die kleine Arteriole dilatiert und durchlässig für Fibrino-

gen wird. Gefäßmuskelzellen migrieren nun aus der mittleren Gefäßmuskelschicht

(Media) in den subendothelialen Raum und bilden eine dicke Gefäßinnenschicht,

die Neointima. Außerdem produziert dieser Synthesetyp der Gefäßmuskulatur in

dem späten Abschnitt dieser Phase extrazelluläre Matrix, Kollagen, Elastin und

schließlich eine neue Lamina elastica interna [375].

Die Reifung vollzieht sich 14-21 Tage nach Verschluß, dabei kommt es zur ver-

minderten Proliferation, Migration und Proteolyse und auch zur Rückkehr der

glatten Muskelzellen in kontraktilen Typ [375]. Dabei zeigen die luminal gele-

generen Muskelzellen unterhalb der neuen Intima eine helikale Orientierung, die

abluminarer gelegenen
”
ursprünglichen“ glatten Muskelzelle der Kollateralen zei-

gen eine cirkuläre Orientierung. Schließlich ist auch wieder eine vollständige Ba-
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salmembran vorhanden [58]. Zudem ist die Monocytenanlockung bereits beendet

und Adhäsionsmoleküle werden nicht länger exprimiert. Bemerkenswert ist, daß

in dieser späten Phase der Arteriognese angiostatische Gene vermehrt exprimiert

werden, wie z.B. das Interferon-γ induzierte Protein (IP-10), Monokin induziert

durch Interferon-γ (MIG) und MMP12. Dabei sind MMP12 und Angiostatin star-

ke angiostatische Faktoren [139], [39] [228]. Es entsteht auf diese Weise zwei - drei

Wochen eine Kollateralarterie, welche sich morphologisch nur geringfügig von einer

normalen Arterie unterscheidet [459].

Der endgültige Umbauprozess, der sich in 6-12 Monaten nach Occlusion vollzieht,

ist charakterisiert durch den signifikanten Zuwachs an Länge und der damit ent-

stehenden korkenzieherartigen Form der Kollateralen. Es kommt weiter zur For-

mation einer echten Intima mit einer vollständigen Lamina elastica interna [370].

Als Kennzeichen des Ursprungs aus einer Kollateralarteriole lassen Reste der alten

Lamina elastica interna nachweisen [376]. Der PlGF induziert bei der Arterioge-

nese die Formation großer, stabiler Gefäße [322].

In einigen wachsenden Kollateralarterien nimmt die Dicke der neuen Innen-

schicht (Neointima) infolge der Gefäßmuskelproliferation derart zu, daß es infolge

eines Verschlusses des Lumens zur Regression des Gefäßes kommt, was
”
pruning“

genannt wird (s. Bilder 1.18(a) und 1.18(b)) [222].

Dies hat mit der Kompetition um den Blutfluß zu tun: Initial größere Gefäße

führen einen beständig zunehmenden Anteil des Gesamtflusses, was die Scherspan-

nung in den kleineren vermindert. Dies führt zur Reduktion des Umbaus bereits

mitotisch stimulierter, kleinerer Gefäße und somit zur überschießenden Intimapro-

liferation, Vermehrung glatter Muskelzellen, verstärkten Fibronektin-Expression

und Endothelzellapoptose [390] [127] [395] [76] [191] [95].

Die Kollateralgefäße sind in der Lage, die Struktur und einen Teil der Funktion

der ischämisch gefährdeten Areale zu erhalten. Wenn sich durch den arterioge-

netischen Prozeß der Blutfluß und die Scherspannung wieder den präocclusiven

Werten angleichen, dann hören die Kollateralen auf zu wachsen, bevor sie größen-

und mengenmäßig das Leitgefäß ersetzt haben [375].
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(a) verengtes Lumen (b) nahezu vollständiger Ver-
schluß

Bild 1.18: Pruning: In einigen wachsenden Kollateralarterien nimmt die Dicke der Neoin-

tima infolge der Gefäßmuskelproliferation derart zu, daß es infolge eines Ver-

schlusses des Lumens zur Regression des Gefäßes kommt; [366] mit freundli-

cher Genehmigung der American Heart Association
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1.3 Cofilin 1 und 2

Die Motilität der Zellen ist bei der Vasculo-, der Angio- und der Arteriogenese

von enormer Bedeutung. Cytoskelettelemente und deren Dynamik bestimmen die

Cytokinese.

Aktin ist eine Hauptkomponente der Cytoskelettfilamente und polymerisiert sehr

schnell in vitro, wenn es gereingt wird. Es wurden drei Regulatorproteingruppen

im Embryomuskel, in dem Aktin noch weitgehend unpolymerisiert vorliegt, identi-

fiziert, wovon eine die Cofiline (CFL) sind [3]. Der Name steht für
”
cofilamentous

protein“ und beschreibt damit die aktinfilamentbindende Aktivität der CFL, eine

Eigenschaft, die bei der Erstbeschreibung offensichtlicher war als die Einwirkung

auf die Depolymerisation [268] [283].

Bild 1.19: Humanes Cofilin 1; Protein Data Bank, Code 1Q8X; [31]

CFL (s. Bild 1.19) gehören zu der Familie der Aktindepolymerisierenden Fakto-

ren (ADF), die sich aus essentiellen, konservierten, weitverbreiteten, kleinen (15-18

kDa) aktinbindenden Proteinen zusammensetzt [268] [29]. Die ADF-Proteine be-

stehen aus einer einfach gefalteten Domäne. Die Aktin-bindende Struktur ist eine
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lange α-Helix [251]. Genetische Studien haben die Wichtigkeit von ADF als Re-

gulatoren der Aktindynamik bei der Bewegung und Morphogenese herausgehoben

[61]. Es sind potente und entscheidende Regulatoren der Aktincytoskelettdyna-

mik, deren Funktion es ist, die Aktinfilamentumsatz in Zellen zu beschleunigen

[414] [28] [264] [60]. Obwohl ADF und CFL häufig synonym gebraucht werden, ist

festzuhalten, dass unterschiedliche Gene für ADF und CFL kodieren [269] [325]

[469].

CFL spielen beim Remodeling durch das Teilen der Aktinfilamente eine wich-

tige Rolle [27]. Sie sind ein Hauptbestandteil der intranukleären und zytoplas-

matischen Aktinstäbchen. Es kommt zu Interaktionen sowohl mit dem monome-

ren/globulären (G-Aktin) als auch polymeren/filamentösen Aktin (F-Aktin) in den

rinnenartigen Vertiefungen (s. Bild 1.20), dabei wird die typische Verwindung des

Aktins verändert [263] [250]. CFL trennen F-Aktin, binden das G-Aktin in einem

1:1 Komplex, verhindern so dessen neuerliche Polymerisation an gleicher Stelle

[268] [284] und die Bindung des Tropomyosin [284], welches in den rinnenarti-

gen Vertiefungen stabilisierend auf die Aktinfilamente wirkt [97]. Das nun freie

G-Aktin kann an anderer Stelle polymerisieren und auf die Zellmotilität einwirken

[414] [171].

CFL wirken pH-abhängig; durchweg ist die Verstärkung des Aktinfilamentum-

satzes durch menschliche CFL dreimal stärker bei einem pH von 8,0 als bei einem

pH von 7,0 [61] [41] [153], [252]. Die Aktivität von CFL wird durch Dephospho-

rylation induziert [6], die schnell als Antwort auf vielfältige Stimuli erfolgt, die die

Reorganisation des Aktinzytoskeletts bewirken, z.B. Konzentrationserhöhung des

cyklischen Adenosinmonophosphat (cAMP), Wachstumsfaktoren, Insulin, Chemo-

kine [353]. Die phosphorylierten und dephosphorylierten Formen der CFL koexi-

stieren immer in einer Zelle, aber das Verhältnis zwischen beiden variiert [268].

Dabei ist das phosphorylierte CFL nicht gänzlich inaktiv, nur seine Affinität zu Ak-

tin ist 20-fach erniedrigt [339]. Die Reaktivierung durch Dephosphorylation erfolgt

durch aktinbindende Phosphatasen, die
”
Slingshot“ (SSH) genannt werden [101]

[285], wohingegen die LIM-Kinase-1 (LIM ist ein Akronym für die drei Genproduk-

te Lin-11, Isi-1 und Mec-3) identifiziert wurde als die Kinase, die CFL in vivo an

Position Serin-3 phosphoryliert und damit inaktiviert [466] [6] [19] [348] [207] [281]

[271] [12], die aber auch von SSH negativ beinflußt wird [369] [398]. Außerdem wird

die Aktivität von CFL auch von den Membranlipiden Phosphatidylinositol (PI),

Phosphatidylinositol-4-Phosphat (PIP) und Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat
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Bild 1.20: CFL-Interaktion mit Aktin: CFL trennen F-Aktin, binden das G-Aktin in

einem 1:1 Komplex, verhindern so dessen neuerliche Polymerisation an gleicher

Stelle und die Bindung des Tropomyosin.

(PIP2) supprimiert. Diese binden an die Residuen 104-115 der endständigen frei-

en Aminogruppe [276] [471] [213]. Dies ist auch die aktinbindende Stelle des CFL

[470]. Mit der testikulären Proteinkinase-1 (TESK-1) wurde eine weitere mit LIMK

verwandte Kinase identifiziert, die CFL inhibiert [421].

Von den CFL sind zwei Isoformen - CFL1 und CFL2 - bekannt, die sich in ih-

rer Fähigkeit, Aktin zu depolymerisieren unterscheiden. Dabei interagiert CFL2

mit F-Aktin mit einer höheren Affinität als CFL1 [298] [280]. CFL1 ist die nicht-

muskelspezifische und CFL2 die muskelspezifische Isoform.

Das gesamte Transkript der DNA, die CFL1 kodiert, ist 3,32 kb groß. Das endgülti-

ge Protein ist 166 Aminosäuren lang [3], die dazugehörige DNA hat eine Größe

von 18502 Dalton (Da), die mRNA ist beim Menschen 1,4 kb, beim Hausschwein

1,2 kb groß. CFL1 ist in verschiedenen Geweben, wie z.B. Hirn, Herz, Lunge, Nie-

ren, Hoden und Leber vorhanden [369], seine chromosomale Lokalisation ist 11q13

[288] [132] [415].

Von CFL 2, der muskelspezifischen Isoform [441] existieren zwei unterschiedlich

gespleißte Transkripte, CFL2a und CFL2b mit einer Größe von 1,8 und 3 kb.
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CFL2b ist vor allem in humanem Skelettmuskel und Herz exprimiert, während

CFL2a in verschiedenen Gewebe anzutreffen ist. Auf Proteinsequenzebene sind

die beiden Transkripte mit einer Länge von 166 Aminosäuren identisch [291]. Die

dazugehörige DNA ist 18736 Da groß. Die chromosomale Lokalisation lautet 14q12

[289], [415].

CFL verändern die Dynamik des Aktinumsatzes in einer Zelle. Durch Aktivierung

und Hemmung der CFL kommt es zu unterschiedlichen Formationen des Aktin

und schließlich zu einer kontrollierten Bewegung der Zelle.
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1.4 Fragestellung

Aus therapeutischer Sicht bietet sich mit der Arteriogenese die Möglichkeit, nicht

die bereits affektierten Leitgefäße zu behandeln, sondern eine alternative Perfusion

zu fördern, die dauerhaft die Aufgabe des geschädigten Gefäßes übernehmen kann.

Um den Wachstumstopp der Kollateralen vor Erreichen einer ausreichenden An-

zahl und Größe zu verhindern, ist eine länger andauernde Scherspannungserhöhung

notwendig.

1. Ist es möglich in einem Tiermodell nach Akutligatur einer A. durch Anlage

einer arterio-venösen Fistel (AVF) distal der Ligatur, die Ausbildung von Kollate-

ralkreisläufen zu fördern?

Bekannt ist, daß die Scherspannung, die auf die Kollateralgefäße wirkt, sich nach

Ligatur um ein mehrfaches steigert (s. Kapitel 1.2.8). Die AVF soll nun dazu beitra-

gen, diese hohe Scherspannung länger aufrecht zu erhalten. Mit den Experimenten

dieser Studie soll die Hypothese erörtert werden, ob es möglich ist eine bessere Re-

stitution der Gefäßfunktion durch Vermehrung und Wachstum der Kollateralgefäße

zu erreichen, wenn man eine noch stärkere und auch dauerhaftere Erhöhung der

Scherspannung herbeiführt, als es bereits der Fall ist bei Occlusion des Leitgefäßes.

2. Welche Veränderungen vollziehen sich durch die Ligatur auf molekularer Ebene

und gibt es Unterschiede zwischen der Seite, die nur ligiert ist und der Seite, auf

der zusätzlich die AVF angelegt wurde?

Zusätzlich sollen durch molekulargentische Analysen Proteine identifiziert werden,

die durch diesen mechanischen Reiz der Scherspannungserhöhung vermehrt oder

verringert exprimiert werden. Bei der Arteriogenese spielen die Enothelzellen, Mo-

nocyten und glatten Muskelzellen und ihre Beweglichkeit eine wichtige Rolle (s.

Kapitel 1.2.8). Am Beispiel des CFL 1 und 2 soll untersucht werden, wie sich

die Expression der für die Kontraktilität zuständigen Gene unter Scherspannungs-

erhöhung ändert.



Kapitel 2

Material und Methoden

2.1 Tiermodell

Zur Erörterung dieser Fragen wurde ein Tierversuchsmodell verwendet, um die

Auswirkungen der Scherspannungserhöhung durch Anlage einer AVF Fistel distal

einer arteriellen Gefäßocclussion auf die Kollateralisierung und Genexpression von

CFL zu evaluieren.

Die Studie wurde genehmigt (Genehmigungs Nr. F93/16) vom zuständigen Regie-

rungspräsidium Darmstadt des Landes Hessen gemäß §8 Abs. 1 des Tierschutzge-

setzes vom 25. Mai 1998, welches den Richtlinien
”
Guide for the Care and Use of

Laboratory Animals“ (US-NIH Publication No. 85-23, revised 1985) des Nationa-

len Institutes für Gesundheit der Vereinigten Staaten entspricht.

Hausschweinen wurde die A. fem. beidseits ligiert. Eine Woche später wurde auf

der linken Seite eine Fistel zwischen V. und A. distal der Ligatur angelegt wurde.

Durch die Ligatur kommt es wie oben beschrieben zu einem starken Druckgradi-

enten und zu einer vermehrten Durchblutung der präexistierenden Kollateralar-

teriolen, die die optimale Verbindung darstellen, um den verschlossenen Teil des

Leitgefäßes zu überbrücken. Dies vollzieht sich an beiden Seiten gleich. Durch die

Anlage einer AVF distal der Ligatur ergibt sich nun aber die Möglichkeit, daß das

Blut, das von den Kollateralgefäßen zum distalen Gefäßstumpf transportiert wird,

in das venöse System abfließen kann, da in dem ein deutlich geringerer Wider-

stand herrscht als im arteriellen. Es kann schneller abfließen und mit wachsender

Strömungsgeschwindigkeit nimmt auch die Scherspannung zu (s. Kapitel 1.2.5.4).

Nach zwei Wochen wurde der Versuch beendet und die Hinterläufe der Tiere wur-
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den angiographisch und molekulargenetisch untersucht (s. Bild 2.1).

Bild 2.1: Experimentablauf

2.1.1 Tierhaltung

Gesunde, männliche Schweine1 (n = 27) mit einem Durchschnittsgewicht von 47,1

+/- 6,8 kg und einem Alter von zwei Monaten +/- drei Wochen wurden für die

Studie herangezogen. Die Tiere hatten vor Versuchsbeginn eine Woche Zeit, sich

in der neuen Umgebung zu akklimatisieren.

Sie wurden bei Raumklima, Tageslicht und Innenbeleuchtung bis 20 Uhr in Grup-

pen (zwei-vier Tiere) in täglich gereinigten und mit Stroh ausgelegten Stallräum-

en, entsprechend den Europäischen Richtlininen 86/408 und den Richtlinien der

Gesellschaft für Versuchstierkunde (GV-SoLAS) gehalten. Es bestand freie Be-

wegungsmöglichkeit im Stall und auch außerhalb an der frischen Luft; außerdem

freier Zugang zum Wasser. Die Fütterung erfolgte einmal am Tag mit ca. 500 g

Haltungsfuttermittel2 (s. Tabelle 2.1).

1Deutsche Landrasse, Ferkelaufzuchtbetrieb Willi Schlosser, Storndorferstrasse 13, Schwalm-
tal Vadenrod

2ssniff MPig-H Alleinfutter für Minischweine - Haltung, Pellets 4 mm, ssniff Spezialdiäten
GmbH, Soest
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Inhaltsstoffe % Aminosäuren % Vitamine (je kg) Spurenelemente (mg/kg)

Rohprotein 16,0 Lysin 0,8 A 15000 IE Mangan 90,0

Rohfett 3,0 Methionin 0,3 D3 1000 IE Kupfer 12,0

Rohfaser 6,0 Cystin 0,3 E 100 mg Zink 75,0

Rohasche 6,5 Glycin 0,7 B1 10 mg Jod 2,0

Calcium 1,0 Leucin 1,1 B2 20 mg Eisen 220,0

Phosphor 0,7 Isoleucin 0,6 B6 12 mg Selen 0,2

Natrium 0,2 Arginin 0,9 B12 80 µg Cobalt 2,0

Magnesium 0,2 Phenylalanin 0,8 Biotin 400 µg

Kalium 1,0 Tryptophan 0,3 Pantothensäure 30 mg

Histidin 0,4 Cholin 1600 mg

Tyrosin 0,5 Folsäure 4 mg

Asparaginsäure 1,4 Nikotinsäure 60 mg

Glutaminsäure 3,1 K3 5 mg

Valin 0,7 Inosit 50 mg

Threonin 0,6

Tabelle 2.1: Zusammensetzung des Haltungsfuttermittels

2.1.2 Anästhesie

2.1.2.1 Prämedikation

Am Tag des Versuches blieben die Versuchstiere bis auf Wassergabe nüchtern. Die

Prämedikation erfolgte mit einer intramuskulären Injektion Ketaminhydrochlorid

20-30 mg/kg Körpergewicht (KG)3 , Midazolamhydrochlorid 1-1,5 mg/kg KG4 und

Xylazinhydrochlorid 1-2 mg/kg KG5. Es wurden bilateral in die Ohren Venenver-

weilkanülen6 eingebracht und dann wurde das Tier intubiert7.

Zur zusätzlichen Analgesie wurde perioperativ 1-1,5 ml Buprenorphinhydrochlo-

rid8 intravenös (i.v.) verabreicht. Subkutan wurde ein Depot mit 5 ml antibio-

tische Prophylaxe als Kombinationspräparat aus Benzylpenicillin, Streptomycin

und Benzoat9 injiziert.

3Ketavet, Ketaminhydrochlorid 100 mg/ml, Pharmacia und Upjohn GmbH, Erlangen
4Dormicum, Midazolamhydrochlorid 5 mg/ml, Hoffmann-La Roche AG, Grenzach-Wyhlen
5Rompun, Xylazinhydrochlorid 20 mg/ml, Bayer Vital GmbH, Leverkusen
6BD Venflon, Becton Dickinson Infusion Therapy AB, Helsingborg, Erlangen
7Endotrachealtubus, Hyperball ”Low-Pressure“, Größe 7, Vygon GmbH & Co.KG, Aachen
8Temgesic, Buprenorphinhydrochlorid 0,324 mg/ml, Reckitt & Colman Products Ltd., Hull,

Großbritannien
9Tardomyocel, Bencylpenicillin-Benzathin 82,6 mg/ml, Benzylpenicillin-Procain 24,8 mg/ml,

Dihydrostreptomycinsulfat 156,3 mg/ml, Methyl-4-Hydroxybenzoat 1,5 mg/ml, Propyl-4-
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2.1.2.2 Narkose

Die Intubationsnarkose wurde aufrecht erhalten durch die kontinuierliche i.v.-

Infusion von Ketaminhydrochlorid, Midazolamhydrochlorid nach Bedarf10. Die Be-

atmung11 erfolgte unter druckkontrollierten Bedingungen, wobei der Zielwert für

CO2 der Bereich zwischen 30-34 mmHg war. Das Verhältnis von Inspiration zu

Exspiration betrug 1:2. Bei Bedarf wurde den Tieren Flüssigkeit12 mittels einer

Infusionspumpe13 substituiert.

2.1.2.3 Monitoring

Beim perioperativen Monitoring wurde eine CO2-Messung14 durchgeführt und ein

Brustwand-Elektrokardiogramm15 nach Einthoven abgeleitet. Zusätzlich wurde zur

Anästhesietiefenüberwachung ein Elektroenzephalogramm16 abgeleitet.

2.1.2.4 Lagerung

Das Tier wurde in Rückenlage an den Vorder- und Hinterläufen fixiert. Ein Ab-

decken der Schweine mit vorgewärmten Tüchern sowie mit einer Wärmedecke17

verhinderte ein Auskühlen der Tiere.

