Aus dem
Institut fir Pharmakologie
der Heinrich-Heine-Universitat Diisseldorf

Direktor: Univ.-Prof. Dr. Jens W. Fischer

Untersuchung der basalen Kapillardichte und des
Hyaluronsauregehalts in murinem Hinterlaufmuskelgewebe
bei Hyaluronsauresynthase-3-Defizienz im Vergleich zu

Wildtyp-Kontrollen

Dissertation

zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin
der Medizinischen Fakultat

der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf

vorgelegt von

Christin Lorenz

2024



Als Inauguraldissertation gedruckt mit Genehmigung der Medizinischen

Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf

gez.:

Dekan: Univ.-Prof. Dr. med. Nikolaj Klocker
Erstgutachter: Univ.-Prof. Dr. med. Dr. rer. nat. Soren Twarock

Zweitgutachterin: PD Dr. med. Alexandra Ljimani



Es ist gut zu wissen, dass man eigentlich alles erreichen kann.

Man muss nur damit anfangen.

Julie Deane



In Liebe und Dankbarkeit meiner Familie gewidmet.
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Zusammenfassung

Eine Vielzahl von gesellschaftlich relevanten Erkrankungen begrindet sich auf den
Auswirkungen dysregulierter Angiogenese. Dabei nehmen sowohl die verminderte
als auch die abnorm gesteigerte GefafSneubildung eine tragende Rolle ein. Demnach
zeigt eine reduzierte Durchblutung von Geweben direkte Folgen anhand von
Krankheitsbildern wie der peripheren arteriellen Verschlusskrankheit (pAVK),
ischamischen Herzkrankheiten oder chronischen Wunden, wenn eine
Kompensation nicht ausreichend erreicht werden kann. Hingegen findet sich eine
gesteigerte GefafSneubildung bei inflammatorischen Prozessen und Tumor-
erkrankungen. Um diesen komplexen Erkrankungsformen mit effektiven
therapeutischen Mafdnahmen begegnen zu konnen, bedarf es eines umfangreichen
Verstandnisses der physiologischen und pathophysiologischen Ablaufe der
Angiogenese.

Da bereits gezeigt werden konnte, dass Hyaluronsaure mafsgeblich an angiogenen
Vorgangen beteiligt ist, stellt sie einen interessanten Forschungsansatz im Hinblick
auf die Einflussfaktoren einer dysregulierten Angiogenese dar. Hyaluronsaure ist ein
ubiquitar vorkommendes grofdmolekulares Glykosaminoglykan, das je nach Lange
seiner Disaccharid-Ketten sowie der Art seiner Bindungspartner sowohl pro- als
auch anti-angiogene Effekte zeigt.

In dieser Arbeit wurde die Auswirkung der kongenitalen Hyaluronsauresynthase 3-
Defizienz (Has3-Defizienz) auf die basale, nicht pathologisch veranderte
GefafSsituation in adulten Mausen untersucht. Dabei wurde auf praliminare,
institutsinterne Daten zur Rekonstituierung des Blutflusses nach induzierter
Hinterlaufischamie bei Has3-defizienten Mausen Bezug genommen. Es ergab sich
die Fragestellung, ob sich unabhangig von pathophysiologischen Vorgangen bereits
durch die kongenitale Has3-Defizienz Veranderungen in der Gefafddichte und
folglich in der Durchblutungssituation zeigen.

Zu diesem Zweck wurde die Hinterlaufmuskulatur von 16-20 Wochen alten,
mannlichen Mausen in Form von Kryo-Praparaten anhand histologischer Schnitte
strukturiert untersucht und eine Expressionsanalyse Hyaluronsaure-assoziierter

Gene durchgefiihrt. Als Parameter der histologischen Auswertungen wurden die
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Kapillardichte und Muskelfibrillenanzahl sowie der perifibrillire Hyaluron-
sauregehalt ermittelt. In der Analyse der genetischen Expression wurden die
Hyaluronsauresynthasen 1-3, die Hyaluronsaurerezeptoren Cd44 und Rhamm sowie
die Hyaluronidasen 1 und 2 bestimmt.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich kein Unterschied in der Anzahl der
Kapillaren zwischen den Has3-knockout Mausen und den Wildtyp-Kontrollen ergab.
Auch das Verhaltnis der Anzahl von Kapillaren zu Muskelfibrillen wies keine
Differenz zwischen den untersuchten Gruppen auf. Es zeigten sich regionale
quantitative Unterschiede (innerhalb der horizontalen Ebene) gleichermafSen bei
den Has3-defizienten Mause als auch in den Kontrollen, die es fir weitere
Auswertungen und Untersuchungen zu berticksichtigen gilt.

Erhobene Daten zur extrazellularen Hyaluronsaureverteilung der histologischen
Proben ergaben Hinweise auf ein signifikant vermehrtes Vorliegen von HA bei den
Has3-knockout-Mausen. Die tberdies durchgefiihrte RNA-Expressionsanalyse
bestatigte den kongenitalen Has3-knockout und wies zudem eine verminderte
mRNA-Expression der Has2, der Hyall sowie Cd44 auf.

Weitere Untersuchungen zur Validierung der HA-Quantitat sind fiir Folgearbeiten
zu diskutieren. Gegenwartig ist anzunehmen, dass es aufgrund einer geringeren
Hyall-Expression zu einer verminderten Degradation der vorliegenden HA kommen
konnte.

Die mit dieser Arbeit erhobenen Daten zur Quantitat der GefafSe untermauert, dass
der kongenitale Has3-knockout keine Veranderungen in der basalen Gefafddichte
hervorruft. Somit konnte bewiesen werden, dass es unter nicht pathologisch
veranderten Bedingungen keine Abweichung bei der Kapillarisierung gibt. Dies
stutzt die These von Folgearbeiten, dass der angiogene Effekt von HA erst unter
pathophysiologischen = Vorgangen (bezugnehmend auf die induzierte

Hinterlaufischamie) eintritt.
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A variety of socially relevant diseases are based on the effects of dysregulated
angiogenesis. Both the reduced and the abnormally increased formation of new
blood vessels play a major role. According to this, a reduced blood flow in tissues
shows direct consequences in clinical conditions such as peripheral arterial disease
(PAD), ischemic heart diseases or chronic wounds, if sufficient compensation cannot
be achieved. On the other hand, there is increased formation of new blood vessels
in inflammatory processes and tumor diseases. To be able to counteract these
complex forms of the disease with effective therapeutic strategies, a comprehensive
understanding of the physiological and pathophysiological processes of
angiogenesis is required.

Since hyaluronic acid has been shown to play a vital role in angiogenic processes, it
represents an interesting research approach to the factors influencing dysregulated
angiogenesis. Hyaluronic acid is a ubiquitous large-molecule glycosaminoglycan,
which shows both pro- and anti-angiogenic effects depending on the length of its
disaccharide chains and binding partners.

In this study, the impact of congenital hyaluronic acid synthase 3 deficiency (Has3-
deficiency) on the basal, non-pathologically altered vascular situation in adult mice
was investigated. Reference was made to preliminary, internal institute data on the
reconstitution of blood flow after induced hindlimb ischemia in Has3-deficient
mice. The question arose as to whether changes in vascular density and
consequently in the blood flow situation are already evident because of congenital
Has3-deficiency, irrespective of pathophysiological processes.

For this purpose, the hind leg muscles of 16-20-week-old male mice were examined
in a structured manner in the form of cryo-preparations using histological sections
and an expression analysis of hyaluronic acid-associated genes was carried out. The
capillary density and number of muscle fibrils as well as the perifibrillar hyaluronic
acid content were determined as parameters of the histological evaluations. In the
analysis of the genetic expression, the hyaluronic acid synthases, the hyaluronic acid
receptors Cd44 and Rhamm as well as the hyaluronidases 1 and 2 were determined.
In summary, there was no difference in the number of capillaries between the Has3-
knockout mice and the wild-type controls. The ratio of the number of capillaries to

muscle fibrils also showed no difference between the groups examined. There were
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regional quantitative differences (within the horizontal plane) both in the Has3-
deficient mice and in the controls, which need to be considered for further analysis
and studies.

Data collected on the extracellular hyaluronic acid distribution of the histological
samples indicated a significantly increased presence of HA in the Has3-knockout
mice. Moreover, RNA expression analysis confirmed the congenital Has3-knockout
and showed reduced mRNA expression of Has2, Hyall and Cd44.

Further investigations to validate the HA quantity are to be discussed for follow-up
work. At present, it can be assumed that lower Hyall expression could lead to
reduced degradation of the HA present.

The data collected in this study on the quantity of vessels confirms that the
congenital Has3-knockout does not cause any changes in basal vessel density. Thus,
it could be proven that there is no deviation in capillarization under non-
pathologically altered conditions. This supports the thesis of subsequent studies
that the angiogenic effect of HA only occurs under pathophysiological processes (in

relation to the induced hind leg ischaemia).
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Einfiihrung

Die Aufrechterhaltung von Gewebefunktionen ist maf$geblich von der Durchblutung
und der damit verbundenen Zufuhr von Sauerstoff und Nahrstoffen sowie dem
Abtransport von Metaboliten abhangig. Der Organismus ist unter physiologischen
Bedingungen in der Lage, ein Ungleichgewicht in der Versorgung der Zellen zu
detektieren und Vorgange zu initiieren, um die Balance aufrechtzuerhalten bzw.
wiederherzustellen. Bei der Vermehrung von Gewebe (im adulten Organismus),
beispielsweise aufgrund von Muskelaufbau oder Fettgewebszunahme, wird die
Blutversorgung unter anderem durch eine VergrofSerung des kapillaren Netzwerks
sichergestellt. Vice versa wird bei Verminderung des zu versorgenden Gewebes eine
Regression der GefafSanzahl beschrieben.! Auch bei der Wundheilung oder
Anderungen eines funktionalen Zustands wie bei der Ausreifung des Gelbkorpers
wahrend des weiblichen Zyklus finden diese physiologischen Vorgange statt. >* Auf
diese Weise wird die Grofde des GefafSbetts den Bediirfnissen des jeweiligen

Gewebes angepasst.

Es kann aufgrund pathophysiologischer Prozesse dazu kommen, dass die
Gewebeperfusion  nicht ausreichend aufrechterhalten werden  kann.
Funktionseinschrankungen und/oder -verlust bis hin zum Zelluntergang sind die
Folge. Klinisch zeigen sich diese Vorgange in Krankheitsbildern wie der
ischamischen Herzkrankheit, die sowohl bei den Hospitalisierungsursachen als auch
in der Todesursachenstatistik in Deutschland einen erheblichen Stellenwert
einnimmt. Im Jahr 2020 wurden 121462 Todesfalle im unmittelbaren
Zusammenhang mit kardiovaskularen Durchblutungsstoérungen verzeichnet. Auch
zerebrovaskulare Krankheiten mit 53.308 Verstorbenen, der akute Myokardinfarkt
mit 44.529 Sterbefillen sowie letale Verlaufe von Krankheiten der Arterien,
Arteriolen und Kapillaren mit 11.890 Fallen im gleichen Jahr verdeutlichen das
Ausmafs dieser Pathologien (siehe Tabelle A 1 und Tabelle A 2 im Appendix).* Ein
weiteres Beispiel tiber die relevanten Auswirkungen von Durchblutungsstérungen
zeigt sich in Zusammenhang mit der peripheren arteriellen Verschlusskrankheit
(pPAVK). Aufgrund vielfaltiger Ursachen, zumeist aber durch arteriosklerotische
GefafSwandveranderungen, kann es zu einer graduellen Stenose bis hin zur

vollstandigen Okklusion mit resultierender Minderperfusion im Versorgungsgebiet
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einer betroffenen Arterie vorwiegend der unteren Extremitdten kommen. Trotz
korpereigener Kompensationsmechanismen kann die Durchblutung oft nicht
ausreichend wiederhergestellt werden.® Die Folgen variieren je nach Auspragung
des Verschlusses von einer verminderten Belastbarkeit und Schmerzen tber
Hautulzerationen bis hin zum Verlust einer Extremitat und gehen mit einer
erhohten Hospitalisierungs- und Sterberate einher.® Ein GrofSteil der Betroffenen
bleibt jedoch lange asymptomatisch und damit haufig unterdiagnostiziert.” Dieser
Grofsteil weist allerdings eine erhohte Disposition zu kardiovaskularen und
zerebrovaskularen Ereignissen auf.? In Anbetracht der Gesamtpravalenz von 3-10 %
der Gesamtbevolkerung, mit einer drastischen Zunahme in der Gruppe der tiber 70-
Jahrigen auf 15-20 %, ist die pAVK und deren Therapie hinsichtlich der
demografischen Entwicklung von grofsem gesellschaftlichen aber auch
okonomischen Interesse.” Bisherige Behandlungsstrategien verfolgen das primare
Ziel der Symptomlinderung und Vermeidung des Stenosierungsprogresses. Dabei
kommen konservative Verfahren wie Gehtraining, medikamentose Therapie mit
Thrombozytenaggregationshemmern und vasoaktiven Substanzen, aber auch
invasive Methoden in fortgeschrittenen Stadien, zum Einsatz. Invasive Methoden
beinhalten die Revaskularisierung des stenosierten GefafSes oder das Anlegen von
Bypassen.”” Die endogene GefafSneubildung im ischimischen Areal anzuregen und
auf diese Weise die enormen Auswirkungen der Folgeschaden geringzuhalten, stellt
moglicherweise einen weiteren therapeutischen Zweig im Rahmen einer
Sekundarprophylaxe dar. Da allerdings viele Mechanismen der GefafsSneubildung
noch unzureichend verstanden sind, beschaftigt sich diese Arbeit mit einem

Teilgebiet des Einflusses der extrazellularen Hyaluronsaure auf die Angiogenese.
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1.2 Angiogenese
1.2.1 Definition und Varianten

Der Begriff Angiogenese, aus dem griechischen ,Gefaf3* und ,Entstehung®,
beschreibt die Bildung neuer Blutgefafde aus bereits existierenden. Abzugrenzen ist
die Angiogenese von der Vaskulogenese und der Arteriogenese. Die Vaskulogenese
lauft im Rahmen der de novo Gefafsentstehung tberwiegend wahrend der
Embryonalentwicklung ab. Dabei findet eine Differenzierung von mesodermalen
Stammzellen tber Angioblasten zu Endothelzellen (EC) statt, aus denen das
Gefafssystem konstruiert wird."! Die Arteriogenese hingegen beschreibt die
Entstehung von Arterien aus bereits vorhandenen Gefafsen durch die Freisetzung
von Wachstumsfaktoren und Proliferation beziehungsweise Rekrutierung von
glatten Muskelzellen und Perizyten in die GefafSwand. Scherstress wird hier als

entscheidender Reiz angesehen.”

Bei der Angiogenese werden verschiedene Varianten beschrieben, die zum Ausbau
eines komplexen Kapillarnetzwerkes fihren. Laut Carmeliet et al. wird die
aussprossende (sprouting) Form allerdings am haufigsten nachgewiesen.” Diese
wird zumeist infolge einer hypoxischen, entziindlichen oder tumords veranderten
Gewebesituation initiiert, da pro-angiogene Wachstumsfaktoren von den Zellen des
betroffenen Areals freigesetzt werden. Es kommt nach Vasodilatation zur Erhohung
der Gefafspermeabilitat und folglich zu vermehrter Extravasation von
Plasmaproteinen.” Durch Degradation der Basalmembran der Gefafse und Ablosen
aus dem Zellverband, werden die Endothelzellen (EC) zur Migration und
Proliferation befahigt, wie Abbildung 1 darstellt. Infolgedessen formiert sich ein
Gefafspross, ausgerichtet an einer fithrenden Endothelzelle, der sogenannten tip
cell, in Richtung der hochsten Konzentration der ausgeschiitteten Wachstums-
faktoren. Lokale Umbauprozesse in der Extrazellularmatrix (ECM) schaffen dabei
eine Leitstruktur. Die aufeinander zuwachsenden, neu formierten GefafSaste
fusionieren miteinander zu einer Schlinge und konnen auf diese Weise eine
Versorgungsliicke im Kapillarbett schliefSen. Fir die Entstehung optimaler
Flussbedingungen spielt die Wirkung von Scherkraften an Endothelzellen eine
entscheidende Rolle.® Dabei zeigt sich, dass Gefafse, die nach Zusammenschluss

nicht perfundiert werden, regredieren. Erst die Stabilisierung der Endothelzellen
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durch Anlagerung von Perizyten und die erneute Schaffung einer intakten

Basalmembran fithrt zur Ausreifung und vollstandigen Funktionsfahigkeit.”
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Abbildung 1 Schematische Darstellung der Angiogenese

Bereits bestehende BlutgefdRe (A) beginnen entlang einer fiihrenden tip-Zelle in Richtung pro-
angiogener Faktoren auszusprossen (B) und fusionieren zu einem neuen GefaR, (C) das durch
die Basalmembran und Anlagerung von Perizyten stabilisiert und voll funktionsfahig wird.

Eine weitere Form der Angiogenese ist die von Burri et al. 1986 zuerst definierte
intussuszeptive Form. Diese scheint, im Gegensatz zur aussprossenden Variante,
binnen Stunden abzulaufen und vor allem bei der Ausreifung von Geweben eine
Rolle zu spielen. Dabei kommt es tiber eine Reorganisation von Endothelzellen sowie
Fibroblasten und Perizyten zur Teilung eines GefafSsabschnitts, ohne dass dabei
primar Zellen proliferieren. Elektronenmikroskopisch betrachtet, stellt sich dieser
Prozess als Einstilpung/Intussuszeption in das Lumen der Kapillare

beziehungsweise als saulenartige Formierung dar.'®

Eine andere Variante der Angiogenese, wie sie auch von Carmeliet et al. beschrieben
wurde, ist die Aufspaltung vorhandener Gefafe nach Bildung intraluminaler

Endothelzellbricken.?
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In der Forschung fir diese Arbeit wird der aussprossenden Form die grofste

Bedeutung und Aufmerksamkeit beigemessen.

