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Einleitung

1 Einleitung

Unter dem Begriff ,kardiovaskulare Erkrankungen® fasst die ICD-10-Klassifikation der WHO
eine Vielzahl an Krankheitsbildern zusammen, zum Beispiel arterielle Hypertonie, ischamische
Herzkrankheiten, Schlaganfall sowie Krankheiten der Arterien, Arteriolen und Kapillaren."
Weltweit versterben nach Schatzungen der Weltgesundheitsorganisation (WHO) jahrlich
17,5 Millionen Menschen an kardiovaskularen Erkrankungen. Mit einem Anteil von 31,4 % an
allen Todesfillen sind sie weltweit die haufigste Todesursache.? Kardiovaskulére
Erkrankungen  verzeichnen nicht nur bemerkenswerte  Steigerungsraten in
Entwicklungsléndern, sondern sind auch — trotz guter Umsetzung der Leitlinien der
Fachgesellschaften — in Industrienationen nach wie vor die haufigste Todesursache.?
Laut statistischem Bundesamt lag in Deutschland ihr Anteil im Jahre 2014 bei 39,8 %.> Daher
ist es von grolem gesundheitspolitischem Interesse die bestehenden Therapiemdoglichkeiten
weiter zu verbessern, um akuten kardiovaskularen Ereignissen vorzubeugen.
Atherosklerotische GefaRveranderungen stellen einen entscheidenden Faktor fiir die Atiologie
einiger akut lebensbedrohlicher Krankheitsbilder dar. So kdnnen pathologische
Veranderungen der GeféaRwand einen akuten Gefaverschluss zur Folge haben, aus dem ein
Sauerstoffmangel im nachgeschalteten Gewebe resultiert. Beim Herzinfarkt kommt es so zu
einer ischamischen Myokardnekrose. Auch dem ischamisch bedingten Schlaganfall liegen
haufig atherosklerotische Gefalkveranderungen als Ursache fir einen akuten GefalRverschluss
zugrunde.

Sowohl bei atherosklerotischen L&sionen als auch bei Restenosen nach GefaRinterventionen
tritt eine Neointimahyperplasie auf, die eine Verengung des Gefaldlumens zur Folge hat. Diese
vaskularen Pathologien sind durch eine massive Umstrukturierung der Extrazellularmatrix
(EZM) mit einer Anreicherung von Hyaluronsaure (HA) charakterisiert. Dies bewirkt eine
direkte Ausdehnung des Neointimavolumens und reguliert zudem die Funktionen von glatten
Gefallmuskelzellen (VSMC). Die Migration und Proliferation von VSMC sind wichtige
biologische Vorgange bei der Ausbildung vaskularer Lasionen, die durch HA mafgeblich
gesteuert werden. Es wird angenommen, dass die Akkumulation von HA die
Neointimahyperplasie anregt und somit die Progression von Restenosen und
atherosklerotischen Lasionen fordert. Folglich muisste sich durch eine gezielte Inhibition
einzelner HA-Synthasen (HAS) die Ausbildung und Restenose atherosklerotischer Lasionen
reduzieren lassen.

Vor diesem Hintergrund wurde in der vorliegenden Arbeit der Einfluss einer
Hyaluronsauresynthase 3 Hemmung auf vaskulare Pathologien wie die Neointimabildung

nach Gefalverletzung und die Atherosklerose untersucht.



Einleitung

1.1 Neointimahyperplasie und glatte GefaBmuskelzellen

Bei der Neointimahyperplasie handelt es sich um eine Akkumulation von Zellen, vor allem von
VSMC, und EZM in der innersten Schicht der arteriellen Gefallwand, der Tunica intima. Dies
geht mit einem Verlust der physiologischen Wandstruktur einher. In gesunden Arterien sind
drei Gefallschichten konzentrisch angeordnet: Eine Endothelzellschicht bildet die Tunica
intima. Die Tunica media wird aus glatten GefaRmuskelzellen (VSMC) gebildet. Die auf3en
gelegene Tunica externa (Adventitia) besteht aus einem fibroblastenreichen Bindegewebe
(Abbildung 1).*

= Lumen

Tunica intima

Lamina elastica intema

Tunica media

Lamina elastica extema

Adventitia

Abbildung 1: Arterieller GefaBwandaufbau.

Die Intima besteht aus einer Endothelzelleinzelschicht, die auf einer Basalmembran aufsitzt und das
Gefall zum Lumen hin abschlieRt. Ringférmig angeordnete VSMC bilden die Media. Intima und Media
werden durch die Lamina elastica interna (LEI) getrennt. Die Lamina elastica externa (LEE) schliel3t die
Media nach aulen ab. Um die glatte GefalBmuskulatur herum wird das Gefall durch eine
Bindegewebsschicht geschitzt, die Adventitia. Diese besteht vor allem aus Fibroblasten, die in eine
reiche d4icht gepackte EZM eingebettet sind. Hier verlaufen auch Nervenbahnen und versorgende
Gefale.

Eine pathologische Neointimaausbildung tritt beispielsweise bei Lungenhochdruck,
Atherosklerose, nach einer Angioplastie sowie bei transplantierten Organen und Venen
auf.>® Ursachen kénnen eine Verletzung, Entziindung oder Uberdehnung des Gewebes sein,
die VSMC =zur Dedifferenzierung, Proliferation, Migration und Matrix-Synthese anregt.
Physiologisch ist die Ausbildung einer Neointima z. B. beim Verschluss des Ductus arteriosus
Botalli zu beobachten.”®

VSMC sind im Gegensatz zu Skelett- oder Herzmuskelzellen nicht terminal differenziert,
sondern weisen eine bemerkenswerte Plastizitit auf.® In einer gesunden Arterie besteht die
Media aus ruhenden kontraktilen VSMC. Dieser Phanotyp ist wichtig fur die physiologische
Funktion der GefaRe wie die Regulation des GefaRtonus.® Charakteristika sind eine langsame

Proliferationsrate und Zellmigration sowie geringe EZM-Synthese. Als Antwort auf duliere
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Einflisse, wie bei der Atherogenese oder bei der Entwicklung von Stenosen nach
GefaRverletzungen, gehen VSMC von einem kontraktilen in einen dedifferenzierten Zustand
liber. Die Zellmorpholgie dndert sich (Abbildung 2)."® ' Die Zellen produzieren vermehrt EZM,
neigen zur Proliferation und wandern gezielt in die Intima ein. Dieser Phanotyp der VSMC wird
auch als ,synthetisch” bezeichnet. Die Dedifferenzierung geht mit einer Herabregulation
VSMC-typischer Gene des kontraktilen Apparates, wie alpha-Glattmuskelaktin (Acta2),
smooth muscle myosin heavy chain (SM-MHC), myosin heavy chain 11 (Myh11) oder
Transgelin (SM22a) einher.” Neben dem differenzierten kontraktilen und dem proliferativen
.Synthetischen® Phanotyp kénnen VSMC auch intermediare Zustdande einnehmen.
Diese Vielfalt an Phanotypen gibt VSMC die ndétige Flexibilitdt sich an die gegebenen
physiologischen und pathologischen Bedingungen anzupassen. Auch in Zellkultur verlieren
VSMC ihren differenzierten Phanotyp."'® Die phanotypische Modulation der VSMC kann durch
verschiedene Signalmolekiile, wie Wachstumsfaktoren und Zytokine, aber auch mechanische
Krafte beeinflusst werden. Eine Vielzahl umfangreicher Untersuchungen konnte zeigen, dass
die phanotypische Umwandlung der VSMC aktiv gesteuert wird und nicht nur einen passiven
Verlust der kontraktilen Eigenschaften darstellt (fiir eine Ubersicht siehe Owens et al. 2004
und Alexander et al. 2012)."* ™

Kontraktiler Phdanotyp Synthetischer Phanotyp

A
)
v

Proliferation Proliferation T

Migration { Migration T

Kontraktilitat T EZM-Synthese®

VSMC Differenzierungsmarker T VSMC Differenzierungsmarker!

(z. B. Acta2, SM22a., Myh11)

Zell-Zell-Interaktionen
Zell-Matrix-Interaktionen

Mechanische Krifte (z. B. Trauma, Scherstress)
Neuronale Effekte

Wachstumsfaktoren (z. B. PDGF-BB)
Atherogene Stimuli

(z. B. Entziindungsmediatoren, oxidiertes LDL)

Abbildung 2: Die Morphologie von VSMC im differenzierten und synthetischen Phanotyp.
VSMC koénnen als Antwort auf verschiedene externe Stimuli zwischen einem kontraktilen differenzierten
Phanotyp und einem synthetischen Phanotyp wechseln. Eine Dysregulation dieses Prozesses ist bei
verschiedenen vaskularen Erkrankungen beschrieben, wie der Neointimaausbildung und
Atherosklerose (modifiziert nach Owens et al. 2004)."
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1.2 Atherosklerose

Atherosklerose ist eine progressive Erkrankung des arteriellen Gefallsystems bei der Lipide,
Zellen und Bindegewebe in die GefalRwand eingelagert werden.

Die ,Response-to-injury“-Theorie geht davon aus, dass die Atherogenese von einem
Endothelschaden ausgeldst wird." Durch die Schadigung erhéht sich die Permeabilitat des
Endothels, Wachstumsfaktoren werden freigesetzt und Adhasionsmolekile exprimiert.
Verschiedene Noxen koénnen die Dysfunktion des Endothels bewirken. Ein erhéhter
Low-density lipoprotein (LDL)-Cholesterinspiegel stellt einen Hauptrisikofaktor dar, aber auch
immunologische Prozesse, Viren, Toxine und Homocystein kdnnen die Bildung
atherosklerotischer Plaques hervorrufen.'® '® Betroffen sind vor allem Stellen des GefaRbaums
mit einem verwirbelten Blutfluss wie an Bifurkationen, da hier Scherkréfte auf das Endothel
einwirken und dessen Permeabilitat erhdhen.'” '8

Die Aktivierung des Endothels bewirkt ein Einwandern von Leukozyten in die Intima und eine
subendotheliale Lipidakkumulation.” Monozyten reifen zu Makrophagen heran und
phagozytieren oxidiertes LDL. Cholesterin reichert sich intrazelluldar an, so genannte
Schaumzellen entstehen, die einen grofden Teil der Lasionen ausmachen. Dies fihrt zu einer
unterschwelligen vaskularen Entziindungsreaktion, welche die Aktivierung des Endothels und
der VSMC weiter fdrdert. Entzindungszellen wie  Monozyten/Makrophagen,
T- und B-Lymphozyten, dendritische Zellen und Mastzellen akkumulieren neben EZM und
Lipiden in der Lasion.” ?° In der GefaRwand eingelagerte kdrpereigene Lipoproteine wie
ApolipoproteinB-100 und oxidiertes LDL sind Antigene fir spezifische T-Zellen und

Antikérper.223

Diese lésen Autoimmunreaktionen aus, die sowohl pro- als auch
anti-atherogen ausfallen kénnen.

VSMC spielen bei der Atherogenese eine wichtige Rolle.'* Das aktivierte Endothel, die
Entzindungsreaktion und die Einlagerung von Lipoproteinen in die GefalBwand bewirken eine
Aktivierung von VSMC zu einem synthetischen Phanotyp. VSMC migrieren aus der Media in
die Intima, proliferieren und sezernieren Wachstumsfaktoren sowie EZM. Atherogene Stimuli
wie oxidiertes LDL, Cholesterin, Platelet-derived growth factor (PDGF-BB) oder Interleukin 13
(IL-1B) begiinstigen die Dedifferenzierung von VSMC.?*?

Eine GbermaRige Proliferation, Migration und Matrixsynthese von VSMC in der Frihphase der
Atherogenese foérdert die Volumenausdehnung der Lasion und somit die Verengung des
GefaBlumens. Neben der Zellstruktur der Gefdlwand verandert sich auch die EZM. Hier
spielen sowohl Synthese- als auch Degradationsprozesse eine zentrale Rolle fir die Funktion
des Gewebes. Zwischen den beiden Extremen eines differenzierten kontraktilen und eines
dedifferenzierten ,synthetischen® Phanotyps, weisen VSMC einen unterschiedlichen Grad der
Differenzierung in den verschiedenen Stadien der Lasionen und auch in den verschiedenen

Regionen der Lasionen auf. So unterscheiden sich die VSMC der fibrotischen Kappe von den
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VSMC nahe der Media. Die verschiedenen Veranderungen des Phanotyps gehen mit
unterschiedlichen funktionellen Eigenschaften einher, die das Krankheitsbild auf verschiedene

Art beeinflussen konnen.?®

Abbildung 3: Beispiel einer fortgeschrittenen atherosklerotischen Lasion.
Hyaluronsaure-Bindeprotein-Farbung einer atherosklerotischen Lasion in der Aorta einer
ApolipoproteinE-defizienten Maus (ApoE") mit grolem nekrotischen Kern und Cholesterin-
Ablagerungen. MaRstabbalken entspricht 200 um.

Im Zentrum fortgeschrittener atherosklerotischer Lasionen bildet sich ein nekrotischer Kern
aus lipidreichen Makrophagen (Schaumzellen), extrazellularen Fetttrépfchen und
Zelltrtimmern, umgeben von verdnderter EZM (Abbildung 3).2° Eine fibrotische Kappe, die
unter anderem aus VSMC besteht, grenzt die Lasion vom Gefallumen ab und schiitzt vor
Ruptur.®™ In instabilen Lasionen ist der nekrotische Kern vergréRert und die fibrotische Kappe

ausgediinnt.®

Dabei ist der Anteil an VSMC im Vergleich zu Schaumzellen verringert. Reif3en
die Lasionen, wird pro-thrombotisches Material freigesetzt.

Trotz der Vielzahl an inflammatorischen und proliferativen Prozessen entwickelt sich eine
atherosklerotische Lasion Uber Jahre schleichend und zunachst symptomlos. Kommt es
allerdings zu einer hochgradigen Stenose oder einer Ruptur der Lasion mit nachfolgender
Thrombusbildung, die einen plétzlichen Gefaldverschluss bedingen, treten gravierende und
haufig akut lebensbedrohliche kardiovaskulare Pathologien auf. So etwa Myokardinfarkt,

Schlaganfall, instabile Angina Pectoris und der plétzlichen Herztod.*

1.3 Restenose nach Gefafintervention

Eine Restenose ist ein erneuter Verschluss einer zuvor behandelten, meist
atherosklerotischen, GefaRokklusion. Restenosen sind haufige langfristige Komplikationen
nach Koronarinterventionen wie der Ballonangioplastie.*" *? Durch den Eingriff kann es zu

Verletzungen des Endothels und darunterliegender Schichten der GefalBwand kommen, was
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einen strukturellen Umbau der GefalBwand zur Folge hat. Es tragen verschiedene
Mechanismen zur Restenose nach Gefalinterventionen bei:

Akut kann es zu einem Prolaps des zerstérten Plagues kommen. Zudem bewirken eine
elastische Rickstellbewegung der Gefallwand (elastic recoil) sowie konstriktive
Umbauprozesse eine Verengung des GefalRdurchmessers. Auch eine erneute Ausbildung
einer atherosklerotischen L&sion im betroffenen Bereich ist mdglich.

Haufig wird die Lumenverengung des verletzten GefaRes durch eine Neointimahyperplasie
ausgeldst. Nach dem GefalRtrauma setzt ein Heilungsprozess ein. VSMC werden zur
Proliferation angeregt und migrieren in die Tunica Intima.** * Dabei ist die Synthese von
EZM-Komponenten wie Hyaluronsaure (HA) gesteigert. Die Hyperplasie von VSMC in der
Neointima, eine endotheliale Dysfunktion, eine lokale Entzindung sowie eine gesteigerte
Synthese und Uberschissige Akkumulation von EZM bewirken eine erneute Okklusion des
verletzen GefaRes.? %

Zur Vermeidung von Restenosen hat es in den letzten Jahrzehnten deutliche technische
Fortschritte gegeben. Vor allem die Verwendung von medikamentenfreisetzenden Stents hat
die Haufigkeit von Restenosen reduzieren kdnnen. Hier kommen Stents zum Einsatz, die mit
Arzneistoffen beschichtet sind, die die Zellproliferation hemmen, wie das Makrolid Sirolimus
oder das Taxan Paclitaxel.*”* Problematisch sind beim Einsatz von Drug eluting stents jedoch
Thrombosen, die auftreten kdnnen, wenn die Gefaldverletzung und der Stent nur unvollstandig
oder verzdgert reendothelialisiert werden.* Fiir medikamentenfreisetzende Stents sind eine
verzogerte Heilung der Arterie sowie eine erhdhte Pravalenz von Thromben, die bis zu 5 Jahre
nach der Operation auftreten kdnnen, beobachtet worden.*" 2 Neuere Ansatze setzen auf
medikamentenbeschichtete Ballonkatheter oder bioresorbierbare Stents.

Ein besseres Verstandnis der zugrundeliegenden Mechanismen ist notwendig, um neue

Ansatze zur Vermeidung post-angioplastischer Komplikationen zu finden.

1.4 Hyaluronsaurematrix

EZM, die reich an HA sind, schaffen ein ideales Milieu, um die Migration und Proliferation von
Zellen zu fordern.® HA ist ein lineares Glykosaminoglykan, das aus alternierend
B-1,3- bzw. B-1,4-glykosidisch verknlUpfter D-Glukuronsdure und N-Acetyl-D-Glukosamin
aufgebaut ist (Abbildung 4). HA ist im Unterschied zu anderen Glykosaminoglykanen nicht
sekundar durch Sulfatierungen modifiziert. Im Gegensatz zum simplen chemischen Aufbau
der HA steht die Komplexitat ihrer biologischen Funktion: Als Bestandteil der Peri- und
Extrazellularmatrix reguliert HA das Mikroumfeld der Zellen. HA beeinflusst das Gewebe zum
einen durch seine physikochemischen Eigenschaften. Durch seine Grof3e und seine negative
Ladung ist das Polysaccharid im Stande eine sehr grolRe Menge Wasser zu binden. Dies

schafft ein gut hydratisiertes Milieu, in dem Zellen proliferieren und migrieren kénnen.*
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HA ist viskos und gibt dem Gewebe eine gute Elastizitat und Druckbestandigkeit. Neben ihrer
strukturgebenden Funktion ist HA Uber HA-Rezeptoren auch direkt signalgebend und kann so
den Zellphanotyp beeinflussen. Dadurch ist HA in einer Vielzahl pathologischer Prozesse
involviert. Eine Anreicherung von HA in der EZM ist bei einer Reihe bedeutender
Krankheitsbilder zu finden, beispielsweise malignen Tumoren, Autoimmunerkrankungen und

vaskularen Pathologien.**
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Abbildung 4: Strukturformel der Hyaluronsaure.
Die Glukosederivate D-Glukuronsaure (G|CA) und N-Acetyl-D-Glukosamin (GIcNAc) alternieren in
B-1,3- bzw. B-1,4-glykosidischer Verknlipfung. 8

1.4.1 Hyaluronsauresynthese und Funktion

HA wird durch transmembranédre Synthasen, die Hyaluronsauresynthase-lsoenzyme HAS1, 2
und 3 synthetisiert und dabei direkt in den Extrazelluldrraum extrudiert (Abbildung 5).%3 4952
Das HA-Polymer wird alternierend aus den zytosolischen Substraten UDP-a-D-Glukuronsaure
und UDP-a-N-Acetyl-D-Glukosamin gebildet. Die Struktur der von den verschiedenen
HAS-Isoenzymen synthetisierten HA unterscheidet sich nicht. Mit 1-10 x 10° Da hat HA ein
hohes Molekulargewicht. Mit ihrer in vitro Arbeit von 1999 stellen Itano et al. die Hypothese
auf, dass die HAS-Isoformen HA von verschiedener Kettenldnge bilden.®® Fiir HAS1 und HAS3
wurden HA-Polymere kirzerer Kettenlange beschrieben, wahrend von
HAS2-lberexprimierenden Zellen lange Ketten gebildet wurden. HA wird durch abbauende
Enzyme, den Hyaluronidasen, gespalten.®® Diese hydrolysieren die B-1,4-glykosidischen
Verbindungen zwischen N-Acetyl-D-Glukosamin und D-Glukuronsdure, so dass sich
kurzkettige HA-Fragmente bilden. Bestimmend flr die biologische Funktion von HA ist sowohl
die Kettenlange als auch der Interaktionspartner.®>*” Hochmolekulare HA hat eine Vielzahl an
Funktionen, die vor allem dem Erhalt der physiologischen Gewebsstruktur dienen.
Niedermolekulare HA-Fragmente jedoch werden als pro-angiogen, entziindungsférdernd und
stimulierend auf das Immunsystem beschrieben.*® *® Niedermolekulare HA ist in vielen

pathologischen Prozessen, wie Gewebsverletzungen oder Entziindungen, zu beobachten,
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vermutlich bedingt durch eine verédnderte Expression der HA-Synthasen sowie der

HA-abbauenden Enzyme.>®
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des Hyaluronsauresystems.

Membranstandige HAS-Isoenzyme synthetisieren HA aus UDP-a-D-Glukuronsaure (UDP-GIcUA) und
UDP-a-N-Acetyl-D-Glukosamin (UDP-GIcNAc) unter Abspaltung von Uridindiphosphat (UDP).
HA bindet an HA-Rezeptoren wie RHAMM und CD44 und aktiviert zellulare Signalwege.
Die HA-Polymere werden durch Hyaluronidasen zu kiirzeren Ketten verstoffwechselt.

Im Fokus der folgenden Untersuchungen ist die HAS3. Lokalisation der HAS3 im humanen
Genom ist das Chromosom 16qg22.1, in der Maus das Chromosom 8.°° Es sind drei
Spleillvarianten der humanen HAS3 in der NCBI Gene-Datenbank beschrieben, die zwei
Proteine codieren.’ Die langere Isoform HAS3a wird von zwei der Transkriptionsvarianten
gebildet. Isoform b ist kiirzer und hat den gleichen N-Terminus wie Isoform a jedoch einen
anderen C-Terminus (NCBI, Gen-ID: 3038, NM_001199280.1, NM_005329.2 NM_138612.2,
letzte Aktualisierung 6. September 2017; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/3038).

Eine genetische Deletion von Has2 im Mausmodell fuhrt zu Anomalien in der vaskularen und
kardialen Entwicklung, so dass diese Tiere bereits embryonal versterben (E 9.5-10).%?
Aufgrund dieses deutlichen Einflusses, den die Has2 bereits auf die Embryonalentwicklung
hat, ist die HAS2 nur bedingt als therapeutische Zielstruktur geeignet. Mausmodelle mit einer
Deletion der Has7 und/oder Has3 hingegen sind lebensfihig.®

Die Expression der HAS-Isoenzyme wird auf Ebene der Genregulation durch akute Stimuli wie
die Expositon der Zellen mit Entziindungs- und Wachstumsfaktoren beeinflusst.®
Beispielsweise wird die HA-Synthese durch PDGF, TGF- (Transformierender
Wachstumsfaktor ), IL-1B, IL-6, Interferon y (INFy) oder Tumornekrosefaktor a (TNFa)



Einleitung

reguliert.®®”" Auch durch Lokalhormone wie Prostaglandine kann die Genexpression der
HAS-Enzyme gesteuert werden.® ®> "2 Dabei sind die drei Isoformen verschieden reguliert. Die
relativen Expressionen unterscheiden sich je nach Gewebe und Krankheitsbild. Auf diese Art
kann sich die HA-Matrix an physiologische und pathologische Gegebenheiten anpassen und

unterstitzt Umwandlungen im Gewebe.

1.4.2 Hyaluronsaurerezeptoren

HA kann an HA-Bindeproteinen binden und Uber diese zellulare Funktionen beeinflussen.
Wichtige Rezeptoren fur HA sind CD44 und der Rezeptor fir HA-vermittelte Motilitat
(RHAMM, haufig auch mit HMMR abgekiirzt).”® Weitere Bespiele sind Hyaladherine, wie TSG6
(Tumornekrosefaktor-alpha-stimuliertes-Gen-6), Versican, Tenascin C oder auch die
HA-Rezeptoren endothelialer Lymphgefalirezeptor 1 (LYVE-1), der HA-Rezeptor
fir Endozytose (HARE) und die Toll-artigen-Rezeptoren (TLR) -2 und -4.”*7® Durch Bindung
an diese kann HA verschiedene Signalwege modifizieren und so Prozesse wie Proliferation,
Migration und Inflammation beeinflussen.*® Beispielsweise kann HA in VSMC Signalwege iber
RHAMM und CD44 aktivieren und so die Proliferations- und Migrationsrate steigern wie in vivo

und in vitro Untersuchungen zeigen.””"®

CD44 ist der Hauptrezeptor fir HA und ubiquitar exprimiert.®

Von CD44 gibt es verschiedene
Isoformen, die sich durch alternatives Spleilen und posttranslationale Modifikationen
unterscheiden.?’ Die Expressionsprofile der Isoformen variieren je nach Gewebetyp und
Differenzierungsstadium der Zellen.?> 3 Der Grad der posttranslationalen Modifikationen
beeinflusst die Affinitat zu HAZ2 CD44 ist an einer Vielzahl an Zell-Zell- und
Zell-Matrix-Interaktionen beteiligt wie Proliferation, Adhasion, Migration, Hdmatopoese sowie
Aktivierung, Homing und Extravasation von Lymphozyten.®* CD44 selbst hat keine intrinsische
Kinase-Aktivitdt und muss daher mit anderen Rezeptoren interagieren, um Signalwege zu
modulieren.®® Neben dem transmembranédren CD44 ist auch I6sliches CD44 in Serum und
Lymphe beschrieben, welches der Ektodomane des Rezeptors entspricht.®”

Der Rezeptor RHAMM reguliert die HA-vermittelte Motilitat der Zellen. Eine Expression von
RHAMM ist ubiquitar zu finden, vor allem aber in Geweben, in denen eine ausgepragte
Zellteilung und Migration stattfindet.®® 3 Eine RHAMM-Expression ist beispielsweise bei der
Wundheilung beschrieben; die Migration und Proliferation von Zellen ist fur den

Wundverschluss essentiell.?®

Verschiedene Tumoren zeigen eine deutliche
RHAMM-Uberexpresssion.”>** Im Zellzyklus ist RHAMM differentiell reguliert mit einem
Maximum in der G2/M Phase.”® Es sind vier verschiedene Spleiflvarianten des humanen
RHAMM-Gens beschrieben (NCBI, Gen-ID: 3161, letzte Aktualisierung 3. September 2017;
NM_001142556.1 NM_001142557.1, NM_012484.2, NM_0122485.2,

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/3161).°"
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RHAMM ist auf der Zelloberflache lokalisiert, wo es in Kontakt mit EZM-Molekllen wie HA
steht.®® Aber auch intrazellular ist RHAMM detektierbar, im Nukleus, assoziiert an
Interphasen- und Mitosen-Mikrotubuli und dem Zentrosom.?® ° Je nach Lokalisation in der
Zelle erfullt RHAMM unterschiedliche Funktionen, die es alleine oder nach Bindung an HA
ausiiben kann.? Intrazelluldres RHAMM fordert die Stabilitat der Mitosespindeln.®® An der
Zelloberflache kann RHAMM mit  integralen Tyrosinkinaserezeptoren oder
Nicht-Tyrosinkinaserezeptoren interagieren. Beispiele sind PDGF-Rezeptor,
TGF-B-Rezeptor 1, CD44 und CD44-EGFR-Komplexe.”® ' '°" Dje Signalgebung durch
RHAMM ist insofern besonders, als dass nach Bindung von HA einige Signalwege direkt
aktiviert werden, RHAMM jedoch auch als Co-Faktor die Aktivitdt anderer Rezeptoren
reguliert. Zelloberflachen-RHAMM bildet mit CD44 und HA Komplexe, die mit Rezeptoren von
Wachstumsfaktoren und deren Liganden interagieren. Diese aktivieren die

ERK1,2-MAP-Kinase-Signalkaskaden und stimulieren so die Zellmotilitat.'*%'%

1.4.3 Hyaluronsaure und vaskulare Pathologien

HA ist ein physiologischer Bestandteil der GefaRwand. Im gesunden Gefal ist sie vor allem in
der Glykokalyx des Endothels und in der Adventitia detektierbar. Bei GefalRerkrankungen
kommt es zu strukturellen Veranderungen der EZM, was auch zu einer veranderten
Zellfunktion beitrdgt. So sind bei atherosklerotischen Plaques sowie in der Neointima von
durch Restenose okkludierten Gefaflen eine vermehrte Synthese und Akkumulation von HA
beobachtet worden.*® 72 1%%1% Bej GefaRverletzungen und im Entziindungsgeschehen wird
verstarkt HA von héherer Molekularmasse zu kurzkettiger HA fragmentiert.®” %

HA entfaltet vielfaltige biologische Wirkungen auf die an vaskularen Erkrankungen beteiligten
Zelltypen. Beispielsweise reguliert HA die Rekrutierung von Immunzellen.”® Auch fiir die
Funktion der Glykokalyx von Endothelzellen ist HA entscheidend.®® """ Zudem beeinflusst
HA die phanotypische Aktivierung von VSMC sowie die Ausbildung einer Neointima.” 107 112
Fir die Pathogenese der Atherosklerose wie auch der Stenose nach Gefallverletzung ist die
Ausbildung einer Neointima ein entscheidender Schritt. Vor allem in der Frihphase der
Entwicklung von GefaRlasionen konnte ein Anstieg der HA-Menge im Umfeld von
migrierenden und proliferierenden VSMC beobachtet werden.'”” ""*''® Dieses veranderte
Zellumfeld beeinflusst im Umkehrschluss wieder den Differenzierungsgrad der VSMC.'?
So moduliert HA die Zellproliferation und —migration von VSMC.”® 6117
Pro-atherosklerotische Stimuli férdern die HA-Synthese in VSMC, so dass sich ausgepragte
perizellulare HA-Mantel bilden.”" 7 Beispielsweise induzieren IL-1B, oxidiertes LDL und
Cholesterin die Genexpression von HAS3 in VSMC.”" '""® Durch die vermehrte extra- und
perizellulare HA wird die Zelladhasion reduziert, es bildet sich eine fir die Zellmigration

durchlassige EZM.%8 " HA fordert den pro-migratorischen und pro-proliferativen Phanotyp der

10
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VSMC nicht nur Uber seine physikochemischen Eigenschaften, sondern ist Uber die
HA-Rezeptoren RHAMM und CD44 auch direkt signalgebend."® In Versuchen, bei denen die
HA-Rezeptoren CD44 und RHAMM blockiert wurden, konnte eine verminderte Proliferation
und Migration von VSMC sowie eine reduzierte Hyperplasie der Neointima beobachtet

Werden.”G’ 120, 121

Der deutliche Einfluss der HA-Matrix auf den proliferativen und
migratorischen Phanotyp der VSMC macht eine Beteiligung an der Pathogenese der
Neointimahyperplasie wahrscheinlich.

