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1 Einleitung

1.1 Neubildung von GefiaRen

Kardiovaskulare Erkrankungen fuhren die Krankenstatistiken der westlichen Industrielander
an und finden in ihren Auspragungen als koronare Herzkrankheit und Schlaganfall haufig ein
letales Ende oder filhren in Form einer peripheren arteriellen Verschlusskrankheit zum
Verlust einer Gliedmasse. Insgesamt wird die Zahl der Todesfalle in Europa auf dem Boden
einer kardiovaskularen Erkrankung auf Uber 1,5 Mio. pro Jahr (42% aller Todesfalle)
geschatzt ',

Als Therapieoptionen haben sich die Methoden der Revaskularisierung mittels
Bypasschirurgie oder perkutanen Angioplastie mit Stentversorgung etabliert. Daneben wurde
aber auch versucht neue Therapieverfahren zu entwickeln. Eine aussichtsreiche Mdglichkeit
koénnte sein, die Neubildung von Gefallen mit Zytokinen und Wachstumsfaktoren positiv zu
beeinflussen und das ischamische Gebiet mit natlrlichen Bypassgefalten neu zu
vaskularisieren. In der Tumortherapie wird die entgegengesetzte Moglichkeit, die Inhibition
des GefaRwachstums, schon klinisch erfolgreich genutzt um die Tumormasse zu verringern 2.
Zahlreiche gegenwartige Forschungsansatze an Tiermodellen untersuchen die zugrunde
liegenden Mechanismen der GefalRneubildung, um durch die gezielte Modulation dieser die

bestehenden Therapiemdglichkeiten zu erweitern.

1.2 Formen des GefdaRwachstums

Bei der Beschreibung des GefalRwachstums kommt es in der Literatur immer wieder zu
Uberschneidungen der verwendeten Begriffe auf Grund nicht ausreichend préaziser
Begriffsdefinitionen. Das Gefallwachstum muf® hierbei in drei eigenstandige Prozesse
unterschieden werden: Der Begriff Vaskulogenese beschreibt dabei eine echte Neubildung
von Gefallen aus endothelialen Vorlauferzellen wahrend der Embryogenese und sollte daher
nur in diesem Zusammenhang verwendet werden. Angiogenese ist das Wachstum von
Kapillaren, welches als adaptiver physiologischer oder aber auch pathologischer Prozess
fortwahrend im Organismus ablauft - hierfir wird Ischamie wird als einer der auslésenden
Trigger angesehen. Die dritte Mdglichkeit ist das Wachstum von Kollateralgefalen bei
veranderten Strdmungsverhaltnissen aus praexistenten Gefallverbindungen. Dieser
Mechanismus, insbesondere durch erhohten Scherstress an den Endothelzellen

hervorgerufen wird Arteriogenese genannt.



1.21 Vaskulogenese

In der Frihphase der embryonalen Entwicklung bilden sich im viszeralen Mesoderm
Blutinseln aus, welche die pluripotenten Vorlauferzellen des Blutkreislaufs (Hdmangioblasten)
enthalten. Unter dem Einfluss von Wachstumsfaktoren der fibroblast growth factor-(FGF)
Familie und vascular endothelial growth factor (VEGF) differenzieren die inneren Zellen der
Blutinseln zu hamatopoetischen Stammzellen, welche in der Folge VEGF-unempfindlich
werden. Die dulleren entwickeln sich Uber Angioblasten zu endothelialen Vorlauferzellen,
welche auswandern und sich zu einem primitiven Netzwerk verbinden 3. Unter dem stetigen
Pulsieren des Herzschlauchs wandelt sich das Kapillarnetz schliesslich in Strombahnen um
und es entsteht ein komplexes Netzwerk kommunizierender GefaRe mit zirkulierenden
Blutzellen: Der Beginn des fetalen Blutkreislaufs. Neuere Studien konnten zeigen, dass auch
im adulten Organismus noch endotheliale Vorlauferzellen (CD34+) im peripheren Blut
zirkulieren *#, so dass der Prozess der Vaskulogenese nicht unbedingt alleine auf die Phase
der Embryogenese zu beschranken ist und gerade im Zuammenhang mit der Stammzell-

Therapie Gegenstand aktueller Forschung ist.

1.2.2 Angiogenese

Erste Studien zur GefaBbildung wurden schon in den 30iger Jahren mit Hilfe von
transparenten Kammern an Kaninchenohren durchgefiihrt ° und zeigten dass das Wachstum
von Tumoren vor allem von der Migration von Gefalzellen abhangt. Aber erst die 1971

6 eroffneten das weite

veroffentlichten wegweisenden Uberlegungen von Judah Folkmann
Feld der Angiogeneseforschung mit der Hypothese durch den Einsatz von Angiogenese-
inhibitoren das Wachstum von Tumoren einzuschranken bzw. zu unterbrechen. Das
Kapillarwachstum ist demnach von existierenden Kapillarnetzen abhangig und findet in Form
von pruning oder sprouting statt ’. Auswandernde Endothelzellen bilden Zellschichten und
formen, ausgehend vom Kapillarnetz, durch Intusseption oder Austilpung ca. 6-8 um grosse
Réhren.

Hauptausléser fir die Angiogenese ist die lokale Ischamie. Hierdurch wird der
Transkriptionsfaktor hypoxia inducible factor-1 (HIF-1) hochreguliert und neben zahireicher
anderer Zellmediatoren wird die Expression von vascular endothelial growth factor (VEGF)
gesteigert, welches die Gefalpermeabilitat erhoht und Uber VEGF-Rezeptoren Flt-1 auf
Monozyten und Flk-1 auf Endothelzellen eine vermehrte endotheliale Proliferation

vermittelt &°

. Hierbei muss jedoch berilcksichtigt werden, dass an diesem Prozel} des
Kapillarwachstums nur Endothelzellen beteiligt sind und die Kapillaren von keiner glatten
Muskelschicht, welche einen Gefal3tonus aufrecht erhalten kénnte, umgeben sind. Somit

scheidet diese Form des Wachstums fur Kapazitatsgefalle aus.



1.2.3 Arteriogenese

Die Existenz einer kollateralen Blutversorgung ist seit langem bekannt. Erste Experimente
hierzu wurden von Luigi Porta bereits 1845 durchgefuhrt. In seinem Werk “Delle alterazioni
patologiche delle arterie per la ligatura e la torsione" beschreibt er neu gebildete
korkenzieherartig gewundene Gefalte welche die Unterbrechung (Okklusion) in einer
Femoralarterie des Schweins Uberbriickten. Der zu Grunde liegende Prozel} ist nicht die de-
novo-Synthese von Gefallen sondern die kontinuierliche GroRenzunahme eines
praexistenten KollateralgefalRes, wie wir heute wissen. In den 50er beschieb Longland die
Existenz solcher GefaRe sowohl in einer kranken als auch gesunden Paientenpopulation ™.
Demnach wird das Kollateralgefall in eine stem, mid-zone und re-entry Zone eingeteilt.
Aufgrund der sich andernden Druckgradienten im pra- und poststenotischen Gefal® andern
sich entsprechend die Stromungsverhaltnisse im unterbrochenem Stammgefald und den
kollateral-arteriellen Anastomosen und es kommt zu einer FluBumkehr im distalen re-entry-

Teil wie in Abbildung 1.1 dargestellt.

.. VergroRerte
A fomoralis KollateralgefaRe

mid-zone

Priexistierende Kollateralarterien re-entry

Abb. 1.1: Schematische Darstellung einer Femoralarterie. Die praexistierenden arterio-arteriellen
Anastomosen  werden nach Okklusion des Stammgefafles durch einen Remodellingprozell

(Arteriogenese) zu fuhrenden Konduktanzgefalen, welche die Engstelle Gberbriicken

Es flieRt ein gréReres Blutvolumen nun Uber die kleineren praexistenten Kollateralen. Dieses
erhéht die wirkenden Scherkrafte auf die Endothelzellen der Kollateralgefae und fihrt zu
einer “Aktivierung” der Endothelzellen, welche in Folge Zytokine freisetzen und Zellad-
hasionsmolekile ausbilden. Hierdurch werden vornehmlich Monozyten angelockt. Diese
adharieren und verlassen durch Transmigration die Gefalistrombahn, differenzieren und
sezernieren weitere Zytokine sowie Wachstumsfaktoren und setzen hierliber eine lokale
Entziindungsreaktion in Gang, bei der im Ergebnis die Proliferation der glatten Muskel- und
Endothelzellen zunimmt. Die glatten Muskelzellen wandeln sich anschliessend von der
“inaktiven” kontraktilen Form in die “aktive” sezernierende Form um. Zusatzlich wird durch

Matrix-Metalloproteinasen der perivaskuldare Raum angedaut, um dem wachsenden Gefafl
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Platz zu schaffen. Die herausragende Rolle von Monozyten in diesem Prozel3 sowie die
Verwendung des Begriffs der Arteriogenese in Abgrenzung zur Angiogenese wurde vor

allem durch die Arbeiten der Gruppe um Schaper herausgearbeitet "',

1.3 Mechanismus und Regulation der Arteriogenese

Die auf die Endothelzellen wirkende erhdhte Schubspannung fiihrt zur Offnung von
Chloridkandlen und aufgrund des osmotischen Gradienten kommt es nachfolgend zum
Wassereinstrom, der zu einem elektronenmikroskopisch sichtbaren Anschwellen der Zellen
fihrt '°. Es erfolgt eine Signaliibermittlung (Mechanotransduktion) zum Zellkern in welchem
Uber Aktivierung von Shear-Stress-Response-Elements (SSRS) in den Promoterregionen die
Genexpression verschiedener Gene wie monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1),
granulocyte macrophage-colony stimulation (GM-CSF), nitric oxide synthase (NOS) und
intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) gesteigert wird. Die vermehrt exprimierten
Adhasionsmolekiile vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) und ICAM ermdglichen das
+Anheften“ der durch das MCP-1 (nun CCL2 genannt) und seinem leukozytaren Rezeptor
CC-chemokine receptor-2 (CCR2) angelockten zirkulierenden Monozyten, welche
anschliessend durch die GefaBwand transmigrieren. Der Wachstumsfaktor GM-CSF schafft
fir die nun in der Adventitia des Gefalles akkumulierenden Monozyten ein proliferatives
Umfeld. Nach Umwandlung zu Makrophagen produzieren diese Zellen weitere
Wachstumsfaktoren wie fibroblast growth factor-2 (FGF-2) und vascular endothelial
growthfactor (VEGF) und Zytokine wie tumor necrosis factor-a (TNF-a.).

Dieses inflammatorische Milieu lockt weitere Entzindungszellen an. In der folgenden
Proliferationsphase erreicht die Mitoseaktivitat des Endothels, der glatten Muskelzellen und
Fibroblasten ihr Maximum nach ca. 3 Tagen und es schliet sich die Phase des
Remodelings an. Es kommt zur Zerstérung der Lamina elastica interna als Hauptbarriere flr
die Zellmigration. GefalRmuskelzellen verlassen die Media und wandern in den
subendothelialen Raum ein und bilden eine neue Lamina elastica interna (Neointima) aus.
Uber verminderte Aktivitat von tissue inhibitor of matrix-matalloproteinases (TIMPs) und
vermehrte Expression wird die Wirkung der Metalloproteinasen gesteigert, welches Raum fir
eine GroRenzunahme des GefalRdurchmessers schafft. Dabei ist jedoch vor allem ein
UbermaRiges Langenwachstum fir die neu entstandenen Kollateralgefalte charakteristisch,

welches zur typischen ,Korkenzieher-Morphologie“ fihrt.

Die Arteriogenese dient zusammenfassend also dazu, durch Konduktanzzunahme der
praexistierenden Kollateralgefale den Bluttransport zu erhéhen und somit die Stenose bzw.
Okklusion eines Leitungsgefalles zu kompensieren, wohingegen die Angiogenese den

gesteigerten lokalen Sauerstoffbedarf im Gewebe zu decken versucht.
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1.4 Rolle von Adenosin im ProzeR der GefaBneubildung

Adenosin ist ein ubiquitdr vorkommendes Signalmolekil, welches durch die schrittweise
Dephosphorylierung aus ATP entsteht. Die kardiovakuldaren Wirkungen von Adenosin
wurden schon 1929 von Drury und Szent-Gyérgi ' beschrieben. Aufgrund der Tatsache,
dass Adenosin ein wirksamer Vasodilatator ist und durch den Abbau des energiereichen
ATP anfallt, wurde ihm die rolle eines “retaliatory metabolite” zugeschrieben''®. Der
Regelkreis stellt eine einfache Moglichkeit dar im hypoxischen Gewebe nach Degradation
der Energietrager eine Balance zwischen Sauerstoffbedarf und Sauerstoffangebot
einzustellen. Adenosin erhéht somit das Sauerstoffangebot im Gewebe durch Vasodilatation
und steigert den Blutfluss, gleichzeitig wird durch die antiadrenergen Effekte von Adenosin
der Sauerstoffbedarf gesenkt. Es besteht somit eine negative Rickkopplung, wenn der
Energieverbrauch die Rate der Energieproduktion Uberschreitet und der vermehrte Abbau

von ATP zu einer erhohten Konzentration von Adenosin fihrt.

