
Gefässchirurgie
Originalien

Gefässchirurgie 2020 · 25:31–39
https://doi.org/10.1007/s00772-019-00585-4
Online publiziert: 25. Oktober 2019
© Der/die Autor(en) 2019

C. Schubert1 · A.-K. Vlacil2 · T. Schmitz-Rixen3 · K. Grote2 · K. Troidl1,3

1Max-Planck-Institut für Herz- und Lungenforschung, Bad Nauheim, Deutschland
2 Klinik für Kardiologie und Angiologie, Philipps-Universität,Marburg, Deutschland
3 Klinik für Gefäß- und Endovascularchirurgie, Klinikum der Goethe-Universität, Frankfurt am Main,
Deutschland

Therapeutisches
Kollateralwachstum
Untersuchungen am experimentellenModell
der Femoralarterienligatur bei Mäusen

Einleitung

Um die Blutversorgung der Extremitä-
ten bei peripherer arterieller Verschluss-
krankheit (PAVK) sicherzustellen, ver-
fügt der Körper über einen endogenen
Prozess der natürlichen Bildung von By-
passgefäßen, die sog. Arteriogenese. Da-
bei kommt es zum Wachstum bereits
bestehender Kollateralgefäße, die jedoch
unter Normalbedingungen wenig Ein-
fluss auf die periphere Blutversorgung
haben [18]. Wichtig ist die Abgrenzung
der Arteriogenese (innerhalb der Mm.
adductores) vom Prozess der Angioge-
nese (innerhalb der Mm. gastrocnemii),
welche durch hypoxieinduzierte Fakto-
ren (HiF) zur Bildung neuer Kapillaren
in ischämischenRegionen führt [11]. Ar-
teriogenesedagegenfindetausschließlich
in normal perfundierten Regionen statt
und wird durch hämodynamische Kräf-
te, die auf die Gefäßwand wirken, aus-
gelöst. Hauptsächlich daran beteiligt ist
der fluid shear stress [2, 11]. Daher er-
scheint die Entwicklung neuer Thera-
pieansätze zur Förderung des Kollate-
ralwachstumsals vielversprechendes Ins-
trument, um das bisherige Repertoire an
Therapiemöglichkeiten zu erweitern.

Arteriogenese wird – ähnlich der
Arteriosklerose – durch einen entzünd-
lichen Prozess und den Einfluss von
Chemokinen, wie CC-chemokine ligand
(CCL)2 und Adhäsionsmolekülen, wie
intercelluar adhesion molecule (ICAM)-1
initiiert. Dabei kommt es zur Rekrutie-
rung und Akkumulation vonMakropha-

gen im perivaskulären Gewebe sowie zur
Proliferation von Endothel- und glat-
ten Muskelzellen, was letztendlich zur
Größenzunahme der Kollateralen führt
[19].

Das makrophagenaktivierende Lipo-
peptidmiteinerMolekülmassevon2kDa
(MALP-2) ist ein 1990 erstmals vonPeter
Mühlradt et al. beschriebenesbakterielles
Lipopeptid, das aus der Mykoplasmen-
SpeziesM. fermentans isoliert wurde und
ursprünglich als starker Aktivator von
Makrophagenbeschriebenwurde[10,20,
21]. MALP-2 stimuliert das Immunsys-
tem über ein Heterodimer der Toll-like-
Rezeptoren TLR2/6 [10, 21].

Neben der Regulation von inflamma-
torischen Prozessen sind für TLRs auch
regenerative Aspekte beschrieben wor-
den, z.B. bei der Gefäßneubildung und
der Angiogenese [5, 6]. Für die Arterio-
genese wurden diesbezüglich noch kei-
nerlei Untersuchungen durchgeführt.

Inden letzten Jahrenhabenwirbereits
regenerative Effekte von MALP-2 spezi-
ell auf Endothelzellen untersucht. In die-
semZusammenhang konnte nachwiesen
werden, dass bereits eine einmalige Ap-
plikation von MALP-2 günstige Effekte
auf die Angiogenese [4], die Reendothe-
lisierungnachGefäßverletzung [7] sowie
das vaskulär regenerative Potenzial von
mesenchymalen Stammzellen hat [3].