Auch die vaskuladre Entziindung wird von der HA-Matrix reguliert.48 In vitro-Studien zeigen,
dass Monozyten HA-abhangig an die EZM gebunden werden.'?* '? Oxidiertes LDL fordert die
Bildung einer EZM, die Monozyten HA-abhangig binden kann.'?* HA-Fragmente kénnen die
entzindliche Antwort anregen, beispielsweise Uber ihre Funktion als DMAP (damage
associated molecular pattern molecule).'*>"'?

Die Signalgebung von HA dber CD44 scheint sich verstarkend auf die Atherosklerose
auszuwirken, wie die verringerte Entzindung und Atherosklerose in
ApoE/Cd44-doppeldefizienten Tieren zeigt.>® ' So ist auch eine erhdhte Expression von
CD44 in humanen Atheromen, abdominellen Aortenaneurysmen und neointimalen
Hyperplasien beobachtet worden.”” '?° Im Gegensatz dazu stehen Ergebnisse aus C57BL/6J-
Mausen, bei denen in einem Restenose-Modell der Femoralarterie eine vermehrte
Neointimahyperplasie bei ubiquitidrem CD44 Knock-out gezeigt wurde."®

RHAMM ist im Kontext der Atherosklerose wenig untersucht. Eine Arbeit aus dem Jahr 2013
von Silverman-Gavrila et al. zeigt, dass RHAMM bei der Neointimahyperplasie wichtig fir die
Teilungsgenauigkeit der Zellen ist."*' Eine konstriktive GefaRverengung nach Carotisligatur
kann durch eine genetische Deletion von RHAMM reduziert werden.'** RHAMM wurde
vermehrt in neu gebildeten Blutgefalen in der Intima fortgeschrittener atherosklerotischer
Lasionen detektiert.”**

Der Effekt einer chronischen pharmakologischen Inhibierung der HA-Synthese mit
4-Methyumbelliferon [4-MU, 10 mg-g~"-d™"] auf die Atherosklerose wurde in ApoE-defizienten
Tieren, geflttert mit einer Western-Diat, untersucht. Interessanterweise wurde hier eine
verstarkte Atherosklerose beobachtet.'® Dies widerspricht der Hypothese, dass HA durch
seine migrations- und proliferationsférdernden Eigenschaften pro-atherosklerotisch wirkt.
Dieses Ergebnis wurde mit der Funktion von HA als Bestandteil der schitzenden Glykokalyx
des Endothels erklart. Diese wird durch die Synthesehemmung gestort. So entsteht eine
Angriffsflache fur eine verstarkte Leukozytenadhdsion mit nachfolgender Entziindung.
In dieser Arbeit wurde auch der Einfluss von 4-MU auf die Ausbildung einer Neointima
untersucht. Hier zeigte sich kein Unterschied zwischen den Gruppen. In einer anderen Arbeit
wurde die  Neointimahyperplasie unter 4-MU-Behandlung [6 mg-g-d”'] in
C57BL/6J-Wildtypen, geflttert mit normalem Futter, untersucht. In diesem nicht
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pro-atherosklerotischen Modell wurde eine reduzierte Hyperplasie der Neointima
beobachtet.''

In vitro konnte gezeigt werden, dass in VSMC alle drei Isoformen an der HA-Synthese beteiligt
sind. HAS2 scheint dabei den groRten Teil der HA zu synthetisieren.’™ Derzeit ist nicht
bekannt, ob die drei HAS-Isoenzyme und die von ihnen synthetisierte HA jeweils verschiedene
Funktionen in VSMC austiben und somit vaskulare Pathologien unterschiedlich beeinflussen.
Dies lasst sich nur durch eine selektive genetische Modulation einzelner Synthasen
untersuchen.

Bisher liegen Untersuchungen vor, die mit einem Mausmodell mit einer VSMC-spezifischen
Uberexpression der Has2 arbeiten. Um den Einfluss der HAS2 auf das Krankheitsbild der
Atherosklerose zu untersuchen, wurden Mause verwendet, die zudem ApoE-defizient sind und
somit atherosklerotische L&sionen ausbilden. Hier wurden vermehrt atherosklerotische
Lasionen und eine erhdhte GefaRsteifigkeit beobachtet.”*® Eine nachfolgende Studie
verwendet das Modell der VSMC-spezifischen Uberexpression von Has2 in
C57BL/6J-Mausen, um die Rolle der HA fiir die Neointimaentwicklung zu untersuchen.'"
Hier konnte eine vermehrte Neointimahyperplasie nach einer GefalRverletzung durch
Manschetten-Ligatur beobachtet werden. Isolierte aortale VSMC dieses Mausmodells zeigten
eine erhdhte Proliferations- und Migrationsrate. Ein Kritikpunkt an diesen Untersuchungen ist
die unphysiologische Uberproduktion von HA in der Media, die nicht das tatsachliche
Geschehen im Krankheitsbild widerspiegelt. Fir HAS1 und HAS3 gibt es noch keine in vivo
Untersuchungen zur Funktion bei der Neointimaentwicklung oder Atherosklerose.
Uber die Funktion von HAS3 in VSMC ist bisher wenig bekannt.
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit soll die Rolle der Hyaluronsduresynthase 3 assoziierten
Hyaluronsdurematrix —auf die Neointimalhyperplasie und die Funktion glatter
GeféaBmuskelzellen untersucht werden. Dabei stehen die folgenden Fragestellungen im

Vordergrund:
Wie beeinflusst die genetische Deletion der Hyaluronsduresynthase 3 die Ausbildung der
Neointimahyperplasie in einem murinen Modell der Carotisstenose?

Welche Mechanismen liegen diesen Veranderungen zugrunde?

Welche Auswirkungen hat die genetische Deletion der Hyaluronsauresynthase 3 auf die

Entstehung atherosklerotischer Lasionen in einem Mausmodell der Atherosklerose?
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2 Material und Methoden

2.1 Tierexperimentelle Arbeiten

2.1.1 Verwendete Tiere

2.1.1.1 Hyaluronséduresynthase 3 defiziente Mause

Hyaluronsauresynthase 3 defiziente Mause (Has3”) wurden von der Firma genOway
(Lyon, Frankreich) generiert. Die Genfunktion der murinen Has3 wurde gestért, indem das
Exon 2, welches das Startcodon enthalt, herausgeschnitten wurde (Abbildung 6). Dazu wurde
zunachst eine humanisierte HAS3 knock-in Maus generiert, indem die cDNA Sequenz der
humanen HAS3 an Stelle des Exon 2 des murinen Gens eingebaut wurde. Die humane HAS3
cDNA Sequenz war mit einer validierten FRT-Neomycin-FRT-loxP Kassette (5°) und einer
einzelnen loxP Stelle (3’) flankiert. Die Tiere hatten zunachst einen gemischten genetischen
Hintergrund aus 129v und C57BL/6J, da die homologe Rekombination in embryonalen
Stammzellen aus 129v-Mausen durchgefiihrt wurde, die anschlielend in Blastozysten aus
C57BL/6J-Mausen eingesetzt wurden. Diese Mause wurden im nachsten Schritt mit Mausen
mit einer konstitutiven Flp-Rekombinase verpaart, so dass das FRT-Neomycin-FRT Konstrukt
herausgeschnitten wurde. Dadurch erhielt man Mause, deren humanisiertes Exon 2 mit
loxP-Stellen flankiert ist, die gefloxte hHAS3 knock-in Maus (hHAS3-knock-in"").
Anschliellend wurden diese Tiere mit Mausen gekreuzt, die konstitutiv die Cre-Rekombinase
enthalten (genOway, Lyon, Frankreich), so dass die eingebaute humane HAS3-Sequenz an
den gefloxten Enden herausgeschnitten und abgebaut wurde. Als Resultat erhielt man Has3-
defiziente Mause mit einem konstitutiven ubiquitdren Knock-out der Has3."*® Die Mause
wurden mit Hilfe einer beschleunigten kongen Strategie Uber mindestens sechs Generationen
zurickgekreuzt, bis Mikrosatelliten-Analysen einen homogenen C57BL/6J-Hintergrund

(Janvier Labs, Le Genest Saint Isle, Frankreich) gezeigt haben.
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Abbildung 6: Schematische Ubersicht der Generierung der Has3-defizienten Maus.
Modifiziert nach genOway.

2.1.1.2 Apolipoprotein E und Hyaluronsduresynthase 3 doppeldefiziente Mause

Als murines Tiermodell der Atherosklerose wurden Apolipoprotein E-defiziente (ApoE")
Mause verwendet.” Die Tiere wurden Gber die Firma Taconic (Hudson, NY, USA) bezogen
und in der Zentralen Einrichtung flir Tierforschung und Tierschutzaufgaben (ZETT) des
Universitatsklinikums der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf gezichtet. Der genetische
Hintergrund der Tiere ist C57BL/6J. Um die Rolle der HAS3 in der Atherogenese zu
untersuchen, wurde die ApoE"-Maus mit Has3"-Mausen verpaart. So erhielt man Mause mit

einer Defizienz sowohl fiir das ApoE-Gen als fiir das Has3-Gen (ApoE"/Has3™).

2.1.2 Tierhaltung und Genehmigung

Zucht und Tierhaltung sowie Durchfihrung der Tierversuche erfolgten unter standardisierten
Bedingungen in der Zentralen Einrichtung fur Tierforschung und Tierschutzaufgaben (ZETT)
des Universitatsklinikums der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf. Die Tiere wurden mit
Futter der Firma Ssniff (ssniff Spezialdiaten GmbH, Soest) geflttert und hatten Zugang zu

Futter und entkeimten Trinkwasser ad libitum. Mause wurden in einem 12 h Tag/Nacht
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Rhythmus gehalten. Entsprechende Genehmigungen des Landesamtes fir Natur, Umwelt und
Verbraucherschutz (LANUV) Nordrhein-Westfalen nach § 8 des Tierschutzgesetzes vom
18. Mai 2006 lagen vor (Aktenzeichen 84-02.04.2014.A269, 84-02.04.2013.A434).

2.1.3 Neointimahyperplasie nach Ligatur der Arteria carotis communis

Die Ligatur der Arteria carotis communis ist ein etabliertes Tiermodell zur Untersuchung der
Neointimaentwicklung nach GefaRverletzung in vivo."® *° Es wurden weibliche Has3"-Mause
in einem Alter von 21 Wochen verwendet und mit Wurfgeschwistern oder gleichalten
C57BL/6J-Mausen der hauseigenen Zucht des ZETT verglichen. Die Tiere wurden mit einem
Mause-Haltungsfutter der Firma Ssniff gefuttert. Fir die Dauer des Eingriffs wurden die Tiere
mit Ketamin (100 mg/kg, Pfizer Pharma GmbH, Karlsruhe) und Xylazin (5 mg/kg, Bayer AG,
Leverkusen) anasthesiert. Nach einem Hautschnitt von ca. 1,5 cm Lange wurde das Gefaly
mit Hilfe eines Stereomikroskops vorsichtig freigelegt. Unterhalb der Bifurkation, an der sich
die Arteria carotis communis in die Arteria carotis interna und die Arteria carotis externa
aufzweigt, wurde das Gefall mit einem nicht resorbierbaren 0.6 Perma Hand Seide Faden
(Ethicon, Norderstedt) permanent ligiert. Die Wunde wurde schichtweise verschlossen. Die
Tiere erhielten perioperativ sowie am nachsten Morgen das Analgetikum Buprenorphin
(0,05 — 0,1 mg/kg Korpergewicht, Temgesic®, Reckitt Benckiser, Berkshire, GroRbritannien).
Um vor Warmeverlust zu schitzen, wurden die Mause wahrend des Eingriffs und der
Aufwachphase auf eine Warmeplatte gelegt. Im postoperativen Verlauf wurden die Tiere
taglich kontrolliert. Nach einem Beobachtungszeitraum von 5 Tagen bzw. 28 Tagen wurden

die Tiere flr nachfolgende Analysen getétet.

2.1.4 Einfluss einer Has3-Defizienz auf die Entwicklung der

Atherosklerose
Ab einem Alter von 8 Wochen wurden mannliche ApoE’/Has3"-Mause und
ApoE""-Kontrolltiere mit einer Western-Diat (S8200-E015, ssniff Spezialdidten GmbH, Soest)
gefuttert, um die Entwicklung der Atherosklerose in diesem Tiermodell zu férdern. Mit
21 % (m/m) Butterfett und 0,15 % (m/m) Cholesterin handelt es sich um eine fett- und
cholesterinreiche Diat."® Die Versuchstiere wurden nach einem Ftterungszeitraum von

15 Wochen im Endalter von 23 Wochen zur Probenentnahme getotet.

2.1.5 Blutdruckmessung

Zur Messung des Blutdrucks wurde das Gerat BP-2000 (Visitech Systems, Apex, USA)
verwendet. Bei dieser nicht invasiven Methode ist keine Narkotisierung der Versuchstiere

erforderlich.”*® Mit einem fotoplethysmographischen Sensor wurde die Pulswelle des
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Blutflusses in der Schwanzvene erfasst. Mit einer Druckmanschette wurde das die Vene
umgebende Gewebe kontinuierlich komprimiert. In der Systole lag ein vollstandiger Verschluss
des Gefales vor, so dass nur noch eine kleine Pulswellenamplitude gemessen wurde.
Der an diesem Punkt in der Manschette gemessene Druck entspricht dem systolischen
Blutdruck. Die Tiere waren auf einer mit 36 °C beheizten Warmeplatte platziert, um eine gute
Durchblutung der Schwanzvene zu gewahrleisten. Die Messungen erfolgten in ruhiger
Umgebung immer zur gleichen Tageszeit mit jeweils drei Messzyklen von je zehn
Einzelmessungen. Anschliefend wurden die Mittelwerte bestimmt. Um valide Ergebnisse zu
erhalten, wurden die Tiere zunachst an sieben aufeinanderfolgenden Tagen an die Messung
gewohnt. Die im Anschluss gewonnenen Mittelwerte der Messtage 8 — 10 wurden fir die

statistische Auswertung verwendet.

2.1.6 Messung der Endothelfunktion an isolierten murinen Aorten

Die Endothelfunktion der thorakalen Aorta von weiblichen Has3"- und WT-M&usen wurde im
Organbad untersucht. Dazu wurde die thorakale Aorta entnommen, sorgfaltig von adharentem
Gewebe und Blutresten befreit und in zwei 5 mm lange Ringe geschnitten. Diese Ringe wurden
zwischen zwei Edelstahlhaken gespannt und im Organbad, gefllt mit 10 mL Krebs-Henseleit-
Puffer (Tabelle 1), platziert. Der untere Haken war fest im Organbad fixiert, der obere Haken
an einen isometrischen Kraftaufnehmer angeschlossen. Der Nullwert der Vorspannung betrug
1 g. Das Organbad wurde konstant bei 37 °C gehalten und mit Carbogen (95 % Sauerstoff,
5 % Kohlenstoffdioxid) begast. Verdnderungen des Gefaldtonus wurden tber einen Verstarker
registriert und mit einem Flachbrettschreiber aufgezeichnet. Nach einer Aquilibrierungsphase
wurde zunachst die Funktionalitdt der Aortenringe durch Kontraktion mit 80 mM KCI
(Merck KGaA, Darmstadt) tberpruft.

Die Endothelfunktion der Aortenringe wurde durch kumulative Zugabe von Acetylcholin
[0,01—10 uM] nach einer submaximalen Prakontraktion mit Phenylephrin [0,2 pM]
untersucht."" '*? Bei einer intakten Endothelfunktion wird nach Stimulation mit Acetylcholin
Stickstoffmonoxid (NO) von der endothelialen NO-Synthase (eNOS) freigesetzt, was eine
Gefalrelaxation bewirkt.

Die endothelunabhangige Geféalrelaxation wurde durch Zugabe steigender Konzentrationen
des NO-Donors S-Nitroso-N-Acetyl-D,L-Penicillamin (SNAP) [0,01-10 uM] untersucht, nach
vorheriger Kontraktion mit Phenylephrin [10 uM].

Die Messung der Endothelfunktion wurde in Zusammenarbeit mit Frau Dr. Tatsiana Suvorava
unter Leitung von Herrn Prof. Dr. Georg Kojda am Institut flir Pharmakologie und Klinische

Pharmakologie, Universitatsklinikum der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf, durchgeflhrt.
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Tabelle 1: Pufferzusammensetzungen.

Puffer Zusammensetzung Hersteller
Krebs-Henseleit 145,85 mM Natrium Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
(modifiziert) 5,87 mM Kalium

1,60 mM Calcium

1,18 mM Magnesium

127,14 mM Chlorid

25,00 mM Hydrogencarbonat

1,18 mM Dihydrogenphosphat

1,18 mM Sulfat

5,50 mM Glucose

Der Puffer wird auf einen pH-Wert von 7,05 eingestellt. Durch die
Carbogenbegasung wahrend des Organbadversuchs erhalt der Puffer
einen physiologischen pH-Wert von 7 ,4.

2.1.7 Plasmapraparation

Blutproben wurden mittels Herzpunktion aus der rechten Kammer entnommen und mit
100 mM EDTA in isotonischer NaCl-Lésung antikoaguliert. Zur Plasmagewinnung wurden die
Proben fiir 15 min bei 4 °C mit einer Geschwindigkeit von 800 x g zentrifugiert. Der Uberstand
wurde anschlieBend bei 15700 x g flr 5 min zentrifugiert. Die Plasmaproben wurden aliquotiert

und fur spatere Analysen bei -20 °C gelagert.

2.1.8 Bestimmung der Blutglukosekonzentration

Die Blutglukosekonzentration wurde nach 6-stindiger Nahrungskarenz gemessen. Dazu
wurde ein Blutstropfen durch einmaliges Anritzen der Schwanzvene gewonnen. Gemessen
wurde in Dreifachbestimmung mit dem Blutzuckermessgerat Accu-Chek® Compact Plus

(Roche Diagnostics, Basel, Schweiz).

2.1.9 Probenentnahme und Aufbereitung fur histologische Analysen

Die Versuchsgruppe zur Untersuchung der Neointimaentwicklung wurde zunachst mit Ketamin
und Xylazin in ein tiefes Narkosestadium versetzt und mit Roti®-Histofix 4 % (Carl Roth GmbH
& Co KG, Karlsruhe) perfundiert. Dazu wurde der linke Herzventrikel mit einer
Schmetterlingskanile punktiert und das GefalRsystem bei gleichmaRigem HdAhendruck
zunachst mit 5 mL PBS und dann mit 10 mL Roti®-Histofix 4 % perfundiert. Dabei schlagt das
Herz aufgrund der tiefen Narkose noch. Um einen Uberdruck im Gewebe zu vermeiden,
wurden die Femoralarterien beidseitig mit einem Schnitt getffnet, so dass ein Abfluss des
Perfusats gewahrleistet war. Anschlielend wurde die linke Carotis sowie die rechte Carotis

als Kontrollgefald sorgfaltig freigelegt und am Aortenbogen und der Bifurkation abgetrennt.
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Fur die Untersuchungen zur Atherosklerose wurden die Mause getdtet und der Brustkorb
geoffnet. Nach Entnahme der Blutprobe wurde auch hier, wie beschrieben, das Gefallsystem
perfundiert, um die fragilen atherosklerotischen Lasionen in situ zu fixieren. Die Aorta wurde
grob von anhaftendem Gewebe befreit und die gesamte Aorta beginnend an den Abgangen
der Arteria femoralis bis einschlief3lich des Aortenbogens herausprapariert. Das Herz wurde
vor dem Aortenbogen von der Aorta getrennt.

Die entnommenen Praparate wurden anschlieRend fiir 12 h bei 4 °C in Roti®-Histofix 4 %
nachfixiert und bis zur Weiterverarbeitung in PBS bei 4 °C gelagert. Die Proben wurden
maschinell im Autotechnikon (Sakura Tissue Tek VIP, Sakura Finetek, Torrance, CA, USA)
dehydriert und in Paraffin eingebettet. Fir anschlieRende Farbungen wurden mit Hilfe eines
Mikrotoms (Rotationsmikrotom RM 2255, Leica Microsystems, Wetzlar) 5 ym dicke serielle
Gewebsschnitte erstellt. Damit sich die Schnitte wahrend der Farbungen nicht von den
Objekttragern lésen, wurden die Praparate vor der Lagerung fir eine Stunde bei 60 °C
hitzefixiert. Vor Beginn der Farbung wurden die Objekttrager entparaffiniert, indem sie
zunachst dreimal fir 15 min in Roticlear® (Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe) und
anschliefend fur jeweils 2 min mit absolutem Ethanol, 95 % (V/V) Ethanol und 70 % (V/V)
Ethanol gewaschen wurden. Vor Beginn der Farbungen wurden die Schnitte zweimal flir 5 min
in PBS hydriert. Nach erfolgter Farbung wurde das Gewebe sofern nicht anders angegeben
mit einer aufsteigenden Alkoholreihe (70 % (V/V) Ethanol, 96 % (V/V) Ethanol, Ethanol absolut,
fur jeweils 2 min) sowie Roticlear® (5 min) behandelt und wasserfrei mit Roti®-Mount-
Eindeckmedium (Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe) eingedeckt.

2.1.10 Organentnahme fur molekularbiologische Untersuchungen

Finf Tage nach Ligatur der Arteria carotis communis wurden die Tiere mit CO, getotet und
das Fell mit Isopropanol 70 % (V/V) desinfiziert. Fir die Praparation wurde RNase freies
Besteck verwendet. Um Blutreste zu entfernen, wurde die Arteria femoralis beidseitig
durchtrennt und 1 mL steriles PBS langsam in den linken Herzventrikel injiziert. Im Anschluss
wurde zugig die linke und rechte Carotis jeweils am Aortenbogen und hinter der
Carotisbifurkation  durchtrennt und in RNAlater® (Qiagen, Hilden) Uberfahrt.
Unter vollstandiger Bedeckung mit RNAlater® wurde adharentes Wundgewebe sorgfaltig
entfernt. AnschlieRend wurden die Proben aus RNAlater® genommen, in flissigem Stickstoff

schockgefroren und bis zur weiteren Verarbeitung bei -80 °C gelagert.
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2.2 Histologie

2.2.1 Lésungen und Pufferzusammensetzungen in der Histologie

Tabelle 2: Lé6sungen und Pufferzusammensetzungen in der Histologie

Puffer/ Lésung

Zusammensetzung

Hersteller

PBS

137 mM NaCl
2,7 mM KCl

1,5 mM KH,PO,
8,3 mM Na,HPO,
pH7.4

Trispuffer TB

50 mM Tris-HCI, pH 7,6

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Blockierlosung 20 mM Tris-HCI Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
137 mM NaCl
10 % FCS Gibco®, Life Technologies”", Paisley, UK
1 % bovines Serumalbumin  Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
(BSA)

1 % BSA-Losung 1 g BSA Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
in 100 mL PBS

3% H202 in PBS

10 mL 30 % H202
90 mL PBS

Merck KGaA, Darmstadt

Hamalaunlésung

Hamalaunlésung, sauer

nach Meyer, gebrauchsfertig

Merck KGaA, Darmstadt

0,1 % Eosin-
Lésung

0,1 g Eosin Y Dinatrium-Salz

0,05 g Eisessig
in 100 mL Aqua dest.

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Picro-Siriusrot-
Lésung

0,1g Siriusrot (Direkt Rot 80)

in 100 mL 1,2 % (m/V)
Pikrinsaurelésung

Fluka, Buchs, Schweiz
Waldeck Gmbh & Co KG Munster

Coelestinblau-
Lésung

5 g Ammoniumeisen-IlI-
sulfat

100 mL Aqua dest.