Der Einfluss von endothelialen Progenitorzellen (EPC) aus dem Knochenmark auf
die Gefafsneubildung ist noch nicht abschliefSend geklart. Die EPC nehmen bei der
Vaskulogenese wahrend der Embryonalentwicklung eine entscheidende Rolle ein,
konnten aber auch im peripheren Blut bei Erwachsenen nachgewiesen werden."”
Aktuelle Studien untersuchen, in welchem AusmafS die EPC Einfluss auf die
Gefafdneubildung nehmen und wie sich ihre Wirkung von der der ausgereiften EC

abgrenzen lasst.

1.2.2 Stimuli und Signalmolekiile der Angiogenese

Unter physiologischen Bedingungen steht die Ausschiittung pro- und anti-
angiogener Signalmolekiile in einem ausbalancierten Gleichgewicht und dient
primar der Aufrechterhaltung des Zellumsatzes und der Gewebehomoostase.™
Dieses Gleichgewicht kann sich zugunsten der pro-angiogenen Wirkweise
verlagern, wenn Stimuli wie eine Hypoxie oder Inflammation in einem Gewebe
vorliegen."

Demnach sind Endothelzellen in der Lage, den Sauerstoffgehalt zu detektieren und
bei einer Hypoxie tiber die Stabilisierung des Hypoxia inducible factors (HIF) die
Ausschiittung von Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) anzuregen und somit
die Angiogenese zu stimulieren.?*?" Zur VEGF-Familie zahlen unterschiedliche
Subtypen wie VEGF-A-F und der Placental growth factor (PIGF), die
charakteristischerweise an den VEGF-Rezeptoren 1-3 eine Signaltransduktion
initiieren.”” Dem Subtyp VEGF-A kommt dabei die grofste Bedeutung zu.”® Er regt
die Stickstoffmonoxidsynthase (NOS) zu vermehrter Freisetzung von Stickstoff-
monoxid (NO) an und fithrt auf diesem Wege zur Vasodilatation. Dartiber hinaus
erhoht VEGF die Permeabilitat von Endothelzellen und begiinstigt die Extravasation
von Plasmaproteinen.” Zudem stimuliert VEGF-A die Leukozytenadhasion und
kann, in Verbindung mit weiteren Proteinen, Endothelzellen zur Proliferation und
Migration befahigen. Eines dieser Proteine ist Angiopoietin-2 (Ang2), das unter
anderem auch die Degradation der Basalmembran einleitet.>® Matrix-

Metalloproteasen (MMP) und Plasminaktivatoren bahnen einen Weg fir die
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migrierenden Endothelzellen, in dem sie Proteine und Polysaccharide in der
Extrazellularmatrix aufspalten.*® Bei der Stabilisierung der neu entstandenen
Gefafse durch Anlagerung von glatten Muskelzellen (SMC) und Perizyten nehmen
der Platelet Derived Growth Factor (PDGF) und der zugehorige Rezeptor (PDGER)
eine tragende Rolle ein. Nicht-endothelzellspezifische Chemokine leisten ihren
Beitrag uber die Rekrutierung pro-angiogener Immunzellen und endothelialer
Progenitorzellen.”

Die Mechanismen, die der Fibroblast Growth Factor (FGF) initiiert, sind noch nicht
abschlief3end geklart, allerdings wird eine tibergeordnete Funktion in der Regulation
verschiedener spezialisierter Wachstumsfaktoren in Bezug auf die Angio- und
Arteriogenese diskutiert.?® Im inflammatorischen Geschehen spielt vor allem die
Sekretion von Signalmolekiilen durch Monozyten, Makrophagen, Mastzellen und
weiteren Entziindungszellen eine wesentliche Rolle.” *° Die Effekte, die sich aus der
Infiltration von Immunzellen oder der Hypoxie ergeben, finden sich auch beim
Tumorwachstum aufgrund des erhohten Zellumsatzes wieder. Hier kommen
gegebenenfalls genetische Mutationen hinzu, die die Ausschiittung der pro-

angiogenen Signalmolekiile hochregulieren kénnen.*

1.2.3 Krankheitsbilder aufgrund dysregulierter Angiogenese

Eine Dysregulation der Angiogenese kann zu einer Vielzahl von malignen,
ischamischen, inflammatorischen und immunologischen Storungen fithren und
diverse Organsysteme betreffen.

Carmeliet et al. beschreiben pathophysiologische Veranderungen wie die
diabetische Retinopathie, Endometriose, Arthritis oder Psoriasis, die durch eine
ubermafdige Angiogenese, beispielsweise bei gesteigerter Ausschiittung von
Wachstumsfaktoren in Erscheinung treten. Dariiber hinaus kann auch eine
vermehrte Expression angiogener Gene, wie bei Tumorerkrankungen, zu einer lokal
gesteigerten Gefafdbildung fithren. Umgekehrt zeigt sich eine insuffiziente
Angiogenese, z.B. durch eine fehlende Induktion bei vermindert vorliegendem
VEGF, in Krankheitsbildern wie der Lungenfibrose (bei gesteigerter EC-Apoptose)
oder der Osteoporose. Zudem werden Krankheitsbilder wie die Arteriopathie,

Nephropathie oder eine gestorte Wundheilung, insbesondere im Rahmen
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altersabhangiger Storungen physiologischer Ablaufe bei der Angiogenese,

beschrieben.??

1.2.4 Wandbau von Blutgefallen

Im Folgenden sind BlutgefafSe schematisch im Hinblick auf ihre Architektur

dargestellt.
A
Endothel Glatte
Glatte ; Elastische Muskulatur
Muskulatur / Fasern
Kollagen- )
fasern
—
A
]
Arterie Arteriole Kapillare Venole Vene
B
w r
Arterie Arteriole Kapillare Venole Vene
Wanddicke (w) 1mm 20 um 10 um 0,5 mm
Innenradius (r) 2 mm 20 um <5um 30 um 2,5mm

Abbildung 2: GefaBwandbau und -diameter

Dargestellt ist eine schematische Zeichnung des GefdBwandbaus (A) und des GefdRdiameters
(B) anhand der Wanddicke (w) und des Innenradius (r) fiir Arterie, Arteriole, Kapillare, Venole
und Vene.

Wie in Abbildung 2 dargestellt ist, weisen Blutgefaf3e, je nach physiologischen
Eigenschaften, insbesondere der tangentialen Wandspannung und Elastizitat, eine

unterschiedliche Wandschichtung auf. Entsprechend des erhdhten intravasalen
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Drucks sind Arterien und Arteriolen mit einer kraftigen Muskelwandschicht
ausgestattet.

Die Wande des vendsen Systems weisen im Vergleich zu Arterien eine dinnere
Muskelschicht und einen hoheren Anteil an elastischen Fasern auf. Da der vendse
Blutdruck geringer ist, wird im venosen System keine vergleichbar dicke
Muskelschicht benotigt. Zudem weist das vendse System einen grofseren

Gefafsdurchmesser auf.

Kapillaren bestehen lediglich aus einer einfachen Endothelzellschicht, die von der
Basalmembran umgeben ist. Im Mittel betragt der Kapillardurchmesser 5-10 pum.*
Dieser Wandaufbau erméglicht den Austausch von Gasen und Stoffen.

Uberdies sind Perizyten an kleineren GefafRe, insbesondere Arteriolen, Kapillaren
und Venolen angelagert, wie Abbildung 3 zeigt. Mit ihren zytoplasmatischen
Zellauslaufern tberdecken sie in unterschiedlicher Dichte die Endothelzellen. Thre
Funktion ist noch nicht abschliefSend geklart; die gefaf3stabilisierende Komponente
und Einflussnahme auf die Gefafpermeabilitat scheinen fiihrend zu sein, aber auch
Auswirkungen auf die Angiogenese und die Leukozytenmigration werden

beschrieben.?* %
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Abbildung 3: Perizytenverteilung

Dargestellt ist die Anlagerung und Verteilung von Perizyten (blau) auf Arteriolen, Kapillaren und
Venolen. Die quantitative Anlagerung nimmt von den Arteriolen hin zu den Venolen ab.
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1.3 Hyaluronsdure
1.3.1 Molekiilstruktur, Synthese und Abbau von Hyaluronsdure

Hyaluronsaure (HA) stellt eine besondere Komponente der Extrazellularmatrix
(ECM) dar. Das sulfatfreie, unverzweigte und negativ geladene Glykosaminoglykan
(GAQG) setzt sich aus 2.000 - 25.000 repetitiven Disaccharid-Einheiten bestehend
aus D-Glucuronsaure und N-Acetyl-D-Glucosamin, die glykosidisch -1,3- und B-
1,4- verbunden sind (siehe Abbildung 4). Im Gegensatz zu anderen unter 1.3.2
genannten GAG wird HA nicht im endoplasmatischen Retikulum und Golgi-Apparat
gebildet, sondern von drei membranstandigen Hyaluronsauresynthasen (HAS1-3).
Diese =~ HAS-Isoenzyme  synthetisieren =~ HA-Polymere  unterschiedlicher
Molekularmasse und geben diese in den extrazelluliren Raum ab.***” Die von HASI
und 2 gebildete HA weist eine Masse von 2x10°bis 2x10°® Dalton (Da) auf; die von der
HAS3 synthetisierte HA wird hingegen mit einer geringeren molekularen Masse von
1x10° bis 1x10® Da abgegeben.*® Die Synthasen konnen als Di- oder Multimere
vorliegen.*® Dartiber hinaus wird eine Heterodimerisierung von HAS2 und HAS3

beschrieben.*°

OH OH
° 0o
OH

0
NH |
o)\

n

Abbildung 4: Strukturformel der Hyaluronsaure

Der enzymatische Abbau, der unter physiologischen Bedingungen der Homoostase
des HA-Gehalts dient und bei dem ungefahr ein Drittel der vorliegenden
Hyaluronsaure pro Tag degradiert und ersetzt wird, erfolgt durch Hyaluronidasen.*
Diese bauen native Hyaluronsaure (nHA, auch hochmolekulare HA oder high
molecular weight HA (HMW-HA) genannt) zu kurzen Ketten (oHA, oligomere HA) ab.
Sechs bekannte humane Hyaluronidasen (HYAL1-4, PH-20/SPAMI, PHYALLI) sind

bisher beschrieben. Dabei scheinen die HYAL] und -2 die wichtigsten Isoformen zu
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sein. Das membrangebundene Enzym HYAL2 degradiert nHA zunachst auf eine
FragmentgrofSe von ungefahr 50 Disaccharid-Einheiten, entsprechend -einer
molekularen Masse von 2x10* Da. Diese HA-Fragmente werden anschliefsend tiber
Endozytose aufgenommen, den Lysosomen zugefiihrt und dort durch die HYAL1 zu
ihren Grundbausteinen abgebaut. Dies geschieht entweder in dem Gewebe, in dem
sie degradiert werden, in umliegenden Lymphknoten oder aber uber die
Endothelzellen der Lebersinusoide. ** 43

Die genaue Funktionalitat der HYAL3 und -4 und PHYALL ist bisher nicht bekannt.
Die humane PH-20/SPAMI1 wird hingegen vor allem im Akrosom von Spermien
nachgewiesen und dient dem Anheften und Eindringen des Spermiums in die

Eizelle.* 45

1.3.2 Hyaluronsaure als Bestandteil der Extrazellularmatrix

Die ECM stellt ein amorphes, makromolekulares Geflecht dar, das die Zellen eines
jeden Gewebes umgibt. Bestandteile der ECM sind Faserproteine wie Kollagen und
Elastin, nichtkollagene Glykoproteine wie Fibronektin, Laminin und Integrin sowie
die Gruppe der Proteoglykane und GAG. Die verschiedenen GAG (Hyaluronsaure,
Chondroitinsulfat, Dermatansulfat, Heparansulfat, Heparin, Keratansulfat) bilden
unverzweigte Ketten aus repetitiven Disaccharideinheiten, die meist in sulfatierter
Form vorliegen. Durch kovalente Bindung von GAG-Seitenketten an eine zentrale
Proteinkette (Core-Protein), entstehen Proteoglykane. Eine Ausnahme bildet die
Hyaluronsaure (HA). Sie bildet Makromolekiile aus sulfatfreien Disacchariden und
kommt nicht in Proteoglykanen vor, kann jedoch Komplexe mit ihnen ausbilden.
Aufgrund der strukturellen Eigenschaften weisen GAG eine hohe osmotische
Wasserbindungskapazitat auf, aus der eine gelartige Konsistenz resultiert. Die
Zusammensetzung der ECM variiert je nach Eigenschaft eines Gewebes und
unterliegt dabei standigen Umbauvorgangen. Die einzelnen Komponenten stehen
zumeist miteinander, aber auch mit den umgebenden Zellen in Verbindung. Die
Zell-Matrix-Kontakte dienen, tber die strukturgebenden Eigenschaften hinaus, der
Signalibbertragung zur Regulation diverser zellularer Prozesse. Bei lokalen
Umbauprozessen sind Enzyme  wie  Matrix-Metalloproteinasen  und

Plasminogenaktivator sowie Heparanasen und Hyaluronidasen beteiligt, die

10



Einleitung

Bestandteile der ECM durch proteolytische beziehungsweise hydrolytische

Prozesse abzubauen. 464" 48

1.3.3 Funktionen der Hyaluronsaurevarianten

Die Funktionen der HA sind abhangig von der molekularen Masse des Polymers, den
Bindungspartnern sowie der vorliegenden Mikroumgebung.

HMW-HA dient in vielen Geweben vor allem als mechanisches Element.
Beispielsweise verkniipft sie Proteoglykane untereinander und fihrt dadurch zu
erhohter Stabilitat eines Gewebes. Durch ihre grofse Molekiilmasse und ihre enorme
Wasserbindungskapazitat tritt sie in Form einer gelartigen Ummantelung von Zellen
in Erscheinung. Diese Hiillfunktion untersttitzt nicht nur die Aufrechterhaltung der
Gewebeintegritat durch Schutz vor physikalischer Krafteinwirkung, sondern kann
die Zellen auch vor der Stimulation durch Effektorsubstanzen oder durch Zell-Zell-
Kontakte abschirmen.*° Am Bespiel der Ovulation konnten Tempel et al. darstellen,
dass eine hochmolekulare HA-Schicht die Infiltration von Gefafsen hemmt.” Zudem
wird durch diese Barriere die Signaltransduktion fiir Vorgange wie
Zelldifferenzierung, Migration, Wachstum und Apoptose indirekt unterbunden und
die Produktion pro-inflammatorischer Molekiile verhindert.®> Die daraus
resultierende anti-inflammatorische Wirkung der HMW-HA wird zudem durch
direkte Einwirkung auf die Genexpression bestimmter Zellen beschrieben und zeigt
sich beispielsweise in der Inhibition der T-Zellproliferation.”® Die eingeleiteten
Signalwege werden durch die Bindung von HA an entsprechende Rezeptoren
induziert beziehungsweise inhibiert.*

LMW-HA und oHA spielen vor allem bei pro-inflammatorischen und pro-
angiogenen Prozessen eine wesentliche Rolle. So resultiert aus einer Verletzung der
Gewebeintegritat zunachst lokal eine vermehrte Ausschittung von Zytokinen und
Wachstumsfaktoren durch die betroffenen Zellen sowie Thrombozyten und
einwandernden Leukozyten. Dies wirkt sich unter anderem auf die Expression der
HA-Synthasen und -Rezeptoren aus.® *¢ Die dadurch gesteigerte HA-Synthese
korreliert in dieser Situation mit dem Vorliegen von LMW-HA und oHA.” Die
Entstehung dieser bioaktiven, kurzkettigen HA-Fragmente ist jedoch noch nicht
abschliefSend geklart. Diskutiert werden neben der katabolen Degradation tiber die

bekannten Hyaluronidasen und gegebenenfalls deren vermehrter Expression, die
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Einwirkung reaktiver Sauerstoffspezies oder eine veranderte HA-Synthese. 58 5 60
Oligomere HA stimuliert durch Bindung an Makrophagen (iber den HA-Rezeptor
CD44) deren Expression pro-inflammatorischer Gene.®" > Dementsprechend kommt
es zu einer gesteigerten Einwanderung ins Gewebe, was wiederum die vermehrte
Expression des intrazellularen Adhasionsmolekiils 1 (ICAM-1) in EC bedingt.®* Uber
die Bindung von oHA an den entsprechenden Rezeptoren konnen in Endothelzellen
auch direkt Signaltransduktionen fiir Proliferation und Migration eingeleitet

werden, die zur (Re-)Vaskularisierung fithren.®

Der Einfluss der von HAS1 synthetisierten HA wird vor allem bei inflammatorischen
Prozessen, aber auch in tumordsen Geweben diskutiert.®® Die HAS2 extrudiert HA,
die die Matrix von vaskularen glatten Muskelzellen maf3geblich beeinflusst und
ebenfalls mit Tumorwachstum assoziiert ist.®® ¢ Dariiber hinaus nimmt sie wahrend
der Embryonalentwicklung eine besondere Rolle beziiglich der Entstehung der
kardialen und vaskuldren Strukturen ein.®® Im adulten Organismus werden der von
HAS?2 synthetisierten HA keine relevanten angiogenen Funktionen beigemessen.

Die Funktionen der von der HAS3 gebildeten HA findet insbesondere bei der
Angiogenese und in inflammatorischen Prozessen Bedeutung und wird deshalb im

Rahmen dieser Arbeit untersucht.

