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Zusammenfassung

Ischamische Erkrankungen sind von gesamtgesellschaftlich hoher Bedeutung. Laut Zahlen
der Deutschen Gesellschaft fiir Angiologie/Gesellschaft fiir GefalRmedizin sind weltweit
etwa 202 Million Menschen alleine von der peripheren arteriellen Verschlusskrankheit

(pAVK) betroffen (Lawall et al., 2016).

Die Rolle von Hyaluronsaure (HA) im Kontext ischamischer Erkrankungen ist noch nicht
abschlieRend geklart. Exogen zugefiihrte HA-Oligosacchariden sind als pro-
inflammatorisch, pro-angiogen und immunstimulierend beschrieben. Im Gegensatz dazu
steht die generell zellprotektive Wirksamkeit der hochmolekularen HA-Polymere mit
ihren anti-angiogenen und immunosuppressiven Eigenschaften [West et al., (1985); Stern
et al.,, (2007)]. In menschlichem Gewebe tritt hauptsdchlich hochmolekulare HA mit
Molekulargewichten um 6000 kDa auf (Cowman, 2017), wobei es im Rahmen von
gewebeschadlichen Reizen zu einem erhohten endogenen Auftreten von

niedermolekularen HA-Fragmenten kommt [Aya & Stern (2014); Eldridge et al., (2011)].

Um zu bestimmen, ob die endogene Hyaluronsduresynthese einen Effekt auf die
Angiogenese nach Ischdamie hat, wurde in dieser Arbeit im Mausmodell der unilateralen
Hinterlaufischdmie anhand von immunhistochemischer Kapillardarstellung das Ausmald
der Angiogenese in ischamischen und nicht-ischamischen Wadenmuskeln von Has3-KO-
Mausen im Vergleich zu WT-Kontrollen bestimmt. Desweiteren wurde untersucht, ob es
einen Unterschied in der Akkumulation/Verteilung von HA zwischen den Testgruppen
gibt. Wahrend es bei den WT-Kontrollen nach 35 Tagen zu einem Anstieg der
Kapillardichte um etwa 30% als Reaktion auf den ischdamischen Reiz kam, blieb dieser
Anstieg bei den Has3-KO-Tieren vollstandig aus. In Bezug auf den HA-Gehalt des Gewebes

hingegen zeigte sich kein Unterschied 35 Tage nach Induktion der Ischemie.

HA ist Uber zahlreiche Mechanismen wie direkte Stimulation von Endothelzellen
(Cao et al., 2006), Modulation des inflammatorischen Milieus (Misra et al., 2015) oder
Interaktion mit VEGF (Tremmel et al., 2009) in angiogene Prozesse eingebunden. Dabei
zeigt diese Arbeit, dass Effekte, die durch exogen zugefiihrte HA beobachtet werden
kénnen, zumindest teilweise auch durch endogene HA-Synthese in Form der HAS3
vermittelt werden kdnnen. Welcher Mechanismus fiir diesen Effekt wesentlich ist, stellt
eine interessante Fragestellung fir zuklnftige Forschung in Bezug auf die Rolle der

endogenen HA-Synthese in Bezug auf Angiogenese dar.



Summary

Ischemic diseases represent a high societal burden. According to The German Society of
Angiology/Society of Vascular Medicin 202 million people are affected by peripheral

arterial occlusive disease (Lawall et al., 2016).

The role of hyaluronic acid (HA) in the context of ischemic diseases is not yet fully
understood. When exogenously applied, HA oligosaccharides are described as pro-
inflammatory, pro-angiogenic and immunostimulatory. In contrast, high molecular weight
HA polymers are described as cell-protectiv due to their anti-angiogenic and
immunosuppressive properties [West et al., (1985); Stern et al., (2007)]. In human tissue,
HA occurs mostly as high molecular weight HA with a molecular weight around 6000 kDa
(Cowman, 2017). Nevertheless, tissue damaging stimuli lead to an increased endogenous

abundance of low molecular weight HA [Aya & Stern, (2014); Eldridge et al., (2011)].

To determine whether endogenous HA synthesis has an effect on angiogenesis after
ischemia, unilateral hind limb ischemia was induced in Has3-KO-mice and WT-control.
Immunohistochemical staining of capillaries in ischemic and non-ischemic calf muscle of
both groups was performed and the capillary density was determined. Furthermore, the
amount and distribution of HA within the muscle tissue was analyzed. While WT-mice
showed an increase in capillary density of about 30% 35 days after induction of ischemia,
no increase in capillary density was observed for Has3-KO mice. With regard to the HA
content, there was no difference between both groups 35 days after induction of

ischemia.

HA is involved in angiogenic processes via various mechanisms like direct stimulation of
endothelial cells (Cao et al., 2006), modulation of the inflammatory response (Misra et al.,
2015) or interaction with VEGF (Tremmel et al., 2009). The present thesis demonstrates
that endogenous HA synthesis via HAS3 is able to mediate effects similar to those
observed for exogenously supplied HA fragments. Which mechanism this effect might be
attributed to poses an interesting question for further research concerning the role of

endogenous HA synthesis in context of angiogenesis.
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1. Einleitung

1.1 Atherosklerose

Atherosklerose bezeichnet die Verdanderung der GefaBwande der BlutgefdRe des
arteriellen Systems durch zunehmende Einlagerung von lipidhaltigen Plaques, auch
Atherome genannt, in die innerste Schicht der GefiaBwand, der Tunica intima
(Skalén et al., 2002). Der Begriff Arteriosklerose beschreibt historisch die Sklerosierung
von arteriellen GefaRen durch pathologische Prozesse in der muskelfiihrenden Schicht
der GefaRwand, der Tunica media. Diese Pathogenese spielt im Vergleich zur
Sklerosierung und Stenosierung Uber degenerative Prozesse an der Tunica initima
heutzutage eine untergeordnete Rolle, sodass beide Bezeichnungen heute meist simultan
fiir die Bezeichnung des Prozesses der Atherosklerose genutzt werden. Die International
Statistical Classification of Diseases and Related Health Conditions in der aktuell gliltigen
zehnten Auflage (ICD-10) nutzt ebenfalls den Begriff Atherosklerose. Neben der reinen
Retention und Akkumulation von Lipiden spielt die Aufrechterhaltung eines
inflammatorischen Milieus innerhalb der Plaques eine entscheidene Rolle fiir den
weiteren Progress der Erkrankung und die Entstehung von instabilen Plaques (Ross,

1999).

Im weiteren Sinne meint die Bezeichnung Atherosklerose den pathologischen Zustand der
aus der Sklerosierung resultierenden zunehmenden Stenosierung der betroffenen Gefalie
und, als Konsequenz daraus, Durchblutungsstorungen im nachgeschaltenen

Versorgungsgebiet.

Je nach betroffenem arteriellen Versorgungsgebiet wird die daraus resultierende
Durchblutungsstérung als eigene Erkrankung gesondert bezeichnet. Beispiele sind etwa
die koronare Herzerkrankung (KHK) bei Stenosierung der Koronararterien, die cerebrale
arterielle Verschlusskrankheit (cAVK) bei Plaquebildung in der Arteria carotis oder die
periphere arterielle Verschlusskrankheit (pAVK) bei Minderdurchblutung der Becken-
oder Beinstrombahn. Diese Erkrankungen weisen zudem eine hohe Koinzidenz auf und
sind aufgrund des gemeinsamen Pathomechanismus letztlich als verschiedene

Auspragungen derselben Grunderkrankung zu sehen (Duvall & Vorchheimer, 2004).


http://www.icd-code.de/icd/code/I70.-.html

1.2 Die periphere arterielle Verschlusskrankheit

1.2.1 Uberblick

Wie oben erwdhnt bezeichnet die periphere arterielle Verschlusskrankheit die
eingeschrankte Durchblutung der unteren Extremitat durch Stenosierung oder Okklusion
arterieller Gefalle unterhalb der Aorta abdominalis. Je nach betroffenem Stromgebiet

wird dabei in Beckentyp, Ober- und Unterschenkeltyp unterschieden.

In der Mehrzahl der Falle resultiert dieses Durchblutungsdefizit aus Uber Jahre bis
Jahrzehnte ablaufenden degenerativen und inflammatorischen atherosklerotischen
Prozessen, sodass von einer chronischen pAVK gesprochen wird. Hierbei handelt es sich
um eine in Industrienationen weit verbreitete Erkrankung, von der laut Angaben der
Deutschen Gesellschaft fur Angiologie/Gesellschaft fur GefaBRmedizin (DGA) etwa 202
Million Menschen weltweit betroffen sind. Die Gesamtpradvalenz wird dabei mit 3-10%
weltweit angegeben (Lawall et al., 2016). Bei Patienten Uber 65 Jahren liegt die Pravalenz
dabei mit etwa 21% deutlich héher (Diehm etal.,, 2009). Selten kann es auch zu
Minderperfusion der unteren Extremitat durch akute thromboembolische Ereignisse in
der arteriellen Strombahn kommen. Diese akute Form der pAVK stellt laut der aktuell
glltigen S3-Leitlinie der DGA nur eine Minderheit der Félle dar (Lawall et al., 2016). Wird
im Folgenden von pAVK gesprochen, ist hier dabei ausdriicklich die chronische Form

gemeint.

Da in Bezug auf die Therapieentscheidung neben der Darstellung von Lokalisation und
Auspragung der Stenosierung die klinische Auspragung der Symptome maligeblich ist,
erfolgt im klinischen Alltag eine Einteilung des Erkrankungsstadiums in Stadien nach
Fontaine oder Kategorien nach Rutherford. Dabei richtet sich die Einteilung nach dem
klinischen Beschwerdebild und reicht von dem Befund einer asymptomatischen
GefaRstenosierung (Fontaine |, Rutherford 0) Gber Schmerzen bei mit fortschreitender
Erkrankung abnehmender Gehstrecke (Fontaine Il — Ill, Rutherford 1-3) beziehungsweise
in Ruhe (Fontaine I, Rutherford 4) bis hin zu Nekrosenbildung aufgrund der chronischen
Ischdmie (Fontaine IV, Rutherford 5 & 6). Hervorzuheben ist dabei, dass es schon lange
vor manifestem Gewebsuntergang zu deutlichen Ischamieschmerzen kommt, welche mit
einer teils deutlichen Einschrankung der Lebensqualitat verbunden sind (Donker et al.,

2016). Abgesehen von dem Leidensdruck, der durch eine symptomatische pAVK entsteht,
2
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stellen die Erkrankung und aus ihr resultierende Folgepathologien wie kritische Ischamien
und thromboembolische Ereignisse eine relevante Todesursache in Deutschland dar (Abb.
1.1). Hervorzuheben ist dabei, dass auch Patienten mit asymptomatischer pAVK bereits

eine erhohte Mortalitat gegentiber Nicht-Erkrankten aufweisen (Meves et al., 2010).

Mortalitat in %
19,1
9 9.4
41
RN
| |
1 Jahr 3 Jahre 5 Jahre
\ Okeine pAVK DOasymptomatische pAVK msymptomatische pAVK

Abb 1.1: Mortalitdtsraten nach 1, 3 und 5 Jahren bei Patienten mit symptomatischer und
asymptomatischer pAVK im Vergleich zu Patienten ohne pAVK (aus getABI-Studie). Dargestellt
sind jahrliche Sterberaten (Mortalitat) von Patienten mit symptomatischer oder asymptomatischer
pAVK gegeniiber nicht an pAVK erkrankten Patienten 1, 3 und 5 Jahre nach Diagnose der
Erkrankung. Dabei weisen auch Patienten ohne Symptome der Erkankung eine erhoéhte
Sterblichkeit bereits 3 Jahre nach Diagnosestellung auf. Abbildung modifiziert nach Meves et al.,
(2010).



1.2.2 Therapiemoglichkeiten

Entsprechende Bedeutung kommt Therapiekonzepten zu, welche der Verbesserung der
Perfusion der betroffenen Extremitat dienen und der ultima ratio einer Majoramputation
vorgreifen kénnen. Neben der Behandlung von typischen Risikofaktoren wie hohen
Blutfettwerten, Rauchen, Diabetes mellitus und erhdhtem Blutdruck kommt dabei
insbesondere in friihen Stadien der Erkrankung der konservativen Therapie, bestehend
aus Lauftraining und Thrombozytenaggregationshemmung, eine hohe Bedeutung zu
(Burns et al., 2003). Eine weitere Ergdnzung der nicht-invasiven Therapie stellt die
intravenose Gabe von Prostaglandinen dar (Tesloianu et al., 2016). Da fortgeschrittene
Erkrankungsstadien zudem gehauft bei hochbetagten und multimorbiden Patienten
vorkommen, welche einer chirurgischen Therapie nur sehr eingeschrankt zuganglich sind,
behalt die konservative Behandlung auch hier ihren Wert (Klaphake et al., 2018). Bei
hochsymptomatischen Patienten mit ischamischen Ruheschmerz, aber noch erhaltener
Perfusion der Extremitat besteht zudem die Moglichkeit einer operativen Therapie mittels
Bypass-Versorgung oder einer endovaskuldaren Intervention, gegebenenfalls mit

Stentimplantation, jeweils auf verschiedenen Héhen (Adam et al., 2005).

Bedingt durch den charakteristischen chronischen Verlauf der pAVK sowie der
Abhéangigkeit des Krankheitsbildes von oftmals fortbestehenden Risikofaktoren kommt es
jedoch auch nach invasiver Therapie zu einem sekunddren Progress der Erkrankung,
welcher bis zu einem Verlust der Extremitdt reichen kann (Abb. 1.2). Eine mdgliche
Optimierung der konservativen Therapiemoglichkeiten, sei es als Alternative oder als

Ergdnzung zur invasiven Therapie, bleibt daher von hoher klinischer Relevanz.
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Abb 1.2: Vollbild einer trockenen Nekrose des Unterschenkels bei pAVK. Ublicherweise erfolgt
ein Arztkontakt und Therapiebeginn in weit friheren Erkrankungesstadien, sodass solch
ausgepragte chronische Ischamien insgesamt ein seltener Befund sind. Eine andere Therapie als
eine vollstandige Amputation ist hier nicht mehr moglich. Man beachte auch das kleine
Nekroseareal an der Ferse der Gegenseite als Ausdruck der generalisierten GefdalRpathologie.
Abbildung mit freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. W. Lehmann, Direktor der Klinik fir
Unfallchirurgie, Orthopadie und Plastische Chirurgie, Universitdtsmedizin Gottingen.

1.3 Aufbau der BlutgefiRe

Das GefaRsystem des Menschen lasst sich einfach dargestellt in Hoch- und
Niederdrucksystem einteilen. Wahrend im Niederdrucksystem das Blut in vendésen
GefaRen zum Herzen hin gefordert wird, erfolgt im Hochdrucksystem die Verteilung des
Blutes vom Herzen in die Peripherie. Den unterschiedlichen Anforderungen an die
herrschenden Druckverhaltnisse entsprechend unterscheiden sich die Gefdlle des

venosen und arteriellen Systems trotz grundlegend gleicher Architektur in ihrem Aufbau.

Die Venen dienen vor allem als KapazitatsgefaBe und verfiigen dementsprechend tber
eine ausgepragte Bindegewebsschicht mit elastischen kollagenen Fasern in der Tunica

adventita und nur eine schwache Muskelschicht in der Tunica media. Arterielle Gefal3e



hingegen sind einerseits den Druckspitzen der systolischen Herzaktion direkt ausgesetzt,
anderseits dienen sie in ihren Versorgungsgebieten durch Anpassung des Gefaliradius
auch als Regulatoren des Blutflusses. Sie sind deshalb durch eine starke Tunica media mit

zirkular angeordneter glatter Muskulatur gekennzeichnet (siehe Abb. 1.3 und Abb. 1.4).

Beiden GefaRtypen gleich ist innerste Auskleidung des Lumens durch eine diinne Schicht
von langs der Flussrichtung angeordneten Endothelzellen, welche zusammen mit ihrer
Basalmembran die Tunica intima bilden. Diese ist im arteriellen System unter anderem
durch Druck- und Stromungsverhdltnisse starkerer Belastung als im vendsen
Niederdrucksystem ausgesetzt und stellt den Entstehungsort der Pathologie der
Atherosklerose dar. Auf kapillarer Ebenen bestehen die BlutgefaRe nur noch aus dem
Endothel der Tunica intima und einer aufgelagerten Schicht von als Stitz- und

Regulatorzellen dienenden Perizyten (Lin et al., 2011).

Adventitia Media Intima

Membrana Membrana Endothel
elastica externa elastica interna

Abb 1.3: Aufbau eines BlutgefaRes. Hier gezeigt anhand eines arteriellen GefaRes mit deutlicher
Tunica media, bestehend aus quer zum Lumen ausgerichteten glatten Muskelzellen. Die drei
Sichten der GefaBwand werden durch zwei diinne Schichten elatischer Kollagenfasern
(Membrana elastica interna et externa) von einander getrennt. Eigene Abbildung nach Welsch
(2010).



Abb. 1.4: Arterielles und venoses GefaR in HE-Firbung. Rechts dargestellt ist ein GefaRR der
arteriellen Strombahn mit ausgepragter muskelstarker Tunica media. Links befindet sich ein
venoses GefdR mit erkennbar zarter Wandung. Man beachte das aufgrund der nur schwach
ausgepragten Muskulatur kollabierte Lumen nach Fixierung (Asterisk). Die Pfeile zeigen Beispiele
fiir die Zellkerne des Endothels der Tunica intima. Der Malstabsbalken entspricht 50 um. Eigene
Abbildung auf Basis selbstangefertigter Aufnahme.

1.4 Die extrazellulare Matrix

Nicht nur die BlutgefaBe, sondern nahezu jeder Zellverbund des menschlichen Korpers
besteht nicht nur aus der jeweils ihn charakterisierenden Zellpopulation, sondern ist in
ein umgebendes Gewebe eingebettet. Dieses als extrazellulare Matrix (EZM) bezeichnete
Gewebe stellt nicht lediglich eine mechanische Stiitze dar, wie zu Beginn der
Matrixforschung angenommen, sondern ist Uber zahlreiche Prozesse und Bestandteile
selbst regulatorisch aktiv (Ramirez & Rifkin, 2003). Einen wesentlichen Teil der EZM
stellen Glykosaminoglykane (GAG) beziehungsweise Proteoglykane dar. Hierbei handelt
es sich um repetitive Disaccharid-Einheiten, welche durch glykosidische Bindungen mit
Aminozucker-Gruppen zunachst ein Glykosaminoglykan (GAG) bilden. Ist dieses
wiederrum O-glykosidisch mit Proteingruppen verbunden, liegt ein Proteoglykan vor.

Besagte Proteingruppe wird auch als core protein bezeichnet (Esko et al., 2009).