Diese Erkenntnisse erscheinen uns
auch im Hinblick auf die Stimulation
derArteriogenese sehr vielversprechend.
Daher untersuchenwir diesenAnsatz im

experimentellen Arteriogenesemodell in
der Maus.

Material und Methoden

Tiermodell

Die durchgeführten Tierversuche stehen
in Einklang mit den geltenden Gesetzen
(TierSchG § 8 Abs. 1) und sind vom
Regierungspräsidium Darmstadt geneh-
migt (Nr. V54-19c20/15-B2/1152).

Die Ligatur der linken A. femoralis
erfolgte distal des Abgangs der linken
A. profunda femoris nach dem Protokoll
vonLimbourg et al. [9]. 26BALB/c-Mäu-
se (10–14Wochen)wurdeninzweiGrup-
pen (MALP-2/PBS) aufgeteilt. Die Anäs-
thesie erfolgte mittels Ketamin (100mg/
kgKG) und Xylazin (3mg/kgKG). Direkt
vorderOperationerhieltendieTiere eine
Analgesie mit Carprofen (5mg/kgKG).
DieApplikationvon125μlMALP-2 (1μg
in PBS) oder PBS erfolgte direkt nach
Ligatur i.v. in die Schwanzvene. Das ver-
wendete MALP-2 stammt aus dem La-
bor von P. Mühlradt, wo auch die erst-
malige Strukturaufklärung erfolgte [10].
Die Gewebe der Mm. adductores (zur
Untersuchung der Arteriogenese) bzw.
Mm. gastrocnemii (zurUntersuchungder
Angiogenese) wurden an den Tagen 3
bzw. 7 nach operativer Ligatur entnom-
men. Die weitere Aufarbeitung der Ge-
webe geschah nach dem Protokoll von
Limbourg et al. [9]. Anschließend wur-
den die Gewebe in Tissuetek (Sakura Fi-
netek, Tokyo, Japan) kryokonserviert.
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Abb. 18 Morphometrie der Kollateralgefäße. Repräsentative Aufnahmenvon Kollateralgefäßen im
Querschnitt Hämatoxylin-Eosin(HE)-gefärbter Gewebeschnitte derMm.adductores (a–d). Maßstab:
20μm, Vergr. 40:1

Für die Auswertung wurden immer
diedreigrößtenKollateralenproTierver-
wendet. Der Einfluss von MALP-2 wur-
de durch den Vergleich der jeweils ope-
riertenSeite (Ligaturmuskel)vonMALP-
2-Gruppe und PBS-Gruppe untersucht.
ZumNachweis des Einflusses derOpera-
tion auf das Wachstum der Kollateralen
dienten die nicht operierten, kontralate-
ralen Seiten der Versuchstiere (Kontroll-
muskel) als Vergleich.

Histologie

8μm Kryoschnitte wurden Hämatoxy-
lin-Eosin (HE) gefärbt. Die Aufnahmen
erfolgten mit einem Lichtmikroskop
(Axio Scope.A1, Zeiss, Jena; HD-Ultra
Farbkamera, euromex, Arnheim, Nie-
derlande).MorphometrischeMessungen
zu Kollateralengröße und Dicke wurden

mit ImageJ Version 2.0.0-rc-43/1.51p
(Open Source) durchgeführt.

Immunhistochemie

Verwendete Antikörper: Anti-CD68
(Alexa Fluor® 488) (ab222914, Abcam,
Camebridge, UK), Anti-Ki-67 (ab16667,
Abcam, Camebridge, UK), Anti-CD31
(ab28364, Abcam, Cambridge, UK),
Donkey-anti-rabbit (Alexa Fluor® 488)
(A21206, Thermo Fischer Scientific,
Waltham, MA, USA), Anti-α-SMA Cy3
(C6198, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) und DAPI (AB_2629482, Thermo
Fischer Scientific, Waltham, MA, USA).
Die Analyse erfolgte mit einem kon-
fokalen Mikroskop (Leica SP5, Leica,
Wetzlar, Deutschland).