0,5 g Coelestinblau

14 mL Glycerin

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe

Olrot O-Lésung

35 mL 0,5 %-ige Olrot O-
Lésung in Methanol
10 mL 1 M NaOH

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Merck KGaA, Darmstadt

20



Material und Methoden

2.2.2 Histochemische Farbungen

2.2.21 En face Farbung der Aorta

Zur Untersuchung lipidreicher atherosklerotischer Lasionen wurden die entnommenen Aorten
im Ganzen mit dem Azofarbstoff Olrot O (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) behandelt.
Dieser Farbstoff farbt Lipide rot an. Zunachst wurde unter dem Stereomikroskop anhaftendes
periaortales Fettgewebe sorgfaltig entfernt. Nach einem finfminttigen Waschschritt in 78 %
(V/V) Methanol (Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe) wurden die fixierten Aorten fir 90 min
in der Olrot O Farbeldsung inkubiert. Fur die Olrot O Farbeldsung wurden 35 mL einer 0,5 %
(m/V) Olrot O-Methanolldsung mit 10 mL 0,1 M NaOH gemischt. Nach der Farbung wurden
die Praparate erneut mit 78 % (V/V) Methanol gewaschen, um nicht eingelagerten Farbstoff
zu entfernen. Auf einer Durchlichtquelle wurden die aufgeschnittenen Aorten anschlielRend mit
einem Stereomikroskop der Firma Zeiss (Stemi 2000C, Carl Zeiss AG, Oberkochen) und

angeschlossener Kamera (Canon Power Shot G6, Canon inc., Tokio, Japan) fotografiert.

2.2.2.2 Hamatoxylin und Eosin

Um eine Ubersicht der Morphologie der Gewebsschnitte zu erhalten, wurden die Praparate
mit Hamatoxylin und Eosin (H&E) angefarbt. Der Farbstoff Hamatoxylin bindet nach Oxidation
zum Hamalaun an basophile Strukturen, wie die DNA des Zellkerns. Die organische Saure
Eosin hingegen farbt azidophile Strukturen wie Proteine des Zytoplasmas. Nach Rehydrierung
in absteigender Alkoholreihe wurden zunéachst die Kerne mit Hamalaun-Lésung nach Meyer
(Merck KGaA, Darmstadt) gefarbt. Nach kurzer Behandlung mit 0,1 % (V/V) HCI (Merck KGaA,
Darmstadt) und anschlieRendem Blauen unter flieRendem Leitungswasser flr 5 min wurden
die Schnitte mit einer 1 % (m/V) Eosin-Lésung (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) gefarbt.

2.2.2.3 Kollagen

Zur Darstellung des kollagenreichen Bindegewebes wurde die Picro-Sirusrot Farbung nach
Puchtler et al. verwendet."® Kernfarbung erfolgte mit Coelestinblau-Lésung. Kollagenreiche
Strukturen des Gewebes farben sich durch den Polyazofarbstoff rot, das Parenchym gelb.
Die Betrachtung der Farbung unter polarisiertem Licht gibt Aufschluss tUber die Dichte der
Faseranordnung. Locker angeordnete Fasern erscheinen grin, dicht angeordnete leuchten

rot.

2.2.3 Immunhistochemische und affinitatshistochemische Farbungen

Paraffinschnitte wurden zunédchst rehydriert und im Anschluss fur 1 h in BSA-haltiger
Blockierlosung (siehe Tabelle 2) inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen abzusattigen.
Zur Markierung der Antigene wurden die histologischen Schnitte fir 12 h bei 4 °C mit den

jeweiligen Primarantikérpern inkubiert. Die Verdlinnung der Primarantikdrper erfolgte mit den
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in Tabelle 3 angegebenen Verdinnungen in 1 % BSA in PBS. Als Negativkontrolle wurde ein
konsekutiver Schnitt nur mit 1 % BSA in PBS behandelt. AnschlieRend erfolgte die Inkubation
mit den in Tabelle 3 angegebenen Sekundarantikbrpern. Fur die Detektion mit
3,3’-Diaminobenzidin (DAB, Zytomed, Berlin) wurden Meerrettichperoxidase (HRP)-
konjugierte Zweitantikorper verwendet. Diese Peroxidase katalysiert eine Farbreaktion mit
DAB, die ein braunliches Signal ergibt. Zur Blockierung endogener Peroxidasen wurden die
Schnitte vor Detektion in 3 % H,O, in PBS inkubiert. Bei DAB-Farbungen erfolgte die
Kernfarbung mit Hamalaun-Lésung. Mit DAB geféarbte Schnitte wurden wasserfrei mit
Roti®-Mount-Eindeckmedium (Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe) eingedeckt. Alternativ
wurden auch Zweitantikdrper verwendet, die direkt mit einem Fluorochrom gekoppelt sind. Der
Fluoreszenzfarbstoff zur Kernfarbung war hier direkt in das Eindeckmedium Roti®-Mount
FluorCare DAPI (Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe) integriert.

Tabelle 3: Verwendete Antikdrper und Bindeproteine fiir histochemische Farbungen

Antikérper Spezies Verdiinnung Hersteller
Biotinyliertes . , Calbiochem, Merck KGaA,
HA-Bindeprotein Rind 1:200 Deutschland
Streptavidin, Streptomyces 1:200 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA,
HRP-konjugiert  avidinii ' s5512

. ) abcam, Cambridge, GroRbritannien,
anti-BrdU Ratte 1:50 ab6326 (BU1/75 (ICR1)
Rhodamine Esel 1:200 Jackson Immuno Research
Red™-X ' Laboratories, West Grove, PA, USA
anti-alpha- . ) abcam, Cambridge, GroRbritannien,
Glattmuskelaktin fcaninchen 1:200 ab5694
anti-Kaninchen- . , Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX,
IgG-HRP Ziege 1:200 USA, sc-2004
anti-Mac-2 ) Cedarlane, Burlington, Canada
(Galectin-3) Ratte (IgG2a)  1:600 CLB942AP
anti-Ratte- . ) Novus Biologicals, Littleton, CO, USA,
IgG2a Ziege 1:100 NB7126

2.2.3.1 Hyaluronsaure

HA wurde mit einer affinitatshistochemischen Farbung detektiert, bei der ein biotinyliertes
HA-Bindeprotein verwendet wurde. Die Detektion erfolge mittels HRP-konjugiertem
Streptavidin, einem Protein, das eine nicht-kovalente Bindung mit Biotin eingeht. Um ein

spezifisches Signal zu erzielen, mussten zunachst die endogenen Biotin-Strukturen blockiert
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werden. Hierzu wurde ein Avidin-Biotin-Blockiersystem (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA) nach Herstellerprotokoll benutzt. Die Detektion erfolgte mit DAB.

2.2.3.2 Makrophagen
Immunhistochemische Farbung mit DAB wie unter 2.2.3 beschrieben.

2.2.3.3 Alpha-Glattmuskelaktin
Immunhistochemische Farbung mit DAB wie unter 2.2.3 beschrieben.

2.2.3.4 Proliferation

Proliferierende Zellen wurden mit einer immunhistochemischen Fluoreszenzfarbung detektiert.
Dazu wurde den Tieren 18 h und 1 h vor Probenenthahme der Antimetabolit
5-Brom-2-desoxyuridin (BrdU [50 mg/kg KG], Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) i.p. injiziert.
BrdU ist ein Thymidin-Analogon, das bei der Zellteilung in neu synthetisierte DNA
aufgenommen wird. Mittels immunhistochemischer Antikérper gegen BrdU kdnnen
proliferierende Zellen detektiert werden.'** Durch die Formalinfixierung und Einbettung in
Paraffin kdnnen Quervernetzungen die Epitope der Antigene maskieren. Daher wurden die
Schnitte zunachst flr 25 min in Zitratpuffer (pH 6, Zytomed, Berlin) gekocht, um eine bessere
bzw. spezifischere Bindung des Primarantikbrpers an das Antigen zu erreichen. Um den
Zellkern aufzuschliel®en, wurden die Schnitte vor Inkubation mit dem Primarantikérper fir
15 min mit einer 0,5 %igen (V/V) Triton-X-100 Lésung (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) in
PBS behandelt. Zellkerne wurden mit 4',6-Diamidin-2-Phenylindol (DAPI) angefarbt. Die
Proliferationsrate wurde als Verhaltnis der BrdU-positiven Nuklei zur Gesamtanzahl der

Zellkerne in der Neointima dargestellt. Die Auswertung erfolgte manuell.

2.2.3.5 Apoptose

Zur Detektion apoptotischer Zellen wurde das In Situ Cell Death Detection Kit TMR-Red der
Firma Roche Diagnostics, Basel, Schweiz verwendet. Dieses Kit basiert auf der
TUNEL-Methode (terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling), bei der
DNA-Strangbriiche, die wahrend der Apoptose entstehen, mit einer Fluoreszenzfarbung
markiert werden. Dazu wurden Paraffinschnitte zunachst mit Proteinase K [5 pg/mL] (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) vorbehandelt und anschlieRend nach Herstellerprotokoll
gefarbt. Um unspezifische Hintergrundsignale zu minimieren, wurde die Enzym-Ldsung 1:3
mit TUNEL-Verdinnungspuffer (Roche Diagnostics, Basel, Schweiz) verdinnt. Die
Auswertung erfolgte manuell. Dabei wurden die TUNEL-positiven Zellkerne als Verhaltnis zur
Gesamtzellkernzahl bestimmt. Es wurden ausschlief3lich TUNEL-positive Zellen gewertet, die

mit einem DAPI-Signal kolokalisiert waren."'*®
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2.2.4 Aufnahme und Auswertung der Farbungen

2.2.41 Aufnahme der histologischen und immunhistologischen Farbungen

Alle lichtmikroskopischen und fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen wurden mit einem
Axiolmager.M2 Mikroskop mit AxioCam und der AxioVS40V 4.8.2.0 Software (alles von
Carl Zeiss AG, Oberkochen) in den angegebenen Vergroflerungen durchgefiuhrt. Ein
Polarisationsfilter wurde verwendet, um die Packungsdichte der Kollagenfasern in den

Siriusrot gefarbten Plaques des Aortenursprungs darzustellen.

2.2.4.2 Morphometrische Analyse der Neointimahyperplasie

Von der Ligatur aus betrachtet nimmt die Dicke der gebildeten Neointima kontinuierlich ab, so
dass eine morphometrische Analyse an verschiedenen Stellen erforderlich ist (Abbildung 7).
Die Carotiden wurden senkrecht in Paraffin eingebettet und konsekutiv mit einer Schichtdicke
von 5 ym dber 1000 um proximal zur Ligatur geschnitten. Als Referenzpunkt dient der erste
Schnitt nach der Ligatur, der frei von Nahtmaterial ist. Morphometrische Untersuchungen
wurden 28 Tage nach Carotisligatur durchgefiihrt. Hierzu wurde alle 50 ym ein Schnitt mit H&E
gefarbt und morphometrisch die Flache der Media, der Neointima und des Lumens sowie die
GefaligroRe (Umfang der Lamina elastica externa, LEE) bestimmt (AxioVision Software, Carl
Zeiss AG, Oberkochen). Die Flache unter der Kurve (AUC), die die Neointimaflache
aufgetragen gegen die Distanz zum Referenzpunkt beschreibt, sowie das mittlere Verhaltnis
der Neointimaflache zur Mediaflache wurden verwendet, um das Ausmal} der
Neointimahyperplasie zwischen den Has3” und den entsprechenden Kontrolltieren zu

vergleichen.

Ligatur 200 um 300pum 400 pm

Referenz-
punkt
\ J\ J
| |
Arteria carotis Arteria carotis communis

internaund externa

Abbildung 7: Schematische Ubersicht der Neointimahyperplasie entlang der A. carotis
communis nach Carotisligatur.
Modifiziert nach de Waard et al. 2002."*
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2.2.4.3 Bestimmung der PlaquegroBe am Aortenursprung

Um das Ausmal} der Atherosklerose zu bestimmen, wurde die Flache der atherosklerotischen
Lasionen in Querschnitten des Aortenursprungs ermittelt. Drei Schnitte mit einem Abstand von
50 ym, alle mittig im Aortenursprung gelegen, wurden histologisch beurteilt und die Flache des
gesamten Aortenursprungs sowie die Flache der atherosklerotischen Plaques an allen drei
Aortenklappen mit der AxioVision Software (Carl Zeiss AG, Oberkochen) vermessen. Die
Lamina elastica interna und das GefalRlumen stellten dabei die aulleren Begrenzungen der
Lasionen dar. Die PlaquegréRe berechnet sich aus der Summe der drei Plaqueflachen an den
Aortenklappen relativ zur Gesamtgefallflache des Aortenursprungs luminal zur Lamina
elastica interna. Die normalisierte Plaqueflache wurde in drei Schnittebenen untersucht und

gemittelt.

2.2.4.4 GroRe des nekrotischen Kerns und der fibrotischen Kappe

Die Flache der nekrotischen Areale sowie die fibrotische Kappe wurden an H&E-gefarbten
Plaques des Aortenursprungs gemessen. Der nekrotische Kern wurde als zellkernfreie
Flachen in der atherosklerotischen Lasion definiert und mit der AxioVision Software (Carl Zeiss
AG, Oberkochen) vermessen. Flachen unter 3000 ym? wurden ausgeschlossen, da diese
haufig in H&E-Farbungen beobachtet werden und es unwahrscheinlich ist, dass es sich um
nekrotische Areale handelt. Die Summe aller nekrotischen Flachen wurde pro Ursprung
ermittelt."*°

Die Dicke der fibrotischen Kappe wurde am gréften nekrotischen Areal eines jeden
Aortenursprungs bestimmt. Dazu wurde der Abstand von der dufReren Kappe des Plaques

zum nekrotischen Kern gemessen.'*

2.2.4.5 Quantitative Auswertungen der Farbungen

Fir die quantitative Auswertung der Farbsignale wurde die ImageJ 1.45s Software (National
Institutes of health, USA, http://rsbweb.nih.gov/ij/) verwendet. Das Zusatzprogramm
Colour deconvolution (http://www.mecourse.com/landinig/software/cdeconv/cdeconv.html)
ermdglicht, die Farbungen in verschiedene Farbkanale zu trennen und die einzelnen
Farbsignale, z. B. Kernfarbung und Zielstruktur, einzeln auszuwerten. Mindestens drei Bilder
einer Farbung wurden betrachtet, um einen Schwellenwert festzulegen, ab dem das Signal
einer Farbung als spezifisch angesehen wurde. So konnte der Einfluss von Hintergrundsignal
minimiert werden. Der Schwellenwert wurde fur alle Schnitte einer Farbung konstant gehalten.
Das zu untersuchende Bildareal wurde manuell markiert und die Flache, die positiv flr das
angefarbte Antigen ist, als prozentualer Wert dieser Flache

dargestellt (Area fraction).
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2.3 Protein- und Lipoproteinanalytik

2.3.1 Multiplex Analyse zirkulierender Zytokine und Chemokine

Die Plasmakonzentrationen zirkulierender Zyto- und Chemokine wurden mit dem Bijo-Plex®
Multiplex Immunoassay System, einer kommerziell erhéltlichen Multiplexanalyse der Firma
Bio-Rad Laboratories Inc. (Hercules, CA, USA), bestimmt. Diese Testmethode ermdglicht eine
Vielzahl an Analyten in einer geringen Probenmenge gleichzeitig zu bestimmen.
Unter Verwendung des Bio-Plex Pro™ Mouse Cytokine 23-plex Assays (Bio-Rad Laboratories
Inc.) wurden Interleukin (IL)-1a, IL-1b, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-12p40,
IL-12p70, IL-13, IL-17a, Eotaxin, granulocyte macrophage colony stimulating factor (GM-CSF),
granulocyte colony stimulating factor (G-CSF), Interferon y (IFN-y), platelet-derived growth
factor—inducible protein KC (KC), monocyte hemoattractant protein-1 (MCP-1), macrophage
inflammatory protein (MIP)-1a, MIP-13, CCL-5 (RANTES) und Tumornekrosefaktor alpha
(TNF-a) bestimmt. Zur Analyse wurde ein Bioplex 200 suspension array System
(Bio-Rad Laboratories Inc.) nach Herstellerprotokoll verwendet. Proteinkonzentrationen
wurden mit entsprechend optimierten Standardkurven durch die Bio-Plex Manager Software
Version 6.0 (Bio-Rad Laboratories Inc.) berechnet. Werte unterhalb der Detektionsgrenze
wurden von der Analyse ausgeschlossen.

Die Multiplex-Messungen wurden von Frau Dr. Sonja Hartwig und Herrn Dr. Stefan Lehr am

Deutschen Diabetes-Zentrum, Disseldorf, durchgeflnhrt.

2.3.2 Bestimmung des Plasmacholesterins

Plasmaspiegel von Gesamtcholesterin, Low-density-lipoprotein (LDL), Very-low-density-
liporotein (VLDL)- und High-densitiy-lipoprotein (HDL)-Cholesterin wurden unter Verwendung
des HDL and LDL/VLDL Cholesterol Quantification Kit (Biovision, Milpitas, CA, USA) nach

Herstellerprotokoll bestimmt.

2.3.3 Endotheliale NO-Synthase (eNOS) Western-Blot

Die Analyse der Proteinexpression der endothelialen NO-Synthase (eNOS) erfolgte mittels
Western-Blot-Methode. Dazu wurden thorakale Aorten von Has3"- und WT-Mausen mit
flissigem Stickstoff schockgefroren, homogenisiert und in Lysepuffer dispergiert. Die
Proteinkonzentration der Aortenlysate wurde mit einer kalorimetischen Methode nach Bradford
bestimmt."*” Die Messung der Extinktion bei 595 nm erfolgte mit einem Spektrophotometer
(DU 640 Spektrophotometer, Beckman, Krefeld). Das Lysat wurde im Anschluss 1:1 mit
Probenpuffer gemischt und fur 5 min bei 95 °C aufgekocht. Durch eine SDS-PAGE bei 140 V
wurden die Proteine aufgetrennt. Mittels eines Semidry-Blot-Systems (Peglab, Erlangen)

wurden die Proteine bei 90-100 mA auf eine PVDF-Membran (Porengrofe 0,2 ym, Roche
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Diagnostics, Basel, Schweiz) Gbertragen. Um unspezifische Bindungsstellen fur Antikérper zu
maskieren, wurde die PVDF Membran fir 3 h in 6 % (m/V) Milchpulver in TBST blockiert. Die
Membran wurde fur 12 h bei 4 °C mit dem Primarantikérper gegen eNOS (1:1000 verdlnnt in
1 % (m/V) Milchpulver in TBST, BD Biosciences, Maus, #610297, Franklin Lakes, NJ, USA)
inkubiert. Als Ladungskontrolle wurde ein Antikérper gegen Aktin verwendet (1:5000 verdinnt,
Kaninchen, A2066, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Zur Detektion wurden
Sekundarantikérper gekoppelt mit einem Infrarotfarbstoff verwendet (IRDye 800CW Ziege-
anti-Maus IgG, IRDye 680RD Ziege-anti-Kaninchen IgG, 1:5000, LI-COR, Lincoln, NE, USA).
Das LI-COR Odyssey Infrarot Bildgebungs-System (application software version 3.0, LI-COR)
wurde zur Detektion und Quantifizierung verwendet. Die Western-Blot Analyse der eNOS
wurde in Zusammenarbeit mit Frau Dr. Tatsiana Suvorava unter Leitung von Herrn Prof. Dr.
Georg Kojda am Institut fir Pharmakologie und Klinische Pharmakologie, Universitatsklinikum

der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf, durchgeflhrt.

Tabelle 4: Pufferzusammensetzungen

Puffer/ Lésung Zusammensetzung
Lysepuffer 5 mM Tris-HCI

1 mM EDTA

1 mM EGTA

2,5 mM Naz2P204

1 mM B-Glycerolphosphat

5 mM NaF

0,2 mM Phenylmethylsulfonylfluorid
Proteaseinhibitoren

(je 10 pg/mL Antipain, Aprotinin, Leupeptin und
Benzamidin)

Probenpuffer 50 mM Tris-HCI
2 % (m/V) SDS
10 % (m/V) Glyzerin
0,005 % (m/V) Bromphenolblau
120 pl B-Mercaptoethanol + 880 ul Puffer

TBST 10 mM Tris
pH=7,6 150 mM NaCl
0,1 % Tween® 20

2.3.4 Oxyblot™
Das Oxyblot™-System (Merck Millipore, Billerica, MA, USA) wurde nach Herstellerangaben

verwendet, um Proteinmodifikationen, bedingt durch oxidative Reaktionen in Lysaten
thorakaler Has3"- und WT-Aorten, mittels Immunblots zu detektieren. Das LI-COR Odyssey
Infrarot-Bildgebungs-System (application software version 3.0, LI-COR) wurde zur Detektion

und Quantifizierung verwendet.
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2.4 Zellversuche

2.4.1 Kultur humaner koronararterieller Glattmuskelzellen

Fur in vitro Versuche wurden humane koronararterielle Gefallmuskelzellen (CaSMC) der
Firma PromoCell GmbH (Heidelberg) verwendet. Als Haltungsmedium wurde Smooth Muscle
Cell Growth Medium-2 (PromoCell) mit 5 % (V/V) FCS nach Herstellerprotokoll verwendet.
Die Zellen wurden bei 37 °C und 5 % Kohlenstoffdioxid kultiviert. Zellen zwischen Passage 3
und 9 wurden fur Versuche verwendet. Um den Zellzyklus zu synchronisieren, wurden die
Zellen vor den Versuchen fir 48 h in serumfreiem Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)

mit 4,5 g Glucose und 1 % Penicillin/Streptomycin kultiviert.

2.4.2 Lentivirale Herabregulation der HAS3

Die humane HAS3v1 und HAS3v3 (codieren beide fir HAS3a) wurde in humanen CaSMC mit
Hilfe des Lenti-PacTM HIV Expression Packaging Kit (GeneCopoeia, Rockville, MD, USA)
nach Herstellerangaben herabreguliert. Zielsequenz war 5-AGTGGCTCTACAACTCTCT-3’
(HSH008725-4-HIV-H1). Als Kontrolle diente sh scr (CSHCTRO001-HIVH1).

2.4.3 Migration

Um die Fahigkeit der CaSMC zur Migration zu untersuchen, wurde eine modifizierte
Boydenkammer verwendet."® Eine Polycarbonat-Membran (Porengréfe 10 um, NeuroProbe,
Cabin John, MD, USA) wurde nach Herstellerangaben mit Kollagen Typ-l beschichtet
(PureCol®, Bovine Collagen Solution, Type I, SanDiego, CA, USA). Die unteren Kammern der
Microchemotaxiskammer (48-well micro chemotaxis chamber, NeuroProbe) wurden mit
DMEM mit oder ohne PDGF-BB [10 ng/mL] Stimulanz beflllt und luftblasenfrei mit der
Membran bedeckt. CaSMC wurden trypsiniert, in Serum-freiem DMEM resuspendiert und mit
250000-333333 Zellen/cm? in die oberen Lécher der Kammer ausgesat. Die Zellen konnten
fur 6 h bei 37 °C und 5 % CO, migrieren und wurden dann flr 5 min in Methanol fixiert. Die
migrierten Zellen wurden mit Coomassie brilliant blue G-250 angefarbt. Das LI-COR Odyssey
Infrarot Bildgebungs-System (application software version 3.0, LI-COR) wurde zur Detektion
und Quantifizierung verwendet.

2.5 Molekularbiologische Untersuchungen

2.5.1 RNA-Isolation und reverse Transkription

Die Isolation von Gesamt-RNA erfolge mit der Phenol-Chloroform-Methode.'*® Zur Lyse der
untersuchten Zellen bzw. des untersuchten Gewebes wurde je 1 mL TriFast™-Reagenz
(peqGOLD TriFast™, PEQLAB GmbH, Erlangen) nach Herstellerangaben verwendet.

Gewebeproben wurden zunachst in TriFast™-Reagenz mechanisch mit Hilfe des
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gentleMACS™ Dissociator (miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach) zerkleinert. Nach Lyse wurde
die Probe in ein Eppendorf-Reaktionsgefal® dberfihrt und mit 200 pl Chloroform
(VWR Chemicals, Fontenay-sous-Bois, Frankreich) ausgeschuttelt. Nach Zentrifugation bei
15.700 x g fir 15 min wurde die wassrige Phase abgenommen und zu gleichen Teilen mit
Isopropanol (VWR Chemicals) versetzt. Die Gesamt-RNA wurde fir 12 h bei -20 °C gefallt.
Zur Aufreinigung wurde das RNA-Pellet in 75 % (V/V) Ethanol gewaschen und anschlieRend
getrocknet. Die so erhaltene RNA wurde je nach zu erwartender Ausbeute in 15 ul oder 20 pl
RNase freiem Wasser (Merck Millipore, Billerica, MA, USA) 5 min bei 65 °C unter Schitteln
geldst. Konzentration und Reinheit der RNA wurde durch Messung der Absorptionen bei
230 nm, 260 nm und 280 nm mit einem Nanodrop-1000 (PEQLAB) fotometrisch bestimmt.
1 g der Gesamt-RNA wurde mit dem QuantiTect Reverse Transcription Kit (Qiagen, Hilden)

in cDNA umgeschrieben.

2.5.2 Quantitative Realtime-PCR

Die Expression der zu untersuchenden Zielgene wurde mittels quantitativer
Realtime-PCR (gPCR) bestimmt. Dazu wurde das ABI 7300 Real-Time PCR System oder das
StepOnePlus™ Real-Time-PCR System (beides Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) verwendet. Pro Reaktion wurde ein Ansatz mit Platihnum®SYBR® Green qPCR
SuperMix-UDG (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) mit ROX-Referenzfarbstoff,
Primerlésung und cDNA-L6sung verwendet. Im Reaktionsansatz lagen die Primer in einer
Konzentration von 0,625 uM vor, cDNA wurde in einer Konzentration von 2,083 ng/uL
verwendet. Jede Probe wurde in Doppelbestimmung vermessen und der Mittelwert bestimmt.
Lagen groBe Abweichungen zwischen den parallelen Ansétzen vor, so wurden die Werte von
der Analyse ausgeschlossen. Eine Schmelzkurvenanalyse nach Beendigung der gPCR gab
Aufschluss Uber die PCR-Bedingungen und Uber die Spezifitdt der Reaktion. Proben, die
mehrere oder abweichende Maxima in der Schmelzkurvenanalyse zeigten, wurden
ausgeschlossen. Zur Berechnung der relativen Genexpressionen wurde der Cg-Wert
(quantification cycle) verwendet, der Wert an dem die Fluoreszenz erstmals exponentiell Gber
einen Schwellenwert ansteigt. Als Referenzgen diente die Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) oder 18S. Die relative mRNA-Expression wurde bezogen auf das
Referenzgen und zu Kontrollproben nach der Formel 22°% perechnet.'® '
Primersequenzen (siehe Tabelle 5) wurden aus der Literatur ibernommen oder mit Hilfe
Software Primer3Plus und NCBI-Primer-BLAST generiert.'*>"* Die Oligonukleotide wurden

Uber Invitrogen (Life Technologies™ Corporation, Carlsbad, CA, USA) bezogen.
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Tabelle 5: In der qPCR verwendete Primersequenzen.