Je nach biochemischer Beschaffenheit nehmen diese unterschiedliche Funktionen
innerhalb der EZM ein. So stellen etwa Decorin und Biglycan durch Bindung diverser

Bindegewebsbestandteile unter anderem die funktionale Integritdit des Gewebes her
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(Corsi et al., 2002). Andere, wie beispielsweise das in Knorpelgewebe stark vertretende
Aggrecan modifizieren liber ihre hohe Wasserbindungskapazitiat den Tugor des Gewebes
und bestimmen dessen Widerstandsfahigkeit gegenliber mechanischer Belastung
(Roughley & Mort, 2014). Dariiber hinaus sind Bestandteile der EZM in unterschiedlichste
zellulare Prozessen wie Proliferation, Migration, Zell-Zell-Interaktion, Regulierung der
Genexpression und Sekretion involviert [Gorsi et al., (2007); Vlodavskyet et al., (2002);
lozzo (2005)]. Dies gilt sowohl fiir den Fall der physiologischen Zellfunktion als auch im
Falle verschiedener Erkrankungen. So findet sich etwa im Tiermodell bei Biglycan-
Defizienz eine abnormale Elastizitdt des Bindegewebes (Corsi et al., 2002) sowie eine
erhohte Rate an GefdaBschaden (Tangetal., 2014). Decorin-Defizienz wiederrum ist mit
einer erhohten Wachstumsrate von neoproliferativen Tumoren assoziiert (lozzo et al.,
1999), ebenso wie im Umkehrschluss ein generell anti-proliferativer Effekt von Decorin
auf zahlreiche Tumorentitdten beschrieben ist (Jarvinen & Prince, 2015). Abnormale
Zusammensetzungen der EZM lassen sich zudem bei zahlreichen weiteren vaskuldren und

neoproliferativen Pathologien nachweisen (Toole et al., 2002).

1.5 Hyaluronsdure

Einen weiteren wesentlichen Bestandteil der EZM stellt Hyaluronsaure (HA) dar. Einzug in
die Literatur erhielt HA Uber ihre Identifizierung als Komponente des Glaskdrpers im Auge
(Meyer & Palmer, 1934). Sie findet sich allerdings in allen Geweben des menschlichen
Korpers und kommt neben dem Glaskoérper noch in der Gelenksynovia, der Haut, den
Herzklappen sowie der Skelettmuskulatur gehauft vor (Liang et al., 2016). Inzwischen ist
sie Teil zahlreicher medizinischer Anwendungen, etwa als intraartikuldre Injektion mit
erhoffter chondroprotektiver Wirkung (Knudson & Knudson, 2004) oder als biologisch
vertraglicher Volumenersatz in verschiedenen Geweben (Balazs & Band, 2008). Auch als
biologische Grundsubstanz fir verschiedene Medikamententragermatrizen findet HA
pharmakologische Anwendung (Ju et al., 2014). Sie ist zudem aufgrund ihrer Einbindung
in vielschichtige biologische Prozesse wie Zellproliferation, -migration, Inflammation,

Angiogenese und Wundheilung aktiver Gegenstand der Forschung (Liang et al., 2016).

HA besteht aus einer sich wiederholenden Sequenz aus D-Glucuronsadure und N-Acetyl-D-
glucosamin. Diese Sequenz unterliegt weder wie andere Mitglieder der GAG-Familie

weiteren Modifikationen wie Sulfatierung oder N-Acetylierung, noch ist sie an ein core
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protein gebunden. HA stellt somit einen Sonderfall unter den GAG dar (Pardue et al.,

2008).

1.5.1 Synthese

Dies gilt auch fiir die Produktion von HA. Diese geschieht nicht wie bei den Ubrigen GAG
durch intrazelluldare Synthese lber den Golgi-Apparat und anschlieRenden Transport nach
extrazellular mittels Exozytose. Stattdessen wird HA durch die membranstandige
Hyaluronsaduresynthase (HAS) gebildet. Dabei werden Uridindiphosphat-Glucuronat (UDP-
GlcA) und UDP-N-Acetylglucosamin (UDP-GIcNAc) tber B-1-3- und B-1->4-glycosidische
Bindungen miteinander konjugiert und die so entstehenden HA-Ketten direkt in den
Extrazellularraum extrudiert (Vigetti et al., 2014). Es existieren drei Isoenzyme der HAS,
welche in der humanen Form als HAS1, -2 und -3, in der murinen Variante als Hasl1, -2
und -3 bezeichnet werden. Diese weisen unterschiedliche Km-Werte fir lhre Substrate

und dementsprechende Syntheseraten auf (Itano et al., 1999).

Frihe Experimente flihrten zu der Annahme, dass sich die HA-Synthasen beziiglich der
Lange der jeweils produzierten HA-Ketten unterschieden (Spicer & McDonald, 1998). In
Folgestudien konnte allerdings nachgewiesen werden, dass alle drei Enzyme in der Lage
sind, hochmolekulare HA (>1 x 10° Da) zu synthetisieren (Spicer & Tien, 2004). W3hrend
der Embryogenese der Maus nehmen die Enzyme jeweils zu verschiedenen Zeitpunkten
fir bestimme Prozesse der Embryonalentwicklung spezifische Funktionen ein, wobei der
Has2 eine dominante Rolle zukommt (Spicer & McDonald, 1998). Auch im adulten
Organismus  weisen verschiedene Zell- beziehungsweise Gewebetypen ein
unterschiedliches Verteilungsmuster der HAS-Isoformen auf. Ebenso unterscheiden sich
diese trotz hoher strukturelle Ahnlichkeit in Bezug auf Regulationsmechanismen und in
ihrer Reaktion auf externe Stimuli (Heldin et al., 2019). Die genaue Relevanz der einzelnen
Isoformen bei verschiedenen Erkrankungen bietet weiterhin Raum fiir wissenschaftliche

Forschung.

1.5.2 Postsynthetische Degradation

Die biologische Wirksamkeit der HA wird dabei von ihrer MolekulargréBe beeinflusst,
welche einerseits wahrend der Synthese, zum wesentlichen Teil aber zudem durch

postsynthetische Degradation bestimmt wird (Fischer & Schrér, 2007). Diese Degradation
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erfolgt in vivo einerseits lGiber als Hyaluronidasen bezeichnete Enzyme, andererseits nicht-
enzymatisch durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS) (Stern et al., 2007). Als Beispiel fir
eine physiologisch auftretende ROS sei hier das Hyperoxid-Anion O;-~ genannt, welches
von Leukozyten im Rahmen von inflammatorischen Prozessen gebildet wird und eine

Fragmentierung langkettiger HA bewirkt (Rees et al., 2004).

Der GroRteil der HA-Degradierung erfolgt aber enzymatisch tiber die Hyaluronidasen. In
der Literatur gut etabliert sind dabei sechs Vertreter dieser Enzymgruppe, namentlich
HYAL 1-4 sowie PH-20/SPAM1 und das Pseudo-Gen-Produkt HYALP1 (Csoka et al., 2001).
Erst seit relativ kurzer Zeit ist mit dem transmembrane protein (TMEM) 2 ein neues
Enzyme mit Hyaluronidaseaktivitat beschrieben. Dieses ist im Gegensatz zu den Ubrigen
Hyaluronidasen an der Zelloberflache lokalisiert und scheint die initiale Spaltung der HA-
Ketten der EZM einzuleiten (Yamamoto et al., 2017). PH-20 wird auch als testikulare
Hyaluronidase bezeichnet, ist auf Spermatozoen exprimiert und im Rahmen der
Befruchtung von Eizellen aktiv (Cherretal., 2001). Im somatischen Gewebe kommt
insbesondere Hyal-1 und Hyal-2 eine bedeutende Rolle fiir den physiologischen
Hyaluronsdure-Metabolismus zu (Bourguignon & Flamion, 2016). Durch Spaltung der B-
1->4-glycosidischen  Bindungen der HA-Makromolekile entstehen letztendlich
niedermolekulare HA-Fragmente, deren biologische Wirksamkeit sich deutlich von jener

der hochmolekularen HA unterscheidet.

So wurden fiir die niedermolekularen Fragmente pro-inflammatorische, pro-angiogene
und immunstimulierende Effekte beobachtet. Die hochmolekularen HA-Polymere werden
hingegen im Gegensatz dazu (iber anti-angiogene und immunosuppressive Effekte als
generell zellprotektiv wirksam beschrieben [West et al., (1985); Stern et al., (2007)]. Somit
Iasst sich grob eine Unterscheidung zwischen der katabolen Natur der niedermolekularen
Fragmente treffen, die ihrem gehduften Vorkommen bei Zelluntergang, -abbau
und -umbau Rechnung tragt (Jiang et al., 2011), sowie der primadr Gewebe-erhaltende
Funktion der langkettigen HA im Rahmen der Homoostase (Stern etal.,, 2006). Ohne
besondere Provokation liegt HA in menschlichem Gewebe hauptsachlich als
hochmolekulare HA mit Molekulargewichten um 6000 kDa vor (Cowman, 2017). Das

Auftreten von niedermolekularen HA-Fragmenten unterliegt hingegen situativen
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Schwankungen, HA-Fragmenten sind als Reaktion auf gewebeschadliche Reize vermehrt

nachweisbar [Aya & Stern, (2014); Eldrigde et al., (2011)].

1.5.3 Hyaladherine

Eine Vielzahl der durch HA beeinflussten Prozesse wird lber Hyaluronsdure-bindenden
Proteinen vermittelt. Diese werden auch als Hyaladherine bezeichnet. Zwar sind
zahlreiche Hyaladherine beschrieben, die wesentliche HA-vermittelte Signallibertragung
erfolgt aber laut aktueller Literatur Gber CD (cluster of differentiation) 44 sowie RHAMM
(receptor for hyaluronan mediated motility) (Day & Prestwich, 2002). Bei CD44 handelt es
sich um ubiquitdar vorkommendes Transmembranprotein mit einer N-terminalen
extrazelluldren HA-bindenden Domédne sowie einem zytoplasmatischen C-terminalen
Anteil mit Phosphorylierungsdomanen, Gber welche eine intrazelluldre Interaktion mittels
Tyrosinkinase-Signalwegen vermittelt wird. Durch alternatives Splicing kann CD44 in
verschiedenen Isoformen auftreten (Misra et al.,, 2015). RHAMM findet sich ebenfalls
ubiquitar auf Zelloberflaichen, besitzt allerdings keine transmembrandre Domane,
sondern ist Uber einen Glycosylphosphatidylinositol-Anker in der Zellmembran befestigt.
Ein weiterer Unterschied zu CD44 besteht im zusatzlichen Auftreten von RHAMM im
Zytosol sowie im Zellkern. Die HA-Bindung erfolgt iber eine C-terminale Bindungsdomane

(Misra et al., 2015).

Im Laufe der letzten Jahrzehnte wurden zahlreiche von diesen Rezeptoren vermittelte
Signalwege beschrieben. Im physiologischen Kontext kommen beiden Rezeptoren dabei
Funktionen in der Zellhomdostase zu, insbesondere bei der Regulation von proliferativen
Prozessen und Zellmigration (Turley et al., 2002). Passend dazu ist verstirkte CD44-
Expression im Zusammenhang mit malignen Erkrankungen mit einer erhéhten Invasivitat
und Proliferationsrate der Tumore assoziiert. Auch RHAMM=Signallibertragung ist im
Kontext von Tumorerkrankungen mit einer erhohten apoptotischen Resistenz der
Tumorzellen assoziiert (Misra et al.,, 2015). Die Bedeutung der durch endogene HA
vermittelten Zellkommunikation im Rahmen angiogener Prozesse im

pathophysiologischen Kontext ist noch nicht abschlieRend geklart.
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1.6 Die Glykokalix

Zusatzlich zu der EZM existiert noch eine weitere Struktur, welche den Zellverbund der
GefaBwandung umgibt. Zwischen der Tunica intima des GefalRendothels und dem
zirkulierenden Blut befindet sich eine gittergewebsartige Gelstruktur, welche in ihrer
Zusammensetzung der EZM ahnelt und als Glykokalix bezeichnet wird. Membranstdandige
Proteoglykane und GAGs wie Heparinsulfat, Chondroitinsulfat und HA bilden die
Grundstruktur der Glykokalix. Dadurch ergibt sich eine negative Ladung dieser
Gewebsschicht, was bereits aufgrund von elektrostatischen Effekten zu einer Abgrenzung
gegenlber ladungstragenden Molekdilen im Blut fiihrt. Zudem finden sich dort zahlreiche
Glykoproteine aus der Familie der Selektine, Integrine und Immunglobuline. Diese
vermitteln Zell-Zell-Kontakte zwischen dem GefdBendothel und den zelluldren
Bestandteilen des Blutes (Gaudette et al., 2020). Eine Besonderheit gegeniliber der EZM
stellen dabei die fadenartigen Ausziehungen dar, welche die Glykokalix-Matrix nach
intraluminal bildet. Diese reichen zwischen 100 und 750 nm in das GefaRlumen hinein
(Abb. 1.5). Dabei unterlieg die Dicke der Glykokalix Schwankungen in Abhangigkeit von
der Scherbeanspruchung durch den Blutfluss einerseits sowie von pathophysiologischen
Zustianden andererseits. So fihren etwa Inflammation, ischdmische Zustinde,

Hyperglykamie oder oxidativer Stress zu einer Dichteabnahme (Becker et al., 2010).

Obwohl die Existenz einer dem GefalRendothel aufliegender Gewebsschicht bereits 1940
postuliert (Danielli, 1940) und 1963 nachgewiesen wurde (Bennet, 1963), blieb deren
Bedeutung im Zusammenhang mit vaskuldaren Prozessen lange unklar. Dies ist zu groRen
Teilen darauf zuriick zu fiihren, dass gangige Fixierungsmethoden zur Gefalldarstellung
die Glykokalix nicht erhalten. In den letzten Jahrzehnten hat sich dank entsprechenden
Fixierungs- und Untersuchungsmethoden ein differenziertes Bild der Glykokalix und ihrer
Bedeutung ergeben. So zeigt sich nach Degradation der Glykokalix eine erhdhte Adhésion
von Thrombo- und Leukozyten an das Endothel mit einem draus resultierenden
andauernden inflammatorischen Zustand (Becker et al., 2010). Ebenso flihren Schaden an
der Glykokalix zu einer verstarkten kapilldren Leckage und einer daraus resultierenden
vermehrten Extravasation von Flussigkeit (Brueggeretal.,, 2005) sowie zu einer

Herabsetzung der Blutfluss-vermittelten GefaRreagibilitat (Nieuwdorp et al., 2006).
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Abb. 1.5: Schematische Darstellung der Glykokalix in einem kapillaren GefaB. (A) Dargestellt ist
ein schematischer GefalRquerschnitt einer Kapillare mit der Endothelzellschicht und der ihr
faserartig erscheinend aufgelagerten Glykokalix, wie sie im elektronenmikroskopischen Bild zur
Abbildung kommen wirde. Die umgebende EZM ist nicht mit dargestellt. (B) Im zehnfach
vergroBerten Ausschnitt kommt die fadenartige nach intraluminale ausgerichtete Struktur der
Glykokalix zur Darstellung. EZM = Extrazelluldre Matrix. Abbildungen modifiziert nach Gaudette
et al., (2020).

1.7 Angiogenese

1.7.1 Definition

Der Begriff Angiogenese beschreibt nach gebrauchlicher Definition die Bildungen von
neuen Gefdllen oder GefdlRabschnitten aus bereits bestehenden vaskuldren Strukturen.
Dies grenzt Angiogenese von dem Begriff der Vaskulogenese ab, welcher die vorwiegend
im Rahmen der Embryonalentwicklung stattfindende de novo Bildung von GefalRen aus
vaskuldaren Progenitorzellen bezeichnet (Hanahan & Folkman, 1996). Teils wird weiterhin
der Begriff Arteriogenese abgegrenzt, welcher die Ausreifung von bestehenden Kapillaren
oder kleinkalibrigen Gefalle zu GefalRen der arteriellen Strombahn (unter Bildung einer
Tunica media) meint, wie sie etwa bei veranderten Stromungsverhéltnissen im Rahmen

von Kollateralisierungsprozessen auftritt (Carmeliet, 2000).
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1.7.2 Zelluldrer Mechanismus

Vorraussetzung fir das Ablaufens des im Folgenden als Angiogenese bezeichneten
Prozesses ist zunachst ein entsprechender pro-angiogener Reiz, etwa durch eine im an
das Gefall angrenzende Gewebe bestehende Hypoxie. Dies fuhrt zur Aktivierung von
verschiedene Signalmolekiile wie etwa der Gruppe der vascular endotheliar growth
factors (VEGF) oder auch der Angiopoetine (ANG). Vermittelt durch diese kommt es
zunachst zu einer Stickstoffmonoxid-initiierten Vasodilatation und Erhéhung der
Gefallpermeabilitdit in einem zuvor ruhenden reifen Gefdll (Carmeliet, 2000).
Ausgewadhlte Zellen aus der Endothelschicht differenzieren dann unter dem
proangiogenen Zytokinmilieu zu sogennanten tip cells, welche mit Filopodien ausgestattet
sind. Diese erlauben den tip cells, aus dem Zellverbund des Endothels in Richtung der pro-
angiogenen Signale zu emigrieren (Abb. 1.6B). Die angrenzenden Endothelzellen nehmen
die Rolle von sogenannten stalk cells ein und sichern damit eine Kontinuitdt des
aussprossenden Zellverbundes zu dem urspriinglichen Gefall (Abb. 1.6C). Zudem entsteht
durch die von den stalk cells gebildete Endothelsicht eine vollstandige Gefallinnenwand.
Treffen nun Aussprossungen verschiedener GefalRe auffeinander, kann sich aus diesen ein
neues unreifes GefaR mit durchgangigem Lumen formieren. Dieses wird von dem
Blutstorm des UrsprungsgefdBes durchspilt. Dies wiederrum fiihrt zu einer
stromungsvermittelten Stimulation der Endothelschicht und initiert iber beispielweise
den plateled-derived growth factor (PDGF-B) oder transforming growth factor-B (TGF-B)
eine weitere Reifung des GefdRastes durch Anlagerung von Perizyten an die
Endothelzellen. Diese Perizyten stabilisieren durch Zell-zu-Zell-Kommunikation mit dem
Endothel den sich neu bildenden Gefdllast, beispielsweise lber Freisetzung von ANG-1
(Herbert & Stainier, 2011), wodurch es zu einer Ausreifung des neugebildeten GefaRastes
kommt (Abb. 1.6D). Sollte ein Blutfluss in den aussprossenden GefdalRabschnitten
ausbleiben, kommt es zu einer Rickbildung des GefdRastes anstatt der Bildung eines

reifen Gefdlles (Carmeliet & Jain, 2011).
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Abb. 1.6: Zelludrer Mechanismus der Angiogenese. (A) Schematische Darstellung eines ruhendes
reifes Gefdles. (B) Durch eine Gewebehypoxie kommt es zu einem ischdmischen Reiz in der
angrenzenden EZM, wodurch sich ausgewdhlte Endozellen zu sog. tip cells differenzieren. (C)
Angefiihrt von diesen tip cells bildet sich eine GefaBaussprossung, welche dem ischamischen Reiz
folgt. Durch den Blutfluss in der Aussprossung kommt es zur Aktivierung der stalk cells
(Verfolgerzellen), welche eine weitere Endotholproliferation sowie Perizytenrekrutierung
induzieren. (D) Nachdem diese Aussprossung auf einen weiteren GefdRast getroffen ist und somit
ein durchgangiges Lumen entsteht, interagieren die Endothelzellen und Perizyten des neuen
GefaRabschnittes miteinander, um eine Ausreifung der Zellwandung zu erméglichen. Abbildungen
modifiziert nach Carmeliet und Jain, (2011).
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1.7.3 VEGF-A als wesentlicher Mediator der Angiogenese

Fur das Ablaufen eines physiologischen Angiogeneseprozesses bedarf es einer Vielzahl an
Mediatoren. Als prominentester Vertreter der pro-angiogenen Molekiile ist hier die
Gruppe der vascular endotheliar growth factors (VEGF) zu nennen. Zuerst 1983 als
vascular permeability factor (VPF) (Senger et al., 1983) beziehungsweise 1989 erstmalig
als VEGF (Ferrara & Henzel, 1989) beschrieben, handelt es sich hierbei um ein spater als
VEGF-A bezeichnetes homodimerisches Glykoprotein von etwa 45 kDa Molekulargewicht,
verbunden Uber eine kovalente Bindung mittels zweier Disulfid-Briicken. Im Verlauf der
Jahrzehnte wurde die VEGF-Molekilfamilie um VEGF-B, den placental growth factor
(PIGF), VEGF-C, VEGF-D, den viralen VEGF-E sowie den in Schlangengift vorkommenden
VEGF-F erweitert. Uber alternatives Splicing im Rahmen der Proteinsynthese kénnen von
den einzelnen Varianten jeweils noch Isoformen gebildet werden, die sich in ihren
Aminosauresequenzen unterschieden (Yamazaki & Morita, 2006). Dabei kdnnen einzelne
Isoformen, hauptsachlich VEGF-Aijesb  auch anti-angiogene Effekte vermittelen
(Bates et al., 2002). Von den oben genannten pro-angiogenen Molekiile der VEGF-Gruppe
entfaltet insbesondere VEGF-A seine Wirkung Uber die Interaktion mit zwei
membranstandigen Tyrosinkasen-Rezpeptoren auf der Oberflaiche von Endothelzellen,
bezeichnet als VEGF-Rezeptor-1 und -2 (Thomas, 1996). Ein dritter Rezeptor aus dieser
Familie, der VEGF-Rezeptor-3, interagiert hauptsachlich mit VEGF-C und —D und vermittelt

Uberwiegende lymphangiogene Prozesse (Ferrara, 2004).

