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Einleitung / Ziel der Dissertation

1 Einleitung / Ziel der Dissertation

Die Neubildung von BlutgefaBen spielt, neben ihrer zentralen Rolle bei
physiologischen Prozessen wie der Embryogenese oder der Wundheilung, eine
wichtige Rolle bei vielen Pathologien, wie beispielsweise bei kardiovaskularen
Erkrankungen oder Tumorleiden (1). Endothelzellen, welche das gesamte
Gefal3system unseres Korpers auskleiden, besitzen im gesunden Zustand protektive
Fahigkeiten und wirken durch ihre hemmende Wirkung auf die Adhéasion und
Aktivierung von Thrombozyten oder Entzindungszellen der intravasalen
Thrombenbildung entgegen (2). Dartber hinaus tragen in Thromben einsprossende
Endothelzellen auch zur Auflosung von Blutgerinnseln und Wiederherstellung der
Durchblutung bei (3, 4). Auf ihrer luminalen Oberflache exprimieren Endothelzellen
unter anderem das transmembrane Glykoprotein Thrombomodulin (TM), welches an
der Vermittlung ihrer antikoagulatorischen Eigenschaften beteiligt ist (5). TM ist in der
Lage den Gerinnungsfaktor Thrombin zu binden, wodurch dessen koagulatorische
Eigenschaften gehemmt und gleichzeitig die Aktivierung von Protein C gefordert wird.
Protein C ist ein Vitamin K-abhangiges Plasmaprotein, welches durch irreversible,
proteolytische Inaktivierung der Gerinnungsfaktoren Va und Vllla sowie durch den
hemmenden Einfluss auf die Thrombin-Generierung antikoagulatorische Wirkung
aufweist (6). Die Aktivierung von Protein C durch den TM-Thrombin-Komplex kann
durch dessen Bindung an den auf der Oberflache von Endothelzellen exprimierten
endothelialen Protein C Rezeptor (EPCR) noch weiter gesteigert werden (7). Dartber
hinaus stellt der Protease-aktivierte Rezeptor 1 (PAR1) einen weiteren wichtigen
Rezeptor auf der Oberflache von Endothelzellen dar, der abhangig von der ihn
aktivierenden Protease unterschiedliche Signalwege in Gang setzen kann (8). Durch
Bindung von Thrombin und proteolytische Abspaltung eines Liganden werden
proinflammatorische, prothrombotische und apoptotische Eigenschaften vermittelt,
hingegen induziert die proteolytische Spaltung durch aktiviertes Protein C (aPC)

zytoprotektive, antiinflammatorische und antithrombotische Signalwege.

Bereits vorhandene Kklinische Daten deuten auf eine entscheidende Rolle der
Hemmung der Blutgerinnung bei Patienten mit kardiovaskularen Erkrankungen hin,
um deren Risiko fur das Auftreten ischamischer Ereignisse zu reduzieren. Eine
verminderte Expression von EPCR oder TM konnte mit dem vermehrten Auftreten
koronarer Thromben sowie Myokardinfarkten assoziiert werden (9, 10). Ob und Uber

welche Mechanismen Gerinnungsfaktoren die postischamische Neubildung von

1



Einleitung / Ziel der Dissertation

GefaRen sowie die Regenerierung von geschadigtem Gewebe beeinflussen, ist

hingegen noch unzureichend verstanden.

In der vorliegenden Studie haben wir uns mit der zentralen Fragestellung beschétftigt,
welchen Einfluss die endothelialen Rezeptoren TM und EPCR auf die
Gefal3neubildung und die Wiederherstellung der Gewebeperfusion nach einer
Ischdmie haben und ob hierfur die Thrombin-vermittelten oder die aPC-vermittelten
Effekte von PAR1 von Bedeutung sind. Hierfir haben wir das Maus-Modell der
unilateralen Hinterlauf-lschamie herangezogen und Mause mit einer Punktmutation im
TM-Gen oder einer globalen Deletion des PAR1-Gens bzw. Zell-spezifischen Deletion
des EPCR untersucht. Die Durchblutung im Hinterlauf der Mause vor und nach
einseitiger Induktion einer Ischamie wurde mittels der Laser Doppler Perfusion Imaging
(LDPI) Methode gemessen, die Gefal3neubildung (Angiogenese) und weitere zelluléare
Veranderungen in der Hinterlauf-Muskulatur (M. gastrocnemius) der Mause wurden
mittels Immunfluoreszenz und spezifischen Antikdrpern oder Zellmembran-bindenden

Lectinen visualisiert und quantifiziert.

Neue Erkenntnisse zu den Mechanismen der protektiven und regenerativen Einflisse
von Endothelzellen kénnten von wichtiger Bedeutung zur therapeutischen
Beeinflussung der durch Endothelzellen-vermittelten GeféaRheilung sowie
proangiogenetischer Prozesse sein. Dies konnte relevant sein fur die Pravention,
Revaskularisationstherapie und somit fuir eine verbesserte Prognose kardiovaskularer

Erkrankungen, aber auch fur ischamische und thrombotische Ereignisse.



Literaturdiskussion

2 Literaturdiskussion

2.1 Endothelzellen nehmen Einfluss auf verschiedene vaskulare und
intravasale Prozesse

Alle BlutgefaRe im Korper von Menschen und Tieren sind mit Endothelzellen
ausgekleidet, sowohl im arteriellen als auch im vendsen System. Endothelzellen haben
die wichtige Funktion, eine regulierbare Barriere zwischen dem interstitiellen Raum
und dem GefalR3lumen zu bilden. Das Endothel weist eine selektive Permeabilitat auf,
um das umliegende Gewebe mit Sauerstoff und Nahrstoffen versorgen zu konnen (11).
Des Weiteren spielt das Endothel eine wichtige Rolle in der Blutdruckregulation, bei
der Immunabwehr, der Neubildung von Blutgefal3en (Angiogenese), der Hadmostase
und Fibrinolyse sowie bei der Hemmung von intravasaler Thrombenbildung (2). Ist das
Endothel aktiviert oder besteht eine chronische Schadigung des Endothels, kénnen
kardiovaskulare Folgeerkrankungen wie Bluthochdruck, koronare Herzerkrankung und
peripher arterielle Verschlusskrankheit die Folge sein (2). Diese Erkrankungen
entstehen durch den Prozess der Atherosklerose, einer Folge der Endothelschadigung
(12). Hierbei erfolgt die Bildung lipidreicher Plaques in der Intima der Blutgefalde,
wodurch das GefaR3lumen zunehmend stenosiert. Im Falle einer Plagueruptur werden
thrombogene Substanzen freigesetzt, durch Einsetzen der Blutgerinnung wird ein
Thrombus gebildet, und es besteht die Gefahr eines kompletten Gefallverschlusses
(13, 14). Der genaue Ablauf der Blutgerinnung wird im folgenden Abschnitt 2.1.1
detailliert beschrieben.

2.1.1 Die primére und sekundare Hamostase

Der Prozess der Hamostase, auch als Blutgerinnung bezeichnet, wird aktiviert, sobald
es zu einer Verletzung im BlutgefalRsystem kommt und dient der schnellen
Wiederherstellung der Integritat und der Vermeidung von Blutverlust. Es lassen sich
die primare und sekundare Hamostase voneinander unterscheiden. Bei der priméren
Hamostase stehen die Thrombozytenaggregation und -adhdsion sowie die
Vasokonstriktion im Vordergrund. Bei der sekundaren Hamostase werden
Gerinnungsfaktoren aktiviert, die zu einem stabilen Verschluss der Wunde fiihren, um
einen Blutverlust des Organismus zu verhindern. Solange das Endothel eine intakte
Barriere bildet, verhindert es das Einsetzen der Hamostase. Zur Unterdrickung der
unkontrollierten Adh&asion und Aggregation von Thrombozyten kommen verschiedene

Mediatoren zum Einsatz. Sowohl Prostazykline als auch Stickstoffmonoxid werden von
3



Literaturdiskussion

Endothelzellen gebildet und beeinflussen diesen Prozess wesentlich, indem sie zu
einer Erhdhung der cAMP- bzw. cGMP-Spiegel in Thrombozyten fihren und somit
deren Aggregation verhindern (15). Zudem weisen Endothelzellen an ihrer apikalen
Seite eine negativ geladene Oberflache, die sogenannte Glykokalyx auf, welche aus
Heparansulfat-Proteoglykanen und Glykoproteinen besteht und das Anheften von
Blutplattchen verhindert (16). Zuséatzlich wandelt die endotheliale Ecto-ADPase CD39
das von aktivierten Thrombozyten gebildete ADP in Adenosin um, wodurch die
Aktivierung weiterer Thrombozyten unterbunden wird (17). Sobald eine Schadigung
des Endothels vorliegt, kbnnen Thrombozyten tber den Von-Willebrand-Faktor (VWF)
an das freiliegende Kollagen binden, die priméare Hamostase setzt ein. Der vVWF ist ein
im Blut zirkulierendes Glykoprotein und wird unter anderem von Endothelzellen und
Megakaryozyten synthetisiert, die Weibel-Palade-Korperchen stellen den Speicherort
in Endothelzellen dar (18). Der vVWF bindet bei Auftreten einer Gefaldverletzung an das
Kollagen in der subendothelialen Schicht sowie an den auf der
Thrombozytenmembran exprimierten Von-Willebrand-Faktor-Rezeptor (GPIb-1X-V-
Rezeptorkomplex) (19). Dadurch werden die Thrombozyten aktiviert. Es folgt eine
Formveranderung der Blutplattchen und eine Aktivierung des Glykoproteinrezeptors
GP lIb/llla auf deren Oberflache, um eine bessere Vernetzung untereinander zu
ermdglichen (20). Zusétzlich werden verschiedene Mediatoren wie Fibrinogen, VWF,
Serotonin, Ca?*, ADP und die Gerinnungsfaktoren V und VIII aus den Granula der
aktivierten Thrombozyten ausgeschiittet. Dies fuhrt zu einer Vasokonstriktion und zur
weiteren Thrombozytenadhasion und -aggregation, ein wei3er Thrombus wird gebildet
und die Blutung gestillt (21). Um einen stabilen Wundverschluss bilden zu kénnen,
erfolgt nach der primaren Hamostase die sekundare H&mostase, auch als

plasmatische Hamostase bezeichnet.

Die sekundare Hamostase lasst sich aufteilen in das intrinsische (endogene) System
und das extrinsische (exogene) System. Zentraler Bestandteil der Blutgerinnung ist
der Gerinnungsfaktor Thrombin (Faktor ll1a), welcher die Umwandlung von Fibrinogen
(Faktor 1) in Fibrin (Faktor Ia) katalysiert, so dass ein stabiler Wundverschluss gebildet
werden kann (22). Bevor allerdings die Aktivierung von Thrombin mdglich ist, missen
zunachst andere Gerinnungsfaktoren der Gerinnungskaskade in ihre aktiven Formen
Uberfuhrt werden. Eine schematische Darstellung der Gerinnungskaskade kann
Abbildung 1 entnommen werden. Tritt eine Gewebelasion auf und fallt die

Barrierefunktion der Endothelzellen weg, kdnnen die frei im Blut zirkulierenden
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Gerinnungsfaktoren mit Membranproteinen im subendothelialen Raum in Kontakt
treten, das extrinsische System setzt ein. Zentrale Rolle spielt hierbei das
Gewebethromboplastin (Faktor 1ll), auch als Tissue Faktor (TF) bezeichnet, welches
auf intakten Endothelzellen nicht exprimiert wird (19). In Anwesenheit von Ca?* wandelt
das Gewebethromboplastin den Gerinnungsfaktor VII in seine aktive Form (Faktor
Vlla) um. Daraufhin bildet sich ein Komplex aus TF-Vlla-Ca?*-Phospholipiden, welcher
Faktor X in Faktor Xa umwandelt. Die Umwandlung von Faktor X in seine aktive Form
stellt gleichzeitig auch einen zentralen Schritt im intrinsischen System und somit eine
gemeinsame Endstrecke der Gerinnungskaskade dar. Im Gegensatz zum
extrinsischen System bendtigt das intrinsische System keine externen Faktoren,
sondern wird bei Kontakt mit subendothelialem Kollagen in Gang gesetzt. Zu Beginn
wird der Gerinnungsfaktor Xl in Faktor Xlla Uberfthrt, anschlieRend folgt eine
Kaskade, bei der die Faktoren XI und IX in ihre aktiven Formen umgewandelt werden.
Hinzu kommt Faktor VIII, welcher im Blut an den vVWF gebunden vorliegt und wahrend
der primaren Hamostase freigesetzt und durch Thrombin zu Faktor Vllla aktiviert wird
(19, 23). Der sich bildende Komplex aus Phospholipiden, Ca?*, Faktor IXa und Faktor
Villa wandelt dann Faktor X in Faktor Xa um. Anschlieend folgt die gemeinsame
Endstrecke des intrinsischen und extrinsischen Systems, wobei der Xa-Va-Ca?*-
Phospholipid-Komplex an der Oberflache von Thrombozyten die Umwandlung des
Gerinnungsfaktors Prothrombin (Faktor 1) in Thrombin (Faktor lla) katalysiert.
Anschlie3end kann ein stabiler Wundverschluss gebildet werden, indem Thrombin die
Aktivierung von Fibrinogen (Faktor 1) in Fibrin (Faktor la) bewirkt und somit ein
Fibrinnetz zwischen den Thrombozyten gebildet werden kann. Durch Einlagerung von

Erythrozyten entsteht ein roter Thrombus.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Gerinnungskaskade

Quelle: https://pictures.doccheck.com/de/photo/15958-gerinnungskaskade-schema

2.1.2 Fibrinolyse

Um die Wiederherstellung der Durchgangigkeit von Blutgefallen nach durchlaufener
Wundheilung in Folge einer Verletzung und Thrombose sicherstellen zu kdnnen,
erfolgt der Abbau des Thrombus durch den Prozess der Fibrinolyse. Die Aktivierung
der Fibrinolyse erfolgt vor allem durch zwei Faktoren, den
Gewebeplasminogenaktivator (t-PA, tissue-type Plasminogen Activator) sowie das
Enzym Urokinase (u-PA, urokinase-type Plasminogen Activator) (24). Die Freisetzung
von t-PA erfolgt in Form einer negativen Ruckkopplung durch eine Thrombin-
abhangige Aktivierung von Endothelzellen, welche daraufhin t-PA aus ihren Weibel-
Palade-Korperchen entlassen (25). Das Enzym Urokinase kann hingegen zusatzlich
zu den Endothelzellen auch noch von Makrophagen und manchen Tumorzellen
gebildet werden (19). t-PA und u-PA sorgen fur die Umwandlung des im Blutplasma
vorhandenen inaktiven Proenzyms Plasminogen in das aktive Enzym Plasmin (26).
Plasmin ist eine Protease, die das Fibrinnetz in Iosliche Peptide spaltet und somit die
Durchgangigkeit des Blutgefal3es nach einer Verletzung wiederherstellt. Zusétzlich hat
Plasmin einen hemmenden Einfluss auf das Gerinnungssystem. Eine Ubermafige

Fibrinolyse kann auf Ebene des Plasminogens durch den Thrombin-aktivierbaren
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Fibrinolyse-Inhibitor (TAFI) und den Plasminogen-Aktivator-Inhibitor Typ 1 (PAI-1), auf
Ebene des Plasmins durch das Enzym az-Antiplasmin verhindert werden (26).

2.1.3 Endogener Mechanismus der Gerinnungshemmung

Neben dem Einfluss der Endothelzellen auf die Hamostase, Bildung von Thromben
und Fibrinolyse spielen diese auch eine entscheidende Rolle im Prozess der
Gerinnungshemmung, pharmakologisch auch als Antikoagulation bezeichnet. Die
Gerinnungshemmung stellt ebenso wie die Fibrinolyse die Durchgangigkeit von
Blutgefalien sicher und verhindert eine Gberschielende und ungewollte Hamostase
(22). Verschiedene Protease-Inhibitoren wirken hemmend auf Faktoren der
Gerinnungskaskade. Antithrombin, welches in der Leber produziert wird, stellt dabei
ein wichtiges Protein dar, welches zu 80 % fur die Hemmung von Thrombin, dem
zentralen Bestandteil der sekundaren Hamostase, verantwortlich ist (27). Des
Weiteren bewirkt Antithrombin durch Komplexbildung eine Inaktivierung der
Gerinnungsfaktoren 1Xa, Xa, Xla und Xlla. Die Wirkung von Antithrombin kann durch
Heparin sowie durch Heparansulfat, welches sich physiologisch auf der Oberflache
von Endothelzellen befindet, verstarkt werden (28). Von Endothelzellen gebildet wird
auch der Tissue Factor Pathway Inhibitor (TFPI), dessen Expression auch auf
aktivierten Monozyten und Blutplattchen nachgewiesen werden konnte (29). TFPI
besteht aus drei Doménen, die eine hemmende Wirkung auf den Komplex aus Faktor
VIla/TF sowie auf Faktor Xa haben und somit Einfluss auf die sekundare Hamostase
nehmen (30). In klinischen Studien konnte festgestellt werden, dass niedrige TFPI
Spiegel zu einem erhohten Risiko fur das Auftreten von tiefen Beinvenenthrombosen,
Schlaganfallen und koronarer Herzkrankheit fihren (31, 32). Neben Antithrombin und
TFPI nehmen weitere Proteine wie C1-Inhibitoren, alpha 2-Antiplasmin und alpha 1-
Antitrypsin wichtige Rollen in der Gerinnungshemmung ein, indem sie Faktor Xla des
intrinsischen Weges der sekundaren Hamostase hemmen (33). ADAMTS-13 (A
Disintegrin-like And Metalloprotease with Thrombospondin Type 1 Repeats-13) ist eine
Metalloproteinase, welche in Endothelzellen hergestellt und auf deren Oberflache
exprimiert wird (34). ADAMTS-13 reduziert die Plattchenaggregation, indem es grol3e
VWF Multimere spaltet (35). Eine verminderte oder fehlende Expression von ADAMTS-
13 stellt den Pathomechanismus der thrombotisch-thrombozytopenischen Purpura dar

(36), aulRerdem besteht durch die erhdhten VWF Spiegel und die daraus resultierende
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erhohte Thrombozytenaggregation ein verstarktes Schlaganfall- und Herzinfaktrisiko
(37, 38).

Endothelzellen nehmen nicht nur tber die Bereitstellung von Protease-Inhibitoren
Einfluss auf die Gerinnungshemmung, sondern verhindern durch die Expression
verschiedener Rezeptoren auf ihrer Oberflache und deren Wechselwirkung mit
Plasmaproteinen eine unkontrollierte, intravasale Thrombenbildung. Im Folgenden soll

naher auf diese Prozesse eingegangen werden.

2.1.4 Funktionen von Protein C

Protein C ist ein in der Leber synthetisiertes Vitamin K-abhangiges Plasmaprotein (39),
welches mit verschiedenen zellularen Proteinrezeptoren und Gerinnungsfaktoren
interagieren kann, wodurch antikoagulatorische und zytoprotektive Effekte ausgeldst
werden. Die Protein C-Rezeptoren, zu denen Thrombomodulin (TM), der Endotheliale
Protein C Rezeptor (EPCR) und Protease-aktivierte Rezeptoren (PAR) gehdren,
werden unter anderem auf der Oberflache von Endothelzellen exprimiert (6). In den
folgenden Abschnitten werden die verschiedenen Protein C-Rezeptoren und deren

Wechselbeziehungen mit Protein C ndher beschrieben.

2.1.4.1 Thrombomodulin und seine Interaktion mit Protein C

Thrombomodulin (TM) ist ein Transmembranprotein, welches auf der luminalen
Oberflache von Endothelzellen in Arterien, Venen, Kapillaren und lymphatischen
GefalRen exprimiert wird (40). Das Vorhandensein von TM konnte nicht nur auf
Endothelzellen, sondern auch auf weiteren Zellen, unter anderem auf
hamatopoetischen Vorlauferzellen, glatten Muskelzellen, Makrophagen, Monozyten
und Trophoblasten der Plazenta nachgewiesen werden (5). TM spielt eine wichtige
Rolle in den Prozessen der Gerinnungshemmung und Fibrinolyse, aber auch bei
inflammatorischen Vorgangen oder der Embryogenese (41). Bei TM handelt es sich
um ein Typ 1 transmembranes Glykoprotein, welches aus einer lectin-like amino-
terminal Doméne (D1), einer Doméne aus sechs Epidermal Growth Factor (EGF)-like
Strukturen (D2), einer O-glykolysierten Serin/Threonin-reichen Domane (D3), einem
hydrophoben sowie einem transmembranen Segment (D4) und einem
zytoplasmatischen Endstlck besteht (D5) (42, 43). Bereits in den 1980er Jahren wurde
die Fahigkeit von TM erkannt, die Serin-Protease Thrombin zu binden und dadurch

8
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Einfluss auf das antikoagulatorische Protein C-System zu nehmen (5). Entscheidend
fur die Interaktion von TM mit Thrombin sind die EGF-like Doménen 5 und 6 des TM,
an die Thrombin Uber seine Bindungsstellen | und Il bindet (44, 45). Um als Kofaktor
im Prozess der Protein C-Aktivierung wirken zu kénnen, sind die EGF-like Domanen
4-6 sowie die Serin/Threonin-reiche Domane des TM entscheidend (46). Durch die
Bindung von Thrombin an TM werden verschiedene Prozesse beeinflusst, unter
anderem wird die katalytische Wirkung des Thrombins auf Fibrinogen und die
aktivierende Wirkung auf den Gerinnungsfaktor V blockiert (39). Zuséatzlich wird die
Konzentration des frei im Blut zirkulierenden Thrombins reduziert, indem es durch die
Bindung an TM zu einem 20-fach verstarkten Abbau des Thrombins durch Plasma
Protease-Inhibitoren kommt (47). Des Weiteren fuhrt die Bindung von Thrombin an TM
zu einer deutlich verstarkten Aktivierung des Thrombin-aktivierbaren Fibrinolyse-
Inhibitors (TAFI), auch als Carboxypeptidase B2 bezeichnet, was zu einer Hemmung
der Fibrinolyse und somit zur Stabilisierung von Fibrinablagerungen fihrt (45, 48). Als
weitere wichtige Auswirkung des Thrombin-TM Komplexes wird eine verstarkte
Aktivierung von Protein C induziert. Die Fahigkeit von Thrombin, Protein C zu
aktivieren, wird durch dessen Bindung an TM um ein mehr als 1000-faches verstarkt
(49). Aktiviertes Protein C (aPC) ist bekannt fur seine antikoagulatorische Wirkung
durch irreversible, proteolytische Inaktivierung der Gerinnungsfaktoren Va und Vllla,
was folglich zu einer reduzierten Thrombin-Generierung fuhrt (47, 50). Hierflr benétigt
aPC als Kofaktoren das ebenfalls Vitamin K-abhangige Protein S sowie Faktor V in
seiner intakten Form, wodurch Faktor V sowohl eine gerinnungsférdernde als auch
eine gerinnungshemmende Rolle zukommt (51). Als zusatzliche Kofaktoren werden
High-density-Lipoproteine, anionische Phospholipide und Glycosphingolipide benétigt
(6). Fur die Inaktivierung von Faktor Va durch aPC ist die Anwesenheit von Protein S
ausreichend, fur die Inaktivierung von Faktor Vllla missen beide Kofaktoren, Protein
S und Faktor V, vorhanden sein (50). Protein S hat zusatzlich noch eine hemmende
Wirkung auf Faktor IXa (52). Nachdem aPC die genannten Gerinnungsfaktoren
gespalten hat, wird es selbst durch das Plasma-Glykoprotein Protein C Inhibitor (PCI)
inaktiviert (53). Liegt eine aPC-Resistenz vor, besteht ein erhdhtes Risiko fur die
Entstehung thrombotischer Ereignisse, vor allem im vendsen System (54). Die Faktor
V Leiden Mutation ist die bekannteste aPC-Resistenz, bei der eine angeborene
Mutation des fur Faktor V kodierenden Gens dafur sorgt, dass aPC den
Gerinnungsfaktor V nicht proteolytisch inaktivieren kann (55).
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In klinischen Studien wurde herausgefunden, dass verschiedene Mutationen des TM
Gens zu einem erhohten Risiko fur die Entstehung von arteriellen Thrombosen und fiir
das Auftreten eines Myokardinfarktes fuhren (10, 56). Liegt bereits eine koronare
Atherosklerose vor, kann eine reduzierte Expression von TM beobachtet werden (9),
was flur eine vermehrte Koagulation und Entstehung von Thromben verantwortlich

gemacht wird (41).

2.1.4.2 Der Endotheliale Protein C Rezeptor

Ein weiterer wichtiger Rezeptor auf der Oberflache von Endothelzellen, der ebenso
wie TM Einfluss auf die Gerinnungshemmung nimmt, ist der Endotheliale Protein C
Rezeptor (EPCR). EPCR ist in der Lage, Protein C/aPC Uber dessen Gamma
Carboxyglutaminsaure (Gla) Doméane zu binden und dadurch die Aktivierung von
Protein C durch den Thrombin-TM Komplex um ein weiteres 20-faches zu

intensivieren (7).

