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1 Einleitung

1 Einleitung

Der Verlust des Endothels, wie er mnach Gefdlverletzungen, mikrochirurgischen
Transplantationen, Replantationen und rekonstruktiven Eingriffen auftritt, geht mit einer
erhohten Thrombosegefahr, Muskelzellproliferation und Neointimabildung einher. Diese
Prozesse fiihren hiufig zur Bildung von Stenosen und zum GeféBBverschluss. Es ist klinisch sehr
wichtig eine schnelle und fast perfekte Regeneration des Endothels nach mikrochirurgischer
Anastomosierung zu erreichen, um so die Uberlebensrate des replantierten oder transplantierten

Gewebes zu verbessern.

Die Kinetik der Reendothelialisierung (rET) nach mikrochirurgischer Anastomosierung von
Gefidllen ist bisher noch nicht ganz verstanden. Der vaskuldre endotheliale Wachstumsfaktor
(VEGF) ist einer der potentesten Mediatoren der vaskuldren Regulation von Angiogenese und
GefaBpermeabilitit (Bates et al., 2003; Ferrara, 2000; Ferrara et al., 2001; Ferrara, 2003). VEGF,
auch als vaskuldrer Permeabilititsfaktor bezeichnet, ist ein endothel-spezifisches Mitogen. Es
handelt sich um ein 45 kDa Protein, das aus zwei Subeinheiten besteht. Es existieren 5 humane
Isoformen mit unterschiedlicher Anzahl von Aminosauren (VEGF 121, 145, 165, 189, 206), die
durch alternative Abspaltung der mRNA von einem Gen mit 4 Exonen entstehen (Ferrara, 2000).
VEGF,; und VEGF 45 sind die einzigen 16slichen Isoformen und sind am hédufigsten vorhanden.
VEGF¢s ist der stirkste Stimulator der endothelialen Zellproliferation (Roberts und Palade,
1995). VEGF,; ist fiir die erhohte GefdBpermeabilitét verantwortlich (Wang et al., 2001). Bis
heute sind 5 verschiedene VEGF Typen bekannt: VEGF-A (165), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D
und VEGF-E. Lediglich VEGF-A, -B und E modulieren Angiogenese und Gefa3permeabilitit.
VEGF-C und VEGF-D modulieren die lymphatische Angiogenese. Zusitzlich zu dem mitogenen
Effekt konnte gezeigt werden, dass VEGF die Permeabilitét in der peripheren Zirkulation und
dem Endothel erhoht (Roberts und Palade, 1995; Wang et al., 2001). Der Hauptfaktor scheint
VEGF zu sein und wird VEGF-A genannt. Die Expression von VEGF wird durch
Differenzierung, Transformation und Sauerstoffzufuhr beeinflusst. Die Effekte von VEGF
werden durch die zwei Rezeptor-Tyrosin Kinasen VEGFR-1/flt-1 und VEGFR-2/flk-1/KDR

reguliert, die fast ausschlielich an Endothelzellen vorkommen.

Das Ziel der vorliegenden Dissertation ist es festzustellen, ob die lokale Gabe von VEGF die rET
nach mikrochirurgischer Anastomose verbessert. Der Einfluss von VEGF auf den vaskuldren

Remodelling-Prozess mit und ohne VEGF Behandlung soll untersucht werden.
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1.1 Einfihrung

1.1.1 Gefallanastomose

Als Beispiel fiir bekannte, natiirliche Anastomosen kann man die Corona mortis ansehen, eine
Verbindung zwischen der Arteria epigastrica inferior und der Arteria obturatoria (Karakurt et
al., 2002), sowie die unstet ausgebildete Riolan-Anastomose zwischen der Arteria colica media

und der Arteria colica sinistra (Neglen et al., 1987).

Pathologische Umgehungskreisldufe liegen gelegentlich bei Zwillingen vor, beispielsweise
Anastomosen in den PlazentagefiBBen als Ursache des fetofetalen Transfusionssyndroms bei
Zwillingen. Bei ldnger andauernden Stauungen des Lebervenenabflusses kommt es zur

Ausbildung von portokavalen Anastomosen.

Laut Definition handelt es sich bei der chirurgischen Anastomose um eine chirurgisch-operative
Vereinigung der Lumen zweier Blutgefille, wie bei der End-zu-End-Anastomose im Falle der
Aortenisthmusstenose oder der seitlichen Anastomose, wie zum Beispiel bei der freien

Transpalnation eines Muskellappens.

Mit Ausnahme der Kapillaren bestehen alle Blutgefdfle aus drei Schichten. Die Tunica intima
besteht aus dem Endothel und einem variablen Anteil von Bindegewebe, welches bei der Arterie
auch die Elastica interna beinhaltet. Die Tunica media besteht aus zirkuldr angeordneten glatten
Muskelzellen. Am Ubergang zwischen der Tunica media und dem duBerem Bindegewebe, der
Tunica adventitia, liegt die Elastica externa. Die grolen Arterien, wie die Aorta, haben in der
Tunica media auch elastische Fasern zwischen den glatten Muskelfasern. Venen haben eine
wesentlich diinnere Tunica media als die entsprechenden Arterien und besitzen keine Elastica
interna und die Vena cava inferior hat keine Tunica media. Aufgrund der starken Wanddicken
bei groBen GefdBBen haben diese ihre eigenen versorgenden Blutgefdfle, die Vasa vasorum

(McMinn, 1990).
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Abb. 1: Querschnitt durch Arterienwand,
Sirius Rot Farbung Vergroferung 1:100

1.1.2 Endothel

Das Endothel ist die innerste Schicht der GefdBwand und reguliert den Stoffaustausch zwischen
Blut und Gewebe. Es reguliert durch die Produktion wichtiger Substanzen wie NO den
Blutdruck durch die Regulation des Gefdl3tonus. Auch die Angiogenese wird von Endothelzellen
initiiert. Die Hemmung und Aktivierung der Gerinnungsfaktoren durch das Endothel beeinflusst
die Viskositit des Blutes. Durch die Aktivierung des Endothels spielt es eine Rolle bei
Entziindungsvorgédngen. Eine Aktivierung fiihrt zur Bindung weier Blutkdrperchen (neutrophile
Granulozyten, Monozyten, Makrophagen) aus dem Blut an das Endothel. Die so aktivierten
Leukozyten wandern dann bei der Transmigration durch das Endothel in das darunter liegende

Gewebe und bekdmpfen dort Infektionen.

Alle Gefde des Herz-Kreislauf-Systems werden von einer einzelligen Endothelzelllage

ausgekleidet.
Man unterscheidet prinzipiell drei verschiedene Arten des Endothels:

Zum einen das kontinuierliche Endothel, welches zum Beispiel eine wichtige Rolle in der Blut-
Hirn-Schranke einnimmt (Gonzalez Santander et al., 1992), da es fiir im Blut geldste Stoffe
nahezu undurchléssig ist. Der Stoffaustausch zwischen Gewebe und Blut ist strikt durch

Transportmechanismen reguliert.

Des Weiteren kommt das fenestrierte Endothel vor (Rosivall et al., 1999). Die hier entstandenen

»Fenster sind etwa 70 nm gro3 und besitzen so genannte Diaphragmata, die man sich wie
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Speichen in einem Rad vorstellen kann. Charakteristisch fiir diese Endothelart ist die

kontinuierliche Basalmembran.

Drittens gibt es das diskontinuierliche Endothel, welches sogar fiir Zellen durchléssig ist.
Zusitzlich fehlt hier stellenweise die Basalmembran. Der diskontinuierliche Endotheltyp kommt

beispielsweise in der Leber vor.
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Abb. 2:  Schematische Darstellung der Arterienwand

1.1.3 Operationsmikroskop

Die Entwicklung des Operationsmikroskops und die Einfiihrung 1921 durch C.O. Nylen bildete
die Voraussetzung fiir die mikrochirurgische Chirurgie (Nylen, 1972). Bis zur Entwicklung
entsprechend kleiner Operationsinstrumente und Fidden dauerte es jedoch noch einige Jahrzehnte.
Die erste dokumentierte mikrochirurgische Gefdflanastomose mit Operationsmikroskop wurde
1960 durch Jacobson und Suarez durchgefiihrt. Die erste dokumentierte erfolgreiche
Daumenreplantation erfolgte 1965 durch Komatsu. Im August 1975 wurde die erste erfolgreiche

Replantation in Deutschland durchgefiihrt.

Je nach Literaturangabe liegt die Erfolgsquote der mikrovaskuldren Anastomosen bei 80% - 95%
(Bach et al., 2002). Aus der empirischen Erfahrung der Pioniere der Mikrochirurgie wissen wir,
dass die Anastomosen der Arterien nach 5 Tagen und die vendsen Anastomosen nach 10 Tagen

als sicher funktionstiichtig angesehen werden konnen. Die molekularen Mechanismen der
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Gefaflregeneration nach Anastomosen sind derzeit nicht bekannt. Das Ziel dieser Untersuchung
ist es, mehr Informationen iiber die strukturellen und molekularen Regenerationsmechanismen

nach GefdBanastomosen zu gewinnen. Ein weiteres Ziel war es festzustellen, ob eine

Verbesserung der Ergebnisse mit der Gabe von VEGF erzielt werden kann.

Abb. 3:  Operationsmikroskop (Zeiss)

1.2 Mikrochirurgie

Die Vorteile der Techniken und Technologien, welche die Mikrochirurgie populdr gemacht
haben, begannen in den frithen 60ern. Die erste mikrovaskuldre Operation bei der ein Mikroskop
benutzt wurde, um BlutgefiBle zu reparieren, wurde von dem GefdBchirurgen Jules Jacobson,
Universitdt Vermont, 1960 beschrieben (Jacobson, 1997). Er benutzte ein otolaryngologisches
Mikroskop um Getfédlle zu anastomosieren, die gerade einmal 1,4 mm grof3 waren, und griindete
den Begriff der Mikrochirurgie. Nakayama, ein japanischer Herz-Thorax-Chirurg, berichtete

iber die erste Serie mikrochirurgischer freier Gewebetransplantate, bei denen er vaskularisierte
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Intestinalsegmente verwendete, um nach Carcinomresektionen den Osophagus zu rekonstruieren,

wobei er 3-4 mm durchmessende Gefdlle verwendete (Nakayama et al., 1968).

Eine groBe Anzahl von Chirurgen verwendet heutzutage die Mikrochirurgie. Otolaryngologen
(Hals-, Nasen-, Ohrenirzte) nutzen die Mikrochirurgie am Innenohr oder den Stimmbéndern. Bei
ophthalmologischen Operationen am Katarakt, Korneatransplantationen und Behandlungen wie
dem Glaukom wird die Mikrochirurgie genutzt. Insbesondere in der plastisch rekonstruktiven

Chirurgie wird das Operationsmikroskop vielfaltig eingesetzt.

Das erweiterte Verstdndnis der Reparationsvorgénge nach GefdBtrauma hat in der Therapie und
Behandlung von Amputationen, Transplantationen und Ischdmie herausragende Bedeutung fiir

den Menschen.

Das vertiefte Verstindnis der pathophysiologischen Vorginge der Vaskularisation, mit
speziellem Bezug auf die posttraumatische Endothelzellproliferation nach Gefdftrauma und
Gefillanastomosen, soll neue therapeutische Ansitze zur Behandlung bei Replantationen,
Transplantationen und Tissue engineering ermoglichen, um einerseits die Erfolgsrate nach
Anastomosen und rekonstruktiven Eingriffen zu verbessern und andererseits neue Techniken

beim Tissue engineering weiter entwickeln zu kénnen.

1.2.1 Replantationschirurgie

Replantation bedeutet das operative Anndhen eines vollig abgetrennten Korperteils. Am
haufigsten kommt dies bei Fingern und Daumen vor, aber auch Ohren, Nasen, Wangen (Infanger
et al., 2006). Unter anderem wurden bereits Finger, Hinde, Arme, Beine, Wangen und Penis
replantiert. Im Allgemeinen beinhaltet eine Replantation die Wiederherstellung des Blutflusses
durch Arterien und Venen, des kndchernen Skeletts, die Coadaptation von Nerven und Naht von

Sehnen.

Zu Anfang wurde der Erfolg einer Replantation dadurch definiert, dass das amputierte Korperteil
iiberlebte. Als man mehr Erfahrungen auf diesem Gebiet gesammelt hatte, begannen die
Chirurgen, die sich auf Replantation spezialisiert hatten, zu verstehen, dass das alleinige
Uberleben des Amputats nicht den Erfolg der Operation darstellte. Sie begannen zu selektieren,
welche Amputate wieder replantiert wurden und welche nicht. Kriterium hierbei war die

Wiederherstellung der urspriinglichen Funktion.
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Trotz euphorischer Anfinge bleiben die Probleme bei der Replantation. Insbesondere die
Gefidllanastomosen bereiten die hdufigsten Komplikationen nach Replantation mit einer Inzidenz
von l: 6 (Bach et al., 2002). Die Ursachen hierfiir sind vielfaltig. Technische Méngel der
Anastomose, traumatische oder degenerative GefdBwandschidden abseits der Anastomose,
Zirkulationsstorungen, Postischdmieschidden, Kompression der Gefda3e von aullen, Intimaddeme
und die daraus resultierenden rheologischen Verdnderungen konnen iiber die Virchow sche Trias
Thrombosen insbesondere dieser kleinen GefdBle induzieren (Atiyeh et al., 1999). Aus der
klinischen Erfahrung ist bekannt, dass die Re-endothelialisierung der Arterie 5 Tage und der
Vene 10 Tage dauert. Aus diesem Grunde wird in den ersten 10 Tagen nach einer Replantation
die rheologische Therapie mit Heparin und Kolloiden wie z.B. Hydroxyethylstirke durchgefiihrt.
Dies gilt sowohl fiir die Mikroreplantation (distal des Handgelenkes) als auch fiir die
Makroreplantation (proximal des Handgelenkes). In diesen 10 Tagen ist der Erfolg der

Replantation durch Versagen der Funktionalitit der Anastomosen jederzeit gefahrdet.

1.2.2 Transplantationschirurgie

Die mikrochirurgischen Techniken haben eine tragende Rolle in der Entwicklung von
Transplantationen gespielt. Zuvor waren Transplantationen an Nagern erforscht worden, wobei
man das ,,Skin Transplantation Model*“ nutzte, welches den Nachteil hatte, das es nicht
vaskularisiert war. Hier reprisentiert die Mikrochirurgie die Verbindung zwischen Chirurgie und
Transplantation. Die ersten mikrochirurgischen Experimente (porto-cavale Anastomosen bei der
Ratte) wurden von Dr. Sun Lee an der Universitét Pittsburgh 1958 durchgefiihrt (Lee and Fisher,
1961). Schon nach kurzer Zeit waren diverse Transplantationsmodelle von Organen an Ratten
und Madusen etabliert. Heutzutage kann nahezu jedes Organ einer Ratte oder Maus mit einer sehr
hohen Erfolgsrate transplantiert werden. Die Mikrochirurgie war auch wichtig, um neue
Techniken fiir die Transplantation zu entwickeln, um sie spiter am Menschen einsetzen zu
konnen. Dariiber hinaus ermdglicht sie die Rekonstruktion kleiner Arterien in der klinischen

Organ-Transplantation.

Die Fortschritte in der Wiederherstellungschirurgie haben dazu geflihrt, dass freie
mikrovaskulére Lappen-Transplantationen standardmaBig zur Deckung von
Hautweichteildefekten und somit zum Erhalt der verletzten Extremitdt durchgefiihrt werden.

Der Erhalt der Extremitdt wird durch Hebedefekte am Korper erkauft. Sowohl der Hebedefekt
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als auch die Transplantat-Empfangerstelle haben Morbiditdtsrisiken (Nachblutung, Serom,

Wundinfektion, Wundheilungsstdrung, Narbenbildung, Hautnekrose, Lappennekrose).

1.3 Vascular Endothelial Growth Factor

Die Angiogenese und Neovaskularisation wird maB3igeblich durch VEGF gesteuert. Einerseits ist
VEGF ein potentes Zellmitogen der Angiogenese, andererseits erhoht es die Gefiallpermeabilitét.
Untersuchungen von geschddigtem Endothel nach Ballondilatation im Tierversuch haben
gezeigt, dass durch lokale Applikation von VEGF die Endothelzellproliferation stark erhoht
werden kann (Asahara et al., 1995). Dies fiihrt zu einer schnelleren Regeneration des
Gefillendothels und vermindert eine Hyperplasie der Neointima, was zu einer verbesserten
Durchgingigkeit der Gefdfle und verminderter Thrombosegefahr fiihrt. Inwieweit VEGF bei der
Endothelzellregeneration beim Gefdfitrauma und der Anastomosierung eine Rolle spielt ist
bisher unbekannt und noch nicht untersucht worden. Sollte die lokale VEGF Applikation an der
Gefidfanastomose auch zu einer schnelleren Regeneration der Endothelzellen fithren, kann damit
eine schnellere GefaBheilung und somit eine reduzierte GefédBthrombosegefahr nach

chirurgischen Eingriffen erreicht werden.

