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1. Einleitung

1.1. Hintergrund

Weltweit sind trotz intensiver Forschungsarbeiten Herz-Kreislauf-Erkrankungen wie der
Myokardinfarkt, der Schlaganfall oder periphere arterielle Verschlusskrankheiten nach wie
vor die Hauptursache fur Morbiditat und Tod (Abbildung 1) [1]. Aktuelle
Behandlungsmaglichkeiten schwer betroffener Patientinnen und Patienten stellen meist
nur invasive Verfahren wie die perkutane transluminale Angioplastie, die perkutane
transluminale Koronarangioplastie oder eine Bypass-Operation dar [2]. Der menschliche
Korper besitzt dabei eine eigenstandige, praventive Moglichkeit Kollateralgefalde um ein
stenosierendes oder verschlossenes Blutgefaly wachsen zu lassen um somit den oben
genannten Erkrankungen vorzubeugen. Dieser Prozess wird als Arteriogenese
bezeichnet. Genauer betrachtet beschreibt die Arteriogenese das Wachstum eines
naturlichen Gefallbypasses und tritt als adaptive Reaktion des Korpers auf einen
progressiven  Gefaldverschluss auf [2]. Zur  Entwicklung  nicht-invasive
Behandlungsmoglichkeiten fur diese Patienten werden grof3e Forschungsanstrengungen
unternommen um die molekularen Mechanismen der Arteriogenese genauer zu
verstehen. Dabei ist die komplette mechanistisch-physiologische Entschlisselung dieses
Prozesses von grofter Relevanz um daraus folgend Angriffspunkte fur eine gezielte

medikamentose Beeinflussung dieses Prozesses zu ermdglichen.
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1.2. Unterscheidung Arteriogenese und Angiogenese

Die Bildung neuer Kapillaren durch Kapillarsprossung [3] oder Kapillarteilung [4] wird als
Angiogenese bezeichnet. Die Angiogenese ist einerseits bei einigen physiologischen
Prozessen wie beispielsweise der Wundheilung [5] beteiligt. Andererseits ist die
Angiogenese auch Folge bzw. Bestandteil vieler pathophysiologischer Prozesse wie dem
Tumorwachstum [6], der diabetischen Retinopathie [7] oder dem chronischen oder akuten
Verschluss eines arteriellen Gefalies, haufig ausgelost durch Arteriosklerose [8].
Durch einen Gefallverschluss entsteht eine Minderversorgung des distal des
Gefallverschlusses gelegenen Gewebes mit Nahrstoffen und Sauerstoff und es entsteht
eine Ischamie (Abbildung 2A, B). Durch die Minderversorgung mit Nahrstoffen und
insbesondere  Sauerstoff ist die sauerstoffabhangige  Hydroxilierung des
Transkriptionsfaktor ,hypoxia-inducible factor-1 a“ (HIF-1 a) gehemmt [9]. In gesundem
Gewebe wird HIF-1 a nach Hydroxilierung ubiquitinyliert und Uber Proteasome abgebaut
[9, 10]. Durch die, in der Ischamie, verminderte Hydroxilierung, kommt es folglich zu
erhohten Mengen von HIF-1 a. Nach Migration in den Zellkern beeinflusst es hier als
Transkriptionsfaktor die Expression verschiedener Gene [10]. Eines dieser Gene codiert
fur den ,vascular endothelial growth factor A* (VEGF-A), den starksten bekannten
angiogenen Wachstumsfaktor [10, 11]. VEGF-A, unter anderem freigesetzt von
Leukozyten [12], stimuliert anschliel3end die Angiogenese [13] (Abbildung 2B).
Der chronische oder akute Verschluss eines arteriellen Gefales stellt nicht nur die
Grundlage der Angiogenese, sondern auch die der Arteriogenese (Abbildung 2C) dar.
Dabei beschreibt die Arteriogenese die Bildung von Kollateralkreislaufen, auch naturliche
Bypasse genannt, um ein stenosierendes bzw. verschlossenes Blutgefal. Da das
Gewebe, in dem sich die praexistenten Kollateralgefalde befinden, nicht mit Nahrstoffen
oder Sauerstoff unterversorgt und folglich nicht ischamisch ist, ist dieser Prozess im
Gegensatz zur Angiogenese nicht Hypoxie-abhangig [14, 15]. In den praexistenten
Kollateralgefallen kommt es durch den Verschluss des arteriellen Hauptblutgefalies
aufgrund der Umleitung des Blutes in diese Kollateralkreislaufe zu einer erhohten
Schubspannung. Diese erhohte Schubspannung ist die Grundlage und der Stimulus der
Arteriogenese [16, 17]. Uber die anschlieRende Aktivierung des VEGF-Rezeptor-2
(VEGFR2) zusammen mit dem Ko-Rezeptor Neuropilin-1 (NRP-1) durch VEGF-A und
extrazellulare RNA [12, 18] werden Leukozyten rekrutiert. Diese aktivieren nach
Extravasation Mastzellen, welche durch die Erhéhung der Bioverfugbarkeit von Zytokinen
und Chemokinen weitere Leukozyten rekrutieren und hieriber das Gefallwachstum
4



stimulieren [19]. Dadurch ist es mdglich, dass diese Kollateralgefalle im Verlauf die

Funktion des verschlossenen Gefalles Ubernehmen und den Bereich distal

des

Gefaldverschlusses erneut mit ausreichend Blut- und Nahrstoffen versorgen konnen.

(Abbildung 2 C).
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Abbildung 2 (aus Lasch et al. [20]). Die Arteriogenese im Oberschenkel schiitzt den M. gastrocnemius im
Unterschenkel vor Ischamie. (A) Die Aufgabe arterieller Blutgefalie ist es Blut durch den Korper zu leiten und
Uber Kapillaren Organe und Muskelgewebe mit Sauerstoff und Nahrstoffen zu versorgen. In der hinteren
Extremitat versorgt die Femoralarterie den Unterschenkel mit Blut. (B) Bei Verschluss dieser Arterie aufgrund
einer Stenose oder operativer Femoralarterienligatur (FAL) entsteht eine Ischamie im distal gelegenen M.
gastrocnemius, was zu Gewebeschaden und Bildung neuer Kapillaren (Angiogenese) fuhrt. (C) Ein effektives
Kollateralarterienwachstum (Arteriogenese) im Oberschenkel mit Kompensation der Funktion der
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2. Zielsetzung