Physiologischerweise spielt VEGF-A im menschlichen Organismus vor allem eine Rolle im
Rahmen der Gefdlentstehung wahrend der Embryonalentwicklung. Darliber hinaus
gewinnt er aber bei patholgischen Prozessen wieder an Bedeutung. So kommt ihm eine
entscheidende Rolle bei Erkrankungen mit angiogenen Prozessen zu, etwa im Rahmen der
Neovaskularisierung von Tumoren (Carmeliet, 2005). Diese Erkenntnis flihrte zu
Entwicklung von Inhibitoren der VEGF-A vermittelten Signaltransduktion zur Therapie
diverser onkologischer Erkrankungen (Melincovici et al.,, 2018). Auch im Rahmen der
pathologischen GefdaBneubildung bei der feuchten Makuladegeneration stellt eine
Injektion von VEGF-A-Antikdrpern eine Therapieoption dar (Finger et al., 2007). Eine

klinische Anwendung des pro-angiogenen Effektes von VEGF-A exisitiert bislang nicht.
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Im Mausmodell der unilateralen Hinterlaufischamie als Tiermodell fiir eine kritische
Extremitatenischdmie zeigte sich nach Uberexpression von VEGF-A zwar eine Erhéhung
der sonographisch gemessenen Perfusion und der Neovaskularisierung in der
Unterschenkelmuskulatur, jedoch keine Auswirkung auf die Bildung von Arteriolen im
Oberschenkel (Jazwa et al., 2015). Beschrieben ist zudem eine erhdhten Verlustrate des
Hinterlaufs im besagten Mausmodell nach Uberexpression von VEGF-A durch

Odembildung und Muskelzellnekrose (Masaki et al., 2002).

1.8 Das Mausmodell der unilateralen Hinterlaufischamie

Um angiogene Vorgange und mogliche Einflussfaktoren auf diese untersuchen zu kénnen,
bedarf es eines reproduzierbaren, belastbaren und praktisch umzusetzenden Tiermodells.
Die Maus hat sich in der Wissenschaft bei verschiedensten Fragestellungen augrund ihrer
grundlegenden biologischen wie genetischen Ahnlichkeit zum Mensch sowie der
verhédltnismaRig einfachen Moglichkeit zur genetischen Manipulation als das maligebliche
Versuchtier der Gattung der Saugetiere etabliert (Denny & Justice, 2000). Die Maus
besitzt ein grundlegend evolutionar dem Menschen gleich aufgebautes zweigeteiltes
Blutkreislaufsystem. In diesem wird die untere Extremitdat ab Hohe des Beckens von
einem arteriellen Gefal3, der Arteria femoralis versorgt. Diese teilt sich erst spater in
kleinere arterielle GefdRaste auf. Damit bietet sich die Moglichkeit, durch operative
Manipulation an einem gut zugadnglichen, auch makroskopisch darstellbaren Gefal§ eine
relevante Ischamie in dem funktionellen Endstromgebiet der unteren Extremitat zu
erzeugen und die Folgen dieser zu untersuchen. Da es sich bei der Induktion um eine
Manipulation an einem peripheren Gefal} handelt, ist die perioperative Mortalitat im
Gegesatz zu Manipulationen an cardialen oder cerebralen GefdlRen zudem niedrig
(Niiyama et al., 2009). Auch steht mit der Gegenseite eine tierinterne, nicht-ischamische

Referenz zur Verfligung.
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1.9 Die Hyaluronsduresynthase-3 defiziente Maus

Zur Untersuchung des Einflussfaktors der endogenen Hyaluronsduresynthese bedurfte es
daher einer Maus, deren endogene Synthese im Vergleich zum Wildtypen kompromittiert
ist. Mittels molekulargenetischer Methoden wurde daher im Vorfeld durch die Firma
genOway (Lyon Cedex, Frankreich) eine Maus erzeugt, die keine funktionelle Has3

exprimiert.

Hierzu wurde das Exon2 des murinen Has3-Gens komplett durch das fiir die humane
HAS3 kodierende menschliche Gen ersetzt. Als positiver Selektionsmarker fand hierbei
das Neomycin-Geneticin-Resistenzgen neoR Verwendung. Dieses ist mittels zweiter FRT-
Sequenzen markiert und wurde (iber eine Rekombination mit einem Flippase-tragenden
Mausstamm entfernt. Es verbleibt das von zwei loxP-Sequenzen flankierte HAS3-Gen.
Diese funkieren als Erkennungssequenzen fiir die Cre-Rekombinase. Die loxP-markierte
Maus wurde anschlieBend mit einer Cre-Rekombinase tragenden Maus verpaart. Dadurch
kam Uber Rekombination der zwischen den loxP-Sequenzen gelegenen Erbinformationen
zu einem genetischen Verlust des Exon2. AnschlieBend wurde der so generierte Knock-
Out-Stamm Uber mehere Genrationen zu dem urspriinglichen Wildtypstamm C57BL/6)
der Firma Janvier Labs (Le Genest-Saint-Isle, Frankreich) zurilickgekreuzt. Die am Ende
erzeugte Has3-Knock-Out-Maus produziert also durch das Fehlen des Exon2 keine
funktionierende Hyaluronsauresynthese-3 mehr, ist aber ansonsten genetisch identisch
zu denen als Wildtypvergleich dienenden C57BL/6J Mausen (siehe auch Abb. 1.7). Dieses
Verfahren zur Generierung bestimmter Knock-Out-Phanomtypen stellt einen etablierten

Standart dar (Belizario et al., 2012).
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Abb. 1.7: Knock-Out der Gensequenz des fiir Has3 codierenden Gens in der Has3-KO-Maus. Die
fur die Has3 codierende Gensequenz tragt ihr ATG-Startcodon auf dem Exon2 (A). Diese Sequenz
wird zunachst durch die fir die humane HAS3 codierende Gensequenz ersetzt (B). AnschlieBend
wird zunachst der neoR-Markierungsvector mittels des Flippase(Flp)-Enzyms entfernt. Es verbleibt
die HAS3-Sequenz, welche von zwei loxP-Sequenzen flankiert wird (C). Diese werden von der Cre-
Rekombinase erkannt und die Sequenz dazwischen entfernt. Das Erbgut des so entstandenen
Mausstammes codiert also durch induzierten genetischen Verlust des Startcodon-tragenden
Exon2 nicht mehr fir eine funktionable Has3 (D). Abbildung mit freundlicher Genehmigung von
Prof. Dr. J. Fischer, Direktor des Instituts fiir Pharmakologie und Klinische Pharmakologie,
Universitatsklinikum Diisseldorf.
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1.10 Ziele der Arbeit

Da es, wie eingangs dargestellt, Unterschiede in der Wirkung von exogen applizierter
Hyaluronsdure auf angiogene Prozesse in Abhangigkeit von der Art der Applikation, als
auch der molekularen Beschaffenheit gibt, soll in dieser Arbeit untersucht werden, ob die
endogene Hyaluronsduresynthese einen Effekt auf die Angiogenese nach Ischamie hat. Es

ergeben sich dabei zwei konkrete Fragestellungen:

1.) Gibt es einen Unterschied im AusmaR der Angiogenese im Mausmodell der
unilateralen Hinterlaufischamie im Vergleich der ischdamischen und nicht-
ischamischen Wadenmuskeln von Hyaluronsduresynthase(Has)-3 defizienten

Mausen im Vergleich zu Wildtyp(WT)-Kontrollen?

2.) Gibt es Unterschiede in der Akkumulation/Verteilung von Hyaluronsaure in der

ischamischen und nicht-ischamischen Wadenmuskulatur von Has3 defizienten

Mausen im Vergleich zu Wildtyp(WT)-Kontrollen?
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2. Material und Methoden

2.1 Verwendete Materialen

Mannliche Mause (C57BL/6J Mause) im Alter von 17 — 20 Wochen, Wildtypen
(Janvier Labs, Le Genest-Saint-Isle, Frankreich) sowie Has3-Knock-Outs (genOway,
Lyon Cedex, Frankreich)

Sucrose [Saccharose, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland, cat. no.: 1076875000]
Kryopreservations-Medium [KP-CryoCompound, Frozen Tissue Medium, Klinipath
BV, Duiven, Niederlande, cat. no. 1620-C]

FlUssiger Stickstoff (bspw. Linde AG, Miinchen, Deutschland)

2-Methylbutan 299,5 % (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA, cat. no. 59070)

Aceton 299,5 % (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland, cat. no. 5025)
Destilliertes Wasser

Kaliumchlorid (KCl) (Merck, cat. no. 104936)

Kalium-Dihydrogen-Phosphat (KH2PO4) (Merck, cat. no. 104873)
di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat (Na;HPOs + 2 H,0) (Merck, cat. no.
106580)

Natriumchlorid (NaCl) (Carl Roth, cat. no. 3957.1)

Chlorwasserstoffsaure (z.B. 10 % HCI; Carl Roth, cat. no. 0710)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Trizma® base, Sigma-Aldrich, cat. no. T1503)
Fetales Kalberserum (FCS) (Life Technologies, Carlsbad, USA, cat. no. 10270-098)
Bovines Serumalbumin (BSA) (Sigma-Aldrich, cat. no. A9418)

Anti-CD31 Antikoérper[MEC 7.46] (ab7388) (Abcam, Cambrige, UK, cat. no. ab7388)
Rhodamin Red X anti-rat Antikorper (Jackson ImmunoResearch Labs, West Grove,
USA, cat. no. 112-295-167)

Anti-alpha smooth muscle Actin Antikorper (ab5694) (Abcam, cat. no. ab5694)
Alexa Fluor 488® goat anti-rabbit IgG Antikorper (Life Technologies, cat. no. A-
11008)

Roti®-Mount FluorCare DAPI (4,6-Diamidin-2-phenylindol; Carl Roth, cat. no.
HP20.1)

Roti®-Mount (Carl Roth, cat. no. HP68.1)
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Roticlear® (Carl Roth, cat. no. A538.1)

30% Wasserstoffperoxid-Losung (H,02; Carl Roth, cat. no. 8070.2)

Kieselgel-Kugeln (bspw. Carl Roth, cat. no. P077)

Hamatoxylin-Farbeldsung (bspw. Sigma-Aldrich, cat. no. HHS32-1L)
Hyaluronsaure-Bindeprotein (Sigma-Aldrich, cat. no. H9910-.05MG)
Diaminobenzidin (DAB, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA, cat. no.
34002)

Streptavidin-Meerrettichperoxidase (Sigma-Aldrich, cat. no. RABHRP3-600UL)

Avidin/Biotin-Blockierlésungen (Thermo Fisher Scientific, cat. no. 004303)

2.2 Verwendete Gerdtschaften

15 ml Reaktionsgefdfle (Falcon-Tube, Corning, Inc., Corning, NY, USA, cat. no.:
352095)

Zylinder zur Kryoeinbettung von Gewebe (Dosen mit Schnappdeckel, 3 ml,
Oehmen Labortechnik, Essen, Deutschland, cat. no.: 9.401820)

Mikrokryotom (Leica 1850 CM, Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland)
Superfrost Objekttrager (SuperFrost plus, R. Langenbrinck, Emmendingen,
Deutschland, cat. no. 03-0060)

Kryo-Lagerungsboxen (bspw. Carl Roth, cat. no. TP28.1)

Dewar-Behilter (bspw. Carl Roth, cat. no. PP15.1)

Plastikbecher (bspw. Carl Roth, cat. no. C116.1)

Handpipette 0.5-10 pL (bspw. Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland, cat. no.
3120000020)

Handpipette 20—200 uL (bspw. Eppendorf, cat. no. 3120000054)

Handpipette 100-1000 uL (bspw. Eppendorf, cat. no. 3120000062) (optional)
Pipettenspitzen fir Handpipetten (bspw. Starlab International GmbH, Hamburg,
Deutschland, cat. no. S1111)

Eppendorf Safe-Lock Probenroéhrchen, 1.5 mL (Eppendorf, cat. no. 0030120086)
Feuchte Kammer

Imagel Software (Version 1.48a, http://imagej.nih.gov/ij/)

Imagel cell counter plugin (http://imagej.nih.gov/ij/plugins/cell-counter.html)
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e Floureszenzmikroskop (Carl Zeiss Axio Imager.M2, Carl Zeiss, cat. no. 490020)
e Mikroskopkamera (Carl Zeiss AxioCam Hrc, cat. no. 426510-9901-000)
e Fluoreszenzleuchte (Carl Zeiss HXP 120 C, cat. no. 423013-9010-000)

2.3 Reagenzienzvorbereitung

e 20x phosphatgepufferte Kochsalzlosung (PBS): 8 g KCL, 8 g KH,PO4, 320 g NaCl und
55,2 g NaHPO4 + 2 H,0, auf 2000 ml Aqua dest. Der ph-Wert wird mittels HCI auf
7,4 eingestellt.

e 10x Tris-gepufferte Kochsalzlosung (TBS): 24,2 g
Tris(hydroxymethyl)aminomethan, 80 g NaCl, auf 1000 ml Aqua dest. Der ph-Wert
wird mittels HCl auf 7,6 eingestellt.

e 1x phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS): Verdiinnen der 20x PBS mit Aqua
dest. in einem Verhaltnis von 1/20.

e 1x Tris-gepufferte Kochsalzlésung (TBS): Verdiinnen der 10x TBS mit Aqua dest. in
einem Verhaltnis von 1/10.

e 3% Wasserstoffperoxid-Losung (H203): Verdiinnen von 30% H,0,-Lésung mit 1x
PBS im Verhaltnis von 1/10.

e 1% BSA-Losung: Verdiinnen von bovinem Serumalbumin (BSA) in 1x TBS in einem
Verhiltnis von 1/100 (Gew/Vol).

e Blockierlésung: Verdinnen von fetalem Kalberserum (FCS) mit 1x TBS in einem
Verhaltnis von 1/10 (Vol/Vol). Hinzufligen von bovinem Serumalbumin (BSA) in

einem Verhaltnis von 1/100 (Gew/Vol). Diese wurde bei -20 °C gelagert.

2.4 Vorbereitung

Um die im ischamischen Hinterlauf stattgefundene Angiogenese beurteilen und mit dem
nicht-ischamischen Hinterlauf vergleichen zu konnen, erfolgte die immunhistologische

Aufarbeitung der Wadenmuskulatur zur Darstellung der Kapillardichte.

Hierzu wurde zunachst in Vorarbeiten durch Herrn Dr. Freudenberger bei oben
genannten C57BL/6) Mausen eine unilaterale Hinterlaufischamie induziert. Um

Mentruationszyklus-abhangige Konzentrationsschwankungen von mdglicherweiser pro-
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oder antiangiogenen Hormonen als Einflussfaktor auszuschlieRen, wurden ausschlieRlich
mannliche Mause als Versuchstiere verwendet. Die Tiere wurden innerhalb eines zwolf
Stunden Tag-Nacht-Rhythmus gehalten und hatten freien Zugang zu pathogen-freiem
Wasser sowie Standarttrockenfutter. Es fand ein modifiziertes Vorgehen nach Limbourg
et al. (2009) Verwendung. Da die in unserem Versuchsaufbau verwendeten C57BL/6)
Mause per se eine gute Erholung nach Ischamie zeigen (Helisch et al., 2006), wurde das
beschriebene Verfahren modifizert, um eine drastischere Ischamie zu induzieren. Dazu
erfolgte zusatzlich zu den Ligaturen der Femoralarterie eine Teilexzision der Arterie
zwischen den distal gelegenen Ligaturen [Abb. 2.1, Vorgehen publiziert in Driesen et al.,
(2016)]. Nach diesem Eingriff erfolgte eine 35-tdgige Erholungsphase, wahrend welcher
durch den Operateur an festgelegten Zeitpunkten der Blutblutfluss in beiden Hinterldaufen
mittels laser doppler perfusion imaging (LDPI) kontrolliert wurde. Nach 35 Tagen erfolgte
dann in einem Finalversuch die Opferung der Mausen und Entnahme der
Wadenmuskulatur. Die Tierversuche wurde entsprechenden den Richtlinien des
Landesamtes fir Natur, Umwelt und Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen nach § 8
des Tierschutzgesetzes durchgefiihrt. Die beschriebenen Untersuchungen wurden im
Rahmen der Tierversuchsgenehmigung mit dem Aktenzeichen 84-02.04.2012.A292
durchgefihrt.