1.3.1 VEGF Erstbeschreibung

1983 fanden Senger et al. ein Protein, welches durch Injektion in die Haut von Meerschweinchen
die Permeabilitit erhohte (Senger et al., 1983). Bezeichnet wurde dieser neue Faktor aufgrund
seiner spezifischen Regulation der Permeabilitit von Tumorblutgefdassen als Vaskulérer
Permeabilitétsfaktor (VPF). 1989 fanden Ferrara et al. und Ploiiet et al. unabhédngig voneinander
ein Endothelzell-spezifisches Mitogen, welches sie vaskuldrer endothelialer growth factor
(VEGF) und Vaskulotropin nannten (Ferrara und Henzel, 1989). Die Klonierung und Expression
von VEGF, VPF und Vaskulotropin zeigte, dass es sich um ein und dasselbe Protein handelte.
Diese Untersuchungen zeigten, dass das VEGF potent und spezifisch an den Endothelzellen
wirkte, was zur Hypothese fiihrte, dass dieses Molekiil eine zentrale Rolle in der Regulation des

physiologischen und pathophysiologischen Wachstums von Blutgefia3en spielt.
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1.3.2 VEGF Typen

In den vergangenen Jahren wurde VEGF intensiv untersucht und weitere verschiedene VEGF
Proteine (A, B, C, D, E) identifiziert. Die VEGF Ligandenfamilie umfasst zurzeit 6 verwandte
Proteine: VEGF-A, PIGF, VEGF-B und VEGF- E wirken an den vaskuldren Endothelzellen,
wihrend VEGF-C und VEGF-D an den lymphatischen Endothelzellen wirken. Das menschliche
VEGF-Gen ist auf dem Chromosom 6p21.3 lokalisiert (Vincenti, 1996). Es ist in acht Exone
organisiert und von sieben Introns separiert. Die Kodierungsregion umfasst ungefahr 14 kb. Die
Exone 1 bis 5 sind in jeder VEGF mRNA vorhanden. Durch alternatives Splicing der Exone 6
bis 8 eines einzelnen VEGF-Gens resultieren zurzeit sechs verschiedene VEGF Isoformen (121,
145, 165, 189 und 206 Aminosduren). Diese Isoformen unterscheiden sich nur in der Lénge der
Polypeptidketten. Das native VEGF ist ein basisches, Heparin bindendes, homodimeres
Glykoprotein mit einer Gro3e von 45 kDa (Ferrara et al. 1989). Diese Eigenschaften sind mit der
hiufigsten VEGF Isoform, dem VEGF¢s, vergleichbar. Dieses VEGF s ist auch das
priddominante Protein, welches durch verschiedene normale oder transformierte Zellen
produziert wird. VEGF,; und VEGF g9 finden sich in den meisten Zellen und Geweben, welche
das VEGF-Gen exprimieren. Im Gegensatz dazu ist VEGF,ys sehr selten (Houck et al., 1991).
Diese Isoformen unterscheiden sich weiter in der Heparinbindungsfahigkeit. Wahrend VEGF 5,
als saures Polypeptid Heparin nicht binden kann, haben die basischen VEGF g9 und VEGF;s
noch eine groBere Affinitit zu Heparin als VEGF;¢5. VEGF|;; ist ein frei diffundierendes
Protein. VEGF 45 wird auch sezerniert, obwohl ein signifikanter Anteil an die Zelloberfliche und
an die Extrazelluldre Matrix gebunden wird. Im Gegensatz dazu sind VEGF ;g9 und VEGF,¢ fast

ausschlieBlich an der EZM gebunden und werden nur in geringstem Male sezerniert.

1.3.3 VEGF Rezeptoren

VEGF Rezeptoren gehdren der Tyrosin-Kinase Rezeptorfamilie an, welche bisher identifiziert
und geklont werden konnten: der VEGFR-1 und VEGFR-2 Rezeptor (Devries et al., 1992;
Termann et al., 1992). Diese Rezeptoren sind charakterisiert durch das Vorhandensein von
siecben Immunglobulin dhnlichen Doménen im extrazelluliren Anteil, und einer Split Tyrosin-
Kinase Doméne intrazelluldr. Ein weiterer VEGF Rezeptor, VEGFR-3, ist im lymphatischen
System exprimiert. Die VEGFR-1 und VEGFR-2 Rezeptoren sind hauptsidchlich in
Endothelzellen exprimiert. Der VEGFR-1 Rezeptor wird von Throphoblasten, Monozyten

(Barleon et al., 2001), und von renalen mesangialen Zellen exprimiert (Takahashi et al., 1995).
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VEGFR-2 Rezeptoren werden von hdmatopoetischen Stammzellen, Megakaryozyten und
Retinazellen exprimiert. Zusétzlich sind die VEGFR-1 und 2 Rezeptoren von Tumorzellen

exprimiert (Fournier et al., 1997).
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Abb. 4: VEGF und seine Rezeptoren

1.3.4 Regulation von VEGF

VEGEF ist ein zentraler Regulator der Angiogenese. Die VEGF exprimierenden Zellen werden
durch eine Vielzahl von dufleren Faktoren beeinflusst. Zytokine, Wachstumsfaktoren und
Gonadotropine konnen die Angiogenese indirekt durch Modulierung der VEGF Expression in
spezifischen Zellen beeinflussen. Faktoren, die die VEGF Expression stimulieren sind der
Fibroblast Growth Factor (FGF-4) (Deroanne et al., 1997), Platelet derived Growth Factor
(PDGF) (Finkenzeller et al., 1992), Tumornekrosefaktor (TNF-a) (Ryuto et al.,1996),
Transforming Growth Factor (TGF-B; (Pertovaara et al.,1994), Keratinocyte Growth Factor
(KGF) (Frank et al., 1999), IGF-I Insulin-like Growth Factor (IGF) (Goad et al., 1996),
Interleukin-1b (IL-1b) (Li J et al.,1995), und Interleukin-6 (IL-6) (Cohen et al., 1996). Andere
Zytokine wie IL-10 und IL-13 hemmen die Freisetzung von VEGF (Matsumoto et al., 1997). Ein
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interessantes Beispiel, welches die Komplexizitit der VEGF Regulation widerspiegelt ist die
Wundheilung. Die Expression von KGF ist stark wiahrend der Wundheilung erhoht (Werner et
al., 1998). KGF wiederum induziert die VEGF Produktion in Keratinozyten. Ebenso stimuliert
die UV-B Strahlung die Produktion von VEGF in Keratinozyten (Brauchle et al., 1996). Ein
anderes kleines Molekiil ist Stickstoffmonooxid (NO). NO induziert eine Vasodilatation und
Permeabilitétssteigerung in BlutgefdiBen durch VEGF (Murohara et al., 1998). Als positives
Feedback wird NO durch VEGF stimuliert (Murohara et al., 1998). Hypoxie und Hypoglykémie
sind maBgebliche Stimulatoren der VEGF Expression (Shweiki et al., 1995).

1.3.5 Biologische Aktivitat von VEGF

VEGF wurde charakterisiert als ein zentraler Mediator der Endothelzellen von Arterien, Venen
und Lymphbahnen (Plouet, Bayard, 1994). Weitere Studien zeigten, dass der mitogene Effekt
auch von einigen nicht endothelialen Zellen ausgehen konne, wie von Pigmentzellen der Retina
(Guerrin et al., 1995), oder duktalen Pankreaszellen (Oberg et al., 1994) und Schwannzellen
(Sondell et al., 1999). Ubereinstimmend mit der anti-apoptotischen Aktivitit induziert VEGF die
Expression der anti-apoptotischen Proteine Bcl-2 und Al in humanen Endothelzellen (Gerber et
al., 1998). Dieser Mechanismus ist durch den Phospathidyl-Inositol (PI) 3-Kinase Weg vermittelt
(Gerber et al., 1998). Interessanterweise haben einige Studien aufgezeigt, dass VE Cadherin zur
Ubermittlung der VEGF Uberlebenssignale an Bcl-2 iiber eine komplexe Formation mit KDR
Rezeptoren und B-catenin und PI 3 Kinase braucht (Carmeliet et al., 2000).

1.3.6 Permeabilitat

VEGF induziert die Hyperpermeabilitit von  Gefillen iiber einen direkten
Signaltransduktionsweg durch die VEGF Rezeptoren der Endothelzellen (Hippenstiel et al. 1998,
Roberts, Palade, 1995, Infanger et al., 2004). Der VEGF Rezeptor ist verantwortlich fiir die
erhohte GefdBBpermeabilitit (Bates et al, 2003). Es sind 5 verschiedene Rezeptoren fiir die VEGF
Familie bekannt. VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3, Neuropillin-1 und Neuropillin-2. VEGFR-3
Rezeptoren sind hauptsédchlich im lymphatischen System exprimiert. VEGF stimuliert die
Hyperpermeabilitit mehr iiber den VEGFR-1 als iiber den VEGFR-2 Rezeptor. Dies konnte
durch spezifische Inhibition von VEGFR-2 Rezeptoren mit ZM323881 nachgewiesen werden
(Whittles et al., 2002).
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1.4 Extrazellulare Matrix

Durch eine ausgewogene Regulation und Gegenregulation werden die Bestandteile der EZM im
Gleichgewicht gehalten und lassen sich nach funktionellen Kriterien und strukturellen

Eigenschaften unterscheiden.

Beim Aufbau des Interstitiums unterscheidet man die am Aufbau beteiligten Bestandteile, sowie

die Proteine, die zur Zelloberflache gehoren, von den fibrilliren EZM-Komponenten.

Unterscheidet man nach strukturellen Eigenschaften differenzieren sich die Vertreter der

Kollagene, Proteoglykane und Glykoproteine.

1.4.1 Kollagene

Mindestens 18 unterschiedliche Glykoproteine gehoren der Gruppe der Kollagene an, die einen
Grofiteil des menschlichen Gesamtproteins ausmachen. Es ist eines der langen faserférmigen
Strukturproteine, dessen Funktion sich sehr von der globuldrer Proteine, wie den Enzymen,
unterscheidet. Strapazierfahige Biindel aus Kollagen, die so genannten kollagenen Fasern, sind
eine Hauptkomponente der EZM, werden aber auch im Inneren der Zelle gefunden. Kollagen
besitzt eine grofe Zugbelastbarkeit und ist Hauptbestandteil von Knorpel, Bindern, Sehnen,
Knochen und Zihnen. Zusammen mit Keratin ist es verantwortlich fiir die Beanspruchbarkeit
und Elastizitdt der Haut. Es festigt Blutgefdf3e und spielt eine Rolle in der Entwicklung von
Gewebe. Kollagen kommt in der Kornea und der Linse des Auges in kristalliner Form vor. Es

wird auch in der dsthetischen und Verbrennungschirurgie benutzt.

Das Tropokollagen oder die “Kollagen Molekiil”- Untereinheit ist ein ca. 300 nm langes
Stabchen mit einem Durchmesser von 1,5 nm und besteht aus drei Polypeptidstrangen, wobei
jeder Strang von einer linksdrehenden Helix gebildet wird. Diese drei linksdrehenden Helices
werden zu einer rechtsdrehenden verwickelten Spirale, einer Trippelhelix, verbunden. Es handelt
sich um eine quaterndre Struktur, die von zahlreichen hydrogenen Bindern gefestigt wird.
Tropokollagene Untereinheiten bauen sich spontan, mit gleichmiBig versetzten Enden, in
groflere Bereiche der extrazelluldren Zwischenrdume im Gewebe selbst zusammen. Es gibt
kovalente Bindungen im Inneren der Trippelhelix sowie eine grole Anzahl kovalenter
Bindungen zwischen verschiedenen Trippelhelices, um die unterschiedlichen Kollagenarten zu

bilden, die in den verschiedenen Geweben vorkommen.
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Kollagenfibrillen sind Kollagenmolekiile die in einem organisierten iiberlappenden Biindel

verpackt sind.

Ein Merkmal von Kollagen ist die regelmédBige Anordnung der Aminoséuren in jeder der drei
Ketten der Kollagen-Untereinheiten. Die Sequenz lautet meist wie folgt: Gly-X-Pro oder Gly-X-
Hyp, wobei X jede beliebige andere Aminosédure sein kann. Gly-Pro-Hyp kommt hiufig vor.
Diese Art der gleichméfBigen Anordnung und der hohe Glycin Anteil wird nur in sehr wenigen
anderen faserférmigen Proteinen, und niemals in globuldren Proteinen, gefunden. Der hohe
Gehalt von Pro und Hyp Ringen mit ihrer geometrisch abhingigen Carboxyl und sekundéren
Aminogruppe erklirt die Tendenz der individuellen Polypeptidstringe spontan linksgerichtete
Helices zu bilden, ohne hydrogene Verbindungen zwischen den Ketten. Die Trippelhelix verengt

sich unter Anspannung, widersteht Dehnung und macht Kollagen undehnbar.

Kollagen Typ I ist das wichtigste Kollagen, welches in allen Organen, insbesondere im
Bindegewebe, vorkommt. Es macht 90% des Gesamtkollagens aus. Dariiber hinaus kommt es in
Narbengewebe vor, in Sehnen, dem Endomysium von Myofibrillen und in den organischen

Anteilen von Knochen.

Die meisten Kollagene werden in einer speziellen Weise gebildet, wobei der folgende Prozess

typisch fiir Kollagen I ist:

Im Inneren der Zelle: Drei Peptidketten werden in den Ribosomen des Endoplasmatischen
Retikulums (ER) gebildet (zwei alpha-1 und eine alpha-2 Kette). Diese Peptidketten (auch als
Priaprokollagen bezeichnet) besitzen ,,Registrierungs-Peptide an jedem Ende. Ein Signalpeptid
ist ebenfalls an jedem Ende angehingt. Die Peptidketten werden in das Lumen des ER entlassen.
Die Signalpeptide bleiben im Inneren des ER kleben und die Ketten werden nun als Prokollagen
bezeichnet. Im Lumen kommt es zur Hydroxylierung von Lysin und Prolin. Dieser Prozess
benotigt Ascorbinsdure (Vitamin C) als Kofaktor. Es kommt zur Glykosylierung der spezifischen
hydroxylierten Aminosduren. Die Trippelhelixstruktur wird im ER gebildet. Prokollagen wird an

den Golgi-Apparat verbracht, wo es gebiindelt und mittels Exozytose sezerniert wird.

AuBerhalb der Zelle: Die ,,Registrierungs-Peptide” werden gespalten und Tropokollagen wird
durch die Prokollagen Peptidase gebildet.Verschiedene Tropokollagen-Molekiile bilden
Kollagenfibrillen, und mehrere Kollagenfibrillen bilden Kollagenfasern. Kollagen wird mittels

verschiedener Proteine an die Zellwand angeheftet, unter anderem von Fibrin und Integrin.
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Kollagen Typ III ist Bestandteil der groBeren BlutgefaBwénde, der lymphatischen Organe und
des Coriums der Haut. Es ist ein faserférmiges Skleroprotein und kommt dariiber hinaus im

Knochen, Knorpel und Sehnen, sowie in der Linse des Auges vor.

Kollagen Typ IV ist ausschlieflich in der Basalmembran vorhanden und liegt in gekniuelter
Form vor (Alberts et al., 1994). Es gibt sechs Gene, die damit assoziiert sind: COL4Al,
COL4A2, COL4A3, COL4A4, COL4AS und COL4AG.

Nicht-kollagene Glykoproteine haben die Fahigkeit zur direkten Bindung an die Zelle und sind
ein wichtiges Bindeglied zwischen Zellen und der EZM. Zu ihnen gehoren Fibronektin und

Laminin.

1.4.2 Fibronektin

Fibronektin ist ein hochmolekulares Glykoprotein (Molekulargewicht ca. 500 000 Da), das u. a.
von Fibroblasten, Myoblasten, Chondrozyten sowie verschiedenen Epithelzellen gebildet wird.
Fibronektin findet sich im perizelluldren Bereich von Fibroblasten und anderen adhérenten
Zellen, aber auch sonst im Bindegewebe in Form diinner Fibrillen. Es besitzt einerseits Affinitét
zu Zelloberflichen, andererseits zu Matrixsubstanzen, z.B. Kollagen; dadurch werden diese
Strukturen miteinander verbunden, auch dort, wo keine Basalmembran vorhanden ist, z.B. bei
Fibroblasten. Wie Laminin ist auch Fibronektin in der Lage, diverse Matrixkomponenten sowie

angrenzende Zellen zu verbinden (Alberts et al., 1994).
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Plasma membrane

Extracellular
matrix focal contact with laminin-1

Abb. 5: Schematischer Aufbau eines Fokalkontaktes. Die Verbindung zwischen den Aktinfilamenten des
Zytoskeletts und den Proteinen der Extrazelluliren Matrix wird iiber Cluster verschieden kombinierter
Integrin-Dimere vermittelt. Dabei entscheidet der Ligand auf der EZM iiber die Zusammensetzung der
Integrin-Rezeptoren. (Quelle: http://darwin.bio.uci.edu).

1.4.3 Osteopontin

Osteopontin (OPN) wurde erstmals als Knochen-Strukturprotein beschrieben (Senger et al.,
1979) OPN ist zwischen 44 und 75 kDa groB. Heute zdhlt OPN als wichtiger Faktor fiir die
zelluldre Immunantwort. Es wird auch als Eta-1 (early T-lymphozyte activation 1) bezeichnet,
der Genort heiit spp-1 (secreted phosphoprotein 1) (Patarca et al., 1989). Das Protein enthalt
Kalzium- und Heparin-Bindungsstellen. Hinzu kommt eine Arginin-Glycin-Aspartat (RGD)-
Sequenz, wie man sie auch in anderen EZM-Proteinen wie Fibronektin und Kollagen findet
(Patarca et al.,, 1989). Die RGD-Sequenz ist Ligand von Integrinen (avf3, avfl, avpBs)
(Denhardt et al.,, 2001). Durch Thrombinspaltung wird eine kryptische Bindungsstelle
(SVVYGLR) fiir Integrine (041, a9p1) freigelegt, sodass sich die Aktivitit der Fragmente im
Vergleich zum Gesamtprotein erhohen kann. Ein weiterer Rezeptor fiir OPN ist CD 44. Er
vermittelt OPN-induzierte Migration RGD-unabhingig (Weber et al., 1996). OPN wird in
Knochen (Osteoklasten), von Epithelzellen (z. B. aus Gastrointestinaltrakt, Lunge, Speichel- und
SchweiBdriisen) und in Korperfliissigkeiten wie Serum, Urin und Muttermilch exprimiert.
Induzierbare Quellen (in vivo und in vitro) sind Endothelzellen und glatte GefdaBmuskelzellen,
Immunzellen (Makrophagen, T-Lymphozyten, NK-Zellen) und verschiedene Tumorzellen

(Denhardt et al., 2001). OPN liegt als Monomer und als Polymer vor. Als Polymer interagiert es
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mit EZM-Komponenten wie Kollagenen und Fibronektin (Kaartinen et al., 1999). Als Monomer
hat es zytokinartige Wirkung und lockt Monozyten zum Entziindungsgeschehen, stimuliert
chemotaktische Migration von Endothelzellen und zieht glatte Muskelzellen an (Senger et al.,
1996). Weitere Organsysteme sind das GefiaBBsystem, wo OPN an Angiogenese und
Atherosklerose beteiligt ist (Denhardt et al., 2001) sowie das Immunsystem. Hier wirkt OPN
chemotaktisch und antiapoptotisch auf Monozyten und Endothelzellen (Senger et al., 1996). Bei
Osteopontin-defizienten Méusen konnte gezeigt werden, dass diese im Unterschied zu normalen
Maiusen keine Osteoporose nach Ovarektomie entwickelten (Yoshitake et al., 1999). Sie besallen
ferner Effekte in der Wundheilung (Liaw et al., 1998) und zeigten eine Verdnderung des
Wachstums- und Metastasierungsverhalten von Osteopontin-produzierenden Tumorzellen

(Crawford et al., 1998).