Intensive Forschungsarbeiten der letzten Jahre konnten weite Teile des Prozesses der
Arteriogenese und auch Angiogenese aufklaren [3, 18, 19]. Dabei ist es jedoch nach wie
vor nicht gelungen, die Prozesse in ihrer Gesamtheit zu entschlisseln und medikamentose
Ansatzpunkte zu schaffen, so dass nach wie vor keine zugelassenen medikamentdsen
Therapien existieren, um die Arteriogenese gezielt und mit ausreichendem klinischem
Erfolg zu fordern. Daruber hinaus sind die medikamentdsen Therapieoptionen zur
Modulation der Angiogenese mangels vollstandiger Aufklarung des Prozesses
eingeschrankt. Die hier zusammengefasste Habilitationsarbeit wurde daher mit dem Ziel
durchgefuhrt, durch Grundlagenforschung neue regulatorische Erkenntnisse in der
Arteriogenese und Angiogenese zu gewinnen, die im Laufe der Zeit zur Etablierung neuer

medikamentoser Therapieoptionen beitragen konnen.
Folgende Fragestellungen wurden in den zusammengefassten Originalarbeiten erortert:

1. Ist es moglich eine Methode zur erstmaligen Bestimmung der Schubspannung in
vivo in wachsenden Kollateralen bei der Arteriogenese zu etablieren?
(Originalarbeit 3.2.)

2. Konnen Leukozyten und Thrombozyten in Echtzeit in vivo bei deren Adhasion und
Extravasation in Kollateralgefalden dargestellt und nachverfolgt werden?
(Originalarbeit 3.3.)

3. Welchen Einfluss haben B- und T-Zellen auf der Arteriogenese (Originalarbeit 3.4.)

4. Hat die Behandlung von Mausen mit RNase A, ahnlich wie bei der Arteriogenese,
einen negativen Einfluss auf die Angiogenese? (Originalarbeit 3.5.)

5. Welchen Effekt hat der Knockout des ,cold-inducible RNA-binding protein“ (CIRP)

auf die Angiogenese? (Originalarbeit 3.6.)



3. Ergebnisse und Diskussion

3.1. Ubersicht der in der Habilitationsschrift zusammengefassten
Originalarbeiten
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(2021).
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DOI: 10.3791/62969

Rag1 Deficiency Impairs Arteriogenesis
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Frontiers in Physiology, 11, 576736.

DOI: 10.3389/fphys.2020.576736

Absence of Cold-Inducible RNA-Binding Protein (CIRP) Promotes Angiogenesis and

Regeneration of Ischemic Tissue by Inducing M2-Like Macrophage Polarization.
Kubler, M., Beck, S., Fischer, S., Gotz, P., Kumaraswami, K., Ishikawa-Ankerhold, H., Lasch, M., &
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DOI: https://doi.org/10.3390/biomedicines9040395



3.2. Bestimmung der Schubspannung in vivo bei der Arteriogenese

In vielen physiologischen und pathophysiologischen Prozessen scheint es anhand
theoretischer Uberlegungen nahezuliegen, dass mechanische Reize eine wichtige Rolle
spielen. So auch bei der Arteriogenese. Eine akut erhohte Schubspannung in
Kollateralgefal3en nach Verschluss einer Arterie stellt die Grundlage fur die Initiierung des
Gefallwachstums dar [21]. Dabei ist es in der Vergangenheit aufgrund technischer
Limitationen in der Messung der spezifischen Parameter zur Bestimmung der
Schubspannung bzw. Schubrate nicht gelungen, diese direkt in vivo in Kollateralgefalden,
welche ein verschlossenes Gefald umgeben, nachzuweisen. Ziel der hier
zusammengefassten Forschungsarbeit war somit der erstmalige in vivo Nachweis und die
Bestimmung der Schubspannung in peripheren Kollateralgefalien.

Dabei wurde zunachst unter Verwendung eines weit verbreiteten Hinterbein-Models der
Maus, wie zuvor schon beschrieben [22], die Arteriogenese unilateral durch Ligatur der
Femoralarterie induziert, wahrend die Gegenseite einer Scheinoperation unterzogen
wurde. 24h nach der Femoralarterienligatur wurden die zu untersuchenden
Kollateralgefalle unter Zuhilfenahme eines hochauflosenden Operationsmikroskops
dargestellt und fur eine anschlieRende Intravital-Mikroskopie freigelegt.

Zur Visualisierung der Kollateralgefal3e wurde vor der Mikroskopie intravenos ,fluorescein-
isothiocyanat® (FITC) zur Darstellung des Plasmas appliziert. Unter Verwendung der Zwei-
Photonen-Intravitalmikroskopie mit einer hierdurch moglichen Zeilen-Scan-Methode
konnten anschlieRend erstmals die notwendigen Parameter zur Bestimmung der
Schubrate (GefalRdurchmesser sowie Blutflussgeschwindigkeit (Abbildung 3 a)) live in vivo
gemessen werden. In den Kollateralgefalden um die operativ ligierte Femoralarterie ergab
sich durchschnittlich eine Schubrate von 7989 + 1308/s. In den Kollateralgefalten um eine
scheinoperierte, nicht ligierte Femoralarterie ergab sich eine durchschnittliche Schubrate
von 1959 £ 545/s. Somit konnte 24h nach Ligatur im Vergleich zu den Kollateralgefalden
um die scheinoperierte Femoralarterie eine signifikante, 4-fach erhdhte Schubspannung
nachgewiesen werden (Abbildung 3 b).
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Abbildung 3 (aus Lasch et al. [23]). Bestimmung von Blutflussgeschwindigkeit, GefaRdurchmesser und
Schubrate. (a) Der Gefalldurchmesser und die maximale systolische Blutflussgeschwindigkeit an der
Gefalachse wurden mittels Intravitalmikroskopie und Zeilenscan bestimmt. Graue und schwarze Punkte:
Werte der wachsenden Kollateralen 24 h nach Ligatur der Femoralarterie (okkludiert, occ); Graue und
Schwarze Kreise: Werte der nicht-gewachsenen Kollateralen 24 h nach Scheinoperation (sham). (b)
Darstellung der Schubrate in relativen Einheiten, berechnet aus den in (a) dargestellten Werten. Die Daten
wurden als Mittelwerte + S.E.M. dargestellt, n = 4 pro Gruppe. *p < 0,05 (occ vs. sham) Mann-Whitney-Test.

Dabei stellt diese, erstmals in dem hier verwendeten Hinterbein-Modell der Maus
nachgewiesene, erhohte Schubrate die Grundlage fur die Aktivierung der Gefalwand und
somit Initierung der Rekrutierung und Extravasation von Leukozyten dar, welche

anschlieBend durch die Bereitstellung von Wachstumsfaktoren das GefalRwachstum
beeinflussen [18].