Um jedoch eine langfristige Oxygenierung chronisch hypoxischen Gewebes aufrecht zu
erhalten, bedarf es des Wachstums neuer BlutgefaRe und es konnte in mehreren Arbeiten

gezeigt werden, dass Adenosin nicht nur die Endothelproliferation und Migration unter Hyp-

17-1 20-22
rt 1719 0-22

oxie steige , sondern auch das Wachstum neuer Gefalle in-vivo stimulieren kann
Die Wirkung des Nukleosids Adenosin wird Uber spezifische membrangebundene G-Protein-
gekoppelte Purin-Rezeptoren (P1-Rezeptoren) vermittelt, von denen bisher 4 Subtypen (A1,
A2A, A2B und A3) klassifiziert sind ?*, und die ihren Effekt (iber Konzentrationsénderungen
von cAMP entfalten (A2A und A2B interagieren mit dem Gy-Protein, A1 und A3 vermehrt
Uber das Gjo-Protein). Die Rezeptorverteilung und somit der lokale Effekt von Adenosin ist
zwischen den Geweben sehr variabel. Generell kann man aber sagen, dass Adenosin als
inhibitorisches Signalmolekul wirkt. Es schitzt das Herz und cerebrovaskulare System vor
ischamischen Schaden ?*. Ebenso limitiert es den vaskularen Ischdmie- und Reperfusions-
schaden durch Reduktion reaktiver Sauerstoffradikale und Hemmung der Plattchenaggre-
gation %°. Zudem spielt es eine wichtige Rolle im Rahmen von anti-inflammatorischen Mecha-
nismen %° sowie in der Kontrolle von Zell-Zelladhésion und der leukozytéren Diapedese und

gilt als potenter Supressor des Immunsystems ?’.

Neben der P1-Rezeptorfamilie existieren P2-Rezeptoren, an welche ATP/ADP als Signal-

molekil bindet %

und Uber ionotrope P2X-, oder G-Protein-gekoppelte P2Y-Rezeptoren die
Signaltransduktion initiiert 2°. ATP und ADP sind an der Regulation der Hamostase und
Thrombose malRgeblich beteiligt. Sie steuern die Aktivierung und Aggregation von Plattchen.

Die gezielte Blockade von P2Y,, - Rezeptoren wird bereits in Form von Clopidogrel zur
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Hemmung der Plattchenaggreagation klinisch genutzt (CAPRIE *, CURE *'). Desweiteren
modulieren P2-Rezeptoren die Freisetzung verschiedener Cytokine (TNF-a, Interleukin 1-
Beta) aus Monozyten und Makrophagen und steuern dariiber die Adhasion von Leukozyten
am Endothel 3*°. Insgesamt scheinen sich die ATP/ADP-vermittelten Effekte, denen von
Adenosin Uber seine P1-Rezeptoren ausgeldsten Wirkungen entgegengesetzt zu verhalten.
Das Ausmass und die Dauer der vermittelten Signaltransduktion ist neben der jeweiligen
Rezeptordichte auch von der lokalen Konzentration der konkurrierenden Metaboliten
abhangig.

Pattchen Ino
<@
-
Leukozyten ADA AP
; cp73-+

\ -— I—» AM < ADP<— ATP ATP-Rezeptor
Ado R/d \‘
b t

P
A1AzA2A3 Ektﬁ' NT CD39

Ad AM <— ADP<«— ATP

o+——
AK P . .. .
Signaltbermittlung
ADA H
second messengers cy Hydrolase

Abbildung 1.2: Schematische Darstellung des Adenosinmetabolismus und Stellung der CD73 in der
extrazellularen Nukleotidkaskade Knockouts: Zytosolische und extrazellulare Nukleotidasen bauen
ATP zu Adenosin ab, entsprechende Kinasen kénnen Adenosin rephosphoylieren. Die verschiedenen
Purinrezeptoren sind nicht nur in unmittelbarer Umgebung, sondern befinden sich auch auf den
zirkulierenden Zellen wie z.B. Thrombozyten oder Leukozyten.

l G-Protein cyto 5' NT

Diese wird durch die Aktivitat verschiedener Nukleotidasen bestimmt, welche durch den
Abbau von Nukleotiden zu Nukleosiden eine verminderte P2-Rezeptoraktivitdt und eine
vermehrte P1-Aktivitdt zu Folge hat. Abbildung 1.2 stellt den Nukleotidmetabolismus
schematisch dar. ATP wird intrazellular von zytosolischen Nukleotidasen zu Adenosin
abgebaut. Der Abbau von extrazellularen ATP erfolgt kaskadenférmig iber ADP und AMP zu
Adenosin. Der letzte Schritt wird hierbei von der Ekto-5'-Nukleotidase (CD73) katalysiert.

Um die Rolle des extrazellular gebildeten Adenosins zu untersuchen, wurde in unserem
Institut eine CD73-defiziente Mausmutante generiert. In den bisher durchgefiihrten
Experimenten konnte gezeigt werden, dass diese eine vermehrte Leukozytenadhasion, eine

verkirzte Blutungszeit und eine beschleunigte Thrombenbildung nach GefaRverletzung
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aufweisen °°. Zudem konnte in zusatzlichen Experimenten neben einer vermehrten

Intimabildung nach GefaRverletzung *’

auch eine verstarkte Atherosklerosebildung bei
Fehlen der CD73 nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse lassen sich sehr gut mit einer

verminderten Signalwirkung uber P1-Rezeptoren erklaren.

Wie oben beschrieben spielt Adenosin wahrscheinlich eine wichtige Rolle bei der
Angiogenese. Inwiefern extrazellular gebildetes Adenosin jedoch den ProzelR der
Arteriogenese beeinflulRt ist weitgehend unbekannt und sollte daher im Rahmen der
vorliegenden Arbeit unter Verwendung eines CD73-defizienten Mausstamms untersucht
werden. Hierzu wurde zunachst ein murines Hinterlaufischamiemodell entwickelt. Im
weiteren wurde ein Protokoll etabliert, welches die direkte Darstellung und Quantifizierung
der neu gebildeten Kollateralgefale mittels Magnet-Resonanz-Angiographie (MRA)
ermoglicht. Anschliefend wurde mit Hilfe des entwickelten Protokolls der Verlauf der
Kollateralentwicklung in der Mutante und der Wildtypkontrolle verglichen und die erhaltenen

Ergebnisse auf histologischer Ebene abgesichert.

1.5 Magnetresonanz-Angiographie

1.5.1  NMR (Nuclear Magnetic Resonance) - Historischer Hintergrund

Ahnlich wie die Einfihrung der Rontgenstrahlen zur Durchleuchtung des menschlichen
Korpers zum Ende des 19. Jahrhunderts durch Wilhelm Conrad Roéntgen, hat die
Magnetresonanztomographie (MRT) die Medizin revolutioniert. Nach der initialen
Beschreibung des Phanomens der magnetischen Kernresonanz (NMR = nuclear magnetic
resonance) von Otto Stern und Isidor Rabi %, konnten im Jahr 1946 in den Arbeitsgruppen
um Felix Bloch und Edward Purcell unabhangig voneinander erste NMR-Experimente in
flissiger und fester Phase durchgefiihrt werden ***°. Diese zeigten, dass sich die magne-
tischen Kerneigenschaften bestimmter Atomkerne durch die Resonanzabsorption im Radio-
wellenbereich in einem statischen Magnetfeld abbilden lassen. Durch die Erkenntnis, dass
das NMR-Signal eines Atomkerns von dessen Umgebung sowie chemischer Bindung
beeinflusst wird, und dass die Signalintensitat proportional der Konzentration des Stoffes ist,

eroffnete sich hiermit ein neues Feld der analytischen Methodik: Die NMR-Spektroskopie.

Die Mdglichkeiten der Bildgebung und der weiten medizinischen Anwendung dieser Technik
ergaben sich jedoch erst, nachdem Paul Lauterbur erkannte, dass die Kombination des
statischen &usseren Magnetfeldes mit einem zusatzlichen variablen schwacheren

Magnetfeld, einem Gradientenfeld, eine rdumliche Zuordnung der NMR-Signale erlaubt.
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Dieses Verfahren wurde 1973 unter dem Namen Zeugmatographie vorgestellt *' und stellte
den Beginn der Magnetresonanzbildgebung (MRI = Magnetic Resonance Imaging) dar,
welches durch stetige Fortschritte, vor allem durch die Entwicklung neuer Pulssequenzen
wie der FLASH-Sequenz (Fast Low Angle Shot) von A. Haase und J. Frahm *, die die
Untersuchungszeiten wesentlich verkirzten, seit Anfang der 80-iger Jahre ein immer grof3er
werdendes Anwendungsgebiet findet. Die Verwendung von supraleitenden Magneten
héherer Feldstarken und leistungsfahigeren Computersystemen zur schnelleren Datenver-
arbeitung ermdglichen heutzutage Untersuchungen von hoher rdumlicher und zeitlicher
Auflésung. Neben der reinen anatomischen, morphologischen Abbildung haben sich noch
weitere Anwendungsbereiche wie MR-Angiographie und Kardio-MRT etabliert. Darlber-
hinaus sind inzwischen Untersuchungen zu dynamischen Prozessen wie Perfusion und

Diffusion bis hin zu funktioneller Aktivitat (fMRI) weit verbreitete Verfahren.

1.5.2 Physikalische Grundlagen

Im Gegensatz zur Réntgenbildgebung, die energiereiche elektromagnetische Wellen von
10'®-10%° Hz zur Durchleuchtung verwendet, beruht das in der Kernspintomographie
genutzte NMR-Signal auf Wechselwirkungen von nichtionisierenden Wellen im
Radiofrequenzbereich (10-400 MHz) mit Atomkernen. Da fur das Phanomen der
Magnetresonanz die Kerne hinsichtlich ihrer Anzahl an Protonen und Neutronen bestimmte
Kriterien erflillen missen, sind nicht alle Isotope NMR-aktiv. Weiterhin sollten diese ein
moglichst grofes gyromagnetisches Verhaltnis fur eine ausreichende Signalintensitat haben.
Die wichtigsten Kerne in der NMR sind 'H, "C, "®F, #®Na und *'P, wobei der 'H-Kern
aufgrund seines reichhaltigen Vorkommens in biologischen Geweben in der MRI die

bedeutendste Rolle einnimmt.

Werden die Kerne in ein magnetisches Feld Bg eingebracht, richten diese sich entlang des
Feldes aus und nehmen im Gleichgewicht einen bevorzugt parallelen Energiezustand ein.
Betrachtet man alle Kerne einer Probe, so resultiert ein magnetischer Summenvektor, der in
Richtung des Magnetfeldes zeigt und die Grundlage fiir die Erzeugung des NMR-Signals
bildet. Zusatzlich beginnen die Kern-Spins im Magneten eine Prazessionsbewegung um die
Hauptfeldrichtung mit ihrer sogenannten Larmorfrequenz auszufihren, welche vom
gyromagnetischen Verhaltnis des jeweiligen Kernes sowie der magnetischen Flussdichte By
abhangig ist. Diese Abhangigkeit wird in der Larmorgleichung formuliert:
@ =7xBg

Wobei w die Larmorfrequenz (MHz), y das gyromagnetische Verhaltnis des entsprechenden
Kerns (MHz/T) und B, die magnetische Flussdichte des Feldes (T) ist. Der magnetische

Summenvektor (My) ist aufgrund des ihn Uberlagernden starken By-Feldes im Ruhezustand
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nicht zu detektieren sondern erst nach Auslenkung in eine zu B, senkrechten Ebene. Um nun
ein NMR-Signal von Protonen einer Probe im MR-Spektrometer messen zu kdénnen, wird ein
Radiofrequenzpuls Uber eine Sendespule eingestrahlt, dessen Wellenlange der Larmor-
frequenz des Protonenkerns entspricht und im Resonanzzustand den Magnetisierungsvektor
Mo aus der Bo-Richtung des Feldes abzulenken vermag, so dass er anschliessend mit einer

entsprechenden Empfangspule (Antenne) detektiert werden kann.

Das Malf} der Auslenkung wird von der Intensitat und Dauer des Radiowellenpulses bestimmt,
wobei ein Puls, der den Mg-Vektor um genau 90° (den sogenannten Anregungswinkel a)
kippt, entsprechend 90°-Puls genannt wird. Nach Auslenkung des Magnetisierungsvektors in
die zu By Senkrechte kann die komplexe Rotationsbewegung des Summenvektors wahrend
der Rickkehr in den Gleichgewichtszustand als sogenannter FID (Free Induction Decay)
registriert werden. Dabei ist die Zeitkonstante, welche die Rate der Rluckkehrbewegung in
den Gleichgewichtszustand beschreibt, stark gewebeabhangig und wird T1-Relaxationszeit
(Longitudinal- oder auch Spin-Gitter-Relaxationszeit) genannt. Durch zusatzliche
magnetische Gradientenfelder in die drei orthogonalen Richtungen ist eine raumliche
Zuordnung der empfangenen MR-Signale moglich, so dass in der Folge aus dem
Frequenzspektrum des FID mit Hilfe einer mathematischen Operation, der Fourier-
transformation, an einem Computer ein Bild berechnet werden kann. Die unterschiedlichen
physikalischen Eigenschaften des in den Geweben gebundenen Wassers erméglichen die

Erzeugung eines Kontrastes zwischen den verschiedenen Gewebearten.

1.5.3 Methoden der Magnetresonanz-Angiographie (MRA)
Zur selektiven Darstellung des GefalRsystems kann man unter Verzicht auf ein Kontrastmittel
die Eigenschaften des flieBenden Blutes nutzen. Hierzu stehen zwei grundsatzlich

verschiedene Methoden zur Verfigung.