1.4.4 Laminin

Laminin ist das wichtigste Glykoprotein der Basalmembran. Basalmembranen und Basallaminae
gehoren zur Extrazelluldren Matrix. Sie fehlen bei beweglichen Zellen, z.B. bei Blutzellen,
Spermatozoen, Fibroblasten (Junqueira. Carneiro; 4. Auflage). Die Basalmembran besteht aus:
Lamina rara externa, Lamina densa, Lamina rara interna und Lamina fibroelastica. Es dominiert
in der Lamina rara interna. Laminin bindet einerseits an Lamininrezeptoren (Integrine) der
Plasmamembran, andererseits in der Lamina densa an Typ-IV-Kollagen (iiber das Protein
Nidogen) sowie an Proteoglykane bzw. deren Glykosaminglykanseitenketten. AuBer dem
Laminin kommen weitere Haftproteine vor, wie beispielsweise Fibronektin. Die Glykoproteine
der Basalmembran regeln die Adhésion der Zellen an ihre Umgebung (Alberts et al., 1994).
Laminin kann als feine Begrenzung der Myozyten, der Epithel- und der glatten Muskelzellen

beobachten werden.

Man unterscheidet 15 verschiedene Laminin Formen. Die Laminine-1, -3, -5, -6, -7, -10 und 11
sind in epithelialen Strukturen zu finden. Die Isoformen 2, 4 und 12 wurden in der Plazenta
(Paulsson et al., 1991), in Basalmembranen um Skelett- und Herzmuskulatur herum (Leivo und
Engvall, 1988) gefunden. Dabei ist die Expression der unterschiedlichen Laminin-Isoformen
spezifisch fiir das umgebende Gewebe. Uber die genaue Verteilung der einzelnen Isoformen ist
dennoch sehr wenig bekannt. Eine der Hauptfaktoren der Laminine besteht in der Vermittlung
von Adhédsion. Mutation der Laminin-Gene verursacht z.B. Epidermolysis bullosa oder

kongenitale muskuldre Dystrophie (Aumailley und Smyth, 1998).
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Eine Mehrexpression von Laminin, Fibronektin und Kollagenen hat einen signifikanten Einfluss
auf die systolische und auch diastolische Funktion des Herzens (Grimm et al., 1998), besonders

im Fall der adaptiven oder reaktiven Fibrose.

1.4.5 Transforming Growth Factor-f3 1

TGF-B; ist ein biologisches Protein. Es ist ein Mitglied der TGF-f; Superfamilie, die auch
Inhibin, Aktivin, anti-miillersches Hormon, bone-morphogenetic protein, und andere Mitglieder
beinhaltet. TGF-B; kontrolliert die Proliferation, Differenzierung und andere Funktionen in den

meisten Zelltypen. Es kann auch als negativer autokriner Wachstumsfaktor agieren.

TGF-B; induziert Apoptose in verschiedenen Zelltypen. Es kann Apoptose entweder iiber den
SMAD Pathway (Engel et al., 1998) oder iiber den DAXX Pathway auslosen (Perlmann et al.,
2001).

1.4.5.1 Der SMAD Pathway:

Es ist der klassische Signalweg, iiber den die Mitglieder der TGF-Familie agieren. TGF-,
Dimere binden an einen Typ II Rezeptor, welcher dann einen Typ I Rezeptor rekrutiert und
phosphoryliert. Dieser wiederum rekrutiert und phosphoryliert dann ein Rezeptor-reguliertes
SMAD (R-SMAD), SMAD-3. SMAD-3 ist in die Induktion von Apoptose eingebunden.

R-SMAD bindet nun an ein coSMAD, SMAD4, und bildet einen heteromeren Komplex. Dieser
Komplex gelangt in den Zellkern, wo er den Mitogen-aktivierten Protein Kinase 8 Pathway

aktiviert. Dieser 16st Apoptose aus.

1.4.5.2 Der DAXX Pathway:

TGF-B; kann Apoptose auch iiber den death associated protein 6 (DAXX) Pathway ausldsen. Es
wurde nachgewiesen, dass DAXX mit der Typ II TGF-; Rezeptor Kinase assoziiert und an sie
bindet.
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1.5 Zielsetzung

Das Ziel dieser Dissertation ist die Untersuchung des Einflusses von lokal appliziertem VEGF
auf das Endothel nach mikrochirugischer Anastomosierung von Arterien und die

pathophysiologische Bedeutung von VEGF.

Zu diesem Zweck wurden in einem standardisierten Modell der Gefdllanastomose an der Ratte
40 Tiere operiert. Die Ratten wurden in die Gruppe mit VEGF Behandlung oder die Gruppe mit
physiologischer NaCl (Vehikel) Behandlung randomisiert verteilt. Die Femoralarterien wurden

dann zu definierten Zeitpunkten entnommen, untersucht und miteinander verglichen:

1. Tag 0 ohne VEGF
2. Tag0 mit VEGF
3. Tag5 ohne VEGF
4. Tag5 mit VEGF
5. Tag 10 ohne VEGF
6. Tag 10 mit VEGF

Zu jedem Zeitpunkt wurden die rechte Femoralarterie ohne Anastomose und die linke

Femoralarterie mit Anastomose entnommen.

Durch histologische, elektronenmikroskopische und immunhistochemische Untersuchungen soll
festgestellt werden, ob die lokale Applikation von VEGF am anastomosierten Mikrogefdl3 die
Reendothelialisierung  fordert und/oder beschleunigt, sowie die Thrombosegefahr,

Intimahyperplasie und Adventitiahyperplasie reduziert.

Es soll die Wirkung von lokal appliziertem vaskuldren endothelialen Wachstumsfaktor (VEGF)
an der GefiBanastomose (Angiogenese / Revaskularisation) {iberpriift werden. Die
Pathophysiologie der Angiogenese ist sehr komplex. Wissenschaftliche Anstrengungen der
letzten Jahre haben die Bedeutung von VEGF im Zusammenhang mit Angiogenese
nachgewiesen. VEGF ist ein potentes Zellmitogen, welches Angiogenese induziert und die
Gefilpermeabilitit erhoht. VEGF wird in Monozyten und Makrophagen unter verschiedenen
pathologischen Bedingungen wie Hypoxie, Ischdmie in peritumoralem Gewebe und Trauma oder

Verbrennung synthetisiert.

Der Verlust des Endothels durch Gefdfltrauma bei z. B. Amputation ist mit einer erh6hten

Zellproliferation der glatten GefaBmuskulatur und einer Neointimabildung verbunden. Fehlendes

18



1 Einleitung

Endothel ist die Grundlage fiir Gefalthrombosierungen. Diese Prozesse fiihren oft im Verlauf zu
Stenosen oder Thrombosierung der Gefdfle nach chirurgischer Revaskularisation. Die schnelle
Regeneration der endothelialen Zellschicht ist wichtig um einerseits die Thrombosierung des
Gefilles zu vermeiden und andererseits ein liberschieBendes Wachstum der Neointima und der

glatten Muskelzellen nach vaskuldrem Trauma zu vermindern.

Die verantwortlichen Faktoren der endothelialen Regeneration nach GefaBtrauma sind bislang
unbekannt. Es soll einerseits gepriift werden, ob VEGF lokal eine wichtige Rolle in der
Regeneration der Endothelzellen (EC) spielt, und wenn ja, ob die Regenration der EC speziell
durch lokale Gabe von VEGF beschleunigt werden kann (Mitoseraten und Morphologie der EC).

Die Arbeitshypothese ist es zu priifen, ob die lokale Applikation von VEGF an der
Gefidlanastomose zu einer schnelleren Regeneration der Endothelzellschicht fiihrt, was indirekt
die iiberschieBende Regeneration der Neointima unterdriickt und andererseits die Gefahr der

GefaBthrombosierung vermindert.
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2 Material und Methoden

In diesem Kapitel werden der angewendete Versuchsablauf, moleklarbiologische und

immunhistologische Methoden erldutert sowie die hierbei eingesetzten Materialien aufgelistet.

2.1 Material

2.1.1 Gerate

ASMS555/0SM3 Analysesystem Radiometer, Kopenhagen, Ddnemark

Durchlauferhitzer Haake/Thermo Electron, Karlsruhe,
Deutschland

Elektronenmikroskop EM10 A Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Farbekammer ,,feucht* Eigenbau

Fotoapparat DSC-P92 Sony, Tokio, Japan

Gefrierschrank (-20 °C) Linde, Bad Herfeld, Deutschland

Gefrierschrank Thermo Forma Klatt, Berlin, Deutschland

ULT (-80 °C)

Heiz-/Riihrplatte Ika Combimag Ret Janke & Kunkel, Staufen im Breisgau,
Deutschland

Kolbenhubpipetten (versch. Volumina) Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Kiihlschrank Kiileg 0-15 °C Miinchhoff, Berlin, Deutschland
Kiihlzentrifuge 5417 R Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Leica EM TRIM Leica Mikrosysteme, Wien, Osterreich
Lichtmikroskop Axiophot Zeiss, Gottingen, Deutschland

Microm Farbeautomat HMS Microm International, Walldorf, Deutschland
Robotstainer
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Microplate Reader Model 3550

Mikrotom HM 355
Mikrowelle MICROMAT

Mini PROTEAN 3

Mini Trans-Blot

OP-Instrumentarium

OP-Mikroskop Type 355110
Histokinette-Einbett-Automat E7326
pH-Meter

PowerPac 300

Rollenpumpe 505U
Saughilfen
Scanner GT 7000

Schiittler IKA-VIBRAX-VXR

Standard Rattenkifig H1003
Thermometer Haake/Thermo Electron
Thermomixer comfort

Tischwaage 1602 MP

ULTRACUTE

Ultra-Turrax T25

Videokamera 3CCD

Bio-Rad Laboratories, Hercules, California,

USA
Microm International, Walldorf, Deutschland
AEG, Ziirich, Schweiz

Bio-Rad Laboratories, Hercules, California,

USA

Bio-Rad Laboratories, Hercules, California,

USA

S&T, Neuhausen, Schweiz

Wild, Heerbrugg, Schweiz

British American Optical Co., Bucks, England
Knick, Berlin, Deutschland

Bio-Rad Laboratories, Hercules, California,

USA

Watson Marlow, Falmouth, England
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
EPSON, Meerbusch, Deutschland

Janke & Kunkel, IKA Labortechnik, Staufen

im Breisgau, Deutschland

Alma KG, Kempten, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Satorius, Gottingen, Deutschland

Reichert-Jung Optische Werke, Wien,

Osterreich

Janke & Kunkel, IKA Labortechnik, Staufen im

Breisgau, Deutschland

Sony, Tokio, Japan
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Vortex-Genie 2

Wirmeplatte
Wiérmeschrank (37 °C) UT6
Wirmeschrank (60 °C)

Wirmeschrank (98 °C)

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

DAKO PEN S2002
Deckgliser
Deckglaspinzette
Disposable Scalpell No. 11

Dreiwegehahn Discofix

Elka Objekttrager 2406

Flacheinbettungsgieform
Gel-Blotting-Papier

Haltungsfutter fiir Ratten und Méuse
KODAK SO-163

Kunststoffwanne

Kupfer-Grids

Kiivetten Typ-Nr. 105.202-QS

Nitrocellulose-Membran 0,45 pm

Pasteurpipette

Scientific Industries, Bohemia, New York,

USA

MEDAX Nagel, Kiel, Deutschland
Heraeus, Langenselbold, Deutschland
Memmert, Schwabach, Deutschland

Memmert, Schwabach, Deutschland

DakoCytomation, Glostrup, Ddnemark

Menzel-Gléser, Braunschweig, Deutschland

VWR, Darmstadt, Deutschland
Feather Safety Co., Osaka, Japan

B. Braun Melsungen, Melsungen,

Deutschland

Glaswarenfabrik Karl Hecht, Sondheim,
Deutschland

Plano, Wetzlar, Deutschland
Satorius, Gottingen, Deutschland
(Normalfutter) Altromin

Plano, Wetzlar, Deutschland
VWR, Darmstadt, Deutschland
Plano, Wetzlar, Deutschland

Hellma, Miillheim, Deutschland

Bio-Rad Laboratories, Hercules, California,

USA

Brand, Wertheim, Deutschland
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Petrischale 120 mm
Pipettenspitzen (versch. Groflen)
Pipettenspitzen fiir Western Blot
Rasierklinge (einkantig)
Reaktionsgefal3 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml
Vicryl 3-0 PS-2S

Schlduche INFUS

96 Well-Platte 167008

2.1.3 Gebrauchsfertige Kits

BC Assay UP40840A

Laminin Immunhistology Kit

2.1.4 Tiere

ménnliche Sprague Dawley Ratten

2.1.5 Chemikalien

Acetat Puffer (2,5 mol/l, pH 5,0)
Aceton

30 % Acrylamide/Bis Solution 37,5:1

VWR, Darmstadt, Deutschland
Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland
VWR, Darmstadt, Deutschland
Plano, Wetzlar, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Ethicon, Norderstedt, Deutschland

Baxter Healthcare Corporation, Renal

Division, Illinois, USA

Nunc, Roskilde, Ddnemark

Uptima, Interchim, Montlucon, Frankreich

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

FEM / FU; amtl. Registriernummer G
0368/97 Charles Riva Wiga (Sulzfeld,
Deutschland)

Sigma, Taufkirchen, Deutschland
J. T. Baker, Deventer, Holland

Bio-Rad Laboratories, Hercules, California,

USA
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3-Amino-9-ethylcarbazol
(AEC)-Chromogen
3-Aminopropyl-Triethoxysilane

Ammoniumpersulfat (APS)

BCIP/NBT Solution UP099851
Bic 8,4 %

Bleicitrat(II)

Bromphenol Blue

BSA Standard for Protein Assay
Chloroform

3,3-Diaminobenzidin (DAB) Tabletten
EiweiB-Glycerin aus Hiihnereiweil3
Entellan Schnelleindeckmittel
Eosin

Epon (Glycidether 100)

Essigsdure

Ethanol (versch. Konzentrationen)
ExtrAvidin (Peroxidase Reagent)
Formvar 1 %

25 % Glutaraldehyd

Glycin

Goatserum (Ziegenserum)
Hydrogen Peroxid (3 % H»0,)
Isopropanol

Kaiser’s Glyceringelatine Microscopy

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Bio-Rad Laboratories, Hercules, California,

USA

Uptima, Interchim, Montlucon, Frankreich
B. Braun, Melsungen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Biomol, Hamburg, Deutschland
Uptima, Interchim, Montlucon, Frankreich
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Waldeck, Miinster, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Plano, Wetzlar, Deutschland

J. T. Baker, Deventer, Holland

J. T. Baker, Deventer, Holland

Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Plano, Wetzlar, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma, Taufkirchen, Deutschland
DakoCytomation, Glostrup, Ddnemark
Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
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Kaleidoscope Prestained Standards

Magnesiumchlorid (MgCl,)

Mayer’s Hematoxylin Solution 0,1 %
2-Mercaptoethanol

Methanol

Natriumchlorid (NaCl)

0,9 % Natrium-Chlorid-Infusionslosung
Natronlauge (NaOH)

Neoclear

Osmiumtetroxid 2 %

Paraffin Paraplast Plus

Paraformaldehyd

Pepstatin A
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Phosphat-Buffered-Saline (PBS)

0,2 M Phosphatpuffer

Salzsdure (HCI)

Sirius-Rot F3BA

Skim Milk Powder

Sodiumdodecylsulfat (SDS)

Styrol
Suprapur 30 % Wasserstoffperoxid

SW 239 A

Bio-Rad Laboratories, Hercules, California,

USA

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

J. T. Baker, Deventer, Holland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Berlin-Chemie, Berlin, Deutschland

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Plano, Wetzlar, Deutschland

Sherwood Medical Company, Norfolk,
Madison County, Nebraska, USA

Merck, Darmstadt, Deutschland

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Sigma, Taufkirchen, Deutschland
GIBCO™, Invitrogen, Paisley, UK
Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
BDH Laboratory Supplies, Poole, England
Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Bio-Rad Laboratories, Hercules, California,

USA
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

B. Braun, Melsungen, Deutschland
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TEMED
(N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamid)

Triton X-100

Trizma Base

Trizma-Hydrochlorid
Trypsin-EDTA (1x) in HBSS W/O

Tween 20

Uranylacetat 1 % EM-Klasse
VEGF s

Vulcite M2

Xylol

Zitronensduremonohydrat 99,5 % p.a.

2.1.6 Antikorper

Primarantikorper

Flk-1 (C-1158) Rabbit Polyclonal IgG

Flt-1 (H-225) Rabbit Polyclonal IgG

Integrin B; Mouse IgG

Monoclonal Anti-a-Actin
Monoclonal Mouse Anti-
Collagen Typ I (C2456)

Monoclonal Mouse Anti-Human

Bio-Rad Laboratories, Hercules, California,

USA

Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Sigma, Taufkirchen, Deutschland

GIBCO™, Invitrogen, Paisley, UK

Bio-Rad Laboratories, Hercules, California,

USA

Plano, Wetzlar, Deutschland

Chemicon International, Temecula, California

Fina Europe, Briissel, Belgien
J. T. Baker, Deventer, Holland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,

California, USA

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,

California, USA

BD Transduction Laboratories, San Jose,

California, USA
Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

DakoCytomation, Glostrup, Ddnemark
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Collagen IV

Monoclonal Mouse Anti Osteopontin

Rabbit Anti-Laminin (L9393)
Rabbit Anti-Laminin (prediluted)

VEGF (A-20) Rabbit Polyclonal IgG

Sekundarantikdrper

Biotinylated Goat Anti-Rabbit IgG
Polyclonal Swine Anti-Rabbit IgG/HRP
Rabbit Anti-Mouse IgG/HRP

Sheep Anti-Mouse 1gG

alkaline phosphatase conjugated

Sheep Anti-Rabbit IgG

alkaline phosphatase conjugated

2.1.7 Losungen und Puffer

Karnowski-Ldsung (pH 7,4)

15 ml 25 % Glutaraldehyd

45 ml 0,2 M Phosphatpuffer (pH 7,4)
40 ml 3 % Paraformaldehyd

Methacarn

60 ml Methanol (100 %)
30 ml Chloroform (100 %)
10 ml Essigsédure (100 %)

Developmental Studies Hybridoma Bank, MPIIIB10
University of lowa, Department of Biological

Sciences, lowa, USA
Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,

California, USA

Sigma, Taufkirchen, Deutschland
DakoCytomation, Glostrup, Ddnemark
DakoCytomation, Glostrup, Danemark
Chemicon International, Temecula,
California, USA

Chemicon International, Temecula,

California,USA

27



2 Material und Methoden

Paraformaldehyd (3 %0)
30 g Paraformaldehyd
1000 ml Aqua bidest.

0,01 M Citratpuffer (pH 6,0)
2,1 g Zitronensduremonohydrat 99,5 % p.a. MW=210,14
1 1 Aqua bidest.

AEC-Chromogen-L6sung

4 ml Aqua bidest.

