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I. Zusammenfassung
1. Abstract

Blutgefdfle sind in der Lage, ihre Struktur kontinuierlich an wechselnde Bedingungen und
funktionelle Anforderungen anzupassen (Angioadaptation). Hierflir miissen fiir alle Gefial3e
genetisch determinierte Reaktionsmuster (Adaptationsregeln) existieren. Fiir die Analyse
dieser Adaptationsregeln sind reduktionistische Untersuchungsansdtze allein nicht
hinreichend, um die komplexen Wechselwirkungsbeziechungen in Gefaflnetzwerken
abzubilden. In den vorliegenden Studien wurden deshalb biologische Experimente mit
theoretischen Modellsimulationen kombiniert.

Modellsimulationen erlauben es, experimentell nachgewiesene Mechanismen der vaskuléren
Adaptation hinsichtlich ihrer Auswirkungen auf funktionelle Netzwerkcharakteristika zu
untersuchen. Dies wurde genutzt, um aus dem Vergleich vaskuldrer Parameterverteilungen
nach simulierter Adaptation mit in vivo gemessenen Daten vermutete Adaptationsregeln zu
optimieren und einen minimalen Satz notwendiger Adaptationsregeln zu definieren. Hierbei
werden auch Defizite der experimentell belegten Adaptationsmechanismen erkennbar, was
auf die Existenz weiterer Mechanismen hinweist. Das Modell bietet auBerdem eine
Moglichkeit, Adaptationsbedingungen und/oder -charakteristika isoliert und kontrolliert zu
verdandern und somit funktionelle und pathophysiologische Zusammenhéinge zu untersuchen.

Als biologische Ausgangs- und Vergleichsdaten wurden mit Hilfe der Intravitalmikroskopie
Parametersitze aller Gefdfle (u. a. Durchmesser, Stromungsgeschwindigkeit, Topologie) von
MikrogefaBnetzwerken bestimmt. Die theoretischen Analysen wurden mit einem in der
Arbeitsgruppe entwickelten mathematischen Modell der strukturellen Durchmesser-
adaptation durchgefiihrt, das im Rahmen der vorliegenden Studien weiterentwickelt und auf
zusétzliche Fragestellungen angewandt wurde. In diesem Modell reagieren alle Gefile
gemill einem einheitlichen Satz von Adaptationsregeln auf Stimuli, die von
hdmodynamischen (Blutstrémung, Wandschubspannung, transmuraler Druck, Wand-
spannung) und metabolischen (Sauerstoffpartialdruck) Bedingungen abgeleitet werden.

In dieser Arbeit werden drei Studien zur strukturellen vaskuldren Adaptation
zusammengefasst. Die Ziele der Studien und der aus ihnen hervorgegangenen Publikationen
waren: (A) Analyse der Bedeutung des Informationstransfers zwischen Gefillen fiir die
vaskuldre Anpassung bei Anderung des Sauerstoffverbrauchs, (B) Entwicklung eines
integrierten Modells der Adaptation von Geféd3durchmesser und -wanddicke und (C)
Lokalisation des Sauerstoffsensors fiir die Durchmesseradaptation.

(A) Die Rolle verschiedener Mechanismen des Informationstransfers (hdmodynamische
Kopplung {iiber Blutstromung und Druck, Konvektion von Sauerstoff und anderen
Metaboliten im Blut, Konduktion vasoaktiver Stimuli entlang der GefiaBwénde) fiir die
Netzwerkadaptation wurde durch selektive Blockade dieser Mechanismen in dem Modell
(,,mathematical knockout) untersucht. Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass die
hdmodynamische Kopplung iiber Blutstromung der wesentliche Mechanismus des



Informationstransfers fiir die strukturelle Anpassung auf Anderungen des kapilldren
Sauerstoffbedarfs ist (Pries et al., Am J Physiol 2003 Jun; 284(6):H2204-12).

(B) Das vorhandene Modell der Durchmesseradaptation wurde zu einem integrierten
Modell der Adaptation von GefaBdurchmesser und -wanddicke weiterentwickelt. Somit
konnen erstmalig die in vivo beobachteten Verteilungen beider Parameter in
GefidBnetzwerken durch wenige und einfache Adaptationsregeln erklért werden. Die mit dem
Modell mogliche Analyse von hidmodynamischem Widerstand und mikrovaskulérer
Wandstruktur in GefaBnetzwerken ist u. a. von Bedeutung fiir das Versténdnis der arteriellen
Hypertonie (Pries et al., Hypertension. 2005 Oct; 46(4):725-31).

©) Die Lokalisation von Sauerstoffsensoren wurde mit dem Modell der
Durchmesseradaptation untersucht, das um die Simulation der Diffusion von Sauerstoff und
vasoaktiven Metaboliten im Gewebe erweitert wurde. Obwohl experimentelle Befunde die
Freisetzung vasoaktiver Substanzen in Reaktion auf einen niedrigen Sauerstoffgehalt fiir
Gewebe, GefdaBwand und Erythrozyten gezeigt haben, legen die Ergebnisse nahe, dass
iiberraschenderweise die Gefdlwand die zentrale Rolle in der metabolischen Kontrolle der
strukturellen Gefddurchmesser spielt (Reglin et al, Am J Physiol 2009 Dec;
297(6):H2206-19).



2. Einleitung

Die Fiahigkeit des Gefillsystems, sich an wechselnde Bedingungen und Anforderungen
anzupassen®*>*****2 st essentiell fir normales Wachstum und Reifung, fir Wundheilung
und fiir die Erhaltung der Gewebsfunktion. Der Geféddurchmesser muss in relativ engen
Grenzen geregelt werden, um eine adiquate Gewebsperfusion ohne Uber- bzw.
Unterversorgung zu gewéhrleisten. Hier wird von der Hypothese ausgegangen, dass Gefilie
auf hdmodynamische und metabolische Bedingungen durch Anpassung gemél allgemein
gilltigen Sitzen von genetisch determinierten Adaptationsregeln reagieren’” und so
funktionell addquate Strukturen generieren, die in der Lage sind, sich an wechselnde
Bedingungen anzupassen. Im Folgenden werden drei Aspekte der Bedeutung vaskuldrer
Adaptationsregeln fiir Angioadaptation und Eigenschaften von MikrogefaBnetzwerken, die
hierzu durchgefiihrten Studien und die auf der Grundlage dieser Studien verfassten
Publikationen beschrieben.