1.3.4 Bindungspartner der Hyaluronsaure

1.3.4.1 Cluster of Differentiation 44 (CD44)

Einer der bedeutendsten Bindungspartner fiir HA ist Cluster of Differentiation (CD)
44 Die Standardvariante des Transmembranglykoproteins CD44 wird in
zahlreichen Geweben exprimiert und ist an einer Vielzahl zellularer Prozesse
beteiligt.” Veranderungen in der Expression oder Dysfunktionen werden mit
diversen pathologischen Vorgangen in Verbindung gebracht.

CD44 setzt sich aus drei Anteilen zusammen, die sich in eine extrazellulaire Domane,
eine Transmembranregion und einen intrazellularen Abschnitt unterteilen lassen.
Die extrazellulire Domane dient als Binderegion fiir HA und andere GAG.” Die HA-
Molekilmasse muss dazu mehr als 20 Disaccharid-Einheiten betragen. Zudem
werden variable Bindungsaffinitaten fiir unterschiedlich grofe HA-Molekiile

beschrieben. Nicht abschliefSend geklart ist, ob dies auf unterschiedliche
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Spleifdvarianten oder auf posttranslationale Modifikationen zurtickzufiithren ist.®
Auch die Transmembranregion unterliegt Modifikationen wahrend der
Transkription und nach der Translation, die beispielsweise durch auffallend grofse
Varianten in Tumorzellen in Erscheinung treten. Der intrazellular liegende
Abschnitt interagiert zum einem mit dem Zytoskelett, zum anderen werden uber

ihn die in Tabelle 1Tabelle 1 aufgefiihrte Signalwege induziert.” 7™

Tabelle 1: Induzierte Signalwege durch Bindung von Hyaluronsdure an CD44

Signalweg Effekte

unbekannt’ HA-Internalisierung, HA-Uberfiihrung zum Lysosom,
Induktion der Hyaluronidasen

RhoA/Rac1’> 7677, 78,79 Beeinflussung der Endothelzellintegritat

ERM® Zytoskelettales Rearrangement, Migration,

(Ezrin-Radixin-Morsin-Proteine) Adhasion, Differenzierung;
(Tumor-)Wachstum, (Tumor-)Zelliiberleben

PI3K/AKT®L 82 Proliferation, (Tumor-)Zelliiberleben, Apoptose,
Migration

Vermehrte VEGF-Ausschiittung, Angiogenese

Matrix-Metalloproteasen® Gesteigerte Matrixmodulation/-Degradation
Aktivierung von TGF-B, Tumorinvasion,
Angiogenese

TLR-2+Zymosan®° Inhibition der NF-kB-Expression
TLR-4% Stimulation der NF-kB-Expression

a Inflammation, Angiogenese, Migration
PDGFB-Rezeptor® (Fibroblasten-)Migration

1.3.4.2 Receptor for Hyaluronan Mediated Motility (RHAMM)

Neben dem o.g. CD44 wird dem Receptor for Hyaluronan Mediated Motility (RHAMM;
alias Hyaluronan Mediated Motility Receptor (HMMR oder CD168) in der
gegenwartigen Literatur eine entscheidende Rolle durch die Bindung an HA
beigemessen.®® Er liegt aufgrund alternativen Spleifens in verschiedenen Isoformen
vor und wird bei Gewebsverletzungen und in Tumoren vermehrt exprimiert. Der
HA-Rezeptor befindet sich an der Zelloberflache, aber auch im Zytoskelett, in
Mitochondrien und dem Zellkern. Die Bindung zur RHAMM-Variante, die sich an der
Zelloberflache befindet, ist bei der Induktion von Signalwegen von grofSter
Bedeutung. Sie leitet Prozesse ein, die unter anderem die Zelladhasion
und -migration betreffen.®” Die genauen Funktionen der intrazellularen Isoformen

sind noch nicht abschliefSend erforscht. Es wird jedoch angenommen, dass sie zur
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Signaltibertragung vom Zellkern zur extrazellularen Umgebung beitragen (inside-
out-signaling).® * In folgender Ubersicht (Tabelle 2) sind Signalwege und die
Auswirkungen der Induktion infolge der Bindung von HA an RHAMM aufgefiihrt.

Tabelle 2: Induzierte Signalwege durch Bindung von Hyaluronsaure an RHAMM

Signalweg Effekte

c-Src® (Tyrosinkinase pp60) Migration

ERK1/2%! Migration, Adhésion, Proliferation, Zelliberleben
Ras; PKC (Protein Kinase C); Migration, Adhasion, Proliferation

FAK (Focal Adhesion Kinase);
PI3K (Phosphatidylinositol Kinase) %
bFGF (Basic Fibroblast Growth Factor)®  Angiogenese

1.3.4.3 Angiogene Effekte der Bindung von Hyaluronsaure an CD44
und/oder RHAMM
In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass sich die Bindung von HA an
CD44 und RHAMM auf die Endothelzellfunktion und somit auf die Angiogenese
auswirkt.
Savani et al. stellen mittels blockierender Antikorper gegen CD44 und RHAMM
Auswirkungen auf die Bindung von EC an HA, sowie die Proliferation, Migration und
Bildung tubularer Strukturen von EC dar.* Es wird beschrieben, dass CD44 sowohl
auf die Adhasionseigenschaften von EC an HA-Einfluss nimmt als auch die
Proliferation von EC maf3geblich induziert. Dartiber hinaus stellt sich insbesondere
die Bindung von HA an endothelial vorliegendem RHAMM als auslosender Faktor fiir
die EC-Migration und Angiogenese dar. Bei der Untersuchung des Einflusses auf die
EC-Eigenschaften beziiglich der Ausbildung tubularer Strukturen scheinen CD44
und RHAMM synergistisch zu wirken.
Dabei ist zu berticksichtigen, dass neben der Molekiilmasse der HA auch andere

Bindungspartner (siehe Tabelle 1 und Tabelle 2) mitwirken.*

1.3.5 Stimulation und Inhibition der Hyaluronsauresynthese

Die Hyaluronsauresynthese wird bedarfsadaptiert herauf- beziehungsweise herab-

reguliert. Bei Inflammation und Gewebeveranderungen, wie Verletzungen oder
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Tumoren, wird die Syntheserate vor allem tuber die erhohte Expression der HA-
Synthasen reguliert. Dartiber hinaus ist das ausreichende Vorliegen der Substrate
Uridindiphosphat (UDP)-N-Acetyl-Glucosamin (GlcNAc) und UDP-Glucuronsaure
(GlcA) von entscheidender Bedeutung und stellt den limitierenden Faktor bei der
HA-Synthese dar.

Eine Stimulation erfolgt insbesondere tuber die vermehrte Ausschittung von
Platelet-Derived Growth Factor (PDGF), Fibroblast Growth Factor-2 (FGF-2),
Epidermal Growth Factor (EGF), Transforming Growth Factor-beta (TGF-f) und den
Tumor-Nekrose Faktor-alpha (TNF-a).?** Die zudem daraus resultierende
Induktion der Angiogenese kann wiederrum der Aufrechterhaltung der gesteigerten
HA-Synthese dienen, indem tber neue GefafSe weitere Entziindungszellen,
Nahrstoffe und Sauerstoff ins inflammatorische Areal gelangen konnen. Zudem
bildet die grofsere Endothelzelloberflache eine erhohte Kapazitat fiir die Produktion
von Zytokinen, Adhasionsmolekiilen und anderen inflammatorischen Stimuli.

Eine gezielte Inhibition der HA-Synthese wird im Rahmen eines induzierten

Substratmangels beschrieben.”” %

1.4 Induzierte Hyaluronsaure-Defizienz

Das Ausschalten eines Gens (knockout) hat sich in den letzten Jahren zu einem
probaten Mittel fiir den Erkenntnisgewinn seiner biologischen Rolle entwickelt. Es
hat einen besonderen Stellenwert bei der Nachvollziehbarkeit physiologischer und
pathologischer Prozesse, in die das Gen involviert ist. Dartiber hinaus stellt es eine
Grundlage in der Erforschung pharmakologischer Therapiemaoglichkeiten dar.

Voraussetzung fiir die Beeinflussung der genetischen Informationen ist die
homologe Rekombination, die Eigenschaft, dass DNA-Abschnitte zwischen
homologen Chromosomen gegenseitig ausgetauscht werden. Dieser Vorgang findet
bei Sdugern unter physiologischen Bedingungen wahrend der Meiose statt. Um ein
kinstlich verandertes DNA-Molekil in eine Zelle einzufligen, miissen die
benachbarten Bereiche in ausreichender Lange mit der DNA der Zielzelle
tibereinstimmen. Zur Inaktivierung wird ein sogenannter Inaktivierungsvektor mit
einer Selektionseigenschaft kreiert, der an das Zielgen angrenzende Abschnitte

enthélt, die modifizierbar sind. Ublicherweise ist darin eine genetische Information
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enthalten, die zu einer Antibiotikaresistenz fihrt. Nachdem der Inaktivierungs-
vektor mit dem kunstlich veranderten DNA-Molekil den Zellen zugefiigt wurde,
werden diese mit Antibiotika versehen. Daraus resultiert, dass sich nur die Zellen
vermehren, bei denen sich nach homologer Rekombination eine Antibiotika-
resistenz im Zielgen entwickelt hat und es folglich ausgeschaltet wurde. Der
Gendefekt liegt zumeist nur auf einem Allel vor und ist demnach zunichst
heterozygot. Nach Transfektion der veranderten Zellen in Empfangermause-
embryonen konnen heterozygote Tiere miteinander gekreuzt werden, um
homozygote Tiere hervorzubringen, die die vollstandige Defizienz, den knockout,
des betroffenen Gens in sich tragen.”

Das Ausschalten des fiir die Hasl kodierenden Gens findet in der gegenwartigen
Forschung vor allem Anwendung bei der Untersuchung der Auswirkungen
glykamischen Stresses, entziindlichen Vorgangen und Tumoren. Unter
physiologischen Bedingungen ist die Expression und die enzymatische Aktivitat der
HAS! im Vergleich zu den Hyaluronsauresynthasen 2 und 3 vernachlassigbar
gering %

Der kongenitale knockout des Has2-kodierenden Gens geht mit schweren
vaskularen und kardialen Schaden einher und fiihrt bereits pranatal zum Versterben
der Versuchstiere.® Dieses macht die grofse physiologische Bedeutung der von
HAS2 extrudierten HA bereits unter basalen Bedingungen deutlich. Zur
Untersuchung der Rolle der HAS2 bei pathologischen Veranderungen werden
Mause generiert, bei denen das kodierende Gen erst postnatal inaktiviert werden
kann (konditionaler knockout).”

Der knockout des Has3-kodierenden Gens lasst sich, wie bei der Hasl, bereits

kongenital induzieren.

1.5 Ziel der Arbeit

Praliminare Daten ergaben, dass Has3-defiziente Mause nach unilateraler
Hinterlauf-Ischamie eine reduzierte Rekonstituierung des Blutflusses und eine
damit einhergehende verminderte Kapillarisierung im betroffenen Hinterlauf
aufweisen (Arbeitsgruppeninterne Daten, Institut fir Pharmakologie der Heinrich-

Heine-Universitat Disseldorf).
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Mit dieser Arbeit soll evaluiert werden, ob dieser Effekt durch die operativ
induzierte Ischamie zu begriinden ist oder sich, unabhangig von
pathophysiologischen Vorgangen, bereits durch den kongenitalen knockout des
Has3-kodierenden Gens basale Veranderungen in der Gefaf3dichte ergeben.

Hierfiir werden Hinterlaufe von Wildtyp- und Has3-defizienten Mausen unter
basalen Bedingungen untersucht. Es sollen die Kapillardichte, die
Muskelfibrillenanzahl, der Hyaluronsauregehalt und die Protein-Expression der
Hyaluronsaurerezeptoren CD44 und RHAMM  quantifiziert und im
Verteilungsverhalten verglichen werden. Uberdies erfolgt eine Analyse der Gen-
Expression von Hasl, 2 und 3, Cd44, Rhamm und der Hyaluronidasen 1 und 2 auf
RNA-Ebene in Hinterlaufmuskelgewebe von Has3-knockout Mausen im Vergleich zu

Wildtyp-Kontrollen.
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2 Material und Methoden

2.1 Verwendete Arbeitsmittel

Tabelle 3: Gerate

Gerit Bezeichnung Hersteller!
cDNA-Cycler Mastercycler EP Eppendorf

Dissociator gentleMACS Dissociator Miltenyi Biotec
Echtzeit-PCR System 7300 Applied Biosystems
Kryostat CM 1850 Leica

Mikroskop Axio Imager.M2 Zeiss
RNA-Spektrometer Nanodrop-1000 PEQLAB Biotechnologie
Vortex Mixer 7-2020 neolab

Zentrifuge 5418 R Eppendorf

Tabelle 4: Materialien

Materialien

Deckglaser
Einbettungszylinders
Eppendorf-Tubes

Kieselgel (Silica Gel Orange)
KP-CryoCompound
Kryo-Aufbewahrungsboxen
Mikrotom-Klingen

M-Tubes

Objekttrager (SuperFrost plus)

Tabelle 5: Substanzen

Substanzen

Aceton

Adenosin
Avidin-Biotin-Blocking System®
bovine serum albumin (BSA)
Chloroform

Diaminobenzol (DAB)
Dinatriumhydrogenphosphat (Na;HPQO,)
Eosin-Losung

Ethanol

fetal calf serum (FCS)
Flussigstickstoff

Formaldehyd
Hamalaun-Lésung

" Herstellerverzeichnis im Appendix
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Hersteller”
Engelbrecht

Oehmen

Eppendorf

Carl Roth

Klinipath

VWR

Leica

Miltenyi Biotec GmbH
R. Langenbrinck

Hersteller”

Carl Roth
Sanofi

Thermo Fisher Scientific
Sigma-Aldrich
Merck KGaA
Carl Roth
Merck KGaA
Sigma-Aldrich
VWR Chemicals
Sigma-Aldrich
Linde

Carl Roth
Merck KGaA
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Heparin

Hoechst® 33342 (H3570)
Hyaluronsaure-Bindeprotein (HABP),
biotinyliert

Isopentan (2-Methylbutane)
Isopropanol

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2POy
Natriumhydroxid (NaOH)
Natriumchlorid (NaCl)

pegGOLD TriFAST™

Platinum® SYBR® Green gPCR SuperMix-UDG
QuantiTect Reverse Transcription Kits
Reinstwasser Milli-Q®

Roti®-Mount

Roti®-Mount FluorCare DAPI
(4,6-Diamidin-2-phenylindol)
Saccharose

Salzsaure (HCI)

Streptavidin Peroxidase
Tris-buffered-saline (TBS)

Tween®20

(Polyoxyethylenesorbitan monolaurate)
Vectashield® Mounting Medium for
fluorescence

Wasserstoffperoxid (H20,)
Xylol/Roticlear

Tabelle 6: Puffer und Lésungen

Puffer/Losung
PBS

10x TBS

10x TB

Blockierlosung

H,0,-Losung
0,05 % Tween®20

19

Rotexmedica
Thermo Fisher Scientific
Merck KGaA

Carl Roth

Merck KGaA

Merck KGaA

Merck KGaA

Merck KGaA

Merck KGaA

PEQLAB Biotechnologie
Thermo Fisher Scientific
Qiagen

Merck Millipore

Carl Roth

Carl Roth

Merck KGaA
Carl Roth
Sigma-Aldrich
Merck KGaA
Carl Roth

Vector Laboratories

Merck KGaA
Carl Roth

Zusammensetzung

137 mM NaCl

2,7 mM KCI

1,5 mM KH2P04

8,3 mM NazHPO4 o2 Hzo

24,2 g Tris

80,0 g NaCl

ad 11 Aqua dest.

60,57 g Tris (MW 121,14 g/mol)
ad 11 Aqua dest.

20 mM Tris

137 mM NaCl

10 % FCS

1 % BSA

30 % H,0; auf 3 % mit 1x PBS verdiinnt
Tween®20 auf 0,05 % mit 1x PBS verdiinnt

(pH 7,4)

(pH 7,6)

(pH 7,6)
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Tabelle 7: Primar-Antikérper und Bindeproteine

Primar-Antikorper
Anti-CD31

(rat)
Anti-a-smooth-muscle-actin
(rabbit)

Anti-CD44

(rat)

Anti-CD44

(rabbit)

Anti-RHAMM

(rabbit)

Anti-mouse CD45

(rabbit)

Isolectin GS-1B4, Alexa Fluor®
488 Conjugate

Mac-2

(rat)

Katalognummer
ab7388

ab5694
5505308
HPAO05785
E16820
ab10558
121411

CL8942AP

Tabelle 8: Sekundar-Antikérper

Sekundar-Antikérper

Rhodamin Red X
(goat anti-rat)
Alexa Fluor 488°®
(goat anti-rabbit)
Alexa Fluor 647°®
(goat anti-mouse)
redTMX-conjugated
(goat anti-rat)

2.2 Allgemeines zum histologischen Arbeitsteil

Katalognummer
112-295-167

ab150077
ab150115

2338128

2.2.1 Rahmenbedingungen

Hersteller
Abcam

Abcam

BD Pharmingen
Simga-Aldrich
Spring Bioscience
Abcam
ThermoFisher

Cedarlane

Hersteller

Jackson ImmunoResearch
Labs
Abcam

Abcam

Jackson ImmunoResearch
Labs

Die Tierhaltung wurde nach den Vorgaben des Deutschen Tierschutzgesetzes und

die Materialentnahme (Organentnahme) von Dr. rer. nat. Till Freudenberger und Dr.

rer. nat. Rebekka Schneckmann (Institut fiir Pharmakologie der Heinrich-Heine-

Universitat Disseldorf) durchgefihrt.