2 Tropfen Acetat Puffer (2,5 mol/l, pH 5,0)

1 Tropfen 3-Amino-9-ethylcarbazol (AEC)-Chromogen
1 Tropfen Hydrogen Peroxid (3 % H»0,)

Lysis-Puffer (Herstellung auf Eis)

1 ml Triton X-100

0,5 ml 20 % Sodiumdodecylsulfat (SDS) MG=288,38
876 mg Natriumchlorid (NaCl)

5 ml 1 M Trizma-Hydrochlorid (pH 7,2) MW=157,6
Pepstatin A

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) MW=174,2

Sodiumdodecylsulfat (SDS)-L6sung (20 %o)
20 g SDS
100 ml Aqua bidest.

Stock-Solution Pepstatin A (Lagerung bei -20 °C)
1 mg Pepstatin A MW=685,9
1 ml Methanol

Stock-Solution Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) (Lagerung bei -20 °C)

0,1742 g Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) MW=174,2

10 ml Methanol
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Proben-Puffer (pH 6,8)

10 g SDS MG=288,38

23,64 g Trizma-Hydrochlorid MW=157,6
25 ml Ethanol

38,9 mg Glycin MW=75,07

25 mg Bromphenol Blue

Aqua bidest. auffiillen auf 100 ml

Tris-Gel-Puffer fur Laufgel (1 M, pH 8,8)
60,55 g Trizma Base MW=121,14
500 ml Aqua bidest.

Tris-Gel-Puffer fir Sammelgel (1 M, pH 6,8)
78,8 g Trizma-Hydrochlorid MW=157,6
500 ml Aqua bidest.

Ammoniumpersulfat-Lésung (5 %)
25 mg Ammoniumpersulfat (APS) MW=228,2
500 pl Aqua bidest.

Lauf-Puffer

3 g Trizma Base MW=121,14
14,42 g Glycine MW=75,07

1 g SDS

Aqua bidest. auffiillen auf 1000 ml

Transfer-Puffer

5 g Trizma Base MW=121,14
24,5 g Glycine MW=75,07
100 ml Methanol

2000 ml Aqua bidest
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Block-Puffer
50 g Skim Milk Powder
1 ml Tween 20

1000 ml PBS (Phosphate buffered Saline = phosphatgepufferteSalzlosung)

Tris-Puffer (pH 9,5)

5,85 g Natriumchlorid (NaCl)

12,11 g Trizma Base MW=121,14
10,17 g Magnesiumchlorid (MgCl,)
Aqua bidest. auffiillen auf 1000 ml
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2.2 Methoden

2.2.1 Tiermodell

Fiir die Experimente wurden speziell fiir Tierversuche geziichtete minnliche Sprague Dawley
Ratten von ca. 200-250 g der Firma Charles Riva Wiga (Sulzfeld, Deutschland) verwendet. Die
Ratten wurden nicht speziell auf die Versuche vorbereitet. Die Markierung der Tiere erfolgte
tiber Kéfigbeschriftungen. Jedes Tier hatte seinen eigenen Kéfig (Standard Rattenkéfig H1003,
Alma KG, Kempten, Deutschland) in dem Wasser und Futter zu jederzeit vor und nach den
Versuchen zur freien Verfiigung stand. Die Kéfige waren in einem mit einem zwolf Stunden
Hell — Dunkel - Zyklus Raum untergebracht. Die Protokolle sind vom Landesamt fiir
Arbeitsschutz, Gesundheitsschutz und technische Sicherheit Berlin (Tierversuchsnr: FEM / FU;
amtl. Registriernummer G 0368/97) genehmigt worden und entsprechen den Richtlinien im
,Quide for the Care and Use of Laboratory Animals* vom US National Institute of Health (NIH
Publication No. 85-23, revidiert 1985). Die Operation wurde, wie unten beschrieben,

durchgefiihrt.

Als Abbruchkriterien wurden die Infektion der Wunde und die Thrombosierung der
Femoralarterie definiert. Die Ratten wurden zu definierten Zeitpunkten bis zum zehnten Tag
nach der GefdBanastomose durch intrakardiale KCl-Injektion in Narkose getotet, worauf die

Femoralgefifle zur weiteren Analyse entnommen wurden.
Die folgenden Gruppen wurden untersucht:

Tag 0: n =15 je Gruppe

Die Ratten werden zehn Minuten nach der Gabe von intraluminalem VEGF oder 0.9 % NaCl
Losung getotet.

Tag 5: n =5 je Gruppe

Die Ratten werden fiinf Tage nach der Operation und Behandlung mit VEGF oder 0.9 % NaCl
Losung getotet.

Tag 10: n =10 je Gruppe

Die Ratten werden zehn Tage nach der Operation und Behandlung mit VEGF oder 0.9 % NaCl
Losung getotet.
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Zu jedem Zeitpunkt werden die rechte Femoralarterie ohne Anastomose und die linke
Femoralarterie mit Anastomose entnommen und fiir histologische, immunhistochemische und

Western Blot Analyse vorbereitet.

2.2.2 Operationstechnik

Fiir die Versuche wurden die Tiere in ihren Kéfigen in das Mikrochirurgische Labor gebracht
und die Tiere in der Hand auf den Riicken gedreht. Es erfolgte die intraperitoneale Gabe von
Thiopental Sodium (Brevimytal) in einer Dosierung von 100 mg/kg als Narkose. Im weiteren
Verlauf wurde die Narkosetiefe durch Umdreh-, Klammer- und Zwischenzehenreflexe iiberpriift
und bei zu leichter Anésthesie Ketanest 0,2 ml intraperitoneal nachgespritzt. Die Ratte wurde
dann auf dem Riicken liegend auf einem Korkbrett mit Pflasterstreifen fixiert, beide Leisten
rasiert, mit 70% Alkohol desinfiziert und unter die Lichtquelle und das Operationsmikroskop

positioniert.

Yy

R

|

7

aA il R0

Abb.6: Operationsmikroskop (Stereomikroskop im Labor), Ratte in Riickenlage fixiert.

Die Inzision wurde mit der Schere unter Hochhalten der Haut in Langsrichtung iiber dem linken
Oberschenkel durchgefiihrt. Es folgte anschlieBend das stumpfe Préparieren des subkutanen

Fettgewebes und nach cranial die Darstellung des Fettpolsters. Das Weichteilgewebe wurde
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zundchst mit dem Mini-Selbstspreitzer und dann mit Fischhaken zur Seite gehalten. Die
Austrocknung des Gewebes durch die Hitze der Lichtquelle und der Exposition gegeniiber der

Luft wurde durch héufiges Spiilen mit physiologischer Kochsalzlosung verhindert.

Abb. 7: Operationssituation, die Ratte liegt fixiert
in Riickenlage. Halogenlampen illuminieren den
Operationssitus.

Nun erfolgte die Darstellung des Leistenbandes und der Leistengefile mit der Arteria
epigastrica, die ligiert wurden. Mit der Milesi-Schere wurden nun die Arterie und Vene femoralis
von dem umgebenden Bindegewebe befreit und separat dargestellt. Nach der mirkochirurgischen
Darstellung der Arteria femoralis erfolgte das Anklemmen des mittleren dargestellten

Abschnittes der Arterie mit der Aclandklemme (Acland, S+T, Deutschland, Grof3e V2).
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Abb. 8: Operationssitus 1, die Arterie femoralis
ist in der Aclandklemme eingespannt

Die Adventitia wurde um die Arterie mikrochirurgisch entfernt und die Arteriotomie mit der
geraden Mikroschere durchgefiihrt. Der distale und proximale GefdBschenkel wurden mit
Heparin Losung (1:1000) ausgespiilt. Mit der Aclandklemme erfolgte nun die Approximation der
beiden GefdBstiimpfe. Die Anastomose der Arterie wurde mit 11/0 Ethilon Einzelknopfndhten
unter dem Operationsmikroskop durchgefiihrt.

Abb. 9: Operationssitus 2, die Arteria femoralis ist
in der Aclandklemme eingespannt

Bevor die letzte Naht gesetzt wurde, wurden 10 ng/ml VEGF 164 oder 0,9 % NaCl Losung (je
nach Gruppe) mit einer feinen Kaniile in das GefdBlumen instilliert und fiir zehn Minuten
belassen, wiahrend die letzte Naht durchgefiihrt wurde. Nach Freigabe der Aclandklemmen zeigt

sich sofort, dass die Anastomose durchgédngig war, in dem sich der distale Arterienanteil fiillte.
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Abb. 10: Operationssitus,
Durchfiihrung der intraluminalen
Gabe von VEGF

Abb. 11: Operationssitus, die
Anastomose ist durchgefiihrt

Die Durchgingigkeit der Anastomose wurde auch durch den Mikropinzettentest gepriift. Hierzu
wurde die Arterie distal der Anastomose durch eine Mikropinzette so stark gedriickt, dass der
Blutfluss unterbrochen war. Eine zweite Mikropinzette wurde etwas distal von der ersten
Mikropinzette angelegt und das Lumen durch die Pinzette verschlossen. Die proximale Pinzette
wurde gedffnet und die Fiillung des GefdBabschnittes beobachtet. Sofortige Fiillung zeigte die
Durchgéngigkeit der Anastomose an. Eine langsame Fiillung zeigte sich bei GefaB3spasmus,

partieller Thrombose oder technischem Fehler. Keine Fiillung bedeutet komplette Thrombose
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oder eine groben technischen Fehler. Nachdem die Durchgéingigkeit der Anastomose gesichert
war, erfolgte die ausfiihrliche Spiilung des Wundgebietes und eine intradermale Naht mit 3/0
Nylon Nihten durchgefiihrt und mit Jod desinfiziert, um eine Selbstverstiimmelung durch die

Ratte zu vermeiden.

Wihrend der Operation und der Aufwachphase wurde eine Wirmelampe benutzt, um die
Korpertemperatur des Tieres bei 37 °C zu halten. Nach der Operation wurde die Ratte in einen
mit weichen Tiichern ausgekleideten Kifig gelegt, in den zur supportiven Therapie 100 %
Sauerstoff iiber eine Leitung eingeleitet wurde. Ebenso wurde eine Warmelampe an den Kifig

gestellt, um ein Auskiihlen des Tieres zu vermeiden.

Zur postoperativen Schmerzbehandlung wurden intraperitoneal 0.05 mg/kg Buprenorphin
(Temgesic) injiziert. Nach dem vdlligen Aufwachen der Ratte wurde diese wieder in ihrem
eigenen Kéfig in den Tierstall gebracht und dort engmaschig liberwacht. Postoperativ wurden die
Tiere engmaschig kontrolliert um eine Beeintrachtigung frithzeitig zu bemerken und

gegebenenfalls den Versuch abzubrechen, um unnétiges Leiden des Tieres zu verhindern.
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2.2.3 Histologische Untersuchung

2.2.3.1 Fixierungen der Préparate

Die Ratten wurden zu definierten Zeitpunkten bis zum zehnten Tag nach der Gefdllanastomose
durch intrakardiale KCl-Injektion in Narkose getotet, worauf die Femoralgefille zur weiteren

Analyse entnommen wurden.

Sofort nach der Entnahme der rechten Femoralarterie ohne Anastomose und die der linken
Femoralarterie mit Anastomose nach unterschiedlicher Behandlung mit VEGF oder 0.9 % NaCl

Losung wurden diese fixiert.

Abhiéngig von der weiteren Verwendung wurden die Préparate in unterschiedlichen Losungen

fixiert.

Um die Strukturen der Arterie, insbesondere der FemoralgefaBe, mdglichst natiirlich in ihrer
Architektur beurteilen zu konnen, wurden die Pridparate zum einen iiber Nacht in frisch
angesetzter Methacarn-Losung (60 ml 100 % Methanol, 30 ml 100 % Chloroform, 10 ml 100 %
Essigsédure) fixiert (Shibutani et al., 2000), zum anderen mit Karnowski-Losung (15 ml 25 %
Glutaraldehyd, 45 ml 0,2 M Phosphatpuffer, 40 ml 3 % Paraformaldhyd) (Uneyama et al., 2002).

Die Fixierung mit Methacarn eignet sich insbesondere flir immunhistochemische
Untersuchungen. Die Fixierung mit Karnowski-Losung eignet sich besonders fiir die

elektronenmikroskopische Untersuchung.

Beide Fixierungslosungen miissen gekiihlt aufbewahrt werden. Methacarn sollte direkt nach der

Herstellung verwendet und danach verworfen werden.

Ist eine ldngere Fixierungszeit notwendig oder vorgesehen, sollte anstelle der Methacarn-Losung

Formalin verwendet werden.

2.2.3.2 Einbettung

Bevor die in Methacarn fixierten Arterien in diinne Schnitte auf Objekttriger gezogen werden
konnen, erfolgt die Einbettung in Paraffin. Hierfiir werden sie zunichst iiber Nacht in 80 %
Ethanol gelegt, um mittels des Histokinette-Einbett-Automaten (Fa. British American Optical,
Bucks, England) in einer aufsteigenden Ethanolreihe, Isopropanol, einer Intermediumslésung
sowie dem 60 °C heillen Paraffin gemidfl dem Standardprotokoll behandelt zu werden: Je zwei

Stunden 90% Ethanol, 95 % Ethanol, zweimal zwei Stunden 100 % Ethanol, drei Stunden 100 %
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Isopropanol, dreimal drei Stunden Vulcite (Intermediumslésung), fiinf Stunden Paraffin und

Vulcite (1:1), 14 Stunden Paraffin.

Zuerst wurden die Proben entwissert, anschlieBend wurde der Alkohol entfernt um im letzten

Schritt die Proben in fliissigem Paraffin einzubetten.

Nach der Inkubation der Proben iiber Nacht in fliissigem Paraffin werden diese im Anschluss in
60 °C heilem Paraffin eingeblockt und nach der Abkiihlung auf Raumtemperatur zur
vollstdndigen Durchhértung {iber Nacht bei -20 °C gelagert. Danach werden die Paraffinblocke

bei Raumtemperatur autbewahrt.

2.2.3.3 Anfertigung silanisierter Objekttriager

Um ein festes Haften der geschnittenen Préparate zu gewéhrleisten, miissen die Objekttrager mit
einem Adhaesivum behandelt werden. Fiir die histologischen Standardfiarbungen (Sirius-Rot-
Férbung), wird auf die Objekttrager vor dem Aufziehen der Schnitte eine diinne Schicht Eiweil3-

Glycerin aufgetragen.

Die Methode der Wahl fiir die immunhistochemischen Farbungen stellt die Behandlung mit
APTS-Losung (3-Aminopropyl-Triethoxysilane) dar. Hiezu werden die Objekttriger zunichst
fiir fiinf Minuten in einem Aceton-Bad gereinigt und entfettet um anschlieBend mit der APTS-
Losung (196 ml Aceton, 4 ml APTS) ebenfalls fiir fiinf Minuten behandelt um dann zweimal fiir

je funf Minuten mit Aqua bidest. gespiilt zu werden.

Die Trocknung der silanisierten Objekttriager erfolgte tiber Nacht im Warmeschrank bei 37 °C.

2.2.3.4 Anfertigung von Paraffinschnitten

Die Schnitte werden mit einem Mikrotom angefertigt. Nachdem die Paraffinblocke fiir drei
Minuten auf einem Bad fliissigen Stickstoffs gekiihlt worden sind, um einen homogenen Schnitt
zu gewidhrleisten, wird der Paraffinblock in den Schlitten des Mikrotoms eingespannt und
getrimmt. Sobald die geeignete Schnittebene errecht ist, werden 3 um dicke Schnitte angefertigt,
die in einem Warmwasserbad (37 °C) aufgefangen werden. Hier werden sie gestreckt, um glatt
auf einen mit Eiwei-Glycerin beschichteten Objekttriger flir die immunhistochemischen
Féarbungen aufgezogen werden zu konnen. Die aufgezogenen Schnitte werden zunéchst auf einer
Wirmeplatte (40 °C) vorgetrocknet. AnschlieBend werden sie im Wirmeschrank iiber Nacht
getrocknet (Schnitte fiir die Standardfarbung bei 60 °C, Schnitte fiir immunhistochemische
Féarbungen bei 37 °C).
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2.2.3.5 Standardfarbung: Sirius-Rot

Die Sirius-Rot-Fiarbung wurde mit einem Firbeautomat gemi dem folgenden Protokoll

durchgefiihrt.

Zunichst erfolgte eine Inkubation der Schnitte fiir 3 Minuten in Neoclaer. Danach erfolgt die
Reinigung mittels einer absteigenden Alkoholreihe; (100 % Ethanol, 90 % Ethanol, 80 %
Ethanol, 70 % Ethanol fiir je fiinf Minuten), eine Spiilung mit flieBendem Wasser fiir drei

Minuten und eine mit Aqua dest. flir zwei Minuten.

Die Féarbung erfolgt mit Sirius-Rot F3BA fiir 60 Minuten. Danach wird fiir vier Minuten mit
einer 0,01 M HCI die Fixierung begonnen. Des Weiteren erfolgt mittels der aufsteigenden
Alkoholreihe (70 % Ethanol, 90 % Ethanol fiir je drei Minuten, zweimal 95 % Isopropanol,

zweimal 100 % Isopropanol fiir je fiinf Minuten) die Entwésserung der Schnitte.
Abschlieflend erfolgt die endgiiltige Fixierung mit Neoclaer fiir 30 Minuten.

Im Anschluss werden die Praparate mit Entellan eingedeckelt, lichtmikroskopisch aufgenommen

und mittels Videokamera digitalisiert.

2.2.4 Immunhistochemie

Immunhistochemische Techniken beruhen auf dem Prinzip der Bindung eines spezifischen
Antikorpers an das darzustellende Antigen und der anschlieBenden Sichtbarmachung des

gebundenen Antikorpers.

Spezifische Antigene werden lichtmikroskopisch mittels indirekter Immunhistochemie
nachgewiesen. Antikorper, die gegen das zu detektierende Antigen (z.B. Substruktur eines
Proteins) gerichtet sind und an diesen Strukturen haften, werden als Primédrantikorper bezeichnet.
Bei der indirekten Immunhistochemie wird ein gegen den Primirantikorper gerichteter und
enzymgekoppelter Sekundirantikérper verwendet, wihrend bei der direkten Immunhistochemie
der Primérantikdrper selbst enzymgekoppelt ist. Da der Sekunddrantikdrper an verschiedene
Epitope des Primérantikorpers binden kann und somit die Bindung mehrerer Sekundarantikdrper
an einen Primdrantikorper moglich ist, ist die indirekte immunhistochemische Methode durch
Amplifizierung der Farbung bei der Entwicklung deutlich sensitiver als die direkte Methode. Die
Entwicklung erfolgt durch enzymatische Umsetzung eines farblosen Substrates, das zu einem
farbigen Niederschlag umgebaut wird und die Strukturen anfirbt, an die der Primdrantikdrper

gebunden hat (Noll und Schaub-Kuhnen, 2000).
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2.2.4.1 Entparaffinierung von Schnitten

Die zuvor hergestellten Paraffinschnitte werden zur vollstindigen Trocknung iiber Nacht bei
37 °C in einem Wéarmeschrank gelagert, am nichsten Tag in einer absteigenden Alkoholreihe
(jeweils zehn Minuten lang: Xylol, 100 % Ethanol, 96 % Ethanol, 70 % Ethanol) entparaffiniert
und dreimal mit PBS gewaschen und rehydriert. AnschlieBend werden die Préparate zehn
Minuten lang in Aceton bei — 20 °C nachfixiert und dreimal mit PBS gewaschen. Um zu
gewihrleisten, dass sich die in den folgenden Schritten auf das Préparat pipettierten
Fliissigkeiten nicht auf dem gesamten Objekttriager verteilen und somit verdiinnt werden, wird

das Priparat nach der Entparaffinierung mit einem DAKO PEN markiert.