3.3. Darstellung der Leukozyten Rekrutierung in vivo bei der
Arteriogenese

Nach Anstieg der Schubspannung in den praexistenten Kollateralgefallen um eine
verschlossene Arterie kommt es zu einer Freisetzung von extrazellularer RNA, welche
zusammen mit VEGF-A den VEGFR2/NRP-1 Rezeptorkomplex [24] aktiviert. Diese
Aktivierung fuhrt zu einer aktiven Freisetzung von von-Willebrand-Faktor aus Weibel-
Palade-Bodies nach intraluminal [18]. Durch den freigesetzten von-Willebrand-Faktor
kommt es zu einer Aktivierung von Thrombozyten, welche ihrerseits neutrophile
Granulozyten aktivieren/rekrutieren und dadurch deren Extravasation initiieren. Nach der
Extravasation aktivieren die neutrophilen Granulozyten perivaskulare Mastzellen, welche
nach Degranulation weitere Leukozyten in den perivaskularen Raum rekrutieren [18, 19].
Zur Darstellung dieser Prozesse werden im Allgemeinen immunhistochemische
Farbungen von  Gewebeschnitten  durchgefuhrt, oder fluoreszenz-aktivierte
Durchflusszytometrie angewendet. Durch histologische Auswertungen ist insbesondere
eine genaue topographische Darstellung der zu untersuchenden Zellen moglich, wahrend
durch Durchflusszytometrie in kurzer Zeit grol3e Mengen an Zellen gezahlt, charakterisiert
und insb. quantitativ ausgewertet werden konnen.

Bei beiden genannten Methoden ist es allerdings nicht moglich, eine dynamische
Darstellung der Zellen in vivo wahrend des Prozesses der Rekrutierung oder der
Extravasation zu erhalten. Ziel dieser Studie war demnach eine visuelle in vivo Darstellung
von Leukozyten wahrend deren Rekrutierung zu ermoglichen.

HierfUr wurden erneut unter Verwendung des Hinterbein-Mausmodels nach unilateraler
Ligatur der Femoralarterie [22] die praexistenten Kollateralgefalde freigelegt und fur eine
Multiphotonen-Intravitalmikroskopie prapariert (Abbildung 4).
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Abbildung 4 (aus Lasch et al. [23]).
Arterienpraparation als Vorbereitung fur die Intravital-
Mikroskopie. Stadien der Praparation: (a) Lagerung
und Fixierung der Maus. Es sind sowohl der ligierte (*)
als auch der scheinoperierte (#) Hinterlauf der Maus
dargestellt. Unter den Oberschenkeln wurde
Knetmasse (rote Pfeile) platziert, um eine horizontale
Lage des  Adduktorenmuskels und der
Kollateralgefal’e zu erreichen. (b) Praparation und
Aufspannung einer Hauttasche mit Hilfe von Nahten
(schwarze Pfeile). (c, d, e) Schrittweise Freilegung der
KollateralgefaRe. Subkutanes Fett und oberflachliches
Adduktormuskelgewebe verdecken teilweise die
Kollateralen (c, weil’es Rechteck) und die A. profunda.
(c, schwarzes Rechteck). Nach Entfernung von Fett
und oberflachlichen Muskelfasern (d, schwarzes
Rechteck) ist die A. profunda deutlich sichtbar. (e)
Nach weiterer Gewebeentfernung sind letztendlich
auch eine Kollateralarterie (#) und die zugehdrige
Kollateralvene (&) klar sichtbar (weilRes Rechteck).
Schwarze  Malstabbalken: 5 mm;  grauer
MaRstabbalken: 2,5 mm.
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Nach Anlage eines peripheren Venenkatheters konnten nun selektive AntikGrper zur
Darstellung von Leukozyten oder auch Thrombozyten intravends appliziert werden. Unter
Verwendung einer speziellen Software, welche ein ,aus dem Fokus® gleiten des zu
untersuchendem Kollateralgefales verhindert, war es nun moglich dynamisch die zuvor
markierten Leukozyten in den Kollateralgefallen Uber einen langeren Zeitraum
darzustellen und zu analysieren, sowie die Geschwindigkeit dieser Leukozyten zu messen
(Abbildung 5 A, B).
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Abbildung 5 (aus Lasch et al. [25]). (A) Gemessene Leukozytengeschwindigkeiten in Kollateralarterien
nach Scheinoperation der Femoralarterie (Sham) und nach Ligatur der Femoralarterie (Occluded). (B)
Reprasentative Bilder zeigen die verfolgten Zellen (magenta), wobei die Spuren farblich gekennzeichnet sind.
Der Farbcodebalken steht fir die Zellgeschwindigkeit, wobei die langsameren Zellen durch blaue
Markierungen und die schnelleren Zellen durch rote Markierungen dargestellt sind. Leukozyten wurden mit
injizierten CD45-PE-Antikorpern (rot), Thrombozyten mit injizierten CD41-FITC-Antikdrpern (griin) und das
Kollagen Typ 1 mit dem SGH (blau) markiert. Die dargestellten Ergebnisse in (A) wurden aus drei einzelnen
Experimenten gewonnen. Malistabsbalken = 20 ym. Fur eine dynamische Darstellung der Abbildung B siehe
Video 3 und Video 4 aus der Originalarbeit [25].

Abkirzungen: Occ = okkludiert; PE = Phycoerythrin; FITC = Fluoresceinisothiocyanat; SGH = second
harmonic generation.

Somit stellt diese neu etablierte Methode fur das Hinterbein-Mausmodell eine besonders
wertvolle Erganzung zu den bereits gangigen Analyseverfahren dar, um relevante

dynamische Informationen zu generieren.



3.4. Die Rolle von B- und T-Zellen bei der Arteriogenese

Neben der Etablierung und Validierung neuer Analysemethoden zum besseren
Versténdnis des Prozesses der Arteriogenese sind fur eine weitere Aufklarung
regulatorische Grundlagenstudien notwendig. Wahrend hierbei die Rolle des angeborenen
Immunsystems bei der Arteriogenese weitgehend aufgeklart ist, bleibt die Rolle des
adaptiven Immunsystems weitgehend ungeklart [26, 27].