EPCR ist ein Typ 1 transmembranes Glykoprotein und gehort zur Gruppe der Major
Histocompatibility Complex (MHC) class 1/CD1 Familie. Es besteht aus einer
transmembranen Domane nahe dem Carboxyl-Ende, einer Signalsequenz am Amino-
Ende, einer kurzen zytosolischen Domane sowie 4 potentiellen N-
Glycosylierungsstellen (57). Zusatzlich besitzt EPCR zwei extrazellulare Doméanen.
EPCR kann sowohl in gebundener Form als auch in l6slicher Form frei im Plasma
vorliegen (58). In gebundener Form wird EPCR vorwiegend auf der Oberflache von
Endothelzellen in Arterien und Venen exprimiert, im Gegensatz zu TM kann es kaum
auf Kapillaren nachgewiesen werden (59). Ausnahmen sind unter anderem die EPCR
Expression in Lebersinusoiden sowie die Kapillaren des Nierenmarks. In einer Studie
von Laszik et al. wurde gezeigt, dass die EPCR Dichte mit der Grol3e der Blutgefalie
zunimmt (59). Je groRRer das Gefal3, umso grofRer ist der aktivierende Einfluss von
EPCR auf das Protein C System. In Arterien sind die Spiegel der EPCR Expression
hoher als in Venen derselben Grof3e. Liegt ein Mangel an EPCR vor, besteht ein
erhohtes Risiko fur die Entstehung einer arteriellen Thrombose (59). Bei Patienten mit
bereits bestehender Atherosklerose konnte eine reduzierte Expression von EPCR auf
der endothelialen Oberflache festgestellt werden (9). Anders verhélt sich dagegen TM
in Bezug auf die Dichte der Expression abhangig der GroRe der GefalRe. Durch die
Annahme, dass jede Endothelzelle etwa 50 000 TM Molekule exprimiert (60), hat TM

in kleinen Kapillaren einen gréf3eren Einfluss auf Protein C als in grol3eren Gefal3en
10
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(59). Dem entgegen wirkt die bereits erlauterte erhéhte Expression von EPCR in

GefalRen mit groéRerem Durchmesser.

Die urspringliche Annahme, dass EPCR ausschlief3lich auf Endothelzellen exprimiert
wird, wurde mittlerweile durch dessen Nachweis auf einigen anderen Zelltypen wie
Eosinophilen, Monozyten, Neutrophilen, glatten Muskelzellen, Keratinozyten,
Kardiomyozyten, Neuronen des Hippocampus sowie Trophoblasten der Plazenta
widerlegt (61). In einer neuen Studie von Fager et al. wurde gezeigt, dass EPCR
aulRerdem auf aktivierten Blutplattchen exprimiert wird (62). Als Ligand dient nicht nur
Protein C/aPC, sondern auch die Faktoren VII/VIla kdbnnen mit einer &hnlichen Affinitat
an EPCR binden (63). Die genauen Auswirkungen der Bindung dieser

Gerinnungsfaktoren an EPCR sind bisher nicht vollstandig geklart.

Neben dem Einfluss des EPCR auf das Protein C System konnte in einer Studie von
Gu et al. nachgewiesen werden, dass EPCR aul3erdem eine wichtige Rolle in der
embryonalen Entwicklung tbernimmt (64). Versuche mit Mausen zeigten, dass die
Embryonen, bei denen EPCR homozygot ausgeschaltet ist, bereits intrauterin
versterben. Grund dafur sind Fibrin-Ablagerungen sowie die Entstehung von
Thrombosen im Bereich der Trophoblasten, welche normalerweise eine hohe EPCR

Expression aufweisen.

Eine weitere wichtige Eigenschaft des EPCR ist die antientziindliche Wirkung, welche
aPC-abhangig ist (63). EPCR verstéarkt die Bereitstellung des aPC, welches mit dem
Protease-aktivierten Rezeptor 1 interagiert, wobei EPCR als Kofaktor des aPC dient.

Detailliert wird dieser Prozess im folgenden Abschnitt 2.1.4.3 erklart.

2.1.4.3 Der Protease-aktivierte Rezeptor 1 (PAR1) — Interaktion mit Thrombin
und Aktiviertem Protein C
Neben TM und EPCR ist der Protease-aktivierte Rezeptor 1 (PAR1) ebenfalls ein
entscheidender Protein C-Rezeptor (6). PAR1 gehért zu einer Untergruppe von G-
Protein-gekoppelten Rezeptoren, zu der drei weitere Protease-aktivierte Rezeptoren
gehoren - PAR2, PAR3 und PAR4 (65). Im Jahr 1991 wurde PAR1 zunéachst als
Rezeptor fur Thrombin auf der Oberflache von Thrombozyten und Endothelzellen
entdeckt (66), mittlerweile ist seine Funktion auch als endothelialer Rezeptor fur aPC
erforscht (67). Die vier Protease-aktivierten Rezeptoren werden auf unterschiedlichen
Zellen exprimiert, auf Endothelzellen beispielsweise PAR1 und PAR2, wodurch
11
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verschiedene intrazellulare Signalwege in Gang gesetzt werden (8). Die Aktivierung
der Protease-aktivierten Rezeptoren kann neben Thrombin, welches PAR1, PAR3 und
PAR4 aktivieren kann, selektiv auch noch durch weitere Gerinnungsfaktoren und
Proteasen erfolgen. Hierbei kommt es zur irreversiblen proteolytischen Abspaltung der
extrazellularen N-terminalen Doméne der Protease-aktivierten Rezeptoren, wodurch
die freigelegte Stelle als neuer Ligand mit den noch vorhandenen extrazellularen
Anteilen des eigenen Rezeptors interagieren kann (68). Dies fuhrt zur Ubermittlung
intrazellularer Signale durch G-Proteine oder B-Arrestin (69). Manche Proteasen
bendtigen bestimmte Kofaktoren, um die Protease-aktivierten Rezeptoren effektiv zu
aktivieren. Beispielsweise konnen auf Endothelzellen lokalisierte PAR1 von aPC nur
in Anwesenheit von EPCR gespalten und somit aktiviert werden (65). Abhangig von
der aktivierenden Protease und der Stelle der proteolytischen Spaltung, sind die
Protease-aktivierten Rezeptoren in der Lage, vollig unterschiedliche, auch
gegensatzliche, Signalwege in Gang zu setzen (8). Der auf Endothelzellen lokalisierter
PAR1 kann sowohl entziindliche als auch antientziindliche Mechanismen vermitteln,
abhangig davon, ob PAR1 durch Thrombin oder aPC aktiviert wird (70). Bei der
Aktivierung des PAR1 durch Thrombin erfolgt die proteolytische Spaltung des N-
Terminus bei der Aminosaure Arg4l (71), woraufhin durch G-Proteine intrazellulare
Signalwege stimuliert werden (72), welche in der Folge die Permeabilitit der
endothelialen Barriere reduzieren sowie proinflammatorische, prothrombotische und
apoptotische Auswirkungen haben (73). Trotz der drei- bis vierfach hoheren Effektivitat
von Thrombin, PAR1 proteolytisch zu spalten, gelingt es aPC dennoch, in Anwesenheit
von EPCR, gegensatzliche Signalwege durch denselben Protease-aktivierten
Rezeptor in Gang zu setzen (70, 74). Dies gelingt durch die Fahigkeit des aPC, die
proteolytische Spaltung des Rezeptors nicht nur an der Aminosaure Arg4l
durchzufiihren, sondern auch an der Aminosaure Arg46 (72, 75). Die Spaltung des
PAR1 an dieser zusatzlichen Aminosaure ermdglicht es, die zytoprotektiven
Eigenschaften des aPC uber B-Arrestin 2 nach intrazellular zu leiten (72). Zu diesen
Eigenschaften zéhlen antiinflammatorische und antiapoptotische Effekte sowie die
Stabilisierung der endothelialen Barriere (76). Da Thrombin die entscheidende
Protease fur die Umwandlung von Protein C zu aPC ist, hat es neben der eigenen
proinflammatorischen Wirkung indirekt auch eine entziindungshemmende Wirkung.
Uber diesen Mechanismus der Interaktion von aPC mit PAR1 haben auch TM und
EPCR antiinflammatorische Einflisse, indem sie die von Thrombin abh&ngige

Bereitstellung des aPC verstarken. Des Weiteren hat aPC Uber PAR1 regenerative
12
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Fahigkeiten, diese beinhalten die Stimulation der Angiogenese, der Neurogenese
sowie der Wundheilung (76, 77). Teilweise bendétigt aPC neben EPCR und PAR1 noch
weitere Rezeptoren, wie zum Beispiel PAR3, um die zytoprotektiven und regenerativen
Effekte zu induzieren. Dies ist abhangig vom Zelltyp und Organ, auf dem die
Rezeptoren lokalisiert sind. Eine Zeit lang wurden die zytoprotektiven Eigenschaften
des aPC durch Gabe von rekombiniertem aPC bei hochgradig septischen Patienten
ausgenutzt, aufgrund fraglicher Mortalitatsreduktion durch erhdhte Blutungsneigung
dann aber wieder unterlassen (78). Neue Therapieoptionen diesbezuglich missen in

weiteren Studien erforscht werden.

2.2 Der Endotheliale Protein C Rezeptor als Marker fir Stammzellen

Die Interaktion von PAR1 mit Thrombin bzw. aPC stimuliert nicht nur intrazellulare
Signalwege in Endothelzellen, sondern nimmt unter anderem auch Einfluss auf
Prozesse des Knochenmarks, genauer gesagt auf die dort lokalisierten
hamatopoetischen Stammzellen (HSC). HSC sind in der Lage, sich selbst zu erneuern
und in die verschiedenen Zellen des Blutes sowie in Endothelzellen zu differenzieren
(79). In einer Studie von A. Balazs et al. wurde der Nachweis erbracht, dass einige
wenige murine HSC im Knochenmark in groRem MalRe den Endothelialen Protein C
Rezeptor (EPCR) exprimieren (80). Diese EPCR-positiven HSC weisen im Vergleich
zu EPCR-negativen HSC ein deutlich hoheres Differenzierungspotential auf. Daher
wird EPCR als ein Marker angesehen, der mit der Aktivitat der HSC des murinen
Knochenmarks korreliert. S. Gur-Cohen et al. beschaftigten sich mit der Frage,
welchen Einfluss EPCR auf die HSC hat (81). Auf der Oberflache der EPCR-positiven
HSC konnte ein weiterer Rezeptor nachgewiesen werden, der Protease-aktivierte
Rezeptor 1 (PAR1). Uber PAR1 konnen Thrombin und an EPCR-gebundenes aPC
Einfluss auf die Retention bzw. Mobilisierung von EPCR-positiven HSC aus dem
Knochenmark nehmen. Die Interaktion zwischen aPC-EPCR-PAR1 flhrt zu einer
verminderten NO Produktion und Expression von Rezeptoren fur Stammzell-
mobilisierende Faktoren, wodurch HSC vermehrt im Knochenmark zurlickgehalten
werden. Der Einfluss von zellularem Stress, Entziindungsprozessen oder Zytokinen
fuhrt zu erhohten Thrombin Spiegeln, wodurch es zu einer vermehrten NO Produktion,

EPCR Abspaltung und Mobilisierung von HSC aus dem Knochenmark kommt.

In weiteren Studien wurde gezeigt, dass EPCR nicht nur einen Marker fur Stammzellen

des hdmatopoetischen Systems darstellt, sondern auch fir murine Stammzellen der
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Brustdrise sowie des Endothels (82, 83). Die Generierung neuer Endothelzellen stellt
eine wesentliche Grundlage in der Neubildung von GefalRen dar, auf die im folgenden
Abschnitt 2.3 naher eingegangen wird.

2.3 Prozesse der Gefal3neubildung

Die Ausbildung von neuen Blutgefal3en stellt im Falle einer Unterbrechung der
Blutversorgung nach Gefal3verletzung, -stenose oder -okklusion einen wichtigen
Prozess des Koérpers dar, um die Versorgung der betroffenen Organe mit Sauerstoff
und Nahrstoffen sicherzustellen und hypoxische Gewebeschaden und deren Folgen
wie Zelltod und Fibrose zu vermeiden. Perizyten und Endothelzellen gehéren zu den
entscheidenden Zellen, die an der Neubildung von Gefal3en beteiligt sind, dariber
hinaus spielen aber auch Blutplattchen und inflammatorische Zellen (insbesondere
Monozyten) durch Sekretion angiogenetischer Botenstoffe eine unterstlitzende Rolle.
Die Herkunft der Endothelzellen ist bis heute nicht vollstandig geklart und ist
Bestandteil aktueller Forschung. Neben der Proliferation und Migration lokaler,
ortsstandiger Endothelzellen deuten frihere Studien auf das Vorhandensein frei im
Blut zirkulierender sog. Endothelialer Progenitorzellen aus dem Knochenmark hin (84),
aktuellere Studien bekraftigen die Annahme, dass es residente Stammzellen in der
GefalBwand gibt (83). In den folgenden Abschnitten werden die Prozesse

Angiogenese, Arteriogenese und Vaskulogenese naher beschrieben.

2.3.1 Angiogenese

Die Angiogenese ist ein Mechanismus der Gefal3neubildung, der auf der
Aussprossung bereits bestehender Gefal3e infolge einer Gewebehypoxie beruht (85,
86). Hierbei interagieren verschiedene Zelltypen miteinander, unter anderem
Endothelzellen, Perizyten und Immunzellen (15). Endothelzellen sind in der Lage, den
Sauerstoffgehalt im Blut zu messen. Liegt ein Sauerstoffmangel vor, kbnnen tber
Hypoxie-induzierbare Transkriptionsfaktoren (HIFs, Hypoxia-Inducible Transcription
Factors) angiogenetische Gene hochreguliert werden, wodurch unter anderem
Endothelwachstumsfaktoren, wie vaskulare endotheliale Wachstumsfaktoren (VEGF;
Vascular Endothelial Growth Factors) und Angiopoetin-2 oder die Stickstoffmonoxid-
Synthase vermehrt exprimiert werden (1, 85, 87). Die Aussprossung neuer BlutgefalRe

beginnt mit der Vasodilatation vorhandener Gefal3e in Folge der vermehrten
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Stickstoffmonoxid-Freisetzung, gefolgt von einer Erhéhung der GefalRpermeabilitat
(87). Die Wachstumsfaktoren VEGF stellen eine Gruppe angiogenetischer
Signalmolekile dar, die an drei Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (VEGFR-1/Flt-1,
VEGFR2/FIk-1/KDR, VEGFR-3/FIt-4) sowie an einen Neuropilin-1 Ko-Rezeptor auf der
Oberflache von Endothelzellen binden kdénnen (88). Dies fihrt zur Migration und
Proliferation von Endothelzellen, was die Aussprossung neuer Blutgefal3e erméglicht
(87). Dieselbe Wirkung zeigt Angiopoetin-2 durch Bindung an die Endothelzellen-
spezifische Tie2-Rezeptor-Tyrosin-Kinase, allerdings nur in Anwesenheit von VEGF
(89). In Abwesenheit von VEGF hat Angiopoetin-2 hingegen eine hemmende Wirkung
auf den Prozess der Angiogenese, indem es Angiopoetin-1 am Tie2-Rezeptor
antagonisiert, welches einen weiteren wichtigen angiogenetischen Faktor darstellt (90,
91). Die Einwanderung glatter Muskelzellen und weiterer, die Zellwand stabilisierender

Zellen, bleibt im Prozess der Angiogenese aus (86).

Die Angiogenese stellt einen hoch komplizierten Prozess dar, auf den neben VEGF,
Angiopoetin-1 und -2 zahlreiche weitere Proteine und Faktoren Einfluss nehmen, zu
denen unter anderem der Gerinnungsfaktor Thrombin sowie Thrombomodulin (TM)
gehoren. Bereits 1997 wurde in einer Studie von Haralabopoulos et al. im Mausmodell
die proangiogenetische Wirkung des Gerinnungsfaktors Thrombin beobachtet (92).
Thrombin induziert durch Aktivierung von PAR1 eine Hochregulierung von VEGF und
Angiopoetin-2, was folglich zu einer verstarkten Aussprossung von Gefal3en fuhrt (88,
93, 94). Die Auswirkungen des TM koénnen sowohl durch eine Verstarkung des
proangiogenetischen aPC-Signalweges vermittelt werden als auch aPC-unabhangig
sein, dann zeigen sich unterschiedliche Effekte, abh&angig von den verschiedenen TM-
Doméanen. Chung-Sheng Shi et al. zeigten, dass rekombinantes TM, bestehend aus
den sechs Epidermal-Growth Factor (EGF)-like Strukturen und der Serin/Threonin-
reichen Doméane (rTMD23), eine proangiogenetische Wirkung aufweist (43). In einer
weiteren Studie von Kuo et al. wurde mittels verschiedener rTMD23 Proteine, welche
so verandert waren, dass sie die aPC-Generierung nicht verstarken konnten, der
Wirkmechanismus genauer betrachtet (95). rTMD23 interagiert mit dem Fibroblasten-
Wachstumsfaktor-Rezeptor 1 (FGFR1), aktiviert diesen und stimuliert dadurch in vitro
die Proliferation, Migration und Réhrenbildung von Human Umbilical Vein Endothelial
Cells (HUVEC) und in vivo die Angiogenese. Ganz andere Ergebnisse zeigten sich in

weiteren Studien in Hinblick auf die lectin-like Doméane des TM, welche durch die
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Interaktion mit dem endothelialen Lewis Y Antigen dessen angiogenetische Effekte

unterdrickt und somit hemmend auf die Angiogenese wirkt (96).

Eine weitere Form neben der aussprossenden Angiogenese stellt die intussuszeptive
Angiogenese dar, bei der es durch longitudinale Aufspaltung eines Gefal3es zur
Ausbildung eines vaskularen Netzwerkes kommt (97, 98). Die Angiogenese erfolgt
nicht nur bei physiologischen Prozessen wie der Wundheilung, sondern auch viele
Pathologien, wie beispielsweise Tumorleiden und entzindliche Erkrankungen,
machen sich dies zu Nutzen (1). Myokardinfarkt und Schlaganfall sind die typischen
Erkrankungen, die durch unzureichende Angiogenese bei verminderter
Gewebeperfusion und somit ungentgender Versorgung mit Sauerstoff und

Néahrstoffen entstehen.

2.3.2 Arteriogenese

Abzugrenzen von der Angiogenese ist die Arteriogenese, bei welcher physikalische
Krafte (z.B. an Gefal3verengungen oder -verschlissen) die Bildung von
Kollateralarterien fordern (86). Liegt eine hohergradige Stenose oder ein Verschluss
einer Arterie vor, entsteht eine erhdhte Stromungsgeschwindigkeit an der Engstelle
und eine vermehrte Schubspannung am GefaRendothel bereits praformierter
Arteriolen, welche daraufhin zu funktionellen Kollateralarterien heranwachsen. Dabeli
kommt es durch den Einfluss von Monozyten, Makrophagen, glatten Muskelzellen und
Perizyten zu Proliferations- und Umbauprozessen (99), welche zu einer
GroBenzunahme des Gefalllumens sowie der GefalBwand fihren (100). Die
Arteriogenese stellt sich als selbstlimitierenden Prozess dar, da es zu einem Abfall der
Schubspannung in den praformierten Arteriolen kommt, sobald ausreichend viele
Kollateralarterien gebildet sind (101).

2.3.3 Vaskulogenese

Ein weiterer wichtiger Prozess in der Neubildung von Gefal3en ist die Vaskulogenese,
ein Vorgang in der Embryonalentwicklung, bei dem Endothelzellen und Blutgefalie,
aus Endothelialen Progenitorzellen (EPC), neu gebildet werden (102, 103). Diese
Zellen sind mesodermalen Ursprungs und stammen von ha&matopoetischen
Stammzellen (HSC) des Knochenmarks ab. Unter dem Einfluss verschiedener
Wachstumsfaktoren, darunter VEGF, differenzieren die EPC zu Endothelzellen,
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welche das entstehende Gefal3system auskleiden (102). EPC sowie hamatopoetische
Stammzellen exprimieren auf ihrer Oberflache verschiedene Proteine, zu denen unter
anderem der VEGF-Rezeptor-2 (Flk-1), der Angiopoetin-Rezeptor Tie-2, c-Kit, Sca-1
sowie die Antigene CD34 und CD133 gehéren (104, 105). Die Annahme, dass sich die
Vaskulogenese ausschlief3lich auf die Embryonalentwicklung beschrankt, konnte 1997
durch eine Studie von Asahara et al. widerlegt werden (84). In der Studie wurde
gezeigt, dass es im adulten Organismus frei im Blut zirkulierende CD34 und Flk-1
positive EPCs gibt. Unter dem Einfluss von VEGF stammen diese Zellen von
hamatopoetischen Stammzellen aus dem Knochenmark ab, differenzieren zu
Endothelzellen und tragen somit zur Neubildung von Gefal3en bei (104, 106). Dieser
Vorgang wird als postnatale Vaskulogenese bezeichnet. EPC sind nicht die einzigen
Zellen, die zur Differenzierung in neue Endothelzellen befahigt sind, beispielsweise
sind myeloide Vorlauferzellen oder mesenchymale Stammzellen dazu auch in der
Lage (107).