2.1.3 Chirurgische Eingriffe

Alle chirurgischen Eingriffe wurden unter sterilen Bedingungen gemäß GV-SOLAS-

Richtlinien durchgeführt: Das Operationsgebiet wurde großflächig enthaart und

mehrmals wischdesinfiziert18. Nach den Eingriffen folgte der schichtweise Wund-

verschluß mittels Subkutan-19 und Hautnaht20 in typischer chirurgischer Nahttech-

Hydroxybenzoat, Bayer Vital, Leverkusen
10Perfusor Compact, B.Braun AG, Melsungen
11Evita 1, Dräger Medical AG & Co. KgaA, Lübeck
12Normofundin OP, B. Braun AG; Melsungen
13Infusomat fm, B. Braun AG, Melsungen
14Capnomac Ultima, Datex-Ohmeda GmbH, Duisburg
15Tram-RAC 4A, Solar 8000, Marquette Electronics, Inc., Milwaukee, Wisconsin, U.S.A.
16Aspect BIS XP Performance, Aspect Medical Systems International B.V., Leiden, Nieder-

lande
17Warm Touch 5700, Mallinckrodt Medical, Hennef-Sieg
18Betaisodona-Tinktur, Mundipharma GmbH, Limburg
19Vicryl 3/0, Ethicon GmbH, Norderstedt
20Monocryl 3/0, Ethicon GmbH, Norderstedt
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nik und die Wunde wurde dann noch mit einem Sprühverband21 benetzt. Benutzt

wurde Operationsbesteck der Firma Ethicon22.

2.1.3.1 Ligatur

Zum Zeitpunkt t = 0 Tage wurde beidseits die A. fem. ligiert23. Nach Desinfek-

tion und steriler Abdeckung des auf dem Rücken gelagerten Tieres erfolgte eine

Querinzision der Haut mit einer Länge von etwa 8 cm in beiden Leisten (s. Bild

2.2).

Bild 2.2: Operativer Zugang - Ligatur; eigene Abbildung

Dargestellt wurde durch stumpfe Freipräparation durch das Subcutangewebe

das Leistenband. Unterhalb von diesem lässt sich sich die Aufgabelung der A. ilia-

ca externa in die A. profunda (prof.) fem. und die A. fem. pulsierend palpieren.

Nach Freipräparation der Aufzweigung wurde die A.fem. in ihrem weiteren Verlauf

dargestellt bis zum Abgang der A. circumflexa fem. lateralis, welcher sich am kra-

nialen Rand des Musculus vastus medialis befindet. Die A. fem. liegt im weiteren

Verlauf zwischen diesem Muskel und dem Musculus pectineus. Etwa 1cm proximal

des Abgang der A. circumflexa fem. lateralis wurde die A. fem. ligiert (s. Bilder

2.3, 2.4 und 2.5. Nach subtiler Blutstillung24 erfolgte die Subcutan- und Hautnaht

21FLINT MED Sprühverband, Togal Werk AG, München
22Ethicon GmbH, Norderstedt
23Mersilene 3/0, Ethicon GmbH, Norderstedt
24Force 2 Electrosurgical Generator, Valleylab, Tyco Healthcare Deutschland GmbH Neu-

stadt/Donau
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und die Wundversiegelung mit einem Sprühverband.

Bild 2.3: Anatomie des Hinterlaufes des Schweines und Lokalisation der Ligatur; [378];

Bickhardt, K., 1961, Diss. vet. Hannover; mit freundlicher Genehmigung der

Bibliothek der Tierärztlichen Hochschule Hannover
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Bild 2.4: Arterien des Hinterlaufes des Schweines und Lokalisation der Ligatur; [378];

mit freundlicher Genehmigung der Thieme Verlagsgruppe
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Bild 2.5: Intraoperativer Situs - Ligatur; eigene Abbildung
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2.1.3.2 Arterio-venöse Fistel

Eine Woche später (t = 7 Tage) wurden beide Aa. fem. reexponiert. Dazu wurden

nicht die Hautschnitte verwendet, über die ligiert wurde, sondern etwa 5 cm distal

davon wurde parallel die Haut quer auf einer Länge von ca. 8 cm inzidiert. Nach

stumpfer Freipräparation des subcutanen Gewebes stellen sich von laterocaudal

kommend die oberflächlichen Äste der A. und V. circumflexa ilium prof. dar. Sie

liegen laterocaudal auf dem Musculus rectus fem. und teils auf dem Musculus va-

stus medialis. Nach Auffindem von letzterem wurde dieser nach medial vorfolgt.

Wie oben erwähnt liegt die A. fem. in ihrem Verlauf zwischen dem Musculus vastus

medialis und dem Musculus pectineus. Etwa 1,5 cm distal der Ligatur wurde auf

der linken Seite eine AVF in Seit-zu-Seit-Technik in fortlaufender Naht25 zwischen

A. und V. fem. angelegt (s. Bilder 2.6, 2.7 und 2.8).

Die Fistellänge betrug 11 mm, was der Schnittlänge der Branchen der verwende-

ten Pott’schen Schere entsprach (s. Bild 2.9). Rechts wurde eine Scheinoperation

durchgeführt. Hier erfolgte nach Darstellung des Situs ohne weitere Intervention.

Wie auf der Gegenseite erfolgte nach Blutstillung der schichtweise Wundverschluß

und die Anlage eines Sprühverbandes.

Perioperativ erhielten die Tiere zur Antikoagulation 5000 internationale Einheiten

(i.E.) Heparin-Natrium26.

25Prolene-6/0, Ethicon GmbH, Norderstedt
26Liquemin N 25000; Heparin-Natrium 5000 i.E./ml; Hoffmann-La Roche AG, Grenzach-

Wyhlen
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Bild 2.6: Anatomie des Hinterlaufes des Schweines und Lokalisation der Ligatur und

der arteriovenösen Fistel; [378]; Bickhardt, K., 1961, Diss. vet. Hannover; mit

freundlicher Genehmigung der Bibliothek der Tierärztlichen Hochschule Han-

nover
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Bild 2.7: Arterien des Hinterlaufes des Schweines und Lokalisation der Ligatur und der

arteriovenösen Fistel; [378]; mit freundlicher Genehmigung der Thieme Ver-

lagsgruppe
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Bild 2.8: Intraoperativer Situs - Arteriovenöse Fistel; eigene Abbildung

Bild 2.9: Pott´sche Schere; eigene Abbildung
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2.1.3.3 Postoperativ

Nach den operativen Eingriffen wurden die Tiere, nachdem die Spontanatmung

wieder eingesetzt hatte, extubiert. Die venösen Zugänge wurden entfernt und die

Tiere zurück in den Stall gebracht. Bis zum Versuchsende wurde die Wundheilung

täglich kontrolliert. Die postoperative Schmerztherapie erfolgte mit 1 ml Bupre-

norphinhydrochlorid27 subcutan für drei Tage posoperativ.

2.1.4 Terminalversuch

Bild 2.10: Terminalexperiementablauf

Nach einem Zeitraum von 7 ± 1 Tagen nach Anlage der AVF wurde das Expe-

riment beendet (s. Bild 2.10). Dazu wurden die Tiere nach o.g. Verfahren erneut

anästhesiert. Zunächst wurde die Offenheit der AVF palpatorisch, sowie mittels

einer Ultraschalluntersuchung28 kontrolliert, wobei sich das typische Geräusch des

Nonnensausens zeigt, das durch die pulsatile Strömung in der V. zustande kommt.

Schließlich wurde auch mit der Angiographie die Durchgängigkeit der AVF festge-

stellt.
27Temgesic, Buprenorphinhydrochlorid 0,324 mg/ml, Reckitt & Colman Products Ltd., Hull,

Großbritannien
28Handultraschallgerät, HNE Diagnostics/Healthcare for Datascope Corp., Manalapan, New

Jersey, USA
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Nach einer i.v.-Gabe von 5000 i.E. Heparin-Natrium, wurde nach einer etwa 8 cm

messende paratrachealen Längsinzision der Haut die linke A. carotis communis

(s. Bilder 2.11 und 2.12) stumpf freipräpariert und mittels des Verfahrens nach

Seldinger [382] in diese eine arterielle Schleuse29 eingebracht. Nach Blutstillung

wurde die Haut adaptierend verschlossen.

Bild 2.11: Arterien und Venen am Kopf des Schweines; [378]; Becker H., 1960, Diss. vet

Hannover; mit freundlicher Genehmigung der Bibliothek der Tierärztlichen

Hochschule Hannover

Im Anschluß erfolgte die Durchführung der digitalen Subtraktionsangiographie

(DSA; s. Kapitel 2.2), dauraufhin die Laparatomie mittels Längsinzision in der Pa-

ramedianlinie des Abdomens. Nach Eventration des Darmes erfolgte die Kanülie-

rung der abdominalen Aorta. Das Versuchstier wurde zu diesem Zeitpunkt durch

eine letale Dosis (40 ml) von Embutramid, Mebenzoniumjodid und Tetracainhy-

drochlorid30 getötet. Über den aortalen Zugang wurde bei 4◦C gekühlte
”
University

of Wisconsin“-Lösung31 infundiert, die über einen Entlastungsschnitt in der V. ca-

29Medikit Insert Super Sheath, 8 F, Boston Scientific Corporation, Natick, Massachusetts,
USA

30T61; Embutramid 0,2 g/ml, Mebenzoniumjodid 0,05 g/ml und Tetracainhydrochlorid 0,005
g/ml, Intervet International GmbH, Wiesbaden

31ViaSpan, DuPont Pharma GmbH, Bad Homburg
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Bild 2.12: Lage der A. carotis communis; [378]

va inferior abfließen konnte. Zur weiteren Kühlung wurde der Unterleib der Tiere

mit Eis gefüllt und auch die Hinterläufe mit Eis bedeckt, nachdem die Haut ab-

gelöst worden war. Die Kühlung war notwendig, um das Gewebe der Kollateralen

und die enthaltenen zu untersuchenden Nukleinsäuren bis zur Präparation und

Konservierung vor dem Verfall zu bewahren (s. Kapitel 2.3).
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2.2 Digitale Subtraktionsangiographie

Um das Ausmaß des Kollateralarterienwachstums zu beurteilen wurde eine Angio-

graphie durchgeführt.

Nach Kontrastmittelinjektion32 über einen Pigtailkatheter33, der über den arte-

riellen Zugang in der linken A. carotis communis bis in die abdominale Aorta

eingebracht wurde, wurden in der angiographischen Einheit digitale Subtrakti-

onsangiogramme im posterior-anterioren Strahlengang vom Versuchstierunterleib

angefertigt34, auf Speichermedien35 abgespeichert und nach Markierung der Leit-

gefäße die einzelnen Kollateralen ausgezählt.

2.2.1 Angiogrammauswertung - Markierung der Leitgefäße

Um die auf den Angiogrammen (n=5, s. Bild 2.13) sichtbaren Kollateralarterien zu

quantifizieren, wurden diese mittels der Adobe Photoshop Software 5.036 betrach-

tet und bearbeitet37. Dazu wurden auf jedem Bild zunächst farblich die Aorta, die

Aa. iliacae communes, die Aa. iliacae internae und externae, die Aa. femorales,

Aa. femorales profundae und größere Gefäße, die auf beiden Seiten symmetrisch

vorhanden sind, markiert (s. Bilde 2.14).

32Visipaque 320, Iodixanol 625 mg/ml, Amersham Buchler GmbH & Co. KG, Braunschweig
335 F, Cordis Endovascular, Warren, New Jersey
34AXIOM Multistar, Siemens Polytron T.O.P. DICOM Products, Siemens, Erlangen
35Kodak Compact disc Gold Ultima, 650 MB, Eastman Kodak Company, New York, USA
36Adobe Systems Incorporated, San Jose, Kalifornien, USA
37Intel kompatibler x86 PC mit 850MHz AMD Duron als Prozessor, Advanced Micro Devices,

Dresden
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Bild 2.13: Angiogramm; eigene Abbildung
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Bild 2.14: Angiogramm mit markierten Leitgefäßen; eigene Abbildung
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2.2.2 Angiogrammauswertung - Kollateralenauszählung

Nach Markierung der Leitgefäße wurden die angiographisch sichtbaren die Gefäßoc-

clusion überbrückenden Kollateralarterien für jedes Bein einzeln farblich markiert

und ausgezählt.

Dabei wurden entsprechend der
”
Longland-Classification“ vom 4.2.1953 (s. Kapitel

1.2.8) nur solche Gefäße als Kollateralgefäße gezählt und als absolute Zahlen ange-

geben, die von proximal der Ligatur mit einer erkennbaren Stammzone, einer fol-

genden Mittelzone und dann distal der Ligatur mit einer Wiedereintrittszone ver-

liefen. Gefäße ohne proximale oder distale Verbindung zum arteriellen Gefäßsystem

wurden nicht mitgezählt (s. Bild 2.15). Die Daten wurden als Median, Mittelwert

± Standardabweichung dargestellt. Für die Analysen wurde computergestütztes

Softwareprogramm38 benutzt.

Um die Variationen des einzelnen Auszählenden und der Auszählenden unter-

einander zu berücksichtigen, wurden die Zählungen von vier Personen unabhängig

voneinander durchgeführt. Zwei Auszählenden war das Tiermodell und die Frag-

stellung nicht bekannt.

38Windows Excel, Microsoft Deutschland GmbH, Unterschleissheim



2.2 Digitale Subtraktionsangiographie 57

Bild 2.15: Angiogramm mit markierten Kollateralen; eigene Abbildung
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2.3 Präparation und Konservierung der Kollate-

ralen

Um die Kollateralen und die enthaltenen Nukleinsäuren möglichst lange zu konser-

vieren, wurde über den aortalen Zugang mittels Infusionspumpe39 eine Perfusion

mit 4 l gekühlter
”
University of Wisconsin“-Lösung durchgeführt. Der Unterleib

des Versuchstiers wurde zusätzlich mit zerkleinertem Eis gekühlt. Es erfolgte die

Freipräparation der Kollateralen (s. Bild 2.16) mit nachfolgender Aufbewahrung

derselben in flüssigem Stickstoff. Schließlich wurde das Gewebe der Kollateral-

gefäße molekulargenetischen Untersuchungen zugeführt.

Bild 2.16: Kollateralen in situ, blau hervorgehoben; eigene Abbildung

39Infusomat fm, B. Braun AG, Melsungen
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2.4 Molekulargenetik

2.4.1 Proteine

2.4.1.1 2-Dimensionale Polyacrylamid-Gelelektorphorese

Definition

Die Untersuchung der Proteinexpression wurde mittels der 2-Dimensionalen Poly-

acrylamid-Gelelektrophorese (2D-PAGE) durchgeführt, um Expressionsverände-

rungen in den Kollateralen der Ligaturseite und der Seite mit der AVF zu ana-

lysieren. Diese von O“Farrell [290] zuerst beschriebene Methode ist in der Lage

mehr als 1000 Polypeptide aus zellulären Extrakten aufzulösen.

Es wird dabei aber nicht der isoelektrische Punkt fokussiert (IEF). Diese Bestim-

mung beruht darauf, daß die Nettoladung eines Proteins sich mit dem pH der

umgebenden Lösung ändert. Bei dem für jedes Protein charakteristischen isolelek-

trischen Punkt hat das Protein keine Nettoladung und wandert deshalb im elektri-

schen Feld nicht. Bei der oben erstgenannten Methode wird aber eine Elektropho-

rese mit nicht äquilibriertem pH-Gradient (NEPHGE) verwendet. Der Hauptun-

terschied zwischen NEPHGE und IEF besteht darin, daß die Proben im ersten Fall

auf der sauren Seite des Gels aufgetragen werden und daß das Volt x Zeit-Produkt

kleiner ist als bei der IEF. Unter solchen Bedingungen erreicht der pH-Gradient

nicht das volle Gleichgewicht. Als Resultat werden die Proteine nicht vollkommen

an ihrem isoelektrischen Punkt fokussiert wie bei der IEF. Trotzdem werden die

meisten Proteine auch in NEPHGE - Gelen entsprechend ihrer Ladungsunterschie-

de getrennt und es ist zur Auftrennung basischer Proteine besser geeignet als die

Auftrennung nach IEF.

In der ersten Dimension wurde eine elektrische Fokussierung bei nicht-equilibriertem

pH-Gradient in einem dünnen Röhrchen, in dem durch die Mischung bestimmter

Puffer in einem Polyacrylamidgel ein pH-Gradient hergestellt worden ist, durch-

geführt. Nach dieser Fokussierung wird das Gelröhrchen auf SDS-Plattenpolyacrylamidgel

transferiert, so daß die nach ihrer Ladung aufgetrennten Proteine jetzt in der zwei-

ten Dimension, nämlich zusätzlich noch nach ihrem Molekulargewicht in einer zur

elektrischen Fokussierung senkrechten Ebene aufgetrennt werden. Das hochver-

netztes Polyacrylamidgel wird direkt vor dem Lauf durch Polymerisierung von

Monomeren hergestellt. Dabei kann die Porengröße durch den Vernetzungsgrad

variiert werden. Die Proteine wandern in einem elektrischen Feld in Richtung po-
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sitiver Elektrode (Anode), wobei größere Proteine langsamer vorankommen.

Dies entspricht dem zweidimensionalen Muster, bei dem jedes Protein hinsichtlich

Molekulargewicht und elektrischem Punkt genau charakterisiert werden kann.

Durchführung

Die 2D-PAGE wurde durchgeführt mit Gewebeproben der Kollateralgefäße beider

Seiten. 50 mg des gefrorenen Gewebes wurden in flüssigem Stickstoff pulverisiert

und in in 6 Vol IEF Probenpuffer (s. Kapitel 7) solubilisiert. Nach 30min langsamen

Erwärmens auf Raumtemperatur wurden die Proben 30 min bei Raumtempera-

tur und 100000 g40 zentrifugiert. Der Überstand wurde bei 70◦C eingefroren. Die

Proteine wurden mit einer Groß-Gel 2D-Technik (Gel-Größe 30 x 23 x 0,1 cm)

basierend auf den Methoden von Klose and Kobalz aufgetrennt [205]. Zur Bestim-

mung des Grades der Kontamination mit Skelettmuskeln in den Kollateralproben

wurden dafür typische Muskelproteine wie Aktin, Tropomyosin und Desmin ver-

wendet. In der ersten Dimension wurde die NEPHGE in Gelröhrchen (s. Kapitel 7)

durchgeführt. Dazu wurden 100 µg oder 400-500 µg (s. Kapitel 2.4.1.1) und (s. Ka-

pitel 2.4.1.1) der Proteinproben auf die Anodenseite des Gelröhrchens aufgetragen

und bei 8870 Vh fokussiert. Nach der Fokussierung wurden die Gele in Äquili-

brierungspuffer (s. Kapitel 7) für 10 min inkubiert und dann auf SDS-Gelplatten

transferiert. Die Elektrophorese wurde über 6 h bei 150 mA durchgeführt, bis die

Front das Gelende ereicht hatte.

Silberfärbung der 2D-PAGE

Zur Silberfärbung der analytischen 2D-Gele entsprechend der Methode von Jung-

blut und Seifert [190] wurden 100 µg Proteinprobe verwendet.

Blaufärbung 2D-PAGE und Massenspektrometrie

Zur Proteinidentifikation mittels Massenspektrometrie wurden 400-500 µg der Pro-

teinproben auf mikropräparative 2D-Gele geladen und mit Coomassie Brilliant

Blau G25041 gefärbt. Dies ist eine Färbung, die im Gegnsatz zur Silberfärbung

kompatibel mit der Massenspektrometrie ist. Analysiert wurden die präparierten

Gele mit dem Proteomeweaver42. Dabei wurden nur die Spots analysiert, bei de-

40g = 9,81 m
s2 Erdschwerebeschleunigung

41Serva, Heidelberg
422D-Image-analysis-Software, Research Systems, Boulder, Colorado, USA
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nen der Expressionsunterschied über einem bestimmten Grenzwert lag, also unter

strenger Evaluierung durchgeführt. Aus dem präparativen Gel wurden die Spots

ausgeschnitten, die die größten Unterschiede im Vergleich zwischen der gefistelten

und der Kontrollseite aufwiesen.

Die in den Spots vorhandenen Proteine wurden mittels Massenspektrometrie iden-

tifiziert. Bei der Massenspektrometrie werden die Proteine zunächst im Gel durch

Trypsin aufgeschlossen und die Peptidmischung durch die Aufnahme eines Protons

ionisiert und in die Gasphase überführt. Die fliegenden Proteine werden beschleu-

nigt und bewegen sich im Hochvakuum über eine Messstrecke von ca. 1-3 m. Über

die Flugzeit wird die Größe der Proteine berechnet43 und das Ergebnis mit Daten-

banken abgeglichen, um die Proteine, die im Spot enthalten waren zu identifizieren

[122].

2.4.1.2 Western Blots

Durchführung

Als Bestätigung der Ergebnisse der 2D-PAGE und der Quantifizierung der jewei-

ligen Proteinmengen wurden zusätzlich Western Blots angefertigt. Die Konzentra-

tion des Polyacrylamids im Gel bestimmt neben der Ladung und dem Gewich-

tes der Proteine deren Wanderungsgeschwindigkeit im elektrischen Feld, da die

Porengröße des Gels von der Polyacrylamidkonzentration abhängt. Die Proteine

wurden unter Verwendung des RIPA-Puffers (s. Kapitel 7) aus dem Gewebe der

Kollateralen beider Seiten isoliert. Der Proteingehalt (25 µg) wurde mit einem

Fertigsatz44 bestimmt. Die denaturierten Proben werden unter Verwendung der

Morpholinoethansulfonsäure (MES)-SDS-Laufpuffers (s. Kapitel 7) negativ gela-

den und bilden einen Protein-SDS-Komplex, der sich in Richtung Anode bewegt.

Dieser Puffer ist v.a. für Proteine mit einer Größe zwischen 25-60 kDa geeignet. Die

negative Ladung ist proportional zur Proteingröße. Bei 200 V erfolgt die elektro-

phoretische Auftrennung auf 4-12% Bis/Tris-Gelen45. Danach wurde die Gelplatte

auf Nitrozellulosefilter46 per Naßblot transferiert. Gefärbt wurde der Western Blot

43Time-of-flight Reflex MALDI-MS, Bruker, Bremen
44Bio Rad Laboratories, Hercules, CA, USA
454-12% Bis/Tris-Polyacrylamid-Fertiggele,Invitrogen, Groningen, Niederlande
46Invitrogen, Groningen, Niederlande



2.4 Molekulargenetik 62

mit Ponceau S-Lösung47. Dazu wird der Nitrozellulosefilter 5 min in Ponceau S-

Lösung geschwenkt und dann unter fließendem Wasser bis zur Erkennbarkeit der

Proteinbanden entfäbt.