Die Materialbereitstellung erfolgte ausschliefSlich auf Basis der Organentnahme,

ohne dass etwaige Eingriffe zuvor durchgefiihrt wurden (O-Nummer des ZETT:

04,/02).
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Die verwendete Hinterlaufmuskulatur entstammte mannlichen C57BL/6]J Mausen
(Janvier Labs, Le Genest Saint-Isle, Frankreich und hauseigene Zucht in der
Zentralen Einrichtung fiir Tierforschung und wissenschaftliche Tierschutzaufgaben
(ZETT)) im adulten Alter zwischen 16-20 Wochen. Die Tiere wurden bis zur
Organentnahme in einem Zwolf-Stunden-Tag-/Nachtrhythmus mit Zugang zu
Futter und Wasser ad libitum gehalten.

Insgesamt wurde die Hinterlaufmuskulatur von jeweils sechs Wildtyp- und
knockout-Mausen fiir immunhistochemische Farbungen und =zusatzlich von
weiteren drei Wildtyp- und knockout-Mausen fiir die Bestimmung der gqPCR

verwendet.

2.2.2 Entnahme und Aufbereitung des murinen Hinterlaufmuskels

Bei den untersuchten Materialien handelte es sich um den Musculus gastrocnemius
des Hinterlaufs, der nach dem Protokoll von Driesen et al. von den unter 2.2.1
genannten Personen entnommen wurde. '* Dazu wurden die Mause drei bis finf
Minuten vor der Perfusionsfixierung mit einer intraperitonealen Gabe von 500
internationalen Einheiten (I.E.) Heparin antikoaguliert. Bei geclippter Vena cava
wurde die Perfusionsfixierung mit einer Laufrate von 14 ml/min durchgefiihrt. Die
Perfusionslosung setzte sich aus Heparin 1 LE./ml, Adenosin 3 ug/ml und 4 %
Formalin mit einem jeweiligen Volumen von 15 ml zusammen. Fir die Entnahme der
Unterschenkelmuskulatur musste diese zunachst proximal von der tiiberlappenden
Oberschenkelmuskulatur freigelegt werden. Der entnommene Musculus
gastrocnemius wurde fir jeweils eine Nacht bei 4 °C in 15 % Saccharose und
anschlieffend in 30 % Saccharose gelagert. Zur Einbettung wurden die
Muskelpraparate in dem Gefriermedium ,KP-CryoCompound®, angelehnt an die
Empfehlungen von Limbourg et al., mit der Achillessehne in Richtung der Offnung
des Einbettungszylinders positioniert.'”> Nach Uberpriifung der korrekten Lage des
Muskelpraparats wurde der Einbettungszylinder in, mittels Flissigstickstoff
gekiithltem, Isopentan (2-Methylbutane) bei -40 °C eingefroren und bis zur weiteren
Bearbeitung bei -80 °C aufbewahrt.

Die Entnahme der Hinterlaufmuskulatur fiir die Analyse der Genexpression erfolgte

unmittelbar nach induziertem Exitus letalis der Tiere ohne vorherige
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Perfusionsfixierung. Die Muskelpraparate wurden direkt nach der Entnahme

tiefgefroren und bis zur weiteren Verarbeitung bei 80 °C verwahrt.

2.2.3 Gefrierschnitte

Zur weiteren Verarbeitung der bei -80 °C tiefgefrorenen, konservierten
Muskelpraparate wurden diese zunachst fir zwei Stunden bei -20 °C aufbewahrt.
AnschliefSend wurden mit dem Kryostaten 10 pm dicke Gefrierschnitte des
Praparats, beginnend mit dem proximalen Anteil des Musculus gastrocnemius in
Richtung der Achillessehne, angefertigt.

Zur besseren Vergleichbarkeit wurden finf Ebenen nach dem Protokoll von Driesen
et al. aufgesucht!”® Die Ebene 1 definierte sich durch das Auftreten einer
Bindegewebssepte, durch die arterielle GefafSe und Nerven in die Muskelbauche
hindurch ziehen. Von diesen Referenzpunkten (siehe Abbildung 5) ausgehend wird
jeder folgende Schnitt, der 10 um entspricht, gezahlt und die Ebenen 2-5
dementsprechend nach jeweils 200 um festgelegt, sodass die finf Ebenen
gleichmafSig tiber 1000 um verteilt begutachtet werden konnten. Fir die folgende
Verarbeitung wurden die konsekutiven Schnitte der einzelnen Ebenen in die
jeweiligen Farbegruppen unterteilt.

Es wurden zwei Schnitte pro Objekttrager aufgebracht. Nach Lufttrocknung der
Gefrierschnitte wurden diese in Kryo-Aufbewahrungsboxen einsortiert, die mit
einem Sackchen Kieselgel versehen und mit Klebeband verschlossen bei -20 °C

aufbewahrt wurden. Die langfristige Aufbewahrung erfolgte bei -80 °C.
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PWE -3 O

Abbildung 5: Referenzstrukturen vordefinierter Ebenen

Das entnommene Muskelprdaparat entstammt dem murinen Hinterlauf und wird von proximal
nach distal in 10 um Schnitte beginnend bei den vordefinierten, markierten Referenzstrukturen
geschnitten mit einem Abstand von 200 um zwischen den einzelnen Ebenen (E1-E5).

2.3 Farbungen
2.3.1 Allgemeines

Die in den verschlossenen Kryo-Aufbewahrungsboxen bei -20 °C gelagerten
Schnitte wurden zunachst fiir mindestens 60 Minuten bei Raumtemperatur
aquilibriert.

Aus jeder der beschriebenen finf Ebenen, mit einem Abstand von je 200 pm
zueinander, wurde ein Objekttrager mit je zwei konsekutiven Gefrierschnitten fir
die jeweilige Farbung ausgewahlt.

Die im Folgenden genannte ,Blockierlosung® bzw. ,Blockierung®
(Zusammensetzung siehe Tabelle 6) diente der Blockade unspezifischer
Bindungsstellen vor der immunhistochemischen Antikorperapplikation und wurde
den Schnitten fiir mindestens eine Stunde zugefiihrt.

AnschliefSend wurden die histologischen Schnitte dreimalig fiir jeweils fiinf Minuten
mit 1x PBS (Zusammensetzung siehe Tabelle 6) gewaschen.

Vor der ersten Antikorperpipettierung wurden die Schnitte mit einem Fettstift
umkreist, um das Verlaufen der Antikérperldsungen zu verhindern.

Wahrend des Farbevorganges wurden die Schnitte stets in einer feuchten Kammer

inkubiert, um diese vor Austrocknung zu schiitzen. Dazu wurde ein ausreichend
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grofSes Gefafd mit feuchten Tichern ausgelegt und passendem Deckel versehen, um
ein Verdunsten von Flissigkeiten zu verhindern. Bei Fluoreszenzfirbungen war
daruber hinaus ab dem Auftragen des Zweitantikorpers, der mit einem bestimmten
Chromophor gekoppelt war, lichtgeschiitzt zu arbeiten.

Eine Positivkontrolle war Bestandteil jeder Farbung. Als Negativkontrollen diente
einer der zwei Schnitte pro Objekttrager. Dieser wurde anstelle des Erstantikorpers

nur mit 1% BSA /1x PBS versehen.

Die Farbungen wurden nach entsprechenden Sicherheitsvorkehrungen
durchgefiihrt und die Farbereste in den dafiir vorgesehenen Abfallbehiltnissen

entsorgt.

2.3.2 Hamalaun-Eosin-Farbung

Die Hamalaun-Eosin-Farbung, wie in Abbildung 6 gezeigt, diente der
Ubersichtsdarstellung der Kryoschnitte.

Die Fixierung erfolgte fiir 10 Minuten in 10 % Formalin bei 4 °C, gefolgt von Waschen
mit 1x PBS. Fir die Kernfarbung wurden die Objekttrager zunachst fiir eine Minute
in Aqua destillata und dann fir eine weitere Minute in die Hamalaunlosung gegeben,
da dieser basische Farbstoff saure Strukturen, wie DNA, blau farbt. AnschliefSend
wurden die Schnitte mit Leitungswasser abgesptlt und daraufhin kurz in 1%
Salzsaure (HCI) eingetaucht. Zum Blauen der Kerne wurden die Objekttrager fiir finf
bis zehn Minuten (Farbestatus kann direkt unter dem Mikroskop evaluiert werden)
unter fliefSendes kaltes Leitungswasser gestellt. Alle basischen Strukturen (z.B.
Zytoplasma) wurden darauffolgend rot gefarbt, indem sie fiir eine Minute in 1%
Eosin gegeben und danach mit Aqua destillata abgespiilt wurden. Um die Schnitte
ausreichend lang aufbewahren zu konnen, mussten diese entwassert und mit einem
Einschlussmittel haltbar gemacht werden. Dazu versah man die Objekttrager mit der
sogenannten aufsteigenden Ethanolreihe. Dabei wurden die Schnitte fiir jeweils
zwei Minuten zuerst in 70 % Ethanol, dann in 96 % Ethanol, gefolgt von 100 %
Ethanol und zuletzt fir finf Minuten in Xylol /Roticlear gegeben.

Abschliefsend wurden die Schnitte mit dem Einschlussmittel RotiMount® und einem
Deckglaschen versehen. Die Objekttrager mussten fiir mindestens 24 Stunden unter

dem Abzug ausdiinsten, bis das Einschlussmittel komplett ausgehartet war.
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Abbildung 6: Reprasentatives Bild einer Himalaun-Eosin-Farbung

Dargestellt ist ein Ausschnitt aus murinem Hinterlaufmuskelgewebe, das mittels Hamalaun-
Eosin-Farbung zu Ubersichtszwecken angefarbt wurde. Die Abbildung zeigt eine zwischen zwei
Muskelbauchanschnitten zentral gelegene Bindegewebssepte, durch die BlutgefaRe (Pfeile) und
Nerven (*) in das Muskelgewebe nach distal hineinziehen.

2.3.3 CD31/a-smooth-muscle-actin-Doppelfirbung

Zur Darstellung der Gefafde wurde das Endothel mit einem Antikorper gegen CD31
und die glatte GefafSmuskelschicht mit einem Antikorper gegen a-smooth-muscle-
actin (a-SMA) detektiert, wie in Abbildung 7 dargestellt.

Im ersten Schritt des Farbeprozesses wurden die Gefrierschnitte fiir 20 Minuten bei
4 °C in Aceton fixiert und anschliefend mit 1x PBS gewaschen und fiir eine Stunde
blockiert.

Circa 30 pl des Primarantikorpers gegen CD31 (1:100) wurden aufgetragen und bei
4 °C iber Nacht inkubiert. Am Folgetag wurde nach erneutem Waschen der
Sekundarantikorper Rhodamin Red X anti-rat (1:100) fir die durch den
Primarantikorper detektierten CD31-positiven Strukturen aufgetragen, fir
60 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und anschliefSend abgewaschen. Dem
zweiten Farbeteil wurden die Schnitte zur Darstellung der glatten Muskelzellen
unterzogen. Hierzu wurde ein Primarantikdrper gegen a-SMA (1:100) auf die
Schnitte pipettiert und nach einer 60-minttigen Inkubation bei Raumtemperatur

abgewaschen. Als Sekundarantikorper diente Alexa Fluor 488® goat anti-rabbit
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(1:100). Auch dieser wurde fiir 60 Minuten inkubiert und die Schnitte ein letztes Mal
gewaschen. AbschliefSend wurden die Praparate zur Kernfarbung mit Roti®-Mount
FluorCare DAPI und einem Deckglaschen versehen und zum Trocknen unter

Lichtabschluss bei 4 °C verwahrt.

Abbildung 7: Reprisentatives Bild der CD31/a-smooth-muscle-actin-Doppelfarbung

Immunhistochemische Farbung der BlutgefdRe von murinem Hinterlaufmuskelgewebe mittels
eines anti-CD31- (rot) und a-smooth muscle actin-Antikorpers (grin), Kernfarbung mit DAPI
(blau). A Darstellung in 3-Kanal-Aufnahme (Rhodamin+eGFP+DAPI). Zentral im Bildausschnitt
liegen BlutgefaRe und Nerven (Nerv), die von Skelettmuskelgewebe umgeben sind. Die Arterie
(Art.) stellt sich durch eine starke glattmuskuldre Wandschicht (griin) dar. Benachbart findet sich
eine Vene (Vene) mit schlankerer glattmuskuldrer Wandschicht (griin). Das Endothel ist in Rot
dargestellt. Mit Pfeil gekennzeichnet finden sich Kapillaren (GefaRdurchmesser kleiner als
10 um; einschichtiges Endothel (rot)) mit angelagerten CD31-positiv markierten Perizyten
(gruin). Beispielhaft umkreist zeigen sich Kapillaren, die nur ein positives CD31-Signal (rot) fiir
Endothel aufweisen.

B Darstellung der glatten Muskelzellen mittels a-smooth muscle actin-Antikérpers (grin) im
Griin-Kanal (eGFP) C Darstellung des Endothels mittels anti-CD31 im Rot-Kanal (Rhodamin).
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2.3.4 Hyaluronsaure-Farbung

Zur Darstellung des Hyaluronsauregehalts wurde der extrazellulare
Hyaluronsaureanteil nach Affinitatsbindung am Hyaluronsaure-Bindeprotein
(HABP) durch Diaminobenzol (DAB) detektiert, siehe Abbildung 8.

Fir die Fixierung wurden die Objekttrager fir 20 Minuten bei 4 °C mit Aceton
versehen. Nach dem Waschen wurden die Gefrierschnitte mit einem Avidin-Biotin-
Block auf die weiteren Farbeschritte vorbereitet, um endogenes Biotin zu
blockieren, bevor das biotinisierte Bindeprotein appliziert wurde. Die Avidinldsung
wurde fir zehn Minuten auf die Schnitte gegeben. Vor dem Auftragen der
Biotinlosung wurden die Objekttrager mit 1x PBS fir fiinf Minuten gewaschen. Die
Einwirkzeit der Biotinlosung lag bei zehn Minuten, gefolgt von erneutem Waschen.
AnschliefSend erfolgte die Blockierung der unspezifischen Bindungsstellen fiir
mindestens 60 Minuten bei Raumtemperatur.

Im ersten Schritt wurde HABP in 1% BSA/1x PBS mit einer Verdiinnung von 1:100
verwendet und tber Nacht bei 4 °C inkubiert.

Am Folgetag wurden die Schnitte zunachst gewaschen und fiir weitere fiinf Minuten
anschliefSend einem Wasserstoffperoxid-Block (H:0;) zur Inaktivierung der
Peroxidasen bei Raumtemperatur unterzogen. Die H.O.-Losung (siehe Tabelle 6)
war immer frisch herzustellen und lichtgeschiitzt zu verwahren, so auch die
Objekttrager wahrend der Einwirkzeit. Nach erneutem Waschen wurde
Streptavidin-Peroxidase in einer Verdiinnung von 1:200 in 1x PBS aufgetragen, fir
60 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und anschliefSend abgewaschen. Zur
Detektion der Hyaluronsaure wurden die Objekttrager zunachst fiir zehn Minuten
in 1x TB gegeben. Daraufhin wurden diese fiir maximal zehn Minuten (je nach
Braunung) mit einer frisch hergestellten DAB-Losung versehen. Die DAB-Losung
setzte sich aus 80 ml DAB-Substrat auf 4 ml DAB-Chromogen zusammen. Zum
Beenden des Braunungsvorgangs wurden die Objekttrager erneut in 1x TB (finf
Minuten) und zuletzt fir eine Minute in Aqua destillata gegeben.

Fir die Kernfarbung wurden die Objekttrager fiir eine Minute in Hamalaun gegeben
und anschliefSend mit Leitungswasser abgespiilt, um daraufhin kurz in 1% HCI
eingetaucht zu werden. Zum Blauen der Kerne wurden die Objekttrager fiir fiinf bis
zehn Minuten (Farbestatus konnte direkt unter dem Mikroskop evaluiert werden)
unter fliefSendes, kaltes Leitungswasser gestellt. Zum Beenden des Blauens wurden

die Objekttrager fiir eine Minute in Aqua destillata getaucht.
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Um die Schnitte ausreichend lang aufbewahren zu kénnen, mussten diese mit der
aufsteigenden Ethanolreihe entwassert werden und mit einem Einschlussmittel
(RotiMount®) haltbar gemacht werden, wie bereits unter 2.3.2 im Detail beschrieben.
Bei dieser Farbung war besonders die Spezialentsorgung des DAB und das Arbeiten

unter dem Abzug zu beachten.

Abbildung 8: Reprasentatives Bild der Hyaluronsaure-Farbung

Immunhistochemische Farbung von murinem Hinterlaufmuskelgewebe mittels Hyaluronsaure-
Bindeprotein (HABP) und Diaminobenzol (DAB). Der Bildausschnitt zeigt angefarbte
Hyaluronsaure (braun), die die Muskelfibrillen (MF) als schmalen Saum umgibt, die Blutgefalle
umhillt (**) und eine Bindegewebssepte (BG) fiillt.

2.3.5 CD44-Farbung

Fir die Farbung des HA-Rezeptors CD44 wurden zunachst verschiedene Antikorper
miteinander verglichen, die auf Kryoschnitten Anwendung finden konnten.