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die funktionelle Bedeutung von EPCR fir die
post-ischAmische Gefallneubildung zu untersuchen. Daflir wurden genetisch
modifizierte Mauslinien und das experimentelle Modell der einseitigen
Hinterlaufischamie  verwendet, gefolgt von funktionellen Analysen der
Wiederherstellung der Gewebeperfusion und histologischen und

immunhistochemischen Analysen.
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3 Material und Methoden

3.1 Material
3.1.1 Chemikalien

Name Firma Bestellnummer
AppliChem GmbH,
Aceton A1582, 2500
Darmstadt
Carl Roth® GmbH + Co,
Agarose, Broad Range Z846.3
Karlsruhe
Albuminfraktion V
_ _ Carl Roth® GmbH + Co,
(Bovines Rinderserum, 2834
Karlsruhe
BSA)
Carl Roth® GmbH + Co,
D (+)-Saccharose 4621.1
Karlsruhe
DAPI (4‘,6-Diamidino-2- Carl Roth® GmbH + Co,
D9542-1MG

phenylindol)

Karlsruhe

Entellan

Merck KGaA, Darmstadt

1.07961.0100

Carl Roth® GmbH + Co,

Essigsaure 100 % 3738.4
Karlsruhe
Carl Roth® GmbH + Co,
Ethanol >99,8 %, vergallt K9284
Karlsruhe
Fluorescence Mounting Dako North America, Inc.,
S3023

Medium

CA, USA

Natronlauge 2 M (NaOH)

AppliChem GmbH,
Darmstadt

182158.1211

Sigma-Aldrich® GmbH,

Paraformaldehyd o 158127
Steinheim
Phosphate Buffered Gibco® by Life Technologies
_ 70011-051
Saline (PBS) pH 7,4 (10x) ™, Carlsberg, CA, USA
o _ Sigma-Aldrich® GmbH,
Pikrinséure, gesattigt o P6744-1GA
Steinheim
_ Carl Roth® GmbH + Co,
Roticlear A538.5

Karlsruhe
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Siriusrot

Sigma-Aldrich® GmbH,

Steinheim

365548-5G

Triton-X 100

Carl Roth® GmbH + Co,

Karlsruhe

3051.3

Tabelle 1: Chemikalien

3.1.2 Verbrauchsmaterialien

Name

Firma

Bestellnummer

Deckglas Pinzette

Carl Roth® GmbH & Co. KG,

K718.1
gebogen 115 mm Karlsruhe
Thermo Fisher Scientific
Deckglaser 24x60 mm
Gerhard Menzel B.V. & Co. BB022060A1
(Menzel) :
KG, Braunschweig
Einmal-Wageschalen Carl Roth® GmbH & Co. KG, 2159.2
14x14 mm Karlsruhe '
Carl Roth® GmbH & Co. KG,
Entsorgungsbeutel E706.1
Karlsruhe
Eppendorf Safe-Lock
Eppendorf AG, Hamburg 1003-8760
Tubes 2,0 ml
Eppendorf Safe-
Eppendorf AG, Hamburg H177868L
LockTubes 1,5 ml
Greiner Bio-One GmbH,
Falcon 15 ml _ 188271
Frickenhausen
Greiner Bio-One GmbH,
Falcon 50 ml ) 227261
Frickenhausen
_ VWR International, Radnor,
Glaskuvetten mit Deckel 631-9328
PA, USA
Halter fur Eppendorf- VWR International, Radnor,
_ 211-0209
Reaktionsgefalle PA, USA
Halter fur Falcons 15 ml Carl Roth® GmbH & Co. KG,
PC55.1
und 50 ml Karlsruhe
ImmEdge Hydrophobic Vector Laboratories, Inc.,
H-4000

Barrier Pen

Burlingame, CA, USA
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Carl Roth® GmbH + Co,

Inkubationsschale 4812.1
Karlsruhe
VWR International, Radnor,
Laborflasche 250 ml 215-1535
PA, USA
VWR International, Radnor,
Laborflaschen 1000 ml 215-1537
PA, USA
VWR International, Radnor,
Laborflaschen 500 ml 215-1536
PA, USA
Messzylinder 100 ml VITLAB GmbH, Grof3ostheim  612-4065
Messzylinder Kartell 1000 VWR International, Radnor,
612-4066
mi PA, USA
Messzylinder Kartell 500  VWR International, Radnor,
612-4063
mi PA, USA
Nitril NextGen B. Braun Melsungen AG,
1283M
Handschuhe Melsungen
_ Thermo Fisher Scientific
Objekttrager Superfrost
" Gerhard Menzel B.V. & Co. J3800AMNZ
ultra
KG, Braunschweig
_ Carl Roth® GmbH & Co. KG,
Objekttragerkasten K532.1
Karlsruhe
_ VWR International, Radnor,
Objekttragermappe 631-0689
PA, USA
PCR SoftTubes 0,2 ml Biozym Scientific GmbH 710908
_ Fine Science Tools® GmbH,
Pinzette (10 cm, gerade) 11150-10

Heidelberg

Pipette Eppendorf
Research plus 0,5-10 pl

Eppendorf AG, Hamburg

3123-000.020

Pipette Eppendorf
Research plus 100 pl

Eppendorf AG, Hamburg

3123-000.047

Pipette Eppendorf
Research plus 1000 pl

Eppendorf AG, Hamburg

3123-000.063
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Starlab International GmbH,

Pipettenspitzen 0,1-10 pl S1110-3000
Hamburg
. . Starlab International GmbH,
Pipettenspitzen 100 pl S1111-0006
Hamburg
. . Starlab International GmbH,
Pipettenspitzen 1000 pl S1111-6001

Hamburg

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien

3.1.3 Gerate
Name Firma
) , Scotsman Ice Systems, Vernon Hills, IL,
Eismaschine

USA

Inkubator Heratherm

Thermo Fisher Scientific GmbH,
Waltham, MA, USA

Kryotom Leica CM3050S

Leica Biosystems Inc., Concord Ontario,
CAN

Kuhlschranke

Liebherr-International AG, Bulle, CH

Laser Doppler Perfusion Imaging
PeriScan PIM 3

Perimed AB, Jarfalla, SWE

Mikroskop LSM 710 Confocal

Carl Zeiss AG, Oberkochen

Mikroskop Olympus BX51

Olympus Deutschland GmbH, Hamburg

Pipettierhilfe Easypet 3

Eppendorf AG, Hamburg

Préazisionswaage Sartorius MC1 AC
210S

Sartorius Lab Instruments GmbH & Co.
KG, Gottingen

Schwenktisch Duomax 1030

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,

Schwabach

Waage Sartorius MC1 LC 2200 P

Sartorius Lab Instruments GmbH & Co.
KG, Gottingen
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Wasseraufbereitungsanlage PurelLab Elga LabWater by Veolia Water
Ultra Technologies, Celle
Zentrifuge 5424R Eppendorf AG, Hamburg

Tabelle 3: Gerate

3.1.4 Software

Name Firma

_ GraphPad Software Inc., La Jolla, CA,
Graph Pad Prism 9.0.1

USA
Media Cybernetics Inc., Rockville, MD,
Image-Pro Plus 7.0
us
. ] Microsoft Corporation, Redmond, WA,
Microsoft Office 365 USA

Tabelle 4: Software
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3.1.5 Antikorper
3.1.5.1 Priméarantikorper

Name Marker Firma Bestellnummer Herkunft Reaktivitat Verdiinnung Permeabilisierung
Carboanhydrase . goat, _ 1:100 in PBS _
Hypoxie R&D Systems AF2344 anti-mouse 0,05 % Triton-X 100
IX polyklonal (1x)
CD31 _ _
(Frihe & reife) SantaCruz rat, _ 1:50 in PBS _
(PECAM) _ sc-18916 anti-mouse/human 0,05 % Triton-X 100
Endothelzellen | Biotechnology monoklonal (%)
(clone MEC 13.3)
CD31 . _
(Fruhe & reife) _ rat, _ 1:50 in PBS
(PECAM) Dianova DIA-310 anti-mouse -
Endothelzellen monoklonal (1x)
(clone Sz31)
Endothelialer . _
] SantaCruz goat, anti-mouse/ 1:50 in PBS
EPCR Protein C _ sc-23575 -
Biotechnology polyklonal human/rat (1x)
Rezeptor
Mac?2 Cedarlane rat, anti- 1:1.000 in AB-
Makrophagen CL8942AP _ -
(clone M3/38) Labs monoklonal mouse/human Diluent (1x)
rabbit, anti- 1:100 in PBS _
p53 Apoptose Abcam ab131442 0,05 % Triton-X 100
polyklonal mouse/human/rat (%)
PDGFR-beta Mesenchymale rabbit, anti-mouse/ 1:100 in PBS _
Abcam ab32570 0,05 % Triton-X 100
(clone Y92) Zellen monoklonal human/rat (1x)

23




Material und Methoden

Proliferating Cell

_ ] _ rabbit, anti- 1:100 in PBS _
Nuclear Antigen Proliferation Abcam ab92552 0,1 % Triton-X 100
monoklonal | mouse/human/rat (1x)
(clone EPR3821)
Rhodamine _ _
Myozyten Vector anti- 1:200 in PBS/
Wheat Germ _ R2-1022 - -
o Zellmembran BioLabs mouse/human 1 mM CacCl,
Agglutinin
Smooth Muscle _
) glatte _ _ mouse, _ 1:50 in PBS _
alpha-Actin Sigma-Aldrich A2547 anti-mouse/human 0,05 % Triton-X 100
Muskelzellen monoklonal (%)
(clone 1A4)

Tabelle 5: Primarantikdrper fur die Immunfluoreszenzfarbungen
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3.1.5.2 Sekundarantikdrper

Name Verdinnung Firma Bestellnummer
Donkey anti-rat

1:500 Abcam Ab150154
555
Goat anti-rabbit .

1:500 MoBiTec MFP-A1008
488
Goat anti-mouse .

1:500 MoBiTec MFP-A1029
488
Donkey anti-goat ,

1:500 MoBiTec MFP-A1055
488
Donkey anti-rat

1:500 Abcam Ab150154
555
Donkey anti-rabbit

1:500 Molecular Probes A10040
546
FITC Donkey anti- Thermo Fischer

1:500 o Novex A18746
rat 488 Scientific
LEL Lectin
(Lycopersicum Esculentum 1.250 VeCtor BIOLabS TL'1176

Lectin)

Tabelle 6: Sekundarantikorper fur die Immunfluoreszenzfarbungen
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3.1.6 Zusammensetzung und Herstellung der L6sungen

Fur die Herstellung samtlicher Lésungen wurde entmineralisiertes, doppelt destilliertes
Wasser verwendet, welches Uber die Wasseraufbereitungsanlage PureLab Ultra der
Firma ELGA aufbereitet wurde. Im Folgenden wird dieses Wasser mit ddH20

abgekdrzt.

3.1.6.1 LOosungen fur die Gewebeverarbeitung

Ldsung Reagenz Menge
Phosphate Buffered PBS pH 7,4 (10x) 100 ml
Saline (PBS) pH 7,4 (1x) ddH20 900 ml

Paraformaldehyd 49
4 % Paraformaldehyd
PBS (1x) 100 ml
(PFA)
2 M NaOH 30 ul
D (+)-Saccharose 159
15 % Sucrose-Losung
PBS (1x) 100 ml
D (+)-Saccharose 3049
30 % Sucrose-L6sung
PBS (1x) 100 ml

Tabelle 7: Loésungen fur die Gewebeverarbeitung

3.1.6.2 Losungen fur histologische Farbungen

Losung Reagenz Menge

1 % Picrosiriusrot- Siriusrot 1lg
Losung gesattigte Pikrinsaure 100 mi
100 % Essigsaure 120 mi

30 % Essigsaure
ddH20 280 ml

Tabelle 8: Losungen fur histologische Farbungen
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3.1.6.3 Losungen fur Immunfluoreszenzfarbungen

LOsung Reagenz Menge
Phosphate Buffered PBS pH 7,4 (10x) 100 ml
Saline (PBS) pH 7,4 (1x) ddH20 900 ml
0,05 %iger Triton-X100- Triton-X100 250 ul
Puffer PBS pH 7,4 (1x) auf 500 ml
0,1 %iger Triton-X100- Triton-X100 500 pl
Puffer PBS pH 7,4 (1x) auf 500 ml
DAPI (4¢,6-Diamidino-2-

_ DAPI (Stammlésung) 1p
phenylindol)
Gebrauchsldésung
) PBS pH 7,4 (1x) 4999 pl
(1:5000 verdunnt)
0,1 % BSA (Bovines BSA 19
Serumalbumin) PBS pH 7,4 (1x) 100 ml

Tabelle 9: Losungen fur Immunfluoreszenzfarbungen
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3.2 Methoden

3.2.1 Versuchstiere

In dieser Arbeit wurden M&use aus drei verschiedenen genetisch veranderten
Mauslinien eingesetzt: TMPPo  EPCRWTie2.Cre und PAR1’”. Eine genaue
Charakterisierung der Mausstdmme kann den folgenden Abschnitten entnommen
werden. Die Operation zur Induktion einer einseitigen Hinterlauf-lschdmie wurde
ausschlieBlich bei mannlichen Tieren im Alter von 12-14 Wochen durchgefuhrt.
AnschlieRend erfolgte die Entnahme und Anfertigung von Gefrierschnitten des M.
gastrocnemius. Die Anzahl (n) der eingesetzten Tiere kann den jeweiligen Abschnitten

im Ergebnisteil entnommen werden.

Alle fiir diese Arbeit durchgefthrten Tierversuche mit der Tierversuchsnummer G-16-
1-049 erfolgten im Einklang mit ethischen Richtlinien und dem geltenden

Tierschutzgesetz.

Alle Tiere waren wahrend des gesamten Versuchszeitraums in der
Experimentierhaltung des Translational Animal Research Center der Universitat Mainz
untergebracht. Dort lebten sie unter konventioneller Barrierehaltung in
265x205x140mm grof3en Kunststoffkafigen der Firma Zoonlab. Ein Tag-Nacht-
Rhythmus wurde durch eine Lichtphase zwischen 6 und 18 Uhr und eine Dunkelphase
zwischen 18 und 6 Uhr gewahrt. Eine konstante Raumtemperatur zwischen 20°C und
24°C wurde ebenfalls sichergestellt. Als Futtermittel diente pelletiertes Zucht- bzw.

Haltungsfutter der Firma Ssniff.

3.2.2 Charakterisierung der verschiedenen Mausstamme

3.2.2.1 Charakterisierung des Mausstamms TMPro/Pro

TMPro/Po Mzuse tragen eine Punktmutation im Thrombomodulin (TM) Gen (108),
welche sich in der interdomain loop zwischen den EGF-Einheiten 4 und 5 befindet. Es
handelt sich dabei um den Austausch von Glutaminsaure (Glu) gegen Prolin an der
Aminosaureposition 404. Folge der Punktmutation im TM Gen ist eine eingeschrankte
Aktivierung von Protein C sowie eine reduzierte Hemmung des Gerinnungsfaktors
Thrombin (109). Fur die Versuche dieser Arbeit wurden TMPP Mauslinien mit
unterschiedlichem genetischen Hintergrund verwendet. Von ... erhielten wir eine
Mauslinie mit gemischtem (129/SvPas-C57BL/6) genetischen Hintergrund und
brauner Fellfarbe. ... stellte uns TMPP Mause mit einem reinen C57BL/6J oder
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C57BL/6N genetischen Hintergrund zur Verfigung. Diese Mause zeigten eine
schwarze Fellfarbe. Die Anderung der Fellfarbe in Abh&ngigkeit zum genetischen
Hintergrund beruht auf der engen Nachbarschaft des Thrombomodulin Locus zum
Agouti Locus, welcher die Information fir die Fellzeichnung tragt (110). Als
Kontrollgruppen dienten uns jeweils TMWTWT Mause mit dem jeweilig gleichen
genetischen Hintergrund, welche Wurfgeschwister waren und keine Mutation im TM

Gen aufwiesen.

3.2.2.2 Charakterisierung des Mausstamms EPCR""Tie2.Cre

Die Mauslinie EPCR" Tie2.Cre stammte von ... . EPCR" Mause wurden hierfir mit
der Tie2.Cre-Rekombinase (Jackson Laboratories; B6.Cg-Tg(Tek-cre)12FIv/J;
#004128) gekreuzt. Die Tie2.Cre-Rekombinase schneidet das EPCRflox Allel aus,
wodurch es zu einer Deletion des Endothelialen Protein C Rezeptors (EPCR) auf
Tie2.Cre exprimierenden Zellen (vor allem Endothelzellen, aber auch
hamatopoetische Zellen) kommt (111). Aufgrund der konstanten Aktivitat der Tie2.Cre-
Rekombinase kann nicht ausgeschlossen werden, dass EPCR auch in myeloischen
und hamatopoetischen Zellen deletiert wird. Um dies ndher untersuchen zu kénnen,
stellte uns ... zusatzlich die Mauslinie EPCR"LysM.Cre* zur Verfligung. Hierfir
wurden EPCR" Mause mit der LysM.Cre-Rekombinase gekreuzt, welche im
Gegensatz zur Tie2.Cre-Rekombinase ausschlie3lich in myeloischen Zellen aktiv ist.
Als Kontrollgruppe fur EPCR"Tie2.Cre* bzw. EPCR"LysM.Cre* Mause standen uns
EPCR" Mause zur Verfiigung, die den gleichen genetischen C57BL/6N Hintergrund
hatten, aber keine Tie2.Cre- bzw. LysM.Cre-Rekombinase Aktivitat aufwiesen.
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3.2.2.3 Charakterisierung des Mausstamms PAR1"

Die Mauslinie PAR1” wurde uns von ... zur Verfligung gestellt. Durch eine
Punktmutation im Protease-aktivierten Rezeptor 1 (PAR1) Gen ist der G-Protein-
gekoppelte Rezeptor PAR1 nicht mehr in der Lage, intrazellulare Signalwege zu
stimulieren (112). Bindet aktiviertes Protein C (aPC) an PAR1, fihrt dies zu
zellprotektiven Veranderungen, wohingegen die Bindung von Thrombin an PAR1
entziindungsfordernde Prozesse vermittelt (72). PAR1”- Mause wurden aus F2rtmlawsi
(ES#HEPDO0904_4 C05; EUCOMM) Mausen durch Kreuzung mit einem general
flippase-deleter gefolgt von einer pan cre-deleter Linie erzeugt. Alle Nachkommen
wurden nach der Expression des nicotinamide nucleotide transhydrogenase (nnt)
Gens sortiert. Das nnt Gen ist bei C57BL/6J M&ausen nicht vorhanden, bei C57BL/6N
Mausen hingegen schon. Somit konnte sichergestellt werden, dass die Mause der
beiden Gruppen jeweils den gleichen genetischen Hintergrund tragen. Die
Punktmutation im PAR1 Gen kann an zwei verschiedenen Stellen vorliegen, entweder
bei R46Q (Arg46GIn) oder bei R41Q (Arg41GIn). Die somit entstandenen Mauslinien
werden als PAR1 R46Q und PAR1 R41Q bezeichnet und weisen beide den C57BL/6N
genetischen Hintergrund auf (113). Die Punktmutationen haben grof3en Einfluss auf
die Aktivierung des PAR1 durch aPC oder Thrombin. Bindet aPC an PAR1, werden
die zytoprotektiven Mechanismen durch eine Spaltung des PAR1 bevorzugt an Stelle
R46 ausgelost (72). Bei mutierten PAR1 R46Q Mausen ist dies nicht mehr moglich.
Bindet Thrombin an PAR1, werden die entziindungsfordernden Prozesse durch
Spaltung des PAR1 ausschliel3lich an Stelle R41 ausgeldst (72). Bei mutierten PAR1

R41Q Mausen kann dieser Prozess nicht mehr ausgeldst werden.
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3.2.3 Genotypisierung der TMProPro Mause

Die Mauslinie TMPPro wurde, je nach Vorhandensein des mutierten Gens auf nur
einem, beiden oder keinem Allel in drei Gruppen unterschieden — TMPro/Pro
homozygote, TMWTPo heterozygote und TMWTWT Wildtyp Mause. Anhand auRerlicher
Merkmale lassen sich die Tiere der unterschiedlichen Genotypen nicht unterscheiden,
zudem handelt es sich um Wurfgeschwister. Daher musste jede Maus, anhand einer
Biopsie ihres Mausschwanzes, einer Genotypisierung unterzogen werden, um sie dem
entsprechenden Genotyp zuordnen zu kénnen. Die Mauslinie TMPPo war zu Beginn
dieser Arbeit bereits in unserer Arbeitsgruppe etabliert und die Genotypisierung wurde
von ... bzw. der Arbeitsgruppe von ... durchgefihrt. Eine Genotypisierung besteht aus
mehreren Schritten, die im Folgenden kurz erlautert werden. Die Genotypisierungen
der Mauslinien EPCR"Tie2.Cre und PAR1” wurden ebenfalls durch die
Arbeitsgruppe von ... durchgefihrt.

Um eine Genotypisierung durchfiihren zu kdnnen, wird genomische DNA bendtigt,
welche durch Lyse der Biopsie des Mausschwanzes gewonnen wird. Nach
ausreichender Inkubationszeit (Uber Nacht) in einem Lyse-Reagenz erfolgt im
Anschluss eine Polymerase-Kettenreaktion (PCR), um die gewonnene DNA
amplifizieren zu kdnnen. Eine PCR besteht aus sich in vielen Zyklen wiederholenden
Schritten — Denaturierung der Doppelstrange, Annealing spezifischer Primer und
Elongation der Sequenzen. Die fur die Genotypisierung der TMPP° Mause

eingesetzten Primer waren folgende:
TMProfPro fgr ATG GAG AGT GCG TGG AGCTTCTTG A
TMProfPro rey GAT ACA CTC ATA GGA GCC AGG GAA G

Im weiteren Verlauf wird eine Aufreinigung und ein Restriktionsverdau der
gewonnenen PCR-Produkte durchgefiinrt. Der Restriktionsverdau ist entscheidend,
um in der anschlielBenden Agarose-Gelelektrophorese die charakteristischen Banden
der TMPoPo Genotypen erkennen zu koénnen. Das Prinzip der Gelelektrophorese
beruht auf einer Grolenauftrennung der einzelnen DNA-Fragmente. Durch das
Anlegen eines elektrischen Feldes an das Agarose Gel wandern die DNA-Fragmente
der zu trennenden Probe aufgrund ihrer negativen Ladung in Richtung der Anode und
werden ihrer Gréf3e nach aufgetrennt. Durch den Vergleich mit einem bekannten DNA-
GroRRenstandard kann im Anschluss eine Identifikation und Zuordnung der DNA-

Fragmente zu den drei verschiedenen TMP™P® Genotypen erfolgen.
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In Abbildung 2 sind die Ergebnisse der Genotypisierung der TMPPr Mause
dargestellt. TMWTWT Wildtyp Mause zeigen eine charakteristische Bande bei 320 bp
(Basenpaaren), TMWTPro heterozygote Mause drei Banden bei 320 bp, 168 bp und 152
bp. Mause die dem Genotyp TMP™P® homozygot zugeordnet werden kénnen zeigen
zwei Banden, bei 168 bp und 152 bp.

Abbildung 2: Ergebnis der Genotypisierung der Mauslinie TMPro/Pro

bp=Basenpaare; Bei TMW™WT Wildtyp Mausen zeichnet sich charakteristisch eine Bande bei 320 bp ab,
bei TMWTPro heterozygoten Mausen drei Banden bei 320 bp, 168 bp und 152 bp, bei TMPrPro
homozygoten Mausen zwei Banden bei 168 bp und 152 bp (aufgrund des geringen Unterschiedes
lassen sich die beiden Banden 168 bp und 152 bp visuell kaum getrennt voneinander darstellen).
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3.2.4 Maus-Modell zur Induktion einer einseitigen Hinterlauf-Ischamie

Die operative Unterbindung und nachfolgende Entfernung der A. femoralis fuhrt
proximal der Ligatur zur Arteriogenese von kleinen, bereits bestehenden Kollateralen
in funktionelle, leitende Gefal3e sowie zur distalen Angiogenese in der ischamischen
Muskulatur (100). Die einseitige Hinterlauf-lschamie wurde bei Mausen im Alter von
12-14 Wochen induziert. Dabei orientierten wir uns am Vorgehen von Limbourg et al.
(100). Durch Kleine Verédnderungen stellten wir sicher, dass die Anzahl von
Kollateralen so gering wie moglich gehalten wurde, um den Focus auf die Angiogenese
legen zu kdnnen. Die Ligatur der A. femoralis wurde stets am rechten Hinterlauf der
Mause durchgefihrt, der linke Hinterlauf blieb unverédndert und diente als nicht-
ischamischer Vergleich. Xylazin-/Ketaminhydrochlorid in Form einer intraperitonealen
Injektion wurde zur praoperativen Anasthesie genutzt (114). Wie in Abbildung 3
dargestellt ist, wurde zunéachst die rechte A. saphena ligiert und danach die rechte A.
femoralis distal des Ligamentum inguinale und proximal des Abgangs der A. profunda

femoris unterbunden.

Anschliel3end wurde der Abschnitt zwischen beiden Ligaturen entfernt. In unserem
Versuch wurden ausschlieBlich mannliche Mause verwendet, um den Einfluss des

Ostrogenzyklus auf die Wiederherstellung des Blutflusses zu verhindern (115).

Die Operationen wurden von ... und ... durchgefuhrt.

proximal
ligation

proximal
ligation

A. profunda fepforis
Entfernung der
A. femoralis
-_— distal

ligation

distal
ligation

<4——~ A. saphena <4+——~ A. saphena

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Operationsmethode zur Induktion einer einseitigen
Hinterlauf-lschamie

Gezeigt sind die Lokalisationen, an denen eine Ligatur der arteriellen Geféal3e des rechten Hinterlaufs
der Mause vollzogen wurde. Zunachst wurde die rechte A. saphena ligiert und danach die rechte A.
femoralis distal des Ligamentum inguinale und proximal des Abgangs der A. profunda femoris
unterbunden. Im Anschluss wurde der dazwischenliegende Gefal3abschnitt vollstandig durch Zug
entfernt. Auf diese Weise sollte die Herstellung von Umgehungskreislaufen vermindert werden (116).
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3.2.5 Laser Doppler Perfusion Imaging

Wie in Abbildung 4A dargestellt ist, wurde direkt vor und nach der Operation zur
Induktion einer einseitigen Hinterlauf-Ischamie sowie im weiteren Verlauf postoperativ
an den Tagen 7, 14, 21 und 28 mittels der Laser Doppler Perfusion Imaging (LDPI)
Methode die Durchblutung in jeweils beiden Hinterlaufen der Mause gemessen. Bei
diesem nicht-invasiven Verfahren wurden die Mause mit Isofluran (1,5-2 %) sediert
und auf eine 37°C warme Platte gelegt. Der Versuchsaufbau ist in Abbildung 4B
gezeigt. Der Blutfluss wurde als Mittelwert aus drei Aufnahmen in der area of interest
als Prozentangabe im Vergleich zum kontralateralen, nicht-ischamischen Hinterlauf
angegeben. Im Anschluss an die LDPI Messung wurden die Mause nach 28 Tagen
getdtet und deren M. gastrocnemius beidseits, sowie die Lunge (zur Isolation von

Endothelzellen) und die Aorta (zur Analyse der Gefal3aussprossung in Vvitro)

enthommen.
A Laser Doppler Perfusion Imaging

(LDPI)

o

o ; .