Datenanalyse

Sämtliche Daten werden als Mittel-
wert± Standardabweichung dargestellt.
Für die statistische Analyse verwendeten
wir BiAS für Windows Version 11.06
(epsilon-Verlag, Hochheim Darmstadt).
Die Normalverteilung der Daten wurde
mit dem Kolmogorow-Smirnow-Lillie-
fors-Test überprüft. Der Student’s t-Test
wurde bei normalverteilten Stichproben,
der Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Test
bei nicht normalverteilten Stichproben
angewandt. Werte von p< 0,05 wer-
den als statistisch signifikant angesehen
(*p< 0,05; **p< 0,01; ***p< 0,001; n. s.
nicht signifikant).

Die Grafiken wurden mit GraphPad
Prism 5 for Mac OS X Version 5.Of
(GraphPad Software, San Diego, CA,
USA) erstellt.

Ergebnisse

MALP-2 fördert das Wachstum von
Kollateralgefäßen

Als Maß für das Kollateralgefäßwachs-
tum wurden die Gefäßlumina sowie die
Wanddicke der Kollateralgefäße in den
Adduktoren 3 und 7 Tage nach Opera-
tion in HE-gefärbten Gewebeschnitten
verglichen (. Abb. 1a–d).

Drei Tage nach Ligatur zeigte sich
zwischen MALP-2 (605,7± 177,4 μm2,
n= 7) und PBS-Gruppe (740,0± 133,0
μm2, n= 8) keinUnterschied (p= 0,2724)
in der Zunahme des Gefäßlumens
(. Abb. 1e) und der Gefäßwanddi-
cke (MALP-2 6,7± 0,4 μm, n= 7; PBS
6,4± 0,4 μm, n= 8; p= 0,6571) im Liga-
turmuskel (. Abb. 1g). Das Gefäßlumen
in den Kollateralen des Kontrollmuskels
hat sich weder in der MALP-2 noch
in der PBS-Gruppe verändert. Es zeigte
sich jedoch in beiden Gruppen eine
signifikante Zunahme der Wanddicke
der Kollateralen im Ligaturmuskel im
Vergleich zum Kontrollmuskel (MALP-
2: 4,5± 0,3 μm, p< 0,0001, n= 6; PBS:
4,5± 0,4 μm, p= 0,0004, n= 8).

Sieben Tage nach Ligatur sind un-
ter MALP-Applikation sowohl das Ge-
fäßlumen (1367,4± 204,1 μm2, n= 7)
(p= 0,0305) gegenüber der PBS-Gruppe
(669,4± 116,0 μm2, n= 4) (. Abb. 1f)
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als auch die Wanddicke der Kollatera-
len im Ligaturmuskel erhöht (MALP-2
6,2± 0,3 μm, n= 7; PBS-Gruppe 4,8±
0,4 μm, n= 4; p= 0,0047; . Abb. 1h). Nur
in der MALP-2-Gruppe gab es eine Zu-
nahme von Gefäßlumen (691,1± 86,0
μm2, p= 0,0278, n= 5) und Wanddicke
(3,6± 0,2 μm, p< 0,0001, n= 6) zwischen
Ligatur- und Kontrollmuskel.

Verstärkte Akkumulation von
Makrophagen im perivaskulären
Gewebe der Kollateralen nach
MALP-2-Applikation

Der Nachweis und die Quantifizierung
vonMakrophagen imperivaskulärenGe-
webe erfolgten mittels CD68-Färbung
der Gewebeschnitte aus den Adduktoren
an den Tagen 3 und 7 (. Abb. 2a–d).

DreiTagenachLigatur zeigte sich zwi-
schen MALP-2 (7,1± 1,3 Makrophagen,
n= 7) und PBS-Gruppe (5,0± 0,8 Ma-
krophagen, n= 8) kein Unterschied
(p= 0,3370) hinsichtlich der Akkumula-
tion von Makrophagen im perivaskulä-
ren Gewebe des Ligaturmuskels. Jedoch
zeigte sich jeweils im Ligaturmuskel
eine signifikante Akkumulation von
Makrophagen im Vergleich zum kon-
tralateralen Kontrollmuskel (MALP-2:
1,9± 0,6 Makrophagen, p= 0,0001, n= 7;
PBS: 1,3± 0,4 Makrophagen, p= 0,0001,
n= 8; . Abb. 2e).