Es wurden zwei Gruppen (1 und 2) mit jeweils zwei Untergruppen (a und b) gebildet.
In der Gruppe 1 wurde ein CD44-Erstantikorper aus dem Kaninchen (1:50; Sigma
Prestige antibodies anti-CD44) mit einem Zweitantikorper aus der Ziege (1:200; Alexa
Fluor 488 anti-rabbit) verwendet. In der Gruppe 2 wurde ein Erstantikoper aus der
Ratte (1:50; BD Pharmingen™) mit einem Zweitantikorper aus der Ziege (1:200;
Rhodamin Red X anti rat) versehen. Die einzelnen Gruppen bestanden aus einem
doppelten Satz (a und b) an Kryoschnitten aus den gleichen Muskelpraparaten von

Wildtyp- und knockout-Mausen. Die Untergruppe b aus Gruppe 1 und 2 wurde vor
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der Applikation der Antikorper einer Permeabilisierung mit Tween®20
(Polyoxyethylenesorbitan monolaurate) unterzogen.

Die Fixierung erfolgte fir beide Gruppen in Aceton fir 20 Minuten bei 4 °C. Nach
dreimaligem Waschen mit 1x PBS fir jeweils finf Minuten, wurden die Gruppen 1b
und 2b dem 20-minitigen Permeabilisierungsschritt mit 0,05 % Tween®20
unterzogen und dartber hinaus jedes Waschen folgend mit 0,05 % Tween®20 in
1x PBS durchgefiihrt. Die Schnitte der Gruppen la und 2a wurden, wie in bisherigen
Farbungen, mit 1x PBS versehen. Die restlichen Farbeschritte entsprachen den

Ablaufen wie bereits unter 2.3.32.3.3 geschildert.

2.3.6 RHAMM

Zur immunhistochemischen Darstellung von RHAMM wurde eine Farbung mit
einem polyklonalen Antikorper aus dem Kaninchen (1:50; Spring Bioscience) mit
einem Zweitantikorper aus der Ziege (1:200; Alexa Fluor 488) durchgefiihrt. Auch bei
dieser Farbung erfolgte zunachst eine Unterteilung in zwei Untergruppen (a und b),
von denen eine einer Permeabilisierung unterzogen wurde. Wie unter 2.3.52.3.5
wurde fir diese Untergruppe (b) die 1x PBS-Losung mit 0,05% Tween®20 versetzt.
Die Untergruppe (a) wurde wie oben beschrieben nach dem standardisierten

Farbeprotokoll gefarbt.

2.4 Mikroskopie und Bildverarbeitung

2.4.1 Hard- und Software

Mit dem Fluoreszenzmikroskop (Carl Zeiss Axio Imager.M2, Carl Zeiss) und der
dazugehorigen Software (AxioVision, Version 4.8.2) wurden Aufnahmen von neun
definierten Ausschnitten pro Ebene (siehe Abbildung 9) angefertigt.

Die Verarbeitung der mikroskopischen Aufnahmen und Datenerhebung erfolgte mit
der Bildbearbeitungssoftware Fiji (Fiji Is Just ImageJ, Version 2.0.0-rc-43 /1.51h)."*
Die statistische Auswertung und Darstellung der erhobenen Daten in
Diagrammform erfolgte mit Excel (Microsoft; Redmond, WA, USA) und GraphPad
Prism® (GraphPad Software Inc., Version 9.2.0, La Jolla, CA, USA).
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2.4.2 Anatomische Unterteilung

Die anatomische Unterteilung der fiinf Ebenen erfolgte wie unter Abbildung 9 2.2.3
beschrieben nach definierten VorgabenFebler! Textmarke nicht definiert. © ympy  dije V
ergleichbarkeit sicherzustellen und die Ergebnisse mit praliminaren Daten
abgleichen zu konnen.

Zur Orientierung beim Aufsuchen der zu analysierenden Ausschnitte dienten die
grofsen Arterien (in Abbildung 9 mit ,** gekennzeichnet) als Referenzpunkte.
Dartiber hinaus erfolgte eine Sektionierung in ein dem Hinterlaufknochen
zugewandtes, ein zur Haut gerichtetes, sowie ein zwischen diesen Bereichen
liegendes Areal. Im Folgendem wurden diese als ,hautwarts“, ,mittig" und

~,knochenwarts“ bezeichnet.

— hautwarts
]
[v]
Vil

lIl mittig

*

E

]

knochenwérts

Abbildung 9: Anatomische Unterteilung der Abschnitte I-IX

Exemplarische Darstellung der anatomischen Unterteilung der vordefinierten Abschnitte I-IX im
Querschnitt (horizontale Ebene) durch den murinen Hinterlaufmuskel. Mit Rot sind die
Abschnitte Il und IV im hautwarts gerichteten Bereich des Muskels markiert; griin stellt die im
mittleren Segment befindlichen Abschnitte Il, V, VI, VIl dar; blau kennzeichnet die Abschnitte |,
VIl und IX, die sich im knochenwarts gelegenen Muskelbereich befinden.

2.4.3 Bestimmung der basalen Kapillar- und Muskelfibrillenanzahl

Zur Bestimmung der Kapillardichte wurde die Anzahl der CD31-positiven Signale in

den CD31/aSMA doppelgefarbten Schnitten pro Bildausschnitt bestimmt. Dies
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erfolgte durch eine automatische und manuelle Auszahlung mittels der Software
Fiji.

Fir die automatische Auszahlung wurde zunachst der entsprechende Ausschnitt
(I-IX der funf Ebenen) im Rhodamin-Kanal in die 8-bit Version konvertiert und die
korrekte Skalierung festgelegt (Abbildung 10). AnschliefSend erfolgte die Auswahl
des verbindlichen Schwellenwerts fiir die Bestimmung der detektierten Bereiche in
den zu analysierenden Bildern. Zudem wurde festgelegt, dass ausschliefslich CD31-
positive Signale grofSer als 1 um? einbezogen werden, um die gewertete Anzahl der
artifiziellen Markierungen moglichst geringzuhalten. Zusatzlich wird die

prozentuale Flache der CD31-positiven Signale bestimmt.

Abbildung 10: Automatische Auszahlung der Kapillaren

Exemplarische Darstellung der automatischen Auszahlung der Kapillaren mittels der Software
Fiji. A Originalbild (MaRstabsbalken entspricht 50 um) B 8-bit-Bild C Analysebild bei
festgelegtem Schwellenwert D Ergebnisbild.

Zur Validierung der automatisierten Auswertung wurde eine manuelle Auszahlung
der Kapillaren und Muskelfibrillen mit dem Cell counter-Plugin der Software Fiji
durchgefiihrt. Nach Initialisierung des Bildes erfolgte die Zahlung der jeweiligen
Strukturen mit verschiedenfarbigen Markern (Abbildung 11). Gezahlt wurden
ausschliefslich CD31-positive Strukturen, deren Flache weniger als 30 um? betrug
(Abbildung 12). Strukturen unter 30 um? mit einem positiven Signal fiir CD31 als auch
fur a-SMA wurden als Arteriolen eingestuft und separat aufgelistet.

Das Verhaltnis von Kapillaren zu Muskelfibrillen wurde anhand der jeweiligen

Gesamtanzahl pro Gesichtsfeld (Abbildung 11) errechnet.
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Counters, Actions
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Type6 | 0 Rename
Type7 | 0 Delete
i¥psEy O Delete Mode
Options
Results

Reset

+| Show Numbers

Save Markers
Load Markers

Export Image
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Abbildung 11: Manuelle Auszdhlung der Kapillaren und Muskelfibrillen

Exemplarische Darstellung der manuellen Auszahlung der Kapillaren (mit ,,2“ markiert) und
Muskelfibrillen (mit ,5“ markiert) mittels der Software Fiji.

Abbildung 12: GroRenverhiltnisse der BlutgefaRe im murinen Hinterlauf

Dargestellt sind BlutgefdRe in einem exemplarischen Bildausschnitt einer CD31/a-SMA-
Doppelfarbung der murinen Hinterlaufmuskulatur. Kapillaren stellen sich mit einem
GefaRdurchmesser von <ca. 5-10um dar. Mit Pfeil markiert sind prakapillare
Arteriolen/Kapillaren mit angelagertem Perizyten. Kleine und mittelgroRe Arterien sind mit
einem Durchmesser von 50-100 um (+ 5 um) abgebildet.
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2.4.4 Bestimmung des Hyaluronsauregehalts

Zur Quantifizierung des Hyaluronsauregehaltes wurden von den mikroskopischen
Aufnahmen der HA-gefarbten Schnitte mittels Fiji zunachst das braunliche
»DAB+H"“-Bild (Color Deconvolution) ausgewahlt und ein Schwellenwert fir die
Markierung der entsprechenden Signale verbindlich firr die Ebenen festgelegt.
Anschliefsend wurde die prozentuale Flache der positiv markierten Strukturen

bestimmt und festgehalten (Abbildung 13).

Abbildung 13: Quantifizierung der perifibrilliren Hyaluronsaure

Exemplarische Darstellung der Verarbeitung eines Bildausschnitts aus einem HA-gefarbten
murinen Hinterlaufmuskel. A Gefarbter Gewebeausschnitt im Original. B-C Bildverarbeitung
mittels der Software Fiji: Color deconvolution (B) und Markierung der gefarbten Flache (C).

2.4.5 Evaluation Verteilung der Hyaluronsaurerezeptoren CD44 und
RHAMM

Die HA-Rezeptoren CD44 und RHAMM konnten im murinen Skelettmuskel durch

immunhistochemische Farbungen nicht detektiert werden.

Vorgesehen war eine Messung in den o.g. verschiedenen anatomischen Bereichen,

in denen bereits die Gefafse, Muskelfibrillen und HA quantifiziert wurden. Diese

sollten dann miteinander ins Verhaltnis gesetzt werden.

Anzumerken ist, dass zwischen den Muskelfibrillen befindliche Strukturen
angefarbt werden konnten. Diese lagen in unterschiedlicher Dichte vor. Abbildung
14 zeigt exemplarisch eine CD44-Farbung mittels Erstantikorper aus dem Kaninchen
(1:50; Sigma Prestige antibodies anti-CD44) mit einem Zweitantikorper aus der Ziege
(1:200; Alexa Fluor 488 anti-rabbit) ohne Permeabilisierungschritt. Zur weiteren
Differenzierung und Abgrenzung erfolgten erganzende Farbungen, die unter 5.3 im

Appendix detailliert beschrieben werden.
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neg.

Abbildung 14: Exemplarische Darstellung einer CD44-Firbung

Immunhistochemische Farbung von murinem Hinterlaufmuskelgewebe mittels eines anti-
CD44-Antikorpers (grin), Kernfarbung mit DAPI (blau) mit Negativkontrolle (C+D). In B
beispielhaft mit Pfeil markierte angefarbte Strukturen zwischen den Muskelfibrillen liegend.
A+C Darstellung in 2-Kanal-Aufnahme (eGFP+DAPI). B+D Darstellung im Griinkanal (eGFP).
Skalierung 50 um.

2.5 Analyse der Genexpression
2.5.1 Isolation der Boten-Ribonukleinsaure und reverse Transkription

Zur Vorbereitung der Boten-Ribonukleinsauren(mRNA)-Isolation wurde zunachst
das Arbeitsmaterial (Pinzette) von Ribonukleasen (RNasen) befreit, indem dieses in
0,1 M Natriumhydroxid (NaOH) getaucht und anschliefSend mit Reinstwasser (Milli-
Q®) gewaschen wurde. Mit dieser Pinzette wurde das entnommene murine
Hinterlaufmuskelgewebe in ein M-Tube® iberfiihrt. Durch die Zugabe von 1 ml
peqGOLD TriFast™ und der mechanischen Zerkleinerung mit dem Dissociator
konnte das Gewebe lysiert und homogenisiert werden. Die entstandene Suspension
wurde zur weiteren Verarbeitung in ein 2 ml-Eppendorf-Tube gegeben. Durch die
Zufihrung von 200 pl Chloroform konnte, nach ausgiebiger Durchmischung und
anschliefSender Zentrifugation fiir zehn Minuten mit 13.200 Umdrehungen pro
Minute (rpm) bei 20 °C, eine Phasenseparation herbeigefithrt werden. Dabei fanden
sich Proteine in der organischen Unterphase, DNA in der Zwischenphase und RNA
in der wassrigen Oberphase. AnschliefSend wurde die RNA-haltige Schicht
vorsichtig abpipettiert und in ein 1,5 ml-Eppendorf-Tube tberfiihrt. Die Fallung der
RNA wurde durch Zugabe von 400 pl Isopropanol und 60-miniitiger Zentrifugation
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mit 13.200 rpm pro Minute bei 4 °C erreicht. Nach vorsichtigem Absaugen des
fliissigen Uberstands wurde die RNA gewaschen, indem sie mit 1 ml 75 % Ethanol
erneut fir 10 Minuten mit 13.200 rpm bei 4 °C zentrifugiert wurde. Anschliefsend
wurde der fliissige Uberstand vorsichtig abgesaugt und die Eppendorf-Tubes unter
dem Abzug belassen, bis das entstandene RNA-Pellet getrocknet war. Darauthin
wurde die RNA durch Hinzufiigen von 20 ul RNase-freien Reinstwassers und
Erwarmung auf 65 °C fir finf Minuten unter leichtem Schiitteln resuspendiert.

Abschliefsend wurden die Proben am NanoDrop-1000-Spektrophotometer auf die
Qualitat und Quantitat geprift. Da fiir das Umschreiben der RNA in cDNA 1000 ng
RNA auf 12 pyl Losung benotigt wurden, wurden die Proben dementsprechend
berechnet und die RNA-Suspension verdiinnt. Das Umschreiben erfolgte mittels des
QuantiTect Reverse Transcription Kits. Dazu wurden die Proben zunachst mit 2 pl
DNA-wipeout versehen und fiir zwei Minuten in den cDNA-Cycler gegeben. Jeder
Probe wurde anschliefSend unter Kihlung 6yl Mastermix (4 ul Puffer, 1pl
Nukleotide, 1 ul reverse Transkriptase) zugefligt und das cDNA-Cycler-Programm
nach Herstellerprotokoll fortgesetzt. Nach Abschluss der Umschreibung wurden die
Proben auf eine 100 yl-Menge mit doppelt destilliertem Wasser aufgefiillt und bei

4 °C bis zur weiteren Verarbeitung aufbewahrt.

2.5.2 Quantitative Polymerase-Kettenreaktion

Die quantitative-Polymerase-Kettenreaktion (QPCR) erfolgte unter Verwendung
von Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG (Invitrogen, Thermo Fisher) und
einem DNA-bindendem Farbstoff in einem Real-Time-PCR-System (Life
Technologies). Die hierfiir verwendeten Primer-Sequenzen wurden in Tabelle 9

aufgefiihrt.'®

Tabelle 9: Primer und Primersequenzen

Gen Vorwartsprimer 5‘-3° Riickwartsprimer 3‘-5°

Has1 TATGCTACCAAGTATACCTCG TCTCGGAAGTAAGATTTGGAC
Has2 CAAAAATGGGGTGGAAAGAG ACAGATGAGGCAGGGTCAAG
Has3 CTCAGTGGACTACATCCAGG GACATCTCCTCCAACACCTC
Cd44 GACCGGTTACCATAACTATTGTC CATCGATGTCTTCTTGGTGTG
Rhamm GCAGAAGGAGGAGCAGAGTG GGCGTGAGCAGCAATATGT
Hyall GAAATGACAGATTATCTTCTGCCC  TTGTCTGAGCTTAGCCAGAG
Hyal2 GGTGGACCTTATCTCTACCAT TATTGGCAGGTCTCCATACTT

18s rRNA GCAATTATTCCCCATGAACG GGCCTCACTAAACCATCCAA
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2.6  Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mittels GraphPad Prism® (GraphPad Software
Inc., Version 9.2.0, La Jolla, California, USA).

Zu diesem Zweck wurden die erhobenen Daten aus den Bildausschnitten I-IX jeder
Ebene mit einem ungepaarten t-Test unter Einbeziehung des Standardfehlers (SEM)
ausgewertet. AnschliefSend wurden die einzelnen Ebenen miteinander ins
Verhaltnis gesetzt. Zudem erfolgte eine differenzierte Auswertung der Bereiche
»hautwarts“, |mittig“ und ,knochenwarts* flir Kapillar- und Muskelfibrillenanzahl
sowie die prozentuale Flache der gefarbten HA.

Es wurde von einer Normalverteilung ausgegangen und folglich ein parametrisches
Testdesign gewabhlt.

Die Auswertungen der RNA-Expressionsanalyse erfolgten aufgrund der geringen

Probengrofse mittels gepaartem t-Test.
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3 Ergebnisse
3.1 Quantifizierung der Kapillardichte und Muskelfibrillenanzahl
3.1.1 Vergleich der Kapillaranzahl des linken und rechten Hinterlaufs

Praliminare Untersuchungen der Gewebeperfusion nach induzierter Ischamie des
linken Hinterlaufs zeigten eine reduzierte Rekonstituierung des Blutflusses und eine
verminderte Kapillarisierung. Dabei wurde der ischamische (linke) Hinterlauf mit
dem nicht ischamischen (rechten) verglichen.

In Abbildung 15 und Abbildung 16 wurden die Ergebnisse zur Untersuchung der nicht
beeinflussten, basalen (Durchblutungs-)Situation von linken wund rechten
Hinterlaufen der Wildtyp- und Has3-knockout-Mause im Vergleich dargestellt, um
zunachst die grundsatzliche These der Vergleichbarkeit von Hinterlaufen aus einem
Versuchstier zu untermauern.

Als Parameter wurden die Anzahl der Kapillaren und Muskelfibrillen an initial jeweils
drei Hinterlaufmuskelpraparaten (WT und KO) untersucht und als Mittelwerte *

Standardfehler (SEM) dargestellt.