Inkubation mit Antikörpern

Zur Inkubation mit Antikörpern wurde der Nitozellulosefilter 1 h bei Raumtempe-

ratur mit TBS-T/2.5% BSA fettsäurefrei48 (s. Kapitel 7) geblockt und anschließend

über Nacht mit Maus-ADF-Antiköper49 inkubiert. Die Inkubation erfolgte bei 4◦C

über zwei Nächte. Danach wurde mehrmals mit TBS-T gewaschen. Im Anschluß

wurde als zweiter Antikörper der Anti-Maus-Antikörper gekoppelt mit Peroxidase

1:1000049eine Stunde bei Raumtemperatur eingesetzt.

Detektion des Western Blots

Zur Detektion der Proteine wurde ein Fertigsatz49verwendet. Da der zweite An-

tikörper mit Peroxidase gekoppelt ist, erfolgt bei Anwendung des Substrates Lumi-

nol dessen katalytische Oxidation unter alkalischen Bedingungen. Dadurch entsteht

eine Chemilumineszens bei einer Wellenlänge von ca. 428 nm. Im Anschluß wurden

diese Lumineszenssignale mit blaulicht-sensitiven Röntgenfilmen50 detektiert51.

Die Daten wurden als Median, Mittelwert ± Standardabweichung dargestellt. Für

die Analysen wurde computergestütztes Softwareprogramm52 benutzt.

2.4.2 cDNA-Sondenherstellung

Entsprechend den Proteinen, die in der 2D-PAGE identifiziert wurden, wurden

cDNA-Sonden in Escheria coli-Bakterienstämmen (XL-1blue53oder JM10954) her-

gestellt, die zur Northern Blot Hybridisierung verwendet wurden (s. Kapitel 2.4.3.4).

Dazu wurden die bereits vorgefertigten rekombinanten Plasmide von humaner

470.5% Ponceau S-Lösung in 40% Methanol (MetOH), 15% Eisessig Merck, Darmstadt/Roth,
Karlsruhe

48BSA, fettsäurefrei Sigma, Deisenhofen
49ECL-Kit, Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg
50Hyperfilm ECL, Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg
51PhosphoImager und ImageQuant software, Storm 860, Amersham Biosciences Europe

GmbH, Freiburg
52Windows Excel, Microsoft Deutschland GmbH, Unterschleissheim
53Promega, Heidelberg
54Stratagene, Heidelberg
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CFL1-cDNA55 und CFL2-cDNA vom Hasen [43] als extrachromosomales zirkuläres

DNA-Molekül in das Bakterium eingebracht (Transformation, s. Kapitel 2.4.2.2).

Das Plasmid vermehrt sich unabhängig von der Bakterien-DNA.

Bild 2.17: Schema des Klonierungsvektors: Plasmid mit benötigten DNA-Sonden (in-

sert), außerdem Gen für die Antibiotikaresistenz (Ampicillin), Gen für β-

Galaktosidase (lacZ), Replikationsursprung (origin) und künstlich eingefügter

multipler Klonierungssequenz (MCS) mit Schnittstellen der Restriktionsendo-

nukleasen (*)

Das Plasmid trägt außer der benötigten DNA-Sonden noch ein Gen für eine

bestimmte Antibiotikaresistenz, das Gen zum Abbau der β-Galaktosidase, einen

Replikationsursprung für ihre Vermehrung und eine künstlich eingefügte Region,

die multiple Klonierungssequenz (MCS, s. Bild 2.17). In dieser Region sind einzelne

Schnittstellen für den späteren Einsatz der Restriktionsendonukleasen enthalten.

Alle Nachkommen der ursprunglichen Wirtszelle sind identisch, also Klone.

Außerdem wurde ein
”
antisense“-Oligonukleotid für 18S-rRNA synthetisiert, um

Ladunsunterschiede bei der Hybridisierung auszugleichen56.

55RZPD IMAGp998F246269
56MWG, Ebersberg, Germany; 5’-CGGAACTACGACGGTATC-3’; Acc. No. X01117, nucleo-

tide 1080-1061
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2.4.2.1 Induktion der Bakterienkompetenz mittels CaCl2-Methode

Damit Bakterien Fremd-DNA aufnehmen (Transformation, s. Kapitel 2.4.2.2),

müssen sie vorbereitet werden. Dies geschieht, indem man sie mit zweiwertigen

Ionen, hier Calcium Ca2+ in Calciumchlorid (CaCl2) behandelt. Diese befähigen

die Bakterien aufgrund eines bisher nicht verstandenen Mechanismus in der expo-

nentiellen Wachstumsphase zur Plasmidaufnahme.

Zunächst wurde der entsprechende Escheria coli-Bakterienstamm (XL-1blue oder

JM109) auf einer Luria-Bertani (LB)-Platte57 ausgestrichen und über Nacht bei

37◦C inkubiert. Nach Überführung einer Kolonie in LB-Medium (s. Kapitel 7)

wurde dieses über Nacht bei 37◦C und 250 rpm in einem Wasserbadschüttler58

kultiviert. Nach 1:50-Verdünnung der Kultur ließ man diese bis zu einer opti-

schen Dichte von OD550 = 0.4 - 0.5, d.h. bis zur logarithmischen Wachstumsphase

wachsen. Anschließend wurde die Kultur in einem Eiswasserbad für 10 min unter

leichtem Schütteln abgekühlt und es erfolgte ein Zentrifugation bei 2500 g und 4◦C.

Nach Resuspension des Bakterienpellets in 250 ml eiskalter 0,1 M CaCl2 -Lösung59

und 30-minütiger Inkubation auf Eis, erfolgte ein weiterer Zentrifugationsschritt.

Erneut wird das Pellet in 20 ml eiskalter 0,1 M CaCl2-Lösung gelöst und unter

Zugabe von Glyzerin (in einer Endkonzentration von 15%) aufgenommen. Zur Stei-

gerung der Kompetenz zur Fremd-DNA-Aufnahme wurde diese Lösung noch über

Nacht bei 4◦C inkubiert. Die Lagerung der Aliquots erfolgte bis zur Verwendung

zu je 1ml in Eppendorfröhrchen60 in flüssigem Stickstoff schockgefroren bei -80◦C.

2.4.2.2 Transformation von Bakterien

Der Begriff Transformation beschreibt den Vorgang der direkten Plasmidaufnahme

und dessen stabile Weitergabe.

Die durch die angewandte CaCl2-Methode nun transformationskompetenten Bak-

terien wurden langsam auf Eis aufgetaut. 100 ng der Plasmid-DNA wurden zugege-

ben. Es erfolgte eine 30-minütige Inkubation auf Eis, anschließend ein Hitzeschock

bei 42◦C für 45-60 s. Nach Zugabe von 1 ml LB-Medium, erfolgte eine erneute

einstündige Inkubation bei 37◦C. In dieser Zeit können die Bakterien, die Plas-

mide aufgenommen haben, die Antibiotikaresistenz aufbauen und phänotypisch

57LB-Medium 7, 1,5% Agar, Roth, Karlsruhe
58Bakterienschüttler Certomat HK, B.Braun, Biotech, Melsungen
59Merck, Frankfurt am Main
60Eppendorf, Hamburg
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ausprägen. Im Anschluß wurden die Bakterien pelletiert, in 100 µl LB-Medium re-

suspendiert, auf einer LB-Platte mit entsprechendem Antibiotikum61 zur Selektion

ausgestrichen und über Nacht bei 37◦C kultiviert.

2.4.2.3 Blau-Weiß-Selektion

Bild 2.18: Schema Blau-Weiß-Selektion: Die weißen Kolonien sind die, die im Plasmid

das Insert tragen und mit denen weiter verfahren wird; das Insert mit der

DNA-Sonde kommt beim Einbau in den Vektor in den Bereich des ”lacZ-Gens“

zu liegen, das für die β-Galaktosidase kodiert, die zum Abbau des Indikator-

Galaktosids benötigt wird. Bei dessen Abbau, kommt es zur Freisetzung eines

blauen Farbstoffes. Ist das Insert eingbaut, kann das Wirtsbakterium keine

β-Galaktosidase synthetisieren, das Galaktosid nicht verwerten und die Ko-

lonie hat eine weiße Farbe. Ist kein Insert im Plasmid vorhanden, kann das

Bakterium das Galaktosid abbauen und verfärbt sich blau.

Die Bakterien, die Plasmide und die damit verbundene Antibiotikaresistenz

aufgenommen haben, können auf entsprechenden antibiotikahaltigen LB-Platten

selektiv gegenüber anderen Bakterien wachsen.

Außerdem wurde mit den Plasmiden auch das
”
lacZ-Gen“, das für die β-Galaktosidase

61Ampicillin, Roth, Karlsruhe; in LB-Medium 7 auf 60 µg/ml verdünnt Kanamyzin Sigma,
Deisenhofen; in LB-Medium auf 50 µg/ml verdünnt
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kodiert aufgenommen. Daß die aufgenommenen Plasmide als Vektor auch die

benötigten DNA-Sonden tragen, prägen die Bakterien also phänotypisch aus: das

Insert mit der DNA-Sonde kommt beim Einbau in den Vektor in den Bereich

des
”
lacZ-Gens“ zu liegen. Dieses kodiert für die β-Galaktosidase, die zum Abbau

eines Indikator-Galaktosids benötigt wird. Wird dieses spezielle Galaktosid abge-

baut, kommt es zur Freisetzung eines blauen Farbstoffes. Ist das Insert eingbaut,

kann das Wirtsbakterium keine β-Galaktosidase synthetisieren, das Galaktosid

nicht verwerten und die Kolonie hat eine weiße Farbe. Ist kein Insert im Plasmid

vorhanden, kann das Bakterium das Galaktosid abbauen und verfärbt sich blau (s.

Bild 2.18). Es zeigt damit, daß es transformiert wurde, allerdings aber auch, dass

das Plasmid keine DNA-Sonde als Insert trägt.

Bei der durchgeführten Blau-Weiß-Selektion wurde der Transformationsansatz (s.

Kapitel 2.4.2.2) auf LB-Platten mit entsprechendem Antibiotikazusatz ausgestri-

chen. Zuvor erfolgte eine Präparation der LB-Platten, indem mit Hilfe eines Dry-

galskispatels 40 µl 5-Brom-4-Chloro-3-Indolyl-β-D-Galaktopyranosid (X-Gal)62 und

4 µl Isopropyl-β-D-Thiogalaktopyranosid (IPTG)63 gleichmäßig verteilt wurden.

Die so präparierten Platten wurden bei 37◦C mindestens 1 h vor dem Ausplattie-

ren des Transformationsansatzes inkubiert.

Nach dem Ausplattieren des Transformationsansatzes wurde die Platte über Nacht

bei 37◦C bebrütet. Es kommt zur Ausbildung phänotypisch unterschiedlicher Ko-

lonien, nämlich blauer und weißer.

Die weißen Bakterien sind die, die im Plasmid das Insert tragen und mit denen

weiter verfahren wird.

2.4.2.4 Vorrat und Lagerung der Bakterienklone

Um einen Vorrat an Bakterienklonen zu haben und ihn lagern zu können, wurde

ein Glyzerinstock der weißen Bakterienklone angelegt. Dazu wurden 850 µl einer

über-Nacht-Kultur mit 150 µl Glyzerin (86%) gemischt und bei -80◦C gelagert. Zur

Vermehrung aufbewahrter Kulturen wurden die Bakterienklone mit einer Impföse

ausgestrichen und über Nacht bei 37◦C kultiviert. Anschließend konnte mit der

Plasmidpräparation (s. Kapitel 2.4.2.6) fortgefahren werden.

62X-Gal AppliChem, Darmstadt in 20 mg/ml-Stammlösung in Dimethylformamid, Roth,
Karlsruhe

63IPTG, 200 mg/ml in H2O dest., Sigma, Deisenhofen
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2.4.2.5 Vermehrung der Kolonien

Zum Ansetzen der über-Nacht-Minikulturen wurden Kolonien von der über Nacht

inkubierten LB-Platte gepickt und in 3 ml Medium gegeben.

Die Midikultur wurde aus 10 µl der Minikultur gemischt mit 50 - 100 ml Medium

hergestellt und über Nacht bei 37◦C und 250 rpm im Wasserbadschüttler bebrütet.

2.4.2.6 Plasmidpräparation

Prüfung der Vektoren auf Inserteinbau

Um zu prüfen, ob die verschiedenen als Plasmid-DNA in die Bakterien aufgenom-

men Vektoren jeweils
”
ihr“ Insert, also die benötigten DNA-Sonden, enthalten,

wurde der Schnelltest nach Rinji Akada [9] verwendet. Dies ist nötig, da ein Bak-

terium, das mehrere Plasmide aufnehmen soll, mit der Aufnahme eines Plasmids

inklusive Insert ja schon die Antibiotikaresistenz und die Störung im Galaktosi-

dabbau ausprägt, so dass durch die Blau-Weiß-Selektion (s. Kapitel 2.4.2.3) nur

der Einbau mindestens eines Plasmids mit Insert nachgewiesen werden kann, aber

keine Aussage über die Aufnahme anderer Plasmide getroffen werden kann.

Nach 10-sekündigem Mischen von 100 µl der über-Nacht-Minikulturen, 50 µl Phe-

nol/Chloroform und 10 µl DNA-Proben-Puffer erfolgte eine 5-minütige Zentrifuga-

tion bei 1500 g. So erreicht man die Trennung der oberen wäßrigen Phase, welche

die Nukleinsäuren enthält und der unteren organischen Phase. Mittels der mit 40 µl

der wässrigen Phase durchgeführten Elektrophorese erreicht man die Auftrennung

von Plasmiden, welche einen Größenunterschied von mehr als 200 Basenpaaren

haben und so ist erkennbar, ob und welche verschiedenen Plasmide, deren Größe

ja bekannt ist, vorhanden sind. Außerdem kommt es zur Auftrennung bakterieller

genomischer DNA und RNA.

Plasmidaufreinigung

Nachdem der Nachweis für das Vorhandensein der benötigten Plasmide resp. In-

serts (s. Kapitel 2.4.2.6) in der Minikultur erbracht ist, wird aus dieser die Midi-

Kultur hergestellt (s. Kapitel 2.4.2.5).

Anschließend wurde die DNA nach der Anleitung eines Fertigsatzes64 präpariert;

die Präparation erfolgte gemäß dem Protokoll von Wang [451].

64Wizard c©Plus Mini/Midiprep Purification System, Promega, Mannheim
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Nach der Präparation sind nun die reinen Vektoren aus der Kultur extrahiert. Die

genomische DNA und RNA sind herausgetrennt.

Restriktionsverdau

Um aus den Vektoren die gewünschte DNA-Sonde zu isolieren, werden entspre-

chende Restriktionsendonukleasen65 eingesetzt. Diese erkennen und spalten DNA

innerhalb spezifischer Erkennungssequenzen, nämlich der MCS (s. Kapitel 2.4.2).

Die Einheiten, die pro Enzym eingesetzt werden müssen, ergeben sich aus der

Relation der Schnittstellen in der DNA des Vektors und der zu untersuchenden

DNA-Sonden.

30-50 µg der DNA wurden in einem Gesamtvolumen von 100-200 µl des die Re-

striktionsendonukleasen enthaltenden Reaktionspuffers für 2 Stunden oder über

Nacht bei 37◦C verdaut. Die DNA wurde danach elektrophoretisch aufgetrennt

und die gewünschten Fragmente aus dem Gel aufgereinigt (s. Kapitel 2.4.2.6).

Isolation von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Nach der Restriktion wurden die einzelnen Inserts mit dem Geneclean III-Kit66

aus dem Gel aufgereinigt und anschließend deren Konzentration bestimmt.

Das ausgeschnittene Gelstück wurde bei dieser Methode in 0,5 Vol TBE-Modifizierer

(s. Kapitel 7) und 4,5 Vol NaJ-Lösung bei 55◦C gelöst. Diese Lösung wurde dann

mit 7 µl der mitgelieferten Glasmilch gemischt und es erfolgte eine 15-minütige In-

kubation bei Raumtemperatur. Durch die hohe Salzkonzentration der NaJ-Lösung

löst sich die Agarose und die Nukleinsäuren binden während der Inkubationszeit

an die Silca-Matrix. Im Anschluß erfolgte ein 5-sekündiger Zentrifugationsschritt

bei 15000 g. Das Pellet wurde dreimal mit Waschlösung mit niedriger Salzkon-

zentration gewaschen und dann in 20 µl destiliertem Wasser aufgenommen und

abzentrifugiert. Mit diesem Schritt eluiert man die jeweiligen DNA-Sonden von

der Silica-Matrix und kann diese in ein neues Reaktionsgefäß überführen.

Quantifizierung der DNA-Inserts

Die Konzentrationsbestimmung der DNA erfolgte durch photometrische Messung67

65Promega, Mannheim; Stratagene, Heidelberg; Amersham, Freiburg; Gibco, Karlsruhe
66Dianova, Hamburg
67Spektrophotometer 4054, UV/visible Pharmacia Biosystems, Freiburg
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der optischen Dichte bei einer Wellenlänge von 260 nm. Dies entspricht dem Ab-

sorptionsmaximum. Bei einer OD=1 hat man eine Konzentration von 50 ng/µl der

DNA-Sonden resp. 40 ng/µl RNA.

Außerdem erfolgte eine weitere Messung bei 280 nm. Aus dem Quotient OD260

OD280
kann

man auf die Reinheit resp. die Verunreinigung durch Proteine und Phenolreste aus

der Präparation der Nukleinsäuren schließen. Der Wert liegt zwischen 1.5 und 2.0.

Nach Konzentrationsbestimmung kann man immer gleiche Mengen (hier 10 µg) in

die Spuren des Northern Blots laden.

32P-Markierung von Sonden

Die hergestellten cDNA-Sonden wurden für die Northern-Blot Analyse nach dem

Zufallsprinzip mittels 40 µCi des α32P-Desoxycytidine 5´-Triphosphats68 (PdCTP;

3000 Ci/mmol) an eine spezifische Aktivität von etwa 108 cpm/mg radioaktiv mar-

kiert.

Das Oligonukleotid wurde radioaktiv 5´-markiert mittels T4-Polynukleotidkinase69.

Dazu wurden 10 pmol Oligonukleotid, 5 µl des 10 x Kinasepuffers, 6 µl (70 µCi)

γ32Pγ-ATP, 20 U T4-Polynukleotidkinase gemischt. Nach 30-minütiger Inkuab-

tion des Ansatzes bei 37◦C, wurde diese durch Zugabe von 2 µl 0.5 M EDTA

(Ethylendiamintetraacetat) oder 5-minütiges Erhitzen auf 65◦C gestoppt. Um die

markierten Nukleotide von den unmarkierten zu trennen, wurde in einem Zentri-

fugationsschritt eine Gelfiltration70 durchgeführt.

Bei der cDNA-Sondenmarkierung71 hybridisieren verschiedene Hexanukleotide mit

der zu markierenden DNA-Sonde. Sie dienen dem Klenow- Fragment der DNA-

Polymerase I als Startpunkt. Die Polymerase synthetisiert einen komplementären

Strang, und baut dabei das radioaktiv markierte Nukleotid α32P -dCTP ein.

Für die Markierung wurden 50 ng cDNA in einem Vol von 46 µl 5 min gekocht und

damit denaturiert. Zu der Lösung wurde das Pellet des Markierungssets, welches

das Klenow-Fragment, Hexanukleotide, dATP, dTTP und dGTP enthält, gegeben.

Weiter wurden 4 µl α32P -dCTP hinzugefügt und es erfolgte eine Inkubation bei

37◦C über mindestens 10 min.

Um festzustellen, wieviel vom radioaktiven Nukleotid eingebaut wurde, brachte

68Amersham Pharmacia, Freiburg
69Promega, Mannheim
70Chroma-Spin Columns, Clontech, Heidelberg
71rediprime IÏ’, RandomPrime Labeling Kit, Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg,

Germany
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man 1 µl des Ansatzes auf einen Streifen Chromatographiepapier72. In eine Puf-

ferwanne mit 0,5 M Kaliumdihydrogenphosphat-Lösung kommt es zur chromato-

graphischen Auftrennung der freien Nukleotide und dem markierten, bzw. zu mar-

kierendem Fragment, da die Nukleotide schneller wandern. Nach dem Trocknen

des Streifens kann man jeweils im oberen und unteren Abschnitt in einem Szintil-

lationsröhrchen die Zerfälle pro min messen. Dabei liegen die markierten resp. zu

markierenden Fragmente näher an der Auftragsstelle und sollten eine Einbaurate

von mindestens 30% zeigen. Die bei den Northern Blots verwendete Hybridisie-

rungslösung sollte pro ml eine Million Zerfälle vorweisen.

Die nun markierten cDNA-Sonden können für die Hybridisierung mit Northern

Blots verwendet werden (s. Kapitel 2.4.3.5).

2.4.3 RNA

Aus dem gefrorenen Gewebe von Arterien und der Kollateralgefäße beider Seiten

wurde nach der Methode von Chomzynski and Sacchi [77]
”
totale“ RNA isoliert

(s. Kapitel 2.4.3.1) und ein Northern-Blot (s. Kapitel 2.4.3.4) nach der Standard-

prozedur durchgeführt.