Die Time-of-Flight-Angiographie nutzt das in-flow-enhancement von fliessendem Blut (Abb.
1.3), um einen Kontrast zum geséttigten statischen Gewebe herzustellen **. Bei der PC-
Angiographie (phase contrast) hingegen ist die Pulsabfolge so angeordnet, dass die
Phasenverschiebung von statischen und sich bewegenden Kernen zueinander gemessen
wird und die Signalintensitat zudem eine Geschwindigkeitsinformation enthalt. Der
Versuchsaufbau hierzu ist jedoch sehr komplex, da man die Phasenverschiebung entlang
aller drei Achsen messen muss. Weiterhin ist die Untersuchungsdauer entsprechend lang,

so dass dieses kein Standardverfahren darstellt und daher nicht weiter erlautert wird.
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Zusatzlich gibt es die Mdglichkeit, vergleichbar mit der klassischen Angiographie, durch
Gabe eines intravaskularen paramagnetischen Kontrastmittels die T1-Relaxationszeit des
Blutes zu verkurzen und somit die Signalintensitat der Gefal3e zu erhdhen. Dieses wird auch
ceMRA (contrast enhanced) genannt. Hier ergeben sich jedoch Limitationen im
Untersuchungsobjekt Maus, da ein sehr schneller Ausgleich des Kontrasts durch das geringe
Blutvolumen bei gleichzeitig hohem Herzminutenvolumen (aufgrund der hohen Herzfrequenz

von ca. 600 Schlage/min), stattfindet.

1.5.4  Time-of-Flight Angiographie
Bei diesem Verfahren erzielt man durch die Abfolge von vielen schnellen repetitiven
Anregungspulsen eine Signalsattigung des Gewebe in der Untersuchungsschicht. Da flies-

sendes Blut sich durch die Schicht bewegt, kdnnen 'frische’, 'ungesattigte’ Spins ein Signal

ungesattlgte Spins de=dtiiato Spins
FluR | )
Blutgefaly
As= v+ TR

Anregungspuls a mit TR < T1

liefern.

Abb. 1.3: Prinzip des in-flow-enhancement:

Abk.: TR = Repititionszeit., v = Flussgeschwindigkeit, As = Wegstrecke der angeregten Spins des
fliessenden Blutes. T1 = T1-Relaxationszeit

Die Anregungsschicht sollte sich moglichst senkrecht zur Flussrichtung befinden, um ein
maximales in-flow-enhancement zu erreichen. Die Unterdriickung von entgegengesetzt
fliessendem vendsem Signal ist durch die Applikation eines distalen Sattigungspulses
moglich. Zusatzlich ist die Hohe des Signalkontrastes von mehreren Faktoren wie der T1-
Zeit des statischen Gewebes, der Repetitionszeit (TR) und des Anregungswinkels (a) des
eingestrahlten Radiofrequenz-Pulses (RF-Puls), der Schichtdicke und der Flussgeschwindig-

keit des Blutes abhangig.

Man unterscheidet 2D- von 3D-Angiographie. Die 2D-MRA ist sehr sensitiv, da sie auch

langsam fliessendes Blut gut darstellen kann. Durch die kontinuierliche Schichtung von 2D-
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Aufnahmen ist eine 3-dimensionale Berechnung eines GefaRabschnitts mdglich, jedoch ist
sie in der Wahl der individuellen Schichtdicke limitiert. Die 3D-MRA ermdglicht es dagegen,
isotrope VoxelgrélRen auch bei hoher planarer Auflésung aufzunehmen, was die Grundlage
fur eine genaue Quantifizierung der Angiogramme bildet. Nachteilig bei der 3D MRA ist, dass
das Signal von Blut in Flussrichtung immer mehr abnimmt, weil es wahrend der Verweildauer
im Abbildungsvolumen mehrere Anregungspulse erfahrt und dadurch der Kontrast zum
gesattigtem statischem Gewebe eingeschrankt wird. Dieser Effekt wird umso starker, je

langsamer das Blut flief3t.

Dieses Problem kann durch die Verwendung eines sogenannten TONE (tilted optimized non-
excitation) Pulses gemindert werden *. Hierbei regen RF-Pulse das Volumen mit einem in
Flussrichtung linear ansteigendem Flipwinkel an und erzielen hierdurch eine homogenere
Darstellung der Gefalle (Abb. 1.4).

Anregungspuls
rampenférmiger Anstieg
des Anregungswinkels a

Flu® v

—) )

Blutgefal

Anregungsvolumen

Abb. 1.4: TONE Puls. Durch den rampenférmigen Anstieg des Anregungswinkels werden die
proximalen Spins weniger gesattigt und haben dadurch zum distalen Ende noch mehr
Langsmagnetisierung fur die Signalerzeugung.

In dieser Arbeit wurde eine andere Moglichkeit verfolgt: Die sequentielle Aufnahme von
mehreren kleinen Quadern, 'slabs’, welche das gesamte GefalRvolumen abdecken und die
Spinsattigung innerhalb der einzelnen Volumina reduzieren.

Hierbei werden die einzelnen slabs in Uberlappung aufgenommen, um das nicht optimale
Schichtprofil des 3D-Anregungspulses zu den Randern hin sowie die partielle distale

Sattigung des Blutes auszugleichen (Abb. 1.5).
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Schematische Darstellung der TOF-MR Messung

RF Puls langsamen Fluss

———————————— 4“\“\‘“\\‘““‘
AN NN SN ORI SRS Y2 -
ydl — d‘
————————————
-
—_—m _—
—————————————— —_—
-
Sattigungs _L
Puls S

Abb. 1.5: Schematische Darstellung der TOF-Messung. Das zu untersuchende Volumen wird in
mehrere slabs unterteilt und sequentiell mit den entsprechenden RF-Pulsen angeregt, um auch
langsamen FluR® zum distalen Ende des Volumens darzustellen. In rot der arterielle Fluf® in distaler

Richtung. In blau der vendse Flufy in proximaler FluRrichtung.

Dieses Prinzip wurde 1991 von Parker beschrieben (MOTSA: multiple overlapping thin slice
acquisition *°). Zuséatzlich kann durch die Nutzung des Magnetisierungstransfers (MT) der
Gefalkontrast weiter erhoht werden, indem das Hintergrundsignal durch einen speziellen
Anregungspuls wie unter Abb. 1.6 dargestellt, reduziert wird “°. Bei den durchgefiihrten
Messungen am Hinterlauf der Maus konnte hiermit jedoch keine signifikante

Kontrastverbesserung erzielt werden.

freies Wasser

Reduktion des Signals durch . .
Magnelisienmgairansfer Abb. 1.6: Durch einen off-resonanten MT-Puls

werden die "H-Atome von gebundenem Wasser

off-resonance MT Puls an Makromolekiile . H H 0 H
St Wikbaee angeregt; dies reduziert Uber dipolare

Wechselwirkungen (cross-relaxation-effects) die
Magnetisierung des freien Wassers und

vermindert somit das Hintergrundsignal.

Frequenz | Modifiziert nach */

dipolare Wechselwirkung
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2 Materialien und Methoden

21 Versuchstiere

Das Versuchsvorhaben wurde mit den am Institut fir Herz- und Kreislaufphysiologie der
Universitit Diisseldorf generierten homozygoten CD73"- Mausen der C57BL/6 -Linie und
den entsprechenden Wildtypkontrolltieren durchgeflihrt.

Der konstitutive Knockout wurde Uber die Deletion des Exons 2 mittels des Cre/lox System
erreicht, welches zum Translationsabbruch und zum Verlust von aktivem Zentrum sowie
GPI-Anker der CD73 filhrte “®. Alle Experimente sind mit 8-12 Wochen alten Versuchstieren
mit einem Koérpergewicht von 20-30 g durchgefiihrt worden und entsprachen den Vorgaben

der Tierschutzverordnung.

2.2 Induktion der Hinterlaufischamie

Die Narkose der Versuchstiere wurde mit einer i.p. Injektion von 0,1 ml eines
Ketamin/Xylazin Gemisches (20 und 4 mg/ml in 0,9% NaCl Losung) herbeigefuhrt. Die Tiere
wurden dann auf einem beheizten OP-Tisch (37°C) positioniert, die Innenseite des rechten
Hinterlaufs wurde rasiert und mit Cutasept© desinfiziert. Mit einer Schere wurde eine
Hautinzision Gber ca. 6 mm Lange im medialen Schenkel durchgeflihrt. Unter Nutzung eines
Stereomikroskops (Leica) wurde der femorale GefalRnervenstrang aufgesucht und das
umliegende Fettgewebe vorsichtig entfernt. Dabei wurde die im Fettgewebe isoliert
verlaufende A. circumflexa superficialis ligiert und durchtrennt, so dass eine freie Sicht auf
die A. femoralis ermoglicht wurde. Die A. femoralis wurde nun unter Schonung des N.
femoralis atraumatisch von der Vene mit der Pinzette (Uber die volle Lange proximal des
Abgangs der A. femoralis profunda bis distal der Abgange der A. poplitea und A. saphena
mobilisiert. Der Stamm und die jeweiligen distalen Abgange wurden nun mit Faden (Prolene
Ethicon 7-0) ligiert und das gesamte Segment der Arterie von ca. 5 mm Lange exzisiert,

entsprechend der in Abb. 2.1 A dargestellten Gefallanatomie.

Die in Abb. 2.1 B dargestellte Operationsmethode zeigte bei den Versuchstieren eine nur
ungenidgende Ischamie im Hinterlauf, so dass diese nicht zur Anwendung kam. Nach Spulen
der Wunde mit Desinfektionslésung wurde die Haut mit Faden (Prolene Ethicon 6-0) und vier

Stichen verschlossen und die Maus bis zum Aufwachen beobachtet
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Abb. 2.1: Verschiedene Modelle zur Induktion einer Hinterlaufischamie (aus Tang et al, J of Vasc
Surg 2004). A zeigt die Operationsprozedur zur Induktion einer schweren Ischamie. B hat nur eine

milde Ischamie des Hinterlaufs zur Folge.

23 Zeitlicher Versuchsablauf

Nach Operation der Tiere (Tag 0) wurden an den Tagen 3, 7, 14 und 21 nach Operation
jeweils die MR-Angiographie und Spektroskopie-Messungen durchgefliihrt sowie die
Versuchstiere hinsichtlich der funktionellen Nutzung des Beines und der morphologischen
Ischamiezeichen bewertet und das Kérpergewicht festgestellt (Abb 2.2). An Tag 7 bzw. 21

erfolgte an jeweils 8 Tieren Gewebeentnahmen aus dem Hinterlauf zur histologischen

Untersuchung.
MR-Angiographie und
Spektroskopie Histologie
OoP
|
1
0 3 7 14 21

Tage post OP
Abb. 2.2: Zeitablauf

Funktioneller Score

0 = keine aktive Bewegung des Beins
1 = MitfUhren des Beins

2 = aktive Bewegung des Fusses

3 = keinerlei Einschrankungen

Morphologischer Score

1 = dunkler Zehennagel

2 = mehr als drei dunkle Zehen oder Hautirritationen
3 = Nekrosen

4 = Amputation
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24 GefaBausgusspraparat

Um vor Anwendung und Optimierung des bildgebenden Verfahrens eine anatomische
Vorstellung der GroRenverhaltnisse und der Gefalstruktur im Hinterlaufgebiet zu gewinnen,
wurden zu Beginn dieser Arbeit mehrere GefalRausgusspraparate des Becken-Bein-Bereichs
der Maus hergestellt.

Hierzu wurde das Versuchstier zunachst mit 0,5 ml 15% Urethan i.p. getétet und mit 100 Ul
Heparin antikoaguliert. Nach Erdffnung der Bauchdecke wurde die abdominale Aorta
aufgesucht, diese mit einem Butterfly (21G) kaudalwarts kantliert und mit einem Faden
fixiert. Nach Eroffnung des rechten Vorhofs wurde das Kreislaufsystem mit 20 ml PBS-
Lésung mit 0,5 ml Heparin vorsichtig blutleer gespdlt. 10 ml des Kunststoffharzes (Acrifix®
500, Rohm Darmstadt) wurden in einem Glasbehalter unter Vermeidung von
Blaschenbildung mit einem gelben Farbstoff (FARBSTOFF Gelb 8074, R6hm Darmstadt)
gleichmaRig vermischt. Unter standigem Ruhren erfolgte die Zugabe von 80 ul eines
Katalysators (Katalysator 20, R6hm Darmstadt). Danach wurde das Gemisch in eine 10-ml-
Spritze aufgezogen und uber ein Butterfly mit gleichmaRigem Druck in das Gefallsystem
gespritzt. Die Haut und der Oberkoérper des Tieres wurden abgetrennt und der Hinterlauf in
25%-iger KOH-L6sung Uber 24 h bei 50°C mazeriert. Nach vorsichtiger Reinigung wurde das

fertige Praparat unter einem Stereomikroskop fotographiert.

2.5 Histologische Auswertung

Die Erstellung und Auswertung der histologischen Schnitte erfolgte in Zusammenarbeit mit
der Arbeitsgruppe von Dr. Matthias Heil am Max-Planck-Institut fir Herz- und
Lungenforschung in Bad Nauheim; die immunohistochemischen Farbungen sowie die
Auswertung der mikroskopischen Aufnahmen wurden zum Teil von seiner Mitarbeiterin
Sandra Ruhl durchgeflhrt.