Zielgen Sequenz Spezies

GAPDH 5- GTGAAGGTCGGAGTCAACG -3’ human
5'- TGAGGTCAATGAAGGGGTC -3’

ACTN1 5'- GCCCTAACTCAGAAGCGAAG-3° human
5- ACAGCTGGTCAATGGTCTCC-3’

CD44 5'- GCTATTGAAAGCCTTGCAGAG-3° human
5'- CGCAGATCGATTTGAATATAACC-3

CFL1 5'- GCAAGAAGGAGGATCTGGTG-3 human
5- ACCTCCTCGTAGCAGTTTGC-3’

COL1A1 5- CTGGCAAGAGTGGTGATCGT-3’ human
5'- ACCCTTTATGCCTCTGTCGC-3’

COL3AT1 5'- AACACGCAAGGCTGTGAGACT-3’ human
5'- GCCAACGTCCACACCAAATT-3’

HAS3 5'- GAGATGTCCAGATCCTCAACAA-3’ human
5'- CCCACTAATACACTGCACAC-3°

ITGA4 5'- TGGACAATCTAAAGCACAGCA-3 human
5'- GCACGTTTCAGGCTCATTTT-3’

ITGB1 5'- CCCTGAAAGTCCCAAGTGTCA-3 human
5- TCTACCAACACGCCCTTCATT-3’

LYVE-1 5'-ACTTCCATCTGGACCACGAG-3 human
5"-ATGACACCTGGATGGAAAGC-3’

MMP9 5- GGTGCCTTTGGACACGCACGA-3 human
5'- GGCACTGCCAAAGCAGGACG-3’

PDGF-B 5'- CCGCTCCTTTGATGATCTCCA-3’ human
5- CTTCTTCCACGAGCCAAGCT-3’

PDGFRA 5'- TGGGAGTTTCCAAGAGATGG-3’ human
5'- CCGTGGGTTTTAGCATCTTC-3’

PDGFRB 5'- TCTCAGGCCACGATGAAAGT-3’ human
5'- CATGATCTTCAGCTCCGACA-3’

PXN 5'- GGACTACCACAACCTCTTCTCC-3’ human
5'- GACCAAAGAAGGCTCCACAC-3’

RHAMM 5 -GAATTTGAGAATTCTAAGCTTG-3’ human
5°-CCATCATACCCCTCATCTTTGTT-3’

Gapdh 5 -TGGCAAAGTGGAGATTGTTGCC-3" murin

5-AAGATGGTGATGGGCTTCCCG-3°
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Zielgen Sequenz Spezies

Acta2 5- CAGGCATGGATGGCATCAATCAC-3’ murin
5- ACTCTAGCTGTGAAGTCAGTGTCG-3°

Cd44 5-GACCGGTTACCATAACTATTGTC -3° murin
5-CATCGATGTCTTCTTGGTGTG-3"

Has1 5-TATGCTACCAAGTATACCTCG-3’ murin
5-TCTCGGAAGTAAGATTTGGAC-3’

Has2 5-CAAAAATGGGGTGGAAAGAG-3’ murin
5-ACAGATGAGGCAGGGTCAAG-3’

Has3 5-CTCAGTGGACTACATCCAGG-3’ murin
5-GACATCTCCTCCAACACCTC-3’

Rhamm 5-GCAGAAGGAGGAGCAGAGTG-3’ murin
5-GGCGTGAGCAGCAATATGT-3’

SM22a 5-TCTAATGGCTTTGGGCAGTT-3’ murin
5- GCAGTTGGCTGTCTGTGAAG-3’

18S 5°- GCAATTATTCCCCATGAACG-3’ human/murin

5- GGCCTCACTAAACCATCCAA-3’

2.5.3 Mikroarray Genexpressionsanalysen

Bei weiblichen 21 Wochen alten Has3"-Mausen und Kontrolltieren wurde fiinf Tage nach
Ligatur eine genomweite Transkriptionsanalyse durchgefuhrt. Dazu wurden die von
adharentem Gewebe befreiten linken und rechten Carotiden zunachst mit dem GentleMACS™
Dissociator (miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach) zerkleinert und anschliefend die Gesamt-
RNA unter Verwendung des RNeasy Microarray Tissue Kit (Qiagen) isoliert. Die Qualitat der
RNA wurde in einer photometrischen Nanodrop Messung (Nanodrop ND2000, PEQLAB) und
mittels Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) Gberprift. Alle
Proben, die flir den Gene Array verwendet wurden, zeigten RNA-Integritats-Nummern (RIN)
von hoher Qualitat (mittlerer RIN Wert lag bei 7,6). Mit einer fluorimetrischen Qubit Messung
wurde die RNA quantifiziert (Thermo  Fisher Scientific). Zur  Synthese
Biotin-markierter cDNA wurde das WT Plus Reagent Kit der Firma Affymetrix nach
Herstellerprotokoll verwendet (Affymetrix Inc., Santa Clara, CA, USA). Dazu wurden
100 ng Gesamt-RNA umgeschrieben. Nach Amplifikation durch in vitro Transkription und
2nd cycle Synthese wurde die cDNA fragmentiert und durch eine terminale Transferase mit
Biotin markiert. Diese terminal markierte cDNA wurde mit einem Affymetrix Mouse Gene 2.0
ST Gene Expression Microarray fir 16 h bei 45 °C hybridisiert. Anschlielend erfolgte eine

Farbung mit einem Streptavidin/Phycoerythrin-Konjugat und die Aufnahme nach dem Protokoll
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des Herstellers. Die Datenanalyse der Affymetrix CEL Dateien wurde mit der Software
GeneSprings GX (Version 12.5, Agilent Technologies) durchgefiihrt.'® Die differentielle
Geneexpression, im Vergleich ligiert gegen unligiert, wurde mit einem moderaten t-Test
bestimmt. Die sich ergebenden p-Werte wurden mittels Benjamini-Hochberg-FDR auf
multiples Testen korrigiert. Mittels Euklidischer AhnlichkeitsmalRe und des Ward-Verfahrens
wurden hierarchische Clusteranalysen differentiell exprimierter Gene erstellt. Eine Analyse der
differentiell regulierten Gene mit einem korrigierten p-Wert < 0,001 hinsichtlich funktioneller
KEGG-Signalwege (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) erfolgte mit der
DAVID (Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery) Software
(Version 6.7)."%" 182 Der Datensatz wurde im National Center for Biotechnology Information’s
Gene Expression Omnibus hinterlegt (Zugangsnummer: GSE70410).

Die genomweite  Transkriptionsanalyse  wurde in Kooperation mit  dem
Biologisch-Medizinischen Forschungszentrum der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf

unter Leitung von Herrn Prof. Dr. Karl Kéhrer von Herrn Dr. René Deenen durchgefihrt.

2.6 Statistik

Die statistische Auswertung der Versuche wurde mit der Graph PadPrism 6 Software Version
6.02 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA) durchgefiihrt. Alle Messdaten wurden als
Mittelwerte + Standardfehler (SEM) aus n unabhangigen Experimenten dargestellt. Werte flr
a unterhalb des Signifikanzniveaus p von 0,05 wurden als statistisch signifikant erachtet.
Die Analyse der statistischen Signifikanz zwischen zwei Versuchsgruppen wurde mit einem
zweiseitigen, ungepaarten t-Test durchgeflhrt. Unterschiede zwischen mehr als zwei
Datensatzen wurden mit einer einfaktoriellen Varianzanalyse und nachfolgendem
Dunnett-Test fur multiple Vergleiche Uberprift. Die gqPCR-Daten nach Carotisligatur wurden
mit Hilfe des Kruskal-Wallis Tests und des post hoc Tests nach Dunn verglichen. Das
Koérpergewicht unter Fltterung einer Western-Diat im Zeitverlauf wurde mit einer
zweifaktoriellen Varianzanalyse untersucht. Um von einer Normalverteilung ausgehen zu
kénnen, wurden die gPCR Daten der in vitro Versuche fiir die parametrische Auswertung
logarithmiert. Um statistische AusreiRer in den Stichproben zu identifizieren und von der

Analyse auszuschlie3en, wurde der Ausreil3ertest nach Grubbs verwendet.
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3 Ergebnisse

3.1 Einfluss einer Has3-Defizienz auf die Neointimahyperplasie nach
Carotisligatur

Das Modell der Ligatur der Arteria carotis communis wurde verwendet, um zu untersuchen,

welche Funktionen HAS3 auf die Ausbildung einer Neointima hat. Bei diesem von Kumar und

Lindner 1997 erstmalig beschrieben Mausmodell kommt es innerhalb weniger Wochen zur

Neointimahyperplasie, getrieben vor allem durch migrierende und proliferierende VSMC."®

3.1.1 Basale Charakteristika der Has3"-Maus

Has3-defiziente Mause zeigten keine Entwicklungsstérungen und eine normale
Uberlebensrate. Fir die folgenden Versuche wurden adulte Weibchen verwendet. Diese

unterschieden sich im Kérpergewicht nicht von WT-Kontrollen (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Kérpergewicht.
Korpergewicht adulter Weibchen, gemessen am Ende des Untersuchungszeitraums. Dargestellt ist
jeweils der Mittelwert + SEM, n = 32, 35.

3.1.2 Morphometrische Analyse der Neointimabildung

Die Tiere wurden 28 Tage nach dem Eingriff flr histologische und morphometrische
Untersuchungen getbtet und die ligierte A. carotis communis sinistra sowie die nicht ligierte
A. carotis communis dextra, die als Kontrolle dient, entnommen. Uber eine Lange von 1000 ym
wurde alle 50 ym ein Schnitt mit H&E angefarbt, um zellulare Strukturen sowie die Schichten
der Lamina elastica darzustellen. Die Lamina elastica interna (LEI) grenzt die Zellen der neu
gebildeten Neointima von den Zellen der Media ab. Als Referenzpunkt (0 um) diente der erste
Schnitt nach dem Ligaturknoten, bei dem die Media nicht mehr durch Fadenreste verformt war.
Wie in Abbildung 9 zu erkennen ist, war 28 Tage nach Ligatur eine deutliche VSMC-reiche

Neointima ausgebildet.
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450 ym 1000 ym A. carotis dextra

Abbildung 9: Ubersicht der Neointimahyperplasie entlang der A. carotis communis mit
zunehmendem Abstand zum Referenzpunkt.

Beispielhafte Aufnahmen einer H&E gefarbten A. carotis sinistra eines WT-Weibchens 28 Tage nach
Ligatur. LEE, Lamina elastica externa, LEI|, Lamina elastica interna, NI, Neointima. Der Referenzpunkt
ist der erste Schnitt, in dem die Media frei von Nahtmaterial ist. Als unligierte Kontrolle ist die A. carotis
dextra im Querschnitt dargestellt. 200-fache Vergrofierung, MafRstabsbalken 100 ym. Dargestellt sind
fir n = 9 reprasentative Aufnahmen.

In der morphometrischen Untersuchung konnte klar gezeigt werden, dass Has3-Defizienz vor
Hyperplasie der Neointima nach Carotisligatur schiitzt. Wie in der reprasentativen
H&E-Farbung 150 um proximal zum Referenzpunkt deutlich zu erkennen, war in Carotiden
von Has3-defizienten Mausen im Vergleich zum WT die Entwicklung der Neointima weniger

stark ausgepragt (Abbildung 10).

Abbildung 10: H&E-gefarbte Carotiden von Has3-defizienten und WT-Mausen 28 Tage nach
Ligatur.

Die Schnitte zeigen die Schnittebene 150 uym proximal zum Ligaturknoten; 200-fache VergréRerung,
MaRstabsbalken 100 um. Dargestellt sind fiir n = 9 reprasentative Aufnahmen.
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Die Flache der Neointima wurde Uber 1000 uym proximal zum Referenzpunkt in 50 pm
Intervallen quantifiziert. Diese Ergebnisse sind in Abbildung 11A dargestellt. Die Kurve
beschreibt die Neointimaflache im Abstand zum Ligaturknoten und zeigt eine deutlich
verringerte Neointimahyperplasie Uber den Verlauf der Gefalverletzung in Has3-defizienten
Carotiden im Vergleich zum WT. Die Flache unter der Kurve (Abbildung 11B) zeigt eine
Reduktion der Neointima um 41 % (WT: 2,587 x 10" = 100 %, Has3":1,528 x 10 = 59 %).

A & B 6 3
g_ 1,57 % _T_ = [ WT
L:C_’ g'_‘ * —— Il Has3™
X 1,0+ SE 21
© 5 2
£ oS
= S %
5 0,5- T2 14
o 35
)
: s 3
;_T(? 0 T T T T T T T —T_ TR 0 T
Q Q

QOO0 Q
NENEONSS B &
Distanz zum Referenzpunkt [um]

Abbildung 11: Vergleich der Neointimahyperplasie in Has3-defizienten und WT-Mausen.
A, Entwicklung der Neointimaflache, untersucht vom Referenzpunkt bis 1000 ym proximal zur Ligatur.
B, Flache unter der Kurve; n = 9, dargestellt ist jeweils der Mittelwert + SEM, *p < 0,05 vs. WT.

Auch das Verhaltnis von Neointima zu Media war in Has3"-M&usen im Vergleich zu Wildtypen
deutlich reduziert (Abbildung 12A). Der auliere GefalRumfang (Umfang der Lamina elastica
externa (LEE)) war reduziert (Abbildung 12D), was auf ein konstriktives Remodelling hindeutet,
allerdings war das mittlere GefalRlumen unverandert (Abbildung 12C). Auch im Vergleich der
mittleren Flachen der Media wurden keine Unterschiede beobachtet (Abbildung 12B).
Als Kontrolle wurde auch die Morphologie der unligierten A. carotis dextra betrachtet. Diese

zeigte in beiden Genotypen keine GefalRverdnderungen (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 12: Morphometrische Parameter der ligierten A. carotis communis von
Has3-defizienten und WT-Mausen.

Angegeben sind die mittleren Werte Gber die ersten 1000 um. A, Neointima Media Ratio B, Mediaflache
C, Flache des Gefallumens D, Umfang der LEE. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert £+ SEM, n = 9,
*p < 0,05 vs. WT.
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In Has3-defizienten Tieren nahm bei der Neointimaentwicklung im Vergleich zu WT sowohl
die Zellzahl als auch die Extrazellularmatrix proportional ab, wie die unveranderte Zelldichte
zeigte (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Zelldichte in der Neointima.
Nuklei pro Neointimaflache, dargestellt ist jeweils der Mittelwert + SEM, n = 9.

3.1.3 Anreicherung von HA in der Arteria carotis communis nach Ligatur
Um zu untersuchen, wie sich die Defizienz der Has3 auf die Akkumulation von HA in den durch
Ligatur entstandenen Lasionen auswirkt, wurden die Carotiden 28 Tage nach Ligatur durch
eine affinitdtshistochemische Farbung mit HA-BP angefarbt.

Abbildung 14A zeigt die HA-BP Farbung eines unverletzten Gefalles eines WT. Hier war die
HA-Expression (braun) vornehmlich auf die Adventitia und die Glykokalyx des Endothels
beschrankt. Nach Ligatur produzieren die Zellen vermehrt HA, vor allem im Bereich der neu
gebildeten Intima, wie die Farbung einer ligierten WT-Carotis zeigt (Abbildung 14B). In Tieren
mit einer genetischen Deletion von Has3 war diese Anreicherung von HA vermindert, wie in
der schwacheren Farbung flr HA im Bereich der Neointima erkennbar ist (Abbildung 14C).
Das Signal fur HA wurde in ligierten Carotiden in der Neointima und der Media einzeln sowie
gemeinsam in beiden Regionen quantifiziert (Abbildung 15). Die HA-Akkumulation war vor

allem im Bereich der Media signifikant reduziert (Abbildung 15C).
B

WT unligiert WT ligiert Has3 7 ligiert

Abbildung 14: Hyaluronsaureakkumulation in der A. carotis communis.

Exemplarische Bilder von n = 9 mit HA-BP angefarbten Carotiden. A, Unligierte und B, ligierte A. carotis
communis aus WT-Tieren, C, ligiertes Gefal} eines Has3-defizienten Tieres. 200-fache Vergréerung,
MaRstabbalken 100 ym.
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Abbildung 15: Quantifizierung der HA-Akkumulation in der A. carotis communis nach
Carotisligatur.

Quantifizierung der fiir HA positiv gefarbten Bereiche (braun) in Neointima und Media (A), sowie in
Neointima (B) und Media (C) separat. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert + SEM, n =9, *p < 0,05 vs.
WT.

3.1.4 Genexpression der HAS-Isoformen nach Carotisligatur

Mittels gPCR wurde in Proben aus WT-Tieren die mMRNA-Expression der Has1, -2 und -3 im
Zeitverlauf nach Ligatur im Vergleich zu unligierten Kontrollen gemessen. Die Ergebnisse flr
Has1 (Abbildung 16A) zeigen 5 Tage nach Ligatur einen deutlichen Anstieg der
Genexpression um den Faktor 12 im Vergleich zu nicht operierten Gefalen. Auch 14 Tage
nach Ligatur war die Genexpression von Has?1 um den Faktor 12 signifikant erhéht. Analog
zeigte das Isoenzym Has2 ein ahnliches Regulationsprofil (Abbildung 16B). 5 Tage nach
Ligatur war eine deutliche Hochregulation zu beobachten, auf das 7-fache der nicht ligierten
Gefalie. Diese Hochregulation hielt nach 14 Tagen weiterhin an. Im Gegensatz dazu war die
Genexpression der Has3 5 Tage nach Ligatur im Vergleich zu unligierten Kontrollen
herabreguliert. Diese Reduktion war jedoch transient; die Genexpression war 14 Tage nach

Ligatur wieder signifikant hdher als 5 Tage nach Ligatur (Abbildung 16C).
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Abbildung 16: Genexpression der HAS-Enzyme nach Carotisligatur.

Die mRNA-Expression von Has1 (A), Has2 (B) und Has3 (C) wurde in WT-M&usen in unligierten
Gefallen, 5 Tage nach Ligatur und 14 Tage nach Ligatur, mittels gPCR untersucht. Dargestellt ist jeweils
der Mittelwert + SEM, n = 7-9, *p < 0,05, Kruskal-Wallis Test mit post hoc Test nach Dunn.
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Es wurde keine kompensatorische Gegenregulation als Antwort auf die Has3-Defizienz
beobachtet. Has3-defiziente Mause zeigten im Vergleich zu WT-Tieren basal und 5 Tage nach
Carotisligatur keinen Unterschied in der Genexpression von Has1 oder Has2 (Abbildung 17).
In Proben Has3-defizienter Tiere war keine Has3-mRNA detektierbar (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 17: Has1 und Has2 mRNA-Expression in Carotiden Has3-defizienter Tiere.

Has1 (A) und Has2 (B) Genexpression in Has3-defizienten Tieren im Vergleich zu WT-Mausen,
dargestellt relativ zur Genexpression im unligierten WT. Gezeigt ist jeweils der Mittelwert £+ SEM, n = 7-9,
n.s.: nicht signifikant, *p < 0,05 im Vergleich zur jeweiligen unligierten Kontroll-Carotis, Kruskal-Wallis
Test mit post hoc Test nach Dunn.

3.1.5 Genexpression von Cd44 und Rhamm nach Carotisligatur

Fir die HA-Rezeptoren Cd44 und Rhamm ist eine Funktion bei vaskuldren Pathologien und

129, 132, 133 Ays diesem Grund wurde deren

bei der Wundheilung beschrieben.””
MRNA-Expression in Carotiden Has3-defizienter und WT-Mause basal und 5 Tage nach
Ligatur gemessen (Abbildung 18). In beiden Genotypen war nach Ligatur ein signifikanter
Anstieg sowohl der mRNA-Expression von Cd44 als auch von Rhamm zu beobachten. Es

zeigte sich allerdings kein Unterschied zwischen den verglichenen Genotypen.
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Abbildung 18: Cd44 und Rhamm mRNA-Expression in Carotiden Has3-defizienter Tiere.

Cd44 (A) und Rhamm (B) Genexpression in Has3-defizienten Tieren im Vergleich zu WT-Mausen,
dargestellt relativ zur Genexpression im unligierten WT. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert + SEM,
n = 8-11, n.s.: nicht signifikant, *p < 0,05 im Vergleich zur jeweiligen unligierten Kontroll-Carotis,
Kruskal-Wallis Test mit post hoc Test nach Dunn.
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3.1.6 Differenzierungsgrad der VSMC

3.1.6.1 Genexpression von Acta2 und SM22a nach Carotisligatur

VSMC sind nicht terminal differenziert, sondern kdnnen als Antwort auf Veranderungen in
ihrem lokalen Umfeld, z. B. nach GefaRverletzung, ihren Phanotyp anpassen. Der
dedifferenzierte Phanotyp der VSMC zeichnet sich durch eine erhdhte Proliferation, Migration
und Synthese von EZM-Bestandteilen aus."”” Um zu untersuchen, ob Unterschiede in der
VSMC-Differenzierung den beobachteten Phéanotyp beeinflusst haben, wurden die
MRNA-Expression der VSMC-Differenzierungsmarker Acta2 und SM22a 5 Tage nach Ligatur
mittels gPCR untersucht (Abbildung 19). Es zeigte sich eine massive Herabregulation der
VSMC-Differenzierungsmarker Acta2 und SM22a. Dies weist auf einen pro-migratorischen
und pro-proliferativen Phanotyp der VSMC hin. Es war jedoch kein Unterschied im Ausmal}

der Herabregulation zwischen den Genotypen zu beobachten.
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Abbildung 19: mRNA-Expression von VSMC-Differenzierungsmarkern nach Carotisligatur.
Acta2 (A) und Sm22a (B) Genexpression in Has3-defizienten Tieren im Vergleich zu WT-Mausen,
dargestellt relativ zur Genexpression im unligierten WT. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert + SEM,
n = 8-9, n.s.: nicht signifikant, *p < 0,05 im Vergleich zur jeweiligen unligierten Kontroll-Carotis analysiert
unter Verwendung des Kruskal-Wallis Test mit einem post hoc Test nach Dunn.

3.1.6.2 Detektion glattmuskuladrer Zellen in der Neointima

Im Anschluss wurden VSMC in der Neointima immunhistochemisch mit einem Antikdrper
gegen alpha-Glattmuskelaktin angefarbt. Hier zeigte sich 28 Tage nach Ligatur ein deutliches
Signal flir alpha-Glattmuskelaktin im Bereich der Neointima (Abbildung 20A). Dies deutet
darauf hin, dass zu diesem Zeitpunkt ein Grofteil der VSMC in der Neointima bereits
redifferenziert war. Die Quantifizierung alpha-Glattmuskelaktin-positiver Bereiche in der
Neointima zeigte keine Unterschiede im Vergleich der Has3-defizienten Carotiden zu

WT-Kontrollen (Abbildung 20B).
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Abbildung 20: Inmunhistochemische Farbung von alpha-Glattmuskelaktin.

A, Beispielhafte Bilder einer alpha-Glattmuskelaktin-Farbung der A. carotis communis 28 d nach Ligatur,
200-fache VergroRBerung, MaRstabsbalken entspricht 100 um. B, Quantifizierung der fir
alpha-Glattmuskelaktin positiv gefarbten Bereiche (braun) in der Neointima, dargestellt ist jeweils der
Mittelwert + SEM, n =9, 8.

3.1.7 Untersuchung der Proliferation und Apoptoseneigung

Wahrend der Entstehung der Neointimahyperplasie kommt es zu einer vermehrten
Proliferation von VSMC, die dann in das Gefalslumen einwandern. Daher kam die Frage auf,
inwiefern die beobachteten Unterschiede in der Neointimahyperplasie bei Has3-defizienten
Tieren durch Unterschiede in der Proliferationsrate begriindet sind. Fir diesen Versuch
wurden 5 Tage nach Ligatur Proben entnommen, da hier laut Kumar und Lindner ein groRRer
Anteil proliferierender Zellen in Media und Intima zu beobachten ist.”*® Jeweils 18 h und 1 h
vor der Probenentnahme wurde den Tieren das Thymidin-Analogon BrdU i.p. injiziert. BrdU
wird bei DNA-Neubildung in die DNA inkorporiert. Mit einem spezifischen Antikérper gegen
BrdU konnten so proliferierende Zellkerne visualisiert werden (gelb, Abbildung 21A). Die
Proliferationsrate in der Neointima wurde als Verhdaltnis der BrdU-positiven Kerne zur
Gesamtzellkernzahl dargestellt (Abbildung 21B). Hier deutete sich lediglich ein Trend zu einer
verminderten Proliferationsrate in der Neointima von Has3-defizienten Mausen an, jedoch

waren keine signifikanten Unterschiede zu beobachten.
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Abbildung 21: Proliferation

A, Exemplarische Bilder einerimmunhistochemischen Farbung von inkorporiertem BrdU (gelb) 5 d nach
Ligatur. In Griin erkennbar ist die Autofluoreszenz der Lamina elastica die der besseren Orientierung
dient. Zellkerne sind blau dargestellt. 200-fache Vergroferung, Mafistabsbalken entspricht 100 um.
B, Die Proliferationsrate wurde bestimmt als das Verhaltnis BrdU-positiver Zellkerne zur
Gesamtzellkernzahl der Neointima; dargestellt ist jeweils der Mittelwert £+ SEM, n = 11.

Als nachstes wurde die Apoptoserate der Zellen in der Neointima untersucht, um zu
Uberprifen, ob der beobachtete Phanotyp durch Unterschiede im programmierten Zelltod
hervorgerufen wurde. Dies wurde mit dem /n Situ Cell Death Detection Kit TMR-Red der Firma
Roche Diagnostics an Carotiden, die 5 Tage nach Ligatur entnommen wurden, durchgefihrt.
Dieses auf der TUNEL-Methode basierende Kit detektiert DNA-Strangbriiche, die bei der
Apoptose entstehen. So werden Apoptose-positive Zellkerne im Gewebe mit einem
Fluoreszenzfarbstoff rot markiert (Abbildung 22A). Die Apoptoserate in der Neointima

(Abbildung 22B) war in Has3-defizienten Tieren nach Carotisligatur unverandert.
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Abbildung 22: Apoptose.

A, Beispielbilder der TUNEL-Farbungen in murinen Carotiden. Apoptotische Zellkerne sind rot
angefarbt, die Lamina elastica griin und die Zellkerne blau, 200-fache Vergrofierung, MaRstabsbalken
entspricht 100 ym. B, Quantifizierung TUNEL-positiver Zellen im Verhaltnis zur Gesamtzellkernzahl der
Neointima, dargestellt ist jeweils der Mittelwert + SEM, n = 13.
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3.1.8 Analyse des Transkriptoms nach Carotisligatur

Um die zugrundeliegenden Mechanismen detaillierter aufzuschlisseln, wurden
Veranderungen des Transkriptoms in der Carotis nach Ligatur in beiden Genotypen
genomweit mit einem Gene Array analysiert. Als Zeitpunkt der Probenentnahme fir
Untersuchungen der mRNA wurden 5 Tage nach Ligatur gewahlt, da flr diesen Zeitpunkt in
der Literatur eine hohe Proliferationsrate beschrieben ist, wahrend Einflisse des invasiven
Eingriffs selbst bereits abgeklungen sind."*® In jedem Genotyp wurden die ligierten Carotiden
mit unligierten Kontrollcarotiden verglichen. 8006 Transkripte waren in WT-Mausen nach
Carotisligatur differentiell im Vergleich zu unligierten Kontrollcarotiden reguliert (Abbildung 23).
Auffallig war, dass in Has3-defizienten Mausen unter gleichen experimentellen Bedingungen
nur 3635 Transkripte durch die Ligatur beeinflusst waren. Dies weist auf eine deutlich
abgemilderte transkriptionelle Antwort auf die Carotisligatur in Has3-defizienten M&usen hin.
Dies lasst sich auch in der hierarchischen Cluster Analyse und den volcano plots beobachten
(Abbildung 24).

WT, ligiert vs. unligiert Has3"", ligiert vs. unligiert
8006 differentiell exprimierte 3635 differentiell exprimierte
Transkripte Transkripte
p (korr.) < 0,05 p (korr.)< 0,05

Abbildung 23: Gene Array—Venn-Diagramm.

Vergleich des Transkriptoms der ligierten Geféae zu unligierten Kontrollen in Has3"- und WT-M3ausen
5 Tage nach Carotisligatur. Das Genexpressionsprofil wurde mit einem genomweiten Microarray
untersucht. Darstellung der Anzahl differentiell exprimierter Gene von Has3-defizienten und
WT-Mausen im Venn-Diagramm. Die Messung und Analyse des Gene Arrays erfolgte durch Herrn Prof.
Dr. Karl Kéhrer und Herrn Dr. René Deenen am Biologisch-Medizinischen Forschungszentrum der
Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf. Die differentiell regulierten Transkripte wurden statistisch mit
einem moderaten t-Test analysiert und mit Benjamini-Hochberg FDR auf multiples Testen korrigiert;
n =3, 4, p (korr.) < 0,05.
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Abbildung 24: Gene Array-hierarchische Clusteranalyse und volcano plot.