Um die Rolle der B- und T-Zellen bei der Arteriogenese naher untersuchen zu koénnen,
wurden ,recombination activating gene-1“ (Rag1) Knockout Mause verwendet, welche
weder B- noch T-Zellen besitzen. Als Vergleichsgruppe dienten Wildtyp Mause. Die
Arteriogenese wurde jeweils durch unilaterale Ligatur der Femoralarterie induziert [22]
(Abbildung 2 A, B). Unter Verwendung einer Laser-Doppler-lmaging (LDI) Methode
konnten nun zu verschiedenen Zeitpunkten nichtinvasiv die Perfusionswiederherstellung
des ligierten Hinterbeins im Vergleich zur scheinoperierten Seite analysiert werden. Dabei
ergab sich an Tag 3 und Tag 7 nach Ligatur eine signifikant reduzierte
Perfusionswiederherstellung der Rag1 Knockout Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe
(Abbildung 6 a, b). Zur genaueren Analyse und um auszuschlie3en, dass die signifikant
schlechtere Perfusionswiederherstellung im LDl in der Rag1 Knockout Gruppe nicht durch
z.B. eine gestorte/veranderte Vasodilatation bedingt ist wurden die Mause mit einem
Proliferationsmarker (Bromdesoxyuridin (BrdU)) behandelt, welcher im Rahmen der
Zellteilung von der sich teilenden Zelle in deren DNA integriert wird und anschlief3end
mittels Immunfluoreszenzfarbung angefarbt werden kann. 7 Tage nach Ligatur ergab sich
hier aquivalent zu den LDI Ergebnissen ein signifikant verringerter Prozentsatz an
proliferierenden Gefal3zellen in der Rag1 Gruppe im Vergleich zur Kontroligruppe
(Abbildung 6 c, d). Daruber hinaus zeigte die Rag1 Gruppe ebenso einen geringeren
Kollateralgefalddurchmesser 7 Tage nach Femoralarterienligatur (Abbildung 6 d).
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Abbildung 6 (aus Kumaraswami et al.[28]). Verschlechterte Arteriogenese in Rag1 KO Mausen.

(a) Reprasentative Laser-Doppler-Flussbilder von Wildtyp- (WT, obere Reihe) oder Rag1 Knockout (Rag1
KO, untere Reihe) Mausen direkt nach Femoralarterienligatur (FAL, links), Tag 3 (mittig) oder Tag 7 (rechts)
nach FAL. Die Flussskala zeigt einen Anstieg der Perfusion von blau (niedrig) nach rot (hoch) an. (b) Relative
Perfusion von WT- oder Rag1 KO Mausen vor Ligatur (baseline), direkt nach Ligatur (aFAL), an Tag 3 oder
Tag 7 nach Femoralarterienligatur. n=6, Daten werden als Mittelwerte + S.E.M. dargestellt. §= p<0,0001
mittels zweifaktorieller ANOVA Varianzanalyse mit Bonferroni Korrektur. (c) Epifluoreszenzbilder der
Adduktorenmuskeln von WT- und Rag1-KO-Mausen an Tag 7 aFAL, gefarbt fir BrdU (Proliferationsmarker),
Lektin (GefaRvisualisierung) und DAPI (Zellkerne). Proliferierende Gefallzellen wurden als BrdU* kernhaltige
Zellen identifiziert, die sich in der Gefaliwand befinden. Maf3stabsbalken 20 um. (d) Balkendiagramme zeigen
die Anzahl der BrdU*-GefalRzellen (links) und den Gefalldurchmesser der Kollateralarterien (rechts). Jeder
Punkt stellt den Mittelwert von 6-10 Kollateralarterienabschnitten pro Maus dar. n = 6 Mause, Daten werden
als Mittelwerte + S.E.M. dargestellt, **p<0,01, ****p<0,0001 analysiert durch ungepaarten Student's t-test.
Es ist bekannt, dass Makrophagen malfigeblich an der Regulierung von Entzindungen
und Regeneration beteiligt sind [29], zusatzlich ist sowohl die raumliche, als auch die
zeitliche Analyse von perivaskularen Makrophagen im Rahmen der Arteriogenese von
entscheidender Bedeutung [30]. Daher wurde 3 und 7 Tage nach Induktion der
Arteriogenese sowohl quantitativ als auch qualitativ (Makrophagenpolarisation) eine
Analyse der perivaskularen Makrophagen durchgefuhrt. Hier ergab sich in der Rag1
Gruppe sowohl an Tag 3, als auch an Tag 7 kein Unterschied in der Anzahl der
Gesamtmakrophagen (CD68* Zellen, Abbildung 7 a-d). Die Analyse der
Makrophagenpolarisation zeigte hingegen an Tag 3 und Tag 7 nach
Femoralarterienligatur eine signifikant erhohte Anzahl an M1-ahnlich polarisierten,

inflammatorischen Makrophagen (CD68*MRC-1- Zellen, Abbildung 7 b, d). Die Anzahl
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an regenerativen, M2-ahnlich polarisierten Makrophagen (CD68*"MRC-1* Zellen) war
in der Rag1 Knockout Gruppe an Tag 7 nach Ligatur signifikant verringert (Abbildung
7 d).
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Abbildung 7 (aus Kumaraswami et al.[28]). Perivaskulare Makrophagenpolarisation in Rag1 KO Mausen.
Reprasentative Immunfluoreszenzbilder von perivaskuklaren Makrophagen wachsender Kollateralarterien in
WT- und Rag1 KO-Mausen 3 Tage (a) oder 7 Tage (c) nach Femoralarterienligatur. Das arterielle Lumen ist
durch eine weille gestrichelte Linie gekennzeichnet. Malistabsbalken 20 uym. Die Balkendiagramme (b,d)
zeigen die Anzahl der totalen perivaskularen Makrophagen (CD68* Zellen), den M1-ahnlich polarisierten
Makrophagen (CD68"MRC1- Zellen) oder den M2-ahnlich polarisierten Makrophagen (CD68*MRC1* Zellen)
3 Tage (b) oder 7 Tage (d) nach Femoralarterienligatur. Die y-Achse in (b,d) zeigt die absolute Anzahl der
perivaskularen Makrophagen pro Kollateralarterie. Die Daten werden als Mittelwerte + S.E.M. dargestellt.
Jeder Punkt stellt den Mittelwert aus 6-10 Kollateralarterienanschnitten pro Maus dar. n = 6. *p<0,05, **p<0,01,
ns = nicht signifikant. Analyse mittels ungepaartem Student’s t-test.