Die Gewebeentnahme erfolgte nach Perfusionsfixation an Tag 7 nach Operation. Hierzu
wurden die Tiere mit einer letalen Dosis Ketamin/Xylazin 0,3 ml getétet und mit 500 Ul
Heparin antikoaguliert. Der Thorax wurde eréffnet, der linke Ventrikel mit einem 21G Butterfly
kanuliert und das Tier tUber Eroffnung des rechten Vorhofes entblutet, wobei der Blutkreislauf
Uber die Kanule mit der Spulldsung (Tris-Buffer-NaCl mit Adenosin 0,1%) fur 2 Min.
perfundiert wurde. Nachdem das Blut restlos aus dem Gefallsystem ausgewaschen war,
erfolgte die Perfusionsfixierung des Gewebes mit 3% Paraformaldehyd (PFA) Uber weitere 7
Minuten. Danach wurden jeweils zwei Gewebestlcke der operierten Seite (rechts) und als
Kontrolle von der nicht operierten Seite (links) des Hinterlaufs entnommen. Dabei wurde flur
die morphometrische Auswertung der KollateralgefaRe das oberflachliche Muskelgewebe der
Adduktorenmuskulatur abgetrennt. Fur die Bewertung der Angiogenese, welche im

Versorgungsgebiet distal der Ligatur zu erwarten ist, wurde der gesamte M. gastrocnemius

19



entnommen. Die Gewebsstlcke wurden dann in 15 ml Zentrifugenréhren (Falcon) fur 2 h in
3% PFA-L6sung nachfixiert und anschlieend in jeweils 10 % und 25 % Saccharoselésung
fur 2 h bzw. 4 h eingelegt, um Gefrierrissartefakte zu verhindern. Danach wurden die
Muskeln in Tissue-Tek© eingebettet und in mit flissigem Stickstoff geklhltem

Ethylbutylbutan bei -60° C eingefroren.

251 Bewertung der Arteriogenese im Bereich der Adduktorenmuskeln

Vom Gewebeblock wurden mittels eines Kryostaten (Leica, 1720, Bensheim) 6 um dicke
Schnitte angefertigt, wobei je zwei Schnitte aus dem oberen, mittleren und unteren Drittel
des einzelnen Adduktormuskels stammten. Die Gewebe wurden auf einen Objekttrager
aufgenommen, kurze Zeit luftgetrocknet und in PBS-LOosung Uberfihrt. Unspezifische AK-
(Antikdrper) Bindungen wurden mit 0,4% Glycin und 0,2% BSA (Bovine Serum Albumin) in
PBS fiur 30 min bei Raumtemperatur blockiert. Anschlieend erfolgte die Farbung der glatten
Muskelzellen mit einem an Fluoreszeinisothiocyanat (FITC) gekoppeltem a-alpha-smooth-
musle-actin-(a-smc)-Antikorper (Sigma F3777), der in einer 1:500-Verdinnung in PBS bei
Raumtemperatur (RT) inkubiert wurde. Nach 3 x 5 min Waschen in PBS flr die Entfernung
nichtgebundener Antikdrper wurden die Endothelien mit an Tetramethyl Rhodamine Iso-
Thiocyanate (TRITC) gekoppeltem BS-1 (Bandereia simplicifolia) Lectin (1:30, 45 min bei RT)
gefarbt (Sigma L5264), welches spezifisch an die Endothelzellen bindet. Der
Lectintberschul3 wurde mit PBS (3 x 5 min) abgewaschen und eine Zellkernfarbung mit
DAPI (4‘,6-Diamidine-2‘-pheylindole Dihydrochlorid; Molecular Probes D-3571, 1:1000, 10
min bei RT) durchgefuhrt. Nach einem letzten Waschschritt (3 x 5 Min. in PBS) wurden die
Schnitte in Mowiol® eingedeckt.

Unter dem Fluoroszenzmikroskop wurden von allen arteriellen Gefalden, die anhand ihrer
a-smc-Farbung identifiziert wurden, bei 40-facher Vergroflerung Fotos angefertigt. Die
planimetrische Auswertung erfolgte am Computer mittels Imaged, wobei der Innen- und

Aulendurchmesser und die zugehoérige Oberflache jeder Arterie bestimmt wurden.

2.5.2 Bewertung der Angiogenese im M. gastrocnemius

Von jedem Muskel wurden insgesamt 9 je 6 uym dicke Schnitte angefertigt, wobei je 3
Schnitte aus dem oberen, mittleren und unteren Drittel enthommen wurden. Die
Immunohistochemie wurde wie oben beschrieben durchgefiihrt, es wurde jedoch keine
a-smc-AK-Farbung vorgenommen, da hier nur die Anzahl der Kapillaren quantifiziert werden
sollte. Es wurden je 3 Fotos pro Schnitt, also insgesamt 27 Bilder pro Muskel, bei 25-facher
Vergrolkerung unter dem Fluoroszenzmikroskop angefertigt. Die Bewertung der

Kapillardichte erfolgte durch Auszahlen der Kapillaren.
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2.6.1 Magnetresonanzuntersuchungen

Alle Experimente wurden an einem vertikalen supraleitenden Oxford Spectrospin Magnet mit
einer magnetischen Feldstarke von By = 9.4 Tesla und einer Bohrung von 89 mm (DRX 400
MHz Widebore-NMR der Firma Bruker Ettlingen) durchgefiihrt (Abb 2.2). Um ortskodierte
Messungen durchfihren zu kdnnen, wurde ein aktiv abgeschirmtes Gradientensystem mit
einer maximalen Gradientenstarke von 1 T/m (Micro2.5, Innendurchmesser 40 mm, Bruker
Ettlingen) innerhalb der Bohrung platziert. Fur die Angiographieuntersuchungen wurde ein
auf Protonen abgestimmter Volumenresonator mit "sagezahnférmiger” Anordnung der
Sende- und Empfangselemente der Firma Bruker verwendet. Der sensitive Bereich betragt
30 mm in z-Richtung bei einem Innendurchmesser des Probenkopfes von 30 mm. Fur die
anatomischen und spektroskopischen Messungen des einzelnen Hinterbeins wurde eine
bewegliche "HA'P Tilt-Spule (Bruker) mit einem empfindlichen Bereich von 20 mm in z-
Richtung bei 10 mm Innendurchmesser verwendet.

Die Ansteuerung der Hochfrequenzspulen sowie des Gradientensystems erfolgt Gber eine
Bruker AVANCE Konsole, welche mit einer graphischen Benutzeroberflache ParaVision 4
(Bruker Biospin) auf einer Linux Workstation (Red Hat Enterprise Linux 3) kontrolliert wird.
Die spektroskopischen Untersuchungen wurden mit TopSpin 1.3 durchgefihrt.

Die Steuersoftware ParaVision ermoglicht neben der Wahl samtlicher Sequenzparameter
und Erstellung definierter Messprotokolle verschiedene Mdoglichkeiten der graphischen

Rekonstruktion der akquirierten MR-Datensatze, wie beispielsweise die Darstellung als

Maximum Intensity Projection (MIP).

. R [0 i
Abb. 2.3: 400 MHz Widebore-NMR mit Konsole und Workstation

21



2.6.1 Anasthesie und Vorbereitung

Um den Korpertemperaturabfall in der Maus unter Narkose, der mehr als 6° C betragen
kann *°, zu verringern, wurde der Arbeitsplatz mit einer Rotlichtlampe erwarmt. Die
Anasthesie der Versuchstiere wurde Uber eine spezielle Atemmaske initial mit 2,5 vol %
Isofluran aus einem Vaporisator (Isoflurane Vapor, Dragerwerk AG, Lubeck) in einem
Stickstoff/Sauerstoff Gasgemisch (70:30) eingeleitet. Die Narkose wurde im folgenden mit
1,5 vol % lIsofluran aufrechterhalten und die Tiere in einem speziell an den Probenkopf
angepassten "Animal-Handling"-System positioniert (Abb. 2.3). Die Maus wurde vorsichtig
mit Klebestreifen (Leukoplast) fixiert, um Bewegungsartefakte zu verhindern. Dabei wurde
auf die immer exakte gleiche Positionierung der Hinterlaufe geachtet. Eine Temperatursonde
(Pt10Rh-Pt Thermoelement, Greisinger, Regenstauf) wurde dem Versuchstier rektal
eingefiihrt und mit einem externen A/D-Wandler (Small Animal Instruments) verbunden. Zur
Atemfrequenzkontrolle wurde zudem eine Drucksonde unter den Brustkorb platziert.
AnschlieRend wurde das Versuchstier mit der Halterung in den Probenkopf eingeflihrt und
das gesamte System vertikal in den Magneten eingebracht, so dass die Hinterlaufe im
Isozentrum des Magneten positioniert waren. Das Gradientenrohr wurde Uber ein extern
temperiertes Wasserkreislaufsystem (Haake UKW 45) auf 36°C beheizt. Die Korperkern-
temperatur und die Atmung wurden mit Hilfe einer Monitoringsoftware (SA Instruments M
1025) wahrend der gesamten Messdauer tberwacht. Uber einen zusatzlich eingefiihrten
Druckluftschlauch wurde fur eine regulierbare Luftzirkulation im Inneren des Gradientenrohrs
gesorgt, um bei dem geringen Raumangebot einen Hitzestau und somit einen kritischen

Anstieg der Kérpertemperatur des Tieres zu verhindern.
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Abb. 2.4: Schematische Darstellung des Magneten und der Messvorrichtung fiir die Versuchstiere
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2.6.2 Bildakquisition

Nach manuellem Tuning und Matching erfolgte zur groben Orientierung die Erstellung eines
Pilotscans mit folgenden Parametern: Gradientenechosequenz mit drei orthogonalen
Schichten (axial, coronar und sagittal), FLASH, TE =5 ms, TR = 100 ms, a = 10°, Field of
View (FoV) = 3,0x3,0 cm? bei 1 mm Schichtdicke, Matrix = 128x128 .

Bei korrekter Positionierung des Versuchstieres wurde im folgenden die Magnetresonanz-
Angiographie durchgefihrt. Dabei wurde jedoch darauf geachtet, dass die MRA-Messungen
erst 10 Minuten nach Einbringen in den Magneten gestartet wurde, um eine ausreichende
Adaptation des Versuchtieres an die Orthostase zu gewahrleisten. Ausserdem sollte die
Korperkerntemperatur mind. 38°C erreicht haben, um eine temperaturbedingte periphere
Vasokonstriktion und somit verminderten Blutfluss in den Hinterlaufen zu verhindern.

Alle Messungen wurden in einem Temperaturbereich von 38-39° C durchgefihrt, um eine

vergleichbare Abbildungsqualitat zu erreichen.

2.6.3 *'P-NMR Spektroskopie des Hinterlaufs

Das Versuchstier wurde wie oben beschrieben anasthesiert und im Animal-Handlingsystem
fixiert. Der operierte Hinterlauf wurde mit einem Leukoplaststreifen innerhalb der Tilt-Spule
positioniert und anschliessend das Haltesystem vertikal in den Magneten eingefuhrt. Nach
manuellem Matching und Tuning auf den 'H-Kern wurde mit Hilfe der Shimspulen die
Homogenitat des B, Magnetfeldes optimiert. Danach erfolgte die Abstimmung des *'P-Kerns.
Die *'"P-NMR-Spektroskopie wurde dann mit folgenden Parametern durchgefiihrt: Spektrale
Bandbreite 6460 Hz, 2048 Scans, TR = 23 ms, Pulswinkel a~ 30°, Akquisitionszeit 12 min.

Abb. 2.5: Position des Versuchstiers im Tilt-Probenkopf

Die chemische Verschiebung im Phosphorspektrum wurde auf das Signal von
Phosphokreatin bei -2,52 ppm bezogen. Nach Phasen- und Basislinienkorrektur erfolgte die
Integration der Signale flr ATP und Phosphokreatin.

Im Anschluss wurden anatomische Schnittbilder durch den Hinterlauf mittels einer Turbo-
Spin-Echo-Sequenz (RARE, Rarefaktor 8, TE 12 ms, TR 4200 ms mit 2 Averages,
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FoV 1,0x1,0 cm, Matrix 128x128, Schichtdicke 0,78 cm) angefertigt, um den Verlauf der
ischamiebedingte Odembildung bzw. dessen Regression mit nachfolgender Atrophie der
Muskelmasse zu beobachten. Dies wurde anhand des Beinumfangs in Hohe des
Unterschenkels bestimmt, wo der M. gastrocnemius die gréf3te Muskelmasse ausmacht. Die
Auswertung erfolgte mit dem in ParaVision implementierten Region of Interest-Tool (ROI),
mit dem in sechs aufeinander folgenden Bildschichten die Flache des Unterschenkels
ausgemessen wurde, wobei das erste Bild immer der ersten Schicht direkt unterhalb der

Kondylen des Tibiaknochen entsprach.