@ Ligatur der A. femoralis
LDPI

0

N LDPI

T .

c

=]

N

<

N~ .

o Mm. gastrocnemius/Lunge / Aorta

fla (Histologie, Immunfluoreszenz, Isolation

Endothelzellen, Western Blot Analyse,
Angiogenese Assays)

Abbildung 4: Laser Doppler Perfusion Imaging (LDPI) Methode

(A) Schematische Darstellung des Versuchsablaufs zur Induktion einer einseitigen Hinterlauf-lschamie.
Vor und nach der Ligatur der A. femoralis und der A. saphena wurde mittels der LDPI Messung die
Perfusion der rechten und linken Hinterlaufe der Mause ermittelt. Im weiteren Verlauf wurde an den
Tagen 7, 14, 21 und 28 ebenfalls eine LDPI Untersuchung durchgeftihrt. Im Anschluss wurden die
Méause getotet und deren Mm. gastrocnemius, Lunge und Aorta entnommen. (B) Versuchsaufbau im
Labor mit Warmeplatte zur Messung der Durchblutung in den Hinterlaufen der Mause.
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3.2.6 Gewebepraparation und -verarbeitung

Vier Wochen nach der Operation zur Induktion einer einseitigen Hinterlauf-lschamie
wurden die Mause getotet, jeweils deren rechter und linker M. gastrocnemius
entnommen und das gewonnene Material in 4 %, frisch angesetztes PFA Uberfihrt,
wo es unter standiger Durchmischung auf dem Schwenktisch Duomax 1030 fur ca. 2
Stunden inkubierte. Im Anschluss wurde das Gewebe nach Entfernung des PFA
dreimal in 1 x PBS gewaschen. Als nachster Schritt folgte die Inkubation der
Muskulatur in 15 % Sucrose-Ldsung bei 4 °C im Kuhlschrank auf dem Schwenktisch
Duomax 1030 uber Nacht. Am Folgetag wurde das Gewebe in 30 % Sucrose-Lésung
uberfiihrt, worin es ebenfalls bei 4 °C im Kihlschrank auf dem Schwenktisch Duomax
1030 fur weitere 24 h inkubierte. Nach Ende der Inkubationszeit erfolgte die Einbettung
des Gewebes in Tissue Tek® und anschlieend die Lagerung bei -80°C. Die
Gewebeschnitte wurden mit einer Dicke von 5-7 um mit dem Kryotom Leica CM3050S
angefertigt und auf Superfrost Ultra Plus Objekttrager aufgezogen. Pro Maus wurden
vier Gewebeschnitte auf einem Objekttrager fixiert, zwei des ischdmischen rechten
Hinterlaufs, zwei des nicht-ischamischen linken Hinterlaufs. Von jeder Maus wurden
mehrere Objekttrager angefertigt. Die Gewebepraparation und -verarbeitung wurde

von ... durchgefihrt.
Bis zum Zeitpunkt der Farbungen wurden die Schnitte bei -80°C aufbewabhrt.

Die Zusammensetzung der Lésungen fir die Gewebeverarbeitung kann Tabelle 7

entnommen werden.
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3.2.7 Histologische Farbungen

3.2.7.1 Siriusrot-Farbung

Als histologische Ubersichtsfarbung wurde die Siriusrot-Farbung zum Nachweis von
interstitiellem Kollagen angewandt. Unter einem Polarisationsmikroskop stellen sich
Kollagenfasern, je nach Alter, grun/gelb/rot leuchtend dar. Die detaillierten

Zusammensetzungen der einzelnen Lésungen sind in Tabelle 8 aufgefihrt.

Durchfuhrung:

7

5 min auftauen der Gewebeschnitte

5 min nachfixieren in Aceton bei -20°C

5 min trocknen unter dem Abzug

5 min wassern in ddH20

60 min farben in 1 % Picrosiriusrot-Losung
Uberschiissige Farbung auf ein Tuch abtropfen
2 x 1 min spulen in 30 % Essigsaure

Kurz spulen in ddH20

3 x 3 min entwassern in 100 % Ethanol

2 X 5 min wassern in RotiClear

L7 B 7 7 T T T 7

Eindecken mit Entellan

3.2.8 Immunfluoreszenzfarbungen

Mit Hilfe einer Immunfluoreszenzfarbung ist es moglich, bestimmte Epitope
(molekulare Strukturen eines Antigens) in Geweben nachzuweisen. Dabei kommen
ein primarer sowie ein sekundarer Antikdrper zum Einsatz. Der primare Antikorper
bindet mit hoher Affinitdt und Spezifitat an ein bestimmtes Epitop. Nach ausreichender
Inkubationszeit erfolgt die Zugabe eines Fluorochrom-gekoppelten sekundaren
Antikorpers, welcher sich gegen den primaren Antikorper richtet und diesen somit
bindet. Bei Anregung einer bestimmten Wellenl&nge fluoresziert das Fluorochrom, dies

l&sst sich dann mithilfe eines Fluoreszenzmikroskops analysieren.

In dieser Arbeit wurden Immunfluoreszenzfarbungen zur Darstellung verschiedener
Zelltypen und Rezeptoren in Gewebeschnitten des M. gastrocnemius der Mausen
genutzt. Folgende Komponenten waren dabei von Bedeutung: Cluster of
Differentiation 31 (Endothelzell-Marker, CD31 oder PECAM-1), Endothelialer Protein

C Rezeptor (EPCR), Tumorprotein 53 (Apoptose-Marker, p53), Platelet-Derived
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Growth Factor Receptor beta (mesenchymaler Marker, PDGFR[), Smooth Muscle
Actin (mesenchymaler Marker, SMA), Wheat Germ Agglutinin (Myozyten Membran
Marker, WGA), Mac2 Antigen (Makrophagen Marker, Mac2), Lycopersicum
Esculentum Lectin (BlutgefaR Marker, LEL), Proliferating Cell Nuclear Antigen
(Proliferationsmarker, PCNA), Carboanhydrase 1X (Hypoxie Marker). Zu Darstellung
der Zellkerne wurde stets die DAPI (4,6-Diamidino-2-phenylindol) Gebrauchslésung
verwendet, siehe Tabelle 9. Die Eigenschaften der eingesetzten priméaren Antikorper
kann Tabelle 5 im Abschnitt 3.1.5. entnommen werden. Im gleichen Abschnitt in

Tabelle 6 sind die sekundaren Antikorper aufgelistet.

Um eine hohe Spezifitat gewéhrleisten zu kénnen, wurden die Farbungen im Vorfeld
mit unterschiedlichen Antikérper-Konzentrationen auf Kontrollgewebe mit einer hohen
Konzentration des entsprechenden Epitops durchgefuhrt. Die dadurch erlangten
optimalen Konzentrationen der Antikdrper erlauben ein ausgezeichnetes Signal-
Hintergrund-Verhaltnis. Zur Sicherung der Qualitdt wurde bei jeder Féarbung eine
Negativkontrolle mitgeftihrt, bei welcher anstelle des Priméarantikdrpers lediglich das

Verdunnungsmittel aufgetragen wurde.

Alle in dieser Arbeit durchgefihrten Immunfluoreszenzfarbungen folgten

weitestgehend einem Standardprotokoll, welches in 3.2.8.1 aufgefihrt ist.

37



Material und Methoden

3.2.8.1 Standardprotokoll

Die Immunfluoreszenzfarbungen wurden manuell durchgefiihrt. Wenn nicht anders
angegeben, wurden die einzelnen Schritte bei Raumtemperatur ausgefuhrt. Die
Zusammensetzung der einzelnen Lésungen kann Tabelle 9 entnommen werden. Die
verwendeten Primar- und Sekundarantikérper sind in Tabelle 5 und 6

zusammengestellt.

—
<)
)ﬁ.‘

5 min auftauen der Gewebeschnitte

5 min wassern in 1 x PBS

10 min Fixierung in Aceton bei -20°C (Gefrierfach)

5 min trocknen unter dem Abzug

5 min wassern in 1 x PBS

10 min Permeabilisierung in 0,05 % Triton-X in 1 x PBS bei 37°C (Brutschrank)
3 x5 min Spulenin 1 x PBS

Einzirkeln der einzelnen Gewebeschnitte mithilfe des ImmEdge Pen
Inkubation des 1. Antikorpers bei 4°C (Kuhlschrank) ber Nacht

L 200 7 7 T

Tag 2:

= 3 x5 min waschenin 1l x PBS

= Inkubation des 2. Antikdrpers lichtgeschiutzt fir 60 min einschlief3lich
Kernfarbung mit DAPI (1:5.000)

= 3 x5 minwaschenin1lx PBS

=> 2 min spulen in ddH20

= Eindecken auf Objekttrager mit Fluorescence Mounting Medium
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Im Folgenden soll auf Abweichungen vom Standardprotokoll eingegangen werden, die

bei manchen Immunfluoreszenzfarbungen aufgetreten sind.

Immunfluoreszenzfarbung Abweichung vom Standardprotokoll

e Die ersten Schritte wurden durchgefuhrt
wie im Standardprotokoll beschrieben

e Es wurde keine Permeabilisierung in
Triton-X durchgefuhrt

e Nach dem Einzirkeln des Gewebes
erfolgte eine 60-minttige Inkubation mit

Wheat Germ Agglutinin (WGA) WGA

e Direkt im Anschluss die Kernfarbung mit
DAPI 1:1.000 fur 15 min

e AnschlieRend wurden die
Gewebeschnitte wie im Standardprotokoll
beschrieben in 1 x PBS gewaschen, in

ddH20 gespult und eingedeckt

e Es wurde keine Permeabilisierung in
Triton-X durchgefihrt
Mac2 Antigen e Alle anderen Schritte wurde wie im
Standardprotokoll beschrieben

durchgefuhrt

e Nach dem Einzirkeln der Gewebeschnitte
erfolgte eine Blockierung in 1 % BSA in 1
x PBS fur 45 min
Tumorprotein p53 e Danach wurde der erste AK inkubiert und
die weiteren Schritte wie im

Standardprotokoll beschrieben

durchgefuhrt
Proliferating Cell Nuclear e Die Permeabilisierung erfolgte in 0,1 %
Antigen (PCNA) Triton-X in 1x PBS

Tabelle 10: Abweichungen vom Standardprotokoll fur Immunfluoreszenzfarbungen
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3.2.9 Isolation priméarer muriner pulmonaler Endothelzellen

Im folgenden Abschnitt wird die Methode der Isolation primarer muriner pulmonaler
Endothelzellen beschrieben, welche von ... durchgefihrt wurde. Fir die Isolation von
primaren murinen pulmonalen Endothelzellen wurden die Mause getdtet, ihre Lungen
entnommen, in sterilem 1 x PBS mit 1 % Penicillin/Streptomycin gewaschen und
anschlieend in 1 mm grof3e Stucke geschnitten. Im nachsten Schritt wurden die
Gewebefragmente in einem Puffer, bestehende aus 1 x PBS und 1,5 mg/ml
Collagenase A, fur 30 min bei 37 °C inkubiert und alle 10 min durchmischt. Im
Anschluss wurde das im Puffer enthaltene Gewebe mit dem Stempel einer sterilen
Spritze durch ein 70 um Falcon Zellsieb gedriickt. Das Dulbecco’s Modified Eagles
Medium (DMEM; Gibco #31966021), bestehend aus 20 % fetalem Kéalberserum, 100
U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin (Gibco), wurde verwendet, um die Reaktion
zu stoppen. Nach Zentrifugation der Lésung wurde das Zellpellet in einer Losung
bestehend aus 0,5 % Rinderserum und 2 mM Ethylendiamintetraessigséaure in 1x PBS
resuspendiert. Die Endothelzellen wurden mit CD31 konjugierten MicroBeads (Miltenyi
Biotech; # 130-097-418) markiert und anschlieBend durch LS Saulen (Miltenyi Biotech
#130-042-401) getrennt. Auf mit 0,2 % Gelatine (Sigma) beschichteten Petrischalen
wurden die Zellen bei 37 °C und 5 % CO2 im Endothelial Cell Growth Medium MV?2 Kit
(PromoCell) kultiviert. Alle 2 Tage wurde die Halfte des MV2 Mediums entfernt und

durch neues Medium ersetzt. Die Zellen wurden bis Passage 2 verwendet.

3.2.10 Auswertung der histologischen und immunhistochemischen Farbungen

Zur Dokumentation der histologischen Préparate wurden zwei verschiedene
Mikroskope eingesetzt: das Mikroskop BX51 der Firma Olympus sowie das LSM 710
Confocal Mikroskop der Firma Zeiss. Von jedem Gewebeschnitt wurden mit einer 200-
fachen VergroRerung vier Bilder angefertigt, wenn mdglich aus verschiedenen
Bereichen des Gewebeschnittes. Mit Hilfe der Software Image Pro Plus 7.0 der Firma
Media Cybernetics Inc. wurden die angefertigten Bilder entweder pro
Quadratmillimeter oder pro Muskelfaser ausgewertet. Zur grafischen Darstellung der

Auswertungen wurde das Programm Graph Pad Prism (Version 9.0.1) genutzt.
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3.2.11 Statistische Auswertung

Samtliche Ergebnisse werden als Mittelwert + Standardfehler (MW + SEM) prasentiert.
Die Normalverteilung wurde durch den d’ Agostino-Pearson Omnibus Normality Test
Uberprift. Beim Vergleich von mehreren Gruppen zu einem Zeitpunkt wurden die
Daten durch den One-Way Analysis of Variance (ANOVA) Test, beim Vergleich von
zwei oder mehr Gruppen zu mehreren Zeitpunkten oder beim Vergleich derer rechten
und linken Hinterlaufe durch den Two-Way ANOVA Test, jeweils gefolgt vom Sidak’s
multiple comparisons Test verglichen. Das Signifikanzniveau wurde bei 5 % (p<0,05)
festgelegt. Zur statistischen Auswertung wurde das Programm Graph Pad Prism

(Version 9.0.1) genutzt.
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4 Ergebnisse

4.1 Bessere Reperfusion und erhéhte Endothelzellzahl bei TMP©/Pro Mausen im
Vergleich zu TMWTWT Kontrolltieren
Um die Bedeutung von Gerinnungsfaktoren fur die regenerative Gefal3neubildung
(Angiogenese) zu untersuchen, wurde zu Beginn dieser Arbeit zunachst die Mauslinie
TMPOPro mit einem gemischten genetischen Hintergrund (129/SvPas-C57BL/6)
untersucht. Bei diesen Mausen wurde eine einseitige Ligatur der A. femoralis
durchgefuhrt (vgl. Abschnitt 3.2.4), wodurch eine Ischamie im rechten Hinterlauf der
Mause induziert wurde. Wie bereits in der Charakterisierung des Mausstamms in
Abschnitt 3.2.2.1 beschrieben, weisen TMPP° Mause aufgrund einer Punktmutation
im TM Gen, bei der an der Aminosaureposition 404 Glutaminsaure durch Prolin
substituiert wird, eine deutlich eingeschrankte Fahigkeit zur Hemmung des
Gerinnungsfaktors Thrombin sowie zur Generierung von aktiviertem Protein C (aPC)
auf (108). Mit Hilfe der nicht-invasiven Laser Doppler Perfusion Imaging (LDPI)
Methode wurde pra- und postoperativ sowie im weiteren Versuchsablauf die
Durchblutung der Hinterlaufe der Mause gemessen. Représentative Bilder der LDPI
Messung zeigt Abbildung 5A. Daran lasst sich eine deutlich bessere Reperfusion bei
129/SvPas-C57BL/6  TMP©P©  Mausen im Vergleich zu ihren TMWTWT
Wurfgeschwistern aus der Kontrollgruppe erkennen. Wie die Quantifizierung in
Abbildung 5B bestétigt, wurde ein signifikanter Unterschied beginnend an Tag 7 bis
einschlieRlich Tag 28 postoperativ zwischen TMPPr Tieren und deren Wildtyp-
Wurfgeschwistern gemessen. Stellt man das LDPI Signal als Durchblutung im
ischamischen Hinterlauf in Prozent zum kontralateralen, nicht-ischamischen Bein dar,
ergaben sich bei TMWTWT Mausen folgende Werte: Tag 7 22,7 %, Tag 14 36,0 %, Tag
21 45,7 % und Tag 28 45,3 %. Bei den TMP™P Mausen konnte hingegen eine
signifikant bessere Perfusion von 45,9 % an Tag 7, 58,8 % an Tag 14, 68,5 % an Tag
21 und 70,2 % an Tag 28 gemessen werden. Bei heterozygoten TMWTPro Mausen, die
auf nur einem Allel die TMP™ Mutation aufwiesen, konnte ebenfalls eine signifikant
verbesserte Durchblutung im Vergleich zu den TMW™WT Wurfgeschwistern festgestellt
werden, allerdings nur an Tag 7 (45,6 %) und Tag 14 (56,5 %) postoperativ. Bei den
folgenden LDPI Messungen an Tag 21 (57,1 %) und Tag 28 (59,0 %) postoperativ
wurde hingegen weder ein signifikanter Unterschied zu den TMW™T noch zu den

TMProPro Mausen gemessen.
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Abbildung 5: GefaRneubildung nach Ischamie bei 129/SvPas-C57BL/6 TMFP© Mausen und
deren TMWTWT Kontrolltieren

(A) Reprasentative Bilder der nicht-invasiven Laser Doppler Perfusion Imaging (LDPI) Messung,
dargestellt von 129/SvPas-C57BL/6 TMWT™T und deren TMPP \Wurfgeschwistern. Gezeigt sind
jeweils der linke und rechte Hinterlauf, gemessen direkt vor und nach der Operation zur Induktion einer
einseitigen Hinterlauf-lIschdmie sowie im weiteren Verlauf an Tag 7, 14, 21 und 28 postoperativ.
(B) Quantifizierung des LDPI Signals bei Mausen der Kontrollgruppe 129/SvPas-C57BL/6 TMWTWT
(n=9), sowie von TMP™P (n=16) und TMWT (n=19) Mausen. Die Ergebnisse sind dargestellt als
Durchblutung im ischamischen Hinterlauf verglichen in % zum kontralateralen, nicht-ischamischen Bein.
Die Zeitpunkte der Messungen waren direkt vor und nach der Operation zur Induktion der Ischamie
sowie im weiteren Verlauf an Tag 7, 14, 21 und 28 postoperativ. **P<0,01, ***P<0,001 und ***P<0,0001
vs. Werte direkt nach der Operation innerhalb der gleichen Mausgruppe, #P<0,05 vs. 129/SvPas-
C57BL/6 TMWTWT Kontrolltiere zum gleichen Zeitpunkt. Die Daten wurden mittels des Two-Way ANOVA
Tests gefolgt vom Sidak‘s multiple comparisons Test erhoben.
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Um den Unterschied in der Reperfusion zwischen TMPP© Mausen und TMWTWT
Kontrolltieren auf zellularer Ebene zu untersuchen, wurden CD31-immunpositive
Endothelzellen und DAPI-positive Zellkerne mittels einer Immunfluoreszenzfarbung
dargestellt.  Abbildung 6 zeigt reprasentative Confocal-Bilder dieser
Immunfluoreszenzfarbung auf Gewebeschnitten des M. gastrocnemius. Auf den
mikroskopischen Bildern zeigt sich im isch&mischen sowie im nicht-ischamischen
Hinterlauf der TMPPro Mause jeweils eine vermehrte Anzahl von CD31-
immunpositiven Zellen (in Rot) verglichen mit den TMWTWT Kontrolltieren desselben
genetischen Hintergrunds. Vergleicht man bei beiden Mausgruppen den ischamischen
Hinterlauf mit der kontralateralen, nicht-ischdmischen Seite, stellt sich auRerdem eine
Zunahme an CD31-immunpositiven Zellen nach der Operation dar.

129/SvPas-C57BL6 129/SvPas-C57BL6
TMWTNVT TMPro/Pro

Nicht-ischamisch

Ischamisch

Abbildung 6: Darstellung von CD31-immunpositiven Zellen und Zellkernen (DAPI) bei 129/SvPas-
C57BL/6 TMPPro Mausen und deren TMW™T Kontrolltieren

Représentative Confocal-Bilder der Immunfluoreszenzfarbung zur Darstellung von CD31-
immunpositiven Endothelzellen (rot) und Zellkernen (DAPI; blau) im M. gastrocnemius von 129/SvPas-
C57BL/6 TMWTWT Mausen und deren TMPPr Wurfgeschwistern. Dargestellt ist jeweils der nicht-
ischamische und der ischamische Hinterlauf. Der Mal3stab repréasentiert 10 um.
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Die Quantifizierung in Abbildung 7A Dbestatigt die Beobachtungen der
Immunfluoreszenzfarbung. Im unverletzten Hinterlauf der TMPP© M&ause konnten
durchschnittlich 1,1 £ 0,07 (MW = SEM) CD31-immunpositive Zellen pro Muskelfaser
ermittelt werden, mit 2,3 + 0,15 (MW = SEM) im operierten Hinterlauf liel3 sich hier eine
signifikante Zunahme vermerken. Die gleiche Tendenz zeigte die Quantifizierung der
Kontrolltiere. Im nicht-ischdmischen Bein wurden im Durchschnitt 0,74 + 0,08 (MW %
SEM) CD31-immunpositive Zellen pro Muskelfaser gezahlt, im ischamischen Bein 1,15
+ 0,05 (MW £ SEM), auch hier ergab sich somit eine signifikante Zunahme. Vergleicht
man die beiden Mauslinien miteinander, zeigt sich zwischen den beiden operierten
Hinterlaufen ein besonders deutlicher Unterschied. Die mutierten TMPP© Tiere
wiesen im Durchschnitt signifikant mehr Endothelzellen auf als ihre TMWTWT
Wurfgeschwister. Dariber hinaus wurde die Anzahl der CD31-immunpositiven Zellen
auch pro mm? bestimmt (Abbildung 7B). Bei den Kontrolltieren konnte hierbei kein
signifikanter Unterschied zwischen dem rechten und linken Hinterlauf vermerkt
werden, im nicht-ischdmischen Bein wurden 93,8 = 7,24 (MW = SEM) Endothelzellen
pro mm? gezahlt, im ischamischen Bein 154 + 6,28 (MW + SEM). Bei den TMPro/Pro
Mausen wurde hingegen ein signifikanter Anstieg in der Anzahl an Endothelzellen
zwischen dem linken und rechten Bein festgestellt, von 131 + 14,4 (MW £ SEM) auf
411 + 45,1 (MW = SEM). Zusatzlich zur Quantifizierung der CD31-immunpositiven
Zellen wurde auch die Gesamtzellzahl durch Ermittlung der DAPI-positiven Zellkerne
pro Muskelfaser und mm? analysiert (Abbildungen 7C und 7D). Hierbei konnten zwar
stets signifikant mehr Zellen im ischamischen Hinterlauf verglichen mit dem nicht-
ischamischen Hinterlauf quantifiziert werden, es konnten aber keine signifikanten
Unterschiede zwischen beiden Mausgruppen festgestellt werden. Pro Muskelfaser
konnten bei den Kontrolltieren im unverletzten Hinterlauf im Durchschnitt 2,64 + 0,28
(MW £ SEM) und im operierten Hinterlauf 3,73 £ 0,34 (MW + SEM) Zellkerne gezahlt
werden. Bei den TMPPro Mgusen waren es 2,67 + 0,16 (MW * SEM) im linken Bein
und 3,58 + 0,18 (MW + SEM) im rechten Bein. Die Bestimmung pro mm? ergab bei
den Kontrolltieren im nicht-ischdmischen Hinterlauf 917 + 86,8 (MW + SEM) Zellkerne
und im ischamischen Hinterlauf 1427 + 148 (MW = SEM). Bei den TMP™P© Mausen
waren es 982 + 57,3 (MW £ SEM) Zellkerne im unverletzten und 1584 + 140 (MW %

SEM) im ischdmischen Bein.
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Abbildung 7: Quantifizierung von CD31l-immunpositiven Zellen sowie der Gesamtzellzahl bei

129/SvPas-C57BL/6 TMP™Po Mausen und deren TMWTWT Kontrolltieren

Die Ergebnisse der Quantifizierung der CD31-immunpositiven Zellen sind pro Muskelfaser (A) und pro
mm? (B) dargestellt. TMPP© (n=10) und TMYW™T (n=10) Mause waren Wurfgeschwister mit dem
gleichen genetischen Hintergrund (129/SvPas-C57BL/6). Die Ergebnisse der Quantifizierung der
Gesamtzellzahl ist ebenfalls dargestellt pro Muskelfaser (C) und pro mm? (D) von TMW™T (n=7) und
TMPOPro (n=7) Mausen. *P<0,05, **P<0,01 und ****P<0,0001 vs. dem nicht-ischamischen Hinterlauf,
#P<0,05 und ####P<0,0001 vs. Kontrollgruppe TMW™T  Die Daten wurden mittels des Two-Way
ANOVA Tests gefolgt vom Sidak’s multiple comparisons Test ermittelt.
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4.2 Unterschiedliche Wiederherstellung der Durchblutung nach Ischamie bei
TMPro/Pro Mausen mit homogenem C57BL/6J oder C57BL/6N Hintergrund
Wie bereits in anderen Studien beschrieben wurde, hat der genetische Hintergrund
der Méause einen entscheidenden Einfluss auf die Thrombomodulin Mutation (109).
Daher verglichen wir in einem nachsten Schritt TMPP© Mause, die einen homogenen
C57BL/6J oder C57BL/6N Hintergrund aufwiesen. Als Kontrollgruppe dienten uns
TMWTWT Mause mit dem jeweils selben genetischen Hintergrund, die Wurfgeschwister
der TMPPo Tiere waren. Die Tiere stellte uns ... zur Verfugung. Bei ihnen wurde,
ebenso wie bei den zuvor untersuchten Mausen, eine Ligatur der A. femoralis
durchgefihrt, um eine Ischamie im rechten Hinterlauf zu induzieren. Im weiteren
Versuchsablauf wurde die Perfusion beider Hinterlaufe mittels der nicht-invasiven
LDPI Messung ermittelt. Wie in den reprasentativen Bildern der LDPI Messung in den
Abbildungen 8A und 8B ersichtlich ist, wiesen sowohl C57BL/6J als auch C57BL/6N
TMProPro Mause jeweils eine ahnliche Reperfusion auf wie ihre entsprechenden
Wildtyp Kontrolltiere. Vergleicht man die LDPI Signale beider Mauslinien miteinander,
waren Mause mit dem genetischen C57BL/6J Hintergrund durch eine schnellere
Wiederherstellung der Durchblutung als C57BL/6N Mause gekennzeichnet. Die
guantitative Analyse der LDPI Signale in den Abbildungen 8C und 8D bestétigt diese
Beobachtungen. Die dargestellten Linien der TMP™P© ynd der TMWMWT Mause
verlaufen bei beiden Mausgruppen jeweils dicht beieinander, es zeigen sich keine
signifikanten Unterschiede. Stattdessen zeichnet sich die schnellere Reperfusion der
C57BL/6J Mause deutlich ab. An Tag 7 lag bei den C57BL/6J TMP™P™ Tieren die
Durchblutung im ischamischen Hinterlauf durchschnittlich bei 58 % im Vergleich zum
kontralateralen, nicht ischamischen Bein. An Tag 28 waren es sogar 71,6 %. Bei
TMPro’Pro Mausen mit dem C57BL/6N Hintergrund hingegen lagen diese Werte deutlich
niedriger, im Durchschnitt bei nur 23,2 % an Tag 7 und 50,9 % an Tag 28. Betrachtet
man den Verlauf der Kurven, wurden sowohl bei den mutierten Mausen als auch bei
den Kontrolltieren beider Mauslinien zu allen Zeitpunkten (Tag 7, 14, 21 und 28
postoperativ) signifikante Unterschiede in der Reperfusion im Vergleich zur