Da die zu detektierenden Antigene teilweise durch Proteinvernetzung infolge der Fixierung und
Einbettung in ihrer dreidimensionalen Struktur verdndert und somit fiir den Antikdrper nicht
mehr erkennbar sind, miissen die antigen Epitope entweder enzym- oder hitze-induzierte oder

durch Kombination beider Methoden demaskiert werden.

Fiir die enzymatische Demaskierung werden die Schnitte 20 Minuten mit Trypsin/EDTA

inkubiert. Nach der Inkubation werden die Schnitte dreimal mit PBS gewaschen.

Fiir die hitze-induzierte Demaskierung werden die Schnitte in der Mikrowelle, vollstindig von
Citratpuffer bedeckt, 20 Minuten gekocht. Nach der Inkubation werden die Schnitte dreimal mit

PBS gewaschen.

2.2.4.2 Immunhistochemische Fiarbung

Die zuvor entparaffinierten Schnitte inkubieren fiir 30 Minuten in einer 1 % Ziegen-
Serumldsung (Konzentration 1:100, verdiinnt in PBS), auf diese Weise werden elektrostatische
Ladungen der Proteine gesittigt, hydrophobe Bindungen blockiert und damit die unspezifische
Bindung der spédter aufgebrachten Antikdrper verhindert.

Das Serum wird abgekippt und die Schnitte werden mit dem zuvor mit PBS verdiinnten
Primérantikdrper beschichtet. Bei allen verwendeten Primédrantikorpern wurde eine
Inkubationzeit von 60 Minuten gewéhlt. Da sowohl der Sekunddrantikorper als auch die

Konzentration antikorperspezifisch ist variiert diese und ist der Tabelle 1 zu entnehmen.
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Primarantikorper Konzentration Sekundéarantikorper
. ) Rabbit Anti-Mouse
Monoclonal Mouse Anti-Collagen I 1:100 1eG/HRP
Polyclonal Rabbit Anti-Fibronektin 1:500 Goat Anti-Rabbit IgG (biotinyliert)
Polyclonal Rabbit Anti- . : ) .
Laminin prediluted Goat Anti-Rabbit IgG (biotinyliert)
Monoclonal Mouse Anti- ) Rabbit Anti-Mouse
Osteopontin 1:50 IgG/HRP

Tab. 1:  Ubersicht der Primirantikorper mit den entsprechenden Konzentrationen und verwendeten
Sekundirantikorper

Es wurden zwei methodisch unterschiedliche Sekunddrantikdrper verwendet. Zum einen ein
HRP-gekoppelter Sekundarantikérper (indirekte Peroxidase Methode), zum anderen ein HRP-
gekoppelter, biotinylierter Sekundérantikdrper (Streptavidin-Biotin Technik).

Bei Verwendung eines gegen den Primédrantikdrper gerichteten, HRP-gekoppelten
Sekundérantikdrpers wird das Préparat fiir 60 Minuten mit diesem inkubiert. Auch hier gilt, dass

die Konzentration antikorperspezifisch ist und aus der Tabelle 2 zu entnehmen ist.

Sekundarantikérper | Konzentration Inkubationszeit Entwicklungssubstrate
Rabbit Anti-Mouse . .
1oG/HRP 1:40 60 Minuten DAB
Goat Anti-Rabbit IgG
(biotinyliert) prediluted 20 Minuten AEC

Tab.2: Ubersicht der verwendeten Sekundirantikdrper und der entsprechenden Konzentrationen,
Inkubationszeiten und Entwicklungssubstrate

Nachdem der tiiberschiissige Sekunddrantikorper durch dreimaliges Waschen mit PBS entfernt
worden ist, erfolgte die fiinfminiitige Entwicklung mit 40 ml 3,3-Diaminobenzidin (DAB)-
Entwicklungslosung (10 mg DAB =1 Tablette gelost in 20 ml PBS) und 800 pl 30 % H,0,-
Losung (100 pl 30 % H»O, verdiinnt in 10 ml PBS) je Kiivette. Das durch die Horsesadish
Peroxidase enzymatisch umgesetzte Farbprodukt, das an Bindungsstellen des Primérantikorpers

sichtbar wird, ist von braunem Kolorit.

Nach flieBender Wisserung mit Aqua dest. fiir finf Minuten zur Entfernung des
Entwicklungssubstrates erfolgt die blaue Gegenfiarbung der Zellkerne fiir zwei Minuten mit

Mayer’s Himatoxylin, das zuvor im Verhéltnis 1:5 mit sterilem Aqua dest. verdiinnt worden ist.

Um das tiberschiissige Himatoxylin zu entfernen wurden die Schnitte erneut fiir fiinf Minuten in

Aqua dest. flieBend gewdssert. Danach wurden die Priparate mittels einer aufsteigenden
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Alkoholreihe entwissert (je eine Minute: 70 % Ethanol, 96 % Ethanol, 100 % Ethanol,
abschlieend fiinf Minuten Xylol) und mit Entellan eingebettet.

Bei Verwendung eines gegen den Primérantikorper gerichteten HRP-gekoppelten, biotinylierten
Sekundirantikorpers wird das Priparat fiir 20 Minuten in diesem inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen mit PBS wird der Schnitt fiir weitere 20 Minuten in einer Avidin gekoppelten
Peroxidase Reagent gegeben. Auf Grund der sehr grofen Affinitit von Streptavidin (aus dem
Bakterium Streptomyces avidinii isoliertes tetrameres Glykoprotein) zu Biotin (Vitamin B7,
Vitamin H) bilden sich Streptavidin-Biotin-Enzymkomplexe. Nachdem die Priparate dreimal
mit PBS gewaschen worden sind, erfolgt zur Entwicklung die Inkubation mit AEC-Chromogen-
Losung direkt auf dem Schnitt. Die Inkubation findet unter mikroskopischer Kontrolle statt und

dauert etwa 18 Minuten.

Auch bei dieser Methode erfolgte die Gegenfiarbung mit Mayer’s Hédmatoxylin (Kernféarbung).

Nach erneuter Wisserung werden die Schnitte mit Kaiser’s Glyceringelatine eingebettet.

Um die Spezifitit der indirekten immunhistochemischen Farbungen zu kontrollieren, wird filir
jedes Préparat eine Negativkontrolle angefertigt, die das gesamte Farbeprotokoll parallel zu den
zu untersuchenden Schnitten durchlduft, ohne jedoch mit dem antigenspezifischen
Primérantikdrper inkubiert zu werden. Demzufolge ist jedes in der Negativkontrolle auf eine

unspezifische Reaktion zurtickzufiihren, die korrigiert werden muss.

Grundsatzlich findet jede Inkubation in einer feuchten Kammer statt, das bedeutet bei geséttigter

Luftfeuchtigkeit und ohne Lichtexposition, um zu verhindern, dass die Schnitte austrocknen.

2.2.4.3 Bildanalyse der immunhistochemischen Farbungen

Um die morphologischen Verdnderungen semiquantitativ beurteilen zu koénnen, werden die

immunhistochemisch gefarbten Préparate bildanalytisch ausgewertet.

Fiir die automatische Bildanalyse wird ein Photomikroskop Axiophot der Firma Carl Zeiss
verwendet, welches mit einem Videosystem der Firma AVT-HORN verbunden ist. Dieses
Videosystem beinhaltet eine Farb-Videokamera mit drei 1/2"-CCD-Chips, ein externes
Kamerasteuergerdt und einen Frame Grabber. Um von dem angegebenen Bereich in der
Femoralarterie digitale Bilder zu erhalten, wurde die Farb-Videokamera mit dem externen
Kamerasteuergerdt an einen Computer, Power Macintosh 8200/120, und dem Frame Grabber
angeschlossen. Mit Hilfe des Analyseprogrammes Scion Image (Version 1.63 Mac Os, Scion

Corporation, Washington D.C, USA) werden alle Praparate am Computer ausgewertet.
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Von jedem GefdaBwand-Schnitt werden 10 Gesichtsfelder (Flache pro ausgezdhltem Feld:
75286,74 ym”) unter dem Lichtmikroskop (VergroBerung 200x) zufillig ausgewihlt und
ausgewertet. Hierfiir wird zundchst die Farbeaufnahme in eine Schwarz-Weill-Aufnahme
umgewandelt. Durch Justierung eines Schwellenwertes (Threshold) werden die in der
Farbaufnahme angefdrbten Areale geschwirzt, wihrend nicht-angefarbte Areale weil3 bleiben.

Die geschwirzte Fliache wird in Relation zur Gesamtfldche der Aufnahme gesetzt.

Die Aufnahme findet bei diesen immunhistochemischen Farbungen mit 400x Vergroferung statt.
Die Umwandlung in eine Schwarz-Weill-Aufhahme sowie die Justierung eines Schwellenwertes
entfallen. Die Schichtdicke der immunhistochemisch angefarbten Areale wird unter Verwendung

des Bildanalyseprogrammes Scion Image direkt gemessen.

Alle Messungen werden im Doppelblindversuch durch zwei unabhédngige Untersucher

durchgefiihrt.

2.2.5 Gelelektrophorese und Western Blot Analyse

Um die mittels Immunhistochemie gewonnenen Daten zu verifizieren, werden definierte
Proteinmengen nach Extraktion aus den Segmenten der GefiBwénden mittels Polyacrylamid-
Gelelektrophorese aufgetrennt und anschlieBend auf eine Membran iibertragen. Da die Antigene
der immobilisierten Proteine noch ihre Immunreaktivitdt besitzen, konnen sie mit Hilfe von
Antikorpern und Enzymsubstraten qualitativ und semiquantitativ bestimmt werden. Es konnen
Aussagen zu Mengenverhidltnissen der Proteine, jedoch keine Aussagen {iiber
Gesamtproteinkonzentrationen getroffen werden. In Korrelation zur immunhistochemischen
Untersuchung handelt es sich um eine indirekte Immunmarkierung; der Primérantikorper ist
gegen das zu detektierende Antigen, der markierte Sekunddrantikdrper gegen den
Primérantikdrper gerichtet. Der Sekundérantikdrper ist wiederum mit einer alkalischen

Phosphatase konjugiert, die mittels Substrat-Umsetzung eine Detektion ermdglicht.

2.2.5.1 Proteinextraktion

Um aus den GefdBwinden aller vier Gruppen eine losliche Proteinfraktion zu extrahieren,
werden diese zundchst in je 1 ml eisgekiihltem Lysis-Puffer mittels Ultra-Turrax unter stdndiger
Kiihlung fiir 30 Minuten homogenisiert und lysiert. Die Zellmembranen werden aufgeschlossen,
die dabei freiwerdenden Proteasen, die den Nachweis der Proteine durch deren Destruktion

qualitativ und quantitativ beeintrdchtigen, werden durch die Zugabe von 10 pl
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Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) und 5 ul Pepstatin A je Milliliter Lysispuffer inhibiert. Die
Homogenate werden fiir 30 Minuten bei 4 °C mit 10.000 U/min zentrifugiert. Die Uberstéinde
werden in Eppendorfgefafe tiberfiihrt und bis zur weiteren Verwendung bei - 80 C gelagert.

2.2.5.2 Gesamtproteinbestimmung

Im weiteren Verlauf muss die Gesamtproteinkonzentration der Proben bestimmt werden. Dieses

erfolgt mit dem BC-Assay-Kit (Uptima, Interchim, Montlucon, Frankreich) per Extinktion.

Von jeder Probe werden 10 pl der Proteinfraktion mit 200 ul Bestimmungsreagenz (bestehend
aus 196 pl Reagenz A und 4 pul Reagenz B) in je ein Well einer auf Eis stehenden 96 Well-Platte
pipettiert. Als Referenzwert werden je 10 pl einer Standardverdiinnungsreihe (S; 2000 pug/ml, S,
1000 pg/ml, S3 500 pg/ml, S4 250 pg/ml, Ss 125 pg/ml, Se¢ 62,5 pg/ml, S; 31,25 pg/ml) aus
bovinem Serumalbumin (BSA) eingesetzt. Als Nullwert (Blank) werden 10 pl Lysis-Puffer mit
200 pl Bestimmungsreagenz pipettiert. Um Pipettier- und Messfehler auszugleichen, erfolgt die

Proteinbestimmung einer jeden Probe im Dreifachansatz.

AnschlieBend wird die 96 Well-Platte abgedeckt, 30 Sekunden geschiittelt und 30 Minuten bei
60°C im Wirmeschrank inkubiert. Um die Reaktion zu stoppen, werden die Proben anschlieBend
fiinf Minuten im Kiihlschrank bei 4°C abgekiihlt. Die Messung der Farbstoffintensititen von
Proben, Standards und Nullwert werden im Spektrometer bei einer Wellenlinge von 540 nm

gemessen.

Die Auswertungssoftware Mikroplate Manager PC (Version 4.0, Bio-Rad Laboratories,
Hercules, California, USA) errechnet anhand der Kurve der Extinktionswerte der definierten
Standards die jeweilige Gesamtproteinkonzentration der Proben. Nach Kontrolle der
Standardabweichung der Dreifachansitze wird der Mittelwert als Gesamtproteinkonzentration

der Konzentrationsangleichung zugrunde gelegt.

Die anschlieBende Reduzierung der Proteinfraktionen dient der Spaltung von Disulfidbindungen,
um die Bindungsstellen den Antikdrpern frei zugénglich zu machen. Hierzu wird in einem
Eppendorf-Gefal je 1 ml Proteinsuspension mit 250 ul Proben-Puffer und 62,5 ul 2-
Mercaptoethanol versetzt und fiir 15 Minuten im Thermomixer bei 95 C denaturiert. Nach
Abkiihlung auf Raumtemperatur kdnnen die Proben bis zur weiteren Verwendung bei - 20°C

aufbewahrt werden.

Um bei der Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) gleiche

Probenvolumina auftragen zu konnen, werden die unterschiedlichen
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Gesamtproteinkonzentrationen der einzelnen Proben mit Lysispuffer auf eine einheitliche

Gesamtproteinkonzentration eingestellt.

2.2.5.3 SDS-PAGE (Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese)

Die Auftrennung der Proteine erfolgt mit dem Mini-PROTEAN 3-System, Aufbau und

Verwendung der Apparatur erfolgen gemil der Angabe des Herstellers.

Das Polyacrylamidgel, dass vor jedem Versuch neu angesetzt werden muss, wird zwischen zwei
Glasplatten, die zuvor mit 80 % Ethanol gereinigt worden sind, gegossen. Je mnach
Molekulargewicht des zu detektierenden Proteins wird ein Trenngel mit unterschiedlicher Dichte
verwendet: Fiir die Detektion von Kollagen Typ I, III, IV , flk-1, und Fibronektin wird ein %
7,5 %iges Trenngel verwendet, die Proteine des Osteopontins in einem 10 %igen und TGF-B1

und VEGF werden in einem 12 %igen Trenngel detektiert.

Nach dem Ansetzen der Trenngel-Losung (Zusammensetzung sieche Tab.3) werden je Gel 100 pl
einer 5% Ammoniumpersulfat-Losung (APS) und 10 pl TEMED als
Polymerisationsbeschleuniger hinzu gegeben. Die Losung wird mit einer Pasteurpipette
zwischen die Glasplatten gefiillt und mit Aqua bidest. liberschichtet, um eine ebene Oberfldche
zu gewdbhrleisten. Nach der Polymerisation (ca.30 Minuten) wird die iiberschichtende
Fliissigkeit vollstindig entfernt und das Trenngel mit einem weiteren so genannten Sammelgel
(Herstellung siehe Tab. 3) iiberschichtet, in dem ein Kamm platziert wird, der nach der
Polymerisation entfernt wird. Dies dient zur Erzeugung von Kammern, in die spiter die

verschiedenen Proben eingebracht werden.

Trenngel Sammelgel
Substanzen

7,5 % 10 % 12 % 4 %

30 % Acrylamid [ml] 2,5 3,3 4.0 0,67

. 2,5 2,5 2,5 1,25

Tris-Gel-Puffer i) (PHSS)  (HS8)  (pHSS) (pH 6,8)

20 % SDS [ml] 50 50 50 25
Aqua bidest. [ml] 4,85 4,05 3,35 3
5% APS [pl] 100 100 100 50
TEMED [ul] 10 10 10 5

Tab. 3: Zusammensetzung der Polyacrylamid-Gele; Mengenangaben fiir jeweils zwei Gele

Das so entstandene Gel wird in die Elektrophoresekammer eingebracht und diese mit Laufpuffer
gefiillt. In jede der oben beschriecbenen Kammern werden 10 pl der jeweiligen Probe

(Proteinextrakt) pipettiert. Zusdtzlich wird noch in eine der Kammern 10 pl eines Markers
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gegeben. Der Marker besteht aus einer definierten Mischung farblich markierter Proteine
unterschiedlichen Molekulargewichtes. Auf diese Weise lassen sich die Qualitit von
Elektrophorese und Transfer beobachten, sowie spéter das Molekulargewicht der detektierten

Banden abschitzen.

Nach Auftragen der Proben werden {iber eine Spannungsquelle fiir 15 Minuten konstant 80 Volt
angelegt, um die Proben an dem Ubergang zwischen Sammel- und Trenngel auf ein Niveau zu
bringen. AnschlieBend werden die Proben fiir weitere 60 Minuten bei konstant 120 Volt

aufgetrennt.

2.2.5.4 Western Blot

Nach Abschluss der Elektrophorese wird das Gel aus der Apparatur herausgenommen. Fiir die
Ubertragung und  Fixierung  der elektrophoretisch  aufgetrennten  Proteine  auf

Nitrocellulosemembran wird das Mini Trans-Blot-System verwendet.