Resumierend konnten wir eine signifikante Beteiligung des adaptiven Immunsystems,
im speziellen der B- und T- Zellen, bei der Arteriogenese nachweisen. Unter
Verwendung von Rag1 Knockout Mausen, welchen sowohl B- als auch T- Zellen
fehlen, zeigte sich eine signifikant schlechtere Arteriogenese. Daruber hinaus war es
uns maoglich einen Einfluss dieser adaptiven Immunzellen auf die, fur die Arteriogenese
wichtige, Makrophagenpolarisation nachzuweisen. Obwohl unsere Studie eine

systematische Analyse der Arteriogenese in Rag1-KO-Mausen liefert, bleiben
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Einschrankungen insbesondere im Hinblick auf mechanistische Erkenntnisse
bestehen. Daher sind weitere Untersuchungen erforderlich, um den detaillierten
Mechanismus zu entschlusseln, wie Lymphozyten den Prozess der Arteriogenese und
im Detail die Makrophagenpolarisierung beeinflussen. Daruber hinaus ist es wichtig,
die genaue Rolle der B- und T-Zellen in diesem Prozess zu verstehen. Insgesamt
konnen die, in der vorliegenden Studie gewonnenen, Daten allerdings die Grundlage
fur kunftige Studien bilden, in denen die Funktion einzelner Untergruppen von

Lymphozyten im Prozess der Arteriogenese im Detail untersucht wird.
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3.5. Der Effekt von RNase A Behandlung auf die Angiogenese

Bereits durchgefuhrte Forschungsarbeiten konnten bei der Arteriogenese, dem Wachstum
naturlicher Bypasse aus praexistenten Kollateralgefal’en, eine grolde Relevanz der, durch
die Endothelzellen aktiv freigesetzten, extrazellularen RNA nachweisen [18]. Dabei ist die
Relevanz dieser extrazellularen RNA bzw. der Effekt einer Behandlung mittels RNase A,
welche extrazelluldar vorhandene RNA umgehend degradiert, fur die Angiogenese
ungeklart.

Der Ausloser der Angiogenese ist im Gegensatz zur Arteriogenese eine Unterversorgung
von Gewebe mit Sauerstoff und Nahrstoffen, was in einer Ischamie resultiert. Bei der
Ischamie wird vor allem die Hypoxie als Stimulus der Angiogenese beschrieben, wobei es
auch Anhaltspunkte gibt, dass die erhdhte Schubspannung ein Trigger sein konnte [4]. Im
Allgemeinen dient die Angiogenese dazu, den Sauerstoff- und Nahrstoffbedarf des
Gewebes unter verschiedenen (patho-)physiologischen Bedingungen sicherzustellen [31,
32]. Daruber hinaus dient die Angiogenese dazu in ischamisch geschadigtem Gewebe den
Abtransport von untergegangenen Zellen zu erleichtern [33].

Zur Untersuchung eines moglichen Effekts einer RNase A Behandlung auf die
Angiogenese wurden Mause jeden zweiten Tag intravenos mit RNase A behandelt. Unter
Verwendung des bereits erlauterten Hinterbein-Mausmodels wurde die Angiogenese im
Unterschenkel mittels unilateraler Ligatur der Femoralarterie induziert [22] (siehe
Abbildung 2 A, B). Anschlie3end wurden zu verschiedenen Zeitpunkten nach Induktion der
Angiogenese histologische Analysen durchgefuhrt. Dabei zeigte sich 7 Tage nach
Induktion der Angiogenese in der RNase A behandelten Gruppe ein signifikant
vergrof3ertes Muskelareal mit Gewebeschadigung (Abbildung 8 A, B). Gleichzeitig zeigte
die RNase A behandelte Gruppe ein signifikant reduziertes Kapillare/Muskelfaser
Verhaltnis (ischamischer Muskel versus nicht-ischamischer Muskel), als Zeichen einer
signifikant reduzierten Angiogenese (Abbildung 8 C, D).
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Abbildung 8 (aus Lasch et al. [20]). Die Behandlung mit RNase A fihrt zu einer verringerten Angiogenese
und einer erhdhten Gewebeschadigung. (A) Das Diagramm zeigt den Prozentsatz der Gewebeschaden im
Gastrocnemius-Muskel von Mausen, die mit RNase A oder Kochsalzlosung (Kontroligruppe) behandelt
wurden, 7 Tage nach Femoralarterienligatur (FAL). Die Daten sind als Mittelwerte + S.E.M. dargestellt, n =5
pro Gruppe, wobei die gesamte Querschnittsflache des Gastrocnemius-Muskels wurde pro Maus analysiert.
*p < 0,05 (RNase A vs. Kochsalzldésung behandelte Gruppe) ungepaarter Student's t-test. (B) Reprasentative
Bilder der analysierten H&E gefarbten Gastrocnemius-Muskeln von mit Kochsalzlésung (oberes Bild) oder
RNase A (unteres Bild) behandelten Mausen 7 Tage nach FAL. Nach der Behandlung mit RNase A ist eine
deutliche Zunahme der Gewebeschadigung zu erkennen, z.B. anhand von Skelettmuskelzellen mit
zentralisierten Zellkernen (kleine Vergroflerungen rechts unten). Malstabsbalken = 100 pm. (C) Das
Diagramm zeigt die proliferierenden (CD31*/BrdU*/ACTAZ2") Endothelzellen pro Muskelfaser (ischadmisches
zu nicht-ischdmisches Gewebeverhaltnis) im M. gastrocnemius von mit RNase A oder Kochsalzlésung
behandelten Mausen 7 Tage nach FAL. Die Daten werden erneut als Mittelwerte + S.E.M. dargestellt, n =3
pro Gruppe, 10 Querschnittsflachen (je 450 pm x 450 pm) des Gastrocnemius-Muskels wurden pro Maus
und Bein analysiert. *p < 0,05 (RNase A vs. Kochsalzldsung behandelte Gruppe) ungepaarter Student's t-test.
(D) Reprasentative Immunfluoreszenzbilder von analysiertem Gastrocnemius-Muskelgewebe nach
Kochsalzlosung- (oberes Bild) oder RNase A-Behandlung (unteres Bild) 7 Tage nach FAL. Endothelzellen
wurden mit anti-CD31 (weild), mit anti-BrdU 546 (rot, als Proliferationsmarker) und dem DNA-Marker Hoechst
(blau) markiert. Perizyten wurden zusatzlich mit Anti-ACTA2 (griin und durch griine Pfeilspitzen
gekennzeichnet) markiert. MaRstabsbalken = 20 ym.
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Bei Betrachtung der, fur eine regelhaft funktionierende Angiogenese relevanten,
Immunzellen 7 Tage nach Induktion der Angiogenese ergab sich ein ahnliches Bild. Hier
waren jeweils das Verhaltnis zwischen ischamischen und nicht ischamischen Muskel von
Leukozyten (CD45-positive Zellen), von neutrophilen Granulozyten (Ly6G-positive Zellen)
und von Makrophagen (CD68-positive Zellen) unter RNase A Behandlung signifikant
reduziert. Bei genauerer Differenzierung der Makrophagen in inflammatorische M1-
ahnliche (CD68"™MRC1") und regenerative M2-ahnliche (CD68*MRC1*) Makrophagen
zeigte sich eine prozentual signifikant reduzierte Anzahl an M1-ahnlichen Makrophagen.
Der Anteil M2-ahnlicher Makrophagen in der RNase A behandelten Mausgruppe war
prozentual signifikant erhoht. Interessanterweise wurde kurzlich in einer anderen Studie
gezeigt, dass nicht nur Leukozyten, wie neutrophile Granulozyten oder Makrophagen,
allein fur die Angiogenese relevant sind, sondern auch die Ausbildung von ,neutrophil
extracellular traps” (NETs), welche die Angiogenese in vitro und in vivo fordern kdnnen
[34]. In der Analyse der neutrophilen Granulozyten und dieser NETs zwei Tage nach
Induktion der Angiogenese ergab sich erneut ein signifikant reduziertes Verhaltnis
(ischamischer versus nicht-ischamischer Muskel) sowohl der neutrophilen Granulozyten,
als auch der NETs in der RNase A behandelnden Gruppe im Vergleich zu den
Kontrollmausen (Abbildung 9 A, B). Die signifikante Reduktion der NETs in der RNase A
behandelten Gruppe scheint jedoch eine direkte Folge der ebenfalls signifikant reduzierten
Gesamtanzahl an neutrophilen Granulozyten (Abbildung 9 B) zu sein. Da bereits ein
fordernder Effekt von NETs auf die Angiogenese in vitro und in vivo nachgewiesen werden
konnte [34] und diese signifikant in den RNase A behandelten Mausen reduziert sind, ware
hierdurch auch eine weitere Ursache der signifikant reduzierten Angiogenese in der RNase
A Behandlungsgruppe denkbar.
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Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die RNase A Behandlung nicht nur die
Arteriogenese, sondern auch die Angiogenese negativ beeinflusst. Dies konnte
moglicherweise, ahnlich wie bei der Arteriogenese [18], durch eine reduzierte NRP-
1/VEGFR2-vermittelte Zellaktivierung verursacht sein [35]. Der negative Effekt der RNase
A Behandlung auf die Angiogenese konnte jedoch auch auf die verminderte
Leukozytenrekrutierung und die damit verbundene reduzierte VEGF-A-Versorgung
zuruckzufuhren sein. Da RNase A keine Anzeichen von Toxizitat, aber eine hohe
ribonukleolytische Aktivitat aufweist, konnte geschlussfolgert werden, dass RNase A die
Angiogenese durch den direkten Abbau von extrazellularer RNA beeinflusst. Letztendlich
weisen diese Daten auf eine noch nicht bekannte Rolle der extrazellulare RNA bei der
Angiogenese hin. Es sind jedoch weitere Studien erforderlich, um diese Annahme sowie