A B Kapillaranzahl WT links
- Kapillaranzahl WT rechts
80— 80—
S i s i mm Kapillaranzahl KO links
g E; 60 g E, 60 B Kapillaranzahl KO rechts
% 8] - - % i} -
X5 ¥ 5
— G — '(7)
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5o ] T 9
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0 T T 0_
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Abbildung 15: Vergleich der gemittelten Kapillaranzahl des linken und rechten Hinterlaufs

Quantitative Auswertung der Kapillaren von Wildtyp-Kontrollen (WT) (A) und Has3-knockout-
Mausen (KO) (B) im Vergleich des linken und rechten Hinterlaufs. Dargestellt sind die
Mittelwerte + SEM der manuell ausgezahlten Strukturen aus den Bildausschnitten I-IX der funf
definierten Ebenen bei n=3.

Die gemittelte Kapillaranzahl der WT lag links bei 52,3 (+ 2,39) im Vergleich zu rechts
53,6 (+ 2,41) Kapillaren pro Gesichtsfeld. Bei den Has3-knockout-Mausen lag die
gemittelte Anzahl der Kapillaren links bei 54,4 (+ 2,22) und rechts 54,5 (= 2,39)
Kapillaren pro Gesichtsfeld (bei n=3).
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Abbildung 16: Vergleich gemittelte Muskelfibrillenanzahl des linken und rechten Hinterlaufs

Quantitative Auswertung der Muskelfibrillen von Wildtyp-Kontrollen (WT) (A) und Has3-
knockout-Mausen (KO) (B) im Vergleich des linken und rechten Hinterlaufs. Dargestellt sind die
Mittelwerte + SEM der manuell ausgezahlten Strukturen aus den Bildausschnitten I-IX der funf
definierten Ebenen bei n=3.

Die gemittelte Anzahl der Muskelfibrillen der WT lag links bei 40,3 (+ 1,0) im
Vergleich zu rechts 41,65 (+ 1,09) Muskelfibrillen pro Gesichtsfeld. Bei den
Has3-knockout-Mausen lag die gemittelte Anzahl der Muskelfibrillen links bei 40,2
(+ 0,87) und rechts 41,37 (+ 1,35) Muskelfibrillen pro Gesichtsfeld (n=3).

Es konnte somit nachgewiesen werden, dass kein Unterschied beziiglich der
erhobenen Parameter zwischen dem linken und rechten Hinterlauf von
Has3-knockout-Mausen und den Wildtyp-Kontrollen, {iber eine anatomische
Varianz hinaus, vorlag.

Weitere Untersuchungen erfolgten daraufhin ausschliefdlich an den linken
Hinterlaufmuskelpraparaten (in Anlehnung an die arbeitsgruppeninternen

Untersuchungen der Ischamie-bedingten Auswirkungen am linken Hinterlauf).

3.1.2 Detaillierte Untersuchung der Kapillaranzahl und -verteilung

Die Quantifizierung der Kapillaren erfolgte, wie unter 2.4.3 beschrieben, mittels

manueller und automatisierter Erfassung (Abbildung 17).

38



Ergebnisse

>
w

o
o
|
o]
o
[

[o2]

o
|

[©)]

o
|

—_

Anzahl der man.erfassten Kapillaren
pro Gesichtsfeld
) N
T .7
Anzahl der man. erfassten Kapillaren
pro Gesichtsfeld
n B
o o (‘D
I
H
4‘
4|

0- [ [ [ [ I

WT KO E1 E2 E3 E4 E5

C D

c . f

[F]} [

g g0 S 80

8 g

x - — = 1

3 60 Q % 60— < 1

2% % @

w T i w T

§§ 404 \ g E 40

S - \ 3e

5% 20 \ g 20+

= i \ = |

(] [v]

~N

£ 0 T \ E 0 I T
WT KO E4 E5

WT WT
= KO KO

Abbildung 17: Quantifizierung der Kapillaranzahl in Hinterlaufmuskelgewebe von
Has3-knockout-Mausen und Wildtypkontrollen

Dargestellt sind die Mittelwerte (+ SEM) der Kapillaren pro Gesichtsfeld von Wildtyp-Kontrollen
(WT) und Has3-knockout-Mausen (KO) der manuell (A+B) und automatisiert (C+D) erfassten
Werte. A gemittelte Gesamtanzahl der manuell erfassten Kapillaren. B gemittelte Anzahl der
einzelnen Ebenen (E1-E5) der manuell erfassten Kapillaren.

C gemittelte Gesamtanzahl der automatisiert erfassten Kapillaren. D gemittelte Anzahl der
einzelnen Ebenen (E1-E5) der automatisiert erfassten Kapillaren. n=6 (Erfassung mittels der
Software Fiji).

Es zeigte sich, dass die Kapillaranzahl (Mittelwert + SEM) in den untersuchten
Proben (n=6) keine wesentlichen Unterschiede zwischen WT- und
Has3-knockout-Mausen ergab: Die manuell erfasste gemittelte Kapillaranzahl lag bei
den WT mit 53,27 (+ 1,77) im Vergleich zu den KO bei 52,67 (+ 1,24) pro Bildausschnitt.
Anhand der automatisierten Quantifizierung lagen die erhobenen Mittelwerte der

Kapillaranzahl bei den WT bei 64,79 (+ 1,13) und bei den KO bei 65,16 (+ 1,74).

Zur Verdeutlichung der quantitativen Differenz zwischen dem manuellen und

automatisierten Modus wurde die Gesamtanzahl der manuell erfassten Werte von
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WT und KO (52,97) den automatisiert erhobenen (64,98) gegeniibergestellt
(Abbildung 18). Es ergab sich ein Unterschied von 1216 (+ 3,31)
Kapillaren/Gesichtsfeld, entsprechend einer bis zu 25 %igen Abweichung im
Vergleich zur manuellen Erhebung. Da die Differenz von entscheidendem Ausmaf$
war und zudem eine breitere Streuung aufwies, wurde folgend auf eine

automatisierte Darstellung verzichtet und nur die manuelle Erhebung geltend

gemacht.
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Abbildung 18: Vergleich von manueller und automatisierter Erfassung der Kapillaranzahl

Dargestellt ist die gemittelte Anzahl der Kapillaren pro Gesichtsfeld von Wildtyp-Kontrollen (WT)
und Has3-knockout-Mausen (KO) anhand manueller (man.) vs. automatisierter (aut.) Erfassung
(Mittelwerte = SEM) bei n=6 (Erfassung mittels der Software Fiji).

A Vergleich manuell und automatisiert erfasster Werte der Wildtyp-Kontrollen (WT). B Vergleich
manuell und automatisiert erfasster Werte der Has3-knockout-Mause (KO). C Vergleich der
gesamten gemittelten Kapillaranzahl pro Bildausschnitt (WT + KO) von manueller zu
automatisierter Erfassung mit Darstellung der Differenz zwischen den Mittelwerten.
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Eine weitere Quantifizierungsoption fiir Kapillaren bot die in vielen
Untersuchungen gangige Feststellung der kumulativen Flache CD31-positiv
detektierter Strukturen in Prozentangaben, die in Abbildung 19 dargestellt ist.

Fir diese Arbeit wurden nur Daten der manuellen Erfassungsmethode
bertcksichtigt, aufgrund der geringeren Streuung und genaueren Ergebnisse.
Insbesondere bei Anschnitten in denen Kapillaren zirkular um Muskelfibrillen
verlaufen sind, zeigte sich die kumulative prozentuale Flache im Vergleich zur

Kapillaranzahl unverhaltnismafSig erhoht.
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Abbildung 19: Quantifizierung der Kapillaren anhand der CD31-positiv markierten Flache

Dargestellt ist die Quantifizierung der Kapillaren anhand der CD31-positiv markierten Flache in
Prozent pro Bildausschnitt bei n=6. A Mittelwert + SEM Uber die definierten fiinf Ebenen (E1-
E5). B Darstellung pro Ebene (E1-E5) (Mittelwert + SEM) pro Versuchstier. n=6.

Zur Analyse der quantitativen Verteilung der Kapillaren innerhalb der murinen
Praparate wurde die Hinterlaufmuskulatur weiterfiihrend strukturiert untersucht.
Initial erfolgte die Feststellung des Mittelwerts tiber die Gesamtzahl der Proben und
anschliefSend die Auswertung von proximal nach distal anhand der finf definierten
Ebenen (E1-ES5) (Abbildung 17). Hier zeigte sich eine weitestgehend gleichmafige
Verteilung. Nun wurde eine Untersuchung der Bereiche ,hautwarts®, ,mittig“ und
»knochenwarts* innerhalb der einzelnen Ebenen (horizontal) vorgenommen, wie
Abbildung 20 zeigt. Es stellten sich deutliche Unterschiede der Quantitat innerhalb
einer Ebene dar: die Kapillardichte nahm von hautwarts zu knochenwarts signifikant
zu. Es ergab sich kein signifikanter Unterschied im Vergleich zwischen den Wildtyp-

kontrollen und den Has3-knockout-Mausen.
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Abbildung 20: Quantifizierung der Kapillaren innerhalb der horizontalen Ebene

Quantifizierung der Kapillaranzahl in den Bereichen ,hautwarts”, ,mittig” und ,knochenwarts”
im Vergleich von Wildtyp-Kontrollen (WT) zu den Has3-knockout-Mausen (KO). Dargestellt sind
Mittelwerte + SEM aus den Bildausschnitten I-IX gemitteltet Gber die untersuchten definierten
Ebenen 1-5 bei n=6. Eine Signifikanz (*) wurde bei p<0,05 angenommen.

Wie in Abbildung 20 dargestellt, wies der Bereich ,hautwarts“ eine signifikant
geringere Kapillaranzahl (Mittelwert + SEM) mit 29,4 + 0,72 (WT: 29,66 * 0,8; KO:
29,15 £ 0,92) im Vergleich zum Bereich ,mittig“ mit 47,99 + 1,16 (WT: 48,41 + 2,1; KO:
47,57 + 0,5) sowie zum Bereich ,knochenwarts® mit 76,32 + 1,19 (WT: 77,41 + 1,91; KO:
75,23 +£141) auf. Der Unterschied der Kapillaranzahl zwischen den Bereichen
»hautwarts“ und ,mittig" lag bei 18,59 + 1,36, zwischen ,mittig“ und ,knochenwarts*“

bei 28,33 + 1,66 und zwischen ,hautwarts“ und ,knochenwarts“ bei 46,92 + 1,39.

3.1.3 Detaillierte Untersuchung der Muskelfibrillenanzahl
und -verteilung

Im nachsten Schritt wurden die Muskelfibrillen quantifiziert und deren Verteilung
uiber die funf Ebenen sowie tber die Bereiche ,hautwarts®, ,mittig“ und

»knochenwarts“ innerhalb der horizontalen Ebenen untersucht (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Verteilung der Muskelfibrillen

A Gemittelte Muskelfibrillenanzahl pro Bildausschnitt von Wildtyp-Kontrollen (WT) zu den Has3-
knockout-Mausen (KO) gesamt. B Quantifizierung der Muskelfibrillen in den Ebenen 1-5 (E1-E5)
im Vergleich von WT zu KO.

C Unterteilung der Muskelfibrillenanzahl auf die Bereiche ,hautwarts”, ,mittig” und
»2knochenwarts“. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM aus den Bildausschnitten I-IX bei n=6. Eine
Signifikanz (*) wurde bei p<0,05 angenommen.

Ein signifikanter Unterschied ergab sich in der Muskelfibrillenverteilung innerhalb
der horizontalen Unterteilung der Ebenen zwischen den regionalen Bereichen
»hautwarts“ und ,knochenwarts“. Die Differenz zeigte sich gleichermafSen bei
Wildtyp- und den Has3-knockout-Mausen.

Die gemittelte Anzahl der Muskelfibrillen pro Bildausschnitt im Bereich ,hautwarts®
ergab 30,57 £1,53 (WT: 32,1+ 0,89; KO: 29,03 + 0,67); im Bereich , mittig“ lag der Wert
bei 40,05 +1,64 (WT: 38,4 + 2,33; KO: 40,96 + 2,63); die als ,knochenwarts“ definierte
Region wies eine gemittelte Muskelfibrillenanzahl von 46,57 + 1,42 (WT: 47,99 + 1,04;
KO: 45,14 +1,62) auf.

Der Unterschied zwischen ,hautwarts® und ,mittig“, sowie ,mittig" und
»knochenwarts“ wies einen Trend ohne Nachweis einer Signifikanz auf. Im Detail

lag die Differenz der Muskelfibrillenanzahl pro Bildausschnitt im Vergleich von
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»hautwarts“ zu ,mittig“ bei 8,67 + 1,22, zwischen ,mittig“ und ,knochenwarts* bei
6,89 +191 und zwischen ,hautwarts“ und ,knochenwarts“ bei 15,82 +1,58

Muskelfibrillen pro Bildausschnitt.

Kein signifikanter Unterschied konnte in der Anzahl der Muskelfibrillen pro
Gesichtsfeld zwischen WT und KO festgestellt werden. Uber die fiinf Ebenen
gemittelt (+ SEM) ergab sich bei den WT 40,75 + 0,36 und bei den KO 40,12 + 0,7
Muskelfibrillen pro Gesichtfeld.

3.1.4 Verhdltnis von Kapillaren zu Muskelfibrillen

Erganzend wurde die Anzahl der Kapillaren mit den Muskelfibrillen ins Verhaltnis
gesetzt, um eine quantitative Korrelation in der Verteilung darzustellen (Abbildung

22).
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Abbildung 22: Verteilungsverhalten der Kapillaren und Muskelfibrillen auf horizontaler Ebene.

Vergleich der Verteilung von Kapillaren und Muskelfibrillen in der Hinterlaufmuskulatur von
Wildtyp-Kontrollen (WT) zu Has3-knockout-Mausen (KO) innerhalb der horizontalen Ebene in
den Bereichen ,hautwarts”, ,mittig“ und , knochenwarts”. Dargestellt sind die gemittelten
Parameter der fiinf Ebenen (E1-E5) + SEM pro Gesichtsfeld der jeweiligen Bereiche bei n=6;
GroBenmalR entspricht 50 um. Exemplarische Darstellung der Kapillaren und Muskelfibrillen im
Bereich ,hautwarts” (Bildausschnitte Il und 1V) (A+B) mit dazugehorigen Daten (C+D), ,mittig“
(Bildausschnitte I, V, VI, VII) (E+F) mit den dazugehorigen Daten (G+H) und , knochenwarts”
(Bildausschnitte I, VIII und IX) (1+J) mit den dazugehérigen Daten (K+L).
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Da sich das Verteilungsverhalten fiir Kapillaren und Muskelfibrillen ahnlich verhielt,
wurde die Anzahl der jeweiligen Parameter zu Ubersichtszwecken miteinander ins

Verhaltnis gesetzt, wie Abbildung 23 in Form des Quotienten aus Kapillaren zu

Muskelfibrillen zeigt.
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Abbildung 23: Kapillaren/Muskelfibrillen-Quotient

A Darstellung des Verhaltnisses von Kapillaren pro Muskelfibrillen in den Ebenen 1-5 (E1-E5) im
Vergleich von Wildtyp-Kontrollen (WT) zu Has3-knockout-Mausen (KO). B Darstellung des
Verhaltnisses von Kapillaren pro Muskelfibrillen innerhalb der Bereiche , hautwarts”, , mittig”
und , knochenwarts”, gemittelt Giber die Ebenen 1-5 im Vergleich von Wildtyp-Kontrollen (WT)
zu den Has3-knockout-Méausen (KO).

Dargestellt sind die Quotienten der jeweiligen Mittelwerte der Bildausschnitten I-IX von Ebene
1-5 bei n=6.

Auch in dieser Darstellungsweise stellt sich kein Unterschied zwischen WT und KO
dar. Sowohl Kapillaren als auch Muskelfibrillen wiesen nahe des Hinterlaufknochens
die hochste Dichte auf, die in Richtung Haut gleichermafSen stetig abnahm.

Der Quotient von Kapillaren zu Muskelfibrillen ergab gemittelt tber die
Gesamtanzahl einen Wert von 1,3 Kapillaren pro Muskelfibrillen sowohl bei WT als
auch bei den KO. Bezogen auf die einzelnen Bereiche lag der gemittelte Quotient
von Kapillaren zu Muskelfibrillen ,hautwarts“ bei 0,96, im Bereich ,mittig"* bei 1,2

und ,knochenwarts“ bei 1,6.
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3.2 Quantifizierung der Hyaluronsaure

Zur Beurteilung des Hyaluronsauregehalts und der Auswirkungen des Has3-
knockouts wurde die perifibrillar vorliegende HA, die durch immunhistochemische
Markierungen detektiert wurde, anhand der prozentualen Flache pro Bildausschnitt
gemessen und in folgendem Graphen (Abbildung 24) dargestelit.
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Abbildung 24: Quantifizierung des perifibrillaren Hyaluronsauregehalts

Dargestellt ist der perifibrillare Hyaluronsauregehalt gemessen anhand der prozentualen Flache
pro Bildausschnitt (I-IX) im Vergleich von Wildtyp-Kontrollen (WT) zu den Has3-knockout-
Mausen (KO) bei n=6. A Mittelwerte + SEM gesamt. B Mittelwerte + SEM pro Ebene 1-5 (E1-E5).

Auf histologischer Ebene ergab sich in der Gesamtiibersicht eine prozentuale Flache
(Mittelwerte + SEM) von 9,67 + 0,58 bei den Wildtyp-Mausen zu 10,93 + 0,19 bei den
Has3-knockout-Mausen pro Gesichtsfeld, bei einer Differenz von 1,26 + 0,61 in einem
95%-Konfidenzintervall von -0,436 bis 2,959. Es ergab sich kein signifikanter
Unterschied zwischen den Versuchsgruppen.