Durchblutung direkt nach der Operation (Tag 0) gemessen.
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Abbildung 8: GefaRneubildung nach Ischamie bei TMP®P© ynd TMW™T Mausen mit einem
C57BL/6J oder C57BL/6N genetischen Hintergrund

(A, B) Repréasentative Bilder der nicht invasiven Laser Doppler Perfusion Imaging (LDPI) Messung,
dargestellt von C57BL/6J und C57BL/6N TMPP° Mausen sowie deren jeweiligen Wildtyp Kontrolltieren.
Gezeigt sind jeweils der linke und rechte Hinterlauf, gemessen direkt vor und nach der Operation zur
Induktion einer einseitigen Hinterlauf-lschamie sowie im weiteren Verlauf an Tag 7, 14, 21 und 28
postoperativ. (C, D) Gezeigt ist die Quantifizierung der LDPI Signale. Die Ergebnisse sind dargestellt
als Durchblutung im ischamischen Hinterlauf in % verglichen zum kontralateralen, nicht ischadmischen
Bein. Die Zeitpunkte der Messung waren direkt vor und nach der Operation zur Induktion der Isch&mie
sowie im weiteren Verlauf an Tag 7, 14, 21 und 28 postoperativ. Die Messung wurde durchgefihrt bei
C57BL/6J TMWTWT (n=9), C57BL/6J TMP™P (n=7), C57BL/6N TMW™WT (n=10) und C57BL/6N TMPro/Pro
(n=9) Méausen. **P<0,01, **P<0,001 und ****P<0,0001 vs. Werte direkt nach der Operation innerhalb
der gleichen Mausgruppe. Die Daten wurden mittels des Two-Way ANOVA Tests gefolgt vom Sidak’s
multiple comparisons Test ermittelt.
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4.3 Erhohte EPCR Expression bei 129/SvPas-C57BL/6 TMP/Pro Mausen

Der genetische Hintergrund der Mause hat nicht nur Einfluss auf die Auspragung der
TM Mutation, auch die Expression des Endothelialen Protein C Rezeptors wird
dadurch beeinflusst. Das EPCR Gen liegt dem Agouti Locus dicht an, welcher die
Information fur die Fellfarbe tragt (117). Um EPCR nachweisen zu kdnnen, wurde
Lungengewebe der Mause entnommen, lysiert und mit Hilfe der Western Blot Methode
in die einzelnen Proteinbestandteile aufgetrennt. Die Gewinnung des
Lungenhomogenats sowie die Western Blot Analyse wurde von ... aus unserer
Arbeitsgruppe durchgefuhrt. Mit Hilfe der Western Blot Analyse konnten wir einen
deutlichen Unterschied in der EPCR Expression im Lungenhomogenat zwischen
C57BL/6J, C57BL/6N und 129/SvPas-C57BL/6 Mausen erkennen. Das Ergebnis der
Western Blot Analyse ist Abbildung 9A, die dazugehérige Quantifizierung Abbildung
9B zu entnehmen. Bei 129/SvPas-C57BL/6 TMPP©o Mausen, die eine braune
Fellfarbe aufzeigten, liel3 sich eine signifikant hohere EPCR Proteinexpression im
Lungengewebe nachweisen als bei deren Wildtyp Wurfgeschwistern mit einer
schwarzen Fellfarbe. Bei Mausen mit dem C57BL/6J oder C57BL/6N genetischen
Hintergrund hingegen war nur eine geringe Expression von EPCR nachweisbar, es
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zu den 129/SvPas-C57BL/6 TMWTWT

Tieren.

Um zeigen zu konnen, dass die verstarkte EPCR Expression auf Endothelzellen
zurtckzufuhren ist und nicht durch andere Zellen bedingt ist, wurden im nachsten
Schritt primare murine pulmonale Endothelzellen isoliert und deren EPCR Expression
untersucht. Hierfir wurde das Lungengewebe von 129/SvPas-C57BL/6 TMPPro ynd
C57BL/6N TMPr/Pro Mausen sowie von deren Wildtyp Wurfgeschwistern als Kontrolle
herangezogen. Das Ergebnis der Western Blot Analyse kann Abbildung 9C, die
dazugehdrige Quantifizierung Abbildung 9D entnommen werden. Wie bereits zuvor
im Lungenhomogenat lag bei den 129/SvPas-C57BL/6 TMP™Pr Tieren eine signifikant
hoéhere EPCR Expression im Vergleich zu den anderen Mausgruppen vor. Mit Hilfe
einer Immunfluoreszenzfarbung, welche in Abbildung 9E gezeigt ist, konnten wir die
verstarkte EPCR Expression in Endothelzellen dann auch auf Gewebeschnitten des
nicht-ischamischen Hinterlaufs dieser Mause visualisieren. Bei Mausen mit dem

C57BL/6N genetischen Hintergrund wurde EPCR hingegen nur schwach exprimiert.

In einem weiteren Schritt wurden 129/SvPas Mause mit C57BL/6J Mausen gekreuzt.

Das Lungengewebe der direkten Nachkommen dieser Kreuzung (F1 Generation;

49



Ergebnisse

129SvPas-C57BL/6J) wurde ebenfalls in einer Western Blot Analyse auf die
Expression von EPCR untersucht (Abbildungen 9A und 9B). Bei diesen M&ausen, die
keine Mutation im TM Gen aufwiesen, zeigte sich eine signifikant verstarkte
Expression des EPCR Proteins verglichen mit den 129/SvPas-C57BL/6 TMP™Pr ynd
TMWTWT Mausen. Gleiches stellte sich in der EPCR-Immunfluoreszenzfarbung in
Abbildung 9E dar. Somit konnte der Zusammenhang zwischen EPCR Expression und
genetischem Hintergrund hergestellt werden, der unabhangig von der TMP™ Mutation

ist.

Um nun auch die Bedeutung der unterschiedlichen EPCR Expression in
Endothelzellen fur die GefalRneubildung zu untersuchen, wurde bei o0.g. Tieren eine
Hinterlaufischamie induziert. In Abbildung 9F ist die Quantifizierung der LDPI Signale
der verschiedenen Mausgruppen visualisiert. Die Mause der Gruppen 129/SvPas-
C57BL/6 TMPrPro sowie 129SvPas-C57BL/6J zeigten in der Western Blot Analyse
beide eine erhdhte EPCR Expression, die Reperfusion stellte sich bei 129/SvPas-
C57BL/6 TMPPo Mausen allerdings deutlich besser dar. Bei Tieren dieser Gruppe lag
die Durchblutung verglichen zum kontralateralen, nicht-ischamischen Bein an Tag 7
bei 45,9 %, an Tag 14 bei 58,8 %, an Tag 21 bei 68,5 % und an Tag 28 bei 70,2 %.
Bei 129SvPas-C57BL/6J Mausen lag die Durchblutung hingegen nur bei 29,7 % an
Tag 7, 42,5 % an Tag 14, 51,7 % an Tag 21 und 53,5 % an Tag 28.

Abbildung 9G zeigt eine weitere Quantifizierung der LDPI Signale verschiedener
Mausgruppen. C57BL/6N TMPP Mause zeigten den Ergebnissen der Western Blot
Analyse zufolge eine geringe EPCR Expression, dies stellte sich in einer reduzierten
Reperfusion des ischdmischen Hinterlaufs im Vergleich zum kontralateralen, nicht-
iIschamischen Bein dar. Es ergaben sich folgende Werte: Tag 7 23,2 %, Tag 14 36,2
%, Tag 21 35,2 %, Tag 28 50,9 %. Betrachtet man hingegen die F1 Generation
(129/SvPas-C57BL/6N TMPOWT) aus einer Kreuzung dieser C57BL/6N TMProPro
Méause mit 129/SvPas Mausen, stellt sich eine verbesserte Reperfusion an den Tagen
14, 21 und 28 dar. An Tag 7 lag die Durchblutung des ischdmischen Hinterlaufs noch
bei 20,2 %, im Verlauf an Tag 14 bei 48,4 %, an Tag 21 bei 62,7 % und an Tag 28 bei
62,8 %. Die beste Reperfusion zeigte sich jedoch weiterhin bei TMPPr© Mausen mit

einem 129/SvPas-C57BL/6 genetischen Hintergrund.

Diese Ergebnisse lassen uns schlussfolgern, dass eine vermehrte EPCR Expression
in Endothelzellen eine mdgliche Ursache fir die beobachtete verbesserte

Wiederherstellung der Durchblutung von TMPPro Mausen sein konnte.
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Abbildung 9: Analyse der endothelialen Protein C Rezeptor (EPCR) Expression sowie dessen
Einfluss auf die Wiederherstellung der Durchblutung nach Induktion einer Hinterlaufischamie

(A) Dargestellt sind reprasentative Bilder der Western Blot Analyse aus Lungenhomogenat von TMPo/Pro
Méausen mit 129/SvPas-C57BL/6, C57BL/6J oder C57BL/6N genetischem Hintergrund sowie von deren
Wildtyp Kontrolltieren, zuséatzlich von 129/SvPas-C57BL/6J Mausen. Gezeigt ist die Starke der
Expression von CD31 (-130 kD) und EPCR (-47 kD). B-Actin (ACTB) wurde als Kontrolle fir die
Proteinbeladung verwendet. (B) Quantifizierung der Western Blot Analyse aus Lungenhomogenat von
129/SvPas-C57BL/6, C57BL/6J und C57BL/6N, jeweils TMPP° ynd TMWTWT Mause. Zusétzlich
129/SvPas-C57BL/6J Méause. Pro Mausgruppe n=3. **P<0,01 und ****P<0,0001 vs. der anderen
Mausgruppen zum gleichen Zeitpunkt. Die Daten wurden mittels des One-Way-ANOVA Tests gefolgt
vom Sidak‘s multiple comparisons Test ermittelt. (C) Dargestellt sind reprasentative Bilder der Western
Blot Analyse von primaren murinen pulmonalen Endothelzellen aus TMPP© Mausen mit 129/SvPas-
C57BL/6 oder C57BL/6N genetischem Hintergrund sowie von deren Wildtyp Kontrolltieren. Gezeigt ist
die Stérke der Expression von CD31 (-130 kD) und EPCR (-47 kD). B-Actin (ACTB) wurde als Kontrolle
fur die Proteinbeladung verwendet. (D) Quantifizierung der Western Blot Analyse von primaren murinen
pulmonalen Endothelzellen von 129/SvPas-C57BL/6 und C57BL/6N Mausen. Pro Mausgruppe n=3.
****P<(0,0001 vs. der anderen Mausgruppen zum gleichen Zeitpunkt. Die Daten wurden mittels des One-
Way-ANOVA Tests gefolgt vom Sidak’s multiple comparisons Test ermittelt. (E) Reprasentative
Confocal-Bilder der Immunfluoreszenzfarbung zur Darstellung von EPCR (rot) und Zellkernen (DAPI;
blau) im M. gastrocnemius von 129/SvPas-C57BL/6 TMW™T und deren TMPP® Wurfgeschwistern,
sowie von 129/SvPas-C57BL/6J Mausen. Dargestellt ist der nicht-ischAmische Hinterlauf. Der Maf3stab
reprasentiert 10 pm. (F) Quantifizierung des LDPI Signals von 129/SvPas-C57BL/6 TMP™P° (n=16),
129/SvPas-C57BL/6 TMWT™WT (n=9) und 129/SvPas-C57BL/6J (n=10) Mausen. Die Ergebnisse sind
dargestellt als Durchblutung im ischamischen Hinterlauf verglichen in % zum kontralateralen, nicht-
ischamischen Bein. Die Zeitpunkte der Messung waren direkt vor und nach der Operation zur Induktion
der Ischamie sowie im weiteren Verlauf an Tag 7, 14, 21 und 28 postoperativ. *P<0,05, ***P<0,001 und
**+*P<0,0001 vs. Werte direkt nach der Operation innerhalb der gleichen Mausgruppe, ##P<0,01 vs.
129/SvPas-C57BL/6 TMW™T zum gleichen Zeitpunkt. Die Daten wurden mittels des Two-Way ANOVA
Tests gefolgt vom Sidak’s multiple comparisons Test erhoben. (G) Quantifizierung des LDPI Signals
von 129/SvPas-C57BL/6 TMP™P (n=16), C57BL/6N TMP™P (n=9) und 129/SvPas-C57BL/6N TMPoWT
(n=5) Mausen. Die Ergebnisse sind dargestellt als Durchblutung im ischadmischen Hinterlauf verglichen
in % zum kontralateralen, nicht-ischAmischen Bein. Die Zeitpunkte der Messung waren direkt vor und
nach der Operation zur Induktion der Ischdmie sowie im weiteren Verlauf an Tag 7, 14, 21 und 28
postoperativ. **P<0,01, ***P<0,001 und ****P<0,0001 vs. Werte direkt nach der Operation innerhalb der
gleichen Mausgruppe, ####P<0,0001 vs. C57BL/6N TMPP zum gleichen Zeitpunkt. Die Daten
wurden mittels des Two-Way ANOVA Tests gefolgt vom Sidak’s multiple comparisons Test erhoben.
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4.4 Reduzierte endotheliale EPCR Expression bei EPCR"Tie2.Cre* Mausen

Um die Bedeutung von EPCR fur die Gefa3neubildung nach Ischamie naher
betrachten zu konnen, untersuchten wir im né&chsten Schritt die Mauslinie
EPCR"Tie2.Cre*, welche einen C57BL/6N genetischen Hintergrund trug. Diese
Mause wurden uns von ... zur Verfigung gestellt und ebenfalls einer Operation zur
Induktion einer einseitigen Hinterlauf-lschamie unterzogen (siehe Abschnitt 3.2.4). Wie
bereits in der Charakterisierung dieses Mausstamms in Abschnitt 3.2.2.2 beschrieben,
wird bei diesen Tieren das EPCRflox Allel konstitutiv durch die Tie2.Cre-Rekombinase
ausgeschnitten, wodurch es zu einer Deletion des EPCR auf Endothelzellen, aber
auch auf myeloischen und h&dmatopoetischen Zellen kommt. Als Kontrolltiere dienten
uns EPCR™ Mause, ebenfalls von ... , bei denen die Tie2.Cre-Rekombinase nicht
aktiv war und somit EPCR unter anderem auf Endothelzellen exprimiert werden
konnte. EPCR"Tie2.Cre* und EPCR" Mause waren Wurfgeschwister. Die
Abwesenheit des EPCR bei EPCR"1Tie2.Cre* Mausen konnte mittels einer
Immunfluoreszenzfarbung visualisiert werden, bei der sowohl CD31 in Rot als auch
EPCR in Grin angefarbt wurde. Reprasentative Confocal-Bilder von Gewebeschnitten
des M. gastrocnemius zeigt Abbildung 10A. Bei Mausen der Mauslinie EPCR
zeigten sich doppelt positive Zellen, vorwiegend Endothelzellen, die auf ihrer
Oberflache zusatzlich EPCR exprimierten. Bei Mausen der Mauslinie
EPCR"Tie2.Cre* hingegen farbten sich nur die Endothelzellen an, ohne dass EPCR
nachgewiesen werden konnte. Abbildung 10B zeigt eine Quantifizierung der EPCR-
immunpositiven Zellen pro Muskelfaser im ischamischen und nicht-ischamischen
Hinterlauf von EPCR"und EPCR"Tie2.Cre* Mausen. Bei EPCR"" Mausen ergab sich
kein signifikanter Unterschied zwischen dem rechten und linken Hinterlauf, im nicht-
ischamischen Bein konnten 2,25 + 0,32 (MW = SEM) EPCR-immunpositive Zellen
gezahlt werden, im ischamischen Bein 2,38 + 0,24 (MW = SEM). Eine im Vergleich zu
den EPCR" Kontrolltieren signifikant reduzierte Anzahl an EPCR-immunpositiven
Zellen lag hingeben bei EPCR"Tie2.Cre* Mausen vor, hier ergaben sich 0,35 + 0,21
(MW £ SEM) im unverletzten und 0,38 + 0,24 (MW = SEM) im ischamischen Hinterlauf.
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Abbildung 10: EPCR Expression auf Endothelzellen bei Mausen der Mauslinien EPCR" und
EPCR"Tie2.Cre*

(A) Gezeigt sind reprasentative Confocal-Bilder zur Darstellung von CD31 (rot), EPCR (griin) und
Zellkernen (DAPI; blau) auf Gewebeschnitten des M. gastrocnemius von EPCR™" Mausen und deren
EPCR"Tie2.Cre* Wurfgeschwistern. Sowohl der ischamische als auch der nicht-ischamische Hinterlauf
sind gezeigt. Der Malistab repréasentiert 10 um. (B) Ergebnis der Quantifizierung von EPCR-
immunpositiven Zellen pro Muskelfaser im ischamischen und nicht-ischamischen Hinterlauf von
EPCR" (n=4) und EPCR""Tie2.Cre* (n=4) Mausen. #P<0,05 und ##P<0,01 vs. Kontrollgruppe EPCR.
Die Daten wurden mittels des Two-Way ANOVA Tests gefolgt vom Sidak’s multiple comparisons Test
ermittelt.
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4.5 (Immun-)histochemische Charakterisierung des M. gastrocnemius nach
einseitig induzierter Ischamie bei EPCR"" und EPCR"Tie2.Cre* Mausen
Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, die zellulare Zusammensetzung des M.
gastrocnemius der Mause nach einseitig induzierter Hinterlauf-lschamie (immun-)
histochemisch zu charakterisieren. Im Folgenden werden die Ergebnisse der

einzelnen durchgefuhrten Immunfluoreszenzfarbungen vorgestellt.

45.1 Immunhistochemischer Nachweis von Gewebe-Hypoxie mittels
Carboanhydrase I1X

In einer ersten Immunfluoreszenzfarbung wurde mittels eines Antikorpers gegen das
HIFla Zielgen Carboanhydrase IX Hypoxie als Zeichen der Gewebsschéadigung
dargestellt. Diese Farbung wurde auf Schnitten des M. gastrocnemius von EPCR
und EPCR"Tie2.Cre* Mausen durchgefiihrt. Reprasentative Confocal-Bilder sind in
Abbildung 11A dargestellt und zeigen einen vermehrten Nachweis an
Carboanhydrase IX in Grun im ischamischen Hinterlauf von Tieren der Mausgruppe
EPCR"Tie2.Cre*. Die quantitative Analyse ist in Abbildung 11B dargestellt, welche
keinen signifikanten Unterschied zwischen den beiden Mauslinien EPCR"" und
EPCR"Tie2.Cre* zeigt. Bei EPCR"Tie2.Cre* Mausen konnten im linken, nicht
operierten Hinterlauf durchschnittlich 0,32 + 0,18 (MW = SEM) Carboanhydrase-
immunpositive Zellen pro Muskelfaser gezahlt werden. Im rechten, operierten
Hinterlauf konnte eine signifikante Zunahme auf 1,65 + 0,61 (MW = SEM) vermerkt
werden. Bei den Kontrolltieren der Mausgruppe EPCR"war der Unterschied zwischen
dem rechten und linken Hinterlauf deutlich geringer ausgepragt. Im linken, nicht-
ischamischen Hinterlauf ergab die Quantifizierung im Durchschnitt 0,19 + 0,05 (MW +
SEM) Carboanhydrase-immunpositive Zellen, im rechten, ischamischen Bein war eine
leichte, nicht signifikante Zunahme auf 0,76 + 0,22 (MW = SEM) zu sehen.
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Abbildung 11: Darstellung und Quantifizierung von Carboanhydrase (CAIX)-immunpositiven
Zellen als Hypoxie Marker im Hinterlauf von EPCR"" und EPCR""Tie2.Cre+ Mausen

(A) Repréasentative Confocal-Bilder der Carboanhydrase IX Immunfluoreszenzfarbung zur Darstellung
von hypoxischen Zellen in Gewebeschnitten des ischédmischen und nicht-ischamischen M.
gastrocnemius von EPCR™ Kontrolltieren und deren EPCR"Tie2.Cre* Wurfgeschwistern. In Griin sind
Carboanhydrase (CAIX)-immunpositive Zellen dargestellt, in Blau die Zellkerne (DAPI). Der Maf3stab
reprasentiert 10 pm. (B) Quantitative Analyse der Carboanhydrase-immunpositiven Zellen pro
Muskelfaser von EPCR™ (n=4) und EPCR"Tie2.Cre* (n=5) Mausen. **P<0,01 vs. dem nicht-
ischamischen Hinterlauf. Die Daten wurden mittels des Two-Way ANOVA Tests gefolgt vom Sidak’s
multiple comparisons Test ermittelt.
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4.5.2 Immunhistochemischer Nachweis von Makrophagen

In einem weiteren Schritt untersuchten wir das Muskelgewebe von EPCR" und
EPCR"Tie2.Cre* Mausen auf das Vorhandensein von Makrophagen. Bei der
Darstellung und Quantifizierung der Anzahl an Makrophagen zeigte sich ein
signifikanter Unterschied zwischen den beiden Mausgruppen. In Abbildung 12A sind
reprasentative Confocal-Bilder der Mac2 Immunfluoreszenzfarbung zur Darstellung
von Makrophagen in Griin gezeigt, Endothelzellen erscheinen in Rot. Auf den Bildern
der Mauslinie EPCR" sind sowohl im ischamischen als auch im nicht-ischamischen
Hinterlauf nur vereinzelte bis keine Makrophagen zu erkennen. Bei der Mauslinie
EPCR"Tie2.Cre* hingegen zeigt sich vor allem im ischamischen Hinterlauf eine
deutliche Zunahme an Makrophagen. Die dazugehdrige quantitative Analyse kann
Abbildung 12B entnommen werden. Pro Muskelfaser konnten im linken, nicht-
ischamischen Bein von Mausen der Kontrollgruppe EPCR" im Schnitt 0,15 + 0,03
(MW = SEM) Makrophagen gezahlt werden, im rechten ischamischen Bein waren es
0,32 + 0,04 (MW + SEM). Bei Tieren der Mauslinie EPCR"Tie2.Cre* konnten im
unverletzten Bein durchschnittlich 0,75 + 0,19 (MW + SEM) Makrophagen quantifiziert
werden. Im ischamischen Hinterlauf konnte eine signifikante Zunahme auf 1,62 + 0,28
(MW £ SEM) Makrophagen vermerkt werden. Somit konnten sowohl im ischamischen
als auch im nicht-ischamischen Hinterlauf der EPCR""Tie2.Cre* Mause signifikant

mehr Makrophagen gezahlt werden als im jeweiligen Bein der EPCR" Kontrolltiere.
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Abbildung 12: Darstellung und Quantifizierung von Mac2-positiven Makrophagen im Hinterlauf
von EPCR" und EPCR"Tie2.Cre+ Mausen

(A) Reprasentative Confocal-Bilder der Mac2 Immunfluoreszenzfarbung zur Darstellung von
Makrophagen in Gewebeschnitten des ischdmischen und nicht-ischamischen M. gastrocnemius von
EPCR" Kontrolltieren und deren EPCR"Tie2.Cre* Wurfgeschwistern. In Griin sind Makrophagen
dargestellt, Endothelzellen mittels Lectin in Rot und Zellkerne (DAPI) in Blau. Der Mal3stab reprasentiert
10 um. (B) Quantitative Analyse der Mac2-immunpositiven Zellen pro Muskelfaser von EPCR™ (n=3)
und EPCR"Tie2.Cre* (n=3) Mausen. **P<0,01 vs. dem nicht-ischamischen Hinterlauf, #P<0,05 und
####P<0,0001 vs. Kontroligruppe EPCR". Die Daten wurden mittels des Two-Way ANOVA Tests
gefolgt vom Sidak’s multiple comparisons Test ermittelt.
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4.5.3 Immunhistochemischer Nachweis von Zellproliferation mittels PCNA