Im so genannten Sandwich-Verfahren werden Filterpapier, Gel, Nitrocellulosemembran und ein
weiteres Filterpapier zwischen zwei Fiber-Pads geschichtet und in die Blotkammer eingespannt,

die mit Transferpuffer gefiillt wird.

Um den Transfer der Proteine vom Trenngel auf die Nitrocellulosemembran zu gewihrleisten
wird fiir eine Stunde eine Spannung von konstant 120 Volt angelegt. Durch die hohe Stromstérke
kommt es zu einer Warmentwicklung, welches die Proteine schidigen konnte, deshalb werden

Kiihlakkus in das System eingebracht

2.2.5.5 Immunmarkierung

Nach Abschluss des Transfers wird die Nitrocellulosemembran aus der Blotkammer genommen
in eine Petrischale gegeben und zur Absittigung unspezifischer Bindungen iiber Nacht bei 4°C in

Blockpuffer inkubiert.

Der Primirantikorper zur Markierung des zu detektierenden Antigens wird in Blockpuffer
aufgenommen (Verhiltnis 1:1000) und die Nitrozellulosemembran, die zuvor in eine Petrischale

iiberfiihrt wurde damit tiberschichtet. (Tab.: 4)
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Primérantikorper Sekundérantikorper
Monoclonal Mouse Anti-Kollagen Typ I Sheep Anti-Mouse IgG
Monoclonal Mouse Anti-Kollagen Typ III Sheep Anti-Mouse IgG
Monoclonal Mouse Anti-Kollagen Typ IV Sheep Anti-Mouse IgG
Monoclonal Mouse Anti-Fibronektin Sheep Anti-Mouse IgG
Polyclonal Rabbit Anti-flk-1 Sheep Anti-Rabbit IgG
Monoclonal Mouse Anti-Osteopontin Sheep Anti-Mouse IgG
Polyclonal Rabbit Anti-TGF-p1 Sheep Anti-Rabbit IgG
Polyclonal Rabbit Anti-VEGF Sheep Anti-Rabbit IgG

Tab. 4: Ubersicht der verwendeten Primirantikdrper mit Konzentrationen und verwendeten Sekundérantikorper

Die Inkubation wird bei Raumtemperatur fiir eineinhalb Stunden bei Schwenkbewegungen auf
einem Schiittler vorgenommen, um eine gleichmiBige Verteilung des Antikorpers zu
gewdhrleisten. Im Anschluss wird die Membran dreimal jeweils 10 Minuten mit

antikorperfreiem Blockpuffer unter Schwenkbewegungen gewaschen.

Darauthin erfolgt fiir eine Stunde bei Raumtemperatur eine Inkubation des in Blockpuffer
aufgenommenem Sekundirantikorpers (Verhéltnis 1:5000), der zum einen gegen den

Primirantikorper gerichtet ist, zu anderen mit einer alkalischen Phosphatase konjugiert ist.

Fiir monoklonale in der Maus produzierte Primdrantikorper wird ein entsprechender gegen
Mausantigene gerichteter Sekundirantikorper, fiir polyklonale im Kaninchen entwickelten

Primérantikorper wird ein gegen Kaninchenantigene gerichteter Sekundarantikdrper verwendet.

Nach der Inkubation wird die Membran dreimal jeweils 10 Minuten mit Tris-Puffer unter

Schwenkbewegungen gewaschen.

Nach Zugabe des Entwicklers BCIP/NBT (5-Bromo-4-chloro-3-indoyl-phosphat und
Nitroblautetrazolium) werden die spezifischen Bindungen der Antikoérper durch das
enzymatische Umsetzen der Substrate durch die alkalischen Phosphatase in Farbprodukte
sichtbar. Die Entwicklung erfolgt lichtgeschiitzt auf dem Schiittler bis die Bandenfarbung die

gewlinschte Intensitét erreicht hat.
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Nach Abschluss der Entwicklung wird die Membran mit Aqua dest. gespiilt, um ein weiteres
Nachdunkeln zu verhindern. AnschlieBend werden die Membranen lichtgeschiitzt bei

Raumtemperatur auf einem Filterpapier getrocknet.

2.2.5.6 Densitometrische Auswertung

Um Verdanderungen des spezifischen Proteingehalts semiquantitativ beurteilen zu konnen,
werden die getrockneten Nitrocellulosemembranen mit einem Scanner digitalisiert und mit dem
Programm AIDA (Aida Advanced Image Data Analyser, Version 2.11, Raytest
IsotopenmefBgerdte GmbH, Straubenhardt, Deutschland) densitometrisch quantifiziert. Hierzu
werden gleich grof8e Messfelder iiber die einzelnen Banden gelegt, die Hintergrundfarbung wird
von dem Integral der einzelnen Farbflichen und -intensititen abgezogen, die zueinander in

Relation gesetzt werden (Integral-Bkg [%]).

2.2.6 Transmissionselektronenmikroskopie

2.2.6.1 Fixierung der Gewebeproben

Fiir die elektronenmikroskopischen Untersuchungen wird die Femoralarterie der Versuchstiere
sowohl in nativem Zustand als auch null, fiinf und zehn Tage nach Anastomose bzw.
Behandlung mit VEGF unter dem Operationsmikroskop wunter Zuhilfenahme des
mikrochirurgischen Operationsinstrumentariums herauspripariert und in frisch angesetzter,

gekiihlter Karnowski-Losung liber Nacht fixiert.

2.2.6.2 Einbettung der Gewebeproben

Nach dreimaliger Spililung mit PBS (0,1 M) fiir jeweils 15 Minuten, werden die Préparate zur
Kontrastierung mit 2 ml frisch angesetzter Losung aus 2 % Osmiumtetroxid und PBS (0,2 M) im
Verhéltnis 1:1 fiir zwei Stunden beschichtet, um Lipid- und Proteinstrukturen
elektronenmikroskopisch sichtbar zu machen. Nach Entfernung der Osmiumtetroxid-Losung
erfolgt eine erneute dreimalige Spiilung mit PBS (0,1 M) fiir je 15 Minuten. Der Entwésserung
des Gewebes in einer aufsteigenden Alkoholreihe (Jeweils 10 Minuten 30 % Ethanol und 50 %
Ethanol, zweimal 20 Minuten 70 % Ethanol, 10 Minuten 90 % Ethanol, dreimal 20 Minuten
100 % Ethanol) schliet sich die Beschichtung der Arterien mit der Intermediumslésung Styrol
fiir weitere 15 Minuten, mit einer Mischung aus Epon und Styrol im Verhiltnis 1:1 fiir 24
Stunden und mit reinem Epon fiir weitere 24 Stunden an. Das Gewebe wird in eine

FlacheinbettungsgieSform gegeben, zur Vermeidung von Luftblasen fiir eine Stunde mit Epon
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beschichtet und im Folgenden fiir 72 Stunden im Wérmeschrank bei 60 °C bis zur vollstindigen

Polymerisation des Epons gelagert.

2.2.6.3 Vorbereitung der Objekttriager

Um ein festes Haften und gerades Aufliegen der geschnittenen Priparate auf dem Kupfernetz zu
gewihrleisten, miissen die Kupfer-Grids mit einem diinnen Film eines Elektronenstrahl-

durchlissigen Adhaesivums iiberzogen werden, das gleichzeitig den Schnitt stabilisiert.

Die Methode der Wahl ist die Beschichtung der Kupfer-Grids mit Formvar. Gereinigte
Objekttrager werden luftblasenfrei in die gefilterte 1 % Formvar-Losung gegeben, die darauf
langsam ablaufen muss bis ein silber-grauer Film entsteht. Randstindiges Formvar wird mit
einer Rasierklinge entfernt. Der Formvar-Film wird im Folgenden durch Eintauchen in Aqua
bidest. vom Objekttriger gelost. Die Kupfer-Grids werden auf den abgeldsten Formvar-
Filmgelegt, wieder aufgenommen und bis zur vollstindigen Trocknung bei Raumtemperatur

gelagert.

2.2.6.4 Anfertigung transmissionselektronenmikroskopischer Schnitte

Der fertige Epon-Block wird mit einer Rasierklinge zugeschnitten und mit der Frise Leica EM
TRIM getrimmt, bis die zu untersuchende Ebene erreicht ist. Die elektronenmikroskopischen
Schnitte des in Epon eingebetteten Gewebes werden mit dem Mikrotom ULTRACUT E
zundchst als lichtmikroskopisch beurteilbarer Dickschnitt (5 um) und anschlieBend als
Diinnschnitt (50 nm) angefertigt. Der Diinnschnitt wird auf einem Wasserbad aufgefangen und
auf einem Formvar beschichteten Kupfer-Grid aufgezogen. Die aufgezogenen Schnitte werden

tiber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet.

2.2.6.5 Nachkontrastierung transmissionselektronenmikroskopischer Schnitte

Um eine detaillierte  Darstellung der morphologischen  Verhéltnisse bei den
elektronenmikroskopischen ~Aufnahmen zu erhalten, wird der aufgezogene Schnitt

nachkontrastiert.

Der Schnitt wird fiir 15 Minuten mit einer 1 % Uranylacetat-Losung beschichtet, zweimal in

gefiltertem Aqua bidest. gespiilt und darauf bis zur volligen Trocknungstaubfrei verwahrt.

Anschliefend wird das Préparat fiir flinf Minuten mit Bleicitrat beschichtet, erneut zweimal in
gefiltertem Aqua bidest. gespiilt und vor der elektronenmikroskopischen Untersuchung fiir

mindestens einen Tag unter sterilen Kautelen getrocknet.
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2.2.6.6 Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme

Die Probeschnitte werden mit einem Transmissionselektronenmikroskop beurteilt und auf einen
speziellen EM-Film fiir die Transmissionselektronenmikroskop aufgenommen. Nach dessen
Entwicklung werden die Bilder via Scanner digitalisiert und mit dem Bildbearbeitungsprogramm
Adobe Photoshop CS2 (Adobe Photoshop CS2, Version 9.0, Adobe Systems, San Jose,
California, USA) nachkontrastiert.

2.2.7 Statistik

Zur statistischen Auswertung werden die durch die beschriebenen Untersuchungsmethoden
erhobenen Einzelwerte der jeweiligen Versuchsgruppe zugeordnet. Im Folgenden werden der

arithmetische Mittelwert und die Standardabweichung errechnet.
Die Durchfiihrung eines statistischen Lagetestes ermdglicht den Vergleich der Versuchsgruppen.

Die Uberpriifung der Einzelwerte auf das Vorliegen einer Normalverteilung ist der geringen
Fallzahl je Gruppe (n =5) wegen nicht moglich. Der Wertebereich realer Daten ist in der Natur
stets beschrankt und besteht dementsprechend aus endlich vielen diskreten Werten. Dies
widerspricht der Normalverteilungsannahme (Trampisch et al., 2000), somit kann davon

ausgegangen werden, dass in der Natur keine Normalverteilung vorliegt.

Fiir den Vergleich von jeweils zwei unabhingigen Stichproben wird als nichtparametrisches
Verfahren der U-Test nach Mann und Whitney (Mann und Whitney, 1947) durchgefiihrt. Um
den Einfluss des intraluminal verabreichten VEGF in der anastomosierten Arterie zu
untersuchen, werden zum einen die Gruppen ohne Gefdllanastomose mit und ohne Behandlung
mit VEGF verglichen; zum anderen wird der Einfluss der Behandlung mit VEGF in den

anastomosierten GefiaBBen untersucht, indem die vier Gruppen miteinander verglichen werden.

Anhand der Berechnung der Uberschreitungswahrscheinlichkeit (p-Wert) soll statistisch gezeigt
werden, wie signifikant sich die verglichenen Untersuchungsgruppen voneinander unterscheiden.
Eine statistische Signifikanz wird akzeptiert, wenn bei einer angenommenen

Irrtumswahrscheinlichkeit von o = 5% der p-Wert < 0,05 ist.

Fiir die Berechnung der arithmetischen Mittelwerte und der jeweiligen Standardabweichungen
sowie fiir den statistischen Lagetest wird das Programm SPSS fiir Windows (Version 11.5, SPSS

Inc., Chicago, Illinois, USA) verwendet. Die graphischen Darstellungen der Einzelwerte als
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vertical points-scatter plots werden mit dem Programm SigmaPlot fiir Windows (Version 8.0,

SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA) durchgefiihrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Operationstechnik

3.1.1 Durchflussrate

Der Pinzettendurchflusstest zeigte eine Durchgingigkeit von 100% bei allen operierten Ratten
nach der Anastomose. Ein Gefd3 bei den mit Vehikel (0,9% NaCl Losung) behandelten Tieren

war in der Anastomose thrombosiert.

3.1.2 Effekt von VEGF auf die Uberlebensrate

Alle VEGF behandelten Tiere, die mikrochirurgisch operiert wurden haben die gesamte

Beobachtungszeit von zehn Tagen {iberlebt.

In der mit Vehikel behandelten Gruppe starben zwei Tiere. Ein Tier verstarb am zweiten
postoperativen Tag an Hypovoldmie nach einer Blutung aus einem Defekt in der Anastomose,
das andere Tier verstarb an einer Pneumonie am achten postoperativen Tag. Beide Todesfille

sind unabhéngig von der Behandlung mit VEGF aufgetreten.

3.1.3 VEGF verbessert die Reendothelialisierung (rET)

Es zeigt sich eine verbesserte Reendothelialisierung fiinf Tage nach der Behandlung mit VEGF
im Vergleich zur mit Vehikel behandelten Gruppe.

In der Elektronenmikroskopie fand sich die vollstindige rET und Heilung der mit VEGF
behandelten Gefifle am zehnten postoperativen Tag (Abb. 12). Die mit Vehikel behandelten
Gefille weisen in der Elektronenmikroskopie eine Defektheilung auf, wie in Abbildung 12 zu

sehen ist.
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3.2 Morphologie

3.2.1 Transmissionselektronenmikroskopie

Die transmissionselektronenmikroskopischen Aufnahmen der femoralen Arterien zeigen in allen
Gruppen eine normale Zellmorphologie. Die mit VEGF behandelten anastomosierten Arterien
weisen keinen Defekt in der Basalmembran nach Abschluss der Heilung nach zehn Tagen auf.
Die mit Vehikel behandelten anastomosierten Arterien zeigen eine deutliche Defektheilung in

der Basalmembran.

Abb. 12: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme der Femoralarterie (VergroBerung 1:4000)

A: Kontrolle: Die unbehandelte Kontrollarterie weist eine normale Basalmembran auf (Pfeil).

B: Anastomose mit VEGF: Die mit VEGF behandelte anastomosierte Arterie weist nach
zehn Tagen einen verschlossenen Basalmembrandefekt (Pfeil) auf, die Heilung ist
deutlich sichtbar und das rET ist klar nachweisbar.

C: Anastomose mit Vehikel: Nach zehn Tagen zeigt sich eine deutliche Defektheilung.
Die Basalmembran ist weiterhin offen (Pfeil).
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3.2.2 Sirius-Rot-Firbung

Die Sirius-Rot-Fiarbung nach Junqueira et al. (1978) zeigt eine normale GefiBmorphologie der

Femoralarterien in allen untersuchten Gruppen.

Da Osteopontin die Kollagenorganisation beeinflusst, wurde auch die Expression von Kollagen
in den Gefdflen mit und ohne Anastomose untersucht. Anhand der Sirius-Rot-Férbung kann ein
klarer Anstieg von Kollagen Typ I im perivaskuldren Bindegewebe (Abb. 14A) fiinf Tage nach
der Anastomosierung im Vergleich zur Kontrollgruppe (Gefial ohne Anastomose) nachgewiesen

werden (Abb. 13A, B).

Abb. 13:  Lichtmikroskopische Aufnahmen (LM) der Sirius-Rot-Farbung und polarisationsmikroskopische
Aufnahmen (PM)fiinf Tage nach der Anastomosierung

A: LM: Kontrollgefal ohne Anastomose mit Vehikel (NaCl-Losung) behandelt
B: PM: Kontrollgefdfl ohne Anastomose mit Vehikel (NaCl-Losung) behandelt

Durch die mikroskopische Aufnahme mit Polarisationslicht ist eine Differenzierung der
Kollagentypen I und III moglich. Kollagen I besitzt unter polarisiertem Licht eine gelbe bis
rotliche Farbung, wéhrend sich Kollagen Typ III mit griinlicher Farbung prisentiert.

Die Gabe von VEGF fiihrt zu einem Anstieg von Kollagen Typ III in den KontrollgefdBen (Abb.
14C, D) und einer extrem hohen Anhdufung in den anastomosierten Gefillen (Abb. 14 E, F).
Kollagen Typ I ist auch in den anastomosierten GefaBlen nachweisbar (gelbe, orange und rote

Féarbung).
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Abb. 14:  Lichtmikroskopische Aufnahmen (LM) der Sirius-Rot-Farbung und polarisationsmikroskopische
Aufnahmen (PM) fiinf Tage nach der Anastomosierung

A: LM: GefiBle nach Anastomosierung mit Vehikel (NaCl-Losung) behandelt
B: PM: GefidBle nach Anastomosierung mit Vehikel (NaCl-Losung) behandelt
C. LM: KontrollgefaBe ohne Anastomose mit VEGF behandelt

D: PM: KontrollgefdBe ohne Anastomose mit VEGF behandelt

E: LM: GefdBe nach Anastomosierung mit VEGF behandelt

F: PM: Gefifle nach Anastomosierung mit VEGF behandelt

55



3 Ergebnisse

Die Prozente der Mediafibrose zur GefaBlumen Ratio ist in Abb. 15 dargestellt.
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Abb. 15: Darstellung der prozentualen Verhéltnisse der Mediafibrose zum Lumen nach
Behandlung mit VEGF Vergleich Tag Null und fiinf Tage ohne und mit
einer Anastomosierung

ohne Anastomose mit Anastomose
0 Tag 0 Tag 5 Tag 0 Tag 0 Tag 5 Tag
—VEGF +VEGF —VEGF —VEGF +VEGF —VEGF
0 Tag +VEGF n.s. n.s
5 Tag —VEGF n.s. n.s.
5 Tag +VEGF 0,002 0,004 0,003 0,001 0,001 0,001
Tab. 5:  Darstellung der statistischen Auswertung der Sirius Rot Farbung % Media Fibrose: Lumen Ratio.

Der Signifikanzwert (p =); Signifikanz bei p < 0.05

Am fiinften Tag hat VEGF die Mediafibrose in den anastomosierten und den nicht

anastomosierten Geféllen signifikant erhoht. Die Media / Lumen Ratio (Verhéltnis Media zum

Lumen) ist klar in den mit VEGF anastomosierten Gefdflen erhoht (Abb. 16).