Die Wadenmuskulaturproben wurden in 15% Sucroselésung bei 4 °C Uber Nacht
aufbewahrt, am nachsten Tag in 30% Sucroseldsung tGberfihrt und eine weitere Nacht bei
4 °C gelagert. AnschlieBend wurden die Praparate in Kryopreservations-Medium
(Klinipath BV, Duiven, Niederlande) eingebettet und durch zuvor mittels flissigem
Stickstoff (Linde AG, Miinchen, Deutschland) auf -40 °C gekihltem 2-Methylbutan (Sigma
Aldrich, St. Louis, USA) kryofixiert.
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Abb. 2.1: Induktion der Ischdmie in Vorarbeiten durch Herrn Dr. Freudenberger. Dargestellt ist
der Operationssitus nach Freilegung der Arteria femoralis (A). Es wurden vier Ligaturen im
Verlauf der Arterie gesetzt (rote Asteriske). Die distalste Ligatur erfolgte dabei knapp proximal
der Bifurkation in die anterioren und posterioren TibialgefaRe (B). Eine weitere Ligatur wurde im
Verlauf der Arterie auf Hohe eines reproduzierbar auftretenden Fettpolsters vorgenommen (C).
Die proximalste Ligatur erfolgte proximal der Anlagerungsstellte des Nervus femoralis an die
Arterie (gelber Asterisk), um durch die Ligatur sicher auch die Arteria profunda femoris zu
erfassen, welche proximal dieser Stelle in der Tiefe vom HauptgefaR abgeht. Zur Sicherstellung
der Induktion einer suffizienten Ischamie erfolgte hier eine doppelte Ligatur sowie eine Exizion
der Arterie zwischen den Ligaturen (D). Abbildung modifiziert nach Driesen et al., (2016).
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Aus den so fixierten Wadenmuskeln wurden nun histologische Schnitte mit einer Dicke
von jeweils 10 um unter Nutzung eines Leica CM1850 Mikrokryotoms (Leica
Microsystems, Wetzlar, Deutschland) bei -20 °C Arbeitstemperatur angefertigt. Die
Schnittfiihrung erfolgte hierbei vom proximalen Absetzungsende (in Projektion auf Hohe
der Femurkondylen gelegen) zum distalen Ende (entspricht dem Ubergang der

Wadenmuskulatur in die Achillessehne).

Um moglichst grofRe Vergleichbarkeit zwischen den untersuchten Prdparaten und somit
spater eine reproduzierbare und standartisierte Analyse der Kapillardichte
sicherzustellen, wurde Wert auf einen anatomisch-morphologischen Referenzpunkt
innerhalb der Wadenmuskulatur gelegt. Trotz einer gewissen morphologischen
Variabilitdat aufgrund der Physiologie des Muskelgewebes fand sich dieser in Form von
zwei histologisch gut verfolgbaren GefalRen (siehe Abb. 2.2). Diese treten im Prdparat
nicht vor einer Schnittstrecke von mindestens 0,5 cm (ab proximalem Absetzungsende)
auf und definieren die erste zur spateren Analyse festgelegte Ebene. Um einen
Querschnitt (iber die Kapillardichte auf verschiedenen Hohen innerhalb der
Wadenmuskulatur zu erhalten wurden vier weitere Ebenen zum Anfarben aufgezogen,

jeweils im Abstand von 200 um zueinander (Abb. 2.2).

10 pm dicke Schnitte

Erste Ehere definient durnch
anatomisch morphologische
Referenz

Jeder Schnitt wurde aufgeaosen
2 Schnitte pro Dhjektager

- 5 Ebenen jewsils im Abstand von
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LY i
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Abb. 2.2: Schematische Darstellung der Schnittfiihrung und des Prozedere. Wadenmuskulatur
dargestellt in Richtung der Schnittfihrung im Mikrokryotom. Die beiden Asteriske (**) zeigen
dabei das proximale Absetzungsende an und wiirden sich in Projektion etwa auf Hohe der
Femurkondylen befinden. Der alleinstehende Asterisk (*) zeigt das distale Absetzungsende an
der Achilles-Sehne an. Abbildung modifiziert nach Driesen et al., (2016).
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2.5 Immunhistochemische Farbung

2.5.1 Fluoreszenzfirbung von CD31 und a-SMA

Die so gewonnenen Schnitte wurden bei -20 °C gelagert. Anschliefend erfolgte das

Immunhistologische Anfarben der Schnitte. Um Kapillaren darzustellen und von

Arteriolen und Arterien zu unterscheiden, fand das Oberflichenantigen CD31 wie in der

Literatur beschrieben als Marker fiir Kapillarendothel Verwendung (Egami et al., 2006).

Das a-smooth muscle actin (aSMA) diente als Marker fiir glatte Muskelzellen, welche die

Tunica media von Arteriolen und Arterien umfassen (Skalli et al., 1986) .

Um den Einfluss duBerer Storfaktoren zu minimieren, erfolgte das Anfirben aller

Praparate einer Ebene der Testgruppen stets in einer Charge nach folgendem Protokoll:

1.)

2)

3)

4.

5.)

6.)

7)

Zundachst Auftauen der Praparate bei Raumtemperatur in Lagerbox flir zumindest
eine Stunde.

Fixierung der Gewebeproben in 100% Aceton bei 4 °C fir 20 min.

Spilen mit 1x PBS bei Raumtemperatur fiir 5 min. Insgesamt drei Mal.

Inkubation in Blockierl6sung (siehe Reagenzienzvorbereitung) fir 1 Stunde bei
Raumtemperatur zur Blockade unspezifscher Bindungsstellen.

Inkubation der Gewebeproben mit dem Erstantikorper gegen CD31 bei 4 °C lber
Nacht. Als CD31-Antikorper fand ein rat anti-mouse CD31-Antikérper (ab7388,
Abcam, Cambrige, UK) Verwendung, in Blockierlésung im Verhaltnis 1:100
verdliinnt. Auf die jeweiligen Negativkontrollen wurde kein Erstantikorper,
sondern lediglich Blockierlésung pipettiert. Die Inkubation fand in einer feuchten
Kammer statt.

Spulen mit 1x PBS bei Raumtemperatur fir 5 min. Insgesamt drei Mal.

Alle folgenden Schritte wurden lichtgeschitzt durchgefiihrt, um die Fluoreszenz
der Zweitantikorper nicht zu kompromettieren.

Inkubation der Gewebeproben mit dem ersten Zweitantikorper fur 1 Stunde bei
Raumtemperatur. Als Zweitantikérper wurde Rhodamin Red X anti-rat-Antikoper
(Jackson ImmunoResearch Labs, West Grove, USA) benutzt, in 1x PBS 1:100
verdiinnt. Sowohl Positiv- als auch Negativkontrollen wurden mit Zweitantikorper

inkubiert. Die Inkubation fand lichtgeschiitzt in einer feuchten Kammer statt.

27



8.) Spilen mit 1x PBS bei Raumtemperatur fiir 5 min. Insgesamt drei Mal.

9.) Inkubation der Gewebeproben mit dem Erstantikorper gegen a-SMA fiir 1 Stunde
bei Raumtemperatur. Als aSMA-Antikorper fand ein rabbit anti-mouse a-smooth
muscle actin-Antikorper (ab5694, Abcam) Verwendung, in Blockierldsung im
Verhaltnis 1:100 verdiinnt. Auf die jeweiligen Negativkontrollen wurde kein
Erstantikdrper, sondern lediglich Blockierldsung pipettiert. Die Inkubation fand
lichtgeschiitzt in einer feuchten Kammer statt.

10.) Spilen mit 1x PBS bei Raumtemperatur fir 5 min. Insgesamt drei Mal.

11.) Inkubation der Gewebeproben mit dem zweiten Zweitantikorper fiir 1 Stunde bei
Raumtemperatur. Als Zweitantikdrper wurde goat anti-rabbit Alexa Flour 488-
Antikorper (Life Technologies, Carlsbad, USA) benutzt, in 1x PBS 1:100 verdiinnt.
Sowohl Positiv- als auch Negativkontrollen wurden mit Zweitantikorper inkubiert.
Die Inkubation fand lichtgeschiitzt in einer feuchten Kammer statt.

12.) Spilen mit 1x PBS bei Raumtemperatur fir 5 min. Insgesamt drei Mal.

13.) Einbetten der Gewebeproben mit Roti®-Mount FluorCare DAPI (Carl Roth,
Karlsruhe, DE). Darin enthalten ist eine Kernfarbung mittels 4,6-Diamidin-2-

phenylindol (DAPI)

2.5.2 DAB-Firbung von Hyaluronsdure

Um zudem analysieren zu kénnen, ob es Unterschiede in dem Gehalt oder der Verteilung
von Hyaluronsdure innerhalb der einzelnen Muskelproben zum Zeitpunkt der
Kapillardichtenbestimmung gibt, erfolgte desweiteren eine Anfarbung dieser mittels einer
Meerettichperoxidase-basierten ~ Diaminobenzidin(DAB)-Farbung nach  folgendem

Protokoll:

1.) Zunachst Auftauen der Praparate bei Raumtemperatur in Lagerbox flir zumindest
eine Stunde.

2.) Fixierung der Gewebeproben in 100% Aceton bei 4 °C fiir 20 min.

3.) Spulen mit 1x PBS bei Raumtemperatur flir 5 min. Insgesamt drei Mal.

4.) Inkubation der Gewebeproben mit Avidin-Blockierlosung (Thermo Fisher

Scientific, Waltham, USA) fir 10 min in feuchter Kammer zur Blockade
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unspezifischer endogener Avidin-Bindungstellen AnschlieRend Spilen mit 1x PBS
fur 5 min.

5.) Inkubation der Gewebeproben mit Biotin-Blockierlosung (Thermo Fisher Scientific)
fir 10 min in feuchter Kammer zur Blockade unspezifischer endogener Biotin-
Bindungstellen. AnschlieRend Spillen mit 1x PBS fiir 5 min.

6.) Inkubation in Blockierlosung (siehe Reagenzienvorbereitung) fiir 1 Stunde bei
Raumtemperatur zur Blockade unspezifscher Bindungsstellen.

7.) Inkubation der Gewebeproben mit dem Bindeprotein fir Hyaluronsdure bei 4 °C
Uber Nacht. Als Bindeprotein wurde HA-Bindeprotein (Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA) in 1:100 Verdinnung in 1% BSA verwendet. Auf die jeweiligen
Negativkontrollen wurde kein Bindeprotein, sondern lediglich 1% BSA-L&sung
pipettiert. Die Inkubation fand in einer feuchten Kammer statt.

8.) Spilen mit 1x PBS bei Raumtemperatur fiir 5 min. Insgesamt drei Mal.

9.) Inkubation in 3% H,0,-Losung (siehe Reagenzienvorbereitung) fir 5 min bei
Raumtemperatur zur Blockierung moglicher endogener Peroxidaseaktivitat.

10.) Spilen mit 1x PBS bei Raumtemperatur fir 5 min. Insgesamt drei Mal.

11.) Inkubation der Gewebeproben mit dem Detektionsenzym-Komplex fiir 1 Stunde
bei Raumtemperatur. Verwendet wurde Streptavidin-Meerettichperoxidase
(Sigma-Aldrich), in 1x PBS 1:200 verdinnt. Sowohl Positiv- als auch
Negativkontrollen wurden mit dem Detektionsenzym-Komplex inkubiert. Die
Inkubation fand lichtgeschiitzt in einer feuchten Kammer statt.

12.) Spilen mit 1x PBS bei Raumtemperatur fir 5 min. Insgesamt drei Mal.

13.) Spilen mit 1x TBS bei Raumtemperatur fiir 10 min.

14.) Inkubation mit DAB (Thermo Fisher Scientific) unter mikroskopischer Kontrolle
der Detektionsreaktion.

15.) Bei ausreichend Substratumsatz je nach Charge zwischen 2 — 10 min Beenden der
Detektionsreaktion durch Uberfiihren der Proben in Aqua dest. fiir 1 min.

16.) Kernfarbung durch Inkubation in Hamatoxylin-Farbel6sung (Sigma-Aldrich) fiir 1
min. AnschlieRend kurz Spiilen erst mit Leitungswasser, dann mit 1% HCL (Carl
Roth, Karlsruhe, DE).

17.) Blauen unter flieRend Leitungswasser flir 5 min. Anschlieend Spiilen in Aqua

dest. fir 1 min.
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18.) Entwassern der Gewebeproben durch Inkubation in aufsteigender Alkoholreihe
(70%, 96%, 99,9% Ethanol, Carl Roth) fiir jeweils 2 min. und Roticlear® (Carl Roth)
flr 5 min.

19.) Einbetten der Gewebeproben mit Roti®-Mount (Carl Roth).

2.6 Mikrokopie

2.6.1 Fluoreszenzmikroskopie

Nach dem Trocknen der so angefarbten Schnitte iber Nacht erfolgte die Aufnahme von
mehreren Gesichtsfeldern je Prdparat zur spdteren Analyse mittels eines
Fluoreszenzmikroskops (Axio Imager.M2, Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland) und der
entsprechenden Software (AxioVision, Version 4.8.2). Es wurden ein Okular mit 10-facher
VergroRerung sowie ein Objektiv mit 40-facher VergroRerung (EC Plan-Neofluar 40x/0.75
M27) benutzt, resultierend in Gesichtsfeldern mit 400-facher VergroRerung. Dies erlaubt
eine Analyse auch kleiner Strukturen wie den zu untersuchenden Kapillaren. Als
Fluoreszenz-Lichtquelle fand eine HXP 120 C Fluoreszenzlampe (Carl Zeiss) auf
Leuchtintensitatsstufe zwei Verwendung. Bei der benutzten Kamera handelte es sich um
eine AxioCam Hrc (Carl Zeiss) im ,Schwarz-WeiR-Standard“-Betriebsmodus. Da
standardisierte Aufnahmebedingungen fiir verlassliche Ergebnisse in der Fluoreszenz-
Mikroskopie unerlasslich sind, wurden Uber alle Aufnahmen hinweg folgende

Belichtungszeiten festgelegt:

1000 ms im Rhodamin-Kanal (Exzitation 540 nm, Emission 580 nm) fiir CD31-

Darstellung
350 ms im FITC-Kanal (Exzitation 498 nm, Emission 516 nm) flir aSMA- Darstellung
90 ms im DAPI-Kanal (Exzitation 359 nm, Emission 461 nm) fiir Kern-Darstellung

2.6.2 Lichtmikroskopie

Zur Auswertung der auf ihren Hyaluronsduregehalt angefarbten Gewebeproben fand das
oben genannte Mikroskop im Durchlichtmodus Verwendung. Als Kamera diente die

AxioCam Hrc (Carl Zeiss) im ,,standard-color“-Betriebsmodus. Als Belichtungszeit wurden
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345 ms gewahlt, bei einer Lampenspannung von 4,78 V. Diese Bedingungen wurden Uber

alle Aufnahmen unverandert beibehalten.

2.6.3 Auswahl der Gesichtsfelder

Die Kapillardichte innerhalb eines Schnittes unterscheidet sich je nach dem, wie nah das
mikrokopierte Gesichtsfeld Richtung Haut beziehungsweise Knochen gelegen ist
(Driesen et al., 2016). Um einen reprasentativen Durchschnitt tGber die Kapillardichte der
jeweiligen Schnittebene der Gewebeprobe zu bekommen, wurden deshalb neun
Gesichtsfelder pro Praparat zur Analyse aufgenommen, welche dem loko-regionalen
Unterschied der Kapillardichte Rechnung tragen. Die Auswahl dieser Gesichtsfelder
erfolgte standardisiert anhand von anatomisch-morphologischen Landmarken innerhalb
der Querschnitte, welche sich (iber alle Proben hinweg reproduzierbar auffinden lieSen

(siehe Abb. 2.3).
So wurden folgende Regionen pro Schnitt ausgewahlt:

1.) Zwei Regionen innerhalb des in der Draufsicht links gelegenen &dulReren
Kompartiment des Muskelquerschnitts (In Abb. 2.2 als 8 und 9 gekennzeichnet).
Eine Region liegt dabei nah dem prominenten arteriellen GefaRR dieses
Kompartiments (8), die zweite im knochenwarts gelegenen Ende dieses
Muskelbauchs (9).

2.) Vier Regionen im medialen Anteil des Muskels (In Abb. 2.2 als 4 bis 7
gekennzeichnet). Dieser wird durch einen Bindegewebsstrang von einem rechts
gelegenen duferen Muskelanteil getrennt. Desweiteren trennt ein horizontal
verlaufender Bindegewebsstrang, welcher zudem ein weiteres prominentes
arterielles Gefals enthalt, das mediale Kompartiment in einen hautwarts- sowie
einen knochenwarts gelegenen Anteil (siehe Abb. 2.2).

Ein Gesichtsfeld liegt dementsprechend im obersten Teil des hautwarts
orientieren Muskelanteils (4), ein weiteres nahe des arteriellen GefalRes oberhalb
der horizontalen Trennlinie (5). Das dritte Gesichtsfeld liegt unterhalb dieser
Trennlinie, direkt neben einem Uber alle Praparate gut sichtbaren Nervenbiindel
(6). Die vierte Region liegt im unmittelbar knochenwarts orientierten Ende des

medialen Muskelbauchs (7).
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3.) Drei Regionen innerhalb des rechts gelegenen dulleren Muskelkompartiments,
welches durch einen vertikal verlaufenden Bindegewebsstrang vom medialen
Kompartiment separiert wird. Ein Gesichtsfeld wird hier im hautwarts gelegenen
Teil des Muskels gewahlt (1), ein weiteres im knochenwarts gelegenen Anteil (3).
Die dritte Region liegt dazwischen, in etwa auf Hohe der horizontalen Trennlinie

des medialen Kompartiments (2).

Dieses Vorgehen wurde bei jedem Schnitt angewandt, resultierend in insgesamt 45 zu
analysierenden Aufnahmen pro Unterschenkel (Neun Aufnahmen pro Ebene bei fiinf
Ebenen). Analog zu dem oben beschriebenen Vorgehen wurden die genannten
Gesichtsfelder unter Durchlicht-Mikroskopie auch in den fiir Hyaluronsaure angefarbten

Schnitten aufgesucht und fotografiert.
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C Blau: Kerne; Rot: CD31; Griin: a-smooth muscle actin
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Abb. 2.3: Orientierung innerhalb der histologischen Proben mit anatomisch morphologischen
Referenzpunkten und Lokalisation der regions of interest. (A) Ungefirbte
durchlichtmikroskopische Aufnahme der ersten Ebene mit anatomisch morphologischen
Referenzpunkte in Form von zwei kaliberstarken GefaRen, hier markiert mit roten Kreisen als / und
Il. Das als Il markierte GefaR zieht dabei zusammen mit Fasern eines Nervenbiindels (rote Pfeile)
innerhalb einer Bindegewebssepte in den medialen, muskelstarkeren Anteil, wahrend das als /
markierte GefaR in den muskelschwdcheren Bauch zieht. Zudem sind die im Text beschriebenen
regions of interest als rote Kasten markiert und von 1 bis 9 durchnummeriert. Der Mal3stabsbalken
entspricht 500 um. (B) Fluoreszenzmikroskopische Detailaufnahme der beiden als Leitstrukturen
dienenden Gefie. Man beachte die anhand des deutlichen aSMA-Signals erkenntliche
ausgepragte  Tunica  media. Die  MaRstabsbalken  entsprechen 50 um. (C)
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der dargestellten Gesichtsfelder 1 bis 3. Gut zu erkennen
ist die unterschiedlich starke Kapillarisierung in den mehr hautwarts gelegenen Muskelanteilen
(Bild 1 und 17) gegeniiber den mehr knochenwarts gelegenen Abschnitten (Bild 3 und 3°), die sich
Uber alle Schnitte hinweg findet. CD31-positive Signale werden als Kapillaren gewertet und finden
sich typischerweise um Muskelfibrillen herum angeordnet. Signale, welche sowohl fiir CD31 als
auch fir aSMA positiv sind (weifse Pfeile) wurden als Arteriolen gewertet und von der Analyse
ausgeschlossen (siehe Text). Der MaRstabsbalken entspricht 50 um. Abbildung modifiziert nach
Driesen et al., (2016).