Eine weitere Frage, die sich uns stellte, war ob aufgrund der induzierten Ischamie
Unterschiede in der Zellproliferation zwischen EPCR" und EPCR"Tie2.Cre* Mausen
zu erkennen sind. Mit Hilfe eines Antikorpers gegen das Proliferating Cell Nuclear
Antigen (PCNA) konnten die proliferativen Zellen im M. gastrocnemius detektiert und
dargestellt werden. Abbildung 13A zeigt reprasentative Confocal-Bilder der
Immunfluoreszenzfarbung. Bei der Quantifizierung, dargestellt in Abbildung 13B,
konnten im linken, unverletzten Bein von EPCR™" Mausen durchschnittlich 0,56 + 0,09
(MW £ SEM) PCNA-immunpositive Zellen pro Muskelfaser gezahlt werden. Auf der
Gegenseite, im rechten operierten Bein, waren es im Durchschnitt hingegen nur 0,39
* 0,09 (MW = SEM) immunpositive Zellen, allerdings waren die Unterschiede nicht
signifikant. Insgesamt zeigten sich bei Tieren der Mauslinie EPCR"Tie2.Cre* leicht,
jedoch nicht signifikant hoéhere Werte. Im nicht-ischamischen Bein konnten
durchschnittlich 0,88 + 0,11 (MW = SEM) PCNA-immunpositive Zellen pro Muskelfaser
guantifiziert werden, im isch&mischen Hinterlauf nur 0,72 £ 0,20 (MW + SEM). Auch

hier waren die Unterschiede nicht signifikant.
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Abbildung 13: Darstellung und Quantifizierung von Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA)-
immunpositiven Zellen als Marker der Zellproliferation im Hinterlauf von EPCR" und
EPCR"Tie2.Cre+ Mausen
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(A) Reprasentative Confocal-Bilder der PCNA Immunfluoreszenzfarbung zur Darstellung von
proliferativen Zellen in Gewebeschnitten des ischamischen und nicht-ischdmischen M. gastrocnemius
von EPCR™ Kontrolltieren und deren EPCR"Tie2.Cre* Wurfgeschwistern. In Rot sind PCNA-
immunpositive Zellen dargestellt, in Blau die Zellkerne (DAPI). Der Mal3stab reprasentiert 10 pum.
(B) Quantitative Analyse der PCNA-immunpositiven Zellen pro Muskelfaser von EPCR" (n=4) und
EPCR"Tie2.Cre* (n=5) Mausen. Die Daten wurden mittels des Two-Way ANOVA Tests gefolgt vom
Sidak’s multiple comparisons Test ermittelt.
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4.5.4 Immunhistochemischer Nachweis von apoptotischen Zellen

In einer weiteren Immunfluoreszenzfarbung stellten wir den Apoptosemarker p53 auf
Gewebeschnitten des M. gastrocnemius von EPCR" und EPCR"1Tie2.Cre* Mausen
dar. Die reprasentativen Confocal-Bilder in Abbildung 14A zeigen eine stark
vermehrte Anzahl an p53-immunpositiven Zellen in der ischamischen Muskulatur von
Mausen der Mauslinie EPCR"Tie2.Cre*. Mit der Immunfluoreszenzfarbung wurden
sowohl p53- als auch CD31l-immunpositive Zellen angefarbt. Zur besseren
Veranschaulichung der p53 Expression sind in Abbildung 14A Confocal-Bilder
dargestellt, bei denen das CD31 Signal ausgeblendet wurde. Die quantitative Analyse
in  Abbildung 14B verdeutlicht die signifikant vermehrte Anzahl an p53
immunpositiven Zellen im ischamischen Hinterlauf der EPCR"Tie2.Cre* Mause
verglichen mit dem der EPCR" Kontrolltiere. Im ischamischen Hinterlauf der
EPCR"Tie2.Cre* Mause waren im Durchschnitt 5,40 + 0,65 (MW + SEM) apoptotische
Zellen pro Muskelfaser zu sehen, im nicht-ischamischen Hinterlauf konnte hingegen
eine signifikante Abnahme auf durchschnittlich nur 1,80 £ 0,25 (MW + SEM) festgestellt
werden. Bei Mausen der Mauslinie EPCR" stellte sich zwischen dem rechten und
linken M. gastrocnemius kein Unterschied in der Anzahl an p53 immunpositiven Zellen

dar, jeweils konnten 1,50 + 0,22 (MW = SEM) pro Muskelfaser gezahlt werden.
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Abbildung 14: Darstellung und Quantifizierung von p53-immunpositiven Zellen als Marker fur
apoptotische Zellen im Hinterlauf von EPCR"" und EPCR™"Tie2.Cre+ M&ausen

(A) Reprasentative Confocal-Bilder der p53 Immunfluoreszenzfarbung zur Darstellung von
apoptotischen Zellen in Gewebeschnitten des ischamischen und nicht-ischamischen M. gastrocnemius
von EPCR" Kontrolltieren und deren EPCR"Tie2.Cre* Wurfgeschwistern. In Griin sind p53-
immunpositive Zellen dargestellt, in Blau die Zellkerne (DAPI). Der MaR3stab reprasentiert 10 um.
(B) Quantitative Analyse der p53-immunpositiven Zellen pro Muskelfaser von EPCR" (n=10) und
EPCR"Tie2.Cre* (n=10) M&ausen. ***P<0,0001 vs. dem nicht-ischamischen Hinterlauf, ####P<0,0001
vs. Kontrollgruppe EPCR™, Die Daten wurden mittels des Two-Way ANOVA Tests gefolgt vom Sidak’s
multiple comparisons Test ermittelt.

61



Ergebnisse

455 Histochemische Analysen von endothelialer-zu-mesenchymaler-
Transition

In zwei weiteren Immunfluoreszenzfarbungen wurde der Frage nachgegangen, ob es
durch die induzierte, einseitige Ischamie zu einer Umwandlung von endothelialen in
mesenchymale Zellen in der Muskulatur der Hinterlaufe der Mause gekommen ist und
wie dieser Vorgang durch das Fehlen von EPCR beeinflusst wird. Dieser Prozess wird
als endotheliale-zu-mesenchymale-Transition (EndMT) bezeichnet. Hierfur wurden
Gewebeschnitte des M. gastrocnemius mit dem endothelialen Marker CD31 und den
mesenchymalen Markern Smooth Muscle a-Actin (SMA) oder Platelet-Derived Growth
Factor Receptor beta (PDGFRp) angefarbt. Reprasentative Confocal-Bilder der beiden
Farbungen zeigen die Abbildungen 15 und 17. Ein moglicher erster Hinweis, dass
der Prozess der EndMT stattgefunden hat, sind doppelt positive Zellen in Gelb, die
sowohl CD31 als auch SMA bzw. PDGFR[ exprimieren. Die Quantifizierungen in den
Abbildungen 16 und 18 zeigen, dass die EndMT vermehrt im ischamischen Hinterlauf
von Mausen der Gruppe EPCR"Tie2.Cre* aufgetreten ist. Dort konnten 3,80 + 0,37
(MW = SEM) CD31/SMA doppelt immunpositive Zellen pro Muskelfaser ermittelt
werden. Dies sind signifikant mehr, vergleicht man es mit dem nicht-ischamischen
Hinterlauf derselben Mauslinie (1,8 £ 0,37 (MW £ SEM)) bzw. mit der Mauslinie
EPCR. Die Ergebnisse der CD31/ PDGFRB Farbung stellten sich ahnlich dar. Die
meisten Zellen, die sowohl den endothelialen Marker als auch den mesenchymalen
Marker exprimiert hatten, wurden ebenfalls im ischamischen Hinterlauf der Mauslinie
EPCR"Tie2.Cre* quantifiziert.
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Abbildung 15: CD31/SMA doppelt immunpositive Zellen als Hinweis fir den Prozess der EndMT

Repréasentative Confocal-Bilder der CD31/SMA Immunfluoreszenzfarbung auf Gewebeschnitten des
ischamischen und nicht-ischamischen M. gastrocnemius von EPCR™ Mé&usen und deren
EPCR"Tie2.Cre* Wurfgeschwistern. In Griin sind CD31-immunpositive Zellen dargestellt, in Rot SMA-
immunpositive Zellen und in Blau die Zellkerne (DAPI). Der Malistab repréasentiert 10 um. In der
VergrofRerung sind CD31/SMA doppelt positive Zellen in Gelb zu sehen.
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Abbildung 16: Quantifizierung der CD31/SMA doppelt immunpositiven Zellen als Hinweis fur den
Prozess der EndMT

Die Ergebnisse sind dargestellt pro Muskelfaser von EPCR" Mausen (n=5) und deren
EPCR"Tie2.Cre* (n=5) Wurfgeschwistern. Gezeigt sind jeweils der nicht-ischamische und der
ischamische Hinterlauf. **P<0,01 vs. dem nicht-ischamischen Hinterlauf, #P<0,05 und ###<0,001 vs.
Kontrollgruppe EPCR". Die Daten wurden mittels des Two-Way ANOVA Tests gefolgt vom Sidak’s
multiple comparisons Test ermittelt.
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Abbildung 17: CD31/PDGFRB doppelt immunpositive Zellen als Hinweis flr den Prozess der
EndMT

Repréasentative Confocal-Bilder der CD31/PDGFRB Immunfluoreszenzfarbung auf Gewebeschnitten
des ischamischen und nicht-ischamischen M. gastrocnemius von EPCR"" Mausen und deren EPCR™"
Tie2.Cre* Wurfgeschwistern. In Griin sind CD31-immunpositive Zellen dargestellt, in Rot PDGFR-
immunpositive Zellen und in Blau die Zellkerne (DAPI). Der Mafistab reprasentiert 10 um. In der
VergroRRerung sind CD31/PDGFRf doppelt positive Zellen in Gelb zu sehen.
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Abbildung 18: Quantifizierung der CD31/PDGFRB doppelt immunpositiven Zellen als Hinweis fur
den Prozess der EndMT

Die Ergebnisse sind dargestellt pro Muskelfaser von EPCR" Mausen (n=5) und deren
EPCR"Tie2.Cre* (n=5) Wurfgeschwistern. Gezeigt sind jeweils der nicht-ischamische und der
ischamische Hinterlauf. *P<0,05 vs. dem nicht-ischamischen Hinterlauf, ##<0,01 vs. Kontrollgruppe
EPCR". Die Daten wurden mittels des Two-Way ANOVA Tests gefolgt vom Sidak’s multiple
comparisons Test ermittelt.
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4.5.6 Histochemischer Fibrose-Nachweis mittels Siriusrot und
Polarisationsmikroskopie

Mit Hilfe der histologischen Siriusrot-Farbung konnten wir Kollagenfasern als Zeichen
der Fibrose im M. gastrocnemius von EPCR" und EPCR"Tie2.Cret Mausen
nachweisen. In Abbildung 19A sind reprasentative mikroskopische Bilder zur
Visualisierung der Kollagenfasern in Rot dargestellt. Die Quantifizierung in Abbildung
19B =zeigt keine relevanten Unterschiede in der Menge an nachgewiesenen
Kollagenfasern im rechten und linken Hinterlauf von EPCR" Mausen. Im nicht-
ischamischen Bein stellten sich durchschnittlich 6,57 + 0,22 % (MW + SEM) Fibrose
dar, im ischdmischen Bein waren es 7,12 + 0,55 % (MW + SEM) Fibrose. Bei
EPCR"Tie2.Cre* Mausen konnte eine signifikante Zunahme an Kollagenfasern im
Vergleich zur Kontrollgruppe beobachtet werden. Im linken, nicht-ischdmischen
Hinterlauf konnten im Durchschnitt 11,3 + 0,85 % (MW = SEM) Fibrose quantifiziert
werden, im rechten, ischamischen Hinterlauf signifikant mehr mit 18,3 + 0,95 % (MW
+ SEM) Fibrose.
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Abbildung 19: Darstellung von Kollagenfasern und deren Quantifizierung als Zeichen von
Fibrose

(A) Dargestellt sind reprasentative mikroskopische Bilder der Siriusrot-Farbung auf Gewebeschnitten
des M. gastrocnemius zur Darstellung von Kollagenfasern in Rot unter polarisierendem Licht. Gezeigt
ist jeweils der ischamische und nicht-ischamische Hinterlauf von EPCRY Mausen und deren EPCR""
Tie2.Cre* Wurfgeschwistern. Der Mal3stab reprasentiert 10 um. (B) Die Ergebnisse der Quantifizierung
der Siriusrot-Farbung sind dargestellt als Fibrose in % von EPCR™ (n=4) und EPCR"Tie2.Cre* (n=4)
Mausen. Gezeigt sind jeweils der nicht-ischdmische und der ischamische Hinterlauf. ***P<0,001 vs.
dem nicht-ischamischen Hinterlauf, ##P<0,01 und ####P<0,0001 vs. Kontrollgruppe EPCR"". Die Daten
wurden mittels des Two-Way ANOVA Tests gefolgt vom Sidak’s multiple comparisons Test ermittelt.
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4.5.7 Histochemische Visualisierung der Muskelfasern mittels Wheat Germ
Agglutinin

Der nun folgenden Abschnitt befasst sich mit der Fragestellung, ob Unterschiede in
der Flache der einzelnen Muskelfasern zwischen den verschiedenen Mauslinien
vorlagen. Diese hétten die Bestimmung der Zellzahl pro mm?2 Gesichtsfeld
beeinflussen kénnen. Mittels der Wheat Germ Agglutinin (WGA) Fluoreszenzfarbung
konnten die Zellmembranen und damit die einzelnen Muskelfasern des M.
gastrocnemius bei Tieren der Mausgruppen 129/SvPas-C57BL/6 TMWTWT
129/SvPas-C57BL/6 TMPPro EPCR™ und EPCR"Tie2.Cre* visualisiert werden und
anschlieBend die Flache pro Muskelfaser in ym? ermittelt werden. Abbildung 20A
zeigt die quantitativen Ergebnisse dieser Untersuchung in Mausen der Gruppen
129/SvPas-C57BL/6 TMWTWT und TMPPo_ Hierbei konnten keine signifikanten
Unterschiede festgestellt werden. Die Muskelfasern des linken, nicht operierten
Hinterlaufs von TMW™WT Mausen waren im Durschnitt 1736 + 164 ym? (MW + SEM)
groB, die des rechten, operierten Hinterlaufs 1710 + 134 um? (MW + SEM). Bei Mausen
der Gruppe TMP™Pr wurden leicht niedrigere Werte ermittelt, im linken Hinterlauf
durchschnittlich 1385 + 72,7 ym? (MW = SEM) und im rechten Hinterlauf 1548 + 75,3
um? (MW *= SEM). Abbildung 20B zeigt die Quantifizierung der Mauslinien EPCR"
und EPCR"Tie2.Cre*. Auch hier konnten keine signifikanten GréRRenunterschiede der
Muskelfasern festgestellt werden. Bei Tieren der Mauslinie EPCR" waren die
Muskelfasern der nicht-ischamischen Hinterlaufe im Durchschnitt 1611 + 178 ym? (MW
+ SEM) groRB, die der ischamischen Hinterlaufe 1485 + 149 ym? (MW + SEM). Bei der
Mausgruppe EPCR"Tie2.Cre* konnte im nicht-ischamischen Hinterlauf
durchschnittlich eine GroRe von 1461 + 113 ym? (MW = SEM) pro Muskelfaser
errechnet werden, kontralateral im ischamischen Hinterlauf von 1422 + 327 ym? (MW
+ SEM).
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Abbildung 20: Wheat Germ Agglutinin (WGA) Fluoreszenzfarbung zur Ermittlung der
Muskelfaserflache in um?

(A) Quantitative Analyse der Flache pro Muskelfaser in um? von 129/SvPas-C57BL/6 TMWT™T (n=4) und
TMProPro (n=5) Mausen. Dargestellt sind jeweils der nicht-ischamische und der ischamische Hinterlauf.
(B) Quantitative Analyse der Flache pro Muskelfaser in um?von EPCR" (n=4) und EPCR""Tie2.Cre*
(n=3) Mausen. Dargestellt sind jeweils der nicht-ischamische und der ischamische Hinterlauf. Die Daten
wurden mittels des Two-Way ANOVA Tests gefolgt vom Sidak’s multiple comparisons Test ermittelt.
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46 Das Fehlen von EPCR in Tie2-positiven Zellen reduziert die
Wiederherstellung der Perfusion nach Ischamie

Bei Mausen der Gruppe EPCR"Tie2.Cre* wurde ebenfalls die Operation zur Induktion
einer einseitigen Hinterlauf-lschamie durchgefihrt (siehe Abschnitt 3.2.4) und die
Perfusion im weiteren Versuchsablauf mittels der nicht-invasiven LDPI Messung
ermittelt. Betrachtet man die repréasentativen LDPI-Bilder, die in Abbildung 21A
gezeigt sind, lassen sich deutliche Unterschiede in der Wiederherstellung der
Durchblutung zwischen EPCR" und EPCR"Tie2.Cre* Mausen erkennen. Die
Unterschiede sind besonders an Tag 21 und 28 postoperativ zu sehen. Mause, denen
EPCR auf Tie2.Cre exprimierenden Zellen fehlte, zeigten eine deutlich reduzierte
Wiederherstellung der Durchblutung im Vergleich zu den Kontrolltieren. Die in
Abbildung 21B dargestellte quantitative Analyse der LDPI Messung veranschaulicht
die Ergebnisse grafisch. Stellt man das LDPI Signal als Durchblutung im ischamischen
Hinterlauf in Prozent zum kontralateralen, nicht-ischamischen Bein dar, erreichten die
Kontrolltiere an Tag 21 durchschnittich 37,1 % und an Tag 28 46,9 %. Bei
EPCR"Tie2.Cre* Mausen lagen jeweils signifikant niedrigere Werte vor, und zwar an
Tag 21 nur 17,9 % und an Tag 28 28,1 %.
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Abbildung 21: Reduzierte Gefallneubildung nach Isch&mie bei Mausen, denen EPCR in Tie2.Cre
exprimierenden Zellen fehlt.

(A) Reprasentative Bilder der nicht-invasiven LDPI Messung bei EPCR" und EPCR"Tie2.Cre*
Méausen. Gezeigt sind jeweils der linke und rechte Hinterlauf, gemessen direkt vor und nach der
Operation zur Induktion einer einseitigen Hinterlauf-lschamie sowie im weiteren Verlauf an Tag 7, 14,
21 und 28 postoperativ. (B) Quantitative Analyse des LDPI Signals von EPCR" (n=10) und
EPCR"Tie2.Cre* (n=11) M&usen. Die Ergebnisse sind dargestellt als Durchblutung im ischamischen
Hinterlauf verglichen in % zum kontralateralen, nicht-ischamischen Bein. Die Zeitpunkte der Messung
waren direkt vor und nach der Operation zur Induktion der Ischamie sowie im weiteren Verlauf an Tag
7, 14, 21 und 28 postoperativ. *P<0,05, **P<0,001 und ****P<0,0001 vs. Werte direkt nach der
Operation innerhalb der gleichen Mausgruppe, ##P<0,01 vs. Kontrollgruppe EPCR" zum gleichen
Zeitpunkt. Die Daten wurden mittels des Two-Way ANOVA Tests gefolgt vom Sidak’s multiple
comparisons Test erhoben.
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Die deutlich reduzierte GefaRneubildung bei Tieren der Mauslinie EPCR"Tie2.Cre*
zeigt sich auch histologisch anhand der Immunfluoreszenzfarbung in Abbildung 22A,
bei der CD31-immunpositive Endothelzellen in Rot und DAPI-positive Zellkerne in Blau
auf Gewebeschnitten des M. gastrocnemius dargestellt sind. Die reprasentativen
Confocal-Bilder veranschaulichen sowohl bei EPCR"'Tie2.Cre* als auch bei EPCR"
Mausen eine reduzierte Anzahl an Endothelzellen im ischamischen Hinterlauf
verglichen mit dem jeweiligen nicht-ischdmischen Hinterlauf. Die quantitative Analyse
in Abbildung 22B bestétigt die Beobachtungen. Bei den Kontrolltieren lie3en sich im
linken, nicht operierten Bein 1,37 £ 0,06 (MW = SEM) CD31-immunpositive Zellen pro
Muskelfaser ermitteln, im rechten, operierten Bein hingegen signifikant weniger, nur
1,0 £ 0,07 (MW + SEM). Bei EPCR""Tie2.Cre* Mausen zeigte sich ebenfalls ein
signifikanter Unterschied, hier konnten im nicht-ischmischen Hinterlauf 1,22 + 0,09
(MW £ SEM) und im ischamischen Hinterlauf 0,62 + 0,12 (MW + SEM) Endothelzellen
pro Muskelfaser gezéhlt werden. Neben der Betrachtung der Anzahl an CD31-
immunpositiven Zellen wurde bei beiden Mausgruppen auch die Gesamtzellzahl pro
Muskelfaser anhand der Zellkerne quantifiziert. Die quantitative Analyse, gezeigt in
Abbildung 22C, ergab bei beiden Gruppen eine erhohte Gesamtzellzahl im
ischamischen Hinterlauf verglichen mit dem jeweiligen nicht-ischamischen Hinterlauf.
Bei EPCR" Mausen ergab sich ein signifikanter Unterschied, 2,76 + 0,16 (MW + SEM)
Zellen pro Muskelfaser im unverletzten Bein und 4,07 = 0,27 (MW = SEM) im
operierten Bein. Bei EPCR"Tie2.Cre* Mausen zeigte sich kein signifikanter
Unterschied, die Gesamtzellzahl lag bei 2,57 = 0,15 (MW %= SEM) im nicht-
ischamischen und 3,38 £ 0,29 (MW + SEM) im ischamischen Hinterlauf.
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Abbildung 22: Darstellung und Quantifizierung von CD31-immunpositiven Zellen sowie der
Gesamtzellzahl bei EPCR" und EPCR™ Tie2.Cre* Mausen

(A) Repréasentative Confocal-Bilder der Immunfluoreszenzfarbung zur Darstellung von CD31-
immunpositiven Endothelzellen (rot) und Zellkernen (DAPI; blau) auf Gewebeschnitten des M.
gastrocnemius von EPCR"Tie2.Cre* Mausen und deren EPCR" Wurfgeschwistern. Dargestellt ist
jeweils der nicht-ischamische und der ischamische Hinterlauf. Der Maf3stab reprasentiert 10 pum.
(B) Dargestellt ist das Ergebnis der Quantifizierung von CD31-immunpositiven Zellen pro Muskelfaser
im ischamischen und nicht-ischamischen Hinterlauf von EPCR" (n=7) und EPCR""Tie2.Cre* (n=7)
Mausen. *P<0,05 und ***P<0,001 vs. dem nicht-ischamischen Hinterlauf, #P<0,05 vs. Kontrollgruppe
EPCR". Die Daten wurden mittels des Two-Way ANOVA Tests gefolgt vom Sidak’s multiple
comparisons Test ermittelt. (C) Dargestellt ist das Ergebnis der Quantifizierung der Gesamtzellzahl pro
Muskelfaser im ischamischen und nicht-ischamischen Hinterlauf von EPCR" (n=16) und
EPCR"Tie2.Cre* (n=12). **P<0,001 vs. dem nicht-ischamischen Hinterlauf. Die Daten wurden mittels
des Two-Way ANOVA Tests gefolgt vom Sidak’s multiple comparisons Test ermittelt.
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4.7 Das Fehlen von EPCR in LysM.Cre-positiven myelomonozytaren Zellen hat
keine Auswirkungen auf die Wiederherstellung der Durchblutung nach
Ischamie

Da EPCR durch die Tie2.Cre-Rekombinase sowohl auf Endothelzellen als auch auf

myeloischen und hamatopoetischen Zellen deletiert werden kann, betrachteten wir in

einem nachsten Schritt die Mauslinie EPCR"LysM.Cre*. Im Gegensatz zur Tie2.Cre-

Rekombinase wird die LysM.Cre-Rekombinase ausschliel3lich auf myeloischen Zellen

exprimiert und somit auch nur dort EPCR deletiert, EPCR auf Endothelzellen bleibt

unbeeinflusst. Die Mauslinie EPCR"LysM.Cre* wurde uns von ... zur Verfliigung
gestellt. EPCR"" Wurfgeschwister dienten uns als Kontrollgruppe. Ebenso wie bei den

Tieren der bisherigen Mauslinien wurden auch diese Mause einer Operation zur

Induktion einer einseitigen Hinterlauf-lschamie unterzogen (siehe Abschnitt 3.2.4) und

im Anschluss die Durchblutung mittels der nicht-invasiven LDPI Messung Uber einen

Zeitraum von 28 Tagen ermittelt. Wie anhand der reprasentativen LDPI-Bilder in

Abbildung 23A zu erkennen ist, zeigte sich bei EPCR"LysM.Cre* Mausen eine

ahnliche Reperfusion wie bei deren EPCR"" Kontrolltieren. Die in Abbildung 23B

gezeigte quantitative Analyse der LDPI Messung stellt die Ergebnisse grafisch dar.