Anzumerken ist, dass eine breite Streuung der erhobenen Daten vorlag, die anhand
der Darstellung der Ebenen 1-5 (Abbildung 24 B), sowie der horizontalen
Unterteilung der Ebenen (Abbildung 25) auffiel, wie anhand scatter dot plots
demonstriert wurde. In der folgenden Abbildung wurde eine genauere Unterteilung

auf der horizontalen Ebene durchgefiihrt.
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Abbildung 25: Verteilung der Hyaluronsaure auf horizontaler Ebene

Vergleich der perifibrillaren Hyaluronsaureverteilung in der Hinterlaufmuskulatur von Wildtyp-
Kontrollen (WT) zu Has3-knockout-Mausen (KO) innerhalb der horizontalen Ebene in den
Bereichen , hautwarts”, , mittig” und , knochenwarts”. Dargestellt sind die Parameter der finf
Ebenen (E1-E5) + SEM der jeweiligen Bereiche bei n=6. GréRenmal’ entspricht 50 um.

A+B Exemplarische Darstellung der perifibrillaren Hyaluronsdure im Bereich ,hautwarts”
(Bildausschnitte Il und IV); C Erhobene Daten zur prozentualen Flache der Hyaluronsaure pro
Bildausschnitt im Bereich ,hautwarts”. D+E Exemplarische Darstellung der perifibrillaren
Hyaluronsdure im Bereich ,mittig” (Bildausschnitte 1l, V, VI, VII); F Erhobene Daten zur
prozentualen Flache der Hyaluronsdure pro Bildausschnitt im Bereich ,mittig“. G+H
Exemplarische Darstellung der perifibrillaren Hyaluronsdure im Bereich ,knochenwarts”
(Bildausschnitte I, VIIl und IX); I Erhobene Daten zur prozentualen Flache der Hyaluronsaure pro
Bildausschnitt im Bereich ,knochenwarts”. Eine Signifikanz (*) wurde bei p<0,05 angenommen.

Im Bereich ,hautwarts® lag der Mittelwert + SEM bei 9,49 + 0,52 fiir die WT und bei
11,15 + 0,34 fiir die KO. Daraus resultierte ein signifikanter Unterschied (p < 0,05) von
1,67 £ 0,62 zwischen den Versuchsgruppen.

Der Vergleich im Bereich ,mittig" ergab einen signifikanten Unterschied (p < 0,05)
von 1,93 + 0,54 bei Mittelwerten von 8,51 + 0,39 bei den WT und 10,45 + 0,38 bei den
KO.
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Der Bereich ,knochenwarts* wies keine signifikante Differenz (0,63 + 0,76) auf. Die

Mittelwerte der WT ergaben 10,65 + 0,63 im Vergleich zu den KO bei 11,28 + 0,43.

Innerhalb der horizontalen Ebene verhielt sich der Anteil der HA gleichmafsig,
anders als Kapillaren und Muskelfibrillen. Abbildung 26 stellt das
Verteilungsverhalten innerhalb der horizontalen Ebene fir Kapillaren und
Muskelfibrillen (mittels des Quotienten aus Kapillaren zu Muskelfibrillen) und dem

Anteil von HA von Wildtypkontrollen und Has3-knockout-Mausen dar.
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Abbildung 26: Vergleich des quantitativen Verteilungsverhaltens auf horizontaler Ebene von
Kapillaren, Muskelfibrillen und HA

Dargestellt ist der Quotient von Kapillaren zu Muskelfibrillen pro Gesichtsfeld von Wildtyp- und
Has3-knockout-Mausen (unterer Y-Achsenanteil), sowie der prozentuale Anteil der HA (oberer
Y-Achsenanteil) auf horizontaler Ebene in den Bereichen ,hautwarts”, ,mittig” und
knochenwdrts bei n=6.

3.3 Verteilung der Hyaluronsaurerezeptoren CD44 und RHAMM

Die HA-Rezeptoren CD44 und RHAMM konnten anhand histologischer Schnitte aus
murinem Skelettmuskel mittels diverser Farbemethoden nicht nachgewiesen
werden.

Eine quantitative Einordnung der HA-Bindungspartner war daher nicht moglich.
Eine Stellungnahe wird in der Diskussion (4.1.2) erbracht.

Die perifibrillar vorliegenden Strukturen, die durch die CD44-Farbung akzidentiell
detektiert wurden, konnten im weiteren Verlauf den Immunzellen zugeordnet

werden.
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3.4 RNA-Expression Hyaluronsaure-assoziierter Gene

Nachdem die HA-Quantifizierung anhand der durchgefiihrten Affinitatsfarbung
eine breite Streuung aufwies und die HA-Rezeptoren CD44 und RHAMM
histologisch nicht nachgewiesen werden konnten, wurde die mRNA-Expression der
Hasl, Has2, Has3, Cd44, Rhamm, sowie Hyall und Hyal2 im murinen Hinterlauf von
Has3-knockout-Mausen und Wildtyp-Kontrollen untersucht.

Wie in Abbildung 27 dargestellt, konnte verifiziert werden, dass ein Has3-knockout
(C) vorliegt; dartiber hinaus stellte sich eine signifikante Verminderung der RNA-

Expression der Has2 (B), Cd44 (D) und Hyall (F) dar.
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Abbildung 27: RNA-Expression Hyaluronsaure-assoziierter Gene in muriner Hinterlauf-
muskulatur

Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM der RNA-Expression der Has1 (A), Has2 (B), Has3 (C),
Cd44 (D), Rhamm (E), Hyall (F) und Hyal2 (G) von Has3-knockout-Méausen gegeniber den
Wildtyp-Kontrollen (Referenzwert) bei n=3. Eine Signifikanz (*) wurde bei p<0,05 (gepaarter t-
Test) angenommen.
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4 Diskussion
4.1 Einordnung der Ergebnisse

4.1.1 Quantitat der Kapillaren und Muskelfibrillen

Mit dieser Arbeit konnte bewiesen werden, dass eine induzierte Has3-Defizienz im
Mausmodel keinen Einfluss auf die Quantitat der Kapillaren im Skelettmuskel unter
basalen Bedingungen nimmt.

Uberdies konnten keine Auswirkungen der Has3-Defizienz auf die Anzahl der
Muskelfibrillen festgestellt werden.

In der strukturierten Analyse der Anzahl und Verteilung von Kapillaren und
Muskelfibrillen wiesen sowohl die Has3-knockout-Mause als auch die Wildtyp-
Kontrollen ein gleichartiges Verhalten auf. In beiden Gruppen stellte sich ein
signifikanter Unterschied in der Kapillar- und Muskelfibrillenanzahl innerhalb der
Querschnittsflache des Hinterlaufmuskels dar, wie Abbildung 20 und Abbildung 21
zeigen. Dieser ist physiologisch und gilt insbesondere im Hinblick auf weitere
Untersuchungen und die Einordnung der Ergebnisse zu berticksichtigen. Auch
andere Tiermodelle zeigen die regional unterschiedliche Anordnung von Kapillaren
und Muskelfibrillen in diversen Skelettmuskelpraparaten. Erklart wird sie durch die
biomechanischen Funktionen der jeweiligen Muskelfasertypen.'® Die gut
kapillarisierten Typ I-Muskelfasern beziehen ihre Energie tiberwiegend tiber die
oxidative Energiegewinnung und finden sich vor allem bei langanhaltenden
Belastungen als Bestandteil der Haltemuskulatur wieder. Die weniger
kapillarisierten Muskelfasern vom Typ II (II-A und II-X) konnen in kurzer Zeit die
volle Kraft entwickeln und sind durch uberwiegend anaerobe Glykolyse
charakterisiert.'”’

Muskelfasern sind in der Lage, einen bedarfsadaptierten Typen-Shift mit
einhergehender Anderung des Kapillarisierungszustandes zu durchlaufen.®® Unter
physiologischen Bedingungen ist der Typen-Shift multifaktoriell bedingt und
abhangig von beispielsweise der korperlichen Aktivitat, wird aber auch in
Forschungsarbeiten =~ unter  pathophysiologischen = Veranderungen,  wie
beispielsweise der chronisch obstruktiven Lungenerkrankung (COPD) und der pAVK
diskutiert.'® Far den Tierversuch bedeutet dies, dass bei der

Muskelpraparatauswahl Faktoren wie biomechanische Funktion, Aktivitats- und
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Ernahrungszustand, neben Alter (degenerative Veranderungen), Geschlecht
(hormonelle Schwankungen) und genetischen Eigenschaften der einzelnen

Tierlinien eine entscheidende Rolle spielen.

Die in dieser Arbeit angewendete Methodik zur Quantifizierung der Kapillaren und
Muskelfibrillen erwies sich als valide und durch die gute Reproduzierbarkeit als sehr
reliabel.

Die Fluoreszenzfarbungen der Kapillaren mittels Anti-CD31-Antikérper zeigten
sich, dank zahlreicher Erprobungen in vielen Arbeiten, als spezifisch. Auch die
Abgrenzung der Kapillaren zu den Arteriolen mittels a-smooth-muscle-actin-
Antikorper war prazise. Lediglich isolierte CD31-positiv-gefarbte Strukturen mit
einer Querschnittsflache kleiner als 20 pm wurden als Kapillaren eingestuft. Da
jedoch auch Perizyten positiv fiir a-smooth-muscle-actin sind und diese die
Kapillaren in gewissen Abstanden umgeben, ist eine falsch-positive Einstufung als
Arteriole moglich."® Arbeitsgruppeninterne Voruntersuchungen zeigten jedoch,
dass die Anzahl der Perizyten vernachlassigbar gering ist und deshalb hier toleriert
werden konnte. Um eine prazisere Aussage zur Perizytenverteilung und zur
Abgrenzung von Kapillaren zu Arteriolen zu treffen, konnten Perizyten mittels der
immunhistochemischen Markierung von NG-2 oder RGS-5 additiv identifiziert

werden.

In die Ergebnisdarstellung wurden die manuell ausgezahlten Werte der Kapillaren
und Muskelfibrillen bevorzugt einbezogen, da die automatische Auswertung der
CD31-positiven Strukturen mittels der Software Fiji, im Vergleich zu den Werten der
manuell ausgezahlten Strukturen, eine grofdere Streuung aufwies (Abbildung 18).
Von einer dartiber hinaus initial angedachten Einbeziehung der Ergebnisse der
prozentualen Flache CD31 positiver Strukturen wurde abgesehen, da sich hier eine
Verzerrung der Werte aufgrund unterschiedlicher Anschnittsflachen der Kapillaren
zeigte. Intermittierend lagen Schnitte vor, in denen die Kapillaren nahezu zirkular
um die Muskelfibrillen herum verliefen. Der longitudinale Anschnitt fithrte
entsprechend zu einer deutlich grofSeren positiv-markierten Flache. Nachteil der

sehr prazisen manuellen Auszahlung ist der betrachtlich grofSere Zeitaufwand.

Die in einigen Veroffentlichungen genutzte Darstellung des Verhaltnisses von

Kapillaren zu Muskelfibrillen tber die Flachenmafse der jeweiligen positiv
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detektierten Strukturen, findet aufgrund der zum Teil breit gestreuten automatisch
erfassten Auswertungsergebnisse in dieser Arbeit keine Anwendung. Die
Vergleichbarkeit der erhobenen Daten konnte aufgrund der genannten Problematik
eingeschrankt und die Genauigkeit der Ergebnisse vermindert sein. Dartiber hinaus
konnen weitere Einflussgrofden wie Hyper- oder auch Atrophie der Muskelfasern zu
einer verzerrten Darstellung der Ergebnisse filhren. Beispielsweise kommt es bei
Tierversuchen mit Krankheitsmodell, die eine induzierte Ischamie des Hinterlaufs
beinhalten, mitunter zu diesen Nebenerscheinungen. Nach der operativen Ligatur
eines zufithrenden GefafSes waren akut 6dematose Veranderungen des Muskels und
auch des wumliegenden Gewebes zu erwarten. Die Atrophie und ein
Muskelfasertypen-Shift setzen haufig erst verzogert ein und korrelieren mit der
Muskelaktivitat.  Aufgrund der zu Dbertcksichtigenden Faktoren von
Vergleichsarbeiten wird deshalb fiir diese Arbeit die Darstellung mittels direkter

Anzahlangaben in Form des Quotienten von Kapillaren zu Muskelfibrillen bevorzugt.

4.1.2 Nachweis der HA-Bindungspartner CD44 und RHAMM

Aufgrund der grofsen Bedeutung der HA-Bindungspartner an angiogenen
Vorgangen sollten CD44 und RHAMM histologisch in den Skelettmuskelpraparaten
untersucht werden. Es erfolgten verschiedene Versuchsreihen mittels
immunhistochemischer Farbungen. In der intensiven Mikroskopie der
unterschiedlich gefarbten Schnitte gelang jedoch kein Nachweis. Es wurden
lediglich perifibrillare Strukturen detektiert, die zu einer weiteren Abklarung
fihrten. Auch die Literatur gibt an, dass die o.g. HA-Bindungspartner nicht,
beziehungsweise nur minimal, im Skelettmuskel (auf Proteinebene) exprimiert
werden."> Somit konnte keine Quantifizierung der HA-Bindungspartner und kein
Vergleich mit den restlichen Ergebnissen erfolgen.

In der durchgefiihrten Expressionsanalyse der mRNA wurden Cd44 und Rhamm
jedoch detektiert. Es ist anzunehmen, dass die nachgewiesene mRNA
Endothelzellen und/oder Immunzellen entstammt, da diese im verarbeiteten
Muskelpraparat enthalten waren.

In den ausgewerteten Daten der gPCR stellte sich die mRNA von Cd44 quantitativ
vermindert in der Gruppe der KO im Vergleich zu den WT dar. Dieses konnte auch

in anderen arbeitsgruppeninternen Untersuchungen gezeigt werden. Es ist

52



Diskussion

anzunehmen, dass ein vermehrtes Vorliegen von HA zu einer reaktiven

Herabregulation der RNA-Expression von Cd44 fiihrt."?

Fir Folgearbeiten ware tiberdies zu diskutieren, primar Endothelzellen detaillierter
auf CD44 und RHAMM bei Has3-knockout Mausen und Wildtyp-Kontrollen zu
untersuchen, da insbesondere durch deren Bindung an HA die Angiogenese bzw.
Arteriogenese erfolgt und sie eine hohere Expression der Bindungspartner im

Vergleich zu Skelettmuskelzellen aufweisen.™

Die bei den CD44-Farbungen zwischen den Muskelfibrillen gelegenen angefarbten
Strukturen (siehe 2.4.5) stellten sich als Immunzellen heraus. Dieses wurde in
weiteren arbeitsgruppeninternen Untersuchungen nachgewiesen, die Bestandteil
der Dissertation von Dr. rer nat. Rebekka Schneckmann sind."®

Ein quantitativer Vergleich zwischen WT und KO hinsichtlich des Vorliegens von
Immunzellen ware interessant, um weitere Einflussfaktoren auf die Angiogenese
unter nicht pathophysiologisch veranderten Bedingungen beurteilen zu konnen. Da
sich die Strukturen zumeist nur in sehr geringer Dichte zeigten und keine
ausreichende Menge weiterer Schnitte der Praparate zur Verfigung standen,

konnte keine Erfassung im Rahmen dieser Arbeit erfolgen.

4.1.3 Quantitative Auswertung der Hyaluronsdaure-Menge

In Bezug auf das quantitative Verteilungsverhalten der HA von Wildtyp- und Has3-
knockout-Mausen konnte in der Gesamtibersicht kein signifikanter Unterschied
festgestellt werden. Uberdies gab es keine Korrelation zwischen dem Anteil der HA
und der Anzahl der Kapillaren und Muskelfibrillen innerhalb der Querschnittflache.
Bei der detaillierten Auswertung der HA-Quantitat (aus der Immunhistochemie) von
Has3-knockout-Mausen und Wildtyp-Kontrollen stellte sich jedoch ein signifikant
hoheres Vorliegen von HA bei den Has3-knockout-Mausen in den Bereichen
»2hautwarts“ und ,mittig“ dar (wie Abbildung 25 zeigt). Es ware zu erwarten gewesen,
dass die Gruppe der KO weniger HA aufweisen wirde, insbesondere unter
Bertcksichtigung der mRNA-Expressionsanalyse der HA-Synthasen. In dieser zeigte
sich neben dem suffizienten Has3-knockout auch eine signifikante Verminderung

der Has2-Expression. Da jedoch auch die Hyaluronidasen (Hyall signifikant)
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quantitativ verringert exprimiert wurden, konnte das vermehrte Vorliegen von HA
moglicherweise durch eine reduzierte Degradation erklart werden. Zudem ist nicht
auszuschlieRen, dass sich Anderungen von funktionellen Eigenschaften
(entsprechend der Fragmentgrofde) der synthetisierten HA durch die abweichende
Expression der HA-Synthasen und Hyaluronidasen ergeben.

Um mogliche Kompensationsmechanismen, die die HA-Expression, die Aktivitat der
HA-Synthasen und die HA-Zusammensetzung betreffen, besser beurteilen zu
konnen, beziehungsweise auszuschliefsen, konnte sich die Verwendung weiterer
Versuchsreihen (Hasl(-/-), und Has2(CKO)) bzw. Doppel- oder Trippel-knockouts
anbieten.

Dartiber hinaus ist zu berticksichtigen, dass mitunter bei der automatisierten
Auswertung mittels der Software Fiji quantitativ hohere Werte bei den KO erfasst
wurden. Dieses konnte moglicherweise durch das intermittierende Vorliegen von
vermehrt destruierten Zellen (aufgrund der Praparatebearbeitung) in den Schnitten
und daraus resultierender unspezifischer HA-Anfarbung erklart werden.
Dementsprechend gestaltete sich im Rahmen der Analyse der HA-Quantitat die
Festlegung eines definierten Schwellenwertes fir die Erfassung der positiv
markierten Flache schwierig. Trotz gleicher Farbebedingungen fielen mitunter
grofsere Differenzen in der als positiv detektierten Flache auf.