56



3 Ergebnisse
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Abb.16: Darstellung der prozentualen Verhéltnisse Media zu Lumen nach Behandlung mit
VEGF. Vergleich zehn Minuten und fiinf Tage ohne und mit einer Anastomosierung.

ohne Anastomose mit Anastomose
0 Tag 5 Tag 0 Tag 0 Tag 5 Tag
—VEGF 0 Tag +VEGF —VEGF —VEGF +VEGF —VEGF
0 Tag +VEGF n.s. n.s.
5 Tag —VEGF n.s. n.s.
5 Tag +VEGF n.s. 0,033 n.s. 0,001 0,001 0,001

Tab. 6:  Darstellung der statistischen Auswertung der Sirius Rot Farbung Media : Lumen Ratio.
Der Signifikanzwert (p =); Signifikanz bei p < 0.05
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Abb. 17: Mikroskopische Aufnahmen der immunhistochemischen Farbung von Osteopontin

A: KontrollgefdBBe ohne Anastomose mit VEGF behandelt

B: Gefalle nach Anastomosierung mit VEGF behandelt

C: Kontrollgefdfl ohne Anastomose mit Vehikel (NaCl-Ldsung) behandelt

D: Kontrollgefdal ohne Anastomose mit Vehikel (NaCl-Losung) behandelt nach fiinf Tagen

Die quantitative Bildanalyse zeigt einen klaren Anstieg von Osteopontin in den mit VEGF

behandelten Gefdllen, sowohl mit als auch ohne Anastomose (Abb. 17).
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Abb. 19: Darstellung mittels der indirekten Immuno-Peroxidase Methode. Gezeigt wird das
prozentuale Verhéltnis Osteopontin zu Lumen im Vergleich fiinf Tage ohne und mit
Anastomosierung und mit und ohne VEGF Behandlung

ohne ohne mit
Anastomose | Anastomose | Anastomose
—VEGF +VEGF —VEGF
ohne Anastomose

+VEGF 0,014
mit Anastomose

_VEGF n.s. 0,021
mit Anastomose

VEGF 0,028 n.s. 0,05

Tab. 7:  Darstellung der statistischen Auswertung der Osteopontin Farbung fiinf Tage
nach Behandlung. Der Signifikanzwert (p =); Signifikanz bei p < 0.05
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3.3 VEGF-A

3.3.1 Semiquantitativer Nachweis der Proteinsynthese von VEGF-A mittels

Western Blot Analyse

Fiir den semiquantitativen Nachweis der Proteinsynthese von VEGF-A mittels Western Blot

Analyse werden je Gruppe n = 4 femorale Arterien untersucht.

Die Western Blot Analyse der Proteinsynthese von VEGF-A zeigt eine signifikante Reduzierung
in der anastomosierten Kontrollgruppe im Vergleich zur nicht behandelten Kontrollgruppe am
Tag Null. In der anastomosierten Gruppe ist ein deutlicher Anstieg vom VEGF-A Protein in der
mit VEGF behandelten Gruppe im Vergleich zur Vehikel behandelten Gruppe, sowohl am Tag
Null als auch am Tag zehn nach Behandlung. Ebenso zeigt sich ein signifikanter Anstieg des
Proteins zwischen den beiden VEGF behandelten Gruppen. (Tag Null gegen Tag zehn). Die
maximale VEGF-A Proteinmenge konnte zehn Tage nach VEGF Gabe und Operation detektiert

werden.
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Abb. 19:  Graphische Darstellung der Western Blot Analyse von VEGF-A. Einzelwerte der
Densitometrie und Abbildung eines Beispielblots (n = 4)

ohne Anastomose mit Anastomose
0 Tage 0 Tage 10 Tage 10 Tage 0 Tage 0 Tage 10 Tage 10 Tage
-VEGF +VEGF -VEGF +VEGF -VEGF +VEGF -VEGF +VEGF
0 Tage
) VEGF 0,043 0,043 0,021 0,020
0 Tage
/2 VEGE | 0043 0,021 | 0,020
10 Tage
4 _VEGF 0,034 0,032
St 10Ta
ge
+VEGF 0,043 0,021 0,020 0,042
0 Tage
n VEGF 0,021 0,021 0,034 0,021 0,020 0,034 0,020
A 0 Tage
a +VEGF 0,020 0,020 0,020 0,019
10 Tage
8 por 0,034 0,032
10 Tage 0,020 0,032 0,042 0,020 0,019 0,032
+VEGF b 9 9 b 9 b

Tab. 8:  Darstellung der statistischen Auswertung der Western Blot Analyse von VEGF-A. Angabe der
Signifikanzwerte (p = ); Signifikanz bei p < 0,05.
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3.4 f1k-1

3.4.1 Semiquantitativer Nachweis der Proteinsynthese von flk-1 mittels

Western Blot Analyse

Fiir den semiquantitativen Nachweis der Proteinsynthese von flk-1 mittels Western Blot Analyse

werden je Gruppe n = 4 Femoralarterien untersucht.

Die Western Blot Analyse der Proteinsynthese von flk-1 ergab eine signifikante Reduktion in der
anastomosierten Kontrollgruppe im Vergleich zur nicht behandelten Kontrollgruppe am Tag
Null. Es zeigten sich signifikante Erhohungen von flk-1 Protein in der anastomosierten Gruppe

in allen Gruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe.
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Abb. 20: Graphische Darstellung der Western Blot Analyse von flk-1. Einzelwerte der
Densitometrie und Abbildung eines Beispielblots (n = 4)
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0 Tage
-VEGF
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0 Tage
+VEGF

10 Tage
-VEGF

10 Tage
+VEGF

0 Tage
-VEGF

mit Anastomose

0 Tage
+VEGF

10 Tage
-VEGF

10 Tage
+VEGF

0 Tage
-VEGF
0 Tage
+VEGF
10 Tage
-VEGF
10 Tage
+VEGF

4 o3 0

0,050

0,050

0,029

0 Tage
-VEGF
0 Tage
+VEGF
10 Tage
-VEGF
10 Tage
+VEGF

Qe B >+

0,029

0,043

0,043

Tab. 9:

Angabe der Signifikanzwerte (p = ); Signifikanz bei p > 0,05.

Darstellung der statistischen Auswertung der Western Blot Analyse von flk-1.
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3.5 TGF-B,

3.5.1 Semiquantitativer Nachweis der Proteinsynthese von TGF-B; mittels

Western Blot Analyse

Fir den semiquantitativen Nachweis der Proteinsynthese von TGF-B; mittels Western Blot

Analyse werden je Gruppe n = 4 Femoralarterien untersucht.

Die Western Blot Analyse der Proteinsynthese von TGF-f3; zeigte eine signifikante Erh6hung der
jeweils mit VEGF behandelten Gruppen im Vergleich zur mit Vehikel behandelten Gruppe. Dies
gilt sowohl fiir die Gruppen mit und ohne Anastomose. Zusitzlich konnte ein signifikanter
Anstieg innerhalb der anastomosierten Gruppe von Tag Null zu Tag zehn (mit und ohne VEGF
Behandlung) nachgewiesen werden. Die maximale TGF-B; Proteinmenge konnte zehn Tage nach

VEGF Gabe und Operation detektiert werden.
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Abb. 21: Graphische Darstellung der Western Blot Analyse von TGF-3; Einzelwerte der
Densitometrie und Abbildung eines Beispielblots (n = 4)
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ohne Anastomose

mit Anastomose

0 Tage 0 Tage 10 Tage 10 Tage 0 Tage 0 Tage 10 Tage 10 Tage
-VEGF +VEGF -VEGF +VEGF -VEGF +VEGF -VEGF +VEGF
0 Tage
) VEGF 0,021 0,021 0,020 0,05 0,021
0 Tage
A VEGr | 0021 0,034 0,021 0,021
n 10 Tage
a  _VEGF 0,034 0,034 0,032 0,050 0,034
St 10Ta
ge
+VEGF 0,021 0,034 0,021 0,020
0 Tage
+  _VEGF 0,021 0,021 0,020 0,034 0,021
A 0Tage
1 +VEGF 0,020 0,032 0,020 0,020 0,020
10 Tage
a VEGF 0,05 0,050 0,034 0,034
10 Tage 0,021 0,021 0,034 0,021 0,020 0,034
+VEGF b b b b bl b

Tab. 10: Darstellung der statistischen Auswertung der Western Blot Analyse von TGF-f3;.

Angabe der Signifikanzwerte (p = ); Signifikanz bei p < 0,05.
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3.6 Osteopontin

3.6.1 Immunhistochemische Firbung von Osteopontin

Abb. 22:  Mikroskopische Aufnahme der immunhistochemischen Farbung Osteopontin

A: KontrollgefdBe ohne Anastomose mit VEGF behandelt

B: Gefalle nach Anastomosierung mit VEGF behandelt

C: Kontrollgefdfl ohne Anastomose mit Vehikel (NaCl-Ldsung) behandelt

D: Kontrollgefal ohne Anastomose mit Vehikel (NaCl-Losung) behandelt nach fiinf Tagen

Die quantitative Bildanalyse zeigt in der Abbildung 22 einen klaren Anstieg von Osteopontin in

den mit VEGF behandelten Gefidflen, sowohl mit als auch ohne Anastomose.
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3.6.2 Semiquantitativer Nachweis der Proteinsynthese von Osteopontin

mittels Western Blot Analyse

Fiir den semiquantitativen Nachweis der Proteinsynthese von Osteopontin mittels Western Blot

Analyse werden je Gruppe n = 4 Femoralarterien untersucht.

Die Western Blot Analyse der Proteinsynthese von Osteopontin zeigt eine signifikante Erhdhung
der jeweils mit VEGF behandelten Gruppen im Vergleich zur mit Vehikel behandelten Gruppe.
Dies gilt sowohl fiir die Gruppen mit und ohne Anastomose. Zusitzlich konnte ein signifikanter
Anstieg innerhalb der anastomosierten Gruppe von Tag Null zu Tag zehn nachgewiesen werden
(sowohl mit als auch ohne VEGF Behandlung). Die maximale Osteopontinproteinmenge konnte

zehn Tage nach VEGF Gabe und Operation detektiert werden.
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Abb. 23: Graphische Darstellung der Western Blot Analyse von Osteopontin. Einzelwerte der
Densitometrie und Abbildung eines Beispielblots (n = 4)
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ohne Anastomose

mit Anastomose

0 Tage 0 Tage 10 Tage 10 Tage 0 Tage 0 Tage 10 Tage 10 Tage
-VEGF +VEGF -VEGF +VEGF -VEGF +VEGF -VEGF +VEGF
0 Tage
) VEGF 0,021 0,021 0,021 0,043 0,021
0 Tage
A +VEGF 0,021 0,034 0,021 0,034 0,021
10 Tage
a  _VEGF 0,034 0,034 0,034 0,034 0,05 0,034
St 10 Tage
VEGF 0,021 0,034 0,021 0,021 0,034
0 Tage
+  _VEGF 0,021 0,021 0,034 0,021 0,021 0,034 0,021
A 0Tage
1 +VEGF 0,043 0,034 0,021 0,021 0,021
10 Tage
a VEGF 0,034 0,050 0,034 0,034 0,034
T | oo | oo | o0 0021 | 0021 | 0034
+VEGF 2 > 2 2 B >
Tab. 11: Darstellung der statistischen Auswertung der Western Blot Analyse von Osteopontin.

Angabe der Signifikanzwerte (p =); Signifikanz bei p < 0,05.
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3.7 Kollagen Typ I

3.7.1 Immunhistochemische Firbung von Kollagen Typ I

Abb. 24: Mikroskopische Aufnahme der immunhistochemischen Farbung Kollagen Typ I

A: Kontrollgefdl ohne Anastomose mit Vehikel (0,9% NaCl-Losung) behandelt
B: Gefall nach Anastomosierung und VEGF Behandlung

C: Gefdf3 nach Anastomosierung und Vehikel (0,9% NaCl-Losung) behandelt

D: Gefdl ohne Anastomosierung und VEGF Behandlung

Die mit VGEF behandelten Gefdlle zeigen eine deutliche positive Farbung des Kollagen Typ I
im Vergleich zu den mit Vehikel behandelten Gefa3en.
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3.7.2 Semiquantitativer Nachweis der Proteinsynthese von Kollagen Typ I

mittels Western Blot Analyse

Fiir den semiquantitativen Nachweis der Proteinsynthese von Kollagen Typ I mittels Western

Blot Analyse werden je Gruppe n = 4 Femoralarterien untersucht.

Die Western Blot Analyse der Proteinsynthese von Kollagen Typ I zeigt eine signifikante
Erhohung innerhalb der nicht anastomosierten Gruppen (Tag Null und Tag zehn) der Vehikel zur
VEGF behandelten Gruppen. Auch in der anastomosierten Gruppe konnte gezeigt werden, dass
zehn Tage nach Behandlung mit VEGF eine signifikante Erh6hung im Vergleich zur Vehikel
behandelten Gruppe auftritt.
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Abb. 25: Graphische Darstellung der Western Blot Analyse von Kollagen Typ 1.
Einzelwerte der Densitometrie und Abbildung eines Beispielblots (n = 4)
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ohne Anastomose

mit Anastomose

0 Tage 0 Tage 10 Tage 10 Tage 0 Tage 0 Tage 10 Tage 10 Tage
-VEGF +VEGF -VEGF +VEGF -VEGF +VEGF -VEGF +VEGF
0 Tage
) VEGF 0,021 0,021
0 Tage
/1: +VEGF 0,021 0,034 0,034 0,021
10 Tage
a  _VEGF 0,034 0,034 0,034 0,034
St 10 Tage
+VEGF 0,034
0 Tage
+ -VEGF 0,043
A 0Tage
n TVEGF 0,034 0,043
10 Tage
& _VEGF 0,034 0,034
Toa0Tae |0, 0,034 0043 | 0043 | 0034
+VEGF 2 2 2 2 2

Tab. 12: Darstellung der statistischen Auswertung der Western Blot Analyse von Kollagen Typ L.
Angabe der Signifikanzwerte (p = ); Signifikanz bei p < 0,05.
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3.8 Kollagen Typ III

3.8.1 Semiquantitativer Nachweis der Proteinsynthese von Kollagen Typ III
mittels Western Blot Analyse

Fiir den semiquantitativen Nachweis der Proteinsynthese von Kollagen Typ III mittels Western
Blot Analyse werden je Gruppe n = 4 Femoralarterien untersucht.

Die Western Blot Analyse der Proteinsynthese von Kollagen Typ III zeigt sowohl zehn Tage
ohne als auch mit Anastomose einen signifikanten Anstieg der VEGF Gruppen zu den Vehikel
behandelten Gruppen. Ebenso zeigt sich eine signifikante Erhdhung in der anastomosierten
Gruppe zwischen Null Tagen und zehn Tagen nach VEGF Behandlung. Die maximale Kollagen
Typ III Proteinmenge konnte zehn Tage nach VEGF Gabe und Operation detektiert werden.
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Abb. 26: Graphische Darstellung der Western Blot Analyse von Kollagen Typ III.
Einzelwerte der Densitometrie und Abbildung eines Beispielblots (n = 4)
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ohne Anastomose

mit Anastomose

0 Tage 0 Tage 10 Tage 10 Tage 0 Tage 0 Tage 10 Tage 10 Tage
-VEGF +VEGF -VEGF +VEGF -VEGF +VEGF -VEGF +VEGF
0 Tage
) VEGF 0,021 0,021 0,034 0,021
0 Tage
/1: +VEGF 0,034 0,043 0,021 0,050 0,021
10 Tage
4 _VEGF 0,034 0,034 0,034
St 10 Tage
VEGF 0,021 0,043 0,034 0,021 0,043 0,043 0,021
0 Tage
+  _VEGF 0,021 0,021 0,021 0,021
A 0Tage
1 +VEGF 0,043 0,021
10 Tage
a VEGF 0,034 0,050 0,043 0,034
F10Tee | o000 | oo | oo | oox | oom | oom | oos
+VEGF 2 > 2 2 2 2 >

Tab. 13: Darstellung der statistischen Auswertung der Western Blot Analyse von Kollagen Typ III.
Angabe der Signifikanzwerte (p =); Signifikanz bei p < 0,05.
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3.9 Kollagen Typ IV

3.9.1 Semiquantitativer Nachweis der Proteinsynthese von Kollagen Typ IV
mittels Western Blot Analyse

Fiir den semiquantitativen Nachweis der Proteinsynthese von Kollagen Typ IV mittels Western

Blot Analyse werden je Gruppe n = 4 Femoralarterien untersucht.

Die Western Blot Analyse der Proteinsynthese von Kollagen Typ IV zeigt nur eine leichte
Erhohung aller VEGF behandelten Gruppen untereinander. Die maximale Kollagen Typ IV
Proteinmenge konnte zehn Tage nach VEGF Gabe und Operation detektiert werden.
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Abb. 27: Graphische Darstellung der Western Blot Analyse von Kollagen Typ IV.
Einzelwerte der Densitometrie und Abbildung eines Beispielblots (n = 4)
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3.10 Fibronektin

3.10.1 Immunhistochemische Fiarbung von Fibronektin

Abb. 28: Mikroskopische Aufnahme der immunhistochemischen Farbung Fibronektin

A: Kontrollgefal ohne Anastomose mit Vehikel (0,9% NaCl-Losung) behandelt
B: Gefall nach Anastomosierung und VEGF Behandlung

C: Gefdf3 nach Anastomosierung und Vehikel (0,9% NaCl-Losung) behandelt

D: Gefidl ohne Anastomosierung und VEGF Behandlung

Anhand der mikroskopischen Aufnahmen ldsst sich deutlich eine Zunahme des Fibronektin

Proteins nach Anastomosierung und VEGF Behandlung erkennen.
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3.10.2 Semiquantitativer Nachweis der Proteinsynthese von Fibronektin

mittels Western Blot Analyse

Fiir den semiquantitativen Nachweis der Proteinsynthese von Fibronektin mittels Western Blot

Analyse werden je Gruppe n = 4 Femoralarterien untersucht.

Die Western Blot Analyse der Proteinsynthese von Fibronektin zeigt in der nicht
anastomosierten Gruppe keine signifikanten Verdnderungen. Lediglich kann ein geringer
Anstieg der VEGF behandelten Gruppen beobachtet werden. Bei der anastomosierten Gruppe
kann ein signifikanter Anstieg des Fibronektin Proteins sowohl am Tag Null als auch zehn Tage
nach VEGF Behandlung im Vergleich zur jeweiligen Vehikel behandelten Gruppe gezeigt
werden. Die maximale Fibronektin Proteinmenge konnte zehn Tage nach VEGF Gabe und

Operation detektiert werden.
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Abb. 29: Graphische Darstellung der Western Blot Analyse von Fibronektin.
Einzelwerte der Densitometrie und Abbildung eines Beispielblots (n = 4)
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0 Tage
-VEGF

ohne Anastomose

0 Tage
+VEGF

10 Tage
-VEGF

10 Tage
+VEGF

0 Tage
-VEGF

mit Anastomose.