Stellt man das LDPI Signal als Durchblutung im ischamischen Hinterlauf in Prozent

zum Kkontralateralen, nicht-ischdmischen Bein dar, konnten keine signifikanten

Unterschiede zwischen den beiden Mauslinien EPCR"iLysM.Cre* und EPCR" bis

einschlieRlich Tag 28 erkannt werden. An Tag 28 erreichten EPCR"LysM.Cre* Mause

durchschnittlich 40,3 %, bei Tieren der Mauslinie EPCR" waren es 43,9 %.
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Abbildung 23: Reperfusion nach Ischamie bei EPCR"" und EPCR™LysM.Cre* Mausen

(A) Reprasentative Bilder der nicht-invasiven LDPI Messung, dargestellt von EPCR" und
EPCR"LysM.Cre* Mausen. Gezeigt sind jeweils der linke und rechte Hinterlauf, gemessen direkt vor
und nach der OP zur Induktion einer einseitigen Hinterlauf-lschdmie sowie im weiteren Verlauf an Tag
7, 14, 21 und 28 postoperativ. (B) Quantitative Analyse des LDPI Signals von EPCR" (n=7) und
EPCR"LysM.Cre* (n=6) Mausen. Die Ergebnisse sind dargestellt als Durchblutung im ischamischen
Hinterlauf verglichen in % zum kontralateralen, nicht-ischamischen Bein. Die Zeitpunkte der Messung
waren direkt vor und nach der Operation zur Induktion der Ischamie sowie im weiteren Verlauf an Tag
7, 14, 21 und 28 postoperativ. *P<0,05, **P<0,01 und ***P<0,0001 vs. Werte direkt nach der Operation
innerhalb der gleichen Mausgruppe. Die Daten wurden mittels des Two-Way ANOVA Tests gefolgt vom
Sidak’s multiple comparisons Test erhoben.
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48 Das Fehlen von PAR1 verzbgert die Wiederherstellung der
Gewebeperfusion nach Ischamie

Nachdem wir den Einfluss von TM und EPCR auf die postischdmische
Wiederherstellung der Durchblutung néher untersucht hatten, betrachteten wir in
einem weiteren Schritt den Protease-aktivierten Rezeptor 1. PARL1 ist ein Thrombin-
Rezeptor auf der Oberflache von Endothelzellen, der durch Bindung eines Liganden
intrazellulare Signalwege weiterleiten kann (118). Nicht nur Thrombin kann an PAR1
binden, sondern auch Aktiviertes Protein C (aPC) kann tber die Bindung an EPCR die
Signalwege des PAR1 beeinflussen (67). Um die Beteiligung von PAR1 an der
GefalRneubildung besser zu verstehen, untersuchten wir Mause, bei denen das PAR1
Gen durch eine Punktmutation deletiert war. Die genaue Charakterisierung dieser
Mauslinie kann Abschnitt 3.2.2.3 entnommen werden. Die Mauslinie PAR1” wurde
uns von ... zur Verflgung gestellt. Bei diesen PAR1”/- Mausen wurde ebenfalls eine
einseitige Ligatur der A. femoralis durchgefiihrt, um eine Ischamie im rechten
Hinterlauf der Mause zu induzieren (siehe Abschnitt 3.2.4). Abbildung 24A zeigt
reprasentative Bilder der durchgefiihrten LDPI Messung. Darauf lasst sich eine
deutlich eingeschrankte Reperfusion der PAR17- Mause verglichen mit den C57BL/6N
Wildtyp Kontrollméusen erkennen. Abbildung 24B stellt die Ergebnisse der LDPI
Messung grafisch dar. Ab Tag 14 war die Reperfusion der PAR1”- Mause im Vergleich
zu den C57BL/6N Kontrollm&usen signifikant reduziert. Stellt man das LDPI Signal als
Durchblutung im ischamischen Hinterlauf in Prozent zum kontralateralen, nicht-
ischamischen Bein dar, ergaben sich durchschnittlich folgende Werte: Tag 14 15,6 %,
Tag 21 18,5 % und Tag 28 20,1 %. Bei den C57BL/6N Kontrollmdusen war die
Reperfusion hingegen signifikant besser bei 39,9 % an Tag 14, 46,1 % an Tag 21 und
53,0 % an Tag 28.

Um die PAR1-vermittelte Signaltransduktion, ausgelost durch Bindung von Thrombin
bzw. von aPC weiter zu differenzieren, betrachteten wir in zwei weiteren Schritten die
Durchblutung von C57BL/6N PAR1 R46Q und C57BL/6N PAR1 R41Q mutierten
Mausen. Auch hier dienten uns die C57BL/6N Wildtyp Mause als Kontrollgruppe. Die
LDPI Messungen der beiden Mausgruppen ergaben deutliche Unterschiede in deren
Durchblutung, reprasentative Bilder sind Abbildung 24A zu entnehmen, die
dazugehdrige Quantifizierung Abbildung 24C. Bei Tieren der Mauslinie PAR1 R41Q
lag die Durchblutung im ischamischen Hinterlauf an Tag 28 bei durchschnittlich 37,1

% im Vergleich zum kontralateralen Bein, es ergab sich kein signifikanter Unterschied
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zu den C57BL/6N Kontrolltieren. Bei der Mausgruppe PAR1 R46Q zeigte sich
hingegen eine signifikant schlechtere Reperfusion verglichen mit der Kontrollgruppe,

an Tag 28 lag diese bei nur 20,3 % verglichen zum kontralateralen Bein. Somit lasst
sich vermuten, dass die proangiogenetische Signaltransduktion tber PAR1 vor allem

durch aPC und weniger durch Thrombin vermittelt wird.
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Abbildung 24: Reperfusion nach Ischamie bei Mausen mit fehlendem PAR1 Gen bzw. R41Q oder
R46Q punktmutiertem PAR1 Gen

(A) Repréasentative Bilder der nicht-invasiven LDPI Messung, dargestellt von C57BL/6N, C57BL/6N
PAR17, C57BL/6N PAR1 R41Q und C57BL/6N PAR1 R46Q Mausen. Gezeigt sind jeweils der linke und
rechte Hinterlauf, gemessen direkt vor und nach der OP zur Induktion einer einseitigen Hinterlauf-
Ischamie sowie im weiteren Verlauf an Tag 28 postoperativ. (B) Quantitative Analyse des LDPI Signals
von C57BL/6N (n=12) und C57BL/6N PAR1” (n=9) Mé&usen. Die Ergebnisse sind dargestellt als
Durchblutung im ischamischen Hinterlauf verglichen in % zum kontralateralen, nicht-ischamischen Bein.
Die Zeitpunkte der Messung waren direkt vor und nach der Operation zur Induktion der Ischamie sowie
im weiteren Verlauf an Tag 7, 14, 21 und 28 postoperativ. ***P<0,001 und ****P<0,0001 vs. Werte direkt
nach der Operation innerhalb der gleichen Mausgruppe, ##P<0,01 und ###P<0,001 vs. Kontrollgruppe
C57BL/6N zum gleichen Zeitpunkt. Die Daten wurden mittels des Two-Way ANOVA Tests gefolgt vom
Sidak’s multiple comparisons Test erhoben. (C) Quantitative Analyse des LDPI Signals von C57BL/6N
(n=12), C57BL/6N PAR1" (n=9), C57BL/6N PAR1 R41Q (n=13) und C57BL/6N PAR1 R46Q (n=13)
Mausen. Die Ergebnisse sind dargestellt als Durchblutung im ischamischen Hinterlauf verglichen in %
zum kontralateralen, nicht-ischdmischen Bein. Die Zeitpunkte der Messung waren direkt vor und nach
der Operation zur Induktion der Ischamie sowie im weiteren Verlauf an Tag 7, 14, 21 und 28
postoperativ. *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001 und ***P<0,0001 vs. Werte direkt nach der Operation
innerhalb der gleichen Mausgruppe, ##P<0,01, ###P<0,001 und ####P<0,0001 vs. Kontrollgruppe
C57BL/6N zum gleichen Zeitpunkt. Die Daten wurden mittels des Two-Way ANOVA Tests gefolgt vom
Sidak’s multiple comparisons Test erhoben.
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5 Diskussion

Die Bildung neuer Blutgefal3e stellt einen wichtigen physiologischen Prozess im
Rahmen der Wundheilung, aber auch bei vielen Pathologien wie entzindlichen
Prozessen oder Tumorleiden dar (1). Myokardinfarkt und Schlaganfall sind typische
Erkrankungen, die aufgrund einer Gefalistenose oder -okklusion entstehen und deren
hypoxische Folgeschaden durch eine suffiziente Gefal3neubildung verhindert bzw.
vermindert werden konnen. Daher sind neue Erkenntnisse hinsichtlich der
Mechanismen, welche den protektiven und regenerativen Einflissen von
Endothelzellen zugrunde liegen und eine entscheidende Rolle im Prozess der
Angiogenese spielen, von hoher Bedeutung fur kardiovaskulare Erkrankungen, aber

auch fur ischamische und thrombotische Ereignisse.

In der vorliegenden Studie haben wir anhand verschiedener, genetisch veranderter
Mauslinien in vivo den Einfluss des Thrombomodulin-EPCR-PAR1 Systems auf die
Wiederherstellung der Gewebeperfusion durch die Neubildung von GefalRen nach
einer einseitig induzierten Hinterlauf-lIschamie naher betrachtet. Hierbei konnten wir
eine entscheidende Rolle der EPCR-aPC-PARL1 Signaltibertragung flr regenerative

Angiogenese Prozesse erkennen.

5.1 Vermehrte Thrombin Expression in Thrombomodulin-mutierten Mausen
fordert die Gefal3neubildung nach Ischamie
Endothelzellen besitzen antikoagulatorische Eigenschaften, welche neben dem
hemmenden Einfluss auf die Aktivierung von Blutplattchen vorwiegend durch die
Expression verschiedener Proteine auf ihrer luminalen Oberflache vermittelt werden
(2). Thrombomodulin (TM) ist ein entscheidendes endotheliales Glykoprotein, welches
durch die Bindung des Gerinnungsfaktors Thrombin dessen koagulatorische
Eigenschaften inhibiert und gleichzeitig die Aktivierung von Protein C fordert (5).
Bereits in frheren Studien wurde gezeigt, dass Mutationen im TM Gen einen
wichtigen Einfluss auf die Blutgerinnung nehmen und eine erniedrigte TM Expression
zu einem erhohten Risiko fur die Entstehung von Thromben sowie fur das Auftreten
von Myokardinfarkten fihren kann (9, 10, 56). Gleichzeitig weisen bestimmte
Abschnitte oder Untereinheiten im TM-Gen unter anderem proangiogenetische Effekte
auf Endothelzellen sowie deren Vorlauferzellen auf (43, 119). Durch seine wichtigen
Effekt auf die Blutgefal3neubildung hat TM eine kritische Bedeutung wahrend der

Embryogenese, wie anhand experimenteller Mausversuche gezeigt wurde (120).
77



Diskussion

Die zu Beginn in unserer Studie verwendete TMPP© Mauslinie ahmt den Zustand der
endothelialen Dysfunktion oder Schadigung nach, indem eine Punktmutation des TM
Gens zu einer deutlich reduzierten Hemmung von Thrombin sowie zur
eingeschrankten Generierung von aktiviertem Protein C (aPC) fuhrt (108). Bei
129/SvPas-C57BL6 TMP™Po Mausen mit einem gemischt-genetischen Hintergrund
zeigte sich anhand der nicht-invasiven Laser Doppler Perfusion Imaging Methode im
Anschluss an eine Operation zur Induktion einer einseitigen Hinterlauf-Isch&mie eine
gesteigerte Reperfusion im Vergleich zu den TMWTWT Kontrolltieren (Abbildung 5).
Zusatzlich stellte sich anhand der vermehrten Expression von CD31-immunpositiven
Zellen, welche als Marker fiir Endothelzellen dienten, eine erhéhte Dichte an Kapillaren
dar (Abbildungen 6 und 7). Die Gesamtzellzahl zeigte sich bei 129/SvPas-C57BL6
TMProPro ynd TMWTWT Mausen ahnlich, jeweils vermehrt im ischamischen verglichen

mit dem nicht-ischamischen Hinterlauf.

CD31 (Cluster of Differentiation 31), auch als PECAM 1 (Platelet Endothelial Cell
Adhesion Molecule-1, Thrombozyten-Endothelzellen-Adhasionsmolekl 1)
bezeichnet, ist ein transmembranes Glykoprotein, welches neben der Expression auf
frGhen und reifen Endothelzellen auch auf Thrombozyten, Neutrophilen, Leukozyten,
Megakaryozyten und hamatopoetischen Vorlauferzellen nachgewiesen werden kann
(121-123). Andere Endothelzellen-Marker sind unter anderem das tight junction
Protein VE-Cadherin und vWF, welcher jedoch vorwiegend auf reifen Endothelzellen
exprimiert wird (in Weibel-Palade-Kérperchen) und auch in den a-Granula von
Blutplattchen  nachweisbar ist, sowie CD34, welcher vor allem auf

Endothelvorlauferzellen nachweisbar ist.

Wie bereits bei anderen Krankheitsmodellen gezeigt wurde, kdnnte die erhéhte
Thrombin Expression der TMPPro Mause fir die vermehrte GefaRneubildung
verantwortlich sein (124). Durch die Aktivierung des Protease-aktivierten Rezeptors 1
(PAR1) induziert Thrombin unter anderem eine Hochregulierung von vaskularen
endothelialen Wachstumsfaktoren (VEGF; Vascular Endothelial Growth Factor),
Angiopoetin-2 und Fibroblasten Wachstumsfaktor 1 (FGF1, Fibroblast Growth Factor
1) (88, 125) sowie eine Herunterregulierung des Transforming Growth Factor beta
(TGF-B)-Rezeptors, welcher die Proliferation von Endothelzellen hemmt (126).
Dadurch werden die proangiogenetischen Eigenschaften von Endothelzellen geférdert
und der Prozess der Gefalneubildung durch den Einfluss des Thrombins untersttitzt
(92, 127). Gleichzeitig gibt es Hinweise darauf, dass zu hohe Thrombin
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Konzentrationen aufgrund einer mdoglichen Herunterregulierung des Thrombin
Rezeptors zu einer Umkehr der proangiogenetischen Eigenschaften fihren kdnnen
und somit die Angiogenese gehemmt wird (92). In hoherer Konzentration bindet
Thrombin auch an andere PARs, unter anderem an den vorwiegend auf Plattchen
exprimierten PAR4. In diesem Zusammenhang ist zu erwahnen, dass in
weiterfihrenden Experimenten der Arbeitsgruppe (nicht Teil der vorliegenden Arbeit)
in PAR47- Mausen keine Auswirkungen auf die Angiogenese nach Ischamie gefunden
wurden. Auch fir den auf Endothelzellen exprimierten PAR3 wurden keine
Unterschiede gefunden, wéahrend PAR2 primér nicht von Thrombin aktiviert wird.
Zuséatzlich neben dem PAR1-vermittelten Einfluss des Thrombins auf die
GefalRneubildung sollte bedacht werden, dass auch andere, PAR1-unabh&angige
Signalwege an diesem Prozess beteiligt sein kdnnten. So ist Thrombin durch
proteolytische Spaltung des auf Endothelzellen exprimierten Molekils Jaggedl in der
Lage, die Freisetzung des proangiogenetischen FGF1 direkt zu fordern (128). Des
Weiteren beginstigt Thrombin die Expression des Integrins avf3, welches als
endothelialer Rezeptor unter anderem fur vWF, Fibrin und Fibronektin dient und als

Marker fur angiogenetische Vorgange gesehen werden kann (129, 130).

5.2 Der proangiogenetische Phanotyp der Mause mit einer Punktmutation im
Thrombomodulin-Gen zeigt sich nur in Kombination mit vermehrter
endothelialer EPCR Expression

Bereits frihere Studien zeigten, dass genetische Unterschiede zwischen

verschiedenen Mauslinien hinsichtlich der phanotypischen Ausprdgung von

Mutationen des TM Gens von Bedeutung sind (109). Die von uns untersuchten

C57BL/6J TMP/Pre ynd C57BL/6N TMPPo MAuse zeigten nach einseitig induzierter

Hinterlauf-lschamie jeweils eine ahnliche Wiederherstellung der Durchblutung wie ihre

Wildtyp Kontrolltiere. Stattdessen stellte sich, in Einklang mit anderen bereits

durchgefuhrten Studien (131, 132), bei Mausen mit einem C57BL/6J Hintergrund eine

deutlich schnellere Reperfusion dar verglichen mit C57BL/6N Mausen. C57BL/6J

Mause besitzen eine Deletion des nicotinamide nucleotide transhydrogenase (nnt)

Gens (133, 134). Nnt wird auf der inneren Membran von Mitochondrien exprimiert und

ist an deren antioxidativer Wirkung beteiligt.

Mit Hilfe weiterer, in Abschnitt 4.3 beschriebenen Versuchen, konnten wir zeigen, dass

der proangiogenetische Phanotyp der 129/SvPas-C57BL6 TMP™Pr MZuse nur in
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Kombination mit einer vermehrten EPCR Expression zu beobachten ist. In der Western
Blot Analyse von Lungenhomogenat aus 129/SvPas-C57BL6 TMPPro Mausen zeigte
sich eine intensive EPCR Bande. Mit Hilfe isolierter, prim&rer muriner pulmonaler
Endothelzellen konnten wir die erhdhten EPCR Spiegel auf eine verstarkte EPCR
Expression auf Endothelzellen zuriickfiihren. Die alleinige Uberexpression von EPCR
bei intaktem TM-Gen, wie es bei 129SvPas-C57BL/6J Mausen vorlag, war jedoch nicht
ausreichend, um die Durchblutung im ischamischen Hinterlauf der Mause deutlich zu
verbessern. Nur die Kombination aus einer vermehrten EPCR Expression mit einer
Mutation des TM Gens, wie es bei den homozygoten 129/SvPas-C57BL6 TMPro/Pro
Mé&usen vorlag, fihrte zu einer signifikant gesteigerten Angiogenese im Vergleich zu
den Kontrolltieren. Diese Ergebnisse sind vereinbar mit der Annahme, dass die
erhohte Thrombin Konzentration der TMPP° Mause einerseits direkte
proangiogenetische Auswirkungen hat und andererseits zu einer ausreichenden
Generierung von aPC fuhrt, wodurch EPCR-abhéangig die Neubildung von Blutgefaen
gefordert werden kann.

5.3 EPCR stellt entscheidenden Faktor im Prozess der Angiogenese dar

Die Annahme, dass EPCR eine wichtige Rolle in der Neubildung von Gefal3en
zukommt, konnten wir mit Hilfe der Mauslinie EPCR"Tie2.Cre* mit einem C57BL/6N
genetischen Hintergrund bekraftigen. EPCR wird von einer Vielzahl von Zellen, welche
an der Neubildung von GefaRen beteiligt sind, exprimiert, darunter auch von
Endothelzellen (135). EPCR kann vorwiegend auf der endothelialen Oberflache in
Arterien und Venen und weniger auf der in Kapillaren nachgewiesen werden (59).
Dennoch stellte sich in unserem Mausmodell dar, dass das Vorhandensein von EPCR
entscheidend fir die post-ischamische Regenerierung neuer Kapillaren ist. Bei
EPCR"Tie2.Cre* Mausen, bei denen immunhistochemisch eine stark reduzierte
endotheliale EPCR Expression nachweisbar war, zeigte sich eine signifikant
verminderte Reperfusion der ischdmischen Hinterlauf-Muskulatur verglichen mit den
Kontrolltieren (Abbildung 21). Ebenso stellte sich eine verminderte Anzahl an
Endothelzellen dar (Abbildung 22). Die Verwendung von Angiogenese Assays in
weiteren Versuchen aus unserer Arbeitsgruppe (nicht gezeigt in der vorliegenden
Arbeit) unterstiitzen die Ergebnisse. Sowohl ex vivo (anhand von Gewebeschnitten der

Aorta) als auch in vitro (anhand isolierter, CD31-positiver Endothelzellen) konnten wir
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bei EPCR"Tie2.Cre* Mausen eine reduzierte Lange sowie eine reduzierte Anzahl

neuer Gefal3sprosse zeigen.

EPCR besitzt antiinflammatorische Eigenschaften und kann auf verschiedenen
Immunzellen nachgewiesen werden (136). In Mausstudien stellte sich eine
Uberexpression von EPCR als protektiv gegen septische und thrombotische
Ereignisse dar (137). Dennoch ergab sich bei EPCR"LysM.Cre* Mausen, bei denen
eine genetische Deletion des EPCR auf myeloischen Zellen vorlag, keine Anderung
der Gefal3neubildung unter ischamischen Bedingungen (Abbildung 23). Vergleicht
man diese Ergebnisse mit der eingeschrankten Reperfusion von EPCR"Tie2.Cre*
Mausen, unterstitzt dies die entscheidende Rolle der EPCR Expression auf Tie2-
exprimierenden Endothelzellen im Prozess der Angiogenese. Hierbei sollte jedoch
beachtet werden, dass die konstitutionelle Deletion des EPCR durch die Tie2.Cre-
Rekombinase nicht nur Endothelzellen betrifft, sondern auch hdmatopoetische Zellen
betroffen sein kdénnen und Verdnderungen in diesen somit ebenfalls die
GefalRneubildung beeinflussen koénnten. Dartber hinaus besitzen endotheliale
Vorlauferzellen, welche im Knochenmark vorhanden sind und zugleich frei im Blut
zirkulieren, regenerative und proangiogenetische Eigenschaften (138, 139). EPCR
kann als Marker fur Stamm- und Vorlauferzellen der endothelialen Zellreihe
angesehen werden, wird aber auch von hamatopoetischen Stammzellen exprimiert
(83, 140). Die Interaktion von Thrombin mit PARL1 flhrt zu einer vermehrten Produktion
von Stickstoffmonoxid (NO), wodurch die Abspaltung des EPCR von
hamatopoetischen Stamm- und Vorlauferzellen im Knochenmark induziert und somit
deren Mobilisierung gefordert wird (81). Hamatopoetische Stammzellen besitzen die
Fahigkeit zur Selbsterneuerung und zur Differenzierung in die verschiedenen Zellen

des blutbildenden Systems sowie in Endothelzellen (79).
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5.4 Die Angiogenese wird primar durch die aPC-vermittelte PAR1
Signalibertragung induziert
Die vier Protease-aktivierten Rezeptoren (PAR1-PAR4) konnen auf der Oberflache
verschiedener Zellen nachgewiesen werden, Endothelzellen beispielsweise
exprimieren vorwiegend PAR1 und PAR2 (8, 65). Neben der entscheidenden Rolle in
der intrazellularen Signalibertragung des proangiogenetischen Einflusses von
Thrombin auf Endothelzellen ist PAR1 auch an der Vermittlung der zytoprotektiven
Eigenschaften des aPC beteiligt. Durch Bildung eines Komplexes mit EPCR auf der
Oberflache von Endothelzellen ist aPC in der Lage, PAR1l-abhéngig
antiinflammatorische, antiapoptotische und zytoprotektive Signalwege in Gang zu
setzen (141, 142). Uber denselben Mechanismus werden unter anderem auch die
antientzindlichen und zytoprotektiven Eigenschaften des TM vermittelt, indem es die
Bereitstellung des aPC durch Bildung eines Komplexes mit Thrombin verstarkt. TM
besitzt sowohl eine aPC-vermittelte als auch eine direkte antientztindliche Wirkung
(143). Die direkte Wirkung erfolgt durch Unterdriickung des Komplementsystems
sowie von Endotoxinen, zuséatzlich hemmt TM sogenannte Pathogen-Associated
Molecular Patterns (PAMPs) und Damage Associated Molecular Patterns (DAMPS),
welche das Auftreten einer Entziindungsreaktion unterstiitzen. Endothelzellen selbst
konnen Entzindungszellen wie Leukozyten durch die Expression von
Zelladhasionsmolekilen sowie durch die Freisetzung von Zytokinen anlocken und via
Diapedese in entzindliches Gewebe schleusen (45). An dieser Stelle sollte
berucksichtigt werden, dass unsere Versuchsmause zur Schmerzlinderung
postoperativ das Arzneimittel Metamizol erhalten haben. Metamizol wirkt primar
analgetisch, antipyretisch und spasmolytisch, hat aber auch eine leichte
antientzindliche Wirkung, welche Einfluss auf unsere Ergebnisse genommen haben

kdnnte.