die vermuteten molekularen Mechanismen zu bestatigen.
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3.6. Die Rolle von “cold-inducible RNA-binding protein” (CIRP) bei der
Angiogenese

Nachdem in der zuvor beschriebenen Forschungsarbeit ein negativer, mutmalilich durch
die Degradierung von extrazellularer RNA bedingter, Effekt der RNase A Behandlung bei
der Angiogenese nachgewiesen werden konnte, bleibt die Frage zu klaren, ob weitere
Substanzen oder Proteine die Bioverfugbarkeit von extrazellularer RNA beeinflussen
konnen. Ein mogliches Protein, welches die Bioverfligbarkeit von extrazellularer RNA
beeinflussen konnte, ist das ,cold-inducible RNA-binding protein® (CIRP). Das CIRP
fungiert intrazellular lokalisiert (ICIRP) als Regulator der Translation bestimmter mRNAs
[36, 37]. Unter hypoxischen und mild hypothermen Bedingungen wird CIRP vermehrt
exprimiert und wirkt bei zunehmender Freisetzung extrazellular (eCIRP) als
Entztndungsmediator [38].

Ein zusatzlicher Effekt von eCIRP durch Bindung von extrazellularer RNA und somit
Beeinflussung von deren Bioverfugbarkeit ware dartuber hinaus denkbar. Die Relevanz des
CIRP bei der Angiogenese ist jedoch nicht hinreichend untersucht und war daher, auch im
Hinblick auf eine mogliche Beeinflussung der Bioverfugbarkeit von extrazellularer RNA,
Ziel dieser Studie.

Zunachst wurde vergleichbar zur Forschungsarbeit Uber die Relevanz einer RNase A
Behandlung bei der Angiogenese diese durch unilaterale Ligatur der Femoralarterie bei
Verwendung des genannten Hinterbein-Mausmodels induziert [22]. Jedoch wurden
diesmal, neben einer Kontrollgruppe aus Wildtyp-Geschwistermausen (Control), CIRP
Knockout-Mause (CIRP -/-) verwendet.

Zur Analyse der Kapillarsprossung wurde 7 Tage nach Induktion der Angiogenese das
Kapillare/Muskelfaser Verhaltnis bestimmt. Anders als unter RNase A Behandlung ergab
sich unter dem Knockout von CIRP ein signifikant erhohtes Verhaltnis von Kapillaren zu
Muskelfasern im Vergleich zur Kontrollgruppe, was auf eine gesteigerte Angiogenese in
CIRP Knockout Mausen hinweist (Abbildung 10).
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Abbildung 10 (aus Kiibler et al. [39]). CIRP Knockout fordert die Angiogenese.

Reprasentative Immunfluoreszenzfarbungen von ischamischen Muskelschnitten des M. gastrocnemius von
CIRP-Wildtyp-Kontrollmausen (Control, oben) und CIRP -/- Mausen (unten) 7 Tage nach FAL. Kleinere Bilder
von Einzelkanalen und kombinierten Kanalen (CD31/BrdU/DAPI und CD31/ACTA2/DAPI), grol3e Bilder mit
allen kombinierten Kanalen von Endothelzellen (Anti-CD31, weil3), proliferierenden Zellen (Anti-BrdU, rot),
Perizyten (Anti-ACTA2 (Alpha-Aktin-2), griin) und Nukleinsdure (DAPI, blau). Maf3stabbalken 20 um. (b) Die
Diagramme zeigen CD31"'ACTA2 (Endothelzellen) und (c) CD31"*ACTA2BrdU* (proliferierende
Endothelzellen) pro Muskelfaser der ischamischen Gastrocnemius-Muskeln von CIRP -/- und Kontrollmausen
7 Tage nach FAL. Die Daten werden als Mittelwerte + S.E.M. dargestellt, n = 5 pro Gruppe. * p < 0,05 (CIRP
-/- vs. Control) ungepaarter Student's t-test.
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Gleichzeitig ergab sich bei den CIRP -/- Tieren ein signifikant reduzierter Gewebeschaden
im Muskel 7 Tage nach Angiogenese-Induktion.