(A) Im Fall einer Zunahme des Sauerstoffbedarfs des Gewebes kann eine hinreichende
Stromungssteigerung in den benachbarten Kapillaren nur dann erreicht werden, wenn die
Information iiber den gestiegenen Bedarf zu stromaufwirts und stromabwérts gelegenen
Gefidllen weitergeleitet wird, so dass deren Durchmesser ebenfalls zunimmt. Bisher war
unklar, welchem der experimentell gezeigten Mechanismen des Informationstransfers
(hdmodynamische Kopplung iiber stromungsinduzierte Wandschubspannung?'~%*'#!

transmuralen Druck'®*, Konvektion von Sauerstoff und vasoaktiven Metaboliten mit dem
25,3437
)

und

Blut'>'**® elektrotonische Konduktion vasoaktiver Stimuli entlang der Gefdawinde
hierbei die grofite Bedeutung zukommt.

(B) GefiBe verindern nicht nur ihren Durchmesser sondern auch die Wanddicke® in
Reaktion auf adaptive Stimuli. So fiihrt, im Sinne einer negativen Riickkopplung, eine
erhohte (stromungsinduzierte) Wandschubspannung zu einer Durchmesserzunahme, welche
wiederum die Wandschubspannung senkt****. Analog bewirkt eine erhohte (druckinduzierte)
zirkumferentielle Wandspannung eine Zunahme von Wandmasse und -dicke und vermindert
so die Wandspannung®. Beide Riickkopplungsschleifen kénnen Wandschubspannung und
Wandspannung in den Gefdlen zwar konstant halten, jedoch isoliert und ohne
Beriicksichtigung weiterer Faktoren nicht die experimentell beobachteten Verteilungen
beider Parameter in realen Gefilnetzwerken erkléren.

© Fiir die Durchmesseradaptation sind metabolische Stimuli notwendig, um parallele
Stromungspfade zu erhalten'*'**’, welche aufgrund der begrenzten Diffusionsstrecken der
Metabolite, auch von Sauerstoff, unverzichtbar fiir die Befriedigung des Stoffwechselbedarfs
des Gewebes sind. Eine metabolisch stimulierte Freisetzung vasodilatierender Substanzen
wurde im Parenchym®, der GefiBwand''***" und den Erythrozyten®**** beobachtet. Die
(quantitative) Bedeutung dieser verschiedenen metabolischen Signalmechanismen fiir die
strukturelle Durchmesseradaptation ist bisher ungeklért.

In den vorliegenden Studien der strukturellen GefdBadaptation wurde eine Kombination von
intravitalmikroskopischen Untersuchungen mit dem in der Arbeitsgruppe entwickelten
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mathematischen Modell der strukturellen Durchmesseradaptation® eingesetzt: ,,Regeln® fiir
die Adaptation wurden abgeleitet, indem versucht wurde, eine addquate, stabile und robuste
Adaptation zu simulieren und experimentell bestimmte Netzwerkeigenschaften moglichst
genau zu reproduzieren. Im Vergleich zu biologischen Experimenten bieten mathematische
Modelle hierbei den Vorteil einer expliziten Kontrolle iiber alle involvierten biologischen
Mechanismen.

Mit diesem Ansatz wurden zu den oben beschriebenen Themenbereichen die folgenden
konkreten Fragestellungen untersucht:

(A) Welche quantitative Bedeutung haben die verschiedenen Mechanismen des
Informationstransfers bei der strukturellen Antwort des Gefalinetzwerkes auf eine
Steigerung des kapilldren Sauerstoffbedarfs?

(B) Konnen die in vivo ermittelten, heterogenen Verteilungen von strukturellem
Gefalldurchmesser, GefdBwanddicke, Wandschubspannung und Wandspannung
in MikrogefaBnetzwerken und ihre Korrelationen durch wenige einfache
Adaptationsregeln erkldrt werden, die fiir alle Gefdle eines Mikrogefal3-
netzwerkes gleichermafen gelten?

(C)  Welche Lokalisation des Sauerstoffsensors ist am besten geeignet, die strukturelle
Adaptation der GefaBdurchmesser in Mikrogefdfinetzwerken in Reaktion auf den
lokalen Sauerstoffgehalt zu kontrollieren?



11

3. Methodik
3.1. Experimentelle Daten

MikrogefaBnetzwerke in fett- und lymphgefaBifreien Regionen des Mesenteriums von
Wistar-Ratten wurden mit Hilfe der Intravital-Videomikroskopie erfasst. Nach Versuchsende
wurden fiir alle Gefdlle Durchmesser, Lange, Himatokrit und Blutstromungsgeschwindigkeit
mit Hilfe eines digitalen Bildanalysesystems gemessen. Die Stromungsraten wurden aus den
gemessenen Gefafldurchmessern und Stroémungsgeschwindigkeiten berechnet.

3.2.  Rekonstruktion und Diskretisierung

Die Anordnung der Gefile im Gewebe wurde offline aus den Videoaufzeichungen
rekonstruiert. Die resultierende Datenbasis beschreibt die topologische (Gefaflverkniipfung)
und morphologische (Segmentlidngen, -durchmesser und —lokalisation) Netzwerkstruktur und
wurde durch gemessene Parameter (Hamatokrit, Blutstromungsgeschwindigkeit) ergédnzt.