2.4.3.1 RNA-Isolation

Um die RNA aus dem Gewebe zu isolieren, wurde eine abgewandelte Version des

Protokolls von Chomczynski und Sacchi verwendet. Alle Schritte erfolgten auf Eis.

Nach Homogenisation73 von 0,4 g Gewebe in 4ml Guanidiniumpuffer (s. Kapitel

7) in Polypropylen-Zentrifugenröhrchen74 wurden 0,4 ml 2 M Natriumacetat pH 4,

0,8 ml Chloroform/Isoamylalkohol (49:1) und 4 ml Phenol (mit Wasser gesättigt)

zugegeben und gemischt. Nach 15-minütiger Inkubation der Lösung schloß sich ein

40-minütiger Zentrifugationsschritt (5000 g) bei 4◦C an. Die obere Phase wurde

abpippetiert und mit 1 Vol Isopropanol gemischt. Nach Inkubation für 1 h oder

über Nacht bei -20◦C wurde erneut für 20-30 min bei 4◦C und 7800 g zentrifugiert.

Das RNA-Pellet wurde mit 70% Ethanol gewaschen und in 800 µl Guanidinium-

puffer aufgenommen. Nach Überführung in ein Eppendorfröhrchen75 wurde 1 Vol

72DE 81, Whatman, Kent, United Kingdom
73Ultra Turrax, IKA Werke GmbH & Co. KG, Staufen
74Falcon, Le Pont de Claix, Frankreich
75Eppendorf, Hamburg
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Isopropanol zugegeben, gemischt und für 1 h bei -20◦C belassen. Darauf folgte

ein dritter Zentrifugationsschritt für 20 min bei 4◦C und 15000 g und eine Wa-

schung mit 70% Ethanol. Abschließend erfolgte die Aufnahme des RNA-Pellets in

50-100 µl Diethylpyrocarbonat (DEPC)-H20 (s. Kapitel 7) und zur Lösung eine

10-minütige Inkubation bei 65◦C.

Damit ist die Isolation der RNA abgeschlossen und nur noch die reine RNA vor-

handen.

2.4.3.2 Quantifizierung der RNA

Um immer gleiche Mengen an RNA für die Beladung der Gelelektrophoresetaschen

zu haben, kann die Konzentration der RNA photometrisch bestimmt werden. Hier-

bei entspricht die OD260 = 1 bei RNA einer Konzentration von 40 ng
µl

. Die Reinheit

der Nukleinsäuren läßt sich durch den Quotienten aus OD260

OD280
ermitteln, welcher zwi-

schen 1,5 und 2,0 liegt. Die OD280 ermöglicht eine Aussage über die Verunreinigung

durch Proteine und Phenolreste aus der Präparation.

c(RNA) =
Ext260 ∗ V erd. ∗ 40

106
(2.1)

c(RNA) = Konzentration der RNA in ng
µl

, Verd. = Verdünnung

2.4.3.3 Formaldehyd-Elektrophorese

Die Phorese der im Formaldehydgel einzelsträngigen RNA erfolgt durch ihre Wan-

derung in Richtung Anode aufgrund der negativen Ladung ihres Phosphat-Zuckerrück-

grates. So kommt es zur Auftrennung nach Gewicht bzw. Größe.

15 µg der aus Kontroll- und Fistelseite isolierten RNA (s. Kapitel 2.4.3.1) wurden

nach Eintrocknung in der Vakuumzentrifuge76 und Lösung in 15 µl Proben-Puffer

(1 µl Ethidiumbromid77 [1 mg
ml

] und 14 µl RNA-Proben-Puffer, (s. Kapitel 7) ver-

wendet. Es erfolgte eine 15-minütige Denaturierung bei 65◦C. Dann wurde die

Lösung auf ein 1%-iges Agarosegel in MOPS und 0,66 M Formaldehyd geladen

und bei 10 V
cm

nach ihrer Größe aufgetrennt. Die Beurteilung der Integrität der

RNA geschah unter Ultraviolettlicht.

76Vakuum Konzentrator Speed Vac GMI, Clearwater, USA
77Ethidiumbromid, 10 mg

ml , Roth, Karlsruhe
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2.4.3.4 Northern Blot Analyse

An die elektrophoretische Auftrennung schloß sich der Transfer auf eine positiv

geladene Nylonmembran78 mit Natriumchlorid-Citarat-Puffer (SSC) als Transfer-

puffer an.

Um das Formaldehyd zu entfernen, wurde die Gelplatte 10 min in destiliertem

Wasser und anschließend in 10 x SSC (s. Kapitel 7) geschwenkt. Auf zwei Scha-

len wurde eine Platte gelegt, auf diese ein Stapel Zellstoff und darauf drei Lagen

3MM-Papier79 gelegt. Das obere Papier wurde mit 10 x SSC getränkt. Die Nylon-

membran wurde mit Wasser äquilibriert, dann ebenfalls mit 10 x SSC getränkt.

Dann wurde die Nylonmembran auf das oberste 3MM-Papier gelgt und die Gel-

platte auf die Nylonmembran. Schließlich wurden auf das Gel zwei Lagen in SSC

getränktes 3MM-Papier gelegt und alles mit einer Glasplatte beschwert. Der Auf-

bau wurde auf zwei mit 10 x SSC gefüllte Wannen positioniert. In die Wannen

ragten die Enden des oberhalb der Gelplatte aufliegenden 3MM-Papiers (s. Bild

2.19).

Bild 2.19: Northern Blot Aufbau

Der Blotvorgang erfolgte über Nacht. Dann wurde die Membran in 2 x SSC

geschwenkt, um Salz auszuwaschen. Es erfolgte dann die Fixierung der RNA an

die Membran mittels Ultraviolett-Querverbindung80; die Position 18S-rRNA wurde

markiert.

78Hybond-N+ membrane, Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg
79Whatman, Kent, UK
80120 mJ/cm2 mit UV-Stratalinker, Stratagene, Heidelberg
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2.4.3.5 Hybridisierung mit cDNA-Sonden und Oligonukleotiden

Die Hybridisierungen von Northern Blots mit den cDNA-Sonden erfolgten nach

Hersteller-Anleitung81 der verwendeten Membran mit entsprechendem Puffer (s.

Kapitel 7). Nach mindestens einstündiger Prähybridisierung bei 42◦C schloß sich

die Hybridisierung über Nacht ebenfalls bei 42◦C an. Es wurden folgende Antiköper

benutzt: anti-human-CFL vom Hasen82, der an das CFL1-cDNA-Plasmid bindet

und anti-Hase-IgG/Peroxidase vom Esel83, der an das Plasmid CFL2-cDNA vom

Hasen und das o.g. anti-human-CFL vom Hasen bindet. Dann wurde die Membran

stringent gewaschen: auf zweimalige Waschung mit SSC/0,1% SDS bei Raumtem-

peratur folgte je nach Sonde und Stringenz eine Verringerung der Salzkonzentra-

tion oder Erhöhung der Temperatur. In einer PhosphorImager-Kassette oder auf

einem Röntgenfilm wurde die in Frischhaltefolie eingeschlagene feuchte Membran

über Nacht belassen und ausgewertet.

2.4.3.6 Quantifizierung der Signale

Die Auswertung der Membransignale wurde mit dem PhosphoImager und der

ImageQuant-Software84 durchgeführt. Ladungsunterschiede wurden ausgegleichen,

indem die Werte der Hybridisierungen durch die der 18S-Werte geteilt und da-

mit normiert wurden. Die Kontrolle wurde 100% gesetzt. Alle Daten wurden als

Mittelwert ± Standardabweichung dargestellt. Für die Analysen wurde computer-

gestütztes Softwareprogramm85 benutzt.

81Stratagene, Heidelberg, Germany
82Sigma, Deisenhofen
83Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg
84Storm 860, Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg
85Windows Excel, Microsoft Deutschland GmbH, Unterschleissheim
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Ergebnisse

3.1 Tiermodell

3.1.1 Klinische Ergebnisse

Kein Tier starb während oder nach den ersten beiden Eingriffen. Alle Tiere waren

nach dem Erwachen aus der Narkose in der Lage aufzustehen, umherzugehen,

zu trinken und zu fressen. Weder nach Ligatur der Aa. fem. beidseits noch nach

Anlage der AVF Fistel links zeigten sich klinische Anzeichen einer Ischämie, im

Sinne einer Gangrän oder eines Funktionsverlustes. Auch die Operationsbereiche

zeigten keine Anzeichen von Nekrosen, Infekten oder Wundheilungsstörungen. Bei

vier Tieren kam es zur Ausbildung eines Seroms im Wundbereich.

3.1.2 Chirurgische Ergebnisse

Bei vier Tieren kam es aus unbekannten Gründen zu einem Spontanverschluß der

AVF, damit ergab sich eine Erfolgsrate von 85%
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3.2 Digitale Subtraktionsangiographie - Kollate-

ralenauszählung

Auf den im Laufe des Terminalexperiments angefertigten Diagrammen der intraar-

teriellen digitalen Subtraktionsangiographie zeigten sich auf der linken Seite mit

AVF in Zahl und Größe deutlich erhöhte Kollateralennetzwerke im Vergleich zur

nur ligierten Kontrollseite ohne Fistel rechts. Der Median der angiographisch er-

mittelten Anzahl an sichtbaren Kollateralgefäßen auf der Fistelseite betrug zwölf

Kollateralen je Hinterbein, der der Ligaturseite lag bei sechs. Die Mittelwerte und

Standardabweichungen der einzelnen Versuchstiere sind in Tabelle 3.1wiedergege-

ben. Die Auszählungswerte lagen zwischen drei und zwölf auf der Ligaturseite und

zwischen sechs und 17 auf der Fistelseite (s. Bild 3.1).

Die Übereinstimmung zwischen den Betrachtern (n = 4) war ausgezeichnet, es

kamen alle zu höheren Werten auf der Fistelseite.

Ligaturseite Fistelseite

Versuchstier MW SW MW SW

1 8,3 2,5 12,5 3,4

2 6,5 1,1 11,5 2,9

3 5,8 1,1 11,8 2,5

4 4,3 1,3 9,3 2,9

5 6,8 2,4 13,3 2,9

Tabelle 3.1: Anzahl der Kollateralen; Angaben der Mittelwerte (MW) und Standardab-

weichungen (SW) der einzelnen Versuchstiere
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Bild 3.1: Median, Mittelwerte und Standardabweichungen der einzelnen Versuchstiere
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3.3 Molekulargenetische Ergebnisse

3.3.1 Proteine

3.3.1.1 2D-Page

Die 2D-PAGE-Analyse der Kollateralarterien der Ligatur- und Fistelseite zeigte ein

in bestimmten Teilen unterschiedliches Proteinexpressionsmuster. Mehr als 1000

Proteine wurden ausfindig gemacht; um die 50 Proteine waren bei den Kollateral-

gefäßproben unterschiedlich ausgeprägt. 22 Proteine mit alternierender Expression

wurden identifiziert. Eine relativ große Gruppe von Proteinen war beteiligt an der

Regulation des Aktincytoskeletts und damit der Zellmobilität beteiligt, wie z.B.,

Destrin und Transgelin2 CFL 1 und 2. Unter den identifizierten Proteinen waren

CFL 1 und 2 die mitunter am stärksten in ihrer Expression veränderten (s. Bild

3.2).

Bild 3.2: 2D-PAGE-Analyse: links aus Kollateralengewebe der Ligatuseite, rechts aus

Kollateralengewebe der Fistelseite, Auswahl zeigt CFL-Bereich; eigene Abbil-

dung
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3.3.1.2 Western Blot

Es wurden erhöhte Mengen an ADF-Protein, zu denen die CFL gehören, in den

Kollateralarterien der Ligaturseite im Vergleich zu der Fistelseite gefunden (s.

Bilder 3.3, 3.4 und Tabelle 3.2). Der Median der ADF-Expression in % auf der Fi-

stelseite betrug 16, der der Ligaturseite lag bei 38. Die Mittelwerte und Standard-

abweichungen sind in Tabelle 3.2 dargestellt. Die Veränderungen auf den 2D-Gelen

konnten somit bestätigt werden.

Bild 3.3: Western Blot, Lig.=Kollateralgewebe der Ligaturseite, AVF = Kollateralgewe-

be der Fistelseite; eigene Abbildung

Mittelwert Standardabweichung Median

Ligaturseite 44,1 23,1 38,1

Fistelseite 22,2 20,3 15,9

Tabelle 3.2: ADF-Expression: Mittelwerte, Standardabweichungen und Median
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Bild 3.4: ADF-Exression: Mittelwerte, Standardabweichungen, Median

3.3.2 Northern Blot

Die unterschiedliche Expression der Proteine wurde bestätigt mit Northern Blot-

Analysen unter Verwendung von spezifischen cDNA-Proben.

Die beiden CFL-Isoformen zeigten in der Northern Blot-Analyse ein reziprokes

Expressionsmuster.

Die RNA von CFL 1 ist hochreguliert im Gegensatz zur CFL 2-mRNA, die her-

unterreguliert ist im Gewebe der wachsenden Kollateralarterien der Fistelseite.

Die RNA von CFL 2 findet sich auf der Ligaturseite im Vergleich zu Fistelseite

erhöht, im Gegensatz dazu ist das CFL 1 erniedrigt.

Vergleicht man die Expression von CFL 2 der Kollateralen der Ligatuseite mit de-

nen der Kontrollarterien (
”
einfaches“ arterielles Gewebe) findet man eine Steige-

rung in der Expression in den wachsenden Kollateralen zwei Wochen nach Ligatur.

Die Expression von CFL 1 auf der Fistelseite zeigt keine große Veränderung im

Vergleich zur Kontrollarterie (s. Bilder 3.5 und 3.6 und Tabellen 3.3 und 3.4). Alle
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Daten wurden als Mittelwert ± Standardabweichung dargestellt.

Bild 3.5: Northern Blot, 1=Arterie, 2=Kollateralgewebe der Ligaturseite, 3=Kollateral-

gewebe der Fistelseite; eigene Abbildung
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Ligaturseite Fistelseite

CFL 2a CFL 2b CFL 1 CFL 2a CFL 2b CFL 1

Mittelwert 303,6 270,9 52,5 239,2 189,9 88,8

Standardabweichung 8,8 8,9 10,0 5,9 15,9 17,3

Tabelle 3.3: Cofilin-Exression: Kollateralen der Ligatur- und Fistelseite; Mittelwerte und

Standardabweichungen; CFL=Cofilin

CFL 2a CFL 2b CFL 1

Kontrollarterie 203,5 188,3 88,5

Tabelle 3.4: Cofilin-Exression: Kontrollarterie; CFL=Cofilin

Bild 3.6: Cofilin-Exression: Mittelwerte und Standardabweichungen
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3.4 Zusammenfassung der Ergebnisse

1. Nach zweiwöchigem Bestehen der Ligatur und einwöchigem Bestehen der AVF

zeigte sich in den Angiogrammeneine eine Erhöhung von Anzahl und Größe der

Kollateralgefäße im Vegleich zur Kontrollseite ohne AVF. Der Median der angio-

graphisch ermittelten Anzahl an sichtbaren Kollateralgefäßen auf der Fistelseite

beträgt zwölf Kollateralen je Hinterbein, der der Ligaturseite liegt bei sechs.

2. Die Erhöhung der Scherspannung durch die zusätzlich Anlage der AVF be-

wirkte ein Veränderung der Expression von CFL 1 und 2.

Es fanden sich im Western Blot erhöhte Mengen an ADF-Protein, welche CFL

beinhalten, in den Kollateralen der Ligaturseite ohne AVF.

Die unterschiedliche Expression zeigte sich im Northern Blot. Sie war erhöht für

CFL 1 auf der Fistelseite, erniedrigt auf der Ligaturseite. Die CFL 2-Expression

war gesteigert auf der Ligaturseite im Vergleich zu Fistelseite, dort war CFL 2

erniedrigt. Im Vergleich zur Kontrollarterie zeigte CFL 1 hier ähnliche Werte wie

auf der Fistelseite, das CFL 2 der Ligaturseite war allerdings über Kontrollarteri-

enniveau erhöht.
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Diskussion

4.1 Studie

Bei der durchgeführten Studie handelt es sich um Grundlagenforschung, bei der

die klinische Übertragbarkeit noch nicht abzuschätzen ist. Hier wurde an gesunden

Gefäßen von Jungtieren operiert, die allein von der morphologischen Beschaffenheit

nicht mit pathologisch alterierten Gefäßen meist älterer gefäßkranker und multi-

morbider Menschen verglichen werden können [363] [48].

Allerdings kam es zum grundsätzlichen Nachweis der Kollateralenmaximierung

durch Scherspannungssteigerung nach Fistelanlage und dieses positive Ergebnis

bietet das Fundament für Anschlußstudien. Diese müssen aber unter dem Aspekt

konzipiert werden, daß eine AVF bei entsprechender Größe eine Herzinsuffizienz

und eine Verschlechterung der Perfusionssituation im gefährdeten Areal zur Folge

haben kann, da das sauerstoffreiche Blut im venösen System unbenutzt verloren

geht. Möglicherweise müssen andere Wege gefunden werden, um die Scherspan-

nung zu erhöhen oder andere Schritte im arteriogenetischen Prozeß zu modifizieren.

Trotz der Multimorbidität der meist älteren Patienten mit Koronarer Herzkrank-

heit (KHK) oder PAVK bleibt zu beachten, daß auch der alternde Organismus die

Fähigkeit besitzt, auf die Arteriogenese fördernde Signale mit Vermehrung und

Vergrößerung der Kollateralen zu reagieren, wenn auch in vermindertem Maße als

gesunde [462] [456] [48] [464] [465] [463] [1].
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4.2 Übereinstimmung mit anderen Studien

Es gibt zahlreiche Studien zu Wachstumsfaktorensubstitution, Stammzell- und

Gefäßtraining, die teils übereinstimmende Ergebnisse bzw. ähnliche Tendenzen im

Vergleich zu dieser Studie beschreiben. Außerdem gibt es Ähnlichkeiten im Prozeß

der Kollateralenentstehung und der Pathologie der Gefäße.

4.2.1 Studien mit Wachstumsfaktoren

Präklinische und frühe klinische adjuvante oder isolierte Substitutionstherapien

mit Wachstumsfaktoren wie VEGF zeigten positive Wirkung auf die Durchblu-

tungssituation bei arteriellen Verschlußkrankheiten [36] [409] [418] [246] [349] [140]

[437] [424] [412] [345] [30] [67]. Ähnliche Ergebnisse wurden auch für PlGF [322]

[249], HIF-1 [443], TGFβ [438], MCP-1 [183] [182], GM-CSF [381] und FGF [217]

[224] [334] [223] [377] [393] [141] [227] [433] [245] [226] [314] [147] [135] für Arterio-

und Angiogenese vorgestellt. Auch synergistisch und agonistisch-antagonistisch

wirkende Kombinationen [249] [279] [316] [340] wurden angewandt. Allerdings wur-

de die Mortalität im Vergleich zur bekannten medikamentösen und interventionel-

len Therapie nicht gesenkt [180] bzw. läßt die klinische Anwendung bei morbiden

Patienten und die Analyse in Doppelblindstudien Erfolge fehlen, die experimentell

vorhanden waren [393] [346] [176] [199] [342].

Die Applikationsart, das Trägermedium und die Abgabe der Wachstumsfaktoren

sind Faktoren, die noch Optimierung erfordern [125] [215] [216] [149] [311] [320]

[177] [98] [229] [385] [305]. So stehen systemische intravenöse oder -arterielle Ver-

abreichung der hochwirksamen Stoffe der lokalen Gabe direkt in die ischämischen

Areale bzw. deren Umgebungsgewebe gegenüber. Außerdem findet die Injektion

des nackten DNA-Plasmids ebenso Verwendung wie die Applikation mit Hilfe ei-

nes Trägervirus oder künstlicher Polymergerüste. Der Pegel und das Andauern der

Genexpression der applizierten Plasmide sind immer zeitlich begrenzt [314] [279]

und von der jeweiligen Zellhomeostase abhängig [320], die teils invasive Gabe muß

in regelmäßigen Abständen wiederholt werden. Die Pathogenität des Vektors mit

und ohne Spontanmutationen ist stets präsent. Nach wiederholter Applikation des

Vektors kann der Empfänger diesen durch erfolgte Desensibilisierung mit einer ge-

zielten Immunreaktion zerstören, bevor die Wirkung eintreten konnte.

Die systemische oder ständig höherdosierte Applikation der Wachstumsfaktoren
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[181] [161] beinhaltet auch immer das Risiko einer Tumorentstehung oder -progression

[230] [102].

Als weitere Nebenwirkung der Substitutionstherapie mit Wachstumsfaktoren stellt

sich die Progression von atheromatösen Plaques dar [223] [66] [326], die Inhibition

der Plaqueprogression durch Angiogeneseinhibitoren ist ein bekanntes Phänomen

[272].

Außerdem zeigten sich durch VEGF-Gabe verursachte Hypotension in sowieso

schon minderperfundierten ischämischen Arealen [148].

Schließlich kommt es unter Wachstumsfaktorsubstitutionstherapie vermehrt zu

Unterschenkelödemen und arteriovenösen Malformationen [279] [180] [319] und zu

gesteigerter Lymphangiogenese [345]. Unter dem Einfluß der Ischämie im gefähr-

deten Areal und VEGF entstehen vor allem Kapillarennetzwerke und keine großen

Arterien. Um dies auszugleichen wird eine enorme Anzahl von Kapillaren benötigt,

die ineffizient sind, den Blutfluß weiterzuleiten. Nach dem Gestz von Hagen-Poiseuille

kommt es zu großen Strömungsgeschwindigkeitsverlusten, da der Blutdruck in den

Kapillaren gering ist.