2.6.4 Postprozessierung mit ECCET-AngioTux
Am Institut fir Informatik der Universitat Disseldorf wurde von Dr. Andreas Beck das

Softwarepaket ECCET (http://eccet.acs.uni-duesseldorf.de) zur Verarbeitung und

Visualisierung von voxelbasierten Volumendaten entwickelt. ECCET arbeitet unter einem
Linux Betriebssystem (Debian GNU/Linux) und bietet auf einer gemeinsamen Plattform
einzelne Anwendungsmodule flir verschiedene Bearbeitungsprozesse von medizinischen
Bilddaten an. Dabei werden die Volumendatensatze verschiedener Aufnahmemodalitaten
(CT, MRT) in 3D visualisiert und in Echtzeit gerendert, bei gleichzeitiger Darstellung der
orthogonalen 2D Schichtebenen. Bei freier Blickwinkelwahl und achsenunabhangiger
Rotation des Objektes ist eine manuelle Echtzeitnavigation im Volumen und somit eine
sinnvolle Segmentierung der Daten modglich. Daneben stehen Algorithmen wie eine
mathematische Funktion zur kantenerhaltenden Glattung fir die Verbesserung des Signal-
Rausch-Verhaltnisses zu Verflgung. ColoTux ist beispielsweise eine Anwendung, welche
erfolgreich fur die Erstellung virtueller Video-Coloskopien aus CT-Schichtaufnahmen
verwendet wird %%,

Wir verwendeten fiir die Bildbearbeitung unserer MR-Angiographie-Daten das Softwarepaket
ECCET 1.0.0-14 mit einem fur unsere Bedirfnisse angepassten Programmmodul AngioTux.
Als Workstation diente ein Dual Prozessor 64-bit x86 2GHz System mit 2 GB Arbeitsspeicher

unter einem Debian 3.1.1 Linux Betriebssystem.

2.7 Statistik

Bei allen Versuchsreihen wurden zunachst die Mittelwerte mit zugehdrigen
Standardabweichungen berechnet und das Ergebnis als Mittelwert + Standardabweichung
dargestellt. Die graphische Darstellung erfolgte mit Hilfe des Softwareprogramms Origin 7.0.
Die statistischen Berechnungen wurden mit MS Excel 2004 durchgeflihrt. Zum
Signifikanztest zwischen den zwei Versuchsgruppen wurde der zweiseitige ungepaarte
Studentische t-Test angewendet, wobei ein signifikanter Unterschied bei p<0,05

angenommen wurde.
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3 Ergebnisse

3.1 GefaBausgusspraparat

Um einen ersten Eindruck Uber die GefalRanatomie des Maushinterlaufs zu gewinnen und
die ZielgefalRe zu lokalisieren, welche die Kollateralen ausbilden, wurden zunachst
GefalRausgusspraparate von Tieren, welche 7 Tage zuvor nach der unter 2.1 beschriebener
Methode operiert wurden, angefertigt und unter einem Stereomikroskop dokumentiert. Man
sieht in Abb. 3.1 zum GrdRenvergleich einen Streichholzkopf. Die Unterbrechung der
A. femoralis ist deutlich zu erkennen, den Ort der proximalen Ligatur kennzeichnet der blaue
Faden, der Knoten der distalen Ligatur ist wahrend des Praparationsprozesses verloren-
gegangen. Die roten Pfeile deuten auf die in typischer Weise gewundenen neu

ausgebildeten Kollateralgefale, welche sich im Bereich des M. adductor befinden.

= |

Abb. 3.1: Foto eines GefallausguRpraperats 7 Tage nach Ligatur der A. femoralis

Die Kollateralgefalle nehmen ihren Ursprung im Gebiet der A. profunda und der tiefer
liegenden Aa. lliacae und inserieren unter Umgehung der Okklusionstelle im distalen Teil der
A. femoralis bzw. deren Folgeéaste der A. poplitea.

Im folgenden wird nun die schrittweise Etablierung eines optimalen Protokolls zur nichtinva-

siven Darstellung dieser Gefal3e in vivo dargestellt.
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3.2 Optimierung des Protokolls fiir hochauflésende 3D-MR-Angiographie

3.21 Einfluss der Kérperkerntemperatur auf die Untersuchung

Abb. 3.2 stellt Maximum-Intensity-Projektionen (MIP) des gleichen Versuchstieres flr die bei
verschiedenen Koérpertemperaturen gemessenen MR-Angiographien dar. Es ist klar zu
erkennen, dass die Durchblutung der Gefalle von der Kérpertemperatur deutlich beeinflufdt
wird, welches sich am ehesten durch eine kaltebedingte periphere Vasokonstriktion in den

Versuchstieren erklaren 1aRt. Wegen der reduzierten Durchblutung der Hinterlaufgefae wird

folglich das Signal fiir die MR-Angiographie stark vermindert.

Abb. 3.2: Einflussgrofte Koérperkerntemperatur auf die MR-Angiographie

Der narkosebedingte Abfall der Kérpertemperatur des Versuchstieres erfordert daher Gber
die Untersuchungsdauer eine kontinuierliche Temperierung, um einen regelrechten Vaso-
tonus und somit ausreichend Blutfluld sicherzustellen. Die physiologische Kérpertemperatur
der C57/BL6 Méause lag in Ubereinstimmung mit der Literatur bei 38°C °°. Der Temperatur-

abfall nach Narkoseeinleitung betrug im Mittel ca. 4°C.

Sind die Tiere im Magneten flhrt dies zu einem langsamen Temperaturanstieg, so dass
nach einer Stunde ungefahr die physiologische Koérperkerntemperatur erreicht wird. Bei
weiterem Verbleib des Versuchstieres im Magneten misst man nach 2 Stunden eine
Korpertemperatur jenseits von 40°C, was durch einen Hitzestau aufgrund mangelnder
Luftzirkulation in dem Tierhalterungssystem bedingt ist. Bringt man jedoch durch einen
zusatzlichen Druckluftschlauch zirkulierende Frischluft in die Réhre, so erfolgt wieder eine

Annaherung an physiologische Werte.

Hinzukommt ein weiterer Faktor: Bei Verwendung der MR-Angiographie-Sequenz kommt es
per se zu einem sehr raschen Anstieg der Kérpertemperatur. Dies ist zum einen die Folge

der Erwarmung des Gradientenrohrs durch das flr das Messprotokoll erforderliche extrem
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schnelle Schalten der Gradienten, zum anderen jedoch auch durch die Absorption der
elektromagnetischen Strahlung verursachte Energiedeposition (Technisch ausgedrickt in
der SAR = Spezifische Absorptionsrate) in dem Gewebe des Versuchstieres. Diese
Beobachtungen machen eine kontinuierliche Messung der Kdrpertemperatur und Kontrolle

Uber eine regulierbare Luftzirkulation wahrend des Messablaufs unabdingbar.

3.2.2 Messprotokoll der 3D-MR-Angiographie

Zur selektiven Darstellung der arteriellen Becken-Bein-Gefalle der Maus kam eine
flusskompensierte 3D-Gradientenecho Sequenz (3D GEFC, gradient echo flow compensated)
mit einem distalen Sattigungspuls zur vendsen Flusssattigung zum Einsatz. Nach
unfangreichem Optimierungsprozel wurden hierbei folgende Parameter verwendet: TE = 3,5
ms, TR =23 ms, sinc10H Puls mit a ~ 30°, distale Sattigungsschicht 0,4 cm, Akquisitionszeit
von 6,17 min. Zu Beginn einer Messung wurde zur Uberpriifung der korrekten Erfassung des
gesamten GefalBbaums und Bestimmung des optimalen Pulswinkels ein 3D-GEFC Scan
niedriger Auflésung und anisotroper VoxelgroRRe iber das gesamte Field of View erstellt (FoV
= 2,56x2,56x1,28 cm°, MatrixgroRe von 256x128x64) und dieser mit Hilfe der
Bildverarbeitungssoftware Paravision 4 (Bruker, Ettlingen) in einer Maximum Intensity

Projection (MIP) dargestellt.

Abb. 3.3: MR-Angiographie in Maximum Intensity Projection. Finf sequentielle

Messungen decken das Field of View (FoV) mit sich Gberlappenden Datensatze ab.
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Fir hochaufldsende Angiogramme wurde nun das FoV auf 2,56x2,56x0,64 cm® verkleinert
und die MatrixgroRe auf 256x256x64 erhoht, welches einer isotropen Voxelgréfle von 0,1
mm Kantenlange und einem Volumen von 1 nl entspricht. |

m folgenden wurde dann mit der unter 1.5.4 beschriebenen MOTSA-Technik der Hinterlauf
des Versuchstiers in sequentiellen Messungen mit den o.g. Parametern untersucht (Abb.
3.3). Hierbei wurde das FoV bei jedem Scan um jeweils 32 mm in z-Richtung verschoben,
um das Objektvolumen schliedlich in finf einzelne, sich exakt zur Halfte Uberlappende

Datenséatze zu unterteilen.

Am Ende der Untersuchungszeit von 5 x 6,28 min erhalt man entsprechend finf einzelne
Datensatze, welche zusammen das Untersuchungsvolumen von 2,56x2,56x1,92 cm?® in
isotroper VoxelgroRe von 1 nl darstellen (Abb. 3.4). Zur exakten Quantifizierung dieser
Uberlappenden Datensatze wurden die Daten in das in Zusammenarbeit mit Dr. A. Beck
(Institut fur Informatik - Bild und Signalverarbeitung - Universitat Disseldorf) optimierte

Angiotux-Modul importiert.

Abb. 3.4: Darstellung der MIP-Angiographie nach Uberlagerung der einzelnen
Datensatze aus Abb. 3.3
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3.2.3 Daten-Konvertierung und AngioTux

Die 3D-Volumendaten einer Messung werden unter ParaVision nach erfolgter Fouriertrans-
formation in einer 16-bit Integer-Datei gespeichert, welche die Grauwertinformationen der
einzelnen Voxel in sequentieller Abfolge enthalt. Fir die Bearbeitung mit AngioTux wird
diese Datei ihrer MatrixgroRe entsprechend in fortlaufend nummerierte Einzeldateien des
Portable Pixelmap Bildformats (*.ppm) konvertiert, wobei x, y die planare Pixelauflésung der
Bilder und z die Anzahl der Dateien bestimmt. Das bedeutet, dass das 3D-Volumen der
Messung mit der MatrixgroRe von 256x%256x64 in 64 einzelne 2D-Bilddateien mit einer

Auflésung von 256x256 Pixel aufgeteilt wird.

Fir die Darstellung des gesamten Aufnahmevolumens werden die sich Uberlappenden 5
Rohdatensatze (Abb. 3.5) in die entsprechende Anzahl an 2D-Bilddateien umgewandelt und
eine  Neunummerierung in der Form vorgenommen, dass der distale Anteil jedes
Bildvolumens (der letzte ausgenommen) ab der 41. Schicht vom jeweils folgenden Datensatz
abgebildet wird, was einer Uberlappung der einzelnen Slabs von ungefahr 37% entspricht.
Die ersten 8 Schichten wurden ab dem zweiten Datensatz ebenfalls nicht fir die
Rekonstruktion verwendet, da es hier auf Grund der Unscharfe des Anregungspulses zu den

Randern hin zu inharenten Artefaktbildungen kommit.

Diese Bilderstapel, auch Stacks genannt, werden nun in fortlaufender Reihenfolge in den
Arbeitsspeicher von AngioTux geladen und auf vier Fenstern der Arbeitsflache abgebildet.
Die ersten drei Fenster zeigen die orthogonalen Abbildungen in den xy-, xz- und yz-Ebenen

und ermdglichen so ein Navigieren durch die Einzelschichten des Volumens.

Im vierten Fenster erfolgt die Darstellung der Daten bei Echtzeitrendering im drei-
dimensionalem Raum in einer maximalen Intensitats-Projektion (MIP), welche sich zur 3D-
Darstellung der unsegmentierten Angiographiedaten am besten eignet (Abb. 3.5). Hierbei
werden dem einzelnen Pixel auf der Projektionsflache der zu ihm im senkrechten
Strahlengang liegende grolte Intensitatswert im Volumen zugeordnet, so dass bei
gesattigtem, signalarmen Hintergrund die Gefalstruktur raumlich gut abgebildet werden
kann. In diesem 3D-Fenster ist eine freie achsenunabhangige Navigation durch das ganze
Objektvolumen moglich, wobei die Visualisierung in Echtzeit von der GroRe des
eingelesenen Datensatzes abhangig ist und bei Dateien grofier als 48 MB deutlichen

Einschrankungen unterliegt.
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Abb. 3.5: Im oberen Teil der Abb. ist die Konvertierung und Fusion der einzeln Datensatze,
Teil die

bestehen, dargestellt. Im unteren

welche aus Bilderstapeln (stacks)

Bedieneroberflache der AngioTux-Software.
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3.2.4 Segmentierung des Volumendatensatzes

Mit AngioTux werden die Grauwerte analog zum MR-Rohdatensatz in einem Wertebereich
von 0 - 32.767 abgebildet, wobei die Flusssignale sich in einem Abschnitt von ca. 8.000
aufwarts befinden. Um im Weiteren eine sinnvolle Darstellung und Auswertung zu ermdg-
lichen, gilt es im nachsten Schritt die Gefal3grenzen klar zu definieren. Hierzu werden die
Ortskoordinaten der Helligkeitswerte verschiedenen Farbklassen zugeordnet. Leider reicht
fur die Bearbeitung von MR-Bildern der Maus eine reine Schwellenwert-Segmentation, sprich
einer automatischen Detektion aller Gefél3e oberhalb eines bestimmten Schwellenwerts,
aufgrund des geringen Signal-zu-Rauschens (SNR) nicht aus, so dass man sich hier mit
einer Kombination aus Schwellenwert- und manueller Segmentierung behelfen muss Die
obere Schwellenwertgrenze wurde ausreichend hoch gewahlt, um die maximalen Signale
noch sicher zu erfassen (<32.767); der untere Schwellenwert wurde in Abhangigkeit vom
Hintergrundsignal bestimmt und lag in einem Bereich zwischen 6.500 und 13.500.
Messungen, die ober- oder unterhalb dieses Fensters lagen, wurden verworfen, da bei zu
niedrigen Werten ein zu geringes SNR vorlag oder bei zu hoch gemessenen Werten von
einer zu grossen Sattigung schwacherer Flusssignale auszugehen war. Dieser neu definierte
Wertebereich (Klasse) sollte nun sicher alle Gefalistrukturen oberhalb der Nachweisgrenze
beinhalten. Im nachsten Schritt wurde durch manuelle Segmentierung nach anatomischen
Gesichtspunkten (diskontinuierlicher GefaRverlauf, zusammenhangenden Strukturen,
Helligkeitsspringe) unter Kontrolle der achsenparallelen 2D-Schichten das restliche
Rauschen und die nicht zugehoérigen Elemente entfernt. Nach der Segmentierung erfolgte

die volumetrische Auswertung der einzelnen Segmente.