Fir die Simulation diffusiver Austauschprozesse (siche 3.3.2., (C)) wurde ein
Diskretisierungsansatz entwickelt, bei dem alle Gefa3segmente des ndherungsweise planaren
mesenterialen MikrogefélBnetzwerkes auf ein regelméBiges hexagonales (,,Bienenwaben-*)
Gitter abgebildet werden. Hierbei wurde jedes Gefallsegment (als Verbindung zwischen zwei
Bifurkationen) in eine zusammenhéingende Folge von Gefdlelementen umgewandelt, die den
Kanten des hexagonalen Gitters entsprechen. Die Fliche jedes Hexagons wurde in sechs
gleichseitige Dreiecke aufgeteilt, die als Gewebselemente definiert wurden.

3.3. Modellsimulation
3.3.1. Standardmodell

Das Adaptationsmodell basiert auf der Annahme, dass die Durchmesser aller Gefédf3e unter
,steady state“-Bedingungen durch die balancierten Antworten auf verschiedene Stimuli
determiniert sind, welche durch lokale hdmodynamische und metabolische Bedingungen
(Signale) generiert werden. Alle GefiBBe des Netzwerkes adaptieren hierbei ihren
Durchmesser nach den gleichen Regeln. Es bestehen keine willkiirlichen Beschrankungen in
Bezug auf den maximal erreichbaren Durchmesser, und der Durchmesser eines gegebenen
GefaBes im Gleichgewichtszustand wird nur durch die Umgebungsbedingungen des Gefalies
und die verwendeten Adaptationsregeln bestimmt.

Die Eingabe in das Modell (s. Abb. 1) besteht aus experimentellen Daten zur
Angioarchitektur des Mikrogefdfinetzwerkes und den hdmodynamischen und funktionellen
Bedingungen in den Randsegmenten. Auf Basis dieser Daten werden die hdmodynamischen
Parameter fiir alle Gefifle des Netzwerkes berechnet, die wiederum als Eingabe fiir die
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EXPERIMENT SIMULATION
ANGIOARCHITEKTUR HAMODYNAMIK METABOLIK
RANDBEDINGUNGEN

Ao 5 ] Rheologische Gesetze Diffusionskonstanten,
- JJ\—l 0, Léslichkeit, O,Konsumtionsrate
Gewebsdicke, Einstrémungs-Po,

Druck, +—Sauerstoff—|
Strdmung Diff ¥
—‘? ﬂli —> Kolnv Kins
Hamatokrit, v MetS —
Viskositat Prod
Konw Diff*
I 4
CondSig
/N~ Stromung / Druck / T / © Po, / MetS / CondSig
L Strukturelle Adaptation von Durchmesser und Wanddicke **

v t

Parameteroptimierung ~— ADAPTATIONSREGELN
Konv Konvektion T Wandschubspannung
Diff  Diffusion (0) Wandspannung
Kons Konsumtion Po, Sauerstoffpartialdruck
Prod Produktion MetS Konvektives metabolisches Signal

CondSig Konduktives metabolisches Signal

Abbildung 1. Simulation der strukturellen GefdB3adaptation. * Diffusion wird nur in Reglin et al., Am
J Physiol 2009 Dec; 297(6):H2206-19 (C) berechnet. ** Adaptation der Wanddicke wird nur in Pries
et al., Hypertension. 2005 Oct; 46(4):725-31 (B) simuliert. Experimentelle Daten zu
Netzwerkstruktur und rheologischen GesetzméBigkeiten werden genutzt, um Blutstromung,
transmuralen Druck, Hé&matokrit und Viskositit fiir jedes Gefdllsegment zu berechnen. Aus
Netzwerktopologie sowie Blutstromung und Hamatokrit der Gefdle wird die Sauerstoffverteilung im
GefiBinetzwerk bestimmt. Das Adaptationsmodell ist grau hinterlegt. Eine metabolische
Signalsubstanz wird in Abhéngigkeit vom lokalen Sauerstoffniveau produziert und durch Konvektion
stromabwirts transportiert. Die intravaskulire Konzentration der Signalsubstanz fiihrt zu der
Entstehung eines Signals, das stromaufwérts entlang der Stromungspfade fortgeleitet wird
(Konduktion). Stimuli, die von hdmodynamischen Bedingungen (Stromung, Druck, Wandschub-
spannung T und Wandspannung c) und metabolischen Bedingungen abgeleitet werden, bestimmen die
strukturelle Adaptation fiir jedes Gefd3 gemill einem angenommenen Satz von Adaptationsregeln.
Durch Vergleich der simulierten mit den experimentellen Netzwerkdaten werden die
Adaptationsparameter optimiert.
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Bestimmung der Sauerstoffverteilung in dem Gefdnetzwerk dienen. Der lokale
Sauerstoffgehalt stimuliert in dem Modell die Produktion einer metabolischen
Signalsubstanz. Fiir jedes Gefdl wird ein Startdurchmesser angenommen. Die von den
Bedingungen abgeleiteten hdmodynamischen und metabolischen Stimuli evozieren die
Anderung der GefiBdurchmesser gemi dem angenommenen Satz von Adaptationsregeln.
Die resultierende Umverteilung der Stromung fiihrt zu verdnderten Stimuli, welche erneut
adaptive Gefiallreaktionen hervorrufen. Die Adaptationssimulation wird fortgefiihrt, bis fiir
alle GefiBle gleichbleibende Durchmesserwerte erreicht werden (,steady state®). Der
quantitative Einfluss der individuellen Stimuli auf die Segmentdurchmesser wird durch
Parameter in den Adaptationsregeln bestimmt, die durch Vergleich der simulierten mit den
experimentell gemessenen Blutstromungsgeschwindigkeiten optimiert werden.