Diese Gefahren unterstreichen die Wichtigkeit von Folgestudien, in denen wie bei

jedem Medikament, eine optimale Dosis zwischen klinischem Erfolg und Toxizität

gefunden werden muß und eine Möglichkeit, das substituierte Agens zu regulieren

[230]. Hier ist vor allem die genetische Prädispostion zur Tumorentstehung, das

Alter und der Allgemeinzustand des Patienten zu beachten [42].

Abschließend ist zu erwähnen, daß eine restitutio ad integrummittels Wachstums-

faktorsusbstitution in den bisherigen Studien nicht erreicht wurde, für Wachs-

tumsfaktorapplikation im arteriogenetischen Prozess existiert nach der arteriellen

Occlusion nur ein enges zeitliches Fenster von wenigen Tagen [165] [167] [323].

Eine Substitutionstherapie mit einzelenen oder synergistisch und gegensätzlich wir-

kenden Wachstumsfaktoren bei der Angio- und Arteriogenese beinhaltet die Her-

ausforderung, das multifaktorielle Geschehen zu bestimmten Zeiten zu simulieren

mit einer dahingehend beeinflußten Dosis bestimmter Stoffe, die eine verbesserte

Durchblutungssituation schafft und die unerwünschten Wirkungen so niedrig wie

möglich hält. Dies ist in unserer Studie nicht von Notwendigkeit, da hier an einem

sehr frühen Punkt des Gefäßremodelings mit einer einzelnen Veränderung lokal

eingegriffen und die homeostatische Regulierung des multifaktoriellen Geschehens

belassen wird.
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4.2.2 Studien mit Stammzellen

Die Rolle von Stammzellen in Angio- und Arteriogenese wird kontrovers diskutiert.

Eine Wirkung als Produzent von Wachstumsfaktoren und Cytokinen im inflam-

matorischen Millieu der Gefäßentwicklung steht einer Integration in das wach-

sende Gefäß und damit einer Ausdifferenzierung zur Endothel- oder Muskelzelle

gegenüber.

Seit der Beobachtung, daß multipotente Stammzellen in Bereiche aktiver Angio-

und Arteriogenese inkorporiert werden, wird diesen eine wichtige Rolle beim Kol-

lateralenwachstum zugeschrieben [22] [193] [115] [195] [200] [389] [411] [273] [477].

Der Anteil der Stammzellen, die sich in das wachsende Gefäß als differenzierte

Endothelzelle integrieren, sind die Endothelialen Progenitorzellen (EPZ), die aus

hämatopoetischen Stammzellen hervorgehen sollen [193] [388] [386] [21] [258] [81]

[318]. Durch zusätzliche Erhöhung von VEGF [194] [192] [23] [21] [184], PlGF [66]

[151] [374]oder durch eine Gefäßverletzung [131] können mehr Stammzellen mo-

bilisiert werden, auch der Anteil an Zellen, die sich zu Endothelzellen entwickeln,

erhöht sich nach VEGF-Stimulation in vitro [315].

Allerdings zeigen viele Studienergebnisse, daß aus der hämatopoetischen Stamm-

zellinie vor allem mononukleare Zellen hervorgehen, die die für das angio- und

arteriogenetische Geschehen wichtigen Mediatoren produzieren und daß der An-

teil der EPZ, die zu ausdifferenzierten Endothelzellen heranreifen, in dieser Zellinie

sehr klein ist bzw. daß die Ausdifferenzierung gar nicht auftritt [376] [22] [115] [195]

[315] [447] [480] [336].

Es scheint daher wahrscheinlicher, daß sich die Stammzellen, die in Bereichen akti-

ver Angio- und Arteriogenese inkorperiert werden, nur zu einem geringen Anteil zu

Endothelzellen entwickeln und proliferieren, sondern zu Monocyten werden und ihr

wachstumsfördernder Effekt durch die Produktion von Mediatoren und Cytokinen

bedingt ist und die durch das inflammatorische Millieu in entsprechende Bereiche

gelockt werden.

Damit spielt die Vasculogenese mittels Stammzellen wie sie beim Embryo vor-

kommt [152] (s. Kapitel 1.2.2) bei der Gefäßbildung beim Erwachsenen eher eine

untergeordnete Rolle. Die Stammzellen stellen eher den Mehrbedarf an Monocy-

ten im inflammatorischen Millieu im arteriogenetischen Prozeß (s. Kapitel 1.2.8)

und daher einen Teilschritt bei der Kollateralenvergrößerung dar, als daß sie ei-
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ne komplett neue Strategie bieten, das Gefäßwachstum zu fördern. Die erwartete

Neubildung von Gefäßen durch die Einbringung von multipotenten Vorstufenzel-

len in Gebiete mit occludierten Leitgefäßen geschieht nicht durch die Stammzel-

len, sondern durch Proliferation der vorhandenen Zellen als Reaktion auf die von

den Stammzellen produzierten und sezernierten Faktoren. Durch Einbringen der

Stammzellen in Bereiche der Gefäßentwicklung verstärkt man das natürliche Auf-

kommen der benötigten Faktoren und die Folgeeffekte, die zu einem vermehrten

Gefäßwachstum führen [110] [435] [296] [203] [202] [17] [178].

4.2.3 Gefäßtraining

Wie in Kapitel 1.1 beschrieben, wird in frühen Stadien der PAVK das Gefäßtrai-

ning [136] [130] [466] empfohlen.

Gefäßtraining wird betrieben, indem der Patient, der an PAVK leidet, solange geht,

bis er Schmerzen bekommt. Bei Auftreten von Symptomen wird eine Ruhephase

eingelegt. Dieser Vorgang soll mehrmals wiederholt werden. Das Ziel ist es, immer

längere Strecken zuurücklegen zu können, bis eine Pause benötigt wird.

Durch Anwendung dieser Übung wird ein starker angio- und arteriogenetischer

Stimulus produziert. Außerdem erhöht das Gefäßtraining die Flußkapazität durch

Vergrößerung der Durchmesser der zuführenden Arterien. Diese Adaptationen wer-

den erreicht durch den Prozess der Angio- und Arteriogenese und konsekutiv

erhöhter Kapillaren- und Kollateralendichte [332].

Therapeutisch angewandtes Gefäßtraining scheint eine Abmilderung der athero-

sklerotischen Inflammation zu bewirken und ist wichtige Option bei der Claudica-

tiobehandlung [419]. Hierbei muß zwischen der atherosklerotischen Inflammation,

die abgeschwächt wird und der inflammatorischen Reaktion bei Arteriogenese (s.

Kapitel 1.2.8) zum Kollateralenwachstum unterschieden werden. Diese beiden Re-

aktionen laufen wie in Kapitel 1.2.6) und Kapitel 1.2.8. beschrieben in ähnlichen

Stufen unter Mitwirken gleicher Mediatoren ab. Wichtig ist, daß beim Gefäßtrai-

ning der arteriogenetische Prozeß gefördert wird, indem - getrieben durch die

Betätigung - ein vermehrter Fluß [467] durch und damit eine verstärkte Scher-

spannungseinwirkung auf die Kollateralen erreicht wird und bedingt durch das

Stoppen der Übungen beim Auftreten der Schmerzen die Ischämiezeit nur kurz

ist. So wird die Kollateralenentstehung gefördert, aber ohne den atheroskleroti-

schen Prozeß anzukurbeln. Im Verlauf der regelmäßig angewandten Übungen wird
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die Phase der Arteriogenesestimulierung immer länger, da durch die wachsenden

Kollateralen mehr Betätigung möglich ist, weil sie den Mehrbedarf an Blut zum

Abnehmer Muskel transportieren. Außerdem kommt es immer später, wenn über-

haupt zu ischämischen Phasen, so daß die
”
schlechte“ Entzündungsreaktion gar

nicht mehr in Gang kommt. Es tritt eine positive Selbstverstärkung des
”
heilen-

den“ Kollateralenwachstums an.

Idealerweise übernehmen die Kollateralen bei genügender Anzahl und Größe die

Aufgabe des Leitgefäßes und die PAVK ist
”
ausgeheilt“. Beim Gefäßtraining wird

über die Mehrbeanspruchung der Muskulatur die Mehrdurchblutung der Kollate-

ralen bewirkt, bei unserem Tiermodell wird durch die AVF eine Mehrdurchblutung

der Kollateralen erreicht. Diese Studie bietet den morphologischen und molekular-

genetischen Beweis für die Effeltivität von Gefäßtraining: durch Scherspannungs-

erhöhung kommt es zum verstärktem Kollateralenwachstum. Ganz gleich wie es

zu der Mehrdurchblutung kommt, ist sie das gewünschte Ziel, da sie den Prozeß

der Arteriogenese initiiert, unterhält und zu einer Restitutio ad integrum führen

kann.

4.2.4 Studien zur Gefäßpathologie

Sowohl bei der Arteriogenese (s. Kapitel 1.2.8) als auch bei der Atherosklerose

(s. Kapitel 1.2.6) kommt es zur Alteration im Flußmuster des Blutes [24] [211]

[87] [134] [93]. Allerdings liegt bei einem atherosklerotisch veränderten Gefäß ein

Schaden vor, der einersetis erst die Ursache für die Veränderung des Flußmusters

darstellt, andererseits aber der Grund für das Unvermögen ist, im Sinne der Arte-

riogenese bzw. Heilung auf diese Änderung zu reagieren. An den Stellen, an denen

der Gefäßplaque ausgebildet ist, kann auch die Scherspannung nicht einwirken,

da das Endothel als Aufnehmer defekt ist und damit die Scherspannung schon zu

Beginn ohne Effekt bleibt. Andererseits ist ein Plaque oft an Stellen, an denen

Scherspannung vermindert einwirkt zu finden [212] [198]. Hier kommt es zu ei-

ner Minderaktivierung des Endothels und die inflammatorische Reaktion bei der

Entstehung von Gefäßplaque hat bei vorhandener Pathologie die Oberhand. Da-

mit sind Bereiche, die wenig Scherspannung erfahren besonders gefährdet für eine

Plaqueentstehung und können aber nach Plaquentstehung, wenn sie den Scher-

spannungeffekt erfahren, nicht mehr von diesem profitieren.

Eine homogene Aktivierung ist nicht gegeben, das Gefäß kann keinen gleichmäßi-
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gen Durchfluß bieten. Dieser ist aber nötig, damit das Gefäß erhalten bleibt. Es

kommt zu der gleichen Selektion, wie sie bei den Kollateralarterien auftritt. Diese

erfahren durch ihre Schlängelung und dadurch bedingte unhomogene Flußmuster

eine unterschiedliche Aktivierung durch Scherspannung (s. Kapitel 4.6.1.3). Gemäß

den Grundsätzen von Clarke, Thoma und Murray (s. Kapitel 1.2.5.4) atrophie-

ren sowohl beim atherosklerotischen als auch beim arteriogenetischen Prozeß die

Gefäße, die einen ungenügenden Fluß fördern.

Außerdem bewirkt die erhöhte Scherspannung in einem atherosklerotischen Gefäß

nur dann eine Proliferation mit konsekutiver Umfangsvermehrung des Gefäßes,

wenn die Läsion nicht mehr als 40% der Lamina elastica interna einnimmt [138].

Dann wirkt sich der Proliferationsprozeß nicht mehr im Sinne der Umfangsvermeh-

rung nach außen aus, da dies durch den Plaque nicht mehr erfolgen kann, sondern

vollzieht sich im Inneren des bereits verengten Gefäßes.

Ebenso wie in Kapitel 4.2.2 ist es fraglich, ob Atherosklerose die Differenzierung

von Stammzellen zu glatten Muskelzellen bewirkt, die sich in der Intima ansam-

meln und somit zum Gefäßverschluß führen [354]. Vielmehr ist es wahrschein-

lich, daß die Stammzellen sich zu Monocyten ausbilden, die die Inflammation und

Plaqueprogression fördern.

Bei der Entstehung eines Gefäßplaques wirken Flußalteration und Inflammation

zusammen. Dabei bedingen sie einander, bzw. beeinflussen einander so, daß ein

Ungleichgewicht in der Homeostase des Gefäßes zustandekommt ist und das Gefäß

in diesem nicht funktionierenden Zusammenspiel seiner Transportaufgabe nicht

nachkommen kann [370].
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4.3 Definitionen

Es existieren viele Begriffe und Definitionen zu den verschiedenen Gefäßumbau-

und -neubildungsprozessen, von denen einige synonym zueinander gebraucht wer-

den können, andererseits aber ein gleicher Begriff zur Benennung zweier unter-

schiedlicher Abläufe herangezogen wird.

Wie in (s. Kapitel 1.2.2) beschrieben, lagern sich bei der Vasculogenese Häman-

gioblasten aus dem lateralen und paraxialen Mesoderm zu Inseln zusammen. Aus

den peripheren Zellen gehen die Endothelzellen hervor und die inneren Zellen ent-

wickeln sich aus der hämatopoetischen Stammzelle zur ersten Population noch

zellkernhaltiger Erythrocyten [97]. Die Endothelzellen fusionieren und bilden ein

vasculäres Netzwerk [19], aus mesenchymalen Zellen gehen glatte Muskelzellen und

Pericyten hervor, die die Gefäße umranden [63].

Wenn man annimmt, daß die Vasculogenese nicht nur in der Embryonalzeit statt-

findet, sondern auch nach der Geburt, muß man unterscheiden zwischen der oben

beschriebenen - damit pränatalen - Vasculogenese und der postnatalen Vasculoge-

nese.

Als postnatale Vasculognese bzw. postnatale Neovascularisation wird einerseits die

Gefäßentwicklung gemäß der sprossenden Angiogenese und außerdem aber auch die

Gefäßentstehung durch die Differenzierung und Inkorperation von zirkulierenden

EPZ aus dem Knochenmark bezeichnet. Es wird bei der postnatalen Neovascula-

risation nochmal zwischen physiologischer und pathologischer Neovascularisation

unterschieden [21] [258] [194]. Die physiologische Neovascularisation vollzieht sich

demnach beim Erhaltungsprozeß von Organen und beim weiblichen Zyklus, die

pathologische beim Tumorwachstum und der PAVK. Wird bei der pathologischen

Neovascularisation zur Ersatzgefäßneubildung bei der PAVK nachgeholfen mittels

zusätzlicher Stammzell- oder Wachstumsfaktorsubstitution, bezeichnet man dies

als therapeutische Neovascularisation [193] [194]. Wie bereits bei (s. Kapitel 4.2.2)

dargestellt, macht dieser Prozeß - wenn überhaupt - nur einen geringen Anteil bei

der Gefäßneu- oder -ausbildung aus.

Postnatale Vascularisation beschreibt die Proliferation und Migration von präexi-

stenten voll differenzierten Endothelzellen in Ursprungsgefäße [108]. Dieser Begriff

wurde verwendet vor der Hypothese bzw. Beobachtung, daß EPZ an postnataler

Vascularisation teilnehmen und dieses dann ja der postnatalen Vasculogenese bzw.
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Neovascularisation entprechen würde.

Angiogenese wurde als Begriff 1935 von Hertig [163] verwendet, um die Ent-

stehung neuer Blutgefäße in der Plazenta zu beschreiben. 1971 bezeichnet Folk-

man mit diesem Begriff die Neovascularisation, die das Wachstum solider Tumoren

möglich macht [108] [112]. Die Gefäßbildung bei Tumoren, Retinopathien und im

Gefäßplaque wird pathologische Angiogenese genannt [22].

Asahara benennt das Kollateralgefäßwachstum im Ischämiegewebe therapeutische

Angiogenese [22]. Wie in Kapitel 1.2.8 erläutert, kommt es im Ischämiegebiet aber

nicht zur Kollateralenentwicklung, sondern im Bereich des verschlossenen Gefäßes,

das die Ischämie im abhängigen Stromgebiet bedingt.

Nach Longland bezeichnet man Kollateralarterien als korkenzieherartig ausge-

prägte Gefäße, die eine Stamm-, Mittel- und Wiedereintrittszone haben und ein

verschlossenes Gefäß überbrücken. Kollateralarterien entwickeln sich aus präexi-

stenten Arteriolen, die wie übliche Arteriolen von Nerven und Venen begleitet

werden und die ihrerseits die Leitgefäße begleiten [376]; im Ischämiegebiet kommt

es zu zusätzlicher Entwicklung von Kapillaren. Dementsprechend kann der Begriff

Kollateralgefäß synonym verwendet werden. Es muß dann klar die Lokalisation der

Kollateralen benannt werden - Occlusions- oder Ischämiegebiet - und die Beschaf-

fenheit - Arteriolen oder Kapillaren.

Zusätzlich wird bei Koronarien zwischen erworbenen und kongenitalen Kollate-

ralen unterschieden. Letztere bestehen bei angiographisch gesunden Koronarien,

haben eine intersulcale Lokalisation, zeigen keine Verjüngung und Tortuosität und

schützende Rolle bei Entwicklung von Arteriosklerose [5] [73] [242] [232]. Sie sind

eher eine anatomische Variante.

Im Allgemeinen werden aber die erworbenen Kollateralarteriolen, die als Konse-

quenz einer arteriellen Verschlusskrankheit, bzw. pathologischer Hypertrohie oder

Hypoxämie des von ihnen abhängigen Gewebes, z.B. des Herzmuskels entstehen,

als Kollateralen bezeichnet; so auch in dieser Studie: mit dem Begriff Kollaterale

ist die Kollateralarterie gemäß Longlands Definition gemeint.

Mit dem Begriff der Arteriogenese wird die Entwicklung und und das Wachstum

von Kollateralarterien beschrieben [159]. Carmeliet unterscheidet die embryologi-

sche von der pathologischen Arteriogenese. Erstere ist die Morphogenese der ersten

Arterien mit Ummantelung mit glatten Muskelzellen, synonym gebraucht er den
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Begriff physiologische Arteriogenese.

Der Begriff pathologische Arteriogenese beschreibt die pathologische Vergrößerung

von präexistierenden Kollateralen bei PAVK oder KHK [62].

De novo-Arteriogenese ist der Prozeß, bei dem Kollateralarterien von frisch ent-

standenen Kapillaren abstammen, die glatte Muskelzellen aus dem Gewebe als

Ummantelung erhalten haben und damit neu entstandene Aa. wären, wie sie in

der Embryonalzeit entstehen und was nach Carmeliet mit der embryologischen

Arteriogenese gleichzusetzen wäre [62] [65] [240] bzw. mit der postnatalen Neovas-

cularisation (s.o.).

Abschließend läßt sich zusammenfassen, daß man mit weitaus weniger Begriffen

auskommen kann, um Gefäßneu- und umbau zu benennen, wenn man die Gefäßart,

die Lokalisation, die Situation und den Zeitpunkt im Leben des Individuums klar

angibt, bei welchem ein bestimmter Prozeß auftritt.
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4.4 Tiermodell

Ein Tiermodell ist immer ein Kompromiß und nie ein Ideal. Das ideale Versuch-

stier für Studienzwecke müsste klein, leicht zu halten und zu operieren sein und

Ähnlichkeit zum Mensch bzw. seinen biologischen Antworten auf Veränderungen

haben [432]. So ein ideales Versuchstier existiert nicht. Aufgrund der Ähnlichkeit

zum Aufbau des menschlichen Organismus haben wir uns für das Hausschwein

entschieden.

Die Übertragbarkeit von Studien an Versuchstieren auf den Menschen ist immer

schwierig, wobei diese beim Schwein eher gegeben sind als bei z.B. der Ratte

als Versuchstier. Beim Hausschwein sind von der anatomischen, physiologischen,

hämodynamischen und genetischen Seite Ähnlichkeiten mit dem menschlichen Or-

ganismus zu verzeichnen (z.B. sind sogenannte Bioherzklappen vom Schwein
”
kom-

patibel“, d.h. können als Ersatzklappen beim Menschen verwendet werden).

Bei Verwendung der Hausschweine als Versuchstiere kommt man dem Menschen in

Organismus- und vor allem Gefäßgrößenverhältnis und -komplexizität sehr nahe.

Ebenso ist es bei der Eingriffkomplexizität in Bezug auf die chirurgische
”
Zugäng-

lichkeit“. Dies heißt, dass die interessierenden Gefäße an gut exponierbarer Stelle

liegen, aber beinhaltet auch den Nachteil, dass die Kollateralen, die in möglichst

kurzer Zeit herauspräpariert werden sollen, tief im reichlich vorhandenen Mus-

kelgewebe sitzen. Im Vergleich dazu ist die chirurgische Maßnahme beim Kanin-

chen aufwendiger, hingegen die Präparation und die Haltung deutlich einfacher.

Allerdings finden sich bei geringeren Gefäßdurchmessern auch häufiger Anastomo-

senheilungsstörungen mit konsekutiven Stenosen, muralen Thrombosen und Inti-

mahyperplasie, die zur Blutflußreduktion führen und damit beeinträchtigend auf

den Experimenterfolg wirken können. Bemerkenswert ist hier aber die Tatsache,

daß die Ausbildung einer Neointima, die sich in unserer Studie mit dem Schwein als

Versuchstier im Arteriogeneseprozess 10-14 Tage nach Occlusion des Leitgefäßes

zeigt, bei der Maus nicht vorkommt und beim Kaninchen deutlich geringer ist als

beim Hund [58].

Der Wahl der Hausschweine als Versuchstiere könnte man entgegensetzen, daß bei

diesen das präexistente Kollateralenetzwerk eher spärlich ausgebildet ist [58], al-

lerdings ist es angeboren und dem des Menschen ähnlich [432]. Kollateralen im

Herz sind eher bei Hunden, Katzen und Meerschweinchen vorhanden, wohingegen

diese bei Ratten, Mäuse und Schweinen eher spärlich bis gar nicht ausgebildet sind
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[361] [257].