2.7 Bestimmung der Kapillardichte

Um die Kapillardichte als MaR fiir die stattgehabte Angiogenese zu quantifizieren, wurden
sowohl die Anzahl an CD31-positiven Signalen als auch der prozentuale Anteil der fir
CD31 positiv angefarbten Flache pro Gesichtsfeld analysiert. Dies geschah in den
Gewebeproben der ischamischen wie auch der nicht-ischamischen Hinterlaufe. Die CD31-
positiven Signale wurden sowohl von Hand als auch automatisch gezahlt. Um desweiteren
Fehlinterpretation durch interstielle Odembildung oder Muskelschrumpfung vorzubeugen
(Irie et al., 2005), wurde zudem die Anzahl an Muskelfibrillen pro Gesichtsfeld gezahlt und
auf die (handgezdhlte) Anzahl an CD31-positiven Signalen (als MaRzahl fiir Kapillaren)
bezogen, resultierend in einem ,Kapillaren pro Muskelfibrille“-Quotient. Signale, welche
sowohl positiv fiir CD31 als auch fir aSMA waren, wurde als Arteriolen gewertet und bei
den jeweiligen Kalkulationen der Kapillaranzahl von der Gesamtzahl der CD31-positiven
Signale abgezogen. Die gesamte hier beschriebene Analyse der Aufnahmen erfolgte unter

Nutzung des Programms ImageJ (Version 1.48a).

Zunachst wurde die Aufnahme des Rhodaminkanals (im TIF-Format als verlustfreies
Dateiformat) in Image) gedffnet und zur weiteren Bearbeitung in ein 8-bit Format
Uberfihrt. Nun wurde ein Schwellenwert festgelegt, der (iber alle analysierten

Aufnahmen hinweg ein reprasentatives Ergebnis der Farbintensitat wiedergibt. Dieser lag
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bei 18/255 (siehe Abb. 2.4). Die Anzahl an CD31-positiven Signalen und der positiv flr
CD31 gefarbte Flachenanteil liber diesem Schwellenwert wurde anschlieBend Uber die
»Analyse particles“-Funktion ermittelt. Da die Kapillaroberflache in Mdusen im Bereich
von 20 um? - 30 um? beschrieben wurde (Seghers et al., 2012) erfolgte die Festlegung von
1 um? als untere GroRenlimitation fur als positiv zu wertende Signale. So wurde
sichergestellt, dass kleinere CD31-positive Signale korrekt als Artefakt erkannt und
ignoriert werden, gleichzeitig aber schrdag oder inkomplett angeschnittene Kapillaren noch
als solche gezahlt werden. Die von der Software als positiv gewerteten Signale wurden

anschlielend mit der entsprechenden Originalaufnahme abgeglichen, um sicherzugehen,

dass unter den festgelegten Parametern eine reprasentative Auswertung erfolgte.

Zusatzlich wurden die CD31-positiven Signale jeder Aufnahme manuell gezahlt.

48 ni3 Arterier

G948 ni3 Arterier A ennah positiv 40x_c2-1
8.25x6.93 inches {135 0| 8.35x6.93 inches (1388x1040), RCGE, 5.5ME

OO ® o |sujwr| 7| 4 | &

\

Default 3] | Red

Fati

¥ Dark background [ Stack histogram

I uto | [ Apply ) [ Resat | [ Set

il Analyze Particles

Size (incha2): | L-Infinity
Pixel units

Circularity: 0.00-1.00

Show: | Dutlines

# Display results | Exclude on edges
Clear results o Include holes
| ¥ Summarize Record starts
Add o Manager In situ Show
1 Help ) ( Cancel oK
el Surmmary
Count [Total Area [Average Size |%Area
4 926.865 14.482 0.982

1l E

Abb. 2.4: Benutzeroberfliche der zur Auswertung genutzten Software ImageJ. Dargestellt sind
verschiedene Ansichten des selben fluoreszenzmikroskopischen Gesichtsfeldes. (A) Aufnahme aller
3 Bildkanale zeitgleich dargestellt. (B) Nur der Rhodaminkanal der entsprechenden Aufnahme.
Diese Aufnahmen stellten die Basis der manuellen Auswertung dar. (C) Von Image) bei dem
eingestellten Schwellenwert von 18/255 als CD31-positiv gewertete Signale. (D) Von ImageJ
erzeugte schematische Darstellung der gezdhlten Signale mit fortlaufender Nummerierung. Diese
diente zur Kontrolle, ob die automatisierte Auswertung dem urspriinglichen Bild wie in (B)
dargestellt entsprach. (E) Fenster der ImageJ Benutzeroberflidche, gezeigt sind (l) das Fenster zur
Festlegung des Schwellenwertes, (1) das Fenster des zur Zahlung verwendeten ,Analyze particles*-
Kommandos sowie (lll) die Anzeige der automatisierten Auswertung, inklusive der Anzahl an CD31-
positiven Signalen (Count) und des fiir CD31 positiven Flachenanteils (%Area). Abbildung
modifiziert nach Driesen et al., (2016).



2.8 Bestimmung des HA-Gehalts

Hierzu wurde zunachst mittels der ,Colour deconvolute“-Funktion von ImageJ) der DAB-
Farbkanal im jeweiligen zu analysierenden Bild separiert. Das verbleibende Bild wurde
dann in ein 8-bit Format Uberfuhrt. Es erfolgte die Festlegung eines noch als positiv zu
wertenden Schwellenwertes fiur die Farbeintensitdt. Im Anschluss wurde durch die

»Measure“-Funktion der flr Hyaluronsaure positiv gefarbte Flachenanteil bestimmt.

Da es trotz gleichgehaltener Bedingungen und Reagenzien zu Unterschieden in der
Intensitat der DAB-Farbereaktion zwischen den als Chargen angefarbten Ebenen kam,
konnte kein Uber alle Ebenen passender Schwellenwert ermittelt werden. Es wurde
stattdessen ein fiir die jeweilige Ebene (ischamische wie nicht-ischamische Praparate)
passender Schwellenwert festgelegt. Dieser bewegte sich je nach Intensitat der

Farbungen in der jeweiligen Ebene zwischen 75/255 und 160/255.

Um einen validen Vergleich zu gewahrleisten, wurden auch einen Vergleich der bei
unterschiedlichen Schwellenwerten erhobenen Rohdaten verzichtet. Stattdessen wurden
zur spateren Auswertung direkt die ebenen-internen Werte des jeweiligen ischamischen
Gesichtsfeldes auf die des entsprechenden Gesichtsfeldes im nicht-ischamischen Muskel
bezogen. Dies resultierte in einem Quotienten, der jeweils unter gleichem Schwellenwert

ermittelt worden ist und zum spateren Vergleich herangezogen wurde.

2.9 Vergleich der Proben

Um nun die Kapillardichte der jeweiligen Muskelproben zu vergleichen, wurde zuerst das
arithmetische Mittel der jeweils erhobenen Messwerte Anzahl an Kapillaren
(automatisiert und manuell), positiver Flachenanteil und ,Kapillaren pro Muskelfibrille“-
Quotient innerhalb der neun oben beschriebenen Gesichtsfelder pro Ebene gebildet. Bei
flinf ausgewerteten Schnittbildebenen pro Muskelprobe resultierte dies in jeweils funf
gemittelten Ergebnissen flir die vier Messgroflen pro Muskel. Der jeweilige Mittelwert
jeder MessgroRe diente dann als Basis zum abschlieBenden Vergleich der Testgruppen.
Nach dem gleichen Verfahren wurden auch die Vergleichsgruppen fiir den HA-Anteil im

Gewebe gebildet.
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2.10 Statistik

Zur Testung der Signifikanz zwischen den Gruppen ,Has3-KO” und ,Wildtyp“ in Bezug auf
den jeweiligen Vergleichsparameter diente der ungepaarte t-Test. Dabei wurden p-Werte
< 0,05 als statistisch signifikant angenommen. Die Darstellung aller Werte erfolgt +
Standartfehler (SEM). Samtliche Signifikanzpriiffungen wurden mittels des Programms

GraphPad Prism in der Version 6.0.1. durchgefiihrt.
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3. Ergebnisse

3.1 Effekt von Hyaluronsauresynthase-3-Defizienz im Mausmodell der unilateralen

Hinterlaufischamie

Vor dem Hintergrund des eingangs beschriebenen Effektes von Hyaluronsdure im
Zusammenhang mit Angiogenese sollte im Rahmen dieser Arbeit untersucht werden, ob
eine Veranderung des endogenen Hyaluronsauresystems, hier in Form eines Knock-Outs
der Has3, Auswirkungen auf die Angiogenese nach erlittener unilateraler
Hinterlaufischamie hat. Als Auswertungsgrundlage hierfiir diente das zuvor etablierte und

im vorherigen Kapitel beschriebene histologische Verfahren.

3.2 Kapillardichte

3.2.1 Nicht-ischamischer Hinterlauf

Um zu Uberprifen, ob es durch das Fehlen einer funktionalen Hyaluronsauresynthase-3
bei den Has3-KO-Madusen Unterschiede in der basalen, also physiologischen
GefaRssituation, gegenliber dem Wildtyp gibt, erfolgte zunachst der Vergleich der keiner

Ischamie ausgesetzten Hinterldufe (im Folgenden als nicht-ischamisch bezeichnet).

Dabei zeigte sich weder in der automatisierten noch in der manuellen Auswertung ein
signifikanter Unterschied zwischen dem Wildtyp (WT) und den Has3-KO-Mausen
(Automatisiert: WT: 71,51 + 2,5 vs. Has3-KO: 73,68 + 3,45 n =5 — 6, p = 0,62; Manuell:
WT: 63,67 + 1,89 vs. Has3-K0O: 63,85+ 2,98, n=5-6, p =0,96).

Auch fur die ebenfalls in den nicht-ischamischen Hinterldufen erhobenen Parameter des
CD31-positiven Flachenanteils sowie des ,Kapillaren pro Muskelfibrillen“-Quotienten
zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Testgruppen (Positiver
Flachenanteil: WT: 1,628 % + 0,33 % vs. Has3-KO: 1,782 % + 0,077 %, n =5 -6, p = 0,69;
Kapillaren pro Fibrille: WT: 1,37 £ 0,03 vs. Has3-K0O: 1,45+ 0,04 n=5-6, p = 0,18).
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3.2.2 Ischamischer Hinterlauf

Die durch Ligatur und Teilexzision der Arteria femoralis induzierte schwere Ischamie stellt
einen erheblichen pro-angiogenen Reiz fiir die betroffene Extremitat dar (Shireman,
2007). Diese Situation stellt somit angelehnt an natiirlicherweise auftretende ischdmische
Prozesse wie etwa im Rahmen der peripheren arteriellen Verschlusskrankheit einen

pathophysiologischen Kontext dar.

In diesem Zusammenhang zeigte sich eine im Vergleich zum Wildtyp bei den Has3-KO-
Mausen signifikant verringerte Kapillardichte in der ischamischen Extremitat 35 Tage nach
Induktion der Ischamie. Dies gilt sowohl fiir die automatisierte wie auch fiir die manuelle
Auswertung (Automatisiert: WT: 97,72 + 3,75 vs. Has3-K0: 71,76 + 4,56 n =5 -6, p < 0,05;
Manuell: WT: 87,62 + 3,74 vs. Has3-K0: 71,76 + 4,56 n =5 -6, p < 0,05).

Wie bereits beschrieben erfolgte desweiteren noch die Bildung des Kapillaren-pro-
Muskelfibrille-Quotienten, um mogliche Effekte seitens des Interstitiums (etwas durch
interstitielle Odembildung oder Muskeldystrophie) auszuschlieRen. Auch in diesem
Vergleich zeigte sich ein signifikant niedrigerer Wert zu Ungunsten der Has3-KO-Gruppe
gegenuber der Wildtyp-Kontrolle (WT: 1,63 + 0,05 vs. Has3-KO: 1,41+ 0,02n=5-6, p <
0,05).

Um zudem auszuschlieBen, dass dieser Effekt auf einer veranderten GefalRstruktur im
Sinne von wenigen, aber kaliberstarkeren Kapillaren beruht, wurde zusatzlich der
Parameter des fiir CD31-positiven Flachenanteils erhoben. Dabei zeigte sich gegeniiber
dem Wildtyp ein im Has3-KO deutlicher Trend zu einer verminderten fiir CD31 positiv
angefarbten Flache, welcher aber nicht das formulierte Signifikanzniveau erreichte (WT:
2,46 % + 0,34 % vs. Has3-KO: 1,76 + 0,16 %, n =5 — 6, p = 0,11). Die Ergebnisse sind in
Abb. 3.1 graphisch dargestellt.
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Abb. 3.1: Vergleich der Kapillardichte in Wildtyp und Has3-KO-Mausen jeweils im von Ischdmie
betroffenen und nicht betroffenen Hinterlauf. (A) Reprasentative fluoreszenzmikroskopische
Gesichtsfelder aus ischamischen Hinterlaufen von Wildtypen und Has3-KO. (B) Vergleich des
ischamischen Hinterlaufs in Bezug auf Anzahl an Kapillaren, CD31-positvem Flachenanteil und
Kapillaren-pro-Muskelfibrille-Quotient pro Gesichtsfeld. (C) Vergleich der gleichen Parameter in
dem nicht-ischamischen Hinterlauf. n = 5 — 6. Der in den Bildern dargestellte MaRstabsbalken
entspricht 50 um. Eigene Abbildung.
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3.2.3 Testgruppen-interner Vergleich und Ischamisch-zu-Nicht-ischamisch-Quotient

Tragt man die Werte des ischamischen Hinterlaufes gegen jene des nicht-ischamischen
Hinterlaufes der jeweiligen Testgruppen auf, so zeigt sich bei den Wildtypen in jedem
erhobenen Parameter ein signifikanter Anstieg 35 Tage nach erlittener Ischamie
(Kapillaren [automatisiert]: WT [nicht-ischamisch (ni)]: 71,51 + 2,50 vs. WT [ischdmisch
(i)): 97,72 £ 3,75, n=6, p <0,05; Kapillaren [manuell]: WT [ni]: 63,67 £ 1,89 vs. WT [i]:
87,62 + 3,74, n = 6, p < 0,05; Kapillaren pro Muskelfibrille: WT [ni]: 1,37 £ 0,03 vs. WT [i]:
1,63+ 0,05, n=6, p<0,05).

Lediglich in Bezug auf den CD31-positiven Flachenanteil liegt beim Wildtypen zwar ein
starker Trend hin zu einer Zunahme im ischamischen Hinterlauf vor, welcher aber nicht
das festgelegte Signifikanzniveau erreicht (CD31-positiver Flachenanteil: WT [ni]: 1,63 % +
0,33 % vs. WT [i]: 2,46 % + 0,34 %, n = 6, p = 0,11). Im Verhaltnis des CD31-positiven
Flachenanteils der ischamischen Extremitat gegentiber der nicht-ischamischen Extremitat
zeigt sich allerdings beim Wildtypen ebenfalls eine signifikante Erhéhung, die im Has3-KO
fehlt (Ischdmisch-zu-Nicht-ischdmisch-Quotient [CD31-positiver Flachenanteil]: WT: 2,00 +
0,37 vs. Has3-K0: 1,03 + 0,09, n = 5-6, p < 0,05). Auch bei allen weiteren Parametern
blieb in der Gruppe der Has3-KO-Mause ein Anstieg als Reaktion auf die Ischdamie aus
(Kapillaren [automatisiert]: Has3-KO [ni]: 73,68 + 3,45 vs. Has3-KO [i]: 71,76 + 4,56, n = 5,
p = 0,75; Kapillaren [manuell]: Has3-KO [ni]: 63,85 + 2,98 vs. Has3-KO [i]: 66,42 + 3,82, n =
5, p = 0,61; CD31-positiver Flachenanteil: Has3-KO [ni]: 1,78 % + 0,08 % vs. Has3-KO [i]:
1,76 % + 0,16 %, n = 5, p = 0,89; Kapillaren pro Muskelfibrille: Has3-KO [ni]: 1,45 + 0,04 vs.
Has3-KO [i]: 1,41 + 0,02, n = 5, p = 0,45). Die Ergebnisse sind in Abb. 3.2 graphisch

dargestellt.
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Abb. 3.2: Vergleich der Kapillardichte im ischdmischen Hinterlauf gegeniiber dem nicht-
ischimischem in Wildtyp und Has3-KO. (A) Reprasentative fluoreszenzmikroskopische
Gesichtsfelder von Wildtypen und Has3-KO. (B) Vergleich des nicht-ischdamischen Hinterlaufs
gegeniber dem ischdamischen in Bezug auf Anzahl an Kapillaren, CD31-positvem Flachenanteil
und Kapillaren-pro-Muskelfibrille-Quotient pro Gesichtsfeld in beiden Testgruppen. Vergleich
des Quotienten der Kapillaren und CD31-positiven Flachenanteils sowie Kapillaren pro
Muskelfibrille des ischdmischen gegeniliber des nicht-ischamischen Hinterlaufs in Wildtyp und
Has3-KO. n=5- 6. Der in den Bildern dargestellte MalRstabsbalken entspricht 50 um. Eigene
Abbildung. 42



3.3 Hyaluronsduregehalt im Gewebe

Um zu Uberprifen, ob sich simultan zu den ablaufenden angiogenen Prozessen 35 Tage
nach induzierter Ischamie eine Veranderung des Gehaltes an Hyaluronsdure (HA) im
Gewebe zeigt, wurde die entnommene Wadenmuskulatur ebenfalls auf diesen Parameter
hin untersucht. Dazu wurde jeweils der positiv flir Hyaluronsdure angefarbte
Flachenanteil pro Gesichtsfeld im nicht-ischamischen und ischamischen Muskel bestimmt.
AnschlieBend wurde der ischamische auf den nicht-ischamischen Wert des jeweiligen
Gesichtsfeldes bezogen, resultierend in einem Ischdmisch-zu-Nicht-ischdmisch-
Quotienten. Dieser wurde analog zu dem Vorgehen bei der Kapillarzahlung zunachst pro
Ebene gemittelt, resultierend in funf Werten pro Muskelprobe. Aus diesen wurde
wiederum der Mittelwert gebildet. Dieser so gemittelte Quotient diente dann als
Vergleichswert flr die Testgruppen. Dabei zeigte sich kein signifikanter Unterschied
zwischen dem Wildtyp und dem Has3-KO (WT: 1,50 % * 0,25 % vs. Has3-KO: 1,06 % + 0,20
%, n=5-6,p=0,21).