Hamodynamik

Aus den in vivo bestimmten morphologischen Daten (Durchmesser, Lénge) fiir alle
Segmente, der Netzwerktopologie (Segmentverkniipfungsmatrix) sowie den Rand-
bedingungen (Druck oder Stromung fiir alle Segmente, die in das Netzwerk hinein- oder aus
ithm herausfilhren, und Hématokrit in allen zufiihrenden Segmenten) wird der
Stromungswiderstand jedes Gefdllsegmentes bestimmt. Hierbei werden die experimentell
ermittelte Abhédngigkeit der apparenten Blutviskositdt von Durchmesser und Hématokrit
(Fahraeus-Lindquist-Effekt) sowie die Phasenseparation von Erythrozyten und Blutplasma
an divergenten Bifurkationen beriicksichtigt. Die Stromung in jedem Segment wird durch
(alternierend) bis zur Konvergenz  fortgefiilhrte  Berechnungen rheologischer
(Segmenthdmatokrit, -viskositdt) und hidmodynamischer Parameter (Segmentstromung,
transmuraler Druck an den Bifurkationen) ermittelt. Die Wandschubspannung wird fiir jedes
Segment aus der Druckdifferenz zwischen Segmentanfang und —ende sowie Durchmesser
und Linge berechnet.

Sauerstoffverteilung

Die Sauerstoffversorgung eines Gefallsegmentes wird aus seiner Blutstromung, dem
Héamatokrit und der Sauerstoffsittigung des in das Segment einstrdomenden Blutes berechnet.
Die Sauerstoffextraktion aus einem Segment wird als Produkt aus Segmentlinge und
Sauerstoffbedarf des pro Léngeneinheit des GefaBles durchschnittlich versorgten
Gewebsvolumens abgeschétzt. Aus der mittleren Sauerstoffséttigung des Gefilles wird der
mittlere Sauerstoffpartialdruck unter Verwendung der Hill-Gleichung berechnet. Fiir die
grofite zufithrende Arteriole wird eine Sauerstoffsittigung von 0,94 angenommen. Auf dem
Weg durch das Netzwerk entlang den Stromungspfaden wird in jedem Gefdfl Sauerstoff aus
dem Blut extrahiert.
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Adaptationsmodell

Fir jedes GefaBlsegment ergibt sich der wirksame adaptive Stimulus (Siy), der die
Durchmesserdnderung (AD) pro Zeiteinheit (At) bestimmt, als Summe aus
hdmodynamischen und metabolischen Stimuli gemaf

AA_]t) = Stot * D mit Stot = kh (ST + kpSp) + km (Sm + chc) = kS'

Die himodynamischen Stimuli (S., S;) werden aus der lokalen Wandschubspannung (t) und
dem transmuralen Druck (p) berechnet. Die metabolischen Stimuli (S,,, S.) werden aus der
lokalen Konzentration der metabolischen Signalsubstanz im Gefdl und einem
konduktiven Signal ermittelt. Die Konstanten k, und ky legen das Verhiltnis der
Einflussstirken hidmodynamischer und metabolischer Stimuli fest. Da S, 1im
Gleichgewichtszustand gleich Null ist, sind nur die relativen Stirken von himodynamischen
und metabolischen Stimuli relevant, und k, wurde auf 1 gesetzt. Die Konstante k, bestimmt
die relative Stirke von druckbedingten gegeniiber wandschubspannungsbedingten Effekten.
Die Konstante k. setzt die Effekte konduktiver Stimuli zu den Effekten der von der
metabolischen Signalsubstanz hervorgerufenen Stimuli in Beziehung. Der Parameter K
reprasentiert die Tendenz zur Durchmesserabnahme bei Abwesenheit durchmesser-
vergrofernder Stimuli.

Eine erhohte Wandschubspannung bewirkt eine Durchmesserzunahme, ein erhdhter Druck
eine Durchmesserabnahme. Das metabolische Signal steigt mit sinkendem lokalem
Sauerstoffpartialdruck und fiihrt zur Freisetzung einer metabolischen Signalsubstanz, die im
Blut durch Konvektion stromabwiérts transportiert wird. Die metabolische Information wird
auBerdem durch Konduktion entlang den GefaBwianden stromaufwirts fortgeleitet.

Die Durchmesseradaptation wird als iterativer Prozess simuliert, bei dem alternierend die
Umgebungsbedingungen der Gefille (Verteilung von Druck, Blutstromung, Erythrozyten
und Sauerstoff) und die vaskuldren Durchmesser aktualisiert werden. Diese Iterationen
werden bis zum Erreichen der Konvergenz fortgesetzt, d.h. bis die durchschnittliche
Anderung der GefiBdurchmesser einen Grenzwert unterschreitet.

3.3.2. Modellweiterentwicklungen / Analysen
(A)  Analyse des Informationstransfers nach Erhéhung des Sauerstoffbedarfs

Die Bedeutung des Informationstransfers in Mikrogefanetzwerken wurde durch selektive
Blockade einzelner Mechanismen des Informationstransfers (,,mathematical knockout®)
analysiert. Die beteiligten Mechanismen umfassen die hdmodynamische Kopplung iiber
Blutstromung und Druck, die Konvektion von Sauerstoff und anderen Metaboliten im Blut
sowie die elektrotonische Konduktion vasoaktiver Stimuli entlang den GefiBwéinden
(Abb. 2, links).
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Durch Adaptation mit den Standardparametern wurde ein initialer adaptierter Zustand des
Netzwerkes bestimmt (Schritt 1). Dieser Zustand wurde durch eine Steigerung des
Sauerstoffverbrauchs um 0.5% in allen Kapillaren pertubiert, so dass aufgrund der
verdnderten metabolischen Bedingungen eine erneute Durchmesseradaptation ausgeldst
wurde. Die Adaptation wurde zunéchst auf die Kapillaren beschrinkt (Schritt 2), um einen
Referenzwert fiir die weiteren Untersuchungsbedingungen zu erhalten. In den folgenden
Simulationen nahmen alle Gefa3e des Netzwerkes an der Adaptation teil (Schritt 3). Schritt 3
wurde bei vollstindigem Informationstransfer, bei einer Blockade aller Mechanismen des
Informationstransfers bis auf einen sowie bei Abwesenheit von Informationstransfer
simuliert. Wahrend der Adaptationssimulation wurde der treibende Druckgradient konstant
gehalten, so dass Anderungen der Netzwerkleitfihigkeit Anderungen in der Gesamtstrdmung
durch das Netzwerk reflektieren.