Sieben Tage nach Ligatur kam es un-
ter MALP-2-Applikation (10,0± 1,5 Ma-
krophagen, n= 7) zu einer gesteigerten
Akkumulation vonMakrophagen im pe-
rivaskulären Gewebe des Ligaturmuskels
(p= 0,0041) gegenüber der PBS-Gruppe
(3,3± 1,2 Makrophagen, n= 4). In der
MALP-2-Gruppe zeigte sich ebenfalls
ein Unterschied zwischen Ligatur- und
Kontrollmuskel (1,2± 0,4 Makrophagen,
p< 0,0001, n= 6). Dies konnte in der
PBS-Gruppe nicht nachgewiesen wer-
den (1,6± 0,6 Makrophagen, p= 0,5899,
n= 4) (. Abb. 2f).

Nachweis von proliferierenden
Zellen innerhalb der Kollateral-
arterien

Zur Untersuchung des Wachstums der
Kollateralen durch Zellteilung wurde
mittels des Proliferationsmarkers Ki-67

Zusammenfassung · Abstract

Gefässchirurgie 2020 · 25:31–39 https://doi.org/10.1007/s00772-019-00585-4
© Der/die Autor(en) 2019

C. Schubert · A.-K. Vlacil · T. Schmitz-Rixen · K. Grote · K. Troidl

Therapeutisches Kollateralwachstum. Untersuchungen am
experimentellen Modell der Femoralarterienligatur bei Mäusen

Zusammenfassung
Hintergrund und Fragestellung. Toll-
like-Rezeptoren (TLRs) sind neben ihrer
zentralen Rolle der Pathogenerkennung
und Aktivierung des Immunsystems auch
an zahlreichen physiologischen sowie
pathologischen vaskulären Prozessen
beteiligt. Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss
des TLR2/6-Ligandenmacrophage-activating
protein of 2-kDA (MALP-2) auf die Reperfusion
durch das Wachstum von Kollateralen nach
experimenteller Ligatur der Femoralarterie in
Mäusen zu untersuchen.
Material und Methoden. Für die operative
Ligatur der linken A. femoralis verwendeten
wir 10–14 Wochen alte BALB/c-Mäuse. Zeit-
gleich erfolgte die intravenöse Applikation
von MALP-2 (1μg). 3 bzw. 7 Tage nach
Operation erfolgte die Entnahme der Muskeln
(Mm. adductores und Mm. gastrocnemii)
für histologische und morphometrische
Untersuchungen.

Ergebnisse. Der Gefäßdurchmesser und
die Wanddicke der Kollateralen innerhalb
der Mm. adductores nahmen in der MALP-
2-Gruppe zu. Begleitet wurde dies durch
die Proliferation von Endothelzellen und
die Akkumulation von Makrophagen im
perivaskulären Gewebe. Zeitgleich führte
der Einsatz von MALP-2 zu einer verstärkten
Kapillardichte innerhalb der Waden (Mm.
gastrocnemii).
Diskussion. Die Applikation von MALP-2
in unserem experimentellen Tiermodell
zeigte vielversprechende Ergebnisse für
den therapeutischen Einsatz dieses TLR2/6-
Liganden zur Reperfusion der Extremitäten
durch das Wachstum von Kollateralen.

Schlüsselwörter
TLR2/6 · PAVK · MALP-2 · Kollateralwachstum ·
Arteriogenese

Therapeutic collateral growth. Investigations in an experimental
model of femoral artery ligation in mice

Abstract
Background and objective. Apart from their
crucial role in pathogen recognition and
initiation of the immune defense system, Toll-
like receptors (TLRs) are known to be involved
in various physiological and pathological
vascular processes. The aim of this study was
to investigate the potential of the lipopeptide
and TLR2/6 ligand macrophage-activating
lipoprotein of 2 kDa (MALP-2) to promote
blood flow recovery by collateral growth after
experimental ligation of the femoral artery in
mice.
Materials andmethods. In this study BALB/c
mice 10–14 weeks old were subjected to
experimentalmicrosurgical ligation of the left
femoral artery with simultaneous intravenous
application of MALP-2 (1μg). Muscles
(adductor muscles and gastrocnemius
muscles) were harvested 3 and 7 days after
surgery for subsequent histological and
morphometric analyses.