Desweiteren zeigte sich zum beobachteten Zeitpunkt 35 Tage nach dem Eingriff keine
auffalligen  Verteilungsmuster  der  Hyaluronsaure. HA-Akkumulationen an
bindegewebsreichen Strukturen wie etwas GefdR-Nerven-Scheiden zeigten sich

gleichermalien in beiden Testgruppen. Siehe hierzu auch Abb. 3.3.

43



Nicht-lschiimisch

% EZ.O-

i: 1.6 T

255

§>EQ$

§ £

ﬁ 0.0 T o
g B *ﬁﬁ f
A

Abb. 3.3: Vergleich des interstiellen Hyaluronsiure-Gehaltes und dessen Verteilung. (A)
Reprasentative durchlichtmikroskopische Gesichtsfelder aus nicht-ischamischem und ischdmischem
Hinterlaufen von Wildtypen und Has3-KO-Mausen. Man beachte, dass sich unabhangig vom HA-
Gehalt des Gewebes keine Unterschiede beziiglich des Verteilungsmusters ergeben. Pfeilkopfe =
Beispiele fiir HA-Akkumulation im begleitenden Bindegewebe kaliberstarkerer Gefidlle. (B) Vergleich
der Auswertung des fir HA-positiv gefarbten Flachenanteils. Es wurde jeweils der Wert des
ischamischen Gesichtsfeldes auf den des entsprechenden nicht-ischamischen bezogen, um so den
Ischdmisch-zu-Nicht-ischamisch-Quotienten zu bilden. n=5-6. Der in den Bildern dargestellte
Malstabsbalken entspricht 50 um. Eigene Abbildung.
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4. Diskussion

4.1 Die verwendeten Antikorper

Die Hyaluronsauresynthase-3 defizienten Mause zeigten eine signifikant niedrigere Anzahl
an CD31 positiven Signalen in dem ischdamischen Hinterlauf als die entsprechenden
Wildtypkontrollen. Zwar ist der zur Markierung von Endothelzellen gewahlte Marker
CD31, teils auch als platelet endothelial cell adhesion molecule 1 oder PECAM1
bezeichnet, nicht ausschliefllich endothelzellspezifisch, sondern findet sich beispielweise
auch auf Leukozyten oder hamatopoetischen Stammzellen (Cheungetal.,, 2015).
Allerdings ist die die Verwendung von CD31 als Kapillarmarker in der Literatur weit
verbreitet (Jiangetal.,, 2016). Es liel sich zwar in den untersuchten Praparaten nur
vereinzelt ein GefaRRlumen darstellen, das Verteilungsmuster der CD31-positiven Signale
entspricht allerdings in allen untersuchten mikroskopischen Schnitten mit einer
perifibrillaren Anordnung der zu erwartenden histologischen Morphologie eines
Kapillarsystems. Desweiteren liegt die GroRe der Signale im Bereich des von Kapillaren zu
erwartenden Durchmessers (Troprésetal., 2004). Die zudem reproduzierbar
auftretenden doppelte Anfarbbarkeit fir CD31 und aSMA bei flachenmaRig gréReren
CD31-positiven Signalen und das nicht Vorhandensein alleinig aSMA-positiver Signale
spricht weiter fiir eine endothelspezifische Anfarbung von CD31, zumindest im Fall der
untersuchten mikroskopischen Praparate. Somit ist in dieser Arbeit die Bezeichnung

,Kapillare” mit einem alleinig fiir CD31-positiven Signal gleichgesetzt.

oaSMA zeichnet sich durch sein Uberwiegend spezifisches Auftreten in der glatten
GefaRmuskulatur aus, auch wenn vereinzelt nicht-muskuldre Zellen mit Expression von
oSMA beschrieben sind, wie etwa die im Rahmen von Wundheilung auftretenden
Myofibroblasten (Wang et al., 2006). In der vorliegenden Arbeit zeigten sich allerdings nur
vereinzelt perifibrillare aSMA-positive Signale, wahrend die GefaRmuskulatur groRRer
GefaRe kraftig zur Darstellung kam. Zum Auftreten von alleinig flir aSMA, nicht aber CD31
positiver Signale kam es nicht. Wie zuvor beschrieben, wurden sowohl fiir CD31 als auch
flir aSMA positive Signale als Arteriolen gewertet und in der Auswertung von der jeweilig
ermittelten Kapillarzahl subtrahiert. Insgesamt traten auch diese doppelt positiven
Signale in der Auswartung allerdings nur vereinzelt aus und zeigten keine signifikante

Haufung in einer der Testgruppen.
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4.2 Der Has3-Knock-Out-Phanotyp

Wie oben beschrieben wird in den verwendeten Has3-Knock-Out-Mausen bereits in der
Embryonalentwicklung keine funktionale Has3 gebildet. Im Gegensatz zu Has2-Knock-Out-
Mausen, welche bei einem vollstdndigen Fehlen der Has2 aufgrund einer unzureichenden
Entwicklung des embryonalen Herzkissens in der Embryonalentwicklung versterben

(Camenisch et al., 2000), sind Has3-KO-Embryos dennoch tberlebensfihig.

Anders als bei den embryonalen Has2-KO-Mausen, welche auRer dem Versterben auch
andere Patholgien wie etwa eine unzureichende Entwicklung der Wirbelsdule zeigen
(Roughley et al., 2011), ist zudem kein klarer pathologischer Phdanotyp im Zusammenhang

mit einem embryonalen Has3-Knock-Out beschrieben.

In der Literatur finden sich Angaben (iber eine erhohte Resistenz gegentlber
beatmungsassoziierten Lungenschaden sowie eine erhéhte Anfilligkeit fur epileptische
Anfille bei Has3-defizienten Mausen (Triggs-Raine & Natowicz, 2015). In Bezug auf
kardiovaskuldre Erkrankungen gibt es keine Beschreibungen von Auffilligkeiten der
gesunden Has3-KO-Mause. Im pathophysiologischen Stenose-Modell der Arteria carotis
Ligatur zeigen diese Tiere allerdings eine verminderte Hyperplasie der Neointima im
Vergleich zu Wildtyp-Kontrollen (Kiene et al., 2016). Auch zeigen kombinierte Has1- und
Has3-KO Mause eine verminderte postinflammatorische Lymphangiogenese der Kornea

(Sun et al., 2019).

Passend zu der dargestellten Studienlage zeigte sich bei den Untersuchungen im Rahmen
der vorliegenden Arbeit kein Unterschied im nicht-ischamischen Hinterlauf zwischen den

verwendeten Has3-KO-Mausen und den WT-Kontrollen.
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4.3 Die endogene HA-Synthese im Kontext von vaskuldren Pathologien

4.3.1 Atherosklerose

Das ist in dieser Arbeit verwendete Mausmodel der Hinterlaufischdmie induziert eine
kritische Ischamie der betroffenen Extremitat. Zwar handelt es sich bei der durch Ligatur
und Exzision der Arteria femoralis induzierten Ischamie um ein akutes Krankheitsbild,
durch die hohe Kapillarisierungsrate und dem daraus resultierende Erholungspotential
zeigen die hier verwendeten C57BL/6J-Mduse ein Krankheitsbild, wie es beim Menschen

nur bei einem chronischen Verlauf zu erwarten ware.

Dieser chronische Verlauf beim Menschen basiert auf einem sukzessiven Verschluss des
GefaRlumens im Rahmen von fortschreitender Atherosklerose. Wie eingangs dargestellt,
ist das Krankheitsbild der Atherosklerose durch zwei Pathomechanismen wesentlich
gepragt. Einerseits durch die Ablagerung von Lipiden an der GefaBwand sowie durch die
Unterhaltung eines inflammatorischen Prozesses innerhalb dieser Ablagerungen
anderseits. HA spielt im Kontext dieser beiden Prozesse jeweils eine Rolle (Fischer, 2019).
So ist HA zunachst als Bestandteil der EZM, beziehungsweise insbesondere der intakten
Glykokalix, ein protektiver Faktor gegeniiber friihen Endothelschdden, welche eine
Lipidanlagerungen und Entstehung atherosklerotischer Plaques beglinstigen. Nach
Inhibition der HA-Synthese mittels 4-Methylumbelliferon (4-MU) im Mausmodell ist eine
verstarkte Plaguebildung durch Degradation der Glykokalix beschrieben (Nagy et al.,
2010). Ist es andererseits bereits zur Entstehung von Plagues gekommen, zeigt sich
besonders in instabilen Lasionen mit Gefahr einer vaskuldaren Komplikation eine hohe
Konzentration von HA (Kolodgie et al.,, 2002). Auch in sekundadren Plaques, die nach
Manipulation im GefaRlumen, wie etwa durch Implantation eines intraluminalen Stents
oder eine Ballon-Angioplastie entstehen, findet sich eine hohe Konzentration von HA
(Wight, 2008). Innerhalb dieser HA-reichen Plaques findet sich eine verstarkte Aktivierung
von pro-inflammatorischen Makrophagen. In Has3-Knock-Out-Mausen zeigt sich eine
deutlich verminderte Ausprdagung dieser Makrophagen-vermittelten Inflammation und
daraus resultierend eine verringerte GroBe der atherosklerotischen Plaques

(Homann et al., 2018).
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HA kommt also nicht bloff als Matrixbestandteil eine Rolle im Zusammenhang mit
vaskuldren Erkrankungen zu, sie zeigt sich auch in ihrer Funktion als Mediator von
Entziindungsreaktionen als Effektor. Die von Homann et al. gezeigte verstarkte
Entzlindungsreaktion und daraus resultierende vaskuldre Pathogenitdt in Abwesenheit
von Has3 ldsst sich am ehesten auf eine verstarkte Polarisation der T-Zellen hin zu einer
pro-inflammatorischen Zellpopulation zurickfiihren (Buono et al., 2005). Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit fand keine dezidierte Analyse der Proben in Hinblick auf
Entziindungsreaktion in der Muskulatur statt. Da die Proben 35 nach Induktion der
Ischamie untersucht wurden, ist es zudem wahrscheinlich, dass sich eine lokale
Entzlindungsreaktion bereits in der Friihphase der Ischdmie ereignet hat. In den
untersuchten Proben zeigten sich zumindest keine typischen mikroskopischen Aspekte
einer anhaltenden Entziindungsreaktion wie etwa Odembildung oder verstirkte
Einwanderungen von Zellen in das Muskelgewebe. Zudem handelt es bei der im Rahmen
der vorliegenden Arbeit induzierten Ischdamie zwar ebenfalls um ein akut induziertes
vaskuladres Krankheitsbild im Sinne eines Muskelinfarktes, das benutzte Mausmodell stellt
dabei aber aufgrund der guten Erholung der verwendeten Mduse nach akut induzierter
Ischdamie im pathophysiologischen Kontext eher ein Modell fiir Angiogenese im Sinne
einer chronischen Extremitatenischamie dar. Nichts desto minder spielen
inflammatorische Prozesse auch im Zusammenhang der kritischen Extremitatenischamie

eine Rolle (Shireman, 2007).

Die Has3-defizienten Mduse zeigten in der vorliegenden Arbeit eine verringerte Erholung
nach erlittener Ischamie gegeniiber den Wildtyp-Kontrollen. Daher stellt sich die Frage,
ob es im vorliegenden Modell durch die Has3-Defizienz ebenfalls zu einer vom Wildtyp
abweichenden Veranderung der Entziindungsreaktion kommt. Zudem wirkt sich in der
vorliegenden Arbeit das Fehlen einer funktionierenden Has3 negativ auf die
postischamische Angiogenese der Skelettmuskulatur aus. Dies flihrt wiederum zu der
Frage, ob eine Modulation von inflammatorischen Prozessen durch die Has3 im
Angiogenesemodell einen anderen Effekt zeigt als im Stenosenmodell. Insgesamt stellt
ein moglicherweise von dem Effekt im Zusammenhang mit atherosklerotischer
Plaguebildung abweichender Einfluss einer Has3 vermittelten T-Zell- oder Makrophagen-
Polarisierung im Kontext der Angiogenese daher eine interessante, aktuell noch offene

Fragestellung dar.
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4.3.2. Ischdmie

Die Rolle von exogen zugefiihrter HA im Kontext von ischdamischen Krankheitsbilder ist
Uber die letzten Jahrzehnte von verschiedenen Autoren untersucht und beschrieben
worden [West et al., (1985); Lees et al., (1995); Toole et al., (2002); Gao et al., (2010);
Wang et al., (2019)]. Mit der Entdeckung und Beschreibung der HA-Synthasen um die
Jahrtausendwende (Itano et al., 1999) ergab sich dabei ein neuer Aspekt in der Forschung

zur Angiogenese, welcher bis heute nicht abschlieend beleuchtet ist.

So zeigte sich zunadchst im Zusammenhang mit Tumormodellen ein Einfluss der
endogenen HA-Synthese auf angiogene Prozesse, etwa in Form von vermehrter
Angiogenese in Prostatakarzinom-Zellen nach HAS3-Uberexpression (Liu etal., 2001).
Auch bei anderen Tumorentitaten wie Blasen- oder Mammakarzinomen ist eine erhdhte
HA-Konzentration im Tumorgewebe mit vermehrter Invasivitat und Tumorangiogenese

assoziiert (Stern, 2005).

Insgesamt deutlich weniger umfangreich ist die Rolle im der endogenen HA-Synthese im
Kontext mit Angiogenese bei nicht-malignem Gewebe beschrieben. Im Mausmodell
kommt es nach induzierter Lungenischdmie sowohl zu einer Induktion von Hasl und -2,
als auch zu einem erhéhten Auftreten von niedermolekularen HA-Fragmenten
(Eldridge et al., 2011). In besagter Studie zeigte sich zudem eine HA-assoziierte erhdhte
Angiogenese im ischdamischen Lungengewebe, allerdings nach endotrachealer Zufuhr von
exogenen HA-Fragmenten. Auch im Falle einer beschriebene erh6hte Kapillardichte im
Mausmodell der unilateralen Hinterlaufischamie in Zusammenhang mit einer
Kombination von HA und humanen Nabelvenen-Endothelzellen im Vergleich zur
alleinigen Gabe von besagten Endothelzellen erfolgte die HA-Zufuhr Gber die Gabe von
exogenen Fragmenten (Tangetal.,, 2011). Eine wesentliche Beobachtung in Bezug auf
einen rein endogenen Effekt stellt die Arbeit von Wang et al. (2020) dar. Hier erfolgten
ein konditionaler Knock-Out der endothelialen Has2 sowie anschlieBend die Induktion
einer unilateralen Hinterlaufischamie bei Mausen. Die Has2-Knock-Outs zeigten dabei
eine deutlich schlechtere Reperfusion als WT-Kontrollen, bis hin zum Verlust der
Extremitat. Interessanterweise zeigte sich in der mikroskopischen Untersuchung der
Wadenmuskulatur bei den Has2-KO-Mause eine erhdhte Kapillardichte (Wang et al.,

2020)
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4.4 Effekt der Has3-Defizienz auf die Angiogenese nach induzierter unilateraler

Hinterlaufischamie

4.4.1 Nicht-invasiver Vergleich der Hinterlaufperfusion in Vorarbeiten

In Vorarbeiten durch Herr Dr. Till Freudenberger erfolgte eine Perfusionsmessung der
Hinterldufe von Has3-Knock-Out-Mausen und entsprechenden Wildtypkontrollen mittels
laser doppler perfusion imaging (LDPI) nach unilateraler Hinterlaufischdmie. Die dabei
verwendeten Maduse wurden unter den gleichen Bedingungen gehalten wie die
Versuchstiere in dieser Arbeit, die Induktion der Hinterlaufischamie erfolgte durch Herrn
Dr. Freudenberger nach demselben modifizierten Protokoll nach Limbourg (2009) wie in
dieser Arbeit beschrieben. LDPI-Messungen stellen ein gut etabliertes Verfahren zur
Bestimmungen von lokalen Blutflissen dar und finden in der Literatur vielfach
Verwendung (Lindénetal.,, 1995). Im Zusammenhang mit dem Mausmodell der
unilateralen  Hinterlaufischamie zeigt sich beispielweise eine verminderte
Hinterlaufperfusion in der LDPl nach einem Knock-Out der Hamoxygenase (HO)-1
(Jazwa et al., 2013) oder bei Mausen mit Heparinsulfat-defizientem Perlecan (Qiang et al.,

2014).

Bei den von Herr Dr. Freudenberger durchgefiihrten Messungen zeigte sich bereits eine
Minderung beziehungsweise ein deutlicher Trend hin zu einer Minderung des Blutstroms

im ischamischen Hinterlauf der Has3-KO Mause, wie in Abb. 4.1 und 4.2 dargestellt.
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Abb. 4.1: Bestimmung des Blutstroms nach induzierter unilateraler Hinterlaufischimie mittels
LDPI. (A) Es wurde jeweils in beiden Testgruppen zunachst der Blutstrom im nicht ischdmischen
Hinterlauf gemessen und anschlieRend der des ischdamischen Hinterlaufs darauf bezogen. Die so
ermittelte prozentuale Perfusion im Vergleich zum jeweiligen nicht-ischamischen Hinterlauf
wurden dann zwischen den Testgruppen verglichen (B) Reprasentative Darstellung der
Perfusionsmessung. Der jeweils gemessene Bereich des ischamischen (1) sowie nicht-ischamischen
Hinterlaufs (2) unterhalb des Knies ist mit einer weiRen Umrandung markiert. Die Messung
erfolgte in Bauchlage, bei dem ischdmischen Hinterlauf handelt es sich stets um den rechten
Hinterlauf des Tiers. n = 7 — 9. Statistischer Vergleich mittels regular two-way ANOVA. Abbildung
mit freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. J. Fischer, Direktor des Instituts fiir Pharmakologie
und Klinische Pharmakologie, Universitatsklinikum Diisseldorf. Daten erhoben von Dr. T.
Freudenberger & Dr. R. Schneckmann, publiziert in Schneckmann, (2018).
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Abb. 4.2: Vergleich der Hinterlaufperfusion zwischen WT und Has3-KO. (A) An Tag zwei nach
Induktion der unilateralen Hinterlaufischamie zeigt sich eine signifikant niedrigere Perfusion im
ischdmischen Hinterlauf der Has3-Knock-Outs. (B) An Tag 35 zeigt sich zwar weiterhin ein deutlicher
Trend hin zu einer schlechteren Perfusion der Has3-KO, hier wird das festgelegte Signifikanzniveau
von einem p-Wert < 0,05 allerdings nicht erreicht. n = 8 — 9. Statistischer Vergleich mittels unpaired
student t-test. Abbildung mit freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. J. Fischer, Direktor des
Instituts fiir Pharmakologie und Klinische Pharmakologie, Universitatsklinikum Diisseldorf. Daten
erhoben von Dr. T. Freudenberger & Dr. R. Schneckmann, publiziert in Schneckmann, (2018).