Fiir jedes der in Schritt 3 bestimmten Adaptationsergebnisse wurde die mittlere relative
Anderung von Durchmesser und konvektivem Sauerstoffangebot im Vergleich zum initialen
adaptierten Zustand (Schritt 1) aus den Werten fiir alle Einzelgefale ermittelt und zu den
entsprechenden Werten fiir Schritt 2 (nur Kapillaradaptation) in Relation gesetzt. Als
Ausdruck der durch Informationstransfer bewirkten Verstirkung wurde das Verhéltnis
zwischen den Netzwerkleitfdhigkeiten nach Adaptation aller GefaBe (Schritt 3) und nach
ausschlieBlicher Adaptation der Kapillaren (Schritt 2) bestimmt.

B) Entwicklung eines integrierten Modells der Adaptation von GefalRdurchmesser und
-wanddicke

In dieser Studie wurde ein integriertes Modell der Adaptation von Gefa3durchmesser- und
wanddicke in Reaktion auf h&modynamische und metabolische Stimuli entwickelt.
Ausgangspunkt sind  experimentelle Befunde, die zwei separate negative
Riickkopplungsschleifen zur Kontrolle von Wandschubspannung durch Durchmesser-
adaptation und von zirkumferentieller Wandspannung durch Adaptation von Wandmasse
und Wanddicke®*”*** nahe legen. Diese kénnen jedoch die in vivo beobachteten
Verteilungen von Wandschubspannung und Wandspannung in terminalen Gefdfibetten und
ihre Beziehungen zu anderen Parameters nicht erklaren.

In dem entwickelten integrierten Modell (s. Abb. 2, rechts) wird angenommen, dass
Anderungen des Durchmessers bei konstanter Wandmasse sowie Anderungen der
Wanddicke bei konstantem Durchmesser in der Wandmitte erfolgen. Eine
Wandschubspannungserhéhung bewirkt eine Durchmesserzunahme, eine Erhéhung der
Wandspannung filhrt zu einer Zunahme von Wandmasse und Wanddicke. Ein
sauerstoffabhdngiger metabolischer Stimulus wirkt sowohl auf den Durchmesser
(VergroBerung bei niedrigem Sauerstoffangebot) als auch auf die Wandmasse (Abnahme bei
niedrigem Sauerstoffangebot). Um realistische Verteilungen von Durchmesser und
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Abbildung 2. Schematische Darstellung der Bezichungen zwischen hidmodynamischen und
metabolischen ~ Adaptationsstimuli  und  strukturellen — GeféBreaktionen. Linke Seite: In
Mikrogefafinetzwerken rufen metabolische und hdmodynamische (Blutstromung,
Wandschubspannung 1,  transmuraler  Druck,  zirkumferenticlle = Wandspannung o)
Umgebungsbedingungen von Gefdflen adaptive Stimuli hervor, die eine lokale Gefdf3reaktion
bewirken. Informationen iiber lokale Bedingungen werden iiber verschiedene Mechanismen des
Informationstransfers zu anderen Gefdflen des Netzwerkes fortgeleitet (gelbe Pfeile) und beeinflussen
dort ebenfalls die adaptiven Stimuli. Rechte Seite: Integriertes Modell der strukturellen Adaptation
von Gefdfldurchmesser und —wanddicke. Durchgezogene Linien stehen fiir biologische Reaktionen,
gestrichelte Linien zeigen Beziehungen, die durch physikalische Gesetze diktiert werden. Pfeile:
positive Interaktionen, stumpfes Linienende: negative Interaktionen. Negative
Riickkopplungsschleifen kontrollieren T und o: erhohte Blutstromung erhéht t, wodurch eine
Zunahme des Durchmessers hervorgerufen wird, die t auf den urspriinglichen Wert zuriickfiihrt.
Analog erhoht ein gesteigerter transmuraler Druck o, wodurch eine Zunahme der Wandmasse
hervorgerufen wird, die ¢ auf den urspriinglichen Wert zuriickfiihrt. Zwischen den Parametern beider
Riickkopplungsschleifen bestehen physikalisch bedingte Wechselbezichungen. Eine Zunahme der
Wanddicke vermindert die Wirkungen von t und o. Ein metabolischer Stimulus beeinflusst sowohl
den GefaBdurchmesser als auch die Wanddicke.

Wanddicke zu erreichen, musste in dem Modell zusétzlich zu diesen experimentell belegten
Beziehungen angenommen werden, dass eine erhdhte Wanddicke die biologischen Effekte
sowohl von Wandschubspannung als auch von Wandspannung vermindert.Mit dem Modell
wurden die Auswirkungen einer Steigerung des Blutdrucks auf das Verhéltnis der
Wanddicke zum Radius in Arteriolen untersucht. Des weiteren wurde analysiert, wie
Anderungen von Umgebungsbedingungen (gesteigerte Sauerstoffkonsumtion des Gewebes)
und von lokalen Adaptationscharakteristika (verminderte GefdBsensitivitit gegeniiber
Wandschubspannung) die fiir Standardbedingungen (optimierte Modellparameter, normale
Sauerstoffkonsumption) ermittelte Beziehung zwischen Stromungsrate (oder Blutdruck) und
Stromungswiderstand veridndert.

© Analyse der Lokalisation des Sauerstoffsensors in der Durchmesseradaptation

Fiir diese Studie war es notwendig, das Modell um die Simulation diffusiver
Austauschprozesse zwischen Gefdlnetzwerk und Gewebe sowie innerhalb des Gewebes zu
erweitern. Hierfiir wurde ein Finite-Elemente-Ansatz der Diffusion entwickelt, der die aus
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der Diskretisierung (siche 2.) resultierenden Gefdf3- und Gewebselemente nutzt. Der
diffusive Austausch von Sauerstoff wird zwischen allen unmittelbar benachbarten Elementen
gemill dem Fickschen Diffusionsgesetz nidherungsweise bestimmt. Die Verteilung von
Sauerstoff in GefaBnetzwerk und umgebendem Gewebe im ,steady state” wird in dieser
Modellversion durch iterative Berechnung von Sauerstoffkonvektion im GefdBnetzwerk,
Sauerstoffdiffusion und Sauerstoffkonsumtion bestimmt. Die Verteilung der metabolischen
Signalsubstanz wird auf analoge Weise ermittelt.