Results. The use of MALP-2 significantly
improved the diameter and wall thickness of
collateral vessels in the adductor muscles.
This was accompanied by proliferation of
intimal endothelial cells and accumulation
of macrophages in perivascular tissue. In
addition, injection of MALP-2 promoted
angiogenesis through an increased capillary
density in lower hindlimbs (gastrocnemius
muscle).
Conclusion. The application of MALP-2 in
this experimental animal model showed
promising results for the therapeutic use of
the TLR2/6 ligand to promote reperfusion of
the extremities by the growth of collateral
blood vessels.

Keywords
TLR2/6 · PAD · MALP-2 · Collateral growth ·
Arteriogenesis
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Abb. 18 (Fortsetzung) Die Größenzunahme der Kollaterallumenwurde an den Tagen3 (e) und 7 (f)
untersucht.Ebenfallsdargestellt sinddieVeränderungenderWanddickenandenTagen3 (g)und7 (h).
(*p< 0,05; **p< 0,01; ***p< 0,001; n. s. nicht signifikant)

in Gewebeschnitten derMm. adductores
3 bzw. 7 Tage nach Ligatur die Prolife-
ration von Endothelzellen (. Abb. 3a–d)
und glatten Muskelzellen (. Abb. 4a–d)
untersucht.

Drei Tage nach Ligatur zeigt sich
zwischen MALP-2 (1,5± 0,4 Ki67+ EC,
n= 7) und PBS-Gruppe (0,3± 0,1 Ki67+
EC, n= 8) einUnterschied (p= 0,0386) in
der endothelialen Proliferationsrate im
Ligaturmuskel (. Abb. 3c). Ein Vergleich
von Ligatur- und Kontrollmuskel zeigte
nur unter MALP-2 (0,0± 0,0 Ki67+ EC,
p= 0,0046, n= 6) einen Unterschied, un-
ter PBS (0,0± 0,0 Ki67+ EC, p= 0,2373,
n= 4) konnte dieser nicht belegt werden.

Sieben Tage nach Ligatur zeigte sich
nach MALP-2-Applikation (0,7± 0,2
Ki67+ EC, n= 7) kein Unterschied

(p= 0,0888) mehr in der Proliferation
von Endothelzellen auf der ligierten Sei-
te gegenüber der PBS-Gruppe (0,1± 0,1
Ki67+ EC, n= 4). Ausschließlich im Ver-
gleich von Ligatur- und Kontrollmuskel
derMALP-2-Gruppe konnte eine gestei-
gerte Proliferation (MALP-2: 0,1± 0,1
Ki67+ EC, p= 0,0401, n= 6; PBS: 0,0± 0,0
Ki67+ EC, p= 0,7553, n= 4) belegt wer-
den (. Abb. 3f).

Drei Tage nach Ligatur konnte keine
Zunahme der Proliferation glatter Mus-
kelzellen festgestellt werden (MALP-2
0,1± 0,1 Ki67+ SMC, n= 21; PBS 0,3± 0,0
Ki67+ SMC, n= 24; p= 0,4230)
(. Abb. 4e).

Sieben Tage nach Ligatur kam es im
Ligaturmuskel zu einer gesteigerten Pro-
liferation glatter Muskelzellen durch die

Applikation von MALP-2 gegenüber der
PBS-Gruppe (MALP-2 0,4± 0,1 Ki67+
SMC, n= 21; PBS 0,1± 0,0 Ki67+ SMC,
n= 12; p= 0,0441). Auch im Vergleich
von operierter zu unoperierter Seite
zeigte sich ein Unterschied in der Inter-
ventionsgruppe (0,0± 0,0 Ki67+ SMC,
p= 0,0221, n= 6), die Kontrollgruppe
ließ keinerlei Unterschiede erkennen
(0,0± 0,0 Ki67+ SMC, p= 1,0000, n= 4)
(. Abb. 4f).