3.2.5 Die Anatomie der KollateralgefaRe im 3D-Angiogramm

Um die visuelle Inspektion der in vivo gemessenen MR-angiographischen Datensatze zu
erleichtern, wurde ein Oberflachenrendering gewahlt. Abb. 3.6 zeigt in Form eines
repasentativen Versuches den GefaRbaum des Hinterlaufs einer CD73"-Maus drei Wochen
nach Operation der linken Femoralarterie aus verschiedenen Blickwinkeln. Der Ort der
Ligatur ist durch einen weilen Querbalken verdeutlicht. Aus den Abbildungen lasst sich klar
erkennen, wo die Kollateralgefalte entspringen und dass sie innerhalb von 3 Wochen
deutlich an GréRe gewonnen haben. Zudem bilden sie die flir den Arteriogeneseprozess
typische Korkenziehermorphologie aus. Dieses wird durch ein Uberwiegen des L&ngs-
gegenuber des Querwachstums des GefalRes erklart, so dass es zu einer vermehrten
Stauchung mit Windungen des Gefalirohres kommt. Betrachtet man die Lokalisation der
Kollateralen, so liegen diese vornehmlich in drei Regionen. Zum einem im M. quadriceps,
mehrere kleine Gefalte in den Mm. aductores sowie in der ischialen Muskelgruppe des

Hinterlaufs. Der distale Anteil, der dem urspringlichen Gefal3bett entspricht ist in rot
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dargestellt. Auf der Gegenseite befindet sich die intakte A. femoralis, der erste mediale
GefalRabgang entspricht der A. femoralis profunda, im weiteren findet sich die Abzweigung in
die A. poplitea sowie A. tibialis anterior. Die Aa. lliacae interna und externa bilden im Becken
ein nicht immer eindeutig zuzuordnendes Gefalinetz; diese sind am Arteriogeneseprozell
nicht unmittelbar beteiligt. Desweiteren ist die A. coccygea mit dorsal gerichteten kleinen

Segmentarterien zu finden, welche nochmals die hohe Auflésung verdeutlicht.

A. coccygea KollateralgefaR im M. quadriceps

A. femoralis

A. femoralis
profunda

A. poplitea

Aa. lliaca interna
und externa

A. tibialis anterio

Abb. 3.6: Gefalangiogramm des Hinterlaufs nach Oberflachenrendering mit den

jeweiligen Gefallbezeichnungen (siehe Text). Weilter Balken = Gefalligatur.
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Kollateralen in
Mm. adductores

Frontale Projektion Zoom auf die KoIIateraIe

Projektion von cranial Projektion von caudal
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Kollateralen in der ischialen
Muskelgruppe A. poplitea

Projektion von posterolateral Projektion von lateral
Abb. 3.7: Reprasentative Ansichten des Gefalkangiogramms aus verschiedenen

Projektionsebenen
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3.3 Vergleich der Arteriogenese in beiden Versuchsgruppen

3.3.1  Methoden der Quantifizierung

Um Zahl und GrolRe der gebildeten KollateralgefaRe in den Versuchstieren exakt zu
quantifizieren, wurde hierzu in den jeweiligen Tieren nach erfolgter Segmentierung der
GefalRe das Gefallvolumen der Kollateralen auf die nichtoperierte Seite bezogen und eine
entsprechende Ratio berechnet (siehe Abb. 3.8). Die Berechnung dieser Verhaltnisse dient
zum Ausgleich von Schwankungen, die sowohl in den Messungen (Signal-zu-Rauschen) als
auch in den einzelnen Tierindividuen (GroRRe, Gewicht) ihren Ursprung haben kénnen. Die
KollateralgefalRe wurden anhand ihrer Lokalisation und Form erkannt und durch ihre
anatomischen Begrenzungen von Stem- und Re-entry-Zone eingegrenzt. Das GefalRvolumen
distal der Re-entry-Zone wurde nicht zu den Kollateralgefalen gerechnet, da dieses dem
urspriinglichen Gefaldverlauf entspricht und dementsprechend nicht direkt am Remodeling
beteiligt ist (in Abb. 3.9 in Cyan dargestellt). In den folgenden Abbildungen sind die
KollateralgefalRe in griner und das Referenzvolumen der intakten Femoralarterie in blauer
Farbe dargestellt. Um in den einzelnen Tieren ein vergleichbares Referenzvolumen zu
erhalten, wurde dieses innerhalb spezifischer anatomischer Landmarken eingegrenzt. Dabei
wurde als proximale Begrenzung der letzte GefalRabgang im iliacalen Abschnitt der

Fermoralarterie, als distale die erste Verzweigung der A. poplitea verwendet.

Quantifizierung der neu gebildeten Kollateralen

12128 Voxel

9824 Voxel

Ratio: W =0.81

Uni Diisseldorf-FlogelZ2

Abb. 3.8: Gefallangiogramm des Hinterlaufs nach Bearbeitung mit Angiotux. (Weilder
Balken=Ligatur) Die volumetrische Auswertung der GefalRe erfolgt nach Segmenten (Grin:

Kollateralfeal®. Blau: KontrollgefaR) und wird zur Bildung einer Ratio verwendet.
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3.3.2 Ergebnis der angiographischen Daten im Wildtyp und CD73™

In der Abb. 3.9 ist die Entwicklung der Arteriogenese anhand reprasentativer Angiogramme
aus beiden Versuchsgruppen zu den jeweiligen Messzeitpunkten 3 Tage, 7 Tage, 14 Tage
und 21 Tage nach Induktion der Hinterlaufischamie dargestellt. Es ist zu erkennen wie das
KollateralgefaRvolumen Uber die Zeit in beiden Gruppen zunimmt. In der CD73"-Gruppe ist
jedoch ein deutlich schnellerer Zuwachs des Gefallvolumens auf der operierten Seite zu

beobachten. Die Auswertung von funf Versuchen bestatigen diesen Eindruck.

Wildtyp CcD73"

7d 7d

Abb. 3.9: Reprasentative angiographische Darstellungen der beiden Versuchsgruppen.
Linke Seite: Wildtyp. Rechte Seite: CD73™. Abb. wird auf der Folgeseite fortgesetzt.
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Wildtyp CD73™

14 d 14 d

21d 21d

Abb. 3.9

Reprasentative angiographische Darstellung der Kollateralgefaentwicklung in den beiden
Versuchsgruppen. Links: Wildtyp. Rechts: CD73". Man erkennt die kontinuierliche Zunahme
des Gefallvolumens der operierten Seite in beiden Versuchsgruppen. Die Entwicklung der
KollateralgefalRe scheint in der transgenen Gruppe schneller zu verlaufen, wie man anhand
Anzahl und GrofRe der GefalRe an den Tagen 7 und 14 erkennen kann.
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Die Quantifizierung aller Daten aus funf Versuchen mit Hilfe der in den vorangegangenen
Abschnitten vorgestellten Werkzeuge ist in Abb. 3.10 wiedergegeben. Dargestellt ist der
zeitliche Verlauf der Kollateralenentwicklung anhand der berechneten Ratio zwischen
KollateralgefalRvolumen und intakter Femoralarterie (vgl. 3.3.1). Hierbei lasst sich ab Tag 3
nach Ligatur ein Trend zu einer verbesserten Kollateralenentwicklung in der transgenen
Gruppe erkennen. Dieser Unterschied ist am Tag 7 am deutlichsten (ca. 90% gréfRere Ratio),

wird dann jedoch geringer und ist nach 3 Wochen nicht mehr nachweisbar.

1,1 —u— Wildtyp
1T e CD737

N

|

Tage nach Operation

GefaRvolumen als Ratio R/L

Abb. 3.10: Ergebnis der MR-Angiographie, * p<0,01; n=5. Nach Induktion der
Hinterlaufischamie ist ein Absinken der gemessenen Ratio des Gefaltvolumens zu
erkennen. In der Folge kommt es zu einem schnelleren Anwachsen des Kollateral-
gefallvolumens in der Mutante als im Wildtyp.



34 Funktionelle und morphologische postoperative Entwicklung

Parallel zu den angiographischen Messungen wurden die Versuchstiere an den Tagen 3, 7,
14 und 21 nach Operation am Hinterlauf hinsichtlich verschiedener funktioneller Parameter,
die im folgenden naher erldutert werden, untersucht. Nach Vergabe von Punkten fur die
aktive Benutzung des operierten Beins wurde der in der Abb. 3.11 gezeigte Graph fur die
zwei Versuchsgruppen erstellt. Es zeigt sich eine initiale schwere Funktionseinschrankung
nach Operation und Uber den weiteren Verlauf eine nahezu vollstdndige Erholung aller
Versuchstiere. Eine signifikant verbesserte Erholung fiir die CD73"-Gruppe ist an Tag 7 zu
erkennen. Dieser Unterschied zum Wildtyp verliert sich jedoch im weiteren Verlauf.
Hinsichtlich der Untersuchung nach morphologischen Ischamiezeichen ergab sich kein
Unterschied zwischen den zwei Versuchsgruppen, so dass auf eine Darstellung des
Graphen verzichtet wurde. Einige Tiere zeigten dunkel verfarbte Zehen sowie kleine
Hautirritationen, welche sich innerhalb der ersten Woche zuriuckentwickelten. Nekrosen oder

gar Amputationen wurden bei keinem Tier beobachtet
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Abb. 3.11: Aktivitatsindex nach Induktion der Hinterlaufischamie im Wildtyp vs.
CD73™", * p<0,05; n=6.

Im weiteren wurde die Entwicklung des durchschnittichen Korpergewichts der Tiere
untersucht, Hier zeigten sich jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden

Versuchsgruppen im postoperativen Verlauf (Abb. 3.12). Die transient schnellere Kolla-
38



teralenentwicklung spiegelt sich im funktionellen Aktivitatsindex aber offensichtlich nicht in

den Ubrigen Messparametern wider.

30,0 1 —u— Wildtyp
—e—CD73"
27,5
(@)]
£ )
= 25,0 H
O ()
= >
D @ (]
O 225 ./T/T
" I
2 !
)
=
—_— 2 _ 4
£ 0,0
17,5 -
15,0 T T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25

Tage nach Operation

Abb. 3.12: Gewichtsentwicklung nach Operation Wildtyp vs. CD73"; n=6

3.5 Untersuchungen zu Odementwicklung und Energiestoffwechsel des operierten

Hinterlaufs

3.51 Odementwicklung

Als weiterer Parameter wurde die GroRe des sich entwickelnden Odems als Folge der
Ischamie des Hinterlaufs quantifiziert. Hierzu wurden hochaufgeléste T1-gewichtete Spin-
Echo-Aufnahmen Uber den gesamten Hinterlauf angefertigt und die Veranderung des
Beinumfangs im Verlauf nach der Operation gemessen. Man erkennt in Abb. 3.13 die
einzelnen Muskelgruppen im Unterschenkel des Hinterlaufs, wobei der dorsal gelegene M.
gastrocnemius die grofite Muskelmasse ausmacht. Nach anfanglich deutlicher Zunahme des
Beinumfangs durch die entziindungsbedingte Odembildung, verringert sich der Beinumfang
in der Folge kontinuierlich bis er unterhalb des Ausgangswerts gemessen wird, welches
wahrscheinlich die Atrophie des Muskelgewebes als Folge der Funktionseinschankung
widerspiegelt. Wie in Abb 3.14 zusammengefalit zeigten sich weder in der 6dematésen noch

in der atrophischen Phase Unterschiede zwischen CD73" und Wildtyp.
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Abb. 3.13: Reprasentative Abbildung aneinandergrenzender T1-gewichteter axialer
Schnitte durch den operierten Hinterlaufs an Tag 7 nach Ligatur. FoV 1,0x1,0 cm?;

Matrix 128x128; isotrope Kantenlange 0,78 mm)
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Abb. 3.14: Anderung des Beinumfangs als Zeichen der entziindungsbedingten
Odembildung und anschliessenden Atrophie im Wildtyp und CD73" nach Hinterlauf-

ischamie; n=6.
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3.5.2 Energiestoffwechsel