Auf der Grundlage experimenteller Befunde wurden drei Modi metabolischer Signalgebung
in das Modell implementiert und alternativ aktiviert: lokales Unterschreiten eines
angenommenen Sauerstoffreferenzwertes evoziert die Produktion einer metabolischen
Signalsubstanz im Gewebe (,tissue signaling®), in der GefaBwand (,,wall signaling®) bzw. in
den Erythrozyten des stromenden Blutes (,,RBC signaling®). Die metabolische Signal-
substanz ruft lokal sowie nach Konvektion mit dem Blut stromabwirts einen metabolischen
Stimulus hervor (siche 3.3.1.).

Fiir jeden Modus der metabolischen Signalgebung wurde mit Hilfe einer
Optimierungsprozedur die Kombination der Adaptationsparameter ermittelt, die zu der
groften Ahnlichkeit zwischen simulierten und in Vvivo gemessenen Stromungs-
geschwindigkeiten fithrt (minimaler Geschwindigkeitsfehler, Vg,). Die aus der Adaptation
mit diesen Parametersidtzen resultierenden Netzwerkstrukturen wurden hinsichtlich Vg, und
Sauerstoffdefizit (OxDef: prozentualer Gewebsanteil mit einem Po, < 1 mmHg) analysiert.
Um gesamtheitliche Effekte der verschiedenen Modi auf funktionelle Netzwerk-
eigenschaften (Vg,, OxDef, arterio-vendser Druckabfall, Kapillardruck,) zu untersuchen,
wurden aullerdem zweidimensionale Parameter-,,scans® durchgefiihrt, bei denen die relative
Stirke hdmodynamischer im Vergleich zu metabolischen Stimuli (ky) sowie die effektive
Starke der Konduktion metabolischer Signale stromaufwirts (K; eff = Kn Kc) systematisch
variiert wurden.
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4, Ergebnisse
(A)  Analyse des Informationstransfers nach Erhéhung des Sauerstoffbedarfs

Nach Erhohung des kapilldren Sauerstoffverbrauchs fiihrte die Adaptation des gesamten
Netzwerkes bei Annahme eines vollstindigen Informationstransfers zu einer Zunahme von
Netzwerkleitfahigkeit bzw. kapilldrer Sauerstoffversorgung im Vergleich zu ausschlieBlich
kapilldrer Adaptation um die Faktoren 4,9 +0,2 (Mittelwert + SE) bzw. 9,4+ 1,1 und zu
Durchmesserzunahmen in allen Gefa3typen (Arteriolen, Kapillaren, Venolen). Dies belegt
die Bedeutung des Informationstransfers fir das Zustandekommen koordinierter
Durchmesserzunahmen in dem gesamten Netzwerk bei gesteigertem Sauerstoffverbrauch.
Obwohl die Durchmesserzunahme in den Arteriolen (um ca. 20%) relativ gering ist, fiihrt sie
doch zu substanziellen Anderungen der Netzwerkleitfihigkeit, da in den Arteriolen der
Hauptanteil des Stromungswiderstandes lokalisiert ist.

Informationstransfer durch hidmodynamische Kopplung {iber Stromung allein ergab
Verstérkungen von Netzwerkleitfahigkeit bzw. kapillérer Sauerstoffversorgung von 4,0 + 0,3
bzw. 4,9 £ 0,5 und Durchmesserzunahmen in allen Gefafitypen. Die anderen Mechanismen
des Informationstransfers fiihrten hingegen bei alleinigem Wirken nur zu geringen
Verstarkungen von Netzwerkleitfahigkeit (< 1,6) und kapillarer Sauerstoffversorgung (< 1,5)
und zu uneinheitlichen, z.T. negativen Anderungen der GefaBdurchmesser.

(B) Entwicklung eines integrierten Modells der Adaptation von GefaRdurchmesser und
-wanddicke

Das im Rahmen der Studie entwickelte Modell der integrierten Adaptation von
Gefalldurchmesser und Wanddicke war in der Lage, experimentelle Befunde zu Verteilungen
funktioneller und morphologischer Parameter in Mikrogefdinetzwerken zu reproduzieren.
So wurden eine Abnahme der Wandschubspannung mit sinkendem transmuralen Druck’’,
eine lineare Bezichung zwischen dem Logarithmus der Wandspannung und dem
13:22303340 * ynabhingig vom GefiBtyp, sowie eine
Zunahme des Wanddicke/Radius-Verhiltnisses in Arteriolen'* bei Steigerung des
systemischen Druckes auf hypertensive Werte® ermittelt. Diese komplexen Bezichungen
sind Systemeigenschaften, die aus einfachen lokalen Adaptationsreaktionen resultieren.

Logarithmus des Gefalldurchmessers

Vaskuldre Adaptation in Reaktion auf gesteigerte Blutstromung, die zum Beispiel in der
Frithphase der arteriellen Hypertonie auftritt, fiihrte zu dem auch in vivo festgestellten
Anstieg  des peripheren Widerstandes  (,.strukturelle  Autoregulation®).'”  Diese
stromungsbedingte Widerstandszunahme war deutlich erhéht bei verminderter Gefal3-
sensitivitdt gegeniiber der Wandschubspannung und wurde durch Steigerung des
metabolischen Bedarfs des Gewebes gesenkt.
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© Analyse der Lokalisation des Sauerstoffsensors in der Durchmesseradaptation

“Wall signaling” fiihrte zu einem geringem Sauerstoffdefizit (OxDef < 1%) und der hochsten
hdmodynamischen Ahnlichkeit zu der in vivo Situation (Ver = 0,60). ,,Tissue signaling*
ergab ebenfalls ein niedriges Sauerstoffdefizit (OxDef<1%), aber einen hoheren
Geschwindigkeitsfehler (Vg = 0,73) und systematische Durchmesserabweichungen von den
in vivo Werten. ,,RBC signaling® fithrte zu ausgeprigter Gewebshypoxie (OxDef= 4,7%),
unrealistischer Geschwindigkeitsverteilung (Vg =0,81) und tberméBiger Durchmesser-
abnahme kleiner Gefal3e.