Bei ähnlichem Versuchsaufbau kam es bei Kleintieren, wie Ratten und Kaninchen

zu einer 100%-igen restitutio ad integrum durch Kollateralenmaxiemierung nach

Fistelanlage [369]. Bei Kleintieren, wie z.B. der Ratte ist weiterhin von Vorteil,

daß das Genom im Gegensatz zu dem des Schweines komplett aufgeschlüsselt ist.

Von Bedeutung erscheint auch die Tatsache, daß die präexistenten Kollateralen in

den verschiedenen Spezies in etwa die gleichen Durchmesser haben (30-50 µm).

Auch die Zellteilungszeiten bei den verschiedenen Spezies sind gleich. Die Kolla-

teralen der Maus verdoppeln im Falle des Leitgefäßverschlußes ihre Durchmesser,

beim Kaninchen erreichen sie eine Größe von 200-300 µm, beim Hund erreichen

sie eine 20-fache Vergrößerung [368] und beim Menschen findet man Durchmesser

von ca. 2 mm, also eine 40-fache Durchmesserzunahme. Die benötigten Zellteilun-

gen und damit die Zeit bis zum Erreichen der gebrauchten Zellanzahl hängen also

maßgeblich von der Speziesgröße ab [440]. Daher bietet sich das Hausschwein als

Versuchstier auch bezüglich dieser Gegebenheit eher an als eine kleinere Spezi-

es, um abzuschätzen, welche Kollateralendurchmesser erreichbar sind und erreicht

wurden, d.h. wie erfolgreich der Versuch war, die Kollateralen zu maximieren.

Wie einleitend erwähnt vollzieht sich der Prozeß der Arteriogenese nach dem glei-

chen Prinzip bei Mäusen, Ratten, Kaninchen, Hunden oder Schweinen, unabhängig

davon, ob es sich um Koronar- oder periphere Arterien handelt. Das Vorhandensein

der präexistenten Kollateralarteriolen ist genetisch determiniert. Um Verhältnis-

se zu simulieren wie sie im menschlichen Organismus herrschen, haben wir das

Hausschwein gewählt.
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4.5 Methoden

4.5.1 Bildgebung

Zur bildlichen Darstellung der Kollatralarterien wurde die DSA verwendet. Dies

entspricht dem klinischen Goldstandard und gibt Auskunft über die Kollateralen-

entwicklung. Allerdings sind hier auch nur die makroskopisch erkennbaren Gefäße

verwertbar. Die Magnetresonanzangiographie bietet ebenfalls keine bessere Auflösung.

Die Sonographie ist bei den gegebenen Kollateralendimensionen nicht anwendbar.

Zu berücksichtigen sind Variationen im Blutfluß, die Variationen im Anfluten des

Kontrastmittels bedingen. Solche Abweichungen würden durch eine postmortale

Angiographie aufgehoben werden, allerdings ist dann logistisch die Präparation der

Kollateralen schwierig, da diese schnell erfolgen muß. Außerdem würde am Kol-

lateralgewebe ein Ischämieschaden entstehen, der es unverwertbar machen würde.

Schließlich birgt die Postmortem-Angiographie den Nachteil der Unwiederholbar-

keit.

Beim Auswerten vor allem der Durchmesser der zuführenden Arterien ist zu be-

denken, daß der gemessene Durchmessser vom Gefäßtonus und -widerstand in den

folgenden Gefäßen abhängt, außerdem von der Injektionstechnik des Kontrast-

mittels, der Orientierung der Gefäße und dem Detektorabstand der Röhre und

Rahmenanwahl ab [432]. Zur Standardisierung der Injektionstechnik wurde die

zur Angiographieeinheit gehörende Pumpe verwendet, der Detektorabstand der

Röhre wurde nicht verändert, die Rahmen wurden bei allen Versuchstieren gleich

angewählt.

So bietet die DSA hier eher qualitative und semiquantitative Beurteilung der Kol-

lateralarterien und Durchmessergrößen.

4.5.2 Molekulargenetik

Die Bestimmung der beteiligten und veränderten Faktoren, die bei der Arterioge-

nese eine Rolle spielen, wurde mittels mehrerer Techniken durchgeführt.

Dabei müssen zur Anwendung des Western Blots zu den Proteinen passende An-

tikörper vorhanden sein, beim Northern Blot passende Sonden. Sie sind zur Identi-

fizierung neuer Proteine nicht geeignet. Die 2D-PAGE bietet schon mengenmäßig

eine bessere Möglichkeit, neue Proteine zu identifizieren, die bei der Arteriogenese

eine Rolle spielen. Da man nicht zuvor Sonden und Antikörper auswählen muß, hat
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man hier die Möglichkeit unvoreingenommen vorzugehen: Es wurde nicht versucht,

Proteine zu bestätigen, mit deren Vorkommen man rechnet oder die eine aufge-

stellte Hypothese bestätigen, ohne auf andere mögliche wichtige Gene zu achten,

da man nur seine Hypothese bestätigen möchte, sondern man wird aufmerksam

auf starke Veränderungen, die ggf. zwischen der Fistel- und der der Kontrollsei-

te bestehen. Damit wird ermöglicht, Änderungen bei unerwarteten Proteinen zu

identifizieren und interpretieren. Das Blotten ist bei neu zu erforschenden Gebie-

ten eher als Bestätigung zu verwenden und die 2-D-PAGE ist vorzuziehen, da sie

Möglichkeit bietet, neue Hypothesen aufzustellen durch die Entdeckung neuer Pro-

teine.

Es ist daher sinnvoll, mittels mehreren Techniken Genexpressionsprofile zu bestim-

men, zu bestätigen und zu vergleichen, um multifaktorielle Geschehen zu über-

blicken [262] [453] [15].
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4.6 Ergebnisse

Die Studie hat gezeigt, daß es möglich ist durch eine Verlängerung der erhöhten

Scherspannungseinwirkung auf die Gefäße, die Ausbildung von Kollateralkreisläufen

zu verstärken.

Das aktinmodulierende Protein CFL ändert unter Scherspannungseinfluß seine Ex-

pression und Aktivität.

4.6.1 Kollateralgefäße

Die Anlage der AVF distal der Ligatur der A. fem. führte zu einem Anstieg in Größe

und Zahl der korkenzieherartig gewundenen Kollateralgefäße auf der Fistelseite im

Vergleich zur Seite, die nur ligiert wurde (s. Bilder 4.1(a)) und (s. Bild 4.1(b)). Die

Fistel verhinderte den Abfall der Scherspannung, der im späten arteriogenetischen

Prozeß durch Durchmesserznahme bei den Kollateralen zustande kommt, auch

bevor die Kollateralarterien das Leitgefäß ersetzen können.

(a) alleinige Ligatur (b) Ligatur und AVF

Bild 4.1: Schema der Kollateralenentwicklung
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4.6.1.1 Scherspannung als arteriogenetisch wirksame Kraft

Es ist bekannt, daß die Scherspannung beim Umbau von Gefäßen und damit auch

der Arteriogenese eine wichtige Rolle spielt (s. Kapitel 1.2.5.4 und 1.2.8), die nicht

nur für die Initiierung, sondern auch für den Fortbestand des ablaufenden Prozes-

ses und schließlich für die Unterhaltung von Arteriendurchmessern von Bedeutung

ist [358] [133] [420] [182] [427] [244]. Die Scherspannung moduliert dabei im Fal-

le der Occlusion eines Leitgefäßes die viel stärkere tangentiale Wandspannung,

die ein bekannter Stimulus für die Proliferation von glatten Muskelzellen ist. Al-

so ruht die Scherspannung bis zur
”
Notwendigkeit“ ihres Einsatzes, obwohl beide

Kräfte benötigt werden [370]. Vorhergehende Studien haben gezeigt, daß der Kol-

lateralkreislauf sowohl im Kaninchen- und Schweineherz [367] [365], als auch in

Kaninchen- und Schweinehinterläufen sein Wachstum stoppt, bevor eine optimale

Adaption erreicht ist [165] [328].

Dies wird auf die Verringerung der Scherspannung zurückgeführt, die auftritt, be-

vor die Kollateralen die benötigte Anzahl und Größe erreicht haben. Unser Modell

ist so konzipiert, daß die Scherspanung erhöht wird, ohne dabei die tangentiale

Wandspannung zu beeinflussen. Durch die Anlage der arterio-venösen Fistel wird

ein großer und anhaltender Druckgradient geschaffen, der bewirkt, daß der Blut-

fluß durch die Kollateralen den Weg in das venöse Niederdrucksystem bevorzugt

und nur ein kleiner Teil in die arterielle Peripherie abströmt, die ebenfalls dilatiert

ist und wenig Widerstand leistet. So ist die tangentiale Wandspannung zumindest

zu Beginn nicht erhöht, jedoch der Fluß und damit die Scherspannung extrem

stark. Der sich daraus ergebenden zunächst funktionellen Dilatation schließt sich

die durch Wachstum bedingte strukturelle Durchmesserzunahme der Kollateral-

gefäße an. Diese läßt die Scherspannung wieder abfallen, da sich diese zum Radius

invers verhält. Allerdings fällt die Scherspanung nicht auf ursprüngliche Werte

zurück, da der erhöhte Radius den Fluß, von dem wiederum die Scherspannung

abhängt, steigen läßt. So bleiben der Fluß und entsprechend die Scherspannung

trotz Durchmesserzunahme des Kollateralgefäßes erhöht, solange der Druckgradi-

ent hoch bleibt. Durch den vergrößerten Radius erhöht sich nun auch wieder die

tangentiale Wandspannung, da der Druck im Gefäß wieder steigt und der Kolla-

teralenwiderstand sinkt. Wahrscheinlich arbeitet das System eine kurze Zeit mit

einer positiven Selbstverstärkung, indem das Wachstum den Fluß verstärkt und

der Fluß das Wachstum [327].
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Schließlich kehrt aber auch die Autoregulation der Gefäße in der Peripherie zurück,

wenn die Kollateralgefäße in der Lage sind, den Fluß in genügenden Mengen zu

liefern und den Blutfluß auf ein Minimum des für den metabolischen Umsatz ge-

forderten Bedarfes bereitzustellen [80] [331] [330] [84] [317]. Das Gefäßremodeling

ist beendet, wenn die Scherspannung auf einem homeostatischen Wert angelangt

ist [196] [197] [248] [219].

So endet die Arteriogenese, wenn der Widerstand der arterio-venösen Fistel dem

markant reduzierten Widerstand der Peripherie und der Kollateralen gleicht. Letzt-

endlich bestimmt allein die Größe der arterio-venösen Fistel und darausfolgend

deren Widerstand weitere Anstiege [369] [321].

In unserem Tiermodell führte die hohe Scherspannung zu einer erhöhten Anzahl

an Kollateralen und zu deren Größenzunahme. Dies war auch möglich, nachdem

der arteriogenetische Prozeß schon im forgeschrittenen Stadium war: die Scher-

spannungserhöhung durch die AVF trat erst eine Woche nach der Ligatur ein, zu

einem Zeitpunkt, in dem das
”
natürliche“ Potential der

”
ursprünglichen“ Scher-

spannung schon verwertet wurde.

Beobachtungen bei Experimenten mit AVF zwischen der A. carotis und der Vena

jugularis oder A. und V. iliaca zeigten, daß der Durchmesser der proximal der

AVF gelegenen Arterie zunimmt [394] [476]. Erfolgt eine Durchmesseränderung

distaler Gefäße bringt dies auch eine Veränderung der Durchmesser in der proxi-

malen Strombahn mit sich, da der erhöhte Blutfluß die Scherspannung erhöht und

einen adaptiven Umbau bewirkt (s. Kapitel 1.2.8) [474] [85] [420] [219] [312] [313]

[220]. Im Gegensatz dazu bewirkt ein erniedrigter Blutfluß und daraus resultie-

rend eine erniedrigte Scherspannung eine arterielle Durchmessereduktion; dies wird

aber nur bei intaktem Endothel beobachtet [219], das ja auch bei der Scherspan-

nungserhöhung und konsekutiver Durchmesserzunahme der betroffenen Gefäße ei-

ne große Rolle spielt (s. Kapitel 1.2.8).

Eine Erhöhung der Scherspannung über das bei einer Occlusion
”
natürlich“ vor-

handene Niveau bewirkt über den Fortgang des Gefäßumbaus im Sinne der Arte-

riogenese das Entstehen einer neuen Strombahn, die näher an das Ideal, nämlich

der gleichen Leitfähigkeit wie das occludierte Gefäß, herankommt. Mittels der AVF

wird die noch vorhandene Wachstumsreserve der Kollateralarterien in stärkerem

Maße ausgenutzt und damit dieser Umgehungsweg zur Hauptstrasse umgebaut,

die für das abhängige Stromgebiet adäquat sorgen kann.

Abschließend läßt sich zusammenfassen, daß die Scherspannung, die bei Occlusion
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eines Leitgefäßes entsteht, in einem komplexen Organismus, wie dem des Men-

schen oder in unserer Studie des Hausschweins nicht ausreicht, um ein Kollate-

ralsystem auszubilden, das die notwendigen Blutmengen transportieren kann. Da-

nach braucht es eine künstliche Aufrechterhaltung der Scherspannung, die durch

die AVF erreicht wird, um Kollateralen mit entsprechenden Größen und Durch-

messern zu erzielen.

4.6.1.2 Scherspannung als selektierender Faktor

Erhöhte Scherspannungseinwirkung bewirkt ein Gefäßumbau im Sinne eines Wachs-

tumsvorganges; wirkt aber die Scherspannung auf bestimmte Gefäße mehr ein als

auf andere, entwickeln sich erstere weiter, letztere erhalten nicht die benötigte

”
Dosis“ an Scherspannung. Somit gibt es bevorzugte Kollateralarterien, die ver-

mehrt durchblutet werden und als Leitgefäßersatz fungieren und solche, die
”
nur“

als kleines Nebengefäß vorhanden bleiben oder sich verschließen (s. Kapitel 1.2.8

und Bilder 1.18(a) und 1.18(b)).

In einem theoretisch-mathematischen Modellexperiment mit einem künstlichen

Gefäßnetzwerk, durch das konstanter Fluß mit einem konstanten Druck mit varia-

blen Widerständen geleitet wurde, mit dem Ziel den Einfluß der Scherspannung

in engen physiologischen Grenzen zu prüfen und zu berechnen, hat sich keine Sta-

bilität einstellen können. Es wurden die wenigen großen Verbindungen bevorzugt

auf Kosten der kleineren, die sich zurückbildeten. Daraus wurde geschlußfolgert,

daß diese Ergebnisse nicht kompatibel sind mit anatomischen und physiologischen

Beobachtungen in stabilen Netzwerken, wie sie in einem komplexen Mechanismus

vorkommen. Die Scherspannung konnte demnach nicht die wichtigste formende

Kraft sein, weil das mathematisches Modell vorhersagte, daß in einem Netzwerk

von parallelen Arteriolen mit kleinen Variationen im Durchmesser, die größeren

begünstigt werden und wachsen und die kleineren sich zurückbilden würden. Das

Ergebnis wäre eine einzige arteriovenöse Verbindung. Es wurde angezweifet, daß

dies den natürlichen Ablauf wiedergeben würde [168] [145] [173]. Jedoch ist es

genau das, was natürlicherweise geschieht und der Prozeß der Regression der klei-

nen Arteriolen, die anfangs in der Entwicklung teilnahmen, wird
”
pruning“, d.h.

Ausdünnen genannt in Analogie zu dem Prozess in der Entwicklung des Embryos

(s. Kapitel 1.2.8 und Bilder 1.18(a) und 1.18(b)) [165]. Dabei kommt es zur Re-

gression des Gefäßes durch intimale Proliferation und Endothelzellapoptose [390]
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[265]. Natürlich spielen auch metabolische Faktoren und Mediatoren ein wichti-

ge Rolle, die ein Abweichen vom vorausgesehenem Verlauf bewirken können [329]

[331], aber der mechanische Stimulus ist der stärkste gefäßmodulierende Reiz [428]

[328] [330]. Durch einen erhöhten Fluß und damit höhere Scherspannungseinwir-

kung wird eine Regression verhindert [478].

Dies konnte auch im Verlauf dieses Versuchsmodells und in weiteren Studien beob-

achtet werden: das oben beschriebene mathematische Netzwerk verhält sich exakt

so wie das Kollateralennetzwerk, das ja auch große Kollateralen favorisiert und Re-

gression der kleineren bewirkt [144] [212] [368] [362] [373]. Dies entspricht den unter

(s. Kapitel 1.2.5.4) beschriebenen Grundsätzen von Clarke, Thoma und Murray.

Thoma beschreibt im Gesetz der Histiogenese das Verhältnis zwischen dem Durch-

messer des arteriellen Systems und der Flußgeschwindigkeit im sich entwickelnden

Hühnerembryo [416], Clarke die Atrophie kleiner Aa. bei Blutflußreduktion [79]

und Murray die These, daß das Gefäßsystem sich so optimal nivelliert, daß mit

minimaler Leistung ein adäquater Blutfluß vorhanden ist [275] [274].

Es bedarf also einer formenden Kraft, durch deren Einwirkung genügend das

Leitgfäß ersetzende Kollateralarterien entstehen, die leistungsoptimiert das Strom-

gebiet versorgen.

Diese selektierende Kraft im arteriogenetischen Prozeß ist die Scherspannung. Re-

gression von vielen kleinen Kollateralen wird hingenommen, um wenige große

Kollateralen persistieren zu lassen. Diese Tatsache findet Beachtung im Hagen-

Poiseuille-Gesetz, das vorhersagt, daß es enorme Energieverluste gibt, wenn der

zusammengesetzte Gefäßquerschnitt auf viele Gefäßgebiete verteilt wird. Indem die

Scherspannung auf bestimmte Gefäße mehr einwirkt, werden diese
”
ausgewählt“

und wachsen, um optimale Leitverhältnisse bei wenig Energieverlust zu bewerkstel-

ligen. In diesem Zusammenhang ist die korkenzieherartige Form der Kollateralen

von Bedeutung (s. Kapitel 4.6.1.3).

Interessant ist hier auch die Beobachtung, daß die in die Intima der Kollateralen

gewanderten glatten Muskelzellen bei Verringerung der Scherspannung in der In-

tima bleiben (Medialisation der Intima). Bei Regress der Kollaterale verschließen

sie wie oben erläutert das Lumen (s. Kapitel 1.2.8). Wenn aber die Scherspannung

noch einmal erhöht wird, experimentell bei erneutem Verschluß der Leitarterie,

klinisch denkbar als Reocclusion einer zuvor thrombembolektomierten oder end-

arteriektomierten Arterie, dann dienen die glatten Muskelzellen in der Intima der

nun wieder mehr perfundierten Kollateralen als Reservelager und das Kollatera-
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lenwachstum vollzieht sich schneller, als es sich nach der ersten Occlusion vollzogen

hat [369] [478].

Es kommt zu einem Boost-Effekt, vergleichbar mit einem Gedächtnis- bzw. Lern-

effekt bei der Antikörperbildung: Ein bekanntes Agens bewirkt bei nochmaligem

Auftreten eine schnellere Reaktion. So geschieht es auch bei den Kollateralen:

Ein nochmaliges Einwirken der Scherspannung lässt den Prozeß der Arteriogene-

se schneller starten und fortschreiten, da sich die Muskelzellen bereits in einem

fortgeschrittenen Stadium befinden, in dem sie bis zur neuerlichen Aktivierung

”
eingefroren“ waren.

Durch Scherspannung und ihre Einwirkung auf die sich entwickelnden Kollateralar-

terien findet eine Selektion statt und die optimal lokalisierten Gefäße, die mehr

Scherspannungseinwirkung erfahren, wachsen stärker und bleiben als versorgende

Gefäße bestehen.

4.6.1.3 Erscheinungsbild der Kollateralen: Korkenzieherstruktur

Kollateralen sind keine linearen Röhren, sondern mehr oder weniger korkenzieher-

artig gewundene Gefäße. Sie haben ihre Elastizität in Längsrichtung verloren. Es

kommt durch diese Struktur zu Einbußen beim Bluttransport und Wachstum. Die

Vielzahl der kleine Gefäße, die eine occludierte Arterie ersetzen sind ineffizient

gemäß dem Poissieulle’schen Gesetz: Durch den Kurvenreichtum haben die Kolla-

teralen Überlänge; da der Widerstand linear mit der Länge zunimmt kommt es zu

hohen Energieverlusten. Außerdem verstäken die Zentrifugal- und Trägheitskräfte

den Widerstand nochmalig [407].

Laut der die LWS beschreibenden Formel (s. Kapitel 1.2.5.2) steigt diese mit dem

Gefäßradiusquadrat und dem im Gefäß herrschenden Druck [369]. Nach Ligatur

kommt es im Tiermodell zu einer Radiuszunahme in den Kollateralen. Nach An-

lage der AVF entsteht ein enormer Druckgradient zwischen den Kollateralen und

der Peripherie. Die erhöhten Radius- und Druckwerte bewirken eine Verringerung

der Wanddicke. Durch diese initiale funktionelle Dehnung der Arterie wird diese

in ihrer morphologischen Struktur instabil. Es kommt zu einer Längsdehnung zwi-

schen zwei fixen Punkten und dies führt zur Korkenzieherbildung; diese Gefäße

haben ihre Längselastizität nicht mehr [185]. Es stellt sich hier die Frage, ob die

Kollateralen zu schwach sind, den enormen Drücken [187], die plötzlich auf sie
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einwirken, standzuhalten und ihre Elastizität nicht genügend ausgeprägt ist, da

sie
”
auszuleiern“ scheinen.