4.4.2 Histologischer Vergleich

Der Zeitpunkt der letzten LDPI-Messung (Tag 35 nach Induktion der Ischamie) entspricht
auch dem Zeitpunkt, an welchem die in dieser Arbeit verwendeten Muskelproben
entnommen wurden. Die dann an diesen Muskelproben durchgefiihrten

immunhistologischen Untersuchungen zeigten zwei Dinge:

1. Es findet sich kein Unterschied in der basalen Kapillardichte zwischen den Has3-
Knock-Outs und den WT-Kontrollen. Fir eine grundlegende Stérung der
Vaskulogenese im Rahmen der embryonalen oder postnatalen Entwicklung
ergibt sich also aus der vorliegenden Arbeit kein Anhalt. Dies deckt sich mit der
bereits dargestellten Studien zum im basalen physiologischen Zustand

unauffalligen Has3-KO-Phanotyp.

2. Nach Induktion einer relevanten Ischamie im Hinterlauf kommt es bei den Has3-

KO-Mé&usen nicht zu einem Anstieg der Kapillardichte als Reaktion auf den

52




ischamischen Reiz. Wahrend die Wildtyp-Mause eine etwa um ein Drittel
erhohte Kapillardichte in dem ischamischen Hinterlauf gegeniiber dem nicht-
ischamischen Hinterlauf zeigten, blieb dieser Anstieg bei den Has3-KO-Tieren
vollstandig aus. Dies passt zum in Vorarbeiten durch Herr Dr. Freudenberger am
Institut fir Pharmakologie und Klinische Pharmakologie des Universitatsklinikum
Dusseldorf festgestellten Trend hin zu einer Minderperfusion des ischamischen

Hinterlaufs der Has3-Knock-Outs im Vergleich zum Wildtyp in der LDPI-Messung.

In Bezug auf die eingangs formulierte Fragestellung, ob es einen Unterschied zwischen
WT- und Has3-KO-Mausen hinsichtlich der Kapillarisierungsrate nach unilateraler
Hinterlaufischamie gibt, lasst sich daher anhand dieser Arbeit zeigen, dass der durch die
Ischamie ausgeloste Anstieg der Kapillarbildung in der Hinterlaufmuskulatur bei den
Has3-KO-Tieren ausbleibt. Somit lasst sich vermuten, dass es einen Effekt der endogenen
HA-Synthese auf Angiogenese im pathophysiologischen Kontext der kritischen

Extremitatenischamie gibt.

4.5 Mogliche Mechanismen

Uber die dem zugrunde liegenden Mechanismen kann anhand der vorliegenden Arbeit
keine Aussage getroffen werden. Wie eingangs dargestellt, zeigen sich im Falle von
exogen zugefiihrter HA dann pro-angiogene Effekte, wenn es sich um kurzkettige
Oligosaccharide handelt (West et al., 1985). Obwohl gezeigt wurde, dass alle HAS-
Isoformen langkettige HA produzieren kénnen, wird die Has3-Isoform, welche den in
dieser Arbeit verwendeten Mausen in einer nicht funktionellen Form vorlag, in der
Literatur wiederholt mit der Produktion von vorwiegend kirzerkettigen HA-Fragmenten
in Verbindung gebracht (Baietal.,, 2005). Auch wenn die letzendliche biologische
Wirksamkeit der HA wesentlich durch postsynthetische Degradation beeinflusst wird
(Fischer & Schror, 2007), legen auch die Ergebnisse dieser Arbeit nah, dass die durch die
Has3 synthetisierte endogenen HA pro-angiogen wirken konnte. Diese Annahme gilt
zumindest im Kontext des pathophysiologischen Modells der Hinterlaufischamie. Wie
bereits dargestellt findet sich im Kontext von atherosklerotischen Plaques ein protektiver
Effekt bei Has3-defizienten Mausen mit Verringerung der Plaquegrofle gegeniiber WT-

Kontrollen (Homann et al., 2018).
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4.5.1 Modulation von Inflammation durch HA

In der besagten Arbeit von Homann et al. wird der beobachte Effekt auf eine Reduktion
der inflammatorischen Reaktion innerhalb der atherosklerotischen Lasionen
zurlickgefiihrt. Generell findet sich in der Literatur vielfach der Nachweis einer Reaktion
der HA-Konzentration bei inflammatorischen Prozessen (Gerdin & Hallgren, 1997). Das
physiologische Ablaufen einer Inflammationsreaktion ist ein wesentlicher Faktor fiir das
Auftreten einer verstarkten Angiogenese nach ischamischem Reiz [Sasaki et al., (2002);
Egami et al., (2006)]. In der Arbeit von Egami et al. zeigt sich in Mausen mit einem Knock-
Out des Leukoszytenadhasionsmolekiils P-Selektin eine verminderte
Leukozyteninflitration, eine verminderte VEGF-Konzentration sowie eine verminderte
Kapillardichte gegeniiber den WT-Kontrollen nach unilateraler Hinterlaufischamie. Dies
weist auf eine Bedeutung des physiologischen Ablaufens einer Inflammationsreaktion fir
angiogene Prozesse des auch im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendetenen

Ischamiemodells der unilateralen Hinterlaufischamie hin.

In Bezug auf HA ist eine Aktivierung von inflammatorischer Genexpression durch exogen
zugefiihrte kurzkettige HA-Fragmente in Leukozyten beschrieben. Dabei erfolgt die
Zellaktivierung durch die HA-Fragmente nicht lber die sonst wesentlichen HA-Rezeptoren
CD44 oder RHAMM, sondern Uber die Aktivierung von Rezeptoren des angeborenen
Immunsystems, namentlich des toll-like receptor 2 und 4 [Termeer et al., (2002); Jiang et
al.,, (2005)]. Bei den toll-like receptors (TLR) handelt es sich um eine evolutionar alte
Rezeptorproteinfamilie, welche der Erkennung von zelluldren Gefahrensignalen und der
konsekutiven Vermittlung einer Aktivierung des Immunsystems dient (Matzinger, 2002).
Dabei scheinen die niedermolekularen HA-Fragmente ein ebensolches Gefahrensignal
darzustellen, wohingegen hochmolekulare HA die pro-inflammatorische
Singallubertragung der HA-Fragmente blockieren kann (Scheibner et al., 2006). Anderseits
ist fir exogen zugefiihrte HA-Tetrasaccharide, also kurzkettige HA-Fragmente, eine
protektive Wirkung auf Neuronen in Form von verminderter Apoptoserate nach
induzierter Ischamie im Mausmodell beschrieben, welche auf einer Inhibition des

Signalweg des TLR2 beruht (Sunabori et al., 2016).

Schneckmann (2018) wies im Rahmen ihrer naturwissenschaftlichen Dissertation eine

verminderte Infiltration von neutrophilen Granulozyten und Makrophagen in die
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ischamische Hinterlaufmuskulatur bei Has3-KO-Mausen gegenliber den WT-Kontrollen 48
nach Induktion der Ischamie nach, ohne dass sich zu diesem Zeitpunkt eine erniedrige
systemische Zirkulation von Immunzellen im Blut zeigte. In der vorliegenden Arbeit
erfolgte keine dezidierte Anfarbung von Leukozyten in der Hinterlaufmuskulatur. Zudem
erfolgte die Analyse der Gewebeproben zu einem fiir eine Entziindungsreaktion spaten
Zeitpunkt von 35 Tagen nach Induktion der Ischamie. Unter diesen Einschrankungen zeigt
sich weder in den HE-angefarbten Schnitten noch in der DAPI-Kernfarbung ein Hinweis
auf eine erhohte Zelldichte im Muskelgewebe als Zeichen einer vermehrten
Leukozyteninfiltration. Dies trifft auf beide Testgruppen zu. Insgesamt ist eine
Modulation der frilhen post-ischamischen inflammatorischen Reaktion in den Has3-KO-
Mausen als denkbarer Einflussfaktor flir die nachgewiesene verminderte Kapillardichte in

Betracht zu ziehen und bietet Raum fiir weitere Forschung.

4.5.2 Interaktion von HA mit VEGF

Wie eingangs dargestellt, handelt es sich bei VEGF um einen wesentlichen Mediator von
angiogenen Prozessen sowohl im physiologischen als auch im pathophysiologischen
Kontext (Carmeliet, 2005). Uber eine Heparin-bindende Domine des VEGF-Molekiils kann
auch HA direkt mit VEGF interagieren und so dessen biologische Aktivitat beeinflussen,
auch wenn diese Interaktion bei selektiv sulfatierten HA-Molekiilen, die endogen nicht
vorkommen, am ausgepragtesten ist (Lim et al., 2016). In vitro zeigte sich eine vermehrte
GefaRtubulusbildung im  Matrixgel-Essay nach gleichzeitiger Anreichung des
Nahrmediums mit HA-Oligosacchariden und VEGF. Dieser Effekt war dabei stdrker
ausgepagt als die Summe der Einzeleffekte nach jeweils alleiniger Substitution einer der

beiden Substanzen (Montesano et al., 1996).

Auch in vivo finden sich Hinweise auf einen Synergismus von HA und VEGF. Im
Angiogenesemodell bei Zebrafischen zeigten Mutanten mit einer non-funktionablen
Tmem?2-Hyaluronidase eine deutlich eingeschrankte Angiogenese gegeniliber WT-
Kontrollen, welche auf ein verminderte VEGF-A bzw -C Signaltransduktion zurlickzufiihren
ist. Neben VEGF-Uberexpression fiihrte auch die direkte Substitution von HA-
Oligosacchariden sowie die Injektion von Hyaluronidase zu einer Phanotyprettung (De
Angelis et al., 2017). Desweiteren ist eine durch HA-vermittelte Erh6hung der VEGF-C

Produktion von Makrophagen und daraus resultierend eine vermehrte
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Lymphangiogenese in vitro beschrieben (Jungetal.,, 2015). Dabei Interagiert HA (ber
TLR4 mit den Makrophagen. TLR4 wiederrum ist wie die gesamte Familie der toll-like
receptors ein wesentlicher Bestandteil der angeborenen Immunabwehr und in die
Regulation zahlreicher inflammatorischer Prozesse eingebunden (Lu etal., 2008). HA
scheint aber auch unabhangig von VEGF Angiogenese induzieren zu kdonnen. So ist eine
erhohte GefaRbildung im HA- sowie VEGF-angereichertem in vivo Matrixgel-Essay bei
Mausen beschrieben. Diese Erhéhung blieb auch nach Anreicherung des Matrixgels mit

HA und dem VEGF-Antikorper Bevacizumab nachweisbar (Park et al., 2012).

4.5.3 Die Rolle der Rezeptoren: CD44 und RHAMM

Zahlreiche Effekte von HA werden (iber als Hyaladherine bezeichnete Rezeptorproteine
vermittelt. Insbesondere CD44 kommt dabei eine wesentliche Rolle als Rezeptorprotein
flir die pro-angiogenen Effekte von HA zu. Es findet sich auf der Oberflaiche von
zahlreichen Zelltypen, darunter glatten Muskelzellen, Endothelzellen, Makrophagen und

Granulozyten sowie Lymphozyten (Noble, 2002).

Somit ist CD44-vermittelte Signallibertragung einerseits lUber den Rezeptorbesatz von
Makrophagen und Lymphozyten in inflammatorische Prozesse involviert, etwa im
pathophysiologischen Kontext der atherosklerotischen Plaquebildung (Krolikoski et al.,
2019). Anderseits kann CD44 durch sein Vorkommen auf dem GefdlRendothel auch direkt
angiogene Signalkaskaden induzieren. Fir exogen zugefiuhrte HA-Oligosaccharide wurde
bereits frih eine erhéhte Endothelzellproliferation durch CD44-vermittelte Aktivierung
des proliferativen MAP-Kinase Signalwegs nachgewiesen (Slevin et al., 2007). Diesem
kommt wiederrum eine entscheidende Rolle im Rahmen der Angiogenese zu
(Meadows et al., 2001). Zudem vermittelt CD44 eine Induktion von PAI-1, welches als
Effektorprotein von TGF-B in angiogene Prozesse involviert ist (Park etal., 2012). Eine
Blockierung von CD44 fihrt zu einer vermindert GefalRbildung von Endothelzellen im
Zellkulturmodell (Savani et al., 2001). Auch in vivo ist der pro-angiogene Effekt von CD44
nachgewiesen. So zeigen CD44 Knock-Out Mause eine verminderte GefaRdichte in
Tumoren und bei der Wundheilung (Cao et al., 2006). Die Affinitdat von HA fiir CD44 hangt
von deren Molekiillange ab und variiert zwischen den CD44-isoformen. Dabei kann ein
hochmolekulares HA-Makromolekiil die HA-Bindedomane mehrerer CD44-Proteine

besetzten, sodass diese einen Rezeptorkomplex bilden. Kommt es zu einer Degradation
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des HA-Molekils, besetzten die HA-Fragmente jeweils separat einen CD44-Rezeptor.
Dadurch divergiert der CD44-Komplex auseinander und die einzelnen Rezeptoren kdnnen
wiederrum mit anderen Proteinen auf der Zelloberflache interagieren, wie beispielweise
RHAMM oder TLR2 und -4 (Abb. 4.3) (Cowman, 2017). Die HA-Fragmente scheinen dabei

eine hohere Affinitdt zu CD44 zu besitzen als das Makromolekil (Tammi et al., 1998).

CD44-Komplex

4 |

Signaltransduktion A Signaltransduktion B

Abb. 4.3: Unterschiedliche Konfiguration von CD44 an der Zelloberfliche. Schematische
dargestellt ist die Komplexierung von CD44 durch Bindung an ein langkettiges HA-Makromolekdil.
Durch Degradation dieses Makromolekiils separiert sich der Komplex aus CD44-Rezeptoren. Die
nun separaten CD44-Rezeptoren koénnen wiederrum Interaktionen mit anderen
Rezeptorproteinen auf der Zelloberflaiche eingehen. HYALs = Hyaluronidasen, ROS = reaktive
Sauerstoffspezies. Abbildung modifiziert nach Cowman (2017).

Insgesamt scheint eine Isoform von CD44, namentlich CD44v6, von besonderer
Bedeutung fir die angiogene Signalkaskade zu sein. CD44v6 bildet nach Aktivierung einen
Komplex mit dem VEGF-Rezeptor 2 in Endothelzellkulturen und bewirkt eine verstarkte
Zellmigration, Zellaussprossung und GefalRtubulusbildung. Eine Blockierung von CD44v6
hebt dabei diese pro-angiogenen Effekte auf und fiihrt zu einer Abnahme der
TumorgrofRe und GefalRdichte in Mausen injiziertem humanen Pankreastumorgewebe
(Tremmel et al.,, 2009). Allerdings sind CD44-KO-Mause im Gegensatz zu VEGFR2-KO
Mausen, welche wahrend der Embryonalentwicklung versterben, trotz der engen
funktionellen Beziehung von CD44v6 und VEGFR2 Uberlebensfahig. Dies wird auf eine
Substitution der CD44v6-Funktion im CD44-Knock-Out durch andere Proteine wahrend

der Embryonalentwicklung zuriickgefihrt (Matzke et al., 2007). Da sich die embryonale
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Vaskulogenese von der postnatalen Angiogenese trotz funktioneller Gemeinsamkeiten
unterscheidet, steht diese Beobachtung nicht im vollstindigen Gegensatz zu der

eingeschrankten angiogenen Potenz der CD44-KO-Mause.

Ein weiteres Rezeptorprotein, liber welches HA moglicherweise Einfluss auf Angiogenese
nimmt, ist RHAMM. Im Rahmen von HA-vermittelter Angiogenese im Mausmodell sowie
humaner Endothelzellkultur ist eine vermehrte Expression von RHAMM beschrieben
(Park et al., 2012). Wie auch CD44 vermittelt RHAMM proliferative Effekte Uber die
Aktivierung der MAP-Kinase (Zhangetal.,, 1998). Uber sein Vorkommen auf der
Zelloberflache kann RHAMM mit dem transmembrandren CD44 interagieren (Misra et al.,
2015). Ob RHAMM, beispielweise durch sein intrazelluldres Vorkommen, auch von CD44
unabhadngige Effekte aufweist, ist bislang nicht abschlieRend geklart. In der bereits
erwahnten Publikation von Savani et al. zeigte sich in einer Endothelzellkultur zwar nach
Blockade von CD44 und RHAMM eine jeweils dhnliche Verminderung der GefaBbildung. In
Bezug auf die Adhasion von HA an Zellen zeigte sich jedoch nur nach CD44-Blockade ein

Effekt, bei der Zellmigration wiederum nur bei RHAMM-Blockade (Savani et al., 2001).

In Bezug auf die endogene HA-Synthese scheint sich die Interaktion mit CD44 dhnlich wie
bei exogen zugefiihrten (kurzkettigen) HA-Fragmenten zu verhalten. Eine
Herabregulierung von HAS1 in humanen Urothelzellkarzinom-Zellen fihrte zu einer
verminderten Expression von CD44 sowie einer verminderten Proliferationsrate der
Zellen. Durch exogene HA-Substitution zeigte sich dieser Effekt teilweise reversibel. Bei
einer zusatzlichen Blockierung von CD44 fiihrte die exogene HA-Substitution allerdings
nicht zu einem Wiederanstieg der Proliferation (Golshanietal.,, 2008). Zumindest im
Tumorzellmodell weist CD44 also ein gemeinsames Expressionsverhalten mit mindestens
einer endogenen HA-Synthase auf, was auf eine mogliche gemeinsame Regulation der
HA-Synthasen und CD44 hinweist. In der vorliegenden Arbeit erfolgte keine Bestimmung
der CD44-Expression im untersuchten Gewebe. Es ergibt sich daher die offene
Fragestellung, ob sich zwischen den Has3-KO-Mausen und den Wildtypen ein Unterschied
in der CD44-Expression zeigt, oder ob ein vermindertes Substratangebot in Form
kurzkettiger HA-Fragmente bei gleicher CD44-Prasenz fiir den ausbleibenden Anstieg der

Kapillardichte nach ischamischem Reiz ausschlaggebend ist.
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4.5.4 Die glatte GefaBmuskulatur

Zwar besitzen Kapillaren keine Tunica media, jedoch sind auch sie durch eine schmale
Schicht von Perizyten mit Zellen der glatten Gefdalmuskulatur (VSMC) umgeben
(Attwell et al., 2016). Im Rahmen der Angiogenese kommt es zu einer PDGF-B abhangigen
Rekrutierung von Perizyten durch unreife Endothelzellen (Hellstrém et al., 1999) und
durch diese wiederrum zu einer Stabilisierung der Endothelzellschicht und damit des sich
neu bildenden GefdRastes (Herbert & Stainier, 2011). Zudem andern Perizyten in
Abhangigkeit von verschiedenen Stimuli ihr Sekretionsverhalten und kénnen so auch eine
Modulation etwa eines hypoxischen oder inflammatorischen Milieus bewirken (Gaceb &
Paul, 2018). Gerade im inflammatorischen Kontext kommt den Perizyten Uber
Vermittlung von Neutrophilenadhdsion und —transmigration eine tragende Rolle zu

(Proebstl et al., 2012).