MALP-2 fördert die Kapillarisierung
derMm. gastrocnemii nach Ligatur
der A. femoralis

Aufgrund der unilateralen Ligatur der
A. femoralis kam es im entsprechen-
den Muskel (M. gastrocnemius) distal
der Ligatur zu einer Minderversorgung
des (Muskel-)Gewebes mit Sauerstoff
und Nährstoffen. Diese Minderver-
sorgung führte zu einer gesteigerten
Angiogenese. Dazu wurden die Anzahl
der Kapillaren mithilfe des Markers
CD31 gezählt. Gleichzeitig erfolgte die
Quantifizierung der benachbarten Mus-
kelfasern (. Abb. 4a–d). Das Verhältnis
von Kapillaren zu Muskelfasern wurde
als Zielgröße für die Bestimmung der
Angiogenese verwendet. Die Gewebe-
entnahme erfolgte 3 bzw. 7 Tage post
OP.

Drei Tage nach Ligatur zeigte sich
zwischen MALP-2- (0,9± 0,0 Kapilla-
ren/Muskelfaser, n= 7) und PBS-Gruppe
(0,7± 0,1 Kapillaren/Muskelfaser, n= 8)
ein Unterschied (p= 0,0055) im Wachs-
tum der Kapillaren pro Muskelfaser
auf der Ligaturseite. Ebenfalls zeigte
sich in beiden Gruppen ein signifi-
kanter Unterschied zwischen Ligatur-
und Kontrollmuskel (MALP-2: 0,6± 0,0,
p= 0,0000, n= 7; PBS: 0,6± 0,0 Kapil-
laren/Muskelfaser, p= 0,0139, n= 8)
(. Abb. 5e).

Sieben Tage nach Ligatur zeigte
die Ligaturseite unter MALP-2-The-
rapie (0,9± 0,0 Kapillaren/Muskelfaser,
n= 7) einen deutlichen Unterschied
(p= 0,0024) gegenüber der PBS-Gruppe
(0,7± 0,1 Kapillaren/Muskelfaser, n= 3).
Die jeweiligen Kontrollmuskel zeig-
ten hingegen keine angiogenetischen
Veränderungen (MALP-2: 0,6± 0,0,
p= 0,0000, n= 5; PBS: 0,5± 0,0 Ka-
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Abb. 28 Akkumulation vonMakrophagen imperivaskulärenGewebe nach 3bzw. 7 Tagen. DieMa-
krophagenwurdenmittels eines Antikörpers gegen CD68 (grün), die Gefäßemittels Aktin der glatten
Gefäßmuskulatur (a-SMA, rot) und Zellkerne (blau) angefärbt und im konfokalenMikroskop unter-
sucht. Repräsentative AufnahmenderMakrophagenakkumulation imLigaturmuskel derMm. ad-
ductores (a–d). Maßstab: 20μm.Darstellung derMakrophagenanzahl anden Tagen 3 (e) und 7 (f).
(**p< 0,01; ***p< 0,001; n. s. nicht signifikant)

pillaren/Muskelfaser, p= 0,0076, n= 3)
(. Abb. 5f).

Diskussion

Zusammenfassend lässt sich feststellen,
dass die Applikation von MALP-2 das
Wachstum der Kollateralgefäße – sicht-
bar durch ein vergrößertes Gefäßlumen
und die Zunahme der Wanddicke –
fördert. Dabei konnten wir zeigen, dass
MALP-2 den Arteriogeneseprozess zu-
sätzlich zur natürlichen Antwort auf den
erhöhten shear stress hinaus begünstigt
und es zu einer signifikanten Verbes-
serung der natürlichen Bypassbildung
kommt.

Es zeigte sich eine verstärkte Ak-
kumulation von Makrophagen nach
MALP-2-Applikation im perivaskulären
Gewebe mit einem Maximum am 7. Tag
während der Beobachtungszeit. Eine
wichtige Rolle von Makrophagen an der
Arteriogenese wurde bereits beschrie-
ben [1, 14]. Die von diesen freigesetzten
Wachstumsfaktoren und Zytokine – vor
allem granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor (GM-CSF) und CCL2
– könnten dabei maßgeblich an dem
verstärkten Kollateralwachstum nach
Applikation von MALP-2 beteiligt sein.