An manchen Stellen der Kollateralwand kommt es durch die Tortuosität zu mehr

Aktivierung und an anderen weniger, damit bei ersteren zu einer Mehradhäsion

von Monocyten durch mehr Integrine und mehr Chemotaxine. Abschnittsweise

vollzieht sich eine höherere und niedrigere Proliferationsrate und verstärkt die

asymmetrische korkenzieherartige Morphologie [157] [278]. So findet durch die

Ausbildung der Windungen eine Präselektion statt und die dann nur asymme-

trisch einwirkenden Kräfte haben eine endgültige Selektion wie bei (s. Kapitel

4.6.1.2) beschrieben zur Folge, da Scherspannung und Fluß nicht mehr konstant

auf alle Gefäßabschnitte einwirken [212] [86]. Vergleichbar vollzieht es sich bei der

Arteriosklerose, bei der die Läsionen an Stellen mit niedriger Scherspannung und

komplexem Flußmuster beobachtet werden. Die Scherspannung scheint hier nicht

mehr die schützende Aktivierung des Endothels zu bewirken [212]. Dadurch wird

diese besonders unterlegene Stelle zur Prädilektionsstelle für einen Plaque, der sich

ohne entgegenwirkenden Einfluß der Scherspannung weiterentwickeln kann (s. Ka-

pitel 4.2.4).

Der Grad an Verwindungen ist entscheidend für den Erhalt der Kollaterale. Bei ge-

ringem effektivem Durchmesser, hohen Energieverlusten und wenig Blutfluß kommt

es im weiteren Fortgang der Arteriogenese durch Selektion zur Elimination der

stark geschlängelten Kollateralen, da hier nun wieder die in Kapitel 1.2.5.4 be-

schriebenen Grundsätze von Clarke, Thoma und Murray greifen.

Damit ist der Grad der Tortuosität der Kollateralen für ihre Ausbildung von großer

Bedeutung und die Scherspannung wirkt hier als wachstumfördernder und selek-

tierender Faktor (s. Kapitel 4.6.1.2).

Das Längenwachstum zur Verringerung der LWS wird nach dem akuten Längs-

zug auf Dauer durch die glatten Muskelzellen vermittelt. Diese Zellpopulation be-

wirkt auch einen Umbau als Antwort auf veränderte TWS. Sie können zwischen

dehnenden Kräften, die in zwei verschiedenen Richtungen wirken unterscheiden

und dementsprechend unabhängige adaptive Umbauvorgänge auslösen [185], [219]

[218]. Die glatten Muskelzellen zeigen dabei eine circumferentiell orientierte Aus-

richtung. Aus dieser Tatsache erklärt sich auch das Unvermögen, die LWS zu reeta-

blieren [187] [175]. Durch die hauptsächlich circumferentiell angeordneten glatten

Muskelzellen ist deren längskontraktile Funktion verhindert. Es scheint nur eine

Reaktion in Richtung Wachstum möglich zu sein, aber eine kontrollierte Apoptose
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zur Verringerung der Länge scheint nicht möglich zu sein [38].

Beobachtungen zeigen, daß die dehnende Längskraft bis zu einem Maximalwert

am 21. Tag nach Leitgefäßocclusion stetig ansteigt, im Gegensatz zum Prolifera-

tionsgeschehen und der Durchmesserveränderung, die ein Maximum während der

ersten Woche nach Occlusion hat. Dies zeigt, daß Kollateralwachstum ein bipha-

sischer Prozeß ist, der beginnt mit einer Phase der rapiden Proliferation, gefolgt

von extensivem Umbau in radialer und longitudinaler Richtung, wobei der Umbau

in Längsrichtung länger anhält und dadurch in Relation zu stark ausgeprägt ist

[20] [164]. Dies könnte eine zusätzliche Erklärung für die Überlänge sein.

Außerdem entsteht bei den Umbauvorgängen nach Leitgefäßverschluß durch die

Matrixdegeneration viel Platz in der Umgebung des Kollateralgefäßes. Die Kol-

laterale verbleibt in einer relativen Umgebungsleere, so daß keine Möglichkeit für

eine verankernde Aufhängung gegeben ist, um Längsspannung zwischen zwei fix

aufgehängten Punkten zu etablieren, ein weiterer Faktor in Richutng korkenzie-

herartigen Verwindungen [175] [38].

Bei Betrachtung der korkenzieherartigen Struktur der Kollateralen darf man nicht

vergessen, daß dies Gefäße sind, die im Laufe des Lebens mitaltern und im Al-

ter kommt es bei Arterien zu einem langsamen Längenwachstum. So kommt es

auch zu dem Kinking der Aorta, der größten Arterie des Menschen [225] [92].

Daher ist zu bedenken, daß die Tortuosität der Kollateralen schon vor dem Leit-

gefäßverschluß da gewesen sein könnte und nicht erst durch die akut auftretenden

veränderten hämodynamischen Kräfte ausgebildet wurde. Andererseits schwindet

die Tortuosität der Kollateralen nicht, wenn man eine Occlusion schon im jun-

gen Alter durchführt [170], so wie es in dieser Studie auch war. Die Hausschweine

waren etwa 14 Wochen alt und zeigten in der DSA geschlängelte Kollateralen. Viel-

leicht haben die Kollateralen die Tendenz dazu, eher zu altern und ein Kinking zu

zeigen, da sie eigentlich nur für die Embryonalzeit angelegt sind, in Analogie zu

den Umbilikalgefäßen, die schon einen Monat nach Geburt einen hohen Gehalt an

lipidhaltigen Zellen i.S. einer Alterung aufweisen [402] [410].

Wenn man annimmt, die Kollateralarterie hatte zu Beginn der Gefäßentwicklung

die gleiche genetische Information, wie das parallel laufende und später bevorzugte

Leitgefäß, dann würde das bedeuten, daß die Kollateralarterie so lang werden kann

wie das ursprüngliche Leitgefäß. Demnach wäre die Kollaterale das Reservegefäß,

das in seiner Entwicklung stehengeblieben ist, da ein anders mehr durchflosse-

nes Gefäß der gleichen Leitbahn optimalere Voraussetzungen hatte, Blutdurchfluß
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adäquat bereitzustellen. Wenn das Kollateralgefäß aber nun gefordert wird und

die Scherspannung das Programm weiterlaufen läßt, wächst dieses auf vorpro-

grammierte Länge und die Schlängelung ist eine unverhinderliche Konsequenz der

absoluten räumlichen Begrenzung.

Mit hoher Wahrscheinlichkeit kommt die korkenzieherartige Struktur der Kolla-

teralen durch das Zusammenwirken der erhöhten Längskraft, der unhomogenen

Scherspannungseinwirkung, der circumferentiellen Anordnung der glatten Muskel-

zellen, der verlängerte Wachstumsphase in Längsrichtung, des durch die Matrix-

degeneration bedingten Fehlens der Aufhängung und des genetischen Programmes

zustande.

Was auch immer der Hauptfaktor für die typische Kollateralenstruktur sein

mag, wichtig ist, daß die erhöhte Gefäßlänge durch Widerstandserhöhung zu Ener-

gieverlust und einem verringerten Fluß [407] [366], [360] und daraus resultierend

zu einer verringerten Scherspannung führt, was auch bei entsprechend großen Kol-

lateralen ein selbstlimitierender Faktor für die Arteriogenese ist [370] [185]. Beim

Gefäßtraining beobachtet man Kollateralen mit weniger Tortuosität. In der An-

nahme, daß Gefäßtraining die Scherspannung erhöht, würde dies bedeuten, daß

auch in unserer Studie die Kollateralen der Fistelseite, die erhöhter Scherspannung

ausgesetzt sind ein ausgeprägteres Wachstum mit weniger Tortuosität zeigen. Mor-

phologisch ist diese Annahme aber aus den Angiogrammen nicht zu bestätigen, da

die Kollateralen auf beiden Seiten sehr variabel ausgeprägt sind und man nicht

zwei korrespondierende Kollateralen zum direkten Vergleich auswählen kann. Die

Anzahl der Windungen müsste in Relation zum Durchmesser betrachtet werden:

auch bei hoher Schlängelung ist der Durchmesser von entscheidender Bedeutung,

d.h. ein großes Kollateralgefäß kann durchaus viele Windungen aufweisen, aber

es wird positiv selektioniert, wenn es genügend Durchfluß bietet, um unter Scher-

spannung zu wachsen

4.6.2 Molekulargenetik

Indem die Genexpression der Kollateralen der Kontroll- und Fistelseite verglichen

wurde, konnte man Proteine identifizieren, die eine Rolle im arteriogenetischen

Prozeß spielen und deren gesamte oder seitenabhängige Ausprägung unterschied-

lich ist. CFL gehören zu den Proteinen, deren Expression und Aktivität durch
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Scherspannung verändert wird. Damit kommt es durch Einwirkung auf CFL zu

einer scherspannungsbedingten Änderung der Aktindynamik, die bei Bewegungs-

vorgängen von Zellen eine wichtige Rolle spielt.

4.6.2.1 ADF-Expressionsveränderung durch Scherspannung

Der ADF-Gehalt zeigt im Western Blot einen höheren Wert auf der Ligatur- als

auf der Fistelseite. Unter dem ADF sind CFL 1 und 2 und weitere Mitglieder der

ADF-Familie zusammengefaßt. Aus der Zusammenschau mit den Ergebnissen aus

dem Northern Blot läßt sich erkennen, daß CFL 2 in einer mehr als doppelt höher-

en Menge als CFL 1 sowohl auf Fistel- als auch auf Ligatuseite vorhanden ist. Hier

erklärt sich der im Western Blot vermehrte ADF-Gehalt auf seiten der Ligatur, da

CFL 2 hier vermehrt exprimiert wird und mengenmäßig einen höheren Anteil als

CFL 1 aufweist, das auf der Fistelseite vermehrt exprimiert wird. Diese Verände-

rung ist aus dem Western Blot nicht ersichtlich, da CFL 1 hier mengenmäßig unter

den ADF deutlich weniger ausmacht als CFL 2.

Mittels des Western Blots wurde lediglich die veränderte Expression zwischen

Ligatur- und Fistelseite, die man bei der 2D-PAGE beobachtet hatte, bestätigt.

Interessant für die Interpretation ist aber nicht der Gesamtgehalt an ADF oder

beiden CFL auf Ligatur- und Fistelseite, vielmehr ist der relative Unterschied zwi-

schen CFL 1 und 2-Expression auf beiden Seiten interessant, den man erst aus den

Ergebnissen des Northern Blots erkennen kann.

4.6.2.2 CFL-Expressions-Veränderung durch Scherspannung

Unter Einwirkung der Scherspannung ist die Expression von CFL 1 und CFL 2

auf Fistel- und Kollateralseite unterschiedlich. Daran ist zu erkennen, daß sich die

beiden Seiten in einem unterschiedlichen Stadium der Arteriogenese befinden.

Es finden sich höhere Beträge an RNA von CFL 1 auf seiten der Fistel im Ver-

gleich zur Ligaturseite. Die Werte für CFL 1 der Fistelseite gleichen aber denen der

Kontrollarterie. Allerdings ist der Gehalt an CFL 2 auf seiten der Ligatur sowohl

im Vergleich zur Kollateralen der Fistelseite als auch zur Kontrollarterie erhöht.

Dies ist eine Momentaufnahme zum Zeitpunkt des Terminalexperimentes, also

nachdem die Ligatur der A. fem. beidseits zwei Wochen und die Fistel auf der

linken Seite eine Woche bestanden hat. Da die Ligaturseite ohne Fistel keiner

verstärkt erhöhten Scherspannung mehr ausgesetzt ist, sondern diese sich durch
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den arteriogenetischen Prozeß immer mehr den präocclusiven Werten angeglichen

hat und der arteriogenetische Prozeß schon fortgeschritten ist, scheint das muskel-

spezifische CFL 2 eher in der späten Phase der Arteriogenese bei der Etablierung

und Maturation der Kollateralen wichtig zu sein. In dieser Phase, die nach der etwa

14-tägigen Proliferations- und Synthesephase folgt, redifferenzieren sich die glatten

Muskelzellen wieder. Der erhöhte Gehalt an muskelspezifischem CFL 2 entspricht

dieser Phase.

Auf seiten der Fistel, wo sich der arteriogenetische Prozess noch in der Synthese-

phase befindet, findet sich das muskelspezifische CFL 2 erniedrigt, was zum dediffe-

renzierten Status der glatten Muskelzellen paßt [396] [56]. Das muskelunspezifische

CFL 1 zeigt sich entsprechend erhöht im Vergleich zur Ligaturseite, im Vergleich

zur Kontrollarterie aber nicht wesentlich verändert. Damit scheint das Ligatursei-

tengewebe eine Momentaufnahme in der Maturationsphase der Kollateralen und

das Fistelseitengewebe die der Synthesephase zu zeigen. Eine Veränderung i.S. ei-

ner erniedrigten Expression erfährt das CFL 2 gemäß dem Differenzierungsgrad

der glatten Muskelzelle in der De- und das CFL 1 in der Redifferenzierungsphase

(s. Tabelle 4.1).

Ligaturseite Fistelseite

seit zwei Wochen bestehende Ligatur

der A. femoralis

seit zwei Wochen bestehende Ligatur

der A. femoralis

seit einer Woche bestehende Fistel

zwischen A. und V. femoralis

Scherspannung → präocclusive

Werte Scherspannung ↑
Cofilin1 ↓ Cofilin1 ↑
Cofilin2 ↑ Cofilin2 ↓
Redifferenzierungsphase der glatten

Muskelzellen

Dedifferenzierungsphase der glatten

Muskelzellen

Maturationsphase Synthesephase

Tabelle 4.1: Momentaufnahme der CFL-Expression zum Zeitpunkt des Terminalexperi-

mentes

In Studien mit Ligatur der A. fem. bei Kaninchen zeigte sich aber eine Erhöhung

der Expression von CFL 2 cDNA bei Messungen nach 24 Stunden und nach drei
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Tagen, also in der frühen Phase der Arteriogenese [43].

Das kann man damit erklären, daß die Zellen beginnen zu proliferieren und in den

ersten drei Tagen nach Occlusion die höchste Mitoserate zeigen [57] [427] [56]. Die

Scherspannung leitet die Proliferation der Zellen ein u.a. durch FGF, das mitogen

wirkt. Es kommt zunächst zur Expressionserhöhung des in den -differenzierten

und sich in Proliferation befindenden- glatten Muskelzellen vorhandenen CFL 2.

Der CFL 2-Gehalt steigt. Erst dann schließt sich die Synthesephase an und damit

die Dedifferenzierung der glatten Muskelzellen in den entsprechenden Synthese-

Phänotyp. Dazu paßt auch die Beobachtung, daß die frühe CFL 2-Erhöhung mit

der Herunteregulation muskelspezifischer Proteine einhergeht [58] [43] [484]. Hier

fließen die Proliferations- und Synthesephase nahtlos ineinander über. So sind in

dieser Übergangszeit einige bis spät in der Proliferationsphase exprimierte muskel-

spezifische Faktoren, wie das CFL 2 noch erhöht, aber gleichzeitig andere bereits

weniger vorhanden, da diese in der Synthesephase früh reduziert werden. In die-

ser Phase befindet sich die Fistelseite: CFL 2 ist noch so hoch wie die Werte der

Kontrollarterie, obwohl diese ja durch ihren Differenzierungsstatus deutlich mehr

CFL 2-Gehalt aufweisen müsste als die Kollateralarterie der Fistelseite, die sich

in der dedifferenzierten Phase befindet. Bedenkt man aber, daß der Fistelseite der

weitere Abfall von CFL 2 noch bevorsteht erklärt dies den gleichen CFL-Gehalt

in Kontroll- und Kollateralarterie der Fistelseite, denn so ist es in diesem Moment

auch, aber in einer dynamischen Beobachtung würde es im weiteren Verlauf zu

einem Abfall der CFL 2-Werte auf der Fistelseite kommen. Im weiteren Fortlauf

wird CFL 2 inhibiert, u.a. vom Mitogen FGF [241] [239] [114]. Die FGF-Expression

der glatten Muskelzellen ist bei erhöhtem Fluß an Tag drei und sieben gesteigert

und FGF wird eine wichtige Rolle beim Kollateralenwachstum vor allem in der

Initierungsphase zugeschrieben [89] [321] [394] [399] [468] [116]. Die Erhöhung des

FGF und der dann stattfindende Abfall von CFL2 paßt zeitlich in das beschriebene

Schema der Arteriogenese (s. Kapitel 1.2.8).

Das CFL 1 wird in der Proliferationsphase nicht verändert, es ist und bleibt für

die muskelunspezifischen Prozesse als muskelunspezifisches Protein vorhanden.

Im Verlauf der Kollateralenentwicklung wird wie beschrieben CFL 2 zunächst in

der Proliferationsphase erhöht und dann in der Synthesephase erniedrigt. Dies pas-

siert auf Ligatur- und Fistelseite, aber die Momentaufnahme der RNA-Expression

zum Zeitpunkt des Terminalexperimentes zeigt nur, daß die Ligaturseite ein ernied-

rigtes CFL 1 und ein erhöhtes CFL 2 im Vergleich zur Fistelseite und Kontrol-
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larterie aufweist. Das bedeutet, daß CFL 2 auch auf der Kontroll- und Fistelseite

nach Durchführung der Ligatur zunächst erhöht war. Dann wurde es auf beiden

Seiten durch Scherspannungserhöhung nach Ligatur beim Eingang in die Synthe-

sephase erniedrigt und im weiteren Verlauf der Arteriogenese mit Erniedrigung

der Scherspannung ist die Expression in der Maturationsphase wieder angestie-

gen. Dieses Stadium findet man in der Momentaufnahme auf der Ligaturseite und

würde man auf der Fistelseite ebenso beobachten, wenn diese in die späte Phase

der Arteriogenese eintritt (s. Tabelle 4.2).
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Tag 0-7

Ligatur- und Fistelseite in gleicher Phase der Arteriogenese Scherspannung↑
Cofilin 2 ↑ nach 24 Stunden und 3 Tagen

⇓
Proliferationsphase

⇓
frühe Synthesephase: Cofilin 2 noch ↗

⇓
späte Synthesephase: Cofilin 1 schon ↗ und Cofilin 2 bereits ↘

⇓
Ligaturseite Fistelseite

seit zwei Wochen bestehende Ligatur

der A. femoralis

seit zwei Wochen bestehende Ligatur

der A. femoralis

seit einer Woche bestehende Fistel

zwischen A. und V. femoralis

Scherspannung → präocclusive

Werte

Scherspannung ↑

Cofilin1 ↓ Cofilin1 ↑
Cofilin2 ↑ Cofilin2 ↓
Redifferenzierungsphase der glatten

Muskelzellen

Dedifferenzierungsphase der glatten

Muskelzellen

Maturationsphase Synthesephase

⇓
Scherspannung → präocclusive

Werte

Cofilin1 ↓
Cofilin2 ↑
Redifferenzierungsphase der glatten

Muskelzellen

Maturationsphase

Tabelle 4.2: Angenommener Verlauf der CFL-Expression im Fortgang der Arteriogenese

Zum Ende der Synthesephase wird die Redifferenzierung der glatten Muskel-

zellen zum kontraktilen Typ durch Abnehmen der zuvor erhöhten Scherspannung
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eingeleitet und es steigen die muskelspezifischen Proteine und damit auch CFL2

wieder an. Es hat in dieser Phase den höheren Anteil und scheint überschießend

erhöht, das muskelunspezifische CFL1 scheint überschießend erniedrigt. Es ist an-

zunehmen, daß es mit zunehmender Maturation der Kollateralen zu einer Anglei-

chung der CFL1- und CFL2-Werte kommt, die denen einer einfachen Kontrollar-

terie gleichen. Ein Grund für die überschießende Erhöhung könnte eine gewünsch-

te Beschleunigung der Migrationsprozesse sein, denn durch den Mehrgehalt CFL

verläuft die Aktindynamik schneller und außerdem wird durch erhöhtes CFL auch

eine Mehrexpression des Aktins ausgelöst, das zur Lokomotion zur Verfügung steht

[171] [8]. Es ist nicht genau bekannt, wann das CFL2 in der späten Phase der Ar-

teriogenese seinen höchsten Anstieg aufzeigt. Denkbar wäre, daß es bereits vor

unserer Messung in der Überlappungsphase zwischen Synthese und Maturation

sein Maximum hatte und nun während der späten Maturation langsam auf Werte

fällt, die denen einer normalen Arterie gleichen. Dann wird ein Gleichgewichtszu-

stand zwischen polymerisiertem und depolymersiertem Aktin erreicht, bei dem das

erstere dominiert. Polymerisiertes Aktin bewirkt eine Erhaltung des kontraktilen

Phänotypen der glatten Muskelzellen [10]. So ein Verhalten würde auch zu der

späten Phase der Arteriogenese passen, wenn die Migrationsprozesse abnehmen

(s. Kapitel 1.2.8).

Aus dem Expressionsmuster lässt sich der Schluß ziehen, daß nach Anlage der

AVF der beidseits fortgeschrittene arteriogenetische Prozeß durch die nun erneut

erhöhte Scherspannung neu gestartet wurde und die Fistelseite sich demnach noch

in einem nicht so fortgeschrittenen Stadium befindet wie die Ligaturseite, in das

sie aber im weiteren Verlauf kommen wird.

Durch den Neustart und längeren Fortgang der Arteriogense kommt es auf der

Fistelseite zu in Anzahl und Größe vermehrten Kollateralen.

Pathologisch werden erhöhte CFL-Werte in denervierten [387] und dystrophi-

schen Muskeln gefunden [154] [267].