Die Untersuchung funktioneller Netzwerkeigenschaften bei systematischer Variation der
Modellparameter Ky und K¢ ¢ in Form zweidimensionaler ,,scans* ergab fiir alle Modi der
metabolischen Signalgebung jeweils nur ein Minimum von Vg, dessen Wert fiir “wall
signaling” am niedrigsten war. Fiir alle Modi wurden die Parameterkombinationen ermittelt,
die zu einer physiologischen Sauerstoffversorgung des Gewebes (geringes Sauerstoffdefizit),
zu einem physiologischen Druckabfall im Netzwerk bzw. zu einem physiologischen
mittleren Kapillardruck flihren. Die jeweiligen Parameterkombinationen {iberlappten bei
»tissue signaling* und “wall signaling”, nicht jedoch bei ,,RBC signaling*.
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5. Diskussion

In MikrogefaBinetzwerken erzeugen die kombinierten Effekte von Netzwerkhdmodynamik,
Massentransport, Informationstransfer und vaskuldren Reaktionen auf himodynamische und
metabolische Stimuli ein komplexes System von Interaktionen. Der hier verwendete
theoretische Ansatz bietet die experimentell nicht verfiigbare Moglichkeit, Komponenten des
Systems isoliert und kontrolliert zu verdndern, um so ihre funktionelle Bedeutung in der
strukturellen GefaBadaptation zu entschliisseln.

(A) Die Bedeutung einzelner Mechanismen des Informationstransfers bei der Adaptation
nach kapillirem Anstieg des Sauerstoffverbrauchs wurde durch selektive Blockade dieser
Mechanismen in dem Modell (,,mathematical knockout®) analysiert. Die Ergebnisse legen
nahe, dass unter diesen Bedingungen die himodynamische Kopplung iiber Blutstromung die
bedeutendste Rolle spielt. Bei diesem Mechanismus steigt infolge einer lokalen
Durchmesserzunahme die himodynamische Leitfdhigkeit des involvierten Stromungspfades
durch das Netzwerk, so dass auch in stromaufwirts und stromabwirts gelegenen Gefid3en die
Stromung zunimmt. Die hierdurch erhohte Wandschubspannung bewirkt in diesen Gefdllen
(endothelzellvermittelt) ebenfalls eine Durchmesserzunahme.

Die besondere Bedeutung der Stromungskopplung fiir die Adaptation nach Anstieg des
Sauerstoffverbrauchs steht im Einklang mit dem in der Literatur gut etablierten Konzept,
dass Wandschubspannung und die durch sie vermittelte ,,aszendierende Dilatation* in der

23841 Die Bedeutung einzelner

Durchmesseradaptation eine wichtige Rolle spielen.
Mechanismen des Informationstransfers scheint jedoch von der durch die Netzwerk-

adaptation in der konkreten Situation zu leistenden Funktion abzuhéngen.*

(B) Das in der vorliegenden Studie entwickelte integrierte Modell der strukturellen
Adaptation von GefaBdurchmesser und —wanddicke zeigt erstmals, dass die langzeitige
Regulation beider Groflen (GefaBdurchmesser und GefiBwanddicke) in terminalen
Gefifibetten quantitativ durch die Annahme vaskulérer Reaktionen auf himodynamische und
metabolische Stimuli mit uniformen Antwortcharakteristika der Gefdfle erklart werden kann.
Die in dem Modell angenommenen Regeln wurden so weit wie mdglich auf der Basis
bekannter und akzeptierter Aspekte der Gefdfireaktionen auf hidmodynamische und
metabolische Stimuli aufgestellt. Zusétzlich einbezogene Annahmen wurden auf der Basis
plausibler biologischer Mechanismen entwickelt. In dem Modell sind die Gleichungen und
Parameter, die die strukturellen Anderungen von Durchmesser und Wanddicke in Reaktion
auf einen Satz gegebener Adaptationsstimuli reprisentieren, fiir alle Gefdlle des Netzwerkes
identisch. Die unterschiedlichen strukturellen Eigenschaften der einzelnen Mikrogefilie
sowie die globalen funktionellen Charakteristika des Mikrogefainetzwerkes bilden sich
durch das adaptive Gesamtsystem heraus und sind nicht direkt durch die angenommenen
vaskuldren Reaktionen vorgeschrieben. Mit Hilfe des Modells konnten experimentelle
Befunde zu Verteilungen funktioneller und morphologischer Parameter in Mikrogefés3-
netzwerken, z.B. die Abnahme der Wandschubspannung mit sinkendem transmuralen
Druck®' sowie eine lineare Bezichung zwischen dem Logarithmus der Wandspannung und
dem Logarithmus des GefaBdurchmessers'>***"**_ reproduziert werden.
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Dieses theoretische Modell bietet somit einen Ansatz, um verfligbare Informationen iiber die
strukturelle Adaptation in Geféflsystemen zu integrieren und vaskuldre Reaktionen auf
wechselnde Umgebungsbedingungen und eine verdnderte Gefalreaktivitidt vorherzusagen,

22,33

wie sie z.B. bei arterieller Hypertonie™" auftreten.