Zu den essenziellen Vorrausetzungen
für das Wachstum von Gefäßen gehört
die Proliferation von Endothel- und glat-
ten Muskelzellen [13]. In unseren Ex-
perimenten zeigte sich bereits am drit-
ten Tag eine verstärkte Proliferation von
Endothelzellen unter dem Einfluss von
MALP-2. Am siebten Tag konnte eine
erhöhte Mitoseaktivität in den glatten
Muskelzellen der Kollateralen beobach-
tet werden. In vorangegangenen Studi-
en konnte gezeigt werden, dass durch
MALP-2 aus Endothelzellen freigesetz-
te Wachstumsfaktoren wie GM-CSF für
eine Kapillarneubildung (Angiogenese)
verantwortlich sind. Die GM-CSF Frei-
setzung wird dabei redox-sensitiv regu-
liert [16].GM-CSF istnebenseinerFunk-
tion als Regulator der Hämatopoese und
Differenzierung von myeloiden Vorläu-
ferzellen zu Granulozyten/Makrophagen
bereits als einFaktor identifiziertworden,
der das Kollateralwachstum in Patien-
tenmit koronarer Herzkrankheit günstig
beeinflusst [17]. Interessanterweise stellt
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Abb. 38 Nachweis Ki-67+-Zellen nach 3 bzw. 7 Tagen. Die proliferative Aktivitätwurdemittels eines
Antikörpers gegen Ki-67 (rot), das Endothel gegen CD31 (grün) und Zellkerne (blau) angefärbt und im
konfokalenMikroskop untersucht. Repräsentative Aufnahmender Endothelproliferation in Ligatur-
muskeln derMm. Adductores (a–d). Maßstab: 20μm.Quantifizierung der proliferierenden Endothel-
zellen an den Tagen 3 (e) und 7 (f). (*p<0,05; **p< 0,01; n. s. nicht signifikant)

speziell das vaskuläre Endothel eine der
hauptsächlichen Quellen der GM-CSF-
Produktion dar [12].

In den ischämischen Arealen der
Mm. gastrocnemii hat MALP-2 ebenfalls
einen verstärkten regenerativen Einfluss.
Gegenüber der Kontrollgruppe zeigte
sich eine signifikante Zunahme der Ka-
pillarisierung. Auch hier konnten wir die
bereits dokumentierten positiven Ein-
flüsse von MALP-2 auf die Angiogenese
bestätigen [4].

Für unsere Versuche verwendetenwir
das etablierte Ligaturmodell der A. fe-
moralis von Limbourg et al. [9], um den
Verschluss einer großen Arterie zu simu-
lieren. Dabei kommt es zum akuten Ver-
schluss derA. femoralismit plötzlich auf-
tretender Zunahme des fluid shear stress
in den Kollateralen. Diese Versuchsan-
ordnung unterscheidet sich damit aller-
dings von denGegebenheiten, wie sie bei
Patienten mit PAVK vorliegen. Bei die-
sen kommt es zu einem langsamen, pro-
gredienten Verschluss der Arterien und
damit einhergehend auch nur zu einer
langsamen Veränderung der Strömungs-
verhältnisse in den Kollateralen.

Zur Überprüfung der Validität unse-
rer Methoden haben wir auch die ent-
sprechenden Muskeln der kontralatera-
len, unoperierten Seite als Kontrollmus-
kel untersucht. ImVergleich vonoperier-
ter zu unoperierter Seite lassen sich sig-
nifikante Veränderungen feststellen, die
belegen, dass unser Versuchsaufbau zu
einer prinzipiellen Arteriogeneseinduk-
tion führt.

Aktuell verwendeten wir Mäuse des
Stammes BALB/c, da diese gegenüber
anderen Tierstämmen eine schlechte-
re Regeneration bzw. Ausbildung von
Kollateralen aufweisen [8, 15]. Um die
Verhältnisse der meist metabolisch und
vaskulär vorbelasteten Patienten in wei-
teren Versuchen besser abbilden zu
können, erscheint die Verwendung von
einem hypercholesterinämischen Tier-
modell (z.B. ApoE-KO-Tiere nach einer
High-Fat-Diät) sinnvoll.