In Testfarbungen mittels fluoreszierender Antikorper gelang eine prazisere
Detektion der HA. Aufgrund der Vergleichbarkeit zu bestehenden
arbeitsgruppeninternen Ergebnissen fand die urspringliche Methodik (HA-
Detektion mittels DAB) jedoch bevorzugt Anwendung.

Nach den initial vorgesehenen und den additiv durchgefiihrten Farbungen lagen
tiberdies keine weiteren Schnitte der einzelnen Praparate in ausreichender Menge
vor, um eine Farbereihe mit Fluoreszenzantikorper zur HA-Darstellung zu erganzen,
da mit konsekutiven Schnittfolgen gearbeitet wurde. Die alternative Farbemethode
zur Quantifizierung der HA konnte zu Vergleichszwecken bzw. zur Validierung der
gewonnenen Ergebnisse erganzt werden oder in Folgearbeiten als Ersatz dienen.
Eine weitere Option der HA-Quantifizierung stellt ein zum Enzyme-linked
Immunosorbent Assay (ELISA) analoges Verfahren dar."® Doch auch hier ware die
bendotigte Vergleichbarkeit mit vorbestehenden Ergebnissen nicht gegeben, konnte
jedoch fir nachfolgende Arbeiten erganzt werden. Zudem konnte eine

Grofsenausschlusschromatographie eine quantitative Auswertung der vorliegenden

54



Diskussion

HA-FragmentgrofSen liefern, die fir die Zuordnung der HA-Funktionen von

relevanter Bedeutung ist."”

4.2 Limitationen

4.2.1 Tiermodell

Das fiir diese Arbeit genutzte Tiermodell der mannlichen C57BL/6-Mause wurde
ausgewahlt, da die Ergebnisse dieser Arbeit den arbeitsgruppeninternen
praliminaren Daten als Vergleich und Referenz des basalen Status der untersuchten
Strukturen dienen. Diese Mauslinie findet in Protokollen von Limbourg et al. haufige
Anwendung, da sie, im Gegensatz zu vielen anderen Mauslinien, trotz Induktion
einer ausgepragten Ischamie des Hinterlaufs keinen Verlust dessen zur Folge hat."%?
Fir weitergehende Forschung resultiert daraus jedoch die Frage, welche
genetischen Faktoren zu der gunstigeren Ischamie-Toleranz fiihren. Zudem
beeinflusst diese unbekannte Variable die Ubertragbarkeit auf andere (Tier-)

Modelle.

4.2.2 Probenumfang

Die Aussagekraft der Ergebnisse sollte bei einem geringen Probenumfang von n=6
in der histologischen Aufbereitung, bzw. n=3 in der mRNA-Expressionsanlyse
gegebenenfalls durch eine Erweiterung der Probenanzahl stabilisiert werden. Die
Verflgbarkeit von mannlichen Has3-knockout-Mausen erwies sich jedoch als
schwierig. Folglich war ein Aufstocken der Probengréfde im Rahmen dieser Arbeit

nicht moglich.

4.2.3 Vergleichbarkeit

Die ausgewahlte Methodik orientiert sich an arbeitsgruppeninternen
Vergleichsarbeiten und wurde beibehalten. Fur Folgeprojekte sind alternative
Methoden, insbesondere in der Evaluation der vorliegenden HA (siehe 4.1.34.1.3), zu

diskutieren.
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4.3 Fazit und Ausblick

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die hier gewonnenen Ergebnisse
zeigen, dass unter basalen, nicht pathologisch veranderten Bedingungen, keine
signifikanten Veranderungen in der Kapillarisierung und Anzahl der Muskelfibrillen
durch einen Has3-knockout vorliegen. Damit diente diese Arbeit als Grundlage fiir
weiterfihrende Versuche. In diesen untersuchten Dr. rer. nat. Rebekka
Schneckmann und Dr. med. Tobias Driesen die Auswirkung der Has3-Defizienz im
Model der Hinterlaufischamie im murinen Skelettmuskel."® 3 Bei den Has3-
knockout-Mausen wiesen sie eine reduzierte Rekonstituierung des Blutflusses und
eine damit einhergehende verminderte Kapillarisierung des ischamischen
Hinterlaufs nach. Somit stellte sich dar, dass die angiogene Wirkung der HA erst
unter pathophysiologischen Vorgangen eintritt. Hinsichtlich des histologisch
vermehrten HA-Nachweises und der verminderten Genexpression von Has2, Cd44,
Hyall bedarf es einer weiteren Abklarung, z.B. in Form einer Bestimmung der HA-

FragmentgrofSen-Verteilung unter diesen Bedingungen.

Die Erforschung des Einflusses der HA nimmt hinsichtlich der Vielzahl von
Erkrankungen, deren pathophysiologische Vorgange mit ihr in Verbindung gebracht
werden konnen, einen relevanten gesellschaftlichen Stellenwert ein. Ansatze fir
neuartige Therapieoptionen, die moglicherweise die Progression von Erkrankungen
aufhalten konnen, sind nicht nur aus 6konomischer Sicht von Bedeutung, sondern
koénnen die Betroffenen vor Schmerzen und komplikationsreichen
Krankheitsverlaufen mit erheblichen Einschnitten in der Lebensfiihrung und
-qualitat bewahren. Bezugnehmend auf die Untersuchung der murinen
Hinterlaufmuskulatur stellt die pAVK aufgrund der hohen Inzidenz® sowie des
langwierigen Verlaufs ein greifbares Exempel fiir die Notwendigkeit des
tiefergehenden Erkenntnisgewinns dar. Arbeitsausfalle, gesteigerter Versorgungs-
und Medikamentenbedarf bei chronischen Wunden, zunehmende Grade der
Behinderung durch moglichen Verlust der Extremitaten gepaart mit psychosozialen
Einschrankungen stellen nur einen Teil der Auswirkungen dieser Erkrankung dar.
Dartiber hinaus liegt nahe, dass der Behandlungserfolg perspektivisch negativ mit
der Hohe der langfristig entstehenden primaren und sekundaren Krankheitskosten

korreliert.
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Ziel der Behandlung ist es, Patienten vor fortschreitender Perfusionsstorung und
ischamiebedingtem Gewebsverlust zu schiitzen. Uber die interventionellen oder
gefafSchirurgischen Grenzen hinaus koénnten dazu korpereigene Mechanismen
beeinflusst werden, die die Angiogenese in den minderversorgten Arealen anregen.
In aktuellen Forschungen ergeben sich aus der Zielsetzung verschiedene Ansatze,
die die direkte Wirkung und /oder indirekten Effekte der HA nutzen.

Dementsprechend konnte die direkte angiogene Wirkung der oHA bereits
ausfuhrlich im Rahmen der Wundheilung belegt werden. Exogen applizierte HA
fihrte zu einer beschleunigten GefafSseinsprossung und einem damit
einhergehenden schnelleren Heilungsprozess.® Tang et al. zeigten diese Wirkung
durch intramuskular verabreichte HA in den ischamischen Hinterlauf von Mausen.
Neben den direkt auf die Angiogenese wirkenden Effekten der kurzkettigen HA,
nutzten sie aber auch die stabilisierende Funktion der hochmolekularen HA. Dabei
stellte sich heraus, dass EC, die in Kombination mit HA injiziert wurden, deutlich
weniger der Apoptose unterlagen. Diese Versuchsreihe fiihrte zu ginstigeren
Ergebnissen in der Reperfusion als die alleinige Applikation von HA oder EC." Der
indirekte Effekt der HA findet auch bei der gezielten Verabreichung von
gefafdwirksamen Wachstumsfaktoren oder endothelialen Stammzellen Anwendung.
Da eine systemische Wirkung dabei nicht erwiinscht ist, kann die Applikation
gebunden in einem Biomaterial erfolgen, das zu einer gleichmafSigen Freisetzung in
einem lokal umschriebenen Areal fiihrt, wie bereits durch Ungerleider et al.
untersucht wurde.”® In der Zukunft wiare moglicherweise denkbar, auf diese Weise
lokal begrenzt Stimulationsfaktoren zu verabreichen, um die HA-Synthasen und
Hyaluronidasen direkt anzuregen, was zu einer Anreicherung von pro-angiogen

wirksamer HA im betroffenen Areal fihren konnte.
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5

5.1

Appendix

Statistiken

Tabelle A 1: Anzahl der Todesfalle aufgrund ischdmischer Erkrankungen 2020 in Deutschland
(Statistisches Bundesamt, 2022)
Todesursachenstatistik Deutschland Gestorbene (Anzahl)

Todesursachen 2020 — GeSC.h|(.=_'Cht
mannlich weiblich Insgesamt
Ischdmische Herzkrankheiten 68599 52863 121462
Akuter oder rezidivierender Myokardinfarkt 26444 18085 44529
Zerebrovaskuldre Krankheiten 23329 29979 53308
Krankheiten der Arterien, Arteriolen und Kapillare 5996 5894 11890
Insgesamt 231189

© Statistisches Bundesamt (Destatis), 2022

Tabelle A 2: Anzahl hospitalisierter Patient:innen aufgrund ischamischer Erkrankungen 2019
in Deutschland (Statistisches Bundesamt, Stand 2022)

Diagnosen der Krankenhauspatienten Deutschland, Entlassene Patienten (Anzahl)

ICD-10 (1-3-Steller) Hauptdiagnose 2019

ICD10-120 Angina pectoris 226561
ICD10-121 Akuter Myokardinfarkt 212396
ICD10-122 Rezidivierender Myokardinfarkt 297
ICD10-124 Sonstige akute ischamische Herzkrankheit 1605
ICD10-125 Chronische ischamische Herzkrankheit 198220
ICD10-163 Hirninfarkt 256965
ICD10-165 Verschl.u.Stenose prazerebral.Art. ohne Hirninf. 26843
ICD10-166 Verschl.u.Stenose zerebral.Art. ohne Hirninfarkt 739
ICD10-170 Atherosklerose 195398
ICD10-173 Sonstige periphere GefdlRkrankheiten 3236
ICD10-177 Sonstige Krankheiten der Arterien und Arteriolen 6901

Insgesamt 1129161

© Statistisches Bundesamt (Destatis), 2022
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5.2 Herstellerverzeichnis

Tabelle A 3: Herstellerverzeichnis

Hersteller

Abcam

Applied Biosystems

BD Pharmingen

Carl Roth

Engelbrecht

Eppendorf

GraphPad Software Inc.
Jackson ImmunoResearch Labs
Klinipath

Leica

Life Technologies

Linde

Merck KGaA

Merck Millipore
Microsoft

Miltenyi Biotec GmbH
neolab

Oehmen

PEQLAB Biotechnologie
Qiagen

R. Langenbrinck
Rotexmedica

Les Laboratoires Servier
Sigma-Aldrich

Sigma Prestige

Spring Bioscience
Thermo Fisher Scientific
Vector laboratories
VWR

VWR Chemicals

Zeiss

5.3 Additive Farbungen

Hauptsitz

Cambridge, UK
Fostercity, CA, USA
Franklin Lakes, NJ, USA
Karlsruhe, Deutschland
Edermiinde, Deutschland
Hamburg, Deutschland

La Jolla, California, USA
Suffolk, UK

Duiven, Niederlande
Wetzlar, Deutschland
Carlsbad, CA, USA
Miinchen, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Redmond, WA, USA
Bergisch Gladbach, Deutschland
Heidelberg, Deutschland
Essen, Deutschland
Erlangen, Deutschland
Hilden, Deutschland
Emmendingen, Deutschland
Trittau, Deutschland
Suresnes, Frankreich

St. Louis, MO, USA

St. Louis, MO, USA
Pleasanton, CA, USA
Waltham, MA, USA

San Francisco, USA
Radnor, PA, USA
Fontenay sous Bois, Frankreich
Oberkochen, Deutschland

Da sich nicht eindeutig zu klassifizierende Strukturen in den durchgefithrten

Farbungen zur Detektion von CD44 und RHAMM darstellten, wurden erganzende

immunhistochemische Farbungen zur Differenzierung vorgenommen.
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5.3.1 CDA45-Firbung

Zunachst wurde eine CD45-Farbung vorgenommen, um maoglicherweise artifiziell
angefarbte Leukozyten darstellen, beziehungsweise ausschliefSen, zu konnen.

Dazu wurden zum Vergleich Konsekutivschnitte der initial zu beurteilenden
Regionen, nach einer Fixierung in 10 % Formalin bei 4 °C fiir 10 Minuten (gefolgt von
dreifachem Waschen mit 1x PBS), einer Permeabilisierung mit 0,1 % Tween®20 (wie
bereits unter 2.3.5 dargestellt) unterzogen und nach einstiindiger Blockierung mit
einem Erstantikorper gegen den Oberflichenmarker CD45 (1:200; anti-mouse CD45,
aus dem Kaninchen) versehen. Nach dreimaligem Waschen mittels 0,1 % Tween®20
in 1x PBS wurde der Zweitantikorper (1:200; anti-rabbit Alexa Fluor488, aus der
Ziege) aufgetragen. Nach erneutem dreifachem Waschen wurden die Schnitte mit
einer Kernfarbung mittels Roti®-Mount FluorCare DAPI und einem Deckglaschen
versehen und nach ausreichender Trocknung luftdicht versiegelt. Die Farbung

erfolgte unter Lichtabschluss und die weitere Aufbewahrung bei 4 °Celsius.

5.3.2 Mac-2-Firbung

Neben der Darstellung der Leukozyten erfolgte im nachsten Schritt die Anfarbung
von Makrophagen/Monozyten Uber die Antikdrperbindung gegen das
Oberflachenantigen Mac-2.

Zunachst wurden fir diese Farbung weitere Konsekutivschnitte in Aceton bei 4 °C
fir 20 Minuten fixiert, gewaschen und blockiert. Als Erstantikdrper wurde Mac-2
(1:200; anti-mouse Cedarlane, aus der Ratte) aufgetragen und, nach Einwirkung tiber
Nacht, als Zweitantikorper ein polyklonaler Antikorper (1:200; redTM-X-conjugated
anti-rat 1gG; Jackson ImmunoResearch, aus der Ziege) unter Lichtausschluss
verwendet.

Die Kernfarbung erfolgte mit Hoechst® 33342 (1:10000); funfminttige Inkubation
bei Raumtemperatur. AbschliefSend wurden die Schnitte mit Vectashield®

eingedeckt und verschlossen.

5.3.3 Isolectin/CD45/Mac2-Dreifachfirbung

Zur weiteren Abgrenzung der unklaren Strukturen in den CD44- und RHAMM-

Farbungen sollte nun eine weitere alternative Farbung erfolgen. Zu diesem Zweck
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wurden weitere Konsekutivschnitte in zwei Gruppen eingeteilt, von der eine Gruppe
einem Permeabilisierungsprozess unterzogen wurde.

Die Fixierung der Schnitte erfolgte in 10 % Formalin bei 4 °C fiir 10 Minuten.
AnschliefSend wurde eine Gruppe einer Permeabilisierung mit 0,1 % Tween®
unterzogen, die andere Gruppe unterdessen in 1x PBS verwahrt. Nach der
Blockierung wurden die (Erst-)Antikorper aufgetragen. Dieses erfolgte, nachdem
zunachst eine Stockldsung mit einem gelabelten Antikorper zur Detektion von
Blutgefafden (1:1000, Isolectin Alexa Fluor® 488 Conjugate; GS-IB4 From Griffonia
simplicifolia, ThermoFisher) angefertigt und mit den Erstantikorpern gegen CD45
(1:300; rabbit anti-mouse; ab10058) und Mac-2 (1:300, rat anti-mouse; Cedarlane)
versehen wurde. Bereits dieser Schritt wurde unter Lichtausschluss durchgefiihrt
und die Antikorper tiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach getrenntem Waschen der
zwei Gruppen mit und ohne Zusatz von 0,1 % Tween®, erfolgte die Applikation der
Zweitantikorper; Mac-2 wurde mit einem konjugierten Antikorper Rhodamine RedX
(goat anti-rat) und der Erstantikorper gegen CD45 mit AlexaFluor647 (goat anti-
rabbit) in einer jeweiligen Verdinnung von 1:200 versehen. Nach einstindiger
Inkubation bei Raumtemperatur und getrenntem Waschen (+/- 0,1 % Tween® in 1x
PBS) wurde die Kernfarbung mit Hoechst® 33342 (1:10000) durchgefiihrt. Nach

abschliefSendem getrenntem Waschen erfolgte das Eindecken mit Vectashield®.

5.3.4 CD31/HA-Doppelfirbung

Zur vergleichenden Darstellung der Kapillaren/Blutgefafse und der
Hyaluronsaureverteilung wurde eine alternative Doppelfarbung durchgefihrt.

Die initiale Fixierung erfolgte fiir 20 Minuten in Aceton bei 4 °C. Nach dreifachem
Waschen erfolgte ein Avidin-Biotin-Block (wie bereits detailliert unter 2.3.4
beschrieben). Nach einstindiger Blockierung (in der gangigen genannten
Blockierlosung) wurde der anti-CD31-Primarantikorper (1:100; ab7388; aus der
Ratte) und HABP (1:100) in 1 % BSA in PBS aufgetragen und tber Nacht inkubiert. Am
Folgetag wurde der Zweitantikorper Rhodamine anti-Rat (1:100) und Streptavidin-
FITC (1:200) aufgetragen und fiir eine Stunde inkubiert. Es folgte die Kernfarbung
mit Hoechst® 33342 (1:10000) und das Eindecken mit Vectashield®.
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