Die CD45-positiven Zellen (Leukozyten) waren 7 Tage nach Induktion der Angiogenese in
den CIRP -/- Tieren signifikant reduziert, bei jedoch identischer Anzahl an Makrophagen in
beiden Gruppen. Der prozentuale Anteil an inflammatorischen M1-ahnlichen
Makrophagen war in den CIRP -/- Mausen signifikant reduziert, wahrend der prozentuale
Anteil an regenerativen M2-ahnlichen Makrophagen signifikant erhoht war.

Unter Berucksichtigung der Makrophagen-Daten aus der zuvor vorgestellten Originalarbeit
unter 3.3., zeigt sich eine identische Polarisationsgewichtung mit unterschiedlichem
Ergebnis. Bei beiden Gruppen (RNase A- sowie CIRP-Knockout Gruppe) zeigen sich 7
Tage nach Ischamieinduktion prozentual vermehrt M2-ahnlich polarisierte Makrophagen.
Wahrend die CIRP-Knockout Gruppe jedoch eine im Vergleich zur Kontrollgruppe
signifikant verbesserte Angiogenese zeigte, war die Angiogenese in der RNase A Gruppe
im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant verschlechtert. Somit scheinen die vermehrten
M2-ahnlichen Makrophagen im Falle der CIRP Knockoutgruppe die Angiogenese positiv
zu beeinflussen, wahrend bei der RNase A Gruppe die vermehrten M2-ahnlichen
Makrophagen zu keiner verbesserten Angiogenese fuhren. Es sollte jedoch berucksichtigt
werden, dass es sich bei Makrophagen um eine sehr plastische Zellpopulation handelt und
die M1- und M2- ahnliche Polarisation lediglich einen Ausschnitt aus dem breiten Spektrum
der Polarisation darstellt [40]. In der RNase A behandelten Gruppe konnten fast
ausschlieBlich (>80%) M2-ahnlich polarisierte Makrophagen nachgewiesen werden,
wahrend das Verhaltnis zwischen M1-ahnlich- (ca. 45%) und M2-ahnlich (ca 55%)
polarisierten Makrophagen in der CIRP Knockout Gruppe deutlich ausgeglichener war.
Daruber hinaus zeigte sich in der CIRP-Knockout Gruppe kein Unterschied in der
Gesamtmakrophagenzahl, wahrenddessen die Gesamtmakrophagenzahl in der RNase A
Gruppe signifikant reduziert war. Dies lasst darauf schlie3en, dass nicht nur die
Polarisation der Makrophagen und deren Polarisationsverhaltnis, sondern auch die Anzahl
einen entscheidenden Einfluss auf die Angiogenese hat. Zuletzt handelt es sich bei den
hier vorgestellten Daten um statische Analysen zu einem definierten Zeitpunkt (in diesem
Fall 7 Tage nach Ischamieinduktion), so dass keinerlei Aussage uber die zuvor
vorherrschende Polarisationsgewichtung wahrend des dynamischen Prozesses der

Angiogenese gemacht werden kann.
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Bei der Analyse der neutrophilen Granulozyten zwei Tage nach Angiogenese-Induktion,
als auch die Analyse von NETs zeigte ebenfalls eine reduzierte Anzahl in Knockout
Mausen im Vergleich zu Kontrolltieren. Im Gegensatz zu der RNase A
Behandlungsgruppe, bei der die reduzierte NETs Anzahl eine Folge der ebenfalls
signifikant reduzierten Anzahl an neutrophilen Granulozyten zu sein scheint, war das
Verhaltnis von NETs pro neutrophilen Granulozyten in der CIRP -/- Gruppe signifikant
reduziert, was zusatzlich auch auf einen direkten Einfluss von CIRP auf die Ausbildung
von NETs schlie3en lasst.

Zusammenfassend konnten wir demonstrieren, dass das Fehlen von CIRP in den
Knockout Mausen die Prozesse der Angiogenese und Geweberegeneration positiv
beeinflusst. Das vorherrschende Vorhandensein von regenerativen M2-ahnlichen
Makrophagen, die reduzierte Anzahl von inflammatorischen M1-ahnlichen Makrophagen
bei jedoch annahernd identischer Gesamt-Makrophagenanzahl am Ort der Ischamie-
induzierten Entzindung sind Indikatoren fur eine Abnahme pro-inflammatorischer
Prozesse. Diese dezente Verschiebung in Richtung regenerativer Prozesse in den
Knockout Tieren ohne Verminderung der Gesamt-Makrophagenanzahl fuhrt zu einer
effektiven Angiogenese und somit zu einer verbesserten Gewebereparatur bei CIRP
Knockout Mausen. Somit scheinen nicht nur die ausreichende Rekrutierung von
Makrophagen, sondern insbesondere immunmodulatorische Prozesse - hin zu vermehrter
Regeneration - die Angiogenese positiv zu beeinflussen. Mutmalilich beeinflusst
insbesondere das Fehlen von eCIRP als Entzindungsmediator die beobachteten
Veranderungen in der Leukozytenrekrutierung und Makrophagenpolarisation. Allerdings
konnte auch eine verbesserte Angiogenese ursachlich fur eine beschleunigte
Regeneration der Entzindung sein. In weiteren eigenen Studien konnte mittlerweile
gezeigt werden [41], dass eine Depletion von eCIRP einen ahnlich verbessernden Effekt
auf die Angiogenese hat wie bei Verwendung des CIRP Knockout Modells. Dies deutet
darauf hin, dass die verbesserte Angiogenese und das verbesserte Gewebe-Remodeling
auf den extrazellularen Funktionen des CIRPs und nicht der Defizienz der intrazellularen
Funktion als RNA-Chaperon zurtckzufuhren sind. Durch das Fehlen von eCIRP ware eine
vermehrte Bioverfugbarkeit von extrazellularer RNA maoglich, welche dann, zusammen mit
VEGF, vermehrt den NRP-1/VEGFR2 aktivieren kann [42] und hierUber eine verbesserte
Angiogenese bedingt. Ein ahnlicher, angiogenesefordernder Effekt der extrazellularen
RNA konnte eine kurzlich publiziere Studie im Rahmen der Neurovaskularisation bei

Osteoarthritis nachweisen [43].
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4. Zusammenfassung und Ausblick