A, B, Darstellung der Anzahl differentiell exprimierter Gene von WT (8006 Transkripte) und
Has3-defizienten-Mausen (3635 Transkripte) in einer hierarchischen Clusteranalyse. C, D, volcano plots
zeigen das Vielfache der Regulationen und die Signifikanzniveaus der detektierten Gene. Signifikant
regulierte Gene (p (korr.) < 0,05) sind in Rot dargestellt. Die differentiell regulierten Transkripte wurde
statistisch mit einem moderaten t-Test analysiert und mit Benjamini-Hochberg FDR auf multiples Testen
korrigiert, n = 3, 4, p (korr.) < 0,05.
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3.1.9 Nach Carotisligatur regulierte KEGG-Signalwege

Die Datensdtze der Gene Array Analyse wurden im Folgenden hinsichtlich der
KEGG-Signalwege untersucht, die in Antwort auf Ligatur signifikant reguliert waren
(p (korr.) < 0,001). In Tabelle 6 sind Signalwege dargestellt, die in beiden Genotypen nach
Ligatur signifikant reguliert waren. Es handelt sich vornehmlich um Signalwege aus dem
Bereich immunologischer Reaktionen, wie beispielsweise Chemokin-Signalweg (mmu04062),
Zytokin-Zytokinrezeptor-interaktion (mmu04060), fransendotheliale Leukozytenmigration
(mmu04670) und B-Lymphozytrezeptor-Signalweg (mmu04662) sowie Apoptose
(mmu04210). Eine Vielzahl an KEGG-Signalwegen waren ausschlie3lich in WT-Carotiden
nicht aber in Gefallen Has3-defizienter Mause nach Ligatur reguliert (Tabelle 7). Auffallig
waren hier vor allem verschiedene Signalwege, die im Kontext des VSMC-Phanotyps und der
EZM-Signalgebung stehen sowie allgemein Signalwege, die zu einem aktivierten Phanotyp
fuhren. Dies waren beispielsweise Regulation des Aktin-Zytoskeletts (mmu04810),
VSMC-Kontraktion (mmu04270), Kalzium-Signalweg (mmu04020), fokale Adhé&sion
(mmu04510), EZM-Rezeptor-Interaktion (mmu04512), Phosphatidylinositol-Signalsystem
(mmu04070), Inositolphosphat Metabolismus (mmu00562) und MAPK-Signalweg
(mmu04010). Diese Mechanismen, die mit einer phanotypischen Aktivierung von VSMC in
Verbindung stehen, schienen in Has3-defizienten Mausen abgemildert zu sein, was eine

verminderte Migration der VSMC bewirken kdnnte.

Tabelle 6: KEGG-Signalwege reguliert in Has3-defizienten und WT-Mausen.

Funktionelle Analyse der differentiell exprimierten Gene (n = 3, 4, p (korr.) < 0,001) hinsichtlich der
KEGG-Signalwege. Dargestellt sind die transkriptionellen Signalwege die sowohl in Has3"- als auch in
WT-Mausen nach Ligatur reguliert waren.

Signalweg angereicherter p-Wert
Lysosom 4,44E-09
Chemokin-Signalweg 1,30E-07
Zytokin-Zytokinrezeptor-Interaktion 2,01E-07
Toll-ahnlicher Rezeptor Signalweg 2,37E-07
Fc gamma R-vermittelte Phagozytose 3,07E-07
Transendotheliale Leukozytenmigration 8,67E-07
B-Lymphozytrezeptor-Signalweg 1,69E-05
NOD-artiger Rezeptor-Signalweg 7,34E-05
Apoptose 1,94E-04
Jak-STAT-Signalweg 1,35E-03
Naturliche Killerzellen vermittelte Zytotoxizitat 3,33E-03
Zytosolische DNA-detektierender Signalweg 4,83E-03
Fc Ypsilon RI Signalweg 9,02E-03
Zelladhasionsmolekile (CAMs) 1,26E-02
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Tabelle 7: KEGG-Signalwege ausschlieBlich reguliert in WT-Mausen.

Funktionelle Analyse der differentiell exprimierten Gene (n = 4, p (korr.) < 0,001) hinsichtlich der KEGG-
Signalwege. Dargestellt sind die transkriptionellen Signalwege, die ausschlief3lich in WT nach Ligatur
reguliert waren, nicht jedoch in Has3-defizienten Mausen.

Signalweg angereicherter p-Wert
Hypertrophe Kardiomyopathie (HCM) 4,44E-09
Regulation des Aktin-Zytoskeletts 1,30E-07
Dilatierte Kardiomyopathie 2,01E-07
Fokale Adhasion 2,37E-07
Hamatopoetische Zellabstammung 3,07E-07
EZM-Rezeptor-Interaktion 8,67E-07
Arrhythmogene rechts ventrikulare Kardiomyopathie (ARVC) 1,69E-05
Axonale Wegdfindung (axon guidance) 7,34E-05
VSMC-Kontraktion 1,94E-04
Tumor-Signalwege 1,35E-03
Phosphatidylinositol-Signalsystem 3,33E-03
Kalzium-Signalweg 4,83E-03
Adherens Junction 9,02E-03
MAPK-Signalweg 1,26E-02
Neurotrophin-Signalweg 1,35E-02
Gap Junction 1,46E-02
Virale Myokarditis 1,77E-02
Endozytose 1,96E-02
Langzeit-Potenzierung (Synapsen) 2,01E-02
Prionenerkrankungen 2,18E-02
Progesteron-vermittelte Eizellreifung 2,65E-02
Inositolphosphat Metabolismus 2,73E-02

Tabelle 8: KEGG-Signalwege ausschlieBlich reguliert in Has3-defizienten Mausen.

Funktionelle Analyse der differentiell exprimierten Gene (n = 3, p (korr.) < 0,001) hinsichtlich der KEGG-
Signalwege. Dargestellt sind die transkriptionellen Signalwege, die ausschliellich in Has3-defizienten
Carotiden nach Ligatur reguliert waren, nicht jedoch in WT-Mausen.

Signalweg angereicherter p-Wert
Systemischer Lupus erythematodes 1,30E-03
Graft-versus-Host-Reaktion 2,89E-03
Primére Immundefizienz 3,70E-03
Komplement- und Koagulationskaskaden 4,23E-03
Intestinales Immunnetzwerk fiir IgA Produktion 7,40E-03
Asthma 4 96E-02
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3.1.10 Charakterisierung des Entziindungsgeschehens nach
Carotisligatur

3.1.10.1 Genexpression von IlI1b, Tnfa und Ccl2 nach Carotisligatur

Im Folgenden wurde untersucht, inwiefern der beobachtete Phanotyp durch Unterschiede in
der Immunantwort begrindet ist. Generell ist bei normal cholesteramischen Mausen die
Ausbildung einer Neointima nach Carotisligatur ein Modell, was vor allem durch Migration und
Proliferation von VSMC getrieben wird."® Allerdings kommt es durch den Eingriff selbst zu
einer lokalen Entziindungsreaktion, die die Ausbildung einer Neointima beeinflussen kann.
Daher wurden die Genexpressionen der Entziindungsmarker //1b, Tnfa und Ccl2 (MCP-1) in
der Carotis 5 Tage nach Ligatur mittels qPCR untersucht (Abbildung 25). Die Expressionen
von /I1b und Tnfa in der Carotis stiegen 5 Tage nach Ligatur massiv an. Auch fir Cc/2 war ein
deutlicher Anstieg zu beobachten. Diese Hochregulationen unterschieden sich in beiden
Genotypen signifikant von der jeweiligen unligierten Kontrolle. Ein Unterschied zwischen

Has3-defizienten und WT-Tieren konnte jedoch nicht festgestellt werden.
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Abbildung 25: Genexpression proinflammatorischer Zytokine und Chemokine nach
Carotisligatur.

mRNA-Expression der Entziindungsmarker //1b (A), Ccl2 (B) und Tnfa (C), dargestellt als ein Vielfaches
zur Genexpression in der unligierten Carotis von WT-Mausen. Dargestellt ist jeweils der
Mittelwert + SEM, n = 4-11, n.s.: nicht signifikant, *p < 0,05 im Vergleich zur jeweiligen unligierten
Kontroll-Carotis, Kruskal-Wallis Test mit post hoc Test nach Dunn.

3.1.10.2 Gene Array Analyse der Entziindungsmarker

Auch die Ergebnisse des Gene Arrays wurden hinsichtlich markanter Gene, die im
Zusammenhang mit Entzindungsreaktionen reguliert sind, ausgewertet. In beiden Genotypen
war eine Hochregulation verschiedener Zytokine, Chemokine und ihrer Rezeptoren zu
beobachten; ein Unterschied zwischen den Genotypen zeigte sich allerdings nicht
(Abbildung 26).
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Abbildung 26: Ubersichtsdarstellung von differentiell regulierten Zytokinen, Chemokinen und
Wachstumsfaktoren 5 Tage nach Carotisligatur.

Nach Ligatur im Gene Array differentiell regulierte Transkripte wurden im Hinblick auf markante Gene
inflammatorischer Reaktionen analysiert. Die differentiell regulierten Transkripte wurden statistisch mit
einem moderaten t-Test analysiert und mit Benjamini-Hochberg FDR auf multiples Testen korrigiert;
p (korr.) < 0,05. Daten sind Mittelwerte, n = 3, 4, normalisiert auf die unligierten Kontroll-Carotiden.

Ein ahnliches Bild war in der Analyse der KEGG-Signalwege zu beobachten. Neun
KEGG-Signalwege, die inflammatorische Gene enthalten, waren sowohl in WT als auch in

Has3-defizienten Mausen nach Carotisligatur reguliert (Chemokin Signalweg (mmu04062),
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Zytokin-Zytokinrezeptor Interaktion (mmu04060), Toll-like Rezeptor Signalweg (mmu04620),
Fc gamma R-vermittelte Phagozytose (mmu04666), transendotheliale Leukozytenmigration
(mmu04670), B-Lymphozytrezeptor Signalweg (mmu04662), NOD-artiger Rezeptor Signalweg
(mmu04621), Natiirliche Killerzellen vermittelte Zytotoxizitdt (mmu04650), Fc Ypsilon RI
Signalweg (mmu04664), Tabelle 6). Allerdings waren auch drei KEGG-Signalwege mit
inflammatorischen Genen ausschlieldlich in WT-Mausen reguliert (Virale Myokarditis
(mmu05416), Prionenerkrankungen (mmu05020), T-Zell Rezeptor Signalwege (mmu04660),
Tabelle 7). Umgekehrt jedoch waren auch einige der KEGG-Signalwege mit
Entziindungsgenen ausschliel3lich in Has3-defizienten Mausen reguliert
(Systemischer Lupus erythematodes (mmu05322), Graft-versus-Host-Reaktion (mmu05332),
Primdre Immundefizienz (mmu05340), Intestinales Immunnetzwerk fiir IgA Produktion
(mmu04672), Asthma (mmu05310), Tabelle 8). Die Ergebnisse der Gene Arrays und der
nachfolgenden KEGG-Signalweganalyse geben somit keinen eindeutigen Hinweis auf

Unterschiede in der Immunantwort zwischen den Genotypen.

3.1.10.3 Zirkulierende Zytokine und Chemokine

Neben der Untersuchung der lokalen Genexpression der Zytokine und Chemokine im Gefaly
wurden die Plasmakonzentrationen zirkulierender Zytokine und Chemokine 5 Tage nach
Carotisligatur mit einer Multiplex-Analyse bestimmt (Abbildung 27). Auch hierbei bestatigte
sich die Beobachtung aus den Daten der Genexpression, dass keine deutlichen Unterschiede
zwischen den Genotypen festzustellen waren. Mit IL-13 und GM-CSF war jeweils ein primar
proinflammatorischer und ein primar antiinflammatorischer Stimulus signifikant reguliert.
Die Daten der Plasmauntersuchung geben keine Hinweise darauf, dass Veranderungen in der

Entziindungsantwort Ursache flir den beobachteten Phanotyp sind.
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Abbildung 27: Multiplex Analyse zirkulierender Zytokine und Chemokine.

5 Tage nach Ligatur wurden im Plasma Has3-defizienter Mausen und WT-Kontrollen zirkulierende
Zyto- und Chemokine mittels Multiplex-Analyse analysiert. Die Multiplex-Messungen wurden von Frau
Dr. Sonja Hartwig und Herrn Dr. Stefan Lehr am Deutschen Diabetes-Zentrum, Diisseldorf durchgefiihrt.
Daten sind dargestellt als ein Vielfaches der WT-Kontrollen; gezeigt ist jeweils der Mittelwert + SEM,
n =5, 4,*p < 0,05 analysiert mit Kruskal-Wallis Test und einem post hoc Test nach Dunn.
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3.1.11 Blutparameter
Die Blutglukosespiegel wurden nach 6-stliindiger Nahrungskarenz gemessen. Auch hier waren
keine Unterschiede zwischen den Genotypen zu beobachten (Abbildung 28A). Im Plasma

waren die Werte fir Gesamtcholesterin unveréndert (Abbildung 28B).
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Abbildung 28: Blutparameter.
A, 6 h Nuchternblutglukose; n = 8, 6, B, Gesamtcholesterin, n = 6, 3. Dargestellt ist jeweils der
Mittelwert + SEM.

3.1.12 Endothelfunktion

Es ist denkbar, dass basale Veranderungen der Endothelfunktion zu einer unterschiedlichen
Neointimaentwicklung beitragen. HA als essentieller Bestandteil der endothelialen Glykokalyx
tragt zur Integritdt des Endothels bei.'® Die genetische Deletion der Has3 kénnte die
Endothelfunktion beeinflusst haben, so dass die ligandengesteuerte Vasodilatation und der
Blutdruck in den Knock-out Tieren verandert ist. Um dies zu untersuchen, wurden zunéachst
die Herzfrequenz und der systolische Blutdruck mittels Schwanzplethysmographie in vivo
bestimmt. Hier zeigten sich keine Veranderungen zwischen den Gruppen (Abbildung 29).
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Abbildung 29: Systolischer Blutdruck und Herzfrequenz.
Gezeigt ist der systolische Blutdruck (A) und die Herzfrequenz (B), gemessen an der Schwanzvene mit
einem fotoplethysmographischen Sensor. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert + SEM, n = 5.
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An Aorten Has3-defizienter Mause wurde die Endothelfunktion naher betrachtet. Zunachst
wurde die Proteinexpression der eNOS mit einer Western-Blot Analyse von lysierten Aorten
untersucht (Abbildung 30A). Die densitometrische Quantifizierung der Banden, normalisiert

auf Aktin, zeigte keine Unterschiede in der Proteinexpression der eNOS (Abbildung 30B).
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Abbildung 30: eNOS Proteinexpression.

eNOS Proteinexpression in Aorten von Has3-defizienten und WT-Mausen. Gezeigt sind reprasentative
Western-Blots (A) und die densitometrische Quantifizierung (B), normalisiert auf Aktin; n = 4, 5. Die
Western-Blot Analyse der eNOS wurde von Frau Dr. Tatsiana Suvorava unter Leitung von Herrn Prof.
Dr. Georg Kojda am Institut fiir Pharmakologie und Klinische Pharmakologie, Universitatsklinikum der
Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf, durchgefihrt.

Zudem wurde die Endothelfunktion ex vivo in Organbadversuchen mit isolierten thorakalen
Aorten untersucht. Durch die Zugabe steigender Konzentrationen des Liganden Acetylcholin
wurde zunachst die endothel-abhangige Vasorelaxation nach halbmaximaler Vorkontraktion
mit Phenylephrin analysiert (Abbildung 31A). Hier waren keine Unterschiede zwischen den
Genotypen zu beobachten. Auch die endothel-unabhangige Antwort auf den exogenen
NO-Donor SNAP zeigte keine Unterschiede (Abbildung 31B). Diese Ergebnisse zeigen, dass
eine Defizienz der Has3 keinen Einfluss auf die Sensitivitdt des vaskularen
NO-cGMP-Signalwegs hat. Zudem wurde die Kontraktion der Gefalle nach Zugabe des
a-Adrenozeptor-Agonisten Phenylephrin untersucht (Abbildung 31C). Hier zeigte sich

ebenfalls kein signifikanter Unterschied in der Antwort.
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Abbildung 31: Endothelfunktion.

Konzentrations-Wirkungskurven der durch A, Acetylcholin-induzierten endothelabhangigen
Vasorelaxation, B, der endothelunabhangige Vasorelaxation durch SNAP und C, der kontraktilen
Antwort auf Phenylephrin, prozentual dargestellt zur maximalen Kontraktion nach KCI-Gabe. Die
Untersuchung der Endothelfunktion wurde in Zusammenarbeit mit Frau Dr. Tatsiana Suvorava unter
Leitung von Herrn Prof. Dr. Georg Kojda am Institut fir Pharmakologie und Klinische Pharmakologie,
Universitatsklinikum der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf durchgefiihrt. Dargestellt ist jeweils der
Mittelwert £ SEM, n = 3-4, nicht signifikant (n.s.).
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3.1.13 Oxidativer Stress

Eine Hypothese ist, dass eine veradnderte Antwort auf oxidativen Stress Ursache fur die
verminderte Neointimahyperplasie ist. Reaktive Sauerstoffspezies (ROS), die durch
Umweltfaktoren oder wahrend des Zellmetabolismus entstehen, kdnnen die Funktionalitat von
Proteinen durch oxidative Modifikationen verdndern und so Gefallveranderungen
beeinflussen.'®® '® Daher wurden oxidative Proteinmodifikationen in Lysaten thorakaler
Aorten mit der Oxyblot™-Methode analysiert. Bei dieser Methode werden mittels Immunblot
Carbonylgruppen detektiert, die als Marker von oxidativen Veranderungen der Proteine
dienen. Abbildung 32 zeigt die Oxyblot™-Analyse von Has3-defizienten Aorten im Vergleich
zu Proben von WT-Tieren. Die densitometrische Quantifizierung der Carbonylgruppen ergab

keine Hinweise auf veranderte oxidative Proteinmodifikationen.
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Abbildung 32: Oxyblot™

A, Beispielhafte Immunblots von Carbonylgruppen als Marker fir oxidative Proteinmodifikationen und
B, die densitometrische Quantifizierung der Signale normalisiert auf B-Tubulin, Daten sind als
Mittelwerte + SEM dargestellt, n = 4.

Die Ergebnisse des Gene Arrays wurden hinsichtlich einiger markanter Gene, die haufig im
Zusammenhang mit oxidativem Stress verandert sind, analysiert. Wie in Abbildung 33 zu
erkennen, gab es auch hier keine deutlichen Unterschiede zwischen den Genotypen, was die
Ergebnisse des Oxyblots™ unterstutzt. Im Einklang dazu ergaben auch die
KEGG-Signalweganalysen keinen Hinweis auf eine veranderte Antwort auf oxidativen Stress
(Tabelle 6-7).
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Abbildung 33: Gene Array—Oxidativer Stress

Analyse der Gene Array Daten im Hinblick auf Schllsselgene des oxidativen Stresses, die nach Ligatur
in Has3"- und WT-Carotiden reguliert waren. Dargestellt sind Mittelwerte, n = 3—4, statistische Analyse
nach Normalisierung auf die jeweilige unligierte Kontrolle unter Verwendung des moderierten t-Tests,
Ergebnisse wurden mit Benjamini-Hochberg FDR auf multiples Testen korrigiert, p (korr.) < 0,05.
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3.1.14 Migration glatter GefaBmuskelzellen

Als nachstes wurde untersucht, ob die beobachteten Unterschiede primar in einer veranderten
Migration der Zellen begrindet sind. Ein deutliches Indiz fir diese Hypothese ist die
Beobachtung im Gene Array, dass die Pdgf-b Genexpression nach Carotisligatur in
WT-Mausen signifikant hochreguliert war; ein Effekt, der bei Has3-defizienten Mausen nicht
zu finden war (NCBI GEO GSE70410). PDGF-BB ist bekannt flr seinen Einfluss auf die
VSMC-Migration und auf die Ausbildung einer Neointima.'® ' PDGF-BB férdert die Synthese
von EZM; beispielsweise regt PDGF-BB in VSMC die Ausbildung einer perizellularen
HA-Matrix an, die wiederum die Zellmigration fordert.”

Die Zellmigration der VSMC lasst sich histologisch nur schwer quantifizieren, da es keine
spezifischen Marker gibt. Um die in vivo erhobenen Daten zu verifizieren, wurden in vitro
Experimente mit humanen CaSMC durchgeflhrt. Zunachst wurde mittels lentiviraler sh-HAS3
die HAS3 mRNA-Expression reduziert (Abbildung 34A). Auch in CaSMC war die PDGF-B
Genexpression nach lentiviraler Herabregulation der HAS3 signifikant reduziert, wie die gPCR
Analyse zeigte (Abbildung 34B). Dieses Ergebnis bestatigt die Beobachtungen aus der

Genearray Analyse der murinen Proben.
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Abbildung 34: Lentivirale Herabregulation von HAS3 in CaSMC.

A, HAS3 Genexpression in CaSMC unter Verwendung von sh-HAS3 im Vergleich zu unspezifischer
Kontroll-shRNA. (sh scr). B, PDGF-B mRNA-Expression. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert + SEM,
n =6, *p < 0,05 im Vergleich zur Kontrolle (scrambled, sh-scr).

In sh-HAS3 Zellen war die Migrationsrate signifikant reduziert, wie Versuche zeigen, in denen
die Zellmigration unter PDGF-BB Stimulation nach lentiviraler Herabregulation der HAS3 in
CaSMC in einer Mikrochemotaxiskammer betrachtet wurden (Abbildung 35A). Im Einklang mit
den in vivo Ergebnissen zeigte die Proliferationsrate unter PDGF-BB keine signifikanten

Veranderungen (Abbildung 35B).
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Abbildung 35: Migration und Proliferation nach Herabregulation der HAS3 in CaSMC.

A, Untersuchung der Mikrochemotaxis unter PDGF-BB Stimulation in einer modifizierten
Boyden-Kammer auf Kollagen-Typ-1 beschichteten Membranen. B, Proliferationsrate unter PDGF-BB
Stimulation bestimmt mittels Zellzdhlung, dargestellt ist jeweils der Mittelwert + SEM, n = 3—-6, *p < 0,05
im Vergleich zur Kontrolle (scrambled, sh-scr).

Die veranderte Zellmigration infolge lentiviraler Herabregulation der HAS3 wurde im néchsten
Schritt detaillierter betrachtet. CaSMC wurden mit PDGF-BB stimuliert, um die Zellmigration
anzuregen. Im Anschluss wurde die mMRNA-Expression einer Auswahl markanter Gene aus
dem Kontext der Migration mittels QPCR analysiert. Deren Genexpression war in sh-HAS3
deutlich geringer als in den Kontrollzellen (Abbildung 36). Dieses Ergebnis ist vergleichbar mit
den zuvor erhobenen Daten der Gene Array Analyse. Die Analyse der KEGG-Signalwege
deutete auf eine abgemilderte migratorische Antwort auf die Carotisligatur in Has3-defizienten

Tieren hin.
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Vielfaches der sh-scr Kontrolle
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Abbildung 36: Genexpression mit Migration assoziierter Gene nach Herabregulation der HAS3
in CaSMC.

mRNA-Expression in mit sh-HAS3 behandelten CaSMC unter Stimulation mit 10 ng/mL PDGF-BB im
Vergleich zu sh-scr bestimmt mit g°PCR. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert + SEM, n = 3—-4, *p < 0,05,
im Vergleich zu sh-scr, analysiert mit einer einfaktoriellen Varianzanalyse und nachfolgendem
Dunnett-Test fir multiple Vergleiche.
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3.1.15 Genexpression der HA-Rezeptoren in CaSMC

Um zu evaluieren, welchen Einfluss der pro-migratorische Stimulus PDGF-BB und das
pro-entzindliche IL-1B auf die Genexpression der Hyaluronsaurerezeptoren CD44, RHAMM,
LYVE-1 und HARE haben, wurden CaSMC in einem Zeitgang stimuliert und das
MRNA-Expressionsmuster der HA-Rezeptoren mittels gPCR quantifiziert. HARE konnte durch
die verwendete qPCR-Methode in CaSMC nicht detektiert werden.

Die Stimulation mit dem pro-migratorischen Wachstumsfaktor PDGF-BB ergab eine maximale
Hochregulation der Genexpression von RHAMM zu den spaten Zeitpunkten 18 h und 24 h
(Abbildung 37A). Die frihen Zeitpunkte waren unverandert. Die mMRNA-Expression von CD44
war durch PDGF-BB Stimulation nur marginal erhéht; nach 24 h war die Expression um den
Faktor 1,3 + 0,1 signifikant erhéht (Abbildung 37B).

Der Hyaluronsaurerezeptor LYVE-1 war in CaSMC zu einem hdheren Cqg-Wert detektierbar
als CD44 und RHAMM, was auf eine geringere Genexpression hindeutet, die durch die
Stimulation mit PDGF-BB nicht beeinflusst wurde (Abbildung 37C).

A B C

[

o= ? O 28

Qo 6' ‘”‘E = 6'

E4 25 67 g2

<0 X s

23 4 * x 28, <38,

EQ rx T3

ST T2 * Es

S8 o ES =3 24

q?) \rg 24 &=

S hamlll] s = nlanm

0-t— T T T T 0- ~ 04— T T T T

3 8 18 24 h 3 8 18 24 h 3 8 18 24 h
PDGF-BB PDGF-BB PDGF-BB

Abbildung 37: Genregulation der HA-Rezeptoren nach PDGF-BB-Stimulation.

CD44, RHAMM und LYVE-1 mRNA-Expression in CaSMC im Zeitverlauf nach PDGF-BB [10 ng/mL]
Stimulation, Vielfaches der Kontrolle; dargestellt ist jeweils der Mittelwert; n = 3-8; *p < 0,05, analysiert
mit einer einfaktoriellen Varianzanalyse und nachfolgendem Dunnett-Test fiir multiple Vergleiche.

Die Genexpression des Hyaluronsaurerezeptors RHAMM war nach Stimulation mit dem
proinflammatorischen Zytokin IL-13 zu den frilhen Zeitpunkten unverandert (Abbildung 38A).
Wie unter PDGF-BB Stimulation war auch hier nach 18 h und 24 h eine signifikante
Hochregulation zu beobachten.

IL-1p fUhrte, wie bereits in der Literatur beschrieben, zu einer signifikanten Erhéhung der
CD44-mRNA-Expression (Abbildung 38B)."®" Diese war sowohl nach einer kurzzeitigen
Stimulation von 3 h als auch bei langerer Inkubation von 18 h und 24 h zu beobachten.

Unter IL-1B8 Stimulation war fir LYVE-1 ein Trend zur Hochregulation an allen gemessenen
Zeitpunkten zu beobachten, die jedoch Kkeine statistische Signifikanz erreichte

(Abbildung 38C).
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Abbildung 38: IL-1B-stimulierte Genexpression der HA-Rezeptoren.

Zeitabhangigkeit der durch IL-1B [10 ng/mL] induzierten CD44, RHAMM und LYVE-1 mRNA-Expression
in CaSMC, Vielfaches der Kontrolle; dargestellt ist jeweils der Mittelwert; n = 6—-11; *p < 0,05, analysiert
mit einer einfaktoriellen Varianzanalyse und nachfolgendem Dunnett-Test fiir multiple Vergleiche.