CFL2 ist mit Myopathien verbunden. Während der frühen Phase der Regenerati-

on im Mausmodell, in dem man Muskelschäden induziert, ist CFL2 runterreguliert

und zum Teil ersetzt durch CFL1. In einem späteren Stadium der Regeneration,

ist das phosphorylierte CFL2 stark reduziert und das dephosphorylierte dominiert.

CFL2 spielt wahrscheinlich eine wichtige Rolle bei der normalen Muskelfunktion
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und Umbauvorgängen bei der Muskelregeneration. Vergleichbare Beobachtungen

wurden bei chronisch regenerierenden dystrophin-defizienten Mäusemuskeln und

Muskeln von an der Duchenne-Muskeldystrophie erkrankten Patienten gemacht.

Dort kommt es zu konstanten Zyklen der Muskelfasernekrose und -regeneration.

Es kommt zu starken Veränderungen im Transkriptionsmuster, z.B. persistiert die

Expression des Herzaktins in Duchenne-Muskelfasern, was darauf hinweist, daß es

zu einer chronischen Dedifferenzierung der glatten Muskelzellen kommt [71].

Dieses Verhalten von CFL deckt sich mit den Ergebissen unserer Studie. Bei den

Umbauvorgängen kommt es zur Dedifferenzierung der glatten Muskelzellen und

dann ist das muskelunspezifische CFL1 von Bedeutung, während bei der Etablie-

rung und Maturation der Kollaterale und damit der Redifferenzierung der glatten

Muskelzellen wieder das muskelspezifische CFL2 eine Rolle spielt.

4.6.2.3 CFL-Aktivitätsregulation durch Scherspannung

Scherspannung löst den arteriogenetischen Prozess aus und bewirkt die Reorgani-

sation des Cytoskeletts [123]. Wie in der Einleitung (s. Kapitel 1.3) beschrieben

spielen CFL bei der Aktindynamik eine wichtige Rolle. Diese Proteine werden nicht

nur wie oben beschrieben in ihrem Expressionsmuster durch die Scherspannung

beeinflusst, sondern auch in ihrer Aktivität, so daß die Scherspannung auch über

diesen Weg aktinmodulierend wirkt. Die Mechanotransduktion zwischen Scher-

spannung, CFL und schließlich dem auf Aktin basierenden Cytoskelett ist in Abb.

(s. Bild 4.2) dargestellt.

Scherspannung wirkt über Integrine der Endothelzellmembran auf die integri-

nassoziierte Rho-GTPase ein. Dadurch wird die Kinaseaktivität der Rho-assoziierte

Kinase (ROCK) erhöht [143] [235] [406] [430] [458] [128] [7] [449].

Es folgt eine Phosphorylierung der LIMK an Position Threonine 508 [99] und ihre

Aktivität wird gesteigert [12] [292] [253]. Als Folge davon wird CFL phosphoryliert

[207] [237]. Durch die CFL-Phosphorylation wird dessen aktinbindende Aktivität

aufgehoben, die Aktinfilamente werden freigegeben und können an benötigter Stel-

le polymerisieren [27] [207] [12] [484] [8] [10] [4] [297] [201] [442].

Die Aktivität der CFL wird aber im Sinne des pulsatilen Auftretens der Scherspan-

nung beieinflußt, so daß es zu einer schnellen Phosphorylation und Dephophoryla-

tion und damit zu einem schnellen Wechsel erhöhter und erniedrigter Affinität von

CFL zu Aktin kommt [339] [442]. So wird F-Aktin mit großer Geschwindigkeit ge-
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Bild 4.2: Mechanotransduktion in einer Endothelzelle, über die Scherspannung über Zwi-

schenschritte Einfluß auf CFL und damit Aktin hat

trennt, es entsteht an CFL gebundenes G-Aktin, welches wieder freigegeben wird,

wenn die Affinität des CFL durch Phosphorylierung sinkt. Das G-Aktin kann dann

an benötigter Stelle wieder polymerisieren und so eine Zellbewegung bewirken.

Auch wenn beschrieben wurde, daß die Reaktion des Transkriptionsfaktors Rho

nach über 15 min und die Phophorylation von CFL erst nach über einer Stun-

de nach Einwirken des mechanischen Stimulus einsetzen [10], kann dieser schnelle

Wechsel an verschiedenen Stellen der Zelle in hoher Geschwindigkeit erfolgen und

eine Bewegung verursachen, denn es existieren immer phophoryliertes und un-

phosphoryliertes CFL gleichzeitig in der Zelle [268]. Daher scheint es sich hier um

eine ständige Verschiebung eines Gleichgewichts zwischen hoch- und niedrigaffi-

nem CFL zu handeln.

Als weitere Möglichkeit mit der Scherspannung die Aktivität von CFL beeinflussen

kann, ist noch der Weg über PIP und PIP2 zu nennen. Hier bewirkt der mecha-

nische Reiz eine vermehrte Synthese von PIP2 durch Phosphorylierung von PIP

[302] [454]. Wie in der Einleitung erläutert (s. Kapitel 1.3), supprimiert PIP2 die
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Aktivität von CFL und beeinflusst dessen Verhalten gegenüber Aktin wie oben

beschrieben und damit die Zellmotilität.

Über diese Regulationsmechanismen der CFL wirkt der mechanische Einfluß der

Scherspannung auf die Zellmotilität über aktinmodulierende Prozesse und Modi-

fikationen entlang des Cytoskeletts ein. Neben den vielen beschriebenen und noch

unbeschriebenen Vorgängen scheint dies ein wichtiger Schritt im arteriogenetischen

Geschehen zu sein, da die Zellmigration eine große Rolle spielt.
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4.7 Schlußfolgerung

1. Die zeitversetzte Anlage einer AVF distal der Akutligatur der A. fem. förder-

te die Ausbildung von Kollateralkreisläufen. Durch die Fistel wurde die Scher-

spannung länger auf erhöhtem Niveau gehalten als sie mit der alleinigen Ligatur

gewesen wäre. Der Abfall der Scherspannung, der im späten arteriogenetischen

Prozeß durch Durchmesserznahme bei den Kollateralen zustande kommt, auch

bevor die Kollateralarterien das Leitgefäß ersetzen können, wurde somit auf der

Fistelseite verhindert. Dadurch kam es zu einem längeren Fortgang der Arterioge-

nese als auf der Kontrollseite mit alleiniger Ligatur, so daß das neu entstehende

Gefäßsystem näher an das Ideal herankommt, nämlich die gleiche Leitfähigkeit wie

das verschlossene Gefäß zu erbringen. Mittels der AVF wurde die noch vorhandene

Wachstumsreserve der Kollateralarterien in stärkerem Maße ausgenutzt und damit

dieser Umgehungsweg zur Hauptstrasse umgebaut, die für das abhängige Strom-

gebiet adäquat sorgen kann.

2. Auf molekulare Ebene wurden durch den mechanischen Reiz der Scherspan-

nungserhöhung CFL1 und 2 als Regulatorproteine der Zellmotilität auf Ligatur-

und Fistelseite verändert exprimiert und aktiviert. Bei der Arteriogenese spielt die

Bewegung und Mitose von Endothelzellen, Monocyten und glatten Muskelzellen

eine wichtige Rolle. Das für glatte Muskelzellen unspezifische CFL1 findet sich

im Vergleich zur Ligaturseite vermehrt auf der Fistelseite, die noch inmitten der

verlängerten Kollateralentwicklung steckt, das für glatte Muskelzellen spezifische

CFL2 findet sich erhöht auf der Ligaturseite, die ihre Kollateralentwicklung zum

großen Teil bereits abgeschlossen hat und eine spezifische Differenzierung bezüglich

der Muskelproteine aufweist. Dies zeigt, daß durch die AVF der arteriogenetische

Prozeß verlängert wird, wodurch die Ausbildung von suffizienteren Kollateralen

gefördert wird.

Anstrebenswert ist eine komplette restitutio ad integrum der Perfusion über

den alternativen Kollateralkreislauf wie sie bei Kleintieren bereits erreicht wurde.

Anschlußstudien mit Fistel-Experimenten, die über einen längeren Zeitraum

bei verschiedenen Tierarten durchgeführt werden, Kombinationen mit Stammzell-

und Wachstumsfaktorentherapie und Inhibition der Arteriosklerose werden sich
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mit der Herausforderung beschäftigen, das multifaktorielle Geschehen in einem

komplexen Organismus auf molekularer Ebene in verschiedenen Entwicklungssta-

dien zu erforschen, nachzuahmen und zu modulieren, um irgendwann die Arterio-

genese als therapeutische Maßnahme beim Gefäßpatienten durchführen zu können.
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Zusammenfassung

In dieser Studie wurde ein Tiermodell mit chronischer erhöhter Scherspannung ver-

wendet. Es wurde eine arteriovenöse Seit-zu-Seit-Anastomose zwischen der Arteria

und Vena femoralis angelegt, eine Woche nachdem die Arteria femoralis proximal

beidseits ligiert wurde. Auf diesem Weg entleerte sich ein großer Teil des Kollate-

ralblutflußes in das venöse Niederdrucksystem, was zu einem erhöhten Fluß führte.

Nach einer weiteren Woche wurde das Experiment nach Durchführung einer digi-

talen Subtraktionsangiographie beendet. Im Anschluß erfolgte die Präparation von

Kollateralarterien, Muskel und Kontrollarterien von beiden Seiten. Mit den Gewe-

beproben wurden 2-dimensionale Polyacrylamid-Gelelektrophoresen, Western und

Northern Blots durchgeführt.

Im Vergleich zur nur ligierten Seite fand sich auf der Fistelseite eine signifikant

erhöhte Zahl an angiographisch sichtbaren Kollateralgefäßen.

Die 2- dimensionale Polyacrylamid-Gelelektrophorese zeigte etwa 1000 Spots, von

denen fast 50 in ihrer Expression verändert waren; darunter war das auf die Ak-

tindynamik und damit Zellbewegung einwirkende Cofilin, das starke Expressions-

unterschiede zwischen Ligatur- und Fistelseite aufwies. Diese Ergebnisse wurden

mittels den Blotverfahren bestätigt und die unterschiedliche Ausprägung der Iso-

formen Cofilin 1 und 2 ausgewertet. Dabei entspricht das erstere dem undifferen-

zierten Status und das zweite dem differenzierten Status der glatten Muskelzellen.

Dieses Tiermodell demonstriert, daß anhaltende Scherkrafterhöhung einen anhal-

tenden arteriogenetischen Prozeß unterhält und daß Zellmigration eine wichti-

ge Rolle in diesem spielt, was durch die Veränderungen in der Cofilinexpression

während der Kollateralentwicklung deutlich wird.
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Summary

In this study we used an animal model with chronically increased shear stress. We

constructed a side-to-side arterio-venous fistula between the femoral artery and

vein, one week after we have ligated the proximal femoral artery on both sides. On

this path a large part of the collateral bloodflow was drained in the venous system

with a small resistance which increase the flow and shear stress.

After one more week we carried out digital subtraction angiography and the ani-

mals were euthanised. The dissection of collateral arteries, muscle and contol arte-

ries from both sides follwed and 2-dimensional polyacrylamide gelelectrophoresis,

western and northern blot analysis were performed.

In comparison to the only ligated side the number of angiographically visible col-

laterals of the hindlimb with the fistula significantly increased.

The 2-D-gel electrophoresis of collateral proteins showed about 1000 spots, of which

almost 50 were differentially regulated, containing actin- and thereby cellmotility-

modulating cofilin, which showed high degree of differential expression. These re-

sults were confirmed and subdivided into both isoforms cofilin 1 and 2 by the blot

analyses; the isoform cofilin 1 comply to the undifferentated state and cofilin 2 to

the differantated state of smooth muscle cells.

This animal model demonstrates that durable arised levels of shear stress cause

an ongoing strong arteriogenic response and that cellmigration plays an important

role in the arteriogenic process, demostrated via the changes in cofilin expression

during collateral development.
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Reagenzien

IEF Probenpuffer:

9 M Harnstoff, ultrarein; Amersham, Freiburg

70 mM DTT, ultrarein; Serva, Heidelberg

25 mM Tris/HCl; Roth, Karlsruhe

pH 7,1

50 mM KCl; Roth, Karlsruhe

3 mM EDTA; Roth, Karlsruhe

0,1 µM Pepstatin; PeptaNova GmbH, Sandhausen

1 mM PMSF; Roth, Karlsruhe

0,05% Benzamidin; Roth, Karlsruhe

2,1 µM Leupeptin; Roth, Karlsruhe

2% Trägerampholyte; Sigma-Aldrich, Hamburg

pH 2-4

NEPHGE-Gelröhrchen:

9 M Harnstoff, ultrarein; Amersham, Freiburg

3,5% Arcylamid; Roth, Karlsruhe

0,3% Piperazindiacrylamide; Roth, Karlsruhe

4% Trägerampholyte; Sigma-Aldrich, Hamburg

pH 2-11

Äquilibrierungspuffer 2D-PAGE:

125 mM Tris/Phosphat; Roth, Karlsruhe
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pH 6,9

40% Glyzerin; Roth, Karlsruhe

70 mM DTT, ultrarein; Serva, Heidelberg

3% SDS; Roth, Karlsruhe

RIPA-Puffer:

150 mM NaCl; Roth, Karlsruhe

10 mM Tris; Roth, Karlsruhe

pH 7,4

0,1% SDS; Roth, Karlsruhe

1% Triton X-100; Roth, Karlsruhe

1% Deoxycholat; Roth, Karlsruhe

0,57 mM PMSF; Roth, Karlsruhe

1 mM Natrium Orthovanadate; Sigma-Aldrich, Hamburg

MES-SDS-Laufpuffer (20 x); Invitrogen, Groningen, Niederlande:

1 M MES

1 M Tris/HCl

69,3 mM SDS

20,5 mM EDTA

pH 7,3

TBS-T-Puffer:

TBS:

20 mM Tris/HCl; Roth, Karlsruhe

137 mM NaCl; Roth, Karlsruhe

pH 7,6

zusätzlich 0,1% Tween-20; Roth, Karlsruhe

Luria-Bertani-Medium (LB-Medium):

10 g/l Pepton aus Casein tryptisch verdaut; Roth, Karlsruhe

5 g/l Hefeextrakt; Roth, Karlsruhe

5 g/l NaCl; Roth, Karlsruhe

pH 7,0

Sterilisieren (Autoklavieren; Autoklav, Varioklav, Typ 500 H-P Labortechnik, München)
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TBE:

100 mM Tris; Roth, Karlsruhe

100 mM Borsäure; Roth, Karlsruhe

2 mM EDTA; Roth, Karlsruhe

pH 8,0

Guanidiniumpuffer:

4 M Guanidiniumthiocyanat; Roth, Karlsruhe

25 mM Na-citrat, pH 7; Roth, Karlsruhe

0,5% N-Lauryl-Sarcosylsarcosin; Sigma, Deisenhofen

0,1 M β-Mercaptoethanol in DEPC- ; Roth, Karlsruhe

DEPC-H2O:

0,1% DEPC in H2O; Roth, Karlsruhe

über Nacht bei 37◦C und autoklavieren

RNA-Proben- Puffer:

750 µl deionisiertes Formamid (bei - 20◦C lagern); Gibco, Karlsruhe

150 µl 10 x MOPS; Roth, Karlsruhe

240 µl Formaldehyd; Merck, Frankfurt a. M.

100 µl Glyzerin; Roth, Karlsruhe

Bromphenolblau; Roth, Karlsruhe

Xylencyanol; Sigma, Deisenhofen

ad 1,5 ml mit H2O

Lagerung bei -20◦C

10 x SSC-Puffer:

1,5 M NaCl; Roth, Karlsruhe

0,15 M Natriumzitrat x 2 ; Roth, Karlsruhe

pH 7,0

Hybridisierungspuffer für Northern Blot:

50% deionisiertes Formamid; Gibco, Karlsruhe

10% Dextransulfat; Roth, Karlsruhe
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1% (w/v) SDS; Roth, Karlsruhe

1 M NaCl; Roth, Karlsruhe

100 µg/ml ssDNA; Sigma, Deisenhofen



Kapitel 8

Abkürzungen

A. Arterie

Aa. Arterien

Abb. Abbildung

ADF Aktindepolymerisierender Faktor

AVF arterio-venöse Fistel

BSA bovines Serum-Albumin
◦C Grad Celsius

CaCl2 Calciumchlorid

cAMP cyklisches Adenosinmonophospat

cDNA komplementäre DNA

CFL Cofilin

Ci Curie

cm Zentimeter

CO2 Kohlenstoffdioxid

cpm Zerfälle pro min, counts per minute

Da Dalton

DEPC Diethylpyrocarbonat

DNA Desoxyribonucleinsäure

dATP Desoxyadenosin 5’-Triphosphat

dCTP Desoxycytidin 5’-Triphosphat

dGTP Desoxyguanosin 5’-Triphosphat

DSA Digitale Subtraktionsangiographie

DTT Dithiothreitol
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dTTP Desoxythymidin 5’-Triphosphat

dyn Dyn(e)

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EPZ Endotheliale Progenitorzellen

F French

F-Aktin polymeres/filamentöses Aktin

fem. femoralis/femorales

FGF Fibroblasten-Wachstumsfaktoren, fibroblast growth factor

g Gramm

GAPDH Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase

G-Aktin monomeres/globuläres Aktin

GM-CSF Granulocyten-Makrophagen Kolonie-stimulierender Faktor, granulo-

cyte macrophage - colony stimulating factor

GTP Guanosintriphosphat

GTPase Guanosintriphosphatase

GV-SOLAS Gesellschaft für Versuchstierkunde - Society for Laboratory Animal

Science

h Stunde, hour

HCL Chlorwasserstoffsäure

HDL high density lipoprotein

ICAM-1 Interzelluläres Adhäsionsmolekül-1

i.E. internationale Einheit

IEF Isoelektrische Fokussierung

IPTG Isopropyl-β-D-Thiogalaktopyranosid

IP-10 Interferon-γ-induziertes Protein 10

kb Kilobasen

KCL Kaliumchlorid

kDa Kilodalton

kg Kilogramm

KG Körpergewicht

KHK Koronare Herzkrankheit

km Kilometer

l Liter

lacZ’Gen Gen zur Bildung des Enzyms β-Galaktosidase

LB-Medium Luria-Bertani-Medium
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LDL low density lipoprotein

LIMK LIM-Kinase, LIM ist ein Akronym für die drei Genprodukte Lin-11,

Isi-1 und Mec-3

LWS longitudinale Wandspannung

M molar

µCi Mikrocurie

MCP-1 Monocytenanlockendes Protein-1, monocyte chemoattractant protein-

1

MCS multiple Klonierungssequenz, multiple cloning site

MES Morpholinoethansulfonsäure

MetOH Methanol

µg Mikrogramm

mg Milligramm

MHz Megahertz

MIG Monokin induziert durch Interferon-γ

min Minute(n)

µl Mikroliter

ml Milliliter

µm Mikrometer

mm Millimeter

µM mikromolar

mM millimolar

MMP matrixdegenrierenden Metalloproteinasen

MOPS Morpholinopropansulfonsäure

mPa Millipascal

mRNA Boten-RNA, messenger RNA

Na Natrium

NaJ Natriumjod

NEPHGE Elektrophorese mit nicht äquilibriertem pH-Gradient, non equilibrium

pH gradient electrophoresis

ng Nanogramm

nm Nanometer

OD optische Dichte

p Irrtumswahrscheinlichkeit

P Phosphat
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Pa Pascal

PAVK Periphere arterielle Verschlußkrankheit

PC personal computer

PdCTP α32P -Desoxycytidine 5´-Triphosphats

PDGF Plättchen-Wachstumsfaktor, platelet-derived growth factor

pH negativer dekadischer Logarithmus der H3O+-Ionen-Konzentration

PI Phosphatidylinositol

PIP Phosphatidylinositol-4-Phosphat

PIP2 Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat

PlGF plazentarer Wachstumsfaktor, placenta growth factor

pmol picomol

PMSF Phenylmethylsulfonyl-Fluorid

prof. profunda

RNA Ribonucleinsäure

ROCK Rho-assoziierte Kinase

rpm Rotation pro Minute

SDS Natriumdodecylsulfat, sodium dodecyl sulphate

s Sekunde(n)

SSC Natriumchlorid-Citrat-Puffer, standard saline citrat, sodium saline ci-

trate

SSH
”
Slingshot“-Phosphatasen

t Zeit, time

TESK-1 Testikuläre Proteinkinase-1

TGF-β transformierender Wachstumsfaktors, transforming Growth Factor β,

TNF-α Tumornekrosefaktor-α

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

TWS tangentiale Wandspannung

U Einheit, unit

US-NIH Nationales Institut für Gesundheit der Vereinigten Staaten, US Na-

tional Institute of Health

V Volt

V. Vene

Vv. Venen

VCAM-1 Vaskuläres Zelladhäsionsmolekül-1, vascular cell adhesion molecule-1
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VEGF vaskulärer endothelialer Wachstumsfaktor, vascular endothelial grow-

th factor,

Vol Volumen

WHO Weltgesundheitsorganisation, World Health Organisation

X-Gal 5-Brom-4-Chloro-3-Indolyl-β-D-Galaktopyranosid

2D-PAGE 2-dimesionale Polyacrylamid-Gelelektrophorese

2D zweidimensional
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geschwindigkeit v aneinander vorbeischieben. . . . . . . . . . . . . . 17

1.10 Pathologie der Atherosklerose: Bei hoher Konzentration schädigen-
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kum Frankfurt am Main
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klinikum Frankfurt am Main, Schwerpunkt Gefäß-
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