Im Jahr 2019 sind 8,89 Millionen Menschen weltweit an den Folgen von einer
ischamischen Herzkrankheit und 6,19 Millionen Menschen an einem Schlaganfall
verstorben [1]. Diese Zahlen verdeutlichen die aktuell bestehenden Limitationen der
vorhandenen (meist invasiven) Therapieoptionen schwerer Formen dieser Erkrankungen.
Es existieren jedoch korpereigene praventive Mechanismen um den Folgen von
vaskularen Gefal3stenosen und -verschlissen vorzubeugen in Form der Arteriogenese.
Um hier medikamentdse Therapien etablieren zu konnen ist die exakte Aufklarung dieser
Prozesse notwendig. In den dieser Habilitationsarbeit zu Grunde liegenden
Originalarbeiten konnte erstmals eine Methode etabliert werden, die es ermdglicht,
Schubspannung direkt in vivo in Kollateralgefallen zu bestimmen. Dabei gelang es
zusatzlich eine signifikante Erhdhung der Schubspannung in vivo in Kollateralgefalden um
eine verschlossenelligierte Arterie im Vergleich zu KollateralgefaBen um eine
unverschlossene/nicht ligierte Arterie nachzuweisen. Dieser Nachweis ist zum einen von
grol3er Relevanz, da die Schubspannung die treibende Kraft der Arteriogenese darstellt.
Zum anderen ist hierdurch die Auspragung der Schubspannung in vivo bekannt, um die
Arteriogenese zu triggern. Diese Werte konnen nun auch beispielsweise flur
Flusskammerexperimente in vitro verwendet werden. Ebenso konnte eine Methodik
etabliert werden, welche es ermoglicht Leukozyten und Thrombozyten in vivo und in
Echtzeit in den KollateralgefalRen nachzuverfolgen und deren Adhasion und Extravasation
darzustellen. Dabei zeigte sich nach FAL auch eine signifikant erhohte Geschwindigkeit
der Leukozyten im Vergleich zur scheinoperierten Seite. Diese neu etablierte Methodik
kann als Grundlage fur weitere in vivo Experimente zur genaueren Echtzeit-Analyse der
Leukozytenadhasion und -extravasation im Rahmen der Arteriogenese bei
unterschiedlichen Behandlungsgruppen oder Knock-Out Modellen dienen. Weiterfuhrend
war es erstmals in vivo unter Verwendung des Hinterbein-Mausmodells moglich einen
direkten Einfluss des erworbenen Immunsystems, im speziellen der B- und T-Zellen,
wahrend des Prozesses der Arteriogenese nachzuweisen (Abbildung 11).

Zusatzlich zu den neuen regulatorischen Erkenntnissen Uber die Arteriogenese, die durch
die Gesamtheit der Habilitationsarbeit gewonnen wurden, konnen diese hier im Detail
vorgestellten Methoden in Zukunft zusatzlich zu exakteren in vivo Analysen des Prozesses
der Arteriogenese beitragen, um das Ubergeordnete Ziel der Entwicklung einer
medikamentosen Therapie zur gezielten Forderung der Arteriogenese und zur
Verringerung der Morbiditat und Mortalitat bei Gefallverschlusskrankheiten zu erreichen.
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Als Bestandteil zahlreicher physiologischer- und auch pathophysiologischer Prozesse [5-
7] ist die vollstandige Aufklarung der Angiogenese von hoher Relevanz, um neue
therapeutische Ansatze zu generieren. Durch die hier zusammengefassten
Originalarbeiten konnte gezeigt werden, dass die Angiogenese durch die Applikation von
RNase A signifikant verschlechtert ist, wahrend das Fehlen von CIRP zu einer
verbesserten Angiogenese beitragt (Abbildung 11). Dabei nimmt sowohl die RNase A, als
auch das Fehlen von CIRP, Einfluss auf die Inflammation und Rekrutierung von
Leukozyten in die ischamischen Muskelbereiche.

Diese neu generierten Erkenntnisse konnen dabei in Zukunft zur Etablierung moglicher
Therapieansatze, je nach entsprechendem Krankheitsbild, zur gezielten Forderung oder
auch gezielten Hemmung der Angiogenese dienen. Dabei konnen, basierend auf den, im
Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Daten, nun weiterfUhrende Forschungsarbeiten
angeschlossen werden um dieses Ziel realisieren zu konnen.

Zusammenfassend konnten die Erkenntnisse dieser Arbeit, sowohl methodisch als auch
inhaltlich einen relevanten Beitrag zur weiteren Erforschung der Arteriogenese und der
Angiogenese liefern, um in Zukunft therapeutische nicht-invasive Ansatze zu entwickeln.
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Abbildung 11 (modifiziert nach Lasch et al. [20]). Graphische Zusammenfassung.

Oberer Grafikbereich: Bei der Arteriogenese konnte gezeigt werden, dass der Knockout von Rag1, welcher
in einem Fehlen von B- und T- Lymphozyten resultiert, 7 Tage nach Ligatur zu einem reduzierten
Gefalldurchmesser fihrt. Die Anzahl an M2-ahnlich polarisierten Makrophagen war im Vergleich zur
Kontrollgruppe signifikant reduziert, wahrend die Anzahl M1-ahnlich polarisierter Makrophagen signifikant
erhoht war.

Unterer Grafikbereich: 7 Tage nach Ischamieinduktion konnte im Rahmen der Angiogeneseanalysen gezeigt
werden, dass unter RNase A Behandlung signifikant mehr ischamischer Gewebeschaden im Vergleich zur
jeweiligen Kontrollgruppe entstanden ist, wahrend unter Verwendung von CIRP Knockout-Tieren im Vergleich
zur entsprechenden Kontrollgruppe signifikant weniger ischamischer Gewebeschaden nachweisbar war.
Gleichzeitig ergab sich unter RNase A Behandlung ein reduziertes Kapillare zu Muskelfaserverhaltnis, bei den
CIRP Knockout-Tieren hingegen ein erhdhtes Verhaltnis, jeweils im Vergleich zur entsprechenden
Kontrollgruppe. Bei Betrachtung der Makrophagen zeigte sich, im Vergleich zur jeweiligen Kontrollgruppe,
unter RNase A Behandlung eine signifikant reduzierte Gesamtmakrophagenanzahl mit signifikant erhohten
M2-ahnlich polarisierten Makrophagen und signifikant reduzierten M1-ahnlich polarisierten Makrophagen. Bei
den CIRP Knockout Mausen ergab sich kein Unterschied in der Gesamtmakrophagenzahl, die M2-ahnlich
polarisierten Makrophagen waren hier ebenfalls signifikant erhoht, die M1-ahnlich polarisierten Makrophagen
signifikant erniedrigt. Die neutrophilen Granulozyten zeigten sich unter RNase A Behandlung deutlich, bei den
CIRP Knockout Mausen weniger stark signifikant zur entsprechenden Kontrollgruppe reduziert. Zusatzlich
zeigte sich bei den CIRP Knockout Tieren eine signifikant reduzierte Anzahl von NETs pro neutrophilem
Granulozyt.
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