Insgesamt betrachtet erscheint der
TLR2/6-Ligand MALP-2 ein vielver-
sprechender Ansatz für weitere Un-
tersuchungen im Bereich der Arte-
riogeneseforschung zur Verbesserung
arteriosklerotischer Stenosen zu sein.
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Abb. 48 Nachweis vonKi-67+-Zellennach3bzw.7Tagen.DieproliferativeAktivitätwurdemittels ei-
nesAntikörpersgegenKi-67 (grün), dieGefäßemittelsAktinderglattenGefäßmuskulatur (a-SMA, rot)
und Zellkerne (blau) angefärbt und im konfokalenMikroskop untersucht. Repräsentative Aufnahmen
der Proliferation glatterMuskelzellen in Ligaturmuskeln derMm. adductores (a–d). Maßstab: 20μm
Quantifizierung der proliferierendenMuskelzellen an den Tagen 3 (e) und 7 (f). (*p<0,05; n. s. nicht
signifikant)
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Originalien

Abb. 58 Angiogenese derMm. gastrocnemii nach Ligatur derA. femoralis. Die Kapillarenwurden
mittelseinesAntikörpersgegendenEndothelmarkerCD31 (grün)unddieZellkernemittelsDAPI (blau)
angefärbt und im konfokalenMikroskop untersucht. Repräsentative Aufnahmender Angiogenese im
Ligaturmuskel (a–d). Maßstab: 50μm.Dargestellt ist die Anzahl der Kapillaren imVerhältnis zu den
Muskelfasern derMm.gastrocnemii an den Tagen 3 (e) und 7 (f). (*p< 0,05; **p< 0,01;***p< 0,001)

Fazit für die Praxis

4 ImexperimentellenModell inMäusen
fördert die Applikation von MALP-2
das Wachstum der Kollateralgefäße.

4 Es steigert die Proliferation von
Endothel- und glatten Muskelzellen
und begünstigt die Migration von
Makrophagen in das perivaskuläre
Gewebe.

4 MALP-2 erscheint als neue, viel-
versprechende Substanz für die
Arteriogenese.
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Lesetipp

Intrathorakale Fisteln

Fisteln können
auf der Basis von

akuten oder chro-

nischen Entzün-
dungen oder

durch mechani-

sche Einwirkung
entstehen. In vie-

len Fällen ist so-
wohl bei akuten als auch bei chronischen

Fisteln eine Intervention oder Operation

unumgänglich, um deren endgültigen Ver-
schluss herbeizuführen. Thorakale Fisteln

sind fast ausschließlich innere Fisteln, also

eine pathologische Verbindung zwischen
zwei thorakalen Hohlorganen, wie z.B.

Trachea/Bronchien, Lunge, Pleura, Oeso-
phagus oder auch dem Gefäßsystem.

Das Leitthema in Der Chirurg 09/2019 spie-
gelt die exzellente Expertise der Autoren in
Diagnostik und Behandlung dieser Krank-

heitsbilder und bietet Ihnen einen Einblick

in die teilweise schwierige und individuali-
sierte Therapie.

4 Interventionelle Versorgung tracheo-

/bronchopleuraler Fisteln

4 Chirurgische Versorgung tracheo-

/bronchopleuraler Fisteln nach

bronchoplastischer Resektion

4 Interventionelle Versorgung tracheo-
/bronchoösophagealer Fisteln

4 Chirurgische Versorgung von
ösophagotrachealer und -bronchialer

Fisteln

4 Chirurgische Versorgung

tracheoarterieller Fisteln

Suchen Sie nochmehr zum Thema?
Mit e.Med – den maßgeschneiderten Fort-
bildungsabos von Springer Medizin – ha-

ben Sie Zugriff auf alle Inhalte von Sprin-

gerMedizin.de. Sie können schnell und
komfortabel in den für Sie relevanten Zeit-

schriften recherchieren und auf alle Inhalte
im Volltext zugreifen.

Weitere Infos zu e.Med finden Sie auf
springermedizin.de unter „Abos“
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