Im nachsten Schritt wurde Uberprift, ob sich die beobachtete Hochregulation von RHAMM
durch eine kombinierte Stimulation der Zellen mit IL-1B und PDGF-BB verstarken lasst. Auch
bei gleichzeitiger Stimulation mit IL-18 und PDGF-BB war zu den frihen Zeitpunkten 3 h und
8 h kein Einfluss auf die RHAMM-Genexpression zu beobachten. Zu 18 h und 24 h war eine
additive Induktion der RHAMM-Genexpression zu beobachten (Abbildung 39).
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Abbildung 39: RHAMM Genexpression im Zeitverlauf nach IL-18 + PDGF-BB-Stimulation.
Kombinierte Stimulation von CaSMC mit PDGF-BB [10 ng/mL] und IL-1B [10 ng/mL], mMRNA-Expression
im Zeitverlauf, Vielfaches der Kontrolle; dargestellt ist jeweils der Mittelwert; n= 6-7; *p < 0,05, analysiert
mit einer einfaktoriellen Varianzanalyse und nachfolgendem Dunnett-Test fiir multiple Vergleiche.

Die Ergebnisse des Abschnitts 3.1 sind zu Teilen publiziert unter:

Kiene LS, Homann S, Suvorava T, Rabausch B, Muller J, Kojda G, Kretschmer |, Twarock S,
Dai G, Deenen R, Hartwig S, Lehr S, Kohrer K, Savani RC, Grandoch M and Fischer JW.
Deletion of Hyaluronan Synthase 3 Inhibits Neointimal Hyperplasia in Mice. Arterioscler
Thromb Vasc Biol. 2016;36:€9-16.

57



Ergebnisse

3.2 Einfluss einer Has3-Defizienz auf die Entstehung der
Atherosklerose

Um den Effekt einer Has3-Defizienz auf die Progression der Atherosklerose zu untersuchen,
wurde ein neues Mausmodell generiert. Tiere mit einer genetischen Deletion des ApoE wurden
mit Has3-defizienten Mausen verpaart. ApoE-defiziente Mause sind ein etabliertes Modell der
Atherosklerose, bei dem sich ab einem Alter von 4 — 5 Wochen spontan atherosklerotische
Plaques ausbilden.”™ Nach Kreuzung mit Has3-defizienten Tieren entstehen ApoE/Has3-
doppeldefiziente Tiere. Mit diesem Mausmodell war es méglich, gezielt in vivo den Einfluss
der von Has3 gebildeten HA-Matrix auf die Entstehung der Atherosklerose zu untersuchen.
Die Tiere wurden ab einem Alter von 8 Wochen mit einer Western-Diat gefluttert. 15 Wochen

nach Futterungsbeginn wurden die Tiere mit einem Alter von 23 Wochen getétet.

3.2.1 Gewichtskontrolle der Versuchstiere

Im Verlauf der Futterungsdauer von 15 Wochen wurden die Versuchstiere woéchentlich
gewogen. Die Fitterung mit Western-Diat fihrte bei allen Tieren zu einer deutlichen
Gewichtszunahme, die jedoch bei ApoE-Has3-doppeldefizienten Mausen, verglichen mit den
ApoE-defizienten Kontrollmdusen, statistisch signifikant geringer ausfiel (Abbildung 40). Am
Ende der Versuchsdauer waren die ApoE/Has3-doppeldefizienten Tiere signifikant leichter als
die Kontrollgruppe (ApoE"/Has3" 33,7 g+ 1,34, n =7 vs. ApoE™, 39,7+ 1,24, n=7,p < 0,05).

Ein Unterschied in der Kérperlange war nicht zu beobachten (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 40: Korpergewicht der Versuchstiere.

Koérpergewicht im Verlauf der Fitterung mit Western-Diat Gber 15 Wochen. Dargestellt ist jeweils der
Mittelwert + SEM, n =7, *p < 0,05 im Vergleich zu ApoE-defizienten Kontrolltieren analysiert mit einer
Zwei-Weg-Varianzanalyse.
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3.2.2 Blutlipide

Im Plasma waren nach 15 Wochen Fltterung mit cholesterinreicher Western-Diat keine
Unterschiede im Gesamtcholesterin, VLDL/LDL-Cholesterin und HDL-Cholesterin zu
beobachten (Abbildung 41).
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Abbildung 41: Plasmacholesterol.
Plasmakonzentrationen von A, Gesamtcholesterin, B, VLDL/LDL-Cholesterin, C, HDL-Cholesterin nach
einer Futterung mit Western-Diat fur 15 Wochen. n = 5-6. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert £+ SEM.

3.2.3 En face Farbung atherosklerotischer Lasionen in der Aorta.

Die Verteilung atherosklerotischer Lasionen in der Aorta und im Aortenbogen wurde mittels
en face Olrot O Farbung detektiert. Der Farbstoff lagert sich in lipidreiche Gewebsstrukturen
ein, somit auch in atherosklerotische Plaques. Nach 15 Wochen Fltterung mit Western-Diat
waren sowohl in den ApoE-defizienten Tieren als auch in den ApoE/Has3-doppeldefizienten

Tieren ausgepragte atherosklerotische Lasionen zu beobachten (Abbildung 42).
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Abbildung 42: en face Aufnahmen muriner Aorten.

Verteilung atherosklerotischer Lasionen in der Aorta von ApoE"- und ApoE"/Has3"'-Méusen, die fur
15 Wochen mit Western-Diat gefiittert wurden. Lipidreiche Strukturen wurden mittels Olrot O angeférbt.
Exemplarische Darstellung aufgeschnittener en face fotografierter Aorten von n = 7 Tieren.
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In der Gesamtaorta nahmen die Lasionen bei den ApoE” 10,1 + 1,8 % der Flache ein. Im
Vergleich dazu war mit 6,1 + 1,5 % der aortalen Gesamtflache die Aorta der
ApoE"/Has3"-Mause weniger atherosklerotisch verandert (Abbildung 43A). Dies zeigte sich
auch in den einzelnen Segmenten der Aorta. Lipidreiches atherosklerotisches Gewebe war
vor allem im Aortenbogen zu finden, was auf Verwirbelungen im Blutfluss zurickzufuhren ist.
Hier zeigte sich eine deutlich verringerte Belastung mit atherosklerotischen Plaques in den
Tieren mit Has3-Defizienz (Abbildung 43B). Eine signifikante Abnahme der Atherosklerose
liel3 sich auch im thorakalen Abschnitt der Aorta feststellen (Abbildung 43C). Auch im Bereich
der Aorta abdominalis waren die Lasionen in ApoE’/Has3"-Mausen signifikant weniger

ausgepragt als in den Kontrolltieren (Abbildung 43D).
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Abbildung 43: Quantitative Auswertung der en face Aufnahmen muriner Aorten.

Digitale Bildanalyse der mit Olrot O gefarbten Aorten. Es wurde die Verteilung lipidreicher
atherosklerotischer Lasionen sowohl fiir die Gesamtaorta als auch die einzelnen Segmente separat
betrac/htet. Die rot angefarbte Flache ist prozentual als Mittelwert + SEM dargestellt, n =7, *p < 0,05 vs.
ApoE™.

3.2.4 Quantifizierung der Atherosklerose im Aortenursprung

Im nachsten Schritt wurde das Ausmal} der atherosklerotischen Lasionen im Aortenursprung
der Versuchstiere quantifiziert. Der Aortenursprung ist einem bestandigen Scherstress
ausgesetzt und somit besonders anfallig fur die Entwicklung atherosklerotischer
Lasionen."” '® Beide Gruppen zeigten 15 Wochen nach Fiitterungsbeginn ausgepragte
atherosklerotische Plaques im Aortenursprung. Der zuvor in den Aorten beschriebene
Unterschied zwischen den Genotypen liefl3 sich jedoch nicht beobachten (Abbildung 44).
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Abbildung 44: H&E-Farbung des Aortenursprungs.

A, Exemplarische H&E-Farbung der atherosklerotischen Plaques im Aortenursprung nach einer
Fitterung mit Western-Diat fir 15 Wochen,100-fache VergréRerung, MaRstabsbalken entspricht
200 pym, B, Morphometrische Analyse der LasionsgréRe normalisiert auf die Gesamtflaiche des
Aortenursprungs. Die GréRe der atherosklerotischen Plaques wurde pro Tier an drei Schnitten mit
einem Abstand von 50 ym gemessen. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert + SEM, n = 7.

3.2.5 Plaquemorphologie im Aortenursprung

Bei beiden Genotypen waren nach 15 Wochen Fltterung im Aortenursprung fortgeschrittene
atherosklerotische L&sionen zu erkennen, wie die H&E-Farbung zeigte (Abbildung 44A).
Zelluldre Strukturen waren vor allem an der fibrotischen Kappe zu finden. Im Zentrum der
Lasion waren kristalline Strukturen zu erkennen, bei denen es sich wahrscheinlich um
Cholesterinablagerungen handelt. Im Folgenden wurde die Morphologie der Plaques naher
betrachtet, die Aufschluss dariber geben kénnte, ob es trotz der nicht vorhandenen
Unterschiede in der PlaquegrofRe im Aortenursprung strukturelle Verschiedenheiten in den
Lasionen gibt. Diese kénnten Einfluss auf die Stabilitat der Plaques haben und somit auf die

Wahrscheinlichkeit flr kardiovaskulare Komplikationen bedingt durch die Atherosklerose.

3.2.5.1 Nekrotischer Kern und fibrotische Kappe

Plaques, die ein erhdhtes Risiko flir thrombotische Komplikationen haben, zeichnen sich durch
eine dunne fibrotische Kappe aus, die einen grolten nekrotischen Kern umschlieRt.'®® Dieser
ist beladen mit Lipiden, toten Zellen und Kalzifizierungen. Um einen Hinweis auf die Stabilitat
der Lasionen zu erhalten, wurden der nekrotische Kern und die Dicke der fibrotischen Kappe
vermessen. Der nekrotische Kern war absolut betrachtet in ApoE"/Has3"-Mausen tendenziell
vergroRert (Abbildung 45B). Betrachtet man die Flache des nekrotischen Kerns relativ zur
Lasionsgrofle war kein Unterschied zu beobachten. Die Dicke der fibrotischen Kappe

unterschied sich in ApoE"/Has3"-Mausen nicht von ApoE™-Kontrolltieren.
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Abbildung 45: Nekrotischer Kern und fibrotische Kappe der Lasionen im Aortenursprung.

A, Beispielhafte H&E-Farbung einer atherosklerotischen Lasion. Der nekrotische Kern (siehe Stern*)
wurde als Zellkernfreie-Flache innerhalb der H&E-Farbung einer atherosklerotischen Lasion definiert,
der Schwellenwert lag bei 3000 pmz. Die fibrotische Kappe (markiert mit einem Pfeil) wurde als Abstand
vom nekrotischen Kern zum aufReren Rand der atherosklerotischen Kappe an der gréRten nekrotischen
Lasion vermessen. B, gesamte nekrotische Flache pro Aortenursprung. C, Dicke der fibrotischen
Kappe. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert + SEM, n =7

3.2.5.2 Zelldichte

Die Unterschiede in der HAS3-abhangigen HA-Matrix kdnnten sich auch auf die Zelldichte in
den atherosklerotischen Plaques auswirken. Um dies zu analysieren, wurde die Zelldichte pro
Plaqueflache bestimmt. Hier zeigte sich kein Unterschied in den Has3-ApoE-doppeldefizienten
Tieren (Abbildung 46).
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Abbildung 46: Zelldichte im Aortenursprung.
Anzahl Zellkerne pro Flache in den atherosklerotischen Lasionen im Aortenursprung von ApoE/'- und
ApoE"/Has3”'-Méusen, dargestellt als Mittelwerte + SEM, n = 7.

3.2.5.3 Kollagen

Um zu untersuchen, ob Veranderungen der HA-Matrix auch einen Einfluss auf andere
Bestandteile der EZM haben, wurde Kollagen in den atherosklerotischen Plaques des
Aortenursprungs mit einer Picro-Siriusrot-Farbung angefarbt. Das zu langen Fasern
angeordnete Protein stellt einen wesentlichen Bestandteil des Bindegewebes und der EZM
dar. Der Gesamtgehalt an Kollagen wurde in lichtmikroskopischen Aufnahmen der Farbung
untersucht (Abbildung 47A). Hier war kein signifikanter Unterschied zu beobachten
(Abbildung 47B). Die Farbung mit Picro-Siriusrot verstarkt die nattrliche Doppelbrechung von
Kollagenfasern. Im polarisierten Licht lasst sich so die Packungsdichte der Kollagenfasern
detektieren (Abbildung 48A). Die Auswertung der Farbung im polarisierten Licht zeigte auch
keinen signifikanten Unterschied in der Dichte der Kollagenfibrillen (Abbildung 48B).
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Abbildung 47: Kollagenfarbung im Aortenursprung, Gesamtgehalt.

Exemplarische Darstellung Picro-Siriusrot-gefarbter Schnitte des Aortenursprungs von n = 7 Tieren, die
fir 15 Wochen mit Western-Diat gefittert wurden. A, reprasentative lichtmikroskopische Aufnahmen
des Aortenursprungs in 100-facher Vergrofterung. Maflstabsbalken entspricht 200 um. Hellrot gefarbte
Areale sind positiv fir Gesamtkollagen. B, Quantifizierung des Gesamtgehaltes an Kollagens.
Die angefarbte Flache ist prozentual als Mittelwert + SEM dargestellt, n = 7.
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Abbildung 48: Kollagenfarbung im Aortenursprung, Packungsdichte.

A, Betrachtung der Picro-Siriusrot-Farbungen unter polarisiertem Licht; Kollagenfasern mit erhéhter
Packungsdichte zeigen eine rote Farbung. 100-facher VergroRerung, MaRstabsbalken entspricht
200 ym. B, Quantifizierung der Kollagenfasern mit erh6hter Packungsdichte. Die angefarbte Flache ist
prozentual als Mittelwert + SEM dargestellt, n = 7.

3.2.5.4 Glatte GefaBmuskelzellen (VSMC)
Im Folgenden wurden die zellularen Bestandteile der atherosklerotischen L&sionen des
Aortenursprungs naher betrachtet. VSMC bilden in atherosklerotischen Plaques eine

t.2¢ Um diese

schitzende Kappe aus, die das Risiko fur eine Ruptur der Lasionen verminder
Zellen zu detektieren, wurde alpha-Glattmuskelaktin in den Schnitten des Aortenursprungs
angefarbt, ein Marker fiir differenzierte VSMC (Abbildung 49A)."? Ein deutliches Signal fiir
alpha-Glattmuskelaktin-positive Zellen war in der Media versorgender Gefalde zu finden. In der
Media, die an die atherosklerotischen Lasionen des Aortenursprungs grenzt, schienen die
VSMC zu Teilen dedifferenziert zu sein, wie das abgeschwéchte Signal zeigte. In den
atherosklerotischen Lasionen selbst waren vor allem in der fibrotischen Kappe, die die Lasion
zum Lumen hin abschlief3t, alpha-Glattmuskelaktin-positive Zellen detektierbar. Bei beiden
Genotypen war diese Schicht nicht kontinuierlich, sondern es gab Regionen in der Kappe ohne
detektierbares Signal. Die Quantifizierung der alpha-Glattmuskelaktin-positiven Flache im
Bereich der Lasionen zeigte keinen Unterschied zwischen den ApoE’/Has3" und den
Kontrolltieren (Abbildung 49B). Auch bei der ausschlieRlichen Betrachtung der inneren 50 pm
der Lasion, die die fibrotische Kappe reprasentiert, konnten keine Unterschiede in der

alpha-Glattmuskelaktin-positiven Flache beobachtet werden (Abbildung 49C).
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Abbildung 49: Detektion glatter GefaBmuskelzellen im Aortenursprung.

A, Exemplarische Darstellung der immunhistochemischen Farbungen fir alpha-Glattmuskelaktin im
Aortenursprung. 100-fache Vergrofierung, MaRstabsbalken entspricht 200 um B, Quantifizierung der
fur alpha-Glattmuskelaktin positiv gefarbten Bereiche (braun) in den Plaques des Aortenursprungs.
C, Quantifizierung der fir alpha-Glattmuskelaktin positiv gefarbten Flachen innerhalb der inneren 50 pm
der Plaques. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert £+ SEM, n = 6.

3.2.5.5 Makrophagen

Atherosklerose zeichnet sich durch chronisch-entziindliche Veranderungen der Gefallwand
aus. Die Bildung der Lasionen entsteht durch eine maladaptive Immunantwort, die zur
Anreicherung von mit ox-LDL-beladenen Makrophagen in der Zellwand fiihrt.® In der Literatur
ist beschrieben, dass die Anwesenheit von HAS3 bedeutend fiir verschiedene
inflammatorische Funktionen ist.®* *® 7 Um den entziindlichen Zustand der Lasionen zu
analysieren, wurde eine MAC2-Farbung durchgeflihrt. Mit einer immunhistochemischen
Farbung dieses Makrophagen-Oberflachenantigens wurden die fur Makrophagen positiven
Bereiche in den Lasionen detektiert (Abbildung 50A). In beiden Gruppen akkumulierten
Makrophagen vor allem an der Oberflache der Plaques. Es war kein Unterschied in Bezug auf
den Makrophagengehalt zwischen ApoE/Has3-defizienten Tieren und ApoE-defizienten

Kontrolltieren zu beobachten (Abbildung 50B).
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Abbildung 50: MAC2-Farbung zur Detektion der Makrophagen im Aortenursprung.

A, Exemplarische Darstellung der Makrophagenakkumulation in atherosklerotischen Plaques des
Aortenursprungs. 100-fache VergréRerung, Mafistabsbalken entspricht 200 um B, Digitale Bildanalyse
der fir MAC2 positiv gefarbten Bereiche (braun) in den Plaques des Aortenursprungs. Dargestellt ist
jeweils der Mittelwert + SEM, n = 7.

3.2.5.6 Proliferation

Mittels Injektion des Thymidin-Analogons BrdU 24 h und 1 h vor Tdétung der Mause konnten
proliferierende Zellen immunhistochemisch detektiert werden. In der Fluoreszenzfarbung,
dargestellt in Abbildung 51A, sind die Zellen mit inkorporiertem BrdU gelb angefarbt und mit
einem Pfeil gekennzeichnet. Die Proliferationsrate wurde als Verhaltnis der BrdU-positiven
Kerne zur Gesamtzahl der Nuklei in den atherosklerotischen Plaques des Aortenursprungs
bestimmt. Bei den Has3-ApoE-doppeldefizienten Tieren deutete sich ein Trend fir eine
erhdhte Proliferationsrate in den L&sionen an, der jedoch keine statistische Signifikanz
erreichte (Abbildung 51B).
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Abbildung 51: Detektion proliferierender Zellen im Aortenursprung.

A, Exemplarische Bilder einer immunhistochemischen Farbung von inkorporiertem BrdU (gelb)
Zellkerne sind in Blau dargestellt. 200-fache VergréRerung, Malistabsbalken entspricht 100 um.
B, Die Proliferationsrate wurde bestimmt als die Anzahl BrdU-positiver Zellkerne zu der
Gesamtzellkernzahl der Plaques im Aortenursprung. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert £+ SEM, n = 7.
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3.2.5.7 Apoptose

Apoptose und Nekrose von Zellen im atherosklerotischen Plaque veradndern dessen
Stabilitat.””" Ein Zugrundegehen von VSMC fiihrt zu einer Verdiinnung der fibrotischen Kappe.
Apoptose und Nekrose von Makrophagen verandert die Struktur des nekrotischen Kerns."™
Zur Analyse apoptotischer Zellen wurde eine TUNEL-Farbung durchgefihrt. In den Lasionen
des Aortenursprungs von ApoE"/Has3" Tieren war ein erhohter Anteil apoptotischer Zellen
pro Gesamtzellzahl zu beobachten (Abbildung 52B). TUNEL-positive Zellen (rot) sind mit
einem Pfeil gekennzeichnet. Sie waren sowohl in der fibrotischen Kappe als auch im Kern der
Lasion zu finden (Abbildung 52A).
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Abbildung 52: Detektion apoptotischer Zellen im Aortenursprung.

Apoptotische Zellen wurden im Aortenursprung mit einem in situ TUNEL-Kit rot angefarbt.

A, reprasentative Aufnahmen, Zellkerne sind in Blau dargestellt, 200-fache Vergrofierung,
MaRstabsbalken entspricht 100 ym B, Quantifizierung TUNEL-positiver Zellen im Verhaltnis zur
Gesamtzellkernzahl der Plaques im Aortenursprung. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert + SEM, n = 7,
*p < 0.05 vs. ApoE ™.

Die Ergebnisse aus Abschnitt 3.2 sind Bestandteil des folgenden Manuskriptes:

Homann S, Grandoch M, Kiene LS, Podsvyadek Y, Feldmann K, Rabausch B, Nagy N,
Kretschmer |, Lehr S, Oberhuber A., Bollyky P, and Fischer JW. Hyaluronan synthase 3
critically determines plaque inflammation in atherosclerosis. Matrix Biol. 2017;
DOI: 10.1016/j.matbio.2017.09.005.
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4 Diskussion

41 Das HA-System als therapeutische Zielstruktur bei
kardiovaskularen Erkrankungen

Eine Modulation der HA-Synthese koénnte in Zukunft eine therapeutische Option bei der
Behandlung kardiovaskulérer Erkrankungen darstellen. Die EZM pragt das Mikroumfeld der
Zellen und beeinflusst so ihre Funktion auf vielfaltige Weise. Im Verlauf vaskularer Pathologien
kommt es zu strukturellen Veranderungen der EZM. Eine deutliche Anreicherung von HA ist
in atherosklerotischen Lasionen und in der Neointima von Restenosen nach Gefalintervention
zu beobachten.*® 7> 10519 HA tragt dabei ber verschiedene Mechanismen zu einer
veranderten Zellfunktion bei: Ein HA-reiches Milieu moduliert zum einen die Immunantwort
und ist zum anderen ein essentieller Bestandteil der schutzenden endothelialen
Glykokalyx.*® ' Zudem beeinflusst HA durch seine proliferations- und migrationsférdernden
Eigenschaften den VSMC-Phanotyp.” Die Ausbildung einer Neointima ist ein kritischer Schritt
bei verschiedenen vaskuldren Pathologien wie der Atherosklerose und der Restenose und
durch eine ausgepragte Migration und Proliferation von VSMC sowie die damit verbundene
Umstrukturierung der EZM gekennzeichnet.® Die Akkumulation von HA ist bedeutend fiir die
Pathogenese, da sie einerseits direkt zum Volumen der Neointima beitragt und andererseits
die Zellfunktion der VSMC reguliert.”® %7 112

Derzeit liegt der Hauptfokus der Pharmakotherapie kardiovaskularer Erkrankungen auf der
Minimierung der Risikofaktoren beispielsweise durch Kontrolle der Blutlipidwerte oder des
Blutdrucks. So konnte bereits eine Verbesserung der Mortalitdtsrate erreicht werden,
allerdings stellen kardiovaskulare Erkrankungen weiterhin die haufigste Todesursache
dar."® 7% Derzeit wird klinisch erforscht, ob sich durch entziindungshemmende MaRnahmen
z. B. mittels Methotrexat die vaskulare Entzindung im Rahmen der Atherosklerose
einddmmen lasst."” '"® Fiir Canakinumab, einen monoklonalen Antikérper gegen IL-1B,
konnte bereits eine signifikant geringere Rate an wiederauftretenden schweren
kardiovaskularen Ereignissen gezeigt werden."”” Canakinumab hatte keinen Effekt auf die
Blutlipide.””” Ein weiterer zukunftstrachtiger Ansatz ist, durch Impfung gegen Autoantigene
protektive Autoimmunreaktionen fir die Pravention und Therapie der Atherosklerose zu
nutzen.? 2 Zur Vermeidung von Restenosen kommen proliferationshemmende Stents und
Ballonkatheter zum Einsatz.>"°

Eine Synthesehemmung von HA in VSMC kdénnte ein vielversprechender Ansatz sein, um die
Neointimahyperplasie einzudammen und so Atherosklerose und Restenose zu
reduzieren.'®® '8 Die HA-Matrix stellt ein komplexes System aus mehreren Synthasen,
mehreren abbauenden Enzymen sowie einer Vielzahl an Hyaladharinen und HA-Rezeptoren

dar. Die Vielfalt der Funktionen von HA im GefalRsystem macht eine therapeutische Nutzung
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anspruchsvoll. Eine chronische pharmakologische Inhibierung der HA-Synthese aller drei
HAS-Isoformen durch 4-MU hat sich in einer friiheren Arbeit unglinstig auf das kardiovaskulare
System ausgewirkt.'® Entgegen der in der Literatur beschriebenen pro-atherosklerotischen
Wirkung der HA, ist unter 4-MU Behandlung eine verstarkte Atherosklerose beobachtet
worden. Dies wurde mit einem Verlust der schiitzenden Glykokalyx des Endothels erklart."®
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass eine angepasste Synthesehemmung erforderlich
sein wird, um positive therapeutische Effekte zu erzielen. Die Inhibition einzelner Synthasen
kénnte hier ein Therapieansatz sein, mit dem sich eine moderate Modulation der HA-Synthese
erreichen I3sst.

Bisher ist nicht hinreichend geklart, ob die verschiedenen HAS-Isoenzyme und die von ihnen
synthetisierte HA verschiedene Funktionen in VSMC ausiben und vaskuldre Pathologien
unterschiedlich beeinflussen. Dies lasst sich nur durch eine gezielte genetische Deletion
einzelner Synthasen feststellen. Strukturell unterscheidet sich das von den verschiedenen
Isoformen gebildete Produkt nicht. Eine Hypothese ist, dass die Kettenldnge variiert.”® Die
Expressionsprofile der HAS-Isoformen sind im physiologischen und pathologischen
Geschehen differentiell reguliert. Daher lassen sich Isoform-spezifische Funktionen der
einzelnen Synthasen annehmen.'”® HAS2 nimmt eine wichtige Funktion in der vaskuldren und
kardialen Entwicklung ein.®? Dies lasst vermuten, dass die Hemmung der HAS2 bei
kardiovaskularen Erkrankungen kein therapeutischer Ansatz mit einer positiven
Nutzen/Risiko-Bilanz ist. Hingegen sind Knock-out Modelle der Has3 lebensfahig und zeigen
keine Stérungen der Entwicklung und Reproduktion.”* Die HAS3 kénnte somit eine
aussichtsreiche therapeutische Zielstruktur darstellen.

Daher wurde in der vorliegenden Arbeit die HA-Synthese gezielt durch eine genetische
Deletion der Has3 vermindert und die funktionellen Auswirkungen auf vaskulare Pathologien
charakterisiert.

Im ersten Teil der Arbeit wurde die Funktion der HAS3 bei der Neointimabildung nach
Gefaldverletzung analysiert. Dazu wurde erstmalig in einem neuen Has3 Knock-out
Mausmodell eine Carotisligatur durchgefihrt. Es konnte gezeigt werden, dass die
Has3-Defizienz vor Neointimahyperplasie schitzt. Dies lie3 sich Uber eine verminderte
PDGF-BB vermittelte Migration von VSMC erklaren.