Zeitgleich zur angiographischen Darstellung der GefalRe wurden mit Hilfe der Phosphor-
NMR-Spektroskopie die energiereichen Verbindungen ATP und Phosphokreatin
spektroskopisch untersucht. Abb. 3.15 zeigt ein Spektrum eines nicht operierten Hinterlaufs,
wobei eine quantitative Bestimmung der ATP- und Phosphokreatinmenge im Gewebe durch
die Integration der Flache unter den jeweiligen Peaks mdglich ist. Die Phosphorspektren
nach Induktion der Hinterlaufischamie in einer reprasentativen Wildtyp- und einer CD73"-
Maus sind in Abb. 3.16 dargestellt. Im Vergleich zum Wildtyp nimmt der Gewebegehalt von
ATP aber auch von Phosphokreatin im Transgen direkt nach Induktion der
Hinterlaufischamie weniger stark ab. Im weiteren Verlauf kommt es dann in beiden Gruppen
zu einer kontinuierlichen Zunahme der Energietrdger. Im CD73™ zeigt sich, ganz ahnlich wie
bei den angiographischen Untersuchungen, eine eindeutig schnellere Wiederherstellung des
Gehaltes an energiereichen Phosphatverbindungen. Die in Abb 3.17 zusammengefasste
quantitative Auswertung aller 8 Versuche belegt, dass sich am 7. und 14. postoperativen Tag,
signifikante Unterschiede im Gewebegehalt von Phosphokreatin- sowie ATP-Spiegeln

nachweisen lassen

Phosphokreatin (PCr)

~

Adenosintriphosphat (ATP)
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Abb. 3.15: Kontrollspektrum eines Hinterlaufs vor Hinterlaufischamie. Das
prominente Signal resultiert von der Phosphorgruppe im Phosphokreatin. Die drei
kleineren Signale stammen vom jeweiligen Phosphat in y-, a- und B-Position im ATP-
Molekadil.
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Abb. 3.16: *'"P-MR-Spektroskopie des operierten Hinterlaufs im Verlauf der Regeneration.
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Abb. 3.17: Zeitverlauf der Veranderungen der energiereichen Phosphatverbindungen nach

Hinterlaufischamie; * p<0,05; n=8.
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Energiereichen Phosphate

3.6 Zusammenschau der in-vivo Messungen

Die in vivo Experimente ergeben in der Zusammenschau ein konsistentes Bild. Sowohl die

angiographischen als auch die metabolischen Untersuchungen zeigen ein transient

verbessertes Erholungsverhalten der Mutante.

Dieses spiegelt sich auch in dem

funktionellen Aktivitdtsindex wider. Die Odementwicklung in den beiden Versuchsgruppen

liess jedoch keine Unterschiede erkennen..
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Abb. 3.18: Zusammenschau der funktionellen, angiographischen und metabolischen

Ergebnisse in WT und CD73" nach Hinterlaufischamie. A) Angiographie, B) Funktion C)

energiereichen Phosphate und D) Odembildung.
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3.7 Histologische Ergebnisse

In Ergdnzung der funktionellen Befunde wurden an Tag 7 nach Hinterlaufischamie, dem
Zeitpunkt, an dem in vivo die gréf3ten Unterschiede gemessen wurden, in einer weiteren

experimentellen Serie der ischamische Muskel histologisch untersucht.

Abb. 3.19 stellt reprasentative KollateralgefalRe einer Wildtyp-Maus und der CD73 Mutante
dar. In griingelber Floureszenz (FITC) sind die glatten Muskelzellen des Kollateralgefalies
markiert, die Endothelzellen erscheinen hellrot (TRITC) und die DAPI-Farbung lasst die
Kerne der umliegenden Zellen blau erscheinen. In insgesamt 8 Versuchen wurden der
Innen-, Aussen- und Wanddiameters der Kollateralgefalte bestimmt, zusatzlich erfolgte die
Berechnung der Wandflache des jeweiligen Gefalkes. Um einen besseren Vergleich
zwischen den beiden Versuchsgruppen zu ermdglichen, wurden die Werte auf die
GefalRgroRRe der nicht-operierten Seite bezogen und eine Ratio berechnet. In Abb. 3.20 sind

die Ergebnisse dieser Untersuchungen zusammengefalt.

Abb. 3.19: Reprasentative Kollateralgefalle des operierten Hinterlaufs an Tag 7 nach Ligatur.
A) Wildtyp und B) CD73". Mit griingelber Floureszenz (FITC) sind die glatten Muskelzellen
markiert; Hellrot (TRITC), Endothelzellen; Blau, DAPI-Kernfarbung.
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Abb. 3.20: Berechnete Ratio der Kollateralgefaf3en in den histologischen

Bilder an Tag 7 nach Operation;* p<0,05, n=8.

Es zeigt sich in Ubereinstimmung mit den in vivo Ergebnissen, dass in CD73"-Mausen nach
Hinterlaufischamie ein starkeres Wachstum der Kollateralgefalie stattfindet. Am 7.
postoperativen Tag ist die Ratio sowohl der Innen- wie auch der Aussendiameter der
KollateralgefalRe in der CD73 Mutante signifikant héher als im Wildtyp. Dieser Unterschied
findet sich auch in der Wanddicke. Am deutlichsten stellt sich der Unterschied zwischen den

zwei Gruppen in den berechneten Wandflachen dar.

Zusatzlich wurde im Muskelgewebe am 7.Tag nach Hinterlaufischamie die Kapillardichte
bestimmt. Wie Abb 3.21 zeigt, kommt es gegenuber der nichtoperierten Kontrollseite zu einer
deutlichen Zunahme der Kapillardichte. Vergleicht man jedoch die Kapillardichte zwischen
Wildtyp und CD73™ nach Hinterlaufischdmie, so finden sich keine Unterschiede zwischen

beiden experimentellen Gruppen (Abb. 3.22)
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Abb. 3.21: M. gastrocnemius 7 Tage nach Induktion der Hinterlaufischamie: BS-1-lectin-

Farbung der Kapillaren. A) Kontrollseite. B) Ischamische Region.
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Abb. 3.22: Berechnete Ratio der Kapillardichte an Tag 7 nach Operation; n=8.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde ein reproduzierbares murines Hinterlauf-lschamiemodell
zur vergleichenden Beobachtung der Arteriogenese in Wilddyp und CD73"-Tieren etabliert
und ein MR-basiertes Messprotokoll entwickelt, welches mittels MR-Angiographie eine
hochauflésende Darstellung des murinen GefalRbaums erlaubt und die Detektion der sich
entwickelnden KollateralgefaRe ermdglicht. Unter Verzicht auf ein Kontrastmittel konnten
Tiere erstmals in seriellen Messungen untersucht und die Kollateralenentwicklung im Prozel3
der Arteriogenese (iber die Zeit kontinuierlich beobachtet werden. In den CD73"-Mausen
fand sich mit diesem Verfahren 7 Tage nach Hinterlaufischamie eine verstarkte Kollateral-
gefallbildung. Zusatzlich wurde der Energiestoffwechsel des ischamischen Hinterlaufs
mittels *'P-MR-Spektroskopie im zeitlichen Verlauf verfolgt. Auch hier zeigten die transgenen
Tiere eine schnellere Erholung und eine vermehrte aktive FuRbewegung, welches sich in
einem  hoheren funktionellen Score ausdrickt. Abschliessende histologische
Untersuchungen sind in Ubereinstimmung mit den funktionellen in vivo Daten: Sie zeigen
eine gesteigert Arteriogenese in den CD73-VerluBtmutanten; allerdings war die
Kapillardichte als Mall der Angiogenese zwischen beiden experimentellen Gruppen

unverandert.

4.1 Analyse der Kollateralenbildung nach Hinterlaufischamie

Fir das Studium des adaptiven GefalRwachstums sind in der Vergangenheit verschiedene
Tiermodelle und Methoden der Auswertung entwickelt worden. Die Gruppe um Isner hat fir
das Studium des Kollateralwachstums ein Ischamiemodell mittels Okklusion der

Femoralarterie im Kaninchen schon Mitte der 90iger Jahre etabliert °*%°

, wobei die
Auswertung mittels Rontgenangiographie und Histologie erfolgte. In nachfolgenden Arbeiten
hat Couffinhal et al **°” das Hinterlaufischadmiemodell fiir die Maus angepasst und erstmals
mittels serieller Laser Doppler perfusion imaging (LPDI) die zeitliche Entwicklung des

BlutfluR als Maf fiir das Kollateralenwachstum bestimmt

Der Vorteil der Maus als Versuchstier liegt neben der einfachen Verfugbarkeit und Tier-
haltung vor allen in der groRen Anzahl vorhandener transgener Mausstdmme bzw. in der
Moglichkeit solche zu generieren. Hierbei ist jedoch zu berucksichtigen, dass die
verschiedenen Labormauslinien einen unterschiedlichen genetischen Hintergrund besitzen
und im unterschiedlichen Male zur Arteriogenese befahigt sind. So konnte in der Arbeit von
Helisch et al.’® gezeigt werden, dass im systematischen Vergleich der Stamme 129S2/Sv,
BALB/c und C57BL/6 fur den zuletzt genannten Stamm ein schnelleres und fir die BALB/c

ein deutlich verlangsamtes Kollaterallenwachstum zu beobachten ist. Schlief3lich
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beeinflussen interindividuelle Unterschiede zwischen den Mausen hinsichtlich der Anzahl
praexistierender kollateraler Anastomosen den postoperativen Verlauf, wie in der Arbeit von

Zbinden et al. *.gezeigt werden konnte.

Die gangigen Methoden der Kollateralenquantifizierung sind per se Endpunktunter-
suchungen, da sie mit der Tétung des Versuchstieres einhergehen. Die Auswertung des
Kollateralenwachstums wird im allgemeinen und auch in dieser Arbeit anhand histologischer

Schnittpraperate durchgefiihrt, wobei der Umfang der lokalisierten Arteriolen bestimmt wird

und mit der unbehandelten Gegenseite in ein Verhaltnis gesetzt wird. Ob diese
morphologische Methode als Goldstandard zu betrachten ist, scheint eher fraglich. Neben
einer unsicheren Erfassung der Zielgefalte im Praparat ist der Gefalldurchmesser von der
Vasoreaktibilitat abhangig und das Gefall wird nicht immer senkrecht getroffen. Trotz dieser
Nachteile ist die Histologie vor allem wegen immunohistochemischer Nachweismoglichkeiten

unabdingbar. Die Verwendung von hochauflésenden Roéntgenangiographien zur direkten

Visualisierung des Kollateralgefalinetzes im Hinterlauf der Maus ist eine etablierte Methode.
Hierbei lassen sich die post mortem mit Kontrastmittel geflillten Gefalle mit einer Auflosung
bis zu 30-50 pym darstellen ®°. Jedoch ist hierbei der GefaRdiameter sehr vom Fiillungsdruck
bei Kontrastmittelapplikation abhangig. Zudem lassen sich die Versuchstiere nicht in
longitudinalen Studien beobachten. Eine Variation dieser Methode sind Darstellungen der
Kollateralen mittels micro-CT, welche inzwischen auch in sehr hoher Aufldésung madglich sind
und eine dreidimensionale Darstellung der GefaRe erlauben ®"%2. Eine verlassliche Methode
zur Messung des Blutflusses ist die Verwendung von Mikrospharen %. Floureszenzmarkierte
Mikrospharen werden intrakardial oder aortal appliziert, welche anschliessend im
Kapillarnetz hangen bleiben und mittels Spektroskopie nach Gewebeextraktion quantifiziert
werden ®. Gerade im Seitenvergleich lassen sich hierdurch Aussagen zu Perfusions-
unterschieden auf Grund der Kollateralentwicklung treffen. Die Verwendung von
Mikrospharen fir die Hinterlaufischamie im Kleintiermodell der Maus ist jedoch sehr

aufwandig und fir serielle Messungen weniger geeignet.

Das von Couffinhal et al *®*°" verwendete LDPI -Verfahren erlaubte erstmals in vivo
Messungen im Mausmodell Uber einen zeitlichen Verlauf zu erfassen. Die urspriinglichen
Gerate hatten nur eine geringe Eindringtiefe (1-2 mm) und tiefer liegende Gefalie liessen
sich daher nicht darstellen. Die neueren Scanner konnten hierin verbessert werden, jedoch
begrenzt das zugrundeliegende MeRprinzip Uber den Dopplereffekt, welches bewegliche
Teilchen in Abhangikeit der Fliessrichtung und Geschwindigkeit durch Laserlichtreflexion

misst, die Genauigkeit der Messung. Parameter wie Umgebungstemperatur, Vasokonstrik-
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tion, Hautpigmentation und das Fell beeinflussen wesentlich das Messergebnis wie
vergleichende Perfusionsmessungen mit Mikrosphéren gezeigt haben .