In der vorliegenden Studie konnten wir anhand der Mauslinie PAR1" zeigen, dass die
globale Deletion von PAR1 mit einer stark reduzierten postischamischen
Gewebereperfusion verbunden ist (Abbildung 24). In weiteren Versuchen unserer
Arbeitsgruppe war die Neubildung von Gefal3en hingegen unbeeinflusst von der
Abwesenheit von PAR2 und PAR4. Andere Studien deuten darauf hin, dass sowohl
die Thrombin-induzierte Signalibertragung durch PAR1 als auch die tUber PAR2,
welche vor allem die zellularen Effekte von Faktor Xa sowie des Tissue Faktor—Faktor

Vila Komplexes vermittelt (8, 65), fur die Neovaskularisation tumordser Prozesse
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mitverantwortlich sind (144, 145). Die hypoxiebedingte retinale Neubildung von
GefalRen stellte sich hingegen primar als Tissue Faktor-vermittelte PAR2
SignalUbertragung dar (146). Auch Thrombozyten exprimieren auf ihrer Oberflache
Protease-aktivierte Rezeptoren und kénnen dadurch Einfluss auf die Angiogenese
nehmen. PAR1 und PAR4 zeigen sich als mégliche Regulatoren der Freisetzung von
pro- und antiangiogenetischen Faktoren aus den a-Granula humaner Blutplattchen
(147).

Weitere Ergebnisse unserer Studie deuten darauf hin, dass die Angiogenese in
unserem Modell vorwiegend von der aPC-abhangigen PAR1 Aktivierung beeinflusst
wird. C57BL/6N PAR1 R41Q Mause sind aufgrund einer Punktmutation des PAR1
Gens Thrombin-, Faktor Xa- und aPC-resistent. Die Spaltung des PAR1 durch
Thrombin an Aminosaurestelle Arg4l induziert normalerweise proinflammatorische,
prothrombotische und apoptotische Signalwege (72). C57BL/6N PAR1 R46Q M&ause
weisen eine Punktmutation des PAR1 Gens bei Arg46 auf, wodurch sie ausschliel3lich
aPC-resistent sind und die aPC-vermittelten zellprotektiven Prozesse nicht in Gang
gesetzt werden konnen (113). Die unterschiedlichen Stellen der proteolytischen
Spaltung des PAR1 ermdéglichen es, dass abhangig von der aktivierenden Protease
gegensatzliche Signalwege durch denselben Rezeptor aktiviert werden kénnen (70).
Mause der C57BL/6N PAR1 R46Q Gruppe zeigten eine deutlich schlechtere
Wiederherstellung der Gewebedurchblutung des ischdmischen Hinterlaufs verglichen
mit den C57BL/6N PAR1 R41Q Mausen (Abbildung 24). Die Betrachtung von
Explantaten der Aorta in weiteren Versuchen unserer Arbeitsgruppe (nicht gezeigt in
der vorliegenden Arbeit) zeigten zudem eine deutlich geringere Ausbildung neuer
Gefal3sprosse bei PAR1 R46Q Méausen.

In weiterfUhrenden Experimenten konnten wir die Ergebnisse dieser Arbeit durch die
Anwendung und Analyse von Angiogenese Assays ex vivo an Gewebeschnitten der
Aorta bestatigen. Die Stimulation priméarer Endothelzellen isoliert aus der Lunge von
C57BL/6N Méausen mit TR47 PAR1-basierten Peptiden, wodurch eine Spaltung des
PAR1 durch aPC nachgeahmt wurde, bewirkte hinsichtlich der Anzahl und Lange
neuer GefalRsprosse ebenfalls eine deutlich starkere Antwort im Vergleich zur
Verwendung von Kontrollpeptiden oder TR41 PAR1-basierten Peptiden, welche die
Aktivierung des PAR1 durch Thrombin imitierten.

Die demonstrierte Rolle der EPCR-aPC-PAR1 Signalubertragung im Prozess der

ischamischen arteriellen Revaskularisation konnte auch in anderen Studien gezeigt
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werden. Vermittelt durch PAR1 besitzt aPC neuroprotektive Eigenschaften und férdert
die Neovaskularisation im Rahmen einer zerebralen Ischamie (77, 148). Daruber
hinaus konnte eine aPC-abhangige verbesserte Durchblutung bei myokardialen und
renalen ischamischen Ereignissen festgestellt werden (149, 150). Weitere Studien
zeigten, dass aPC die Proliferation von Endothelzellen unter anderem durch die
EPCR-vermittelte Aktivierung der endothelialen Stickstoffmonoxid Synthase (eNOS)
sowie der Mitogen-aktivierten Proteinkinase (MAPK) stimuliert (151). Ubicha et al.
konnten die proangiogenetischen Eigenschaften des aPC mit Hilfe von murinen
Hornhautexplantaten darstellen (152). Anhand unserer Ergebnisse lasst sich jedoch
nicht ausschlie3en, dass aPC auch durch andere Mechanismen, welche unabhangig
der Spaltung des PAR1 sind, wie beispielsweise durch B-Arrestin-2, zytoprotektive
Effekte vermittelt (153).

5.5 Das Fehlen von EPCR auf Tie2-exprimierenden Zellen fiihrt zu vermehrter
Gewebehypoxie, Entzindungsreaktion und Apoptose von Endothelzellen
In Hinblick auf den wichtigen Einfluss des EPCR auf die Neubildung von Gefal3en
untersuchten wir bei EPCR"Tie2.Cre* Mausen sowie bei deren Kontrolltieren weitere
zellulare Veranderungen des M. gastrocnemius nach einseitig induzierter Ischamie

und verwendeten dazu verschiedene Immunfluoreszenzfarbungen.

Die Ergebnisse unserer Studie prasentieren eine signifikant erhéhte Anzahl an
Makrophagen im ischamischen Hinterlauf von EPCR"Tie2.Cre* Mausen, verglichen
mit den Ergebnissen der Quantifizierung der Kontrollgruppe EPCR" (Abbildung 12).
Im Falle einer Gewebeschadigung kommt es durch die Freisetzung von sogenannten
DAMPs und PAMPs aus absterbenden Zellen zu einer Entzindungsreaktion (154).
Diese bewirkt unter anderem die Aktivierung der im Gewebe anséssigen
Makrophagen, welche auf ihrer Oberflache zahlreiche Rezeptoren exprimieren,
wodurch sie die Signale von Pathogenen und absterbenden Zellen wahrnehmen
konnen (155). Zusatzlich werden durch Chemokine vermittelt vermehrt Monozyten aus
dem Knochenmark freigesetzt, welche die Vorlauferzellen der Makrophagen sind
(155). Diese wandern in das entzindliche Gewebe ein und differenzieren zu
Makrophagen. Dartber hinaus sind noch zahlreiche weitere Zellen an der
Immunantwort beteiligt, darunter Neutrophile, Lymphozyten, aber auch Endothelzellen
und Fibroblasten (156). Makrophagen sind myeloide Zellen, die nicht nur fur die
Phagozytose von Pathogenen und Zelldetritus verantwortlich sind, sondern als
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Antigen-prasentierende Zellen entscheidend zur Produktion spezifischer Antikorper
beitragen (157). Sie produzieren einerseits proinflammatorische Zytokine wie den
Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), Interleukin-1 (IL-1) und Interleukin-6 (IL-6), anderseits
aber auch verschiedene Wachstumsfaktoren, darunter den Platelet-Derived Growth
Factor (PDGF), Transforming Growth Factor 1 (TGF-B1) und VEGF, wodurch die
Zellproliferation und Gefal3neubildung gefordert wird (154, 157, 158). Der Zustand
einer Gewebehypoxie nimmt Einfluss auf die Freisetzung der verschiedenen Zytokine
und Wachstumsfaktoren, aber auch auf die Morphologie, Phagozytose, metabolische
Aktivitat und Expression von Oberflachenmarkern der Makrophagen (159, 160). Unter
hypoxischen Bedingungen werden beispielsweise vermehrt proangiogenetische
Zytokine freigesetzt, Oberflachenrezeptoren exprimiert, Leukozyten angelockt und

vermindert Phagozytose betrieben.

Bei Betrachtung der unterschiedlichen Anzahl an Makrophagen zwischen
EPCR"Tie2.Cre* und EPCR" Mausen sollte berticksichtigt werden, dass uns bei
dieser Immunfluoreszenzfarbung aufgrund unzureichender Gewebequalitat nur drei
Mause pro Gruppe fur die Auswertung zur Verfigung standen. Dennoch zeigte sich
ein signifikanter Unterschied, welcher mdglicherweise auf die verminderte EPCR
Expression bei EPCR"Tie2.Cre* Mausen zurlickzufuihren ist. Das Fehlen von EPCR
in Tie2-positiven Zellen reduziert die Wiederherstellung der Reperfusion nach
Ischamie signifikant, was zur vermehrten Gewebe-Hypoxie im ischamischen Hinterlauf
der EPCR" Tie2.Cre* Mause fihrt. Mit Hilfe der Immunfluoreszenzfarbung zur
Darstellung Carboanhydrase-immunpositiver Zellen konnten wir indirekt die Hypoxie
als Zeichen der Gewebeschadigung darstellen (Abbildung 11). Die vermehrte
Gewebeschadigung fuhrt zur gesteigerten Freisetzung von DAMPs und PAMPs,
wodurch es zur Akkumulation von Makrophagen kommt. Des Weiteren ist das
Vorhandensein von EPCR auf Endothelzellen entscheidend, um mit aPC einen
Komplex zu bilden, wodurch PAR1-abhangig zytoprotektive, antiinflammatorische und
antiapoptotische Signalwege in Gang gesetzt werden koénnen (141, 142). Im
ischamischen Hinterlauf der EPCR"Tie2.Cre* Mause konnte als Zeichen der
reduzierten zytoprotektiven Aktivitdt des aPC eine signifikant erhohte Anzahl an p53-
immunpositiven Zellen nachgewiesen werden (Abbildung 14). p53 ist ein
Tumorsuppressorgen, welches die Reparatur von zellularer DNA reguliert und den
Prozess der Apoptose induzieren kann (161, 162). In einer Studie von Cheng et al.

konnte gezeigt werden, dass die antiapoptotische Eigenschaft des aPC im Rahmen
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einer zerebralen Ischamie in Anwesenheit von EPCR und PAR1 durch die Hemmung
der p53-induzierten Apoptose vermittelt wird (163). Bei der Immunfluoreszenzfarbung
zur Darstellung von p53-immunpositiven Zellen farbten wir gleichzeitig auch CD31-
immunpositive Zellen an. Zur besseren Veranschaulichung des p53-Signals sind in
Abbildung 14 Confocal-Bilder dargestellt, bei denen die CD31 Expression
ausgeblendet wurde. Anhand der doppelt-positiven Zellen zeigte sich, dass die
vermehrte p53 Expression unter anderem auf Endothelzellen zurtckzufihren ist. Nicht
auszuschlieRen ist, dass auch Perizyten, welche sich den Endothelzellen direkt
anlagern, einen Zellkontakt mit ihnen bilden und gemeinsam die GefalBwande in
Kapillaren und post-kapillaren Venolen formen (164, 165), vermehrt apoptotisch

wurden.

5.6 Die Zellproliferation wird nicht von der reduzierten EPCR Expression
beeinflusst
Mit Hilfe einer weiteren Immunfluoreszenzfarbung zur Darstellung von PCNA-
immunpositiven Zellen stellten wir die Zellproliferation als Zeichen von Zellteilung und
-wachstum dar. Eine hohe Zellproliferationsrate ist ein Hinweis auf ein aktives, sich
teilendes Gewebe, wie es zum Beispiel nach Verletzungen oder bei Entziindungen
vorliegt. Entgegen unseren Erwartungen zeigten die Ergebnisse unserer Studie eine
leichte, nicht signifikante Zunahme von PCNA-immunpositiven Zellen bei
EPCR"Tie2.Cre* Mausen in Vergleich zu den EPCR" Kontrolltieren, jeweils konnte
mehr Zellproliferation im nicht-ischamischen Hinterlauf als im ischdmischen Hinterlauf
nachgewiesen werden (Abbildung 13). Bei Betrachtung unserer Ergebnisse sollte
bertcksichtigt werden, dass uns aufgrund unzureichender Gewebequalitat nur vier
bzw. funf Mause pro Mausgruppe fur die Quantifizierung zur Verfiigung standen. In
Hinblick auf die Fahigkeit des aPC, die Proliferation von Endothelzellen zu stimulieren
(152), ware ein vermehrter Nachweis von PCNA-immunpositiven Zellen eher bei den
EPCR" Kontrolltieren mit intaktem EPCR zu erwarten gewesen. Jedoch kénnte auch
die vermehrte Gewebeschadigung im Hinterlauf der EPCR"Tie2.Cre* Mause zur
gesteigerten Zellproliferation beigetragen haben. Unsere Ergebnisse geben Auskunft
uber die Zellproliferation im M. gastrocnemius 28 Tage nach der Operation zur
Induktion einer einseitigen Hinterlaufischamie. Uber die Entwicklung der

Zellproliferation im Zeitraum von Operation bis zur Gewebeentnahme ergeben sich
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keine Informationen. Mdéglicherweise war die Proliferation neuer Zellen an Tag 28

bereits abgeschlossen.

Durch die histochemische Visualisierung der einzelnen Muskelfasern mittels Wheat
Germ Agglutinin  (WGA) konnten wir sicherstellen, dass die bisher ermittelten
Ergebnisse und Unterschiede auf zellularer Ebene zwischen den verschiedenen
Mausgruppen sowie zwischen dem jeweiligen rechten und linken Hinterlauf der Mause
nicht auf einen GrolRenunterschied der einzelnen Muskelfasern zurtickzufiihren sind,
sondern davon unabhangig sind. Misst man die Flache pro Muskelfaser in pm?,
ergaben sich fur EPCR" und EPCR"Tie2.Cre* Mause sowie fuir 129/SvPas-C57BL/6
TMWTWT  und  129/SvPas-C57BL/6  TMP©™Pr  Mause keine  signifikanten
GroRRenunterschiede (Abbildung 20). Die einseitig induzierte Ischamie und daraus
folgende Unterversorgung der Muskulatur mit Sauerstoff und N&hrstoffen hatte somit
keinen relevanten Einfluss auf eine GrofRenanderung der einzelnen Muskelfasern.
Jedoch sind Variationen in der Grof3e der Muskelfasern moglich, abhangig von der

Stelle des M. gastrocnemius, wo die Gewebeschnitte angefertigt wurden.

5.7 Postischdmische Gewebehypoxie fuhrt zu vermehrter endothelialer-zu-
mesenchymaler-Transition und folglich zu mehr Fibrosebildung
Der Prozess der endothelialen-zu-mesenchymalen-Transition (EndMT) beschreibt die
Umwandlung von endothelialen in mesenchymale Zellen, wie zum Beispiel glatte
Muskelzellen oder Myofibroblasten (166). Die Ergebnisse unserer Studie weisen auf
das vermehrte Auftreten der EndMT im ischamischen Hinterlauf der EPCR"Tie2.Cre*
Mause hin. Hier konnten vermehrt doppelt positive Zellen nachgewiesen werden,
welche sowohl CD31 als endothelialen Marker als auch SMA bzw. PDGFRJ als
mesenchymale Marker exprimierten (Abbildungen 15-18). Dies kann als Hinweis fur
den gerade ablaufenden Prozess der EndMT gesehen werden. Nicht erfasst wurden
dadurch die Zellen, welche bei der Gewinnung des Gewebes entweder noch
Endothelzellen waren oder die EndMT bereits abgeschlossen hatten und somit
ausschlieBlich mesenchymale Marker exprimierten. Bei der Beurteilung unserer
Ergebnisse sollte berticksichtigt werden, dass uns pro Mausgruppe nur 5 Mause zur

Verfligung standen.

Die EndMT spielt eine wesentliche Rolle in der embryonalen Entwicklung der

Herzklappen sowie bei der Wundheilung, beeinflusst jedoch auch die Entstehung von
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Malignomen und kardiovaskularen Erkrankungen wie zum Beispiel Atherosklerose,
Herzklappenerkrankungen und pulmonale Hypertension (166, 167). Verschiedene
Faktoren beeinflussen den Prozess der EndMT, darunter oxidativer Stress, Hypoxie
und Entziindung (168). Endothelzellen exprimieren den sogenannten Hypoxie-
induzierbaren-Faktor (HIF)-1a, welcher als Sensor fir Sauerstoff dient (169). Unter
hypoxischen Bedingungen, wie es aufgrund der reduzierten Reperfusion vermehrt im
ischamischen Hinterlauf von EPCR"Tie2.Cre* Mausen aufgetreten ist, kommt es zu
einer Akkumulation von HIF-1a, wodurch unter anderem VEGF sowie das Zytokin
TGF-B vermehrt exprimiert werden (170). Dadurch werden sowohl die Angiogenese
als auch die EndMT geférdert. Das Zytokin TGF-, welches in drei verschiedenen
Isoformen existiert (TGF-B1, TGF-B2, TGF-B3), stellt einen wichtigen Induktor der
EndMT dar, dessen Expression unter anderem auch durch eine Entztindungsreaktion
hochreguliert werden kann (171). Der durch TGF-f vermittelte Signalweg induziert die
Expression der Transkriptionsfaktoren Snail, Slug und Twistl, wodurch es zu einer
Anderung in der Expression endothelialer und mesenchymaler Gene kommt.
Endothel-spezifische Gene, wie zum Beispiel der vWF, VE-Cadherin und die
endotheliale Stickstoffmonoxid Synthase (eNOS) werden herab reguliert, wéhrend
mesenchymale Gene wie a-Smooth Muscle Actin (aSMA) und Smooth Muscle protein
22a (SM22a) vermehrt exprimiert werden (168, 171, 172).

Myofibroblasten, welche nicht nur im Rahmen der EndMT entstehen, sondern sich
auch aus gewebsanséassigen mesenchymalen Zellen oder aus im Blut zirkulierenden
Fibrozyten entwickeln kdnnen, stellen den zellularen Mediator im Prozess der Fibrose
dar (156). Fibrose ist definiert als eine Ansammlung von extrazellularer Matrix, wie
beispielsweise Kollagen und Fibronektin, welche sich vor allem in geschadigtem oder
entzindlichem Gewebe bildet (173). Fibrose stellt oftmals die Folge chronisch
entzundlicher Erkrankungen dar, kann fast jedes menschliche Organ betreffen und
dessen Funktion deutlich einschréanken. Die EndMT tragt somit neben den bisher
genannten Pathologien unter anderem auch zur Entstehung fibrotischer
Veranderungen des Herzens, der Niere und der Haut bei (168, 171). Auch in unserer
Studie konnten wir einen gesteigerten fibrotischen Umbau des M. gastrocnemius
infolge der EndMT feststellen. Im ischamischen Hinterlauf der EPCR"Tie2.Cre*
Mause, in dem der Prozess der EndMT am starksten ausgepragt war, konnten
histochemisch am meisten Kollagenfasern als Zeichen der Fibrose dargestellt werden

(Abbildung 19). Auch die vermehrte Ansammlung von Makrophagen in diesem
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Hinterlauf konnte auf den fibrotischen Umbau Einfluss genommen haben. Aktivierte
Makrophagen produzieren profibrotische Faktoren wie TGF-1 und PDGF, wodurch
Fibroblasten aktiviert werden, welche sich dann in Myofibroblasten umwandeln (174).

89



Zusammenfassung

6 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit haben wir uns mit der zentralen Fragestellung beschaftigt,
welchen Einfluss die endothelialen Rezeptoren TM und EPCR sowie die durch PAR1
vermittelte Signaltransduktion auf die Gefalineubildung und die Wiederherstellung der
Gewebeperfusion nach einer Ischamie haben. Versuche mit 129/SvPas-C57BL6
TMProPro Mausen und deren TMWTWT Kontrolltieren zeigten, dass eine reduzierte
Expression von TM zu einer signifikant gesteigerten Reperfusion des ischamischen
Hinterlaufs sowie zu einer erhohten Anzahl an Endothelzellen fuhrt. Grund hierfir
konnte die damit verbundene vermehrte Expression von Thrombin und dessen
proangiogenetische Eigenschaften sein. Dariiber hinaus zeigte sich jedoch, dass der
proangiogenetische Phanotyp der TMPP Mzuse nur in Kombination mit einer
gesteigerten Expression des EPCR zu beobachten ist. Das Vorhandensein von EPCR
stellte sich in unserem Mausmodell entscheidend fir die post-ischdmische
Regenerierung neuer Kapillaren dar. Bei EPCR"Tie2.Cre* Mausen, bei denen
immunhistochemisch eine stark reduzierte endotheliale EPCR Expression
nachweisbar war, zeigte sich eine signifikant verminderte Reperfusion der
ischamischen Hinterlauf-Muskulatur verglichen mit deren Kontrolltieren. Hingegen
stellte sich bei EPCR"LysM.Cre* Mausen, bei denen eine genetische Deletion des
EPCR auf myeloischen Zellen vorlag, keine Einschrénkung der Gefalineubildung unter
ischamischen Bedingungen dar. Dies deutet auf eine entscheidende Rolle der EPCR
Expression auf Tie2-exprimierenden Endothelzellen im Prozess der Angiogenese hin.
Zusatzliche Versuche, bei denen EPCR ausschlieBlich auf Endothelzellen
ausgeschaltet wird, konnten an dieser Stelle sinnvoll sein, da nicht ausgeschlossen
werden kann, dass die Tie2.Cre-Rekombinase EPCR auch in myeloischen und

hamatopoetischen Zellen deletiert.

Darlber hinaus konnten wir in unserer Studie beobachten, dass die globale Deletion
des PAR1 mit einer stark verminderten postischdmischen Wiederherstellung der
Durchblutung im Hinterlauf von PAR1”- Mausen verbunden ist. Im Detail zeigte sich,
dass die Angiogenese in unserem Modell vorwiegend von der zytoprotektiven aPC-
abhangigen PAR1 Aktivierung beeinflusst wird und weniger von der proteolytischen
Spaltung des PAR1 durch Thrombin. Die mit Hilfe der LDPI Messung ermittelte
Reperfusion des ischamischen Hinterlaufs zeigte sich bei aPC- resistenten C57BL/6N
PAR1 R46Q Mausen deutlich eingeschrankter als bei Tieren der Mauslinie C57BL/6N
PAR1 R41Q, welche Thrombin-, Faktor Xa- und aPC-resistent sind.
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Weitere immunhistochemische Untersuchungen von Tieren der Mauslinien
EPCR"Tie2.Cre* und EPCR" erméglichten es uns, zellulare Veranderungen des M.
gastrocnemius nach einseitig induzierter Hinterlauf-lschAmie genauer zu
charakterisieren. Als Folge der reduzierten, postischdmischen Revaskularisation
konnte im rechten Hinterlauf der EPCR"Tie2.Cre* Mause eine vermehrte
Gewebehypoxie nachgewiesen werden, gleichzeitig beobachteten wir eine signifikant
vermehrte Einwanderung von Makrophagen in das geschadigte Gewebe. Darlber
hinaus stellte sich als Zeichen der reduzierten zytoprotektiven Aktivitdt des aPC eine
signifikant erhohte Anzahl p53-immunpositiver Zellen dar. Die vermehrte p53-
Expression als Hinweis apoptotischer Prozesse lie3 sich unter anderem auf
Endothelzellen zuriickfihren. In Hinblick auf die Zellproliferation sowie die GréiRe
einzelner Muskelfasern stellten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den
beiden Mauslinien dar. Stattdessen konnten wir immunhistochemisch ein vermehrtes
Auftreten der EndMT im ischamischen Hinterlauf von EPCR"Tie2.Cre* Mausen
nachweisen. Hypoxie und Entziindung gehéren zu den Faktoren, die den Prozess der
EndMT vorantreiben. Als Folge der vermehrten EndMT konnten im isch&mischen
Hinterlauf von EPCR"Tie2.Cre* Mausen am meisten Kollagenfasern als Zeichen der

Fibrose dargestellt werden.

Die Ergebnisse dieser Dissertation deuten auf eine entscheidende Rolle der
endothelialen EPCR-vermittelten Protein C Aktivierung sowie der zytoprotektiven aPC-
induzierten Signalibertragung durch PAR1 im Rahmen der postischamischen
Neubildung von Gefalien hin. Defekte in diesem Signalweg fuhren zu einer deutlichen
Beeintrachtigung der Wiederherstellung der Gewebeperfusion sowie zu vermehrtem
Auftreten von Apoptose, Hypoxie und Fibrose. Der genaue Mechanismus, welchem
die reduzierte postischamische Revaskularisation zu Grunde liegt, kann im Rahmen
dieser Dissertation nicht vollstandig geklart werden, dies ist der Fokus nachfolgender
Untersuchungen zum EPCR-PARL1 Signalweg innerhalb der Arbeitsgruppe. In dieser
Studie untersuchten wir die postischamische Neubildung von Gefallen im M.
gastrocnemius, interessant ware auch der Einfluss auf eine Ischamie am Herzen. Ein
weiterer Schwerpunkt sollte auf die Frage der Ubertragbarkeit unserer Ergebnisse auf
den menschlichen Korper gelegt werden. Neue Erkenntnisse hinsichtlich der
postischamischen Gefalineubildung konnten relevant sein fur eine verbesserte

Therapie und damit die Prognose kardiovaskulérer Erkrankungen.
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