Dieses Ergebnis war der Ausgangspunkt, um im zweiten Teil der Arbeit die Auswirkungen der
Has3-Deletion auf ein komplexeres Mausmodell der  Atherosklerose, die
ApoE/Has3-doppeldefizenten Mause, zu untersuchen. Die Belastung mit atherosklerotischen
Lasionen wurde nach einer Futterung mit Western-Diat Gber 15 Wochen analysiert. Hier zeigte

sich eine geringere aortale Plaquebelastung in ApoE/Has3-doppeldefizienten Tieren.
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4.2 Has3-Defizienz schiitzt vor Neointimahyperplasie nach
Carotisligatur

Die Ausbildung einer Neointima ist eine charakteristische Antwort von Arterien auf
verschiedene Gefallverletzungen. Das Modell der Carotisligatur wurde gewahlt, um erstmalig
in vivo die Funktion der HAS3 auf die Neointimabildung zu untersuchen. 4 Wochen nach
Carotisligatur war die Hyperplasie der Neointima bei Has3-defizienten Tieren im Vergleich zu
WT-M&usen deutlich geringer. Dabei waren die Flache der Media und des Lumens
unverandert. Die Zelldichte unterschied sich nicht signifikant zwischen den verglichenen
Genotypen. Man kann folglich von einer proportionalen Abnahme von EZM und Zellzahl
ausgehen. Es gibt verschiedene mogliche Mechanismen, Uber welche die Deletion der Has3
die Neointimahyperplasie funktionell beeinflusst haben kdnnte. Diese werden im Folgenden

naher betrachtet.

4.2.1 Kompensationsmechanismen

Zunachst galt es zu klaren, ob der Verlust der HAS3 durch die beiden anderen Isoformen
kompensiert werden kann. Beispielsweise wurde in  Hautfibroblasten von
Has1/Has3-doppeldefizienten Tieren ein Anstieg der Has2-Expression beobachtet.’®® Daher
wurden die mRNA-Expressionen der Has1 und Has2 sowohl basal als auch 5 Tage nach
Ligatur mittels gPCR analysiert. Hier war kein Unterschied zwischen den Genotypen zu
beobachten. Auch schien die fehlende HA-Produktion der HAS3 nicht durch eine gesteigerte
Synthese der anderen HAS-Enzyme kompensiert worden zu sein, wie die
affinitatshistochemischen Farbungen von HA in der Carotis zeigten. Der Mangel an Has3
aulerte sich in einem schwacheren Signal flr HA in den ligierten Carotiden. Die quantitative
Auswertung zeigte, dass HA vor allem in der Media signifikant reduziert war. Die Tatsache,
dass der Verlust der HAS2 embryonal letal ist, gibt zudem Hinweis darauf, dass keine
hinreichenden Kompensationsmechanismen zwischen den HA-Synthasen bestehen.®? Es ist
daher anzunehmen, dass die beobachteten Effekte bei der Neointimaausbildung auf den

direkten Verlust der Has3 zurtickzufihren sind.

4.2.2 VSMC-Phanotyp

Im gesunden Gefal} liegen VSMC in einem ausdifferenzierten Zustand vor, in dem sie nur in
einem geringen Male migrieren und proliferieren. Sie exprimieren einige markante Proteine
wie alpha-Glattmuskelaktin (Acta2) und Transgelin (SM22a), deren Expression als Marker
verwendet werden kann, um den Differenzierungsgrad von VSMC zu charakterisieren.® Um
sich auleren Bedingungen anzupassen, kénnen VSMC dedifferenzieren und so ihre
Zellproliferation, Migration sowie Matrix-Synthese steigern. Da die HA-Matrix die Zellfunktion

moduliert, kdnnte die genetische Deletion der Has3 die phanotypische Umwandlung der
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VSMC zu einem dedifferenzierten mitogenen Zustand beeinflusst haben. Wie zu erwarten kam
es nach Carotisligatur zu einer ausgepragten phanotypischen Aktivierung der VSMC, wie die
massive Herabregulation der Genexpression der VSMC-Differenzierungsmarker Acta2 und
SM22¢ 5 Tage nach dem Eingriff zeigt."® '®" Es war jedoch kein Unterschied zwischen den
Genotypen zu beobachten. Auch die immunhistochemischen Farbungen von
alpha-Glattmuskelaktin in Carotiden, die 28 Tage nach Ligatur entnommen wurden, ergaben
keine Hinweise auf einen Unterschied in der VSMC-Differenzierung. Das deutliche Signal fur
alpha-Glattmuskelaktin zeigt aber, dass zu dem spaten Zeitpunkt bereits eine Vielzahl der in

die Neointima eingewanderten VSMC redifferenziert war.

Eingewanderte VSMC proliferieren in der Neointima und tragen zum Wachstum der Lasion
bei, angeregt durch eine proliferationsférdernde HA-Matrix."® Eine Vielzahl an in vitro Arbeiten
zeigt einen Einfluss der HA-Matrix auf die VSMC-Proliferation.®® 7® 82 183 Eine perizellulare
Matrix, reich an HA und Versican, erleichtert die Proliferation von VSMC, da sie durch ihre
viskosen Eigenschaften die Adhasion der Zellen vermindern.” Uber die HA-Rezeptoren CD44
und RHAMM vermittelt HA Signale, die das Zellwachstum anregen.*>* RHAMM ist zudem direkt
an der Funktion der Mitosespindeln beteiligt.®* Ein Knock-down der HAS2 vermindert in vitro
die Zellzyklus-Progression und die Proliferationsrate von VSMC.®® Untersuchungen mit
invasiven Tumorzellen zeigen klar, dass auch Uber HAS3 die Zellproliferation und —migration
angeregt wird. So fiihrt in Prostatakarzinomzellen eine Uberexpression der HAS3 zu einem
gesteigerten Zellwachstum.” ' Auch in humanen VSMC ist eine verminderte
Proliferationsrate nach Knock-down der HAS3 bzw. eine Steigerung nach Uberexpression der
HAS3 beschrieben.”

In der vorliegenden Untersuchung wurde die Proliferationsrate der VSMC 5 Tage nach Ligatur
analysiert, da fur diesen Zeitpunkt in friheren Arbeiten zur Carotisligatur eine maximale
Proliferationsrate erkennbar war." *® Ahnlich zu diesen Arbeiten waren mit 8 — 9 % deutliche
Zellproliferationsraten erkennbar, jedoch zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen
den Genotypen. Dies ist im Einklang mit den Ergebnissen der in vitro Untersuchungen an
humanen CaSMC. Die Proliferationsrate blieb durch die lentivirale Herabregulation der HAS3
unbeeinflusst.

Auch die Apoptoserate wurde 5 Tage nach Ligatur analysiert. In Folge einer GefalRverletzung
muss zwischen zwei Wellen der VSMC-Apoptose unterschieden werden. Ein erster Anstieg
apoptotischer Zellen lasst sich in der Frihphase, ausgeldst durch das Gefaltrauma,
beobachten. Aber auch einige Tage nach Ligatur ist Apoptose zu beobachten, die der
verstarkten Proliferation von VSMC und der Hyperplasie der Neointima entgegenwirkt.'®® Zum

Untersuchungszeitpunkt 5 Tage nach Ligatur gab es keine Unterschiede in der Apoptoserate.
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4.2.3 Entzindung

Eine Uberproduktion von HA ist bei vielen entziindlichen Erkrankungen beobachtet worden,
beispielsweise bei chronisch entzindlichen Darmerkrankungen, in Inselzellen des Pankreas
bei Patienten mit Typ-1 Diabetes oder bei rheumatoider Arthritis.'®'®° Meist vermittelt
perizellulare HA proinflammatorische Effekte, z. B. indem es die Leukozytenadhasion, die
Bindung von T-Zellen an Dendritische Zellen, die T-Zellaktivierung, die Phagozytose oder die
Prasentation von Antigenen fordert.”® "°'° |n der Literatur wurde eine schiitzende Wirkung
der Has3-Defizienz bei entzindlichen Erkrankungen des Darms, der Lunge oder der
Adipositas-assoziierten Inflammation des weilen Fettgewebes beobachtet.®® %% 1% Es st
gezeigt worden, dass HAS3 wichtig ist fur eine gesteigerte HA-Synthese bei Entziindung des
Endothels der Mikrovaskulatur; die synthetisierte HA ist besonders adhasiv fur Leukozyten.187
Im Gegensatz dazu steht eine Arbeit, die eine verstarkte Leberschadigung und eine erhéhte
Produktion entziindlicher Chemokine in Has3 Knock-out Mausen beschreibt.'® Es wurde
postuliert, dass HAS3 entzliindliches Geschehen dadurch beeinflusst, dass es den Anteil an
LMW-HA-Polymeren im Vergleich zu HMW-HA-Polymeren erhéht.”> '"° Ob dieser Effekt im
Krankheitsgeschehen tatsachlich von Relevanz ist, |8sst sich diskutieren, da im Gewebe
immer auch Abbaumechanismen aktiv sind, welche die Lange der HA-Ketten zusatzlich
beeinflussen.®® Das Modell der Carotisligatur nach Lindner et al. bei normal cholesterdmischen
Mausen ist vornehmlich durch VSMC-Proliferation und —Migration getrieben;
Entziindungsprozesse spielen nur eine untergeordnete Rolle."*®

Als erste Charakterisierung, ob die Unterschiede bei der Neointimahyperplasie auf einem
inflammatorischen Phanotyp beruhen, wurden Plasma-Zytokine und -Chemokine 5 Tage nach
Carotisligatur mit einer Multiplex-Untersuchung bestimmt. Zirkulierende Chemokine und
Zytokine waren weitestgehend unverandert, nur GM-CSF und IL-13 waren signifikant reguliert.
Auffallend ist hier, dass sowohl ein antiinflammatorisches als auch ein proinflammatorisches
Signalmolekil gleichermalien verandert waren. Das hamatopoetische Glykoprotein GM-CSF
stimuliert die Bildung von Granulozyten und Monozyten aus Stammzellen und férdert somit
Entziindungen.'® "% Das Uberleben und die Aktivierung der reifen Entziindungszellen kann
auch direkt von GM-CSF unterstiitzt werden."®” IL-13 hingegen spielt eine wichtige Rolle in der
Tu2-Immunantwort, die schitzende Funktionen ausibt. So wird die Typ1-Entziindung
abgemildert und die Regeneration von Gewebe und Wunden verbessert.'*® IL-13 verandert
zudem die Polarisierung von Makrophagen. Mit IL-13 stimulierte Makrophagen zeichnen sich
durch einen antiinflammatorischen Phanotyp aus (M2-polarisiert) und wirken dampfend auf die

proinflammatorischen M1-polarisierten Makrophagen.'®®

Fur IL-13 ist bei einigen
Krankheitsbildern zudem eine profibrotische Wirkung beschrieben.?® Da sowohl

antiinflammatorische als auch proinflammatorische Zytokine reguliert waren, erlauben die
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Daten der Plasmauntersuchung keine Schlussfolgerung, in welcher Weise
Entzindungsprozesse bei den Has3-defizienten Tieren verandert sind.

Die Ergebnisse der Gene Array Analyse wurden dahingehend untersucht, ob Signalwege des
Entzindungsgeschehens in Has3-defizienten Tieren nach Ligatur verandert sind. Zudem
wurden mit Tnfa, Ccl2 (MCP-1) und //1b einige ausgewahlte Gene, die bei der Immunantwort
reguliert sind, mittels gPCR untersucht. Auch diese Untersuchungen ergaben keinen Hinweis

darauf, dass entziindliche Prozesse eine kausale Funktion im beobachteten Phanotyp spielen.

4.2.4 Endothelfunktion

Im nachsten Schritt wurde analysiert, ob die Has3-Defizienz generelle Effekte auf die
Endothelfunktion hat. Stérungen der strukturellen und funktionalen Integritdt der
Endothelzellschicht tragen zum vaskularen Remodelling und der Anreicherung von VSMC in
der Intima bei.®®" Die Endothelzellschicht bietet dem GefiR eine Schutzbarriere gegen
zirkulierende Entzindungszellen und -stimuli. Das Endothel selbst produziert zudem eine
Vielzahl an Faktoren, die die Proliferation und Migration von VSMC beeinflussen, wie FGF,
PDGF-BB oder TGF-B.2°? Untersuchungen von Nagy et al. aus dem Jahr 2010 zeigten, dass
eine pharmakologische Inhibierung der HA-Synthese durch 4-MU die schitzende Funktion der
endothelialen Glykokalyx stort, was die Atheroskleroseentwicklung fordert.'”® Daher wurde
hier die Auswirkungen einer Has3-Deletion auf das Endothel untersucht. Fir erste Hinweise
zur Endothelfunktion wurde zunachst der systolische Blutdruck bestimmt. Hier gab es keinen
Unterschied zwischen den Genotypen. Auch die Herzfrequenz war unverandert.

Stickstoffmonoxid (NO), ein wichtiger gefalischiitzender Botenstoff, wird im Endothel von der
membrangebundenen eNOS produziert.?®®> NO aktiviert unter anderem cGMP-vermittelt die
GefaRrelaxation und somit die Regulation des Blutdrucks.'*' NO hat auch direkt einen
regulierenden Einfluss auf die Neointimahyperplasie, da es einen hemmenden Effekt auf die
VSMC-Proliferation hat.?®* Daher wurde die Proteinexpression der eNOS in Aorten mittels
Western-Blot Analyse untersucht. Die unverdnderte Proteinexpression der eNOS nach
Deletion der Has3 ergab keinen Hinweis auf eine endotheliale Dysfunktion. Auch die
Untersuchung der Aorta ex vivo im Organbad zeigte eine unveranderte Endothelfunktion. Im
Unterschied dazu ist nach pharmakologischer Hemmung der HA-Synthese mit 4-MU die
Endothelfunktion beeintrachtigt und die Kontraktilitdt der Gefalle verstarkt, was sich unter

anderem in einem erhohten systolischen Blutdruck duRert.'®
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4.2.5 Oxidativer Stress

Oxidativer Stress, die Uberproduktion von ROS, beeinflusst das vaskuldre Remodelling nach
GefaRverletzung.'®® '® Ein erhohter oxidativer Stress der Zellen kann eine Vielzahl an
Signalwegen wie NF-kB oder redox-sensible MAP-Kinasen aktivieren, die wiederum die
proliferativen und apoptotischen Antworten der Zellen férdern.?® In vitro Untersuchungen
zeigen, dass HA vor oxidativen Schaden schiitzt, da sie ROS abfangen kann.?® %" ROS
bewirken dabei eine Depolymerisierung von HA.?%® 2% Andererseits ist eine NADPH-Oxidase
vermittelte ROS-Bildung an einer gesteigerten HA-Synthese und CD44-Aktivierung beteiligt.?'
Die Gene Array Analyse und die nachfolgende KEGG-Signalweganalyse ergab keinerlei
Hinweise auf eine differentielle Regulation der Signalwege des oxidativen Stresses. Zudem
wurde eine Oxyblot™ Analyse in Proben aus thorakalem Aortengewebe durchgefiihrt, um
oxidative Proteinveranderungen zu detektieren. Hier waren keine Unterschiede zwischen den
Genotypen zu beobachten. Die Deletion der Has3 scheint demnach nicht zu Veranderungen
des oxidativen Stresses zu fihren und wurde als moégliche Ursache fur den beobachteten

Phéanotyp ausgeschlossen.

4.2.6 HAS3 fordert die Migration von glatten GefaBmuskelzellen

Die Migration von VSMC aus der Media in die Intima stellt einen initialen Schritt bei der
Ausbildung vaskularer Lasionen dar. In Has3-defizienten M&usen ist die Anreicherung von HA
in der Media ligierter GefalRe reduziert. Es ist anzunehmen, dass dies die VSMC-Migration
beeinflusst.

In der Literatur gibt es eine Vielzahl an Arbeiten, die einen Zusammenhang zwischen
HA-Matrix und Zellmigration beschreiben. Allein schon durch ihre physikochemischen
Eigenschaften erleichtert perizellulare HA die Zellmigration, da sie ein Abldsen der Zelle vom
Gewebsverband fordert.*> ° Die Zelladhasion wird durch extra- und perizelluldre HA
vermindert, so dass die EZM fiir migrierende Zellen durchlassig wird ®"° Zudem wirkt HA (iber
die HA-Rezeptoren CD44 und RHAMM pro-migratorisch.''® 120 121 21" Allerdings wurde auch
eine Abnahme der Migrationsrate nach HAS3-Uberexpression in VSMC beschrieben.'” Eine
in vitro Uberexpression der Has1, 2 oder 3 in murinen aortalen VMSC erschwerte ein Ablésen
der Zellen und reduzierte ihre Proliferation und Migration. Bei Tumorzellen hingegen wurde
in vitro nach HAS3-Uberexpression eine verstirke Migration beobachtet.'® 2'2

Die Hypothese, dass die Has3-Deletion die VSMC-Migration abschwacht, wird von den
Ergebnissen der Gene Array Analyse von unverletzten und ligierten Carotiden gestutzt. Hier
zeigte sich bei Has3-defizienten Mausen eine deutlich verminderte Antwort der Genregulation
im Vergleich zu WT-Kontrollen. Viele KEGG-Signalwege waren nach Carotisligatur nur in WT-
Mausen reguliert. Auffallig war, dass eine Vielzahl von Signalwegen, die den migratorischen
VSMC-Phanotyp (z. B. Kontraktilitat, Aktin-Zytoskelett, Fokale Adhasionen und EZM)
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widerspiegeln, in Has3-defizienten Mausen im Vergleich zu WT-Tieren abgeschwacht waren.
Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass die Genexpression von PDGF-B auch direkt
von der Expression der HAS3 beeinflusst war. In Carotiden von WT-Mausen war nach Ligatur
in der Gene Array Analyse eine signifikante Hochregulation von Pdgf-b mRNA zu beobachten;
ein Effekt, der bei Has3-defizienten Tieren ausblieb. PDGF-BB ist einer der starksten Stimuli
fur Zellproliferation und —migration. Er wird durch Thrombozyten, die an geschadigtem
Endothel anhaften, nach Ligatur freigesetzt. Urspriinglich aus Blutplattchen isoliert, kann
PDGF-BB jedoch von allen Zelltypen der Zellwand sezerniert werden, so auch von
VSMC.?"*#'* Eine Funktion von PDGF-BB bei der Neointimahyperplasie konnte im Tiermodell
gezeigt werden.'® Die Untersuchungen zeigen, dass PDGF-BB die Neointimaausbildung vor
allem Uber pro-migratorische und weniger Uber pro-proliferative Effekte beeinflusst.®® '
In vitro férdert PDGF-BB in VSMC die Ausbildung einer perizellularen HA-Matrix, die wiederum
die Zellmigration anregt.”

Da ein histologischer Nachweis der Zellmigration schwierig ist, wurde der Einfluss der HAS3
auf die VSMC-Migration in ergdnzenden Zellkultur-Versuchen mit humanen CaSMC verifiziert.
Die PDGF-BB-induzierte VSMC-Migration war in vitro nach lentiviralem Knock-down der HAS3
vermindert. Dies deckt sich mit friheren Untersuchungen, die in humanen VSMC eine
reduzierte Migrationsrate nach Knock-down der HAS3 mittels siRNA sowie eine verstarkte
Zellmigration nach Uberexpression der HAS3 beobachtet haben.”" Zudem war die Expression
typischer Gene der Zellmigration nach HAS3 Knock-down in der gPCR-Analyse
herabreguliert. Die Proliferationsrate war vom lentiviralem Knock-down der HASS3
unbeeinflusst. Die beschriebenen in vivo und in vitro Ergebnisse verdeutlichen, dass die
Anwesenheit von HAS3 fur migratorische Prozesse bei der Bildung der Neointima unerlasslich
ist.

Auch in CaSMC zeigte sich ein direkter Einfluss der HAS3 auf die Genexpression von
PDGF-B: nach lentiviraler Herabregulation der HAS3 war die PDGF-B mRNA-Expression
signifikant reduziert. Durch diesen Effekt auf die Expression von PDGF-B wird vermutlich die
VSMC-Migration nach Gefallverletzung in den Has3 Knock-out Mausen weiter abgeschwacht.
Die in vivo und in vitro Daten weisen somit auf ein Zusammenspiel gegenseitiger Aktivierung
zwischen HAS3, PDGF-B-Expression und PDGF-BB induzierter VSMC-Migration hin.

4.2.7 Regulation der HA-Rezeptoren durch PDGF-BB und IL-13

Die mRNA-Expressionen der HA-Rezeptoren CD44 und RHAMM wurden in der Frihphase
nach Carotisligatur mittels qPCR untersucht. Hier zeigte sich bei WT- und Has3"-Mausen
gleichermalien ein Anstieg der Genexpressionen. HA kann Uber CD44 und RHAMM die
Migration und Proliferation von VSMC anregen.''® 2 2" Bej GefaRerkrankungen wurde eine

77 12
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vermehrte Expression der HA-Rezeptoren beobachte Die Bedeutung der
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HA-Rezeptoren fir die Neointimaausbildung wurde bereits in frlheren experimentellen
Arbeiten gezeigt."® '3 CD44 moduliert entziindliche Antworten in vivo so beispielsweise im
Rahmen der Atherosklerose.’® '8 Im Modell der Carotisligatur zeigten Rhamm-defiziente
Mause ein abgeschwachtes konstriktives Remodelling, wodurch der Lumendurchmesser
verbessert war, obwohl die Neointimaflache selbst unverandert blieb."*? Fiir RHAMM ist neben
seines Einflusses auf die Zellmigration auch eine Funktion in der Proliferation und der
Teilungsgenauigkeit der Zellen beschrieben.” RHAMM fungiert auf der Zelloberflache als
Co-Rezeptor fir den PDGF-Rezeptor und beeinflusst so die Zellmotilitat durch Aktivierung von
ERK1, 2.781%

Der Einfluss von PDGF-BB und IL-13 auf die Genexpression der HA-Rezeptoren RHAMM,
LYVE-1 und CD44 wurde in vitro in CaSMC zeitabh&ngig analysiert. Die Stimulation mit IL-1[3
bewirkte einen deutlichen Anstieg der CD44 mRNA-Expression, wie auch schon frihere
Studien zeigten.'®” Auch RHAMM war durch die Stimulation mit IL-1B reguliert, ein Effekt, der
zeitverzégert nach 18 h auftrat. Unter Stimulation mit dem pro-migratorischen
Wachstumsfaktor PDGF-BB war RHAMM ebenfalls nach einer Latenzzeit hochreguliert. Fir
CD44 ergab sich nur eine minimale Hochregulation, die jedoch nach 24 h statistische
Signifikanz erreicht hat. Fir RHAMM ergab eine kombinierte Stimulation von IL-18 und
PDGF-BB eine additive Erhdhung der Genexpression.

Da die HA-Rezeptoren nach Carotisligatur hochreguliert sind, méglicherweise angeregt durch
IL-18 und PDGF-BB, ist anzunehmen, dass sie als Vermittler der migrationsfordernden Effekte

der HAS3-abhangigen HA bei der Ausbildung einer Neointima fungieren.

Der zentrale Befund des ersten Versuchsteils war, dass sich eine Has3-Defizienz im
Tiermodell schiitzend auf die Hyperplasie der Neointima auswirkt. Dies erklart sich Gber einen
hemmenden Effekt auf den VSMC-Phanotyp, vor allem die PDGF-BB vermittelte Migration.

Die Zusammenhange sind in Abbildung 53 schematisch dargestellt.
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Abbildung 53: Zusammenfassende Abbildun% der Funktion von HAS3 bei der Ausbildung einer
Neointima. Modifiziert nach Puré et al. 2016."

Der Differenzierungsgrad der VSMC ist durch einen roten Farbgradienten gekennzeichnet;
differenzierte VSMC sind in dunklem Rot dargestellt. Die verschiedenen Schattierungen der EZM zeigen
Unterschiede in der Anreicherung von HA. Die HA-Akkumulation nach Carotisligatur war in
Has3-defizienten Tieren im Vergleich zum Wildtyp reduziert; Unterschiede zeigten sich vor allem in der
Media. Dies deutet auf eine biologische Funktion der von HAS3 synthetisierten HA auf die
VSMC-Migration und auf die Ausbildung einer Neointima hin. LEE: Lamina elastica externa, LEIl: Lamina
elastica interna.

Der vergroflierte Bereich zeigt eine phanotypisch aktivierte VSMC. Die HAS3-abhangige HA-Matrix
fordert die PDGF-BB induzierte Migration der VSMC. Zudem war die PDGF-B mRNA-Expression HAS3
abhangig reguliert. Die HA-Rezeptoren CD44 und RHAMM sind nach Carotisligatur vermehrt exprimiert.
Unter PDGF-BB ist die Expression von CD44 und RHAMM in VSMC induziert.
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4.3 Has3-Defizienz reduziert aortale atherosklerotische Lasionen

Die Ausbildung einer Neointima durch VSMC ist auch bei der Atherosklerose ein kritischer
Schritt, da sie zur zunehmenden Verengung des Gefalies beitragt. Ziel des zweiten Teils der
Arbeit war daher zu untersuchen, ob sich die im Modell der Carotisligatur beobachteten
schitzenden Effekte der Has3-Deletion auf die VSMC-Funktion auch positiv auf die
Atherogenese auswirken. Dazu wurde ein neues Mausmodell generiert, mit einer kombinierten
genetischen Deletion der ApoE und der Has3, bei dem man durch Fltterung mit einer
Western-Diat die Entwicklung der Atherosklerose beschleunigte. Im Vergleich zum Modell der
Carotisligatur in C57BIl/6J-Wildtypen, bei dem VSMC-Proliferation und -Migration im
Vordergrund stehen, handelt es sich bei den ApoE-defizienten Mausen um ein komplexeres
Modell. C57Bl/6J-Wildtypen entwickeln unter normalen Bedingungen keine Atherosklerose, da
sich der murine Fettstoffwechsel von dem des Menschen unterscheidet. Cholesterin wird
hauptsachlich in HDL-gebundener Form verpackt, wahrend beim Menschen Cholesterin in
pro-atherogenen LDL-Partikeln transportiert wird.?'® Mause mit ApoE-Defizienz weisen einen
veranderten Cholesterinstoffwechsel auf, wodurch pro-atherosklerotische Bedingungen
hergestellt werden.”” 2'® Chylomikronen und VLDL-Cholesterin, die lblicherweise gebunden
an ApoE zuriick zur Leber transportiert werden, liegen in ApoE-defizienten Tieren verstarkt
frei im Plasma vor und bewirken die spontane Ausbildung atherosklerotischer Plaques.?'®
Durch ein Zusammenspiel verschiedener Zellarten, humorale Einfliisse und die veranderte
Stoffwechsellage entstehen Lasionen, die humanen atherosklerotischen Plaques sehr

ahneln 2'6218

4.3.1 Auswirkungen der Has3-Defizienz auf die GroRe atherosklerotischer

Lasionen in der Aorta

Den Ergebnissen zufolge schiitzt eine Has3-Defizienz vor Atherosklerose. ApoE™- und
ApoE""IHas3"-Mause entwickelten im Verlauf der Fiitterung mit cholesterinreicher Western-
Diat fir 15 Wochen ausgepragte atherosklerotische Lasionen. Bei ApoE"/Has3"-Mausen war
die Atherosklerose in der Aorta signifikant geringer ausgepragt als in ApoE™-Kontrollen. Diese
Abnahme aortaler atherosklerotischer Lasionen war sowohl entlang der thorakalen und
abdominellen Aorta als auch im Aortensinus zu beobachten.