Die Nutzung der MR-Angiographie im Kleintiermodell wurde erstmals von Beckmann et al
zur Darstellung der GefaRanatomie der Hirnarterien in Mausen und Ratten beschrieben ¢’
Die Methode erméglicht serielle nicht-invasive Messungen mit einer Auflésung bis zu 100 pm

bei Verzicht auf ein Kontrastmittel. Wagner et al. %

aus der Arbeitsgruppe Schaper
verwendeten eine 2D-TOF-Sequenz um die KollateralgefaRe in einem murinen
Hinterlaufischdmiemodel zu visualisieren Durch Mehrfach-Akquisitation konnte hierbei der
Kontrast zum Hintergrundrauschen verstarkt werden und die Kollateralgefalte im Querschnitt
sicher identifiziert werden. Eine 3-dimensionale Darstellung wurde Uber eine entsprechende
Anordnung der 2-dimensionalen Schichten erreicht, welche in einer MIP-Angiographie
resultierte und anschlieRend die Identifizierung der Kollateralen anhand ihrer Morphologie
und Lokalisation erlaubte. Diese von Wagner et al. verwendete Methode ist jedoch weder in
der Lage die Kollateralgefalle in isotroper noch in der gleich hohen Auflésung, wie in dieser
Arbeit herausgearbeitet, darzustellen und somit eine exakte Volumenbestimmung zu

ermoglichen.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine optimierte 3-dimensionale in-flow-Sequenz entwickelt,
welche durch Uberlappende Schachtelung der Volumina auch Gefalle mit langsamen
Blutflu® sicher identifiziert und die Kollateralen in einem mit 100 ym isotroper Voxelgréflie
hochaufldsenden Gefallangiogramm darstellt. Dabei ist die Detektion der GefalRe nicht auf
100 pm begrenzt, da auch kleinere GefalRe durch einen partiellen Volumeneffekt noch
signalgebend sein kénnen. Die Aufnahme in isotroper Aufldsung ist gerade flir eine genaue
volumetrische Auswertung des sich verzweigenden Gefal3netzes unabdingbar. Mit Hilfe der
AngioTux-Software konnte neben der rein morphologischen Darstellung eine sinnvolle
Quantifizierung der GefaRvolumina durchgefiihrt werden, wobei keine Einzelbewertung der
GefalRdiameter stattfand, sondern das Gefallvolumen der nicht-operierten Seite zum
Kompensationsvolumen des sich entwickelnden Umgehungskreislaufs in Verhaltnis gesetzt
wurde. Dieses wurde zur Kompensation interindividueller Unterschiede (Gréle, Gewicht,
Gefaltonus) der Tiere, unterschiedlicher Signalintensitaten aufgrund von partiellen
Sattigungseffekten bei verschiedenen Flulligeschwindigkeiten sowie unter Umstanden
auftretenden Schwankungen des Signal-zu-Rauschen durchgefihrt. In  unserer
Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass die so ermittelten Werte gut mit den
histologischen Ergebnissen korrelieren ®°. Auch in der vorliegenden Arbeit wurden die zur
Arteriogenese erhobenen in vivo Daten abschliessend anhand histologischer Schnitt-

praparate validiert.
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Zuséatzlich zu der rein morphologischen Darstellung wurde die *'P-NMR-Spektroskopie
eingesetzt, um die Auswirkungen der Arteriogenese fur den Energiestoffwechsel des
ischdmischen Muskels zu untersuchen. Ein dhnliches Verfahren wurde erstmals von Chaliss
et al.”® bereits 1986 in einem Ischamiemodell der Ratte mit unilateraler Femoralligatur
eingesetzt. Dabei wurde die Phosphokreatinkonzentration im distalen Muskelgewebe und
deren Erholung nach Muskelstimulation bestimmt. Eine Anwendung dieses
spektroskopischen Verfahrens fir Mause ist aufgrund der geringen Muskelmasse in dieser
Spezies schwierig und wurde bisher noch nicht fir das Modell der Hinterlaufischamie

eingesetzt.

Die in dieser Arbeit neu entwickelten Bildgebungsverfahren zur Beurteilung der
Arteriogenese nach Hinterlaufischamie in Kombination mit Spektroskopischen Messungen

zum Energiestoffwechsel haben folgende biologisch relevante Fragen beantwortet:

e Mit Hilfe der 3D-MR-Angiographie konnte gezeigt werden, dass die CD73"-Mause
eine verstarkte Arteriogenese zeigen, die am siebten Tag nach Hinderlaufischamie
am ausgepragtesten war.

e Das groRRere Konduktdanzvolumen der Kollateralgefale in der CD73-Verlu3tmutante
spiegelt sich auch in einem weniger starken Abfall der Konzentration von
Phosphokreatin und ATP im betroffenen Muskel wieder.

e Durch serielle Messungen der gleichen Tiere Uber einen langeren Zeitraum war es
moglich zu zeigen, dass der beobachtete Unterschied in der Perfusion und im
Energiestoffwechsel transienter Natur ist und nach 3 Wochen nicht mehr

nachweisbar ist.

4.2 Mechanismus der Arteriogenese in der CD73 ™ Maus

Wie bereits in der Einleitung beschrieben scheint neben der initialen Scherstress-Erhéhung,
die Adhasion und Aktivierung von Monozyten an die Endothelzellen flir den Beginn der
Arteriogenese essentiell zu sein. So konnten Heil et al. " in verschiedenen Experimenten
eine positive Korrelation zwischen der Konzentration zirkulierender Monozyten und der
arteriogenen Antwort in Mausen nachweisen. In der gleichen Arbeitsgruppe zeigte Ito et al.
" dass die Infusion von MCP-1 in gleicher Weise zu einer Steigerung der kollateralen
Konduktanz fuhrt. Entsprechend flhrte das Fehlen des entsprechenden Chemokinrezeptors
CCR2 zu einer dramatischen Reduktion der Arteriogenese 2. SchlieRlich konnte gezeigt
werden, dass nach Hinterlaufischamie die Akkumulation der Monozyten an Tag 3 nach
Operation am héchsten ist und mit gesteigerter bFGF-Produktion einhergeht "', wobei bFGF

daflir bekannt ist, das Kollateralenwachstum und die Angiogenese zu verstarken 3,74
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Hinzukommt dass Monozyten TNF-a sezernieren, welches die Expression von
Zelladhasionsmolekiilen steigert >®. Neben den Monozyten sind aber noch weitere Zellen
der Leukozytenpopulation wie CD4" und Mastzellen fiir die Arteriogenese von wesentlicher

Bedeutung """"8.

. %. wird in einem Ischamie-Reperfusionsmodell des M.

In der Arbeit von Koszalka et a
cremasters eine vermehrte Leukozytenadhdsion an das GefaRendothel in CD73"-Mausen
beschrieben Diese ist gegentiber dem Wildtyp um mehr als das Doppelte gesteigert und
erreichte schon nach 10-15 min das Maximum. In weiteren Experimenten wurde gezeigt,
dass in der A. carotis, welche ex-vivo mit Fluoreszenz-markierten Monozyten perfundiert
wurde, im CD73-Knockout eine mehr als 6-fach héhere Akkumulation der Monozyten
stattfindet. Diese Monozyten adharierten nicht nur, wie bei atherosklerotischen Lasionen
typisch an der Bifurkation, sondern auch entlang der A carotis wo geringere Scherkrafte
vorherrschen. Die Adhasion der Monozyten ist abhangig von der Interaktion von VLA4 (very
late antigen-4), auch a4B4-Integrin genannt, mit VCAM-1 und wird durch Interleukin 8 (IL-8)
getriggert ”°. Bouma et al.®% konnten zeigen, dass Adenosin die Ausschiittung von Interleukin
8 hemmt und die Expression von VCAM-1 reduziert. Da durch das Fehlen der CD73 in dem
von uns untersuchten Mausmodell die extrazellulare Adenosinkonzentration reduziert ist,
kénnte die in dieser Arbeit beschriebene gesteigerte Arteriogenese Uber die vorher

beschriebene gesteigerte Monozytenadhasion erklart werden.

Cronstein et al. beschrieben schon 1986 dass Adenosin eine starke antiinflammatorische
Potenz besitzt und die Aktivierung von Neutrophilen hemmt 8'. AuRerdem ist bekannt, dass
Adenosin liber A2A-Rezeptoren die Expression von VLA-4 in Neutrophilen reduziert # und
die Ausschiittung von TNF-a vermindert ®. Hettinen et al.  konnten in ihren Experimenten
weiterhin zeigen, dass adharierende Lymphozyten die endotheliale Adenosinbildung durch
direkte Hemmung der CD73-Aktivitat reduzieren. Zusatzlich ist bekannt, dass Adenosin die

Permeabilitit des Endothels erniedrigt und die Barrierefunktion aufrecht erhalt 8%

Zusammenfassend laldt sich feststellen, dass die Ekto-5’-Nukleotidase ein Schliisselenzym
in der Balance inflammatorischer und antiinflammatorischer Wirkungen des
Purinstoffwechsels ist. Das Fehlen des an der endothelialen Oberflache lokal gebildeten
Adenosins und teilweise auch an den zirkulierenden Lymphozyten (5-15%), Monozyten und
Granulozyten besitzen keine CD73-Aktivitdt, und das Uberwiegen von ATP/ADP als
Signalnukleotid fihrt 1) zu einer vermehrten Rekrutierung von Monozyten und Neutrophilen,
2) zu einer gesteigerten Attraktion und Adhasion von Leukozyten an Endothelzellen, 3) zu

32,88,89’ 4)

einer verstarkten Plattchenaktivierung und Aggregation zu einer Erhéhung der
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endothelialen Permeabilitat und somit 5) zu einer erleichterten leukozytaren Transmigration.
Die genannten Faktoren sind, wie in der Einleitung beschrieben, fur den
Arteriogeneseprozel3 von grofler Bedeutung und konnten somit die nachgewiesene

schnellere arteriogene Antwort in unserem CD73"-Modell erkldren. Synnestvedt et al.

konnten zeigen, dass Hypoxie Uber HIF-1 die Expression von CD73 steigert, da das CD73
Gen Uber eine HIF-1 sensitive Sequenz in seiner Promoterregion verfligt. Dieser
Wirkmechanismus scheint aber im Prozel der Arteriogenese nur von geringer Bedeutung zu
sein, da diese unabhangig von Gewebshypoxie stattfindet, wie die Arbeit von Deind! et al. '

demonstrieren konnte.

In unseren Experimenten konnte im distalen Gebiet der Okklusion im Bereich des M.
gastrocnemius, ebenfalls kein signifikanter Unterschied in der Kapillardichte als Parameter
der Ischamie getriggerten Angiogenese zwischen Wildtyp und CD73-VerluBtmutante
festgestellt werden. Das Maximum des GefalRvolumens wird sowohl in der Mutante als auch
im Wildtyp an Tag 7 nach Okklusion der Femoralarterie erreicht. Dieses deckt sich mit den
Beobachtungen von Herzog et al. %, welche in einem Hinterlaufischdmiemodell der Ratte
ebenfalls nach 7 Tagen den maximalen GefalRdurchmesser der Kollateralarterien feststellten.
Sie beschreiben in ihrer Arbeit einen biphasischen Prozel3 des Kollateralenwachstums,
wobei nach einer initial schnellen Proliferationsphase das Wachstum nach einer Woche
sistiert und in einer Phase des Remodelings durch Neointimaformation und Zunahme der
GefaBRwanddicke es sogar zu einem Rickgang des Gefallddurchmessers kommt. Dies ist in
Ubereinstimmung mit den von uns gemachten Beobachtungen. Die anfangliche Steigerung
der Arteriogenese im CD73"-Tier (beinahe 90%) verliert sich in der Phase des Remodeling.
Eine vermehrte Neointima-Bildung wie sie von Zernecke et al. im CD73" mit vermehrter

Expression von VCAM-1 nachgewiesen wurde * kénnte hierfiir eine mdgliche Erklarung sein.
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5 Zusammenfassung

Adenosin ist das Dephosphorylierungsprodukt von ATP, das als Signalmolekil auch
extrazellular entsteht und Uber einen ubiquitar ablaufenden Nukleotidkatbolismus bis zum
Adenosin abgebaut wird. Adenosin wirkt Uber spezifische Adenosinrezeptoren und
nachgeschaltete second messenger auf vielfaltige Weise auf den Zellmetabolismus ein und
spielt eine wichtige Rolle in der Regulation des Gefal3tonus und bei Entziindungsreaktionen.
Da die Rolle von Adenosin in der Arteriogenese bisher noch nicht ndher untersucht war,
wurde in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe einer CD73-defizienten Maus, welche nicht in der
Lage ist AMP zu Adenosin abzubauen, die Rolle von extrazellular gebildetem Adenosin auf
die Arteriogenese untersucht. Hierzu wurde ein reproduzierbares murines Hinterlauf-
ischamiemodell durch einseitige Ligatur der Femoralarterie etabliert. Im Weiteren wurde ein
neues MR-Protokoll ausgearbeitet, welches durch hochauflésende Angiographie des
Hinterlaufs die direkte, kontinuierliche Darstellung der KollateralgefaRentwicklung
ermoglichte. Mit diesem Verfahren konnte gezeigt werden, dass die CD73-defizienten Tiere
eine transient beschleunigte Kollateralenentwicklung aufwiesen. Zusatzlich konnte mittels
*’P_.NMR-Spektroskopie gezeigt werden dass die Konzentration der energiereichen
Phosphatverbindungen ATP und Phosphokreatin nach Hinterlaufischamie auf Grund der
gesteigerten Arteriogenese weniger stark abfallen. Diese funktionellen Befunde konnten
durch seperate histologische post-mortem Analysen abgesichert werden: CD73"-Mause

bildeten Kollateralgefalle mit groReren GefalRdurchmessern aus.

Aus unseren Ergebnissen laflt sich schliessen, dass extrazellular gebildetes Adenosin ein
wichtiger endogener Modulator der Arteriogenese ist. Wird Adenosin vermindert gebildet, wie
z.B. bei der CD73"-Maus, so fiihrt dies zur Ausbildung eines proinflammatorischen Milieus

am Gefall mit konsekutiver proarteriogenen Wirkung.
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