© Experimentell beobachtete sauerstoffsensitive Signalmodi in Gewebe, Gefaiwand
und Erythrozyten, deren Bedeutung fiir die in vivo Situation bisher ungeklirt ist™'"'®
hinsichtlich ihrer Eignung untersucht, die strukturelle Durchmesseradaptation metabolisch zu

, wurden

kontrollieren (s. Abb. 3). Die gewonnenen Ergebnisse zeigen, dass iiberraschenderweise die
GefdBwand am besten als Sauerstoffsensor in der Lage ist, sowohl eine addquate Sauerstoft-
versorgung des Gewebes als auch eine realistische Hdmodynamik des Mikrogefal3-
netzwerkes zu gewahrleisten.

Abbildung 3. Schematische
Darstellung der in vivo

beobachteten metabolischen Ggfél&-

Signalmechanismen. Der 0, ~-

intravaskulére Sauerstoff I \ T .— ~_G_evi(?t:§—i(~32_ —_p
bestimmt die Hamoglobin- I \ \\ N
sittigung der Erythrozyten | N % \1
und diffundiert zu v ~

GefiBwand und Gewebs-

Wand-
zellen (gestrichelte Pfeile). Po, O O
Das lokal resultierende w
Sauerstoffniveau ruft die ‘ ‘

Freisetzung  metabolischer
Signalsubstanzen aus diesen
Strukturen hervor (durch-
gezogene Pfeile), die nach
Erreichen der GefaBBwand
eine Durchmesserdnderung
bewirken. Die Simulationsergebnisse deuten darauf hin, dass die Signalgebung durch die GefdBwand
(roter Pfeil) der entscheidende Mechanismus fiir die metabolische Kontrolle der strukturellen
Durchmesseradaptation ist.

GefaRlumen GefalRwand Gewebe

Die unzureichende Eignung von Erythrozyten als Sauerstoffsensor konnte darin begriindet
sein, dass in minderperfundierten Regionen das ausgeloste Signal fiir eine
Durchmesserzunahme wegen der lokal geringen Anzahl von (signalgebenden) Erythrozyten
zu schwach ist. Infolgedessen wiirden GefaBBdurchmesser und Stromung weiter abnehmen
(positive Riickkopplung). Auch das Gewebe scheint als Sauerstoffsensor fiir die
Durchmesseradaptation nur bedingt geeignet zu sein, da sowohl perfusionsbedingte als auch
diffusionsbedingte Gewebshypoxien das entstehende Signal beeinflussen, jedoch nur
perfusionsbedingten Hypoxien durch eine GefaBdurchmesserzunahme entgegengewirkt
werden kann, wohingegen diffusionsbedingte Hypoxien Angiogenese erfordern. Die
Freisetzung durchmessersteigernder Substanzen bei diffusionsbedingten Hypoxien geféhrdet
somit die Riickkopplung zwischen der Produktion der metabolischen Signalsubstanz und der
Gewebshypoxie. Derartige Probleme treten bei Lokalisation der Sauerstoffsensoren in der
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GefdaBwand nicht auf, da in diesem Fall die Menge der signalgebenden Strukturen
stromungsunabhéngig ist und nur perfusionsbedingte Hypoxien wahrgenommen werden.
Somit scheint die GefdBwand am besten geeignet zu sein, die zentrale Rolle in der
metabolischen Kontrolle der strukturellen GefaBdurchmesser zu spielen. Sauerstoffsensoren
in Gewebe und Erythrozyten sind wahrscheinlich von groferer Bedeutung fiir die Regulation
von Angiogenese bzw. glattmuskuldrem Gefafitonus.

Die in den vorliegenden Studien flir die Analyse der strukturellen Adaptation in
Mikrogefdfinetzwerken entwickelten und eingesetzten theoretischen Modelle mogen auf den
ersten Blick kompliziert erscheinen. Jeder Term wurde jedoch nur einbezogen, weil sein
Fehlen zu biologisch unrealistischen Ergebnissen gefiihrt oder eine deutlich geringere
Ubereinstimmung zwischen Modellvorhersagen und korrespondieren experimentellen Daten
bewirkt hitte. Eine detaillierte Diskussion der Vor- und Nachteile der verwendeten
methodischen Ansétze ist im Rahmen dieser Zusammenfassung aus Platzgriinden nicht
mdglich, findet sich aber in den Publikationen.



23

6. Reslimee

Die vorliegenden Studien haben gezeigt, dass die Unterstiitzung experimenteller Methoden
durch theoretische Modellsimulationen die Bearbeitung von Fragestellungen erlaubt, die rein
biologischen Untersuchungsansétzen nur schwer oder gar nicht zugénglich sind. So konnte
ein minimaler und einfacher Satz elementarer Regeln identifiziert werden, der das
Zustandekommen der in vivo beobachteten Verteilungen morphologischer und funktioneller
Parameter in MikrogefaBBnetzwerken erkldren kann. Durch isolierte und kontrollierte
Blockade (,,mathematical knockout) bzw. alternative Aktivierung experimentell
beobachteter Mechanismen konnten Erkenntnisse zu biologischen Funktionen dieser
Mechanismen gewonnen werden. Durch derartige Untersuchungen konnen neue
Experimente angeregt werden, um die Validitdt der Modellannahmen und gewonnenen
Ergebnisse zur strukturellen GefdBadaptation zu iiberpriifen und die den formalisierten
Anpassungsregeln zugrundeliegenden biologischen Mechanismen zu analysieren.
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Il. Anteilserklarung
An den vorgelegten Publikationen hatte ich, Bettina Reglin, folgenden Anteil:

Publikation (C)

B. Reglin, T.W. Secomb, A.R. Pries. Structural adaptation of microvessel diameters in
response to metabolic stimuli: Where are the oxygen sensors? Am J Physiol Heart Circ
Physiol. 2009 Dec; 297(6): H2206-19.

Bei dieser Publikation lag die Verantwortung fiir die Durchfiihrung der Studie bei mir.
Zu den wesentlichen Teilen der Studiendurchfiihrung habe ich in etwa folgende Beitrdge

geleistet:
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