Allerdings ist dabei zu beachten, dass die ApoE"/Has3"-Mause ein geringeres Kérpergewicht
zum Zeitpunkt der Probenentnahme aufwiesen als ApoE’-Kontrollen. Dies konnte die
LasionsgroRe beeinflusst haben. Untersuchungen zum Einfluss der Adipositas auf die
Atherogenese beschreiben eine Korrelation zwischen der Gewichtszunahme und der

219 Moglicherweise kommen in  ApoE’/Has3"-Mausen HA-abhingige

Lasionsgréfe.
Unterschiede im Fettstoffwechsel zum Tragen. Eine Arbeit, die den Einfluss einer Inhibierung

der HA-Synthese mittels 4-MU in diabetogen gefltterten Mausen untersucht hat, zeigte eine
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reduzierte Adipositas sowie eine verringerte Hypertrophie und Entzindung des
Fettgewebes.'® Hingegen wurde in ubiquitdr Has3-defizienten Mausen kein verringertes
Koérpergewicht unter diabetogener Diat beobachtet, jedoch war die Hypertrophie im weilen
Fettgewebe verringert."® Die in den vorliegenden Untersuchungen verwendete Western-Diat
unterscheidet sich von der diabetogenen Diat durch einen geringeren Glucose-Anteil. Zudem
wurde ein anderes Mausmodell verwendet, ohne ApoE-Defizienz; die Tiere wiesen somit einen
unterschiedlichen Cholesterin-Stoffwechsel auf.?'® Weitere Untersuchungen zeigen eine

220, 221 Diese

verminderte Adipositas und Insulinresistenz in ApoE-defizienten Tieren.
Einflussfaktoren kénnten Grund fiir die abweichenden Ergebnisse sein. Die Frage, wie sich
die Has3-Defizienz im gewahlten Modell auf die Gewichtszunahme, die Kérperfettmasse und
die Hypertrophie und Inflammation des Fettgewebes auswirken, wird in laufenden Versuchen
untersucht. Die Plasmalipidwerte waren jedoch in ApoE”/Has3"- und ApoE"-M&usen durch

die Fatterung mit cholesterinreicher Diat gleichermafien erhoht.

4.3.2 Plaquemorphologie im Aortenursprung

Trotz der festgestellten inhibierenden Wirkung der Has3-Defizienz auf die Ausbildung
atherosklerotischer Lasionen in der Aorta, konnte im Aortenursprung kein Unterschied in der
PlaquegrdoRe beobachtet werden. Dies koénnte sich dadurch erklaren, dass in dieser
Gefaliregion die Lasionsgrdlie bereits fortgeschritten war. Die Migration und Proliferation von
VSMC tragt vor allem in der Frithphase der Atherogenese zur VergréRerung der Lasion bei.?
Es ist anzunehmen, dass das fortgeschrittene Stadium der untersuchten Lasionen und deren
zellulare Zusammensetzung vorausgegangene Effekte der Has3-Deletion auf den Phanotyp
der VSMC und deren Migrationsvermégen verschleiert haben. Dies kénnte den Unterschied
zwischen den Beobachtungen zur Plaquebelastung in der Aorta und im Aortenursprung
erklaren. Um  funktionelle = Unterschiede in  der  Atherogenese  zwischen
ApoE"IHas3"- und ApoE"-Mausen aufzeigen zu kdénnen, miisste zukinftig ein friiherer
Zeitpunkt fur die Probenentnahme gewahlt werden.

Die GrofRe atherosklerotischer Lasionen ist ein wichtiges Mall um die Atherogenese zu
charakterisieren. Durch die Lasionen kommt es zu einer Gefél3stenose und der Widerstand
des Blutflusses verandert sich. Die Plaquegrdfie allein gibt jedoch keine Hinweise auf mogliche
Folgekomplikationen. Daher wurden histologische Farbungen des Aortenursprungs
vorgenommen, um zu klaren, ob es strukturelle Unterschiede in den Lasionen der beiden

Genotypen gibt.

4.3.2.1 Struktureller Aufbau
Zunachst wurde die Zelldichte in den atherosklerotischen Plaques bestimmt. Hier gab es

keinen statistischen Unterschied. Man kann daher von einer gleichen Verteilung von Zellen
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und EZM ausgehen. Dies deckt sich mit den Ergebnissen zur Zelldichte nach Carotisligatur,
auch hier haben Zellen und EZM bei der verringerten Neointimahyperplasie proportional
abgenommen.

Die Betrachtung der Schnitte des Aortenursprungs zeigt in der Grélie des nekrotischen Kerns
und der Dicke der fibrotischen Kappe keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Genotypen. Das vergrofRerte nekrotisches Areal im Kern der Lasionen deutet darauf hin, dass
die Atherosklerose im Aortenursprung bereits fortgeschritten war. In fortgeschrittenen
Lasionen haben bereits deutliche strukturelle Umwandlungen der Gefallwand stattgefunden.
Eine Ansammlung phanotypisch aktivierter VSMC sowie eine Fllle verschiedener
Immunzellen kdnnen in den L&sionen beobachtet werden. Instabile Lasionen zeichnen sich
durch eine veranderte Zusammensetzung der EZM, vergrofRerte nekrotische Areale sowie
eine verdiinnte fibrotische Kappe aus.'® Durch eine unvollstandige Efferozytose, der
Entfernung apoptotischer Zellen, und durch Nekrose bildet sich im Verlauf der Atherosklerose
ein grol3er Lipid-geflllter nekrotischer Kern."”? Akkumulierende apoptotische Zellen bewirken

eine sekundare Nekrose, die wiederum die Entziindungsantwort weiter vorantreibt.???

4.3.2.2 Apoptose

Apoptose-positive Zellkerne wurden mit Hilfe der TUNEL-Methode, die Apoptose-bedingte
DNA-Strangbriiche detektiert, angefarbt. Apoptose wurde in atherosklerotischen Lasionen
sowohl fiir VSMC als auch fiir Makrophagen beschrieben.??® Vor allem in vulnerablen Plaques
kann Apoptose von VSMC beobachtet werden, was die Stabilitat der fibrotischen Kappe
verschlechtert.”" Die in situ TUNEL-Farbung zeigte einen erhdhten Anteil apoptotischer Zellen
in Lasionen von Tieren mit ApoE”/Has3"-Defizienz. TUNEL-positive Zellkerne waren sowohl
in der fibrotischen Kappe als auch im Kern der Lasion zu finden. Dieses Ergebnis steht im
Gegensatz zu den TUNEL-Farbungen der Carotiden von Has3-einfachdefizienten Tieren, bei
denen kein Unterschied in der Apoptoserate beobachtet wurde. Hinweise darauf, dass eine
verminderte HA-Matrix die Apoptose von VSMC verstarkt, gaben auch in vitro Untersuchungen
von Vigetti et al. aus dem Jahr 2011.?** Die Behandlung von VSMC mit 4-MU bewirkte einen
Anstieg an apoptotischen Zellen. Dieser Effekt lie sich durch Zugabe von HA ins Medium
aufheben, da Gber CD44 und TLR4 ein anti-apoptotischer PI3K-Signalweg angeregt wurde.
Untersuchungen an Mausen, bei denen die Apoptose von Makrophagen gestoért ist, haben
gezeigt, dass sich Apoptose in friihen atherosklerotische Lasionen atheroprotektiv auswirkt. In
fortgeschrittenen Plaques flhrt eine gestdérte Entfernung von Zelltrimmern apoptotischer
Zellen allerdings zu einer Zunahme des lokalen Entziindungsgeschehens.??

Die beobachtete verstarkte Apoptose in Lasionen des Aortenursprungs von
ApoE""IHas3"-Mausen ist somit ein unerwarteter Phanotyp und widerspriichlich zu den
atheroprotektiven Effekten, die die genetische Deletion der Has3 auf die Lasionsbildung in der

Aorta ausgeubt hat. Vermutlich hat auch hier das Stadium der L&sionen einen Einfluss. Es ist
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mdglich, dass sich die HAS3-vermittelte verstarkte Apoptose in frihen Lasionen glnstig
ausgewirkt hat und zur Reduktion des Plaquebesatzes in der Aorta beigetragen hat. Hingegen
kénnten in spateren Lasionen die negativen Effekte der Apoptose Uberwiegen und die
atheroprotektive Wirkung der Has3-Defizienz tUberlagern. Um diese Frage detailliert zu klaren
sind Untersuchungen zu friheren Zeitpunkten sowie Doppelfarbungen mit zellspezifischen

Markern nétig.

4.3.2.3 Zellproliferation

Ein mdglicher Effekt der HAS3-vermittelten HA-Matrix, der die Entstehung und Progression
von atherosklerotischen Plaques beeinflusst haben koénnte, ist die Regulation der
Zellproliferation.5% 7% 182 183.185. 186 it Hilfe des Antimetaboliten BrdU wurden proliferierende
Zellen in den atherosklerotischen Lasionen des Aortenursprungs angefarbt. Hier war kein
signifikanter Unterschied in der Proliferationsrate zu erkennen. Da die Proliferationsrate in den
ApoE"/Has3”'—Tieren tendenziell erhoht war, konnte ein pro-proliferative Effekt der
Has3-abhangigen HA-Matrix nicht bestatigt werden.'®® '® Dieser Trend zu einer verstérkten
Proliferation kdénnte der gesteigerten Apoptose entgegengewirkt haben. Dieses Ergebnis
unterscheidet sich von den Untersuchungen zur Proliferation in den Has3-einfach-defizienten
Tieren und den in vitro Untersuchungen in CaSMC, die keinen signifikanten Unterschied
zeigten.

Da nur ein Erstantikérper gegen den Proliferationsmarker BrdU verwendet wurde, geben die
immunhistologischen Farbungen keinen Aufschluss darlber, welche Zellen in den
atherosklerotischen Lasionen proliferieren. In der Frihphase der Atherogenese tragt die
Proliferation der VSMC zur VergréRerung der Lasion bei.** ?® Bei fortgeschrittenen Plaques
kann eine verstarkte VSMC-Proliferation glnstig flr die Stabilitdt der Lasion sein, da sie die

fibrotische Kappe starkt.?®

Auch eine lokale Proliferation von Makrophagen tragt zu ihrer
Anreicherung in atherosklerotischen Lasionen bei.?® 27 Durch Doppelfarbungen mit
zellspezifischen Markern lieBe sich naher charakterisieren, welche Zellen in den

atherosklerotischen Lasionen proliferieren.

4.3.2.4 Alpha-Glattmuskelaktin-positive Zellen

Die Anzahl sowie die Lokalisation von VSMC in einer atherosklerotischen Lasion kénnen
Aufschluss Uber ihre Stabilitdt geben. VSMC bilden in fortgeschrittenen L&sionen die
fibrotische Kappe und schiitzen den Plaque vor Ruptur.”® Daher wurden die Schnitte des
Aortenursprungs mit einem Antikérper gegen alpha-Glattmuskelaktin, einem Marker fir
differenzierte VSMC, immunhistochemisch geféarbt. Da die Ansammlung von VSMC in der
auBeren Kappe ausschlaggebend flr die Stabilitdt der Lasionen ist, wurde der Anteil

alpha-Glattmuskelaktin-positiver Areale in einer 50 ym breiten, zum Lumen hin gerichteten
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Kappe analysiert. Hier ergab sich kein Unterschied zwischen den Genotypen. In beiden
Gruppen war die Schicht alpha-Glattmuskelaktin-positiver Zellen diskontinuierlich, ein
typisches Zeichen fortgeschrittener Lasionen. Bei der Interpretation dieser Ergebnisse ist zu
beachten, dass alpha-Glattmuskelaktin differenzierte VSMC anféarbt. Mit der Wandlung ihres
Phénotyps verlieren VSMC ihre markanten Proteine bzw. exprimieren untypische
Charakteristika. Einige Zellen, die urspringlich mediale VSMC waren, wurden daher
vermutlich nicht angefarbt." Es ist jedoch in vivo und in vitro gezeigt worden, dass VSMC und
myeloische Zellen transdifferenzieren kénnen.? 222% Umgekehrt kénnten folglich auch Zellen
die von Knochenmarks-Monozyten abstammen positiv flir alpha-Glattmuskelaktin sein.
Der Ursprung der Zellen in atherosklerotischen Lasionen lasst sich nur mit Mausmodellen
untersuchen, die die Abstammungslinien der Zellen charakterisieren (bewertet in
Bennet et al. 2016).%

4.3.2.5 Kollagengehalt und -packungsdichte

Eine histochemische Farbung der Kollagenfasern liefert Hinweise zu méglichen Unterschieden
in der Stabilisierung der atherosklerotischen Lasionen. Kollagen bildet den groRten Teil der
EZM atherosklerotischer Lasionen.?* In der fibrotischen Kappe geben Kollagenfasern der
Lasion Halt.??® 2% Bej vulnerablen Plaques ist ein verminderter Kollagengehalt beschrieben,
da die Synthese vermindert und der Abbau verstarkt ist.?*® 2" Mit dem Fortschreiten der

Atherosklerose steigt der Kollagengehalt der Lasionen an.?*®

Die Farbung des
Aortenursprungs mit Picro-Siriusrot zeigte keinen Unterschied im Gesamtkollagengehalt.
Wie fur fortgeschrittene Lasionen typisch, war mit durchschnittlich 56 % pro Plaqueflache ein
ausgepragter Kollagenanteil detektierbar.?®® Die Betrachtung der Farbung unter polarisiertem

Licht zeigte, dass die Packungsdichte der Kollagenfasern ebenfalls unbeeinflusst blieb.

4.3.2.6 Makrophagenretention

Eine Vielzahl pathologischer Einflisse sind fir die Atherogenese bedeutend. Die vorliegende
Arbeit fokussiert sich zunachst auf die Charakterisierung des HA-Systems im Kontext des
VSMC-Phéanotyps. Jedoch ist anzunehmen, dass auch andere fir die Atherosklerose
bedeutende Zell-Funktionen durch die Has3-Defizienz verandert sind. So kodnnte die
immunmodulierende Wirkung des HA-Systems die Atherosklerose entscheidend beeinflussen.
Zentraler Aspekt der Atherogenese ist eine chronische Entziindung der vaskuldren Lasionen.'®
Entzindliche Vorgange sind in allen Phasen der Atherogenese relevant, von der ersten
Adhéasion der Leukozyten an das aktivierte Endothel bis zur Ruptur der fortgeschrittenen
Lasion." Eine Anreicherung von HA in makrophagenreichen Regionen atherosklerotischer
Plaques ist in der Literatur beschrieben.?* 2*° Die Hypothese ist, dass HA dort Makrophagen
bindet und deren Retention unterstiitzt."®® HA auf der Oberflache von Endothelzellen vermittelt

die Extravasation von Leukozyten aus dem Blut in die Gefallwand. Leukozyten exprimieren
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CD44 auf ihrer Oberflache, was an HA auf der Endotheloberflaiche CD44- und
RHAMM-vermittelt binden kann.'* ?*"- 242 Zydem regt die Freisetzung von inflammatorischen
Zytokinen wie IL-13 durch Monozyten und Makrophagen eine HAS3-vermittelte HA-Synthese
in VSMC an.®* "

Fur einen ersten Hinweis auf einen Entziindungsphanotyp bei den ApoE’/Has3"-Tieren,
wurden die atherosklerotischen Lasionen des Aortenursprungs mit dem Makrophagenmarker
MAC2 gefarbt. Wie fur fortgeschrittene atherosklerotische Lasionen typisch, war in den
Lasionen eine deutliche Farbung fir MAC2 erkennbar. Eine hohe Makrophagendichte wiesen
vor allem die Oberflache der Plaques und die Plaqueschultern auf. Die MAC2-Farbung ergab
keine Hinweise auf Unterschiede in der Makrophagenretention in den atherosklerotischen
Lasionen der ApoE’/Has3"-Mause im Vergleich zu ApoE"-Kontrollen. Auch fiir diese
Untersuchung ist limitierend, dass sich die Expression des Makrophagenmarkers MAC2 im
Laufe der Atherogenese verandert und beispielsweise auch von VSMC exprimiert werden
kann.?® Einen detaillierteren Aufschluss (iber das Zusammenwirken der verschiedenen
Entzindungszellen koénnte eine durchflusszytometrische Analyse der verschiedenen

Entziindungszellpopulationen liefern.?*?

Diese Experimente werden aktuell im Labor
durchgefihrt. Bisher gibt es drei Arbeiten mit einem anderen Has3 Knock-out Modell zur
Funktion der HAS3 in entzindlichen Krankheitsmodellen. Hier wurden sowohl protektive als
auch proentziindliche Effekte einer ubiquitaren Has3-Defizienz beobachtet.® 6% 170

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich die genetische Deletion der Has3 im
Atherosklerosemodell der ApoE/Has3 doppel-defizienten Maus nach 15 Wochen Futterung
einer proatherogenen Diat schitzend auf die Ausbildung atherosklerotischer Lasionen in der
Aorta ausgewirkt hat. Diese protektive Wirkung war jedoch in den L&sionen des
Aortenursprungs nicht erkennbar, was auf eine kontextabhdngige Wirkung der
HAS3-abhangigen HA-Matrix auf die Atherogenese hindeutet. Die Plaques des
Aortenursprungs zeigten eine erhdhte Apoptoserate bei unveranderter Proliferation,
VSMC-Gehalt, Makrophagenretention und Zelldichte. Zur genaueren Aufklarung
zugrundeliegender Mechanismen ist die Analyse kirzerer Fitterungszeitraume notwendig.

Diese Untersuchungen sind Gegenstand aktueller Forschung.?*®
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4.4 Ausblick und Limitationen

Die hier dargestellten Ergebnisse sowie die Literaturrecherche lassen darauf schliel3en, dass
vor allem die HAS3-Expression in VSMC fir die Neointimabildung relevant ist, wahrend andere
Zelltypen, wie Endothelzellen oder Entziindungszellen, nur eine untergeordnete Rolle spielen.
Jedoch ist ein Nachteil eines ubiquitdren Knock-out Modells, dass die Ergebnisse nicht
eindeutig auf die Beteiligung einzelner Zellen zurickzufuhren sind. Allerdings deutet die
Auswertung der differentiell regulierten KEGG-Signalwege darauf hin, dass insbesondere die
HAS3-HA-Matrix der VSMC wesentlich fir den beobachteten Phanotyp ist. Diese
Beobachtung wird zudem durch die in vitro generierten Ergebnisse unterstitzt. Um diese
Hypothese abschliellend zu bestatigen, misste die Neointimahyperplasie nach Carotisligatur
in zellspezifischen Knock-out Modellen, vor allem in einem VSMC-spezifischen Knock-out
Modell, untersucht werden. Eine Untersuchung der HAS3 in einem endothelspezifischen
Knock-out Modell wiirde eine genauere Antwort zur Rolle der HAS3 auf die Endothelfunktion
liefern. Die Frage, welche Rolle HA bei der Vermittlung zellspezifischer Effekte spielt, ist
gerade auch im komplexeren Tiermodell der Atherosklerose interessant.

Mdogliche Ungenauigkeiten der Ergebnisse kdnnten darin begriindet sein, dass im Modell der
Neointimaentwicklung aus ethischen Grinden weibliche Mause verwendet wurden. Die
weiblichen Hormone haben erwiesener MaRen einen Einfluss auf das HA-System.?** Somit
kénnten Schwankungen im Rahmen des Zyklus zu Streuungen bei den erhobenen Daten
gefuhrt haben. Um dieses Problem zu umgehen, wurde vor dem operativen Eingriff der Zyklus
der Tiere synchronisiert. Im 2zweiten Versuchsteil, dem Modell der akzelerierten
Atherosklerose, wurde vorsorglich mit mannlichen Versuchstieren gearbeitet.

Der Beweis fir die Bedeutung der HAS3 auch im Kontext der Atherogenese konnte mit Hilfe
ApoE/Has3-doppeldefizienter Tiere gezeigt werden, die in der Aorta eine verminderte
Plaquebelastung aufwiesen. Um die akuten und chronischen Effekte einer Has3-Deletion auf
die Pathogenese der Atherosklerose hinreichend zu charakterisieren, werden jedoch weitere
detaillierte Untersuchungen bendtigt. Ein moglicher Erklarungsansatz fir die beobachteten
Effekte ist, dass sich die im Modell der Carotisligatur beobachtete hemmende Wirkung der
Has3-Deletion auf die PDGF-vermittelte VSMC-Migration auch positiv auf die
Atheroskleroseentwicklung ausgewirkt hat. Das ApoE™-Modell ist allerdings ein komplexes
Tiermodell, bei dem die vielfaltigen Vorgédnge der humanen Plaqueentstehung simuliert
werden. Es ist daher anzunehmen, dass die Has3-Defizenz die Plaqueentwicklung auch Gber
weitere Prozesse als die VSMC-Migration beeinflusst hat. Eine dezidierte Erklarung fur die
beobachtete reduzierte Atheroskleroseentwicklung konnte somit im Rahmen dieser Arbeit
noch nicht gefunden werden. Die Untersuchung verschiedener Fltterungszeitpunkte und eine
detaillierte Betrachtung der Entzindungszellpopulationen sind Gegenstand aktueller

Forschung.?*®
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Nicht abschlie®end beantwortet ist die Frage, ob die beobachteten Veranderungen durch die
genetische Deletion der Has3 auf von HAS3-synthetisierter HA beruhen, oder ob das Protein
eine HA-unabh&ngige Funktion im Krankheitsgeschehen austbt. Da der Verlust der HAS3
auch mit einer verringerten HA-Menge, vor allem in der Media, verbunden war, lasst sich
jedoch vermuten, dass die Effekte auf einer veranderten HA-Matrix beruhen.

Bei den hier beschriebenen Arbeiten handelt es sich um pra-klinische Forschung an isolierten
humanen Zellen und im Mausmodell. Der Beweis der Ubertragbarkeit der gewonnenen
Erkenntnisse auf humane vaskulare Pathologien steht noch aus. Beispielsweise unterscheidet
sich das murine Profil der Plasmalipide von dem des Menschen.?'® Bisher gibt es keine
HAS-Isoform-spezifischen Antagonisten in der pra-klinischen und klinischen Forschung. Bevor
ein klinischer Einsatz sinnvoll ist, muss zunachst die Erforschung gewebs- und

HA-Synthase-spezifischer Modulationen weiter vorangetrieben werden.
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5 Zusammenfassung

Eine Hyperplasie der Intima verursacht nach GefalRverletzungen und bei der Atherosklerose
eine Verengung des GefaRlumens. Umbauprozesse der arteriellen Extrazelluldrmatrix (EZM)
spielen dabei eine kritische Rolle, da sie zum einen direkt an der Volumenausdehnung der
Neointima beteiligt sind und zum anderen die Zellfunktionen der glatten GefaBmuskelzellen
(VSMC) regulieren. Das Glykosaminoglykan Hyaluronsaure (HA) ist Bestandteil der EZM und
beglnstigt Zell-Migration und —Proliferation. HA wird von drei transmembranaren Synthasen
(HAS1, -2, -3) synthetisiert. Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, wie sich eine
HAS3-spezifische Hemmung der HA-Synthese auf die Neointimaausbildung nach
Gefaldintervention und die Atheroskleroseentwicklung auswirkt.

Im Modell der Carotisligatur konnte eine Isoform-spezifische Funktion der HAS3 auf die
Neointimahyperplasie gezeigt werden. Die Ausbildung einer Neointima war 28 Tage nach
Ligatur in Has3-defizienten Mausen (Has3") im Vergleich zu Wildtyp-Kontrolltieren deutlich
reduziert. Zelldichte, Apoptose und Proliferation waren in der Neointima unverandert, was fir
eine proportionale Abnahme von Zellzahl und EZM spricht. In GefaRen Has3-defizienter Tiere
war die Anreicherung von HA nach Ligatur reduziert, am deutlichsten ausgepragt in der Media.
Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass die reduzierte Neointimahyperplasie vor allem
auf einer verminderten VSMC-Migration beruht. Die Analyse des Transkriptoms unterstitzt
diese Hypothese; in Has3-defizienten Carotiden waren nach Ligatur verschiedene
Signalwege, die mit VSMC-Migration im Zusammenhang stehen, in geringerem Male
differentiell reguliert. In vitro Experimente mit humanen koronararteriellen VSMC bestatigen,
dass die migratorische Antwort auf PDGF-BB HAS3-abhéngig ist. Die
PDGF-B-Genexpression war in vivo und in vitro in Abwesenheit von HAS3 vermindert.

Auch auf die Atheroskleroseentwicklung wirkt sich die Has3-Defizienz schiitzend aus, wie die
reduzierte Plaquebelastung in der Aorta von Apolipoprotein E/Has3 doppeldefizienten Mausen
(ApoE™/Has3") im Vergleich zu ApoE’-Kontrollen zeigt. Im Aortenursprung waren die
Lasionen fortgeschritten, die LasionsgroRe unterschied sich jedoch nicht zwischen den
Genotypen. Die histologische Untersuchung der Plaquemorphologie zeigte einen Anstieg der
Apoptoserate in Lasionen ApoE"/Has3"-Mausen, bei unveranderter Zelldichte, Proliferation,
VSMC-Gehalt und Makrophagenzahl.

Zusammenfassend deuten die Ergebnisse auf eine Rolle der HAS3 bei der Ausbildung
vaskularer Lasionen hin. Nach Carotisligatur vermittelt die HAS3-abhangige HA-Synthese die
Aktivierung  von VSMC durch verschiedene Signalwege und verstarkt die
PDGF-BB-abhéngige VSMC-Migration. Dies verstarkt in vivo die Neointimahyperplasie.

Auch auf die Atherogenese hat die genetische Deletion der Has3 eine protektive Wirkung.
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6 Summary

Intimal thickening causes luminal narrowing after angioplastic surgery and during
atherosclerosis. Remodeling of the arterial extracellular matrix (ECM) is critically involved in
these pathologies because it directly contributes to neointimal volume expansion and regulates
smooth muscle cell responses. The ECM component hyaluronan (HA) is thought to regulate
cell migration and proliferation. HA is synthesized by three transmembrane HA-synthase
isoenzymes (HAS1, -2, -3). Objective of the current study was to assess the effects of
HASS3-specific inhibition of HA-synthesis on neointima formation after vascular injury and on
atherogenesis.

An isoform-specific-role for HAS3 in neointimal hyperplasia could be demonstrated in a model
carotid artery ligation. Neointima formation was strongly attenuated 28 days after surgery in
Has3-deficient mice (Has3™) compared to wildtype controls (WT). Neointimal cellular density,
apoptosis and proliferation was not altered, indicating a proportional decrease in cell number
and ECM. Strong accumulation of HA was observed in vessels in response to carotid ligation,
whereas HA-content was reduced in Has3-deficient vessels compared to WT, most profoundly
in the media. These findings suggest that blunted neointimal hyperplasia was mainly due to a
reduced VSMC-migration. This hypothesis was supported by transcriptome analysis. In
Has3-deficient mice a mitigated differential regulation of various signaling pathways related to
VSMC-migration was observed. In vitro experiments with human coronary VSMC confirmed
that the migratory response to PDGF-BB is HAS3-dependent. PDGF-B gene expression was

diminished in absence of HAS3 both in vitro and in vivo.

Likewise, a protective role of Has3-deficiency in atherosclerotic lesion formation was observed
in atherosclerosis-prone apolipoprotein E/Has3 double-deficient (ApoE’/Has3") mice,
indicated by a reduced aortic plaque burden compared to ApoE™-controls. At the aortic root
advanced lesions were observed, showing no differences in lesion size between genotypes.
Histological analysis of plaque composition revealed an increase in apoptotic cells in
ApoE"/Has3-doubIedeficient lesions. No differences in cell density, VSMC content, and

macrophage count could be observed.

Collectively, these findings suggest a role for HAS3 in vascular lesion formation. After carotid
artery ligation HAS3-dependent HA-synthesis mediates VSMC-activation through various
signaling pathways and augments PDGF-BB-mediated VSMC-migration which results in
enhanced neointimal hyperplasia in vivo. Further, deletion of Has3 was beneficial in
atherogenesis.
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