0 Tage
+VEGF

10 Tage
-VEGF

10 Tage
+VEGF

0 Tage
-VEGF
0 Tage
+VEGF
10 Tage
-VEGF
10 Tage
+VEGF

2O

0,043

0,043

0,043

0,043

0,043

0,043

0,034

0,021

0,034

0 Tage
-VEGF
0 Tage
+VEGF
10 Tage
-VEGF
10 Tage
+VEGF

Qe 5 >+

0,034

0,021

0,043

0,034

0,043

0,034

0,021

0,021

0,034

0,034

0,021
0,021

0,034

Tab. 14: Darstellung der statistischen Auswertung der Western Blot Analyse von Fibronektin.
Angabe der Signifikanzwerte (p =); Signifikanz bei p < 0,05.
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3.11 Laminin

3.11.1 Immunhistochemische Firbung von Laminin

D

Abb. 30: Mikroskopische Aufnahme der immunhistochemischen Farbung Laminin

A: Kontrollgefal ohne Anastomose mit Vehikel (0,9% NaCl-Losung) behandelt
B: Gefal nach Anastomosierung und VEGF Behandlung

C: GefaB nach Anastomosierung und Vehikel (0,9% NaCl-Losung) behandelt

D: Gefdl ohne Anastomosierung und VEGF Behandlung

Anhand der mikroskopischen Aufnahmen lésst sich deutlich eine Zunahme des Laminin Proteins

nach Anastomosierung und VEGF Behandlung erkennen.
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4 Diskussion

Das vorrangige Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss von VEGF auf die Reendothelialisierung

(rET) nach mikrochirurgischen Gefaf3trauma zu untersuchen.

4.1 Die Wirkungen von VEGF im Bereich der Mikrochirurgie

Angiogenese und Neovaskularisation werden mafigeblich durch VEGF gesteuert. VEGF ist auch
als vaskuldrer Permeabiltatsfaktor bekannt. Es ist gezeigt worden, dass VEGF in vitro ein
endotheliales zellspezifisches Mitogen darstellt und in vivo ein bedeutender Mediator der
Angiogenese ist (Leung et al. 1989, Keck et al. 1989). Natives VEGF ist ein basisches, Heparin-
bindendes, homodimeres Glykoprotein und besitzt eine GroBle von 45 kDa (Schonberger et al.
2004). Diese Eigenschaften sind mit der hdufigsten VEGF-Isoform, dem VEGF s, vergleichbar.
VEGF¢s ist auch das priddominante Protein, welches durch verschiedene normale oder

transformierte Zellen produziert wird.

Kiirzlich wurde durch Infanger und Mitarbeiter gezeigt, dass der Serumspiegel von VEGF mit

dem Ausmal des Gewebeddems bei Verbrennungsverletzungen korreliert (Infanger et al. 2004).

Weitere Studien haben ergeben, dass VEGF mRNA und VEGF-Protein im normalen
Rattengewebe und in verschiedenen Organen weit verbreitet ist, was die Hypothese unterstiitzt,
dass VEGF eine wichtige Rolle in der Kontrolle und Erhaltung von GefaBfunktionen spielt
(Monacci et al 1993, Jakeman et al. 1992). Bei mikrochirurgischen arteriellen Rekonstruktionen
mit vendsen Interponaten ist VEGF signifikant nach 48 Stunden in den Veneninterponaten und
an der arteriellen Anastomose erhoht. Die VEGF-Expression in den Veneninterponaten
normalisiert sich innerhalb von 4 Wochen, bleibt aber signifikant erh6ht in den angrenzenden
arteriellen Segmenten. Eine erh6hte VEGF-Produktion nach vendsen Interponaten in Arterien
kann die rET unterstiitzen und ist so mindestens teilweise flir die guten Durchgéngigkeitsraten

nach autologen Veneninterponaten verantwortlich.

Unsere Daten ermoglichen das erste Mal eine umfassende Analyse des Effektes von VEGF auf

die arterielle rET und das vaskulidre Remodeling nach mikrochirurgischer Anastomose.

Die genauen Mechanismen, die die Regulation des vaskuldren Remodelingprozesses nach

arterieller Verletzung beeinflussen, sind bisher nur wenig verstanden. In dieser Arbeit wurde
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erstmals gezeigt, dass 10 Tage nach arterieller Anastomosierung der Arteria femoralis der Ratte
der Gehalt an VEGF signifikant erhoht war. Da der VEGF-spezifische Rezeptor flk-1, der in der
Femoralarterie der Ratte nachweisbar ist, eindeutig 10 Tage nach der Operation hochreguliert ist,
ergibt sich unsere Hypothese, dass durch die lokale Applikation von VEGF nach
GefaBlverletzung das vaskuldre Remodeling und der Heilungsprozess im Wundgebiet verbessert
werden kann. Des Weiteren konnten wir eine Reduktion des Gehalts an VEGF- und flk-1-Protein
am Tag 0 in den mit Vehikel behandelten anastomosierten Gefdflen nachweisen. Dies ldsst sich
durch die Denudation des Gefédles erkliren, da die Endothelzellen VEGF und flk-1 exprimieren.
Nach der Heilung am Tag 10 zeigten sich im Vergleich zur Kontrollgruppe vergleichbare Werte.
Am Tag 0 war in den anastomosierten und mit VEGF behandelten Tieren der Gehalt an VEGF-
Protein mit der Kontrollgruppe ohne Anastomose vergleichbar. Dies kann durch die

Hochregulation von VEGF in den verbliebenen Endothelzellen erklirt werden.

In den mit VEGF behandelten Ratten konnte postoperativ nach 5 Tagen eine vollstindige

Heilung ermittelt werden. Ferner war das Remodeling des Gefa3es komplett abgeschlossen.

Friihere Untersuchungen tber die Effizienz von VEGF die rET zu f6rdern sind nach arterieller
Ballonangioplastie veroffentlicht worden, die allerdings widerspriichlich sind (Asahara et al.
1996, Lindner et al. 1996). Asahara et al. zeigten, dass der arterielle Gentransfer von
phVEGF165 die rET beschleunigen kann, sowohl lokal als auch im Remotebereich, was zur
Verdickung der Neointima und einer Reduzierung der Thrombogenese fiihrt. Im Gegensatz
berichteten Lindner und Reidy, dass es nicht zu einem erhdhten endothelialen Wachstum unter
dem Einfluss von VEGF kommt. In einer weiteren Studie konnten sie zeigen, dass vaskulére
glatte Muskelzellen nach arterieller Verletzung funktionale flt-1-Rezeptoren exprimieren und
dass VEGF einen synergistischen Effekt mit FGF-2 auf die glatte Muskelzellproliferation in vivo
hat (Lindner et al. 1996). Wahrscheinlich werden diese Effekte durch den durch VEGF
induzierten Anstieg der Permeabilitét als auch tiber die direkte Aktion von VEGF und FGF im
Signalweg vermittelt. Unsere Ergebnisse stehen im Einklang mit den Untersuchungen von
Asahara et al., die ein anderes Versuchsmodell (Kaninchen-Modell fiir Ballonangioplastie)

verwendeten.

Das mechanische Gefaftrauma induziert eine Endothelzellproliferation (Couper et al. 1997). Der
zeitliche Ablauf wurde durch Schwartz und Benditt (1973) exakt beschrieben. Es zeigte sich
keine Proliferation in den ersten 20-24 Stunden nach Ballon-vermitteltem GefaB3lumentrauma,
allerdings wurde nach 48 Stunden ein Maximum der Endothelzellproliferation erreicht. Die

Proliferationsrate normalisierte sich bis 96 Stunden nach Setzung des Traumas wieder. Eine
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intravasale VEGF-Infusion fiir 3 Minuten verursachte sofort nach dem Trauma eine Erh6hung

der Endothelzellproliferationsrate im geschidigten Gefd3 (Burke et al. 1995).

Vor kurzem zeigten Gennaro et al. (2003), dass beim Kaninchen ein adenoviraler Gentransfer
von VEGF s signifikant die VEGF-Expression im verletzten Gefall erhoht, wodurch die Re-
endothelialisierung beschleunigt wird, und somit die Neointima reduziert werden kann. Dariiber
hinaus reduziert eine einmalige Applikation von VEGF die Hyperplasie der Intima und
verbessert die Funktion des Endothels in einem Kaninchen-Venentransplantat-Model (Luo et al.

1998).

Die genaue Untersuchung der pathophysiologischen Vorginge bei der Angiogenese und
Neovaskularisation hinsichtlich einer posttraumatischen Endothelzellproliferation nach
artifiziellem Gefdftrauma und nachfolgenden GefdBanastomosen ermdglicht neue therapeutische
Ansitze zur Behandlung bei Replantationen, Transplantationen und im Bereich des Tissue
engineering. Einerseits helfen uns diese Untersuchungen die Erfolgsrate nach Anastomosen und
rekonstruktiven Eingriffen zu verbessern, andererseits bieten sie uns die Moglichkeit neue

Techniken beim Tissue Engineering weiter entwickeln zu kénnen.
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4.2 Effekte von VEGF auf das mikrovaskulire Remodeling

Der Heilungsprozess nach GefdBtrauma ist iiberwiegend von der Existenz und Verbindung
extrazellulirer Matrixproteine wie Kollagene abhidngig. Verschiedene Kollagene sind fiir die
Zusammensetzung der GefaBwand notwendig und bilden bis zu 80 % des Trockengewichts der
BlutgefiaBBe (Kucharcz, 1992). Die Gefille bestehen iliberwiegend aus Kollagen Typ I und
Kollagen Typ III (Kuhn, 1987). Kollagen Typ I ist vor allem in der Adventitia identifiziert
worden, wihrend Kollagen Typ III vorwiegend im Bereich der Intima und Media nachgewiesen
wurde (Farquharson und Robbins, 1989). Kollagen Typ IV und Laminin konnen in
Basalmembranen detektiert werden, die in allen epithelialen und endothelialen Zellmembranen
vorhanden sind sowie in Muskelfasern und Nerven. Immunhistochemisch lassen sich Laminin
und Kollagen Typ IV im Bereich der subendothelialen Basalmembran und in Basalmembranen,
die die vaskuldren GefaBmuskelzellen umgeben, nachweisen (Friedrich et al. 2000). Die
subendotheliale Basalmembran ist fiir den Reendothelialisierungsprozess von alterierten Gefillen
notwendig. Friedrich und Team (2000) entdeckten Kollagen Typ III und IV in experimentellen
mikrochirurgischen Anastomosen von Rattenarterien. Kollagen IV war netzartig in der Media
verteilt und Kollagen III wurde in der Adventitia nachgewiesen. Wir fanden einige wenige
positive Kollagen-III Fasern in normalen mit Vehikel behandelten Kontrollgefaen. Die Gabe
von VEGF fiihrte zu einem vermehrten Gehalt an Kollagen III in der Adventitia bei
Kontrollgefdflen. In anastomosierten Gefiflen kam es in Media und Adventitia zu einem
beeindruckenden Anstieg von Kollagen Typ 1. Bis heute existierten noch keine Daten {iber die
Effekte von VEGF auf die Expression extrazelluldrer Matrixproteine beim Prozess des
vaskuldren Remodeling. In dieser Arbeit wird erstmals gezeigt, dass VEGF signifikant
verschiedene Kollagentypen und Fibonektin hoch reguliert. Im Gegensatz zu unbehandelten
anastomosierten Gefdfen findet man bei VEGF-behandelten Gefilen eine Vermehrung von
Kollagen Typ III im Beeich der Media und der Adventitia. Vor kurzem wurde gezeigt, dass
VEGF die Fibronektin-Sekretion von kultivierten bronchialen glatten GefaBmuskelzellen erhoht
(Kazi et al. 2004). Unsere Gruppe (Schonberger et al. 2004) konnte vor kurzem zeigen, dass die
Hemmung der VEGF-Aktivitit durch PTK787/2K222584, einem spezifischen Blocker beider
VEGF-Rezeptor Tyrosinkinasen, das Wachstum eines niedrig differenzierten Schilddriisen-
karzinoms inhibiert. Wir verwendeten ein Xenografttumormodell der Nacktmaus. Extrazelluldre
Matrixproteine sind in verschiedenen Xenografttumormodellen vermehrt, wéhrend

Tyrosinkinasehemmung die Ablagerung von extrazelluldren Matrixproteinen im Interstitium und
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im perivaskuldren Bereich reduziert. Die genauen Mechanismen fiir diese Befunde sind bislang

unklar, allerdings wird ein Anstieg von Apoptose in den Tumorzellen diskutiert.
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4.3 VEGF induziert Transforming Growth Factor-p; wund

Osteopontin

Weiterhin konnte eine Erhéhung von TGF-B; in VEGF behandelten Tieren sofort und bis zum
10. Tag nach Reanastomose nachgewiesen werden. Diese Daten deuten darauf hin, dass VEGF
moglicherweise eine Rolle bei der weiteren Stimulation des vaskuldren Remodelings nach
Gefidlltrauma spielt. Dies konnte entweder direkt durch VEGF geschehen oder indirekt durch
Induktion anderer Wachstumsfaktoren, die zur Induktion der extrazelluldren Matrixproteine
fiihren. TGF-p; ist ebenfalls in der GefdBwand nach Ballonverletzung erhoht gefunden worden
(Miano et al. 1993).

Ein sehr interessanter und neuer Befund ist die friihe Hochregulation von Osteopontin nach
GefaBtrauma. Osteopontin  wird noch stirker bei den mit VEGF behandelten
mikroanastomisierten Tieren erhoht, was auf eine spezifische Rolle dieses zelladhdsiven
Molekiils in der frithen Phase der vaskuldren Wundheilung hindeutet. Osteopontin ist bekannt als
Wachstumsfaktor. Das Zytokin und extrazelluldire Matrixprotein Osteopontin (Eta-1) spielt eine
wichtige Rolle bei der zelluldren Immunitit und bei Entziindungen. Es wirkt als Uberlebens-,
zelladhdsiver und chemotaktischer Faktor der Endothelzellen (Leali et al. 2003). Isoda et al.
(2002) verwendete ein transgenes Mausmodell, welches das Osteopontin-Gen tiberexprimierte,
und zeigte, dass Osteopontin eine Verdickung der Media ohne Trauma und -eine
Neointimabildung nach Gefaf3trauma bewirkt. Osteopontin scheint daher eine wichtige Funktion

fiir den vaskuldren Remodelingprozess nach Ballondilatation in vivo zu spielen.

Ferner wurde gezeigt, dass neutralisierende Antikdrper gegen Osteopontin im Ratten-
Karotismodell die Neointimabildung nach endothelialer Denudation hemmen, was wiederum auf

eine aktive Rolle des Osteopontins beim vaskuldren Remodeling hindeutet.
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4.4 Schlussfolgerungen

Die Wiederherstellung des endothelialen Monolayers (Intima) ist fiir den Bereich der
rekonstruktiven Gefdl3chirurgie bei Gefdftrauma von groBer Bedeutung. Die Daten dieser
Dissertation sind von signifikanter klinischer Relevanz. Das Endothelium spielt eine kritische
Rolle bei der Thrombogenitdt, dem vaskuldren Tonus und bei einer verzdgerten endothelialen
Heilung nach Verletzungen oder Alterationen wie nach chirurgischen Eingriffen

(Transplantation, Replantation, Rekonstruktive Chirurgie).

Dariiber hinaus scheint Osteopontin eine Schliisselrolle fiir den vaskuldren Remodelingprozess
im Bereich der Mikrochirurgie zu spielen. Diese Arbeit prisentiert neue Ergebnisse iiber die

Rolle von Osteopontin im Remodelingprozess.

Zusammenfassend zeigt diese Arbeit, dass die lokale Applikation von VEGF eine sehr niitzliche
Methode darstellt, um die Reendothelialisierung zu beschleunigen sowie den Heilungsprozess
nach GefidBitrauma und nachfolgender Reanastomose im Bereich der GefdBwand der A. femoralis

der Ratte zu férdern.
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5 Zusammenfassung

Die friihe Rekonstruktion nach Verletzung des Endotheliums ist fur die Reduktion der Anzahl
an Gefalwandschéden sehr bedeutend. Diese Dissertation untersuchte daher den Effekt des
Vaskuldren ~ Endothelialen =~ Wachstumsfaktors  (VEGF) auf den  vaskuldren

Remdodelingprozess und die Reendothelialisierung nach Geféaltrauma.

Es wurden GeféBtrauma und anschlieBend mikrovaskuldre Anastomosen and den
FemoralgefaRen von erwachsenen méannlichen Sprague-Dawley Ratten durchgefihrt. Eine
anastomosiserte Gruppe wurde mit einer intraluminalen Applikation von VEGF behandelt.
Eine weitere anastomosierte Gruppe erhielt als Vehikel (NaCl 0.9% Ld&sung). Es wurden
morphologische, ultrastrukturelle und immunhistochemische Veranderungen der Gefalwand
sowie des Reendothelialiserungsprozesses untersucht. Dariiber hinaus wurden Western Blot
Analysen und nachfolgende semiquantitative Auswertungen mittels Densitometrie

durchgefiihrt.

Nach 10 Tagen konnte in der VEGF-Gruppe eine signifikant schnellere Reendothelialisierung
ermittelt werden. Die Transmissionselektronenmikroskopie ergab in der VEGF-Gruppe eine
komplette Heilung, wahrend in der Vehikelgruppe eine Defektheilung zu verzeichnen war.
Ferner waren extrazellulare Matrixproteine wie Fibronektin, die Kollagen Typen I, 111 und 1V
signifikant in der VEGF-Gruppe vermehrt. Dariiber hinaus induzierte die intraluminale Gabe
von VEGF den VEGF-Rezeptor flk-1, sowie Osteopontin und TGF-3;.

Diese Arbeit zeigt zum ersten Mal, dass die intraluminale Applikation von VEGF beim
artifiziell erzeugten GefaRtrauma sich gunstig auf den Heilungsprozess postoperativ auswirkt.
Osteopontin und TGF-B; werden beide durch VEGF induziert. Sie besitzen moglicherweise

eine sehr bedeutende Rolle fir den vaskuldren Remodelingprozess.

Die Ergebnisse dieser Dissertation zeigen sehr klar, dass die Gabe von VEGF eine sehr
nitzliche Strategie darstellt, um die Reendothelialisierung nach Geféltrauma zu

beschleunigen und den Heilungsprozess im Bereich der MikrogefaR3chirurgie zu verbessern.
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Da Dalton
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FGF Fibroblast Growth Factor
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