In Bezug auf die HA-Synthasen ist die HAS2 die am prominentesten vertretende Isoform
in Zellen der glatten GefaBmuskulatur (Evanko et al., 2001). Im Zellkulturmodell zeigt sich
eine vermehrte Expression von HAS1 und -2 in VSMCs nach Stimulation mit vasoaktiven
Prostaglandinen (Sussmann etal., 2004). Auch PDFG-B und TGF-B bewirken eine
vermehrte Expression von HAS2. Interessanterweise gilt dies nicht fir HAS3, welche nur
nach Stimulation mit Interleukin-1 eine vermehrte Expression aufweist (van den
Boom et al., 2006). Daflir zeigen VSMCs nach einem lentiviralen Knock-Down der HAS3
eine verminderte PDGF-B Sekretion und Zellmigration. Auch weisen diese Zellen im
Umkehrschluss nach einer Uberexpression der HAS3 ein deutlich gesteigertes

Migrationsverhalten als Reaktion auf eine PDGF-B Stimulation auf (Kiene et al., 2016).

An dieser Stelle sei auch nochmals die Arbeit von Wang et al. erwdhnt, in welcher sich in
Has2-Knock-Out-Mdusen eine verminderte Perfusion der ischamischen Wadenmuskulatur
gegeniiber WT-Kontrollen bei allerdings erhohter Kapillardichte zeigte (Wangetal.,
2020). Dies steht im Gegensatz zu den Beobachtungen der vorliegenden Arbeit, bei denen
sich zwar ebenfalls eine schlechtere Reperfusion der Knock-Out-Mdause zeigte, dabei
allerdings in der immunhistochemischen Farbung der Muskulatur eine erniedrigte
Kapillardichte. Wang et al. schreiben den scheinbaren Widerspruch einer deutlich
schlechteren Reperfusion und einer signifikant erhohten Kapillardichte einer fehlenden

Ausreifung des endothelialen GefdlRsystem zu. So zeigten sich in den Has2-KO-Tieren eine
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erhéhte Extravasation von Erythrozyten sowie Odeme des Muskelgewebes, beides
Phdanomene, die in der vorliegenden Arbeit nicht beobachtet wurden. Auch wiesen die
Has2-KO-Tiere nach doppelter Ligatur der Arteria femoralis und Arteria iliaca eine hohe
Rate an Nekrosen bis hin zum Verlust der Extremitat auf, so dass auf eine einzelne Ligatur
der Femoralarterie gewechselt wurde. Dabei handelt es sich genetisch urspriinglich um
C57BL/6-Mdause, welche tendenziell eine gute Erholung nach induzierter Ischamie zeigen.
So wurden auch in der vorliegenden Arbeit auf C57BL/6-Wildtypen basierende Knock-
Outs verwendet, bei diesen wurden dabei trotz verminderter Reperfusion keine klinischen

Zeichen der kritischen Extremitatenischamie beobachtet.

Eine mogliche Erklarung dafiir liegt in der Art des jeweiligen Knock-Outs. So handelt sich
in der vorliegenden Arbeit um einen konstitutiven Knock-Out der Has3, welcher also
schon wahrend der Embryonalentwicklung besteht. Da dies bei einem Has2-KO letal ist,
erfolgte in der Arbeit von Wang et al. ein konditionaler, also postnatal induzierter Knock-
Out der Has2. Zudem handelt sich dabei um einen endothelspezifischen Knock-Out. Somit
konnte ein moglicher Unterschied auf die Entwicklung von Kompensationsmechanismen

nach Verlust der Has3 zurickzufihren sein.

In der vorliegenden Arbeit waren nur vereinzelt fliir aSMA-positive perifibrillare Signale
abgrenzbar, obwohl auch Perizyten noch aSMA-enthaltende kontraktile Fasern besitzen
(Skalli et al., 1989). Allerdings handelt es sich dabei um nur wenige Fasern im Verhaltnis
zu den VSMCs kaliberstarkerer Gefalle. Auch deshalb findet als Marker fir Perizyten
hdufig das Rezeptorprotein PDGFRB Verwendung (Smyth et al., 2018). Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit fand keine spezifische Anfarbung von Perizyten statt. Insgesamt ist
basierend auf der Literatur aber davon auszugehen, dass auch die hier dargestellten
Kapillaren von Perizyten umgeben sind. Da auch das Signalverhalten von VSMCs einer
Modulation durch die HA-Synthasen unterliegt, kommt somit ein verdndertes
Signalverhalten nach Knock-Out der Has3 ebenfalls als potentieller Effektor auf die

Angiogenese in Betracht.

In Abb. 4.4 sind die Vvielschichtigen Moglichkeiten der Einflussnahme der

Hyaluronsduresynthese auf Angiogenese schematisch dargestellt.
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Abb. 4.4: Mogliche Mechanismen des Effektes der endogenen HA-Synthese auf Angiogenese.
Schematische dargestellt ist der endogene Weg von der HA-Synthese bis zu mdglichen Effektoren.
Grundsatzlich sind alle HA-Synthasen in der Lage, langkettige HA-Makromolekiile zu produzieren,
auch die in dieser Arbeit untersuchte Has3. (A) Uber enzymatische und nicht-enzymatische
Degradation entstehen als endogene Reaktion auf einen gewebsschadigenden Reiz (wie etwa einen
ischamischen Zustand) schlielllich HA-Oligosaccharide. Diese sind charakteristischer Bestandteil
eines inflammatorischen Milieus. Innerhalb dessen kommt es zur Aktivierung zahlreicher
Signalkaskaden, auch durch die HA-Fragmente. (B) So wird lber die Stimulation von Leukozyten
einerseits das inflammatorische Milieu aufrechterhalten, andererseits beispielsweise Uber eine
erhohte Freisetzung von VEGF das GefdaBendothel stimuliert. Unter Differenzierung zu tip cells
kommt es zu Einsprossung neuer GefaRaste in das inflammatorische Milieu. (C) Dabei werden die
Endothelzellen durch die HA-Oligosaccharide im Sinne einer pro-proliferatorischen Reaktion direkt
stimuliert und ihrerseits sekretorisch aktiv. (D) Dies stimuliert die umgebenden Perizyten, die durch
Zell-zu-Zell-Kkommunikation mit dem Endothel einerseits dessen Ausreifung und Stabilisierung
induzieren, anderseits durch Zytokinfreisetzung und Leukozytenadhdsion auch das
inflammatorische Milieu modulieren. Auch die Perizyten selbst unterliegen dabei einer HA-

vermittelten Signaltransduktion.
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Die vorliegende Arbeit legt nahe, dass diese endogene Achse liber noch ndher zu bestimmende
Mechanismen ebendiese Effekte induziert, wie sie bereits fir exogen zugeflihrten HA-
Oligosaccharide nachgewiesen sind. ? = Eine direkte Interaktion von HA mit VEGF ist bislang
insbesondere nach zuvoriger exogener Sulfatierung der HA beschrieben. Eigene Abbildung, Teil A
modifiziert nach Jiang, Liang & Noble (2011).

4.6 Akkumulation von Hyaluronsdure

In Bezug auf sowohl den HA-Gehalt des Gewebes als auch auf das Verteilungsmuster der
HA im Gewebe der Hinterlaufmuskulatur zeigten sich zwischen den Has3-Knock-Out-

Mausen und den Wildtyp-Kontrollen keine signifikanten Unterschiede.

Es ist beschrieben, dass der HA-Gehalt zumindest in epidermalem Gewebe wahrend der
pra- und postnatalen Entwicklung Schwankungen unterlegen ist, welche mit der
Expression von Has2 und -3 korrelieren (Tammi et al., 2005). Desweiteren wurde gezeigt,
dass es im Mausmodell physiologischer Weise in der Frihphase nach erlittener
Myokardischdmie zu einer auch immunhistochemisch nachweisbaren Akkumulation von
HA im Myokardgewebe kommt, welche bei Has2-Knock-Out-Mausen ausbleibt (Petz et al.,
2019). Zumindest lichtmikroskopisch findet sich im Kontext der vorliegenden Arbeit kein
Effekt auf die HA-Verteilung im Muskelgewebe bei embryonaler Has3-Defizienz, weder

konstitutionell noch nach erlittener Ischamie.

Offen bleibt die Frage, ob es sich hierbei um eine Zeitpunkt- oder Has-Isoform-abhangige
Beobachtung handelt. Die im Rahmen dieser Arbeit angefertigten Praparate zeigen einen
Zustand 35 Tage nach erlittener Ischamie und liegen damit aulRerhalb der Akutphase. Der
in der Arbeit von Petz et al. beschriebene Effekt zeigte sich bereits 24 Stunden nach
erlittener Myokardischamie. Allerdings lief} sich dort auch in der chronischen Phase eine
Veranderung in der EZM in Form eines vergrofRerten myokardialen Narbenareals der
Knock-Out-Mause 3 Wochen nach Ischamie feststellen. Dieser spate Effekt war dabei
allerdings wiederum spezifisch fiir den Knock-Out der Has2. Bei Hasl-Deletion lief8 sich
kein Unterschied in der GroRe des Narbenareals im Vergleich zum Wildtyp feststellen.
Auch zeigten sich in der vorliegenden Arbeit keine mikroskopischen Gewebeschaden. In
den untersuchten Gewebeproben zeigten sich keine Nekroseareale, interstielle
Odembildung, vermehrte Fibrosierung oder anhaltende Inflammation in Form von

Makrophageneinwanderung in die Muskulatur. Eine klinisch relevante Myokardischamie
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hingegen stellt ein relevantes Gewebetrauma dar, welches mit entsprechendem

Gewebeuntergang und somit auch der Initiierung von Wundheilung verbunden ist.

Im Rahmen von physiologisch ablaufende Wundheilung ist HA ein wesentlicher Mediator
(Aya & Stern, 2014). Da die hier verwendeten C57BL/6J-Mduse eine gute
Kollateralisierung zeigen, mag das Fehlen von ischamischen Nekrosearealen die fehlende
erhohte HA-Akkumulation auch bei den Wildtypmausen bedingen. Hierfiir wiirde auch
das Uber alle Praparate beobachtete physiologische Verteilungsmuster der HA-Signale vor
allem im Bereich von Bindegewebsstrukturen im Sinne von Gefda-Nerven-Scheiden
sprechen. AbschlieRend stellt die im Rahmen dieser Arbeit dargelegte Beobachtung zum
Zeitpunkt von 35 Tagen nach unilateraler Hinterlaufischdmie nur eine limitierte
Momentaufnahme dar. Es ldsst sich daher keine Aussage dariber treffen, ob es innerhalb
der Akutphase nach induzierter Ischamie auch bei dem in der vorliegenden Arbeit
verwendeten Ischamiemodell zu einer vorriibergehenden Veranderung in der EZM

kommt.

4.7 Therapeutische Perspektiven

Es ist beschrieben, dass lokale Uberexpression von Himoxygenase (HO)-1 in ischdmischer
Hinterlaufmuskulatur in HO1-Knock-Out-Mausen zu einer Phanotyp-Rettung fiihrt. Nach
Plasmid-Vektor vermittelter Uberexpression von sowohl HO1 als auch HO1 und VEGF in
Kombination zeigte sich eine Reperfusion des ischamischen Hinterlaufs, welche sich nicht
signifikant von den WT-Kontrollen Unterschied (Jazwa et al., 2015). Der dabei benutzte
HO1-Knock-Out-Phanotyp zeigt ahnlich dem in der vorliegenden Arbeit untersuchenden
Has3-Knock-Out-Phanotyp eine eingeschrankte Kapillarbildung nach erlittener Ischdmie
(Jazwa et al., 2013). In der oben genannten Arbeit von Jazwa et al. (2015) fihrte bereits
eine alleinige Uberexpression von HO1 zu einer Aufhebung der eingeschriankten Erholung
nach erlittener Hinterlaufischamie. In Kombination mit einer zusétzlichen Uberexpression

VEGF zeigte sich eine weitere Verbesserung der Rekapillarisierung.

Im Zusammenhang der vorliegenden Arbeit ergibt sich daraus die Fragestellung, ob durch
eine Has3-Uberexpression — systemisch oder lokal in der Hinterlaufmuskulatur — eine
Phanotyp-Rettung eintritt, und falls ja, ob sich dieser Effekt ebenfalls synergistisch mit

zusatzlicher VEGF-Uberexpression zeigten wiirde. Die Studienlage zu einem
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Hyaluronsduresynthasen-Gentransfer ist eingeschrankt. Studien in Bezug auf
Uberexpression der Hyaluronsiuresynthasen beziehen sich in (iberwiegender Anzahl
entweder auf Zellen der GefaBmuskulatur im Zusammenhang mit Atherosklerose
[Wilkinson et al., (2006); Chai et al., (2005)] oder auf maligne Zelllinien im Zusammenhang
mit Tumorerkrankungen [Takabe et al., (2015); Li et al., (2015)]. Zwar ist die technische
Machbarkeit einer Uberexpression von caniner Has2 in Hunde-Kniegelenke beschrieben
(Kyostio-Moore et al., 2018), zur Uberexpression von Hyaluronsiuresynthasen in der
Skelettmuskultur, insbesondere im Zusammenhang mit Ischamiemodellen, findet sich
allerdings keine belastbare Literatur. Die Datenlage zur sonstigen therapeutischen
Nutzung von HA bei ischdamischen Krankheitsbildern ist ebenfalls eingeschrankt. So ist
zwar eine verbesserte Rekapillarisierung durch Injektion von endothelialen Stammzellen
zusammen mit HA nach induzierter Ischamie im Mausmodel beschrieben (Tang et al.,
2011), ebenso ist dieser Effekt nach der Implantation von HA-Hydrogelen in den
ischamischen Hinterlauf gezeigt worden (Silva et al., 2016). Eine so robuste Datenlage wie

im Zusammenhang mit VEGF existiert aber nicht.

Der in der vorliegenden Arbeit gezeigte Effekt von Has3-Defizienz auf die Erholung nach
unilateraler Hinterlaufischdmie legt nahe, moglichen Effekten von Has3-Uberexpression in
ischamischem Muskelgewebe nachzugehen. So konnte die Rolle der endogenen
Hyaluronsduresynthese im Kontext von Angiogenese weiter beleuchtet werden, um
langfristig moglicherweise einen therapeutischen Ansatz im Kontext der chronischen
Extremitatenischamie im Rahmen der peripheren arteriellen Verschlusskrankheit

aufzuzeigen.
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4.8 Schlussfolgerung

4.8.1 Zusammenfassende Beantwortung der Fragestellung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, zu zwei eingangs herausgearbeiteten Fragestellungen

Stellung zu beziehen:

1.) Gibt es einen Unterschied im AusmaR der Angiogenese im Mausmodell der
unilateralen Hinterlaufischamie in Bezug auf ischamische und nicht-ischamische
Wadenmuskeln von Hyaluronsduresynthase(Has)-3-defizienten Mausen im

Vergleich zu Wildtyp(WT)-Kontrollen?

2.) Gibt es Unterschiede in der Akkumulation/Verteilung von Hyaluronsaure in der
ischamischen und nicht-ischamischen Wadenmuskulatur von Has3-defizienten

Mausen im Vergleich zu Wildtyp(WT)-Kontrollen?

Ad 1.) Nach Induktion einer unilateralen Hinterlaufischdamie und anschlieRender
Erholungsphase von 35 Tagen zeigte sich in der dann durchgefiihrten histologischen
Untersuchung der Wadenmuskulatur ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden
Testgruppen. Wahrend es bei den WT-Kontrollen zu einem Anstieg der Kapillardichte um
etwa 30% als Reaktion auf den ischamischen Reiz kam, blieb dieser Anstieg bei den Has3-
KO-Tieren vollstandig aus. Diese zeigten keinen Unterschied gegenliber der Kapillardichte
des nicht-ischamischen Hinterlaufes. Diese histologische Beobachtung deckt sich
desweiteren mit den in Vorarbeiten durch Herr Dr. Freudenberger am Institut fir
Pharmakologie und Klinische Pharmakologie des Universitatsklinikum Disseldorf
durchgefliihrten nicht-invasiven Durchblutungsmessungen, in welchen die Has3-KO-
Mause einen Trend zu einer verringerten Durchblutung des ischamischen Beines

gegenlber den WT-Kontrollen zeigten.

Ad 2.) Anders verhalt es sich in Bezug auf den HA-Gehalt des Gewebes. Zwar lieR sich HA
immunhistochemisch in den histologischen Prdparaten nachweisen und zeigte ein
Verteilungsmuster, wie es im Gewebe der Skelettmuskulatur zu erwarten ist. Dabei zeigte

sich aber weder ein Unterschied in Bezug auf den absoluten HA-Gehalt des Gewebes im
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Sinne einer Akkumulation in einer der beiden Testgruppen, noch ein verdandertes

Verteilungsmuster bei den Has3-defizienten Mausen gegeniiber den WT-Kontrollen.

4.8.2 Fazit

AbschlieBend konnte diese Arbeit zeigen, dass das Defizit einer funktionablen
Hyaluronsduresynthase-3 mit einem verminderten angiogenen Potenzial nach erlittener
Extremitdtenischamie einhergeht. Auf einen (histologisch nachweisbaren) Unterschied
der HA-Konzentration oder —verteilung im Gewebe zum Zeitpunk 35 Tage nach Induktion
der Ischamie ist der beobachtete Effekt auf die Angiogenese dabei nicht zurlickzufiihren.
Allerdings ist die Rolle von HA im Rahmen der Angiogenese ein weiterhin aktiv
diskutiertes und beforschtes Themengebiet, in welchem langst nicht alle Fragestellungen
abschliefend geklart sind. Insgesamt ist in der Literatur ein breites Spektrum an
potentiellen Mechanismen beschrieben, Uiber welche HA in angiogene Prozesse
eingreifen kann. Weiterhin Glltigkeit behalt dabei die grundlegende Aussage, dass die
kurzkettigen HA-Fragmente fiir pro-angiogene Effekte entscheidend sind. Dabei scheinen
die endogenen HA-Synthasen, beziehungsweise das Zusammenspiel aus endogener HA-
Synthese und —degradation, den Effekt einer exogenen Subsitution wvon HA-
Oligosacchariden auch selbstreguliert bewirken zu kénnen. Diese These unterstiitzt auch
das Ergebnis der vorliegenden Arbeit. Uber welchen Mechanismus der beobachtete Effekt
eines verminderten angiogenen Potenzials bei den Has3-defizienten Mad&usen nach
erlittener Extremitatenischamie nun vermittelt wird, kann anhand der vorliegenden

Arbeit nicht geklart werden. Ob das Fehlen einer funktionellen Has3 liber

e die Modulation der inflammatorischen Reaktion unter Involvierung von
Makrophagen

e eine VEGF vermittelte Signaltransduktion

e eine direkte Kommunikation mit den Endothelzellen tiber CD44/RHAMM

e eine Verdanderung des Expressionsmusters der Hyaladherine

e eine verdanderte Zell-zu-Zell Kommunikation zwischen Endothel und
Perizyten

e oder liber ein Mischbild aus den oben genannten Faktoren

66



wesentlich fiir den beobachteten Effekt ist, stellt allerdings eine interessante
Fragestellung dar und bietet Anlass fiir weitere Forschung in Bezug auf die Rolle und

Mechanismen der endogenen HA-Synthese im Kontext von Angiogenese.
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