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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1. Kardiovaskulire Erkrankungen

Unter dem Begriff der kardiovaskuldren Erkrankungen findet sich eine sehr heterogene
Gruppe von Krankheitsbildern, die aufgrund ihrer Haiufigkeit von besonderem,
medizinischem Interesse sind. Von den 893.825 Personen, die im Jahr 2013 in der
Bundesrepublik verstarben, erlagen allein 354.493 Menschen Erkrankungen des
Kreislaufsystems. 125.220 Menschen starben entweder an der chronisch ischdmischen
Herzerkrankung oder durch einen akuten Herzinfarkt. Dariiber hinaus verursachten die
Herz-Kreislauf-Erkrankungen im Jahre 2008 Kosten in Hohe von 37 Milliarden Euro. Dies
entspricht einem Anteil von 14,5 % an den Gesamtkrankheitskoste [88]. Die Erkrankungen
kardiovaskuldrer Genese stellen somit ein bedeutendes medizinisches wie auch
volkswirtschaftliches Problem dar, welches mit dem fortschreitenden demografischen
Wandel in den westlichen Industrienationen immer mehr an Bedeutung gewinnt und fiir

die heutige Medizin eine grofle Herausforderung darstellt.

1.1.1. Koronare Herzerkrankung

Die KHK ist die Manifestation der Arteriosklerose an den Koronararterien. Es handelt sich
um einen multifaktoriellen Prozess, bei dem es durch aus Kalk, Bindegewebe und Lipiden
bestehenden Gefdalwandablagerungen zu einer Lumeneinengung in den Herzkranzgefdf3en
kommt. Das Missverhdltnis zwischen myokardialer Sauerstoffversorgung und
Sauerstoftbedarf fiihrt zur Ischdmie, die sich klinisch in Krankheitsbildern wie der Angina
Pectoris, dem Myokardinfarkt, der Linksherzinsuffizienz oder Herzrhythmusstérungen
duBert. Beziiglich der Entstehung einer KHK sind eine Reihe von Risikofaktoren bekannt.
Hierzu gehdren wu.a.: familidre vorzeitige Arteriosklerose, Hypercholesterindmie,
Hypertonie, starkes Ubergewicht, Zigarettenrauchen, Diabetes mellitus, minnliches

Geschlecht sowie bei Frauen die Einnahme von Kontrazeptiva [24].

1.1.2. Akuter Myokardinfarkt

Der Myokardinfarkt wird definiert als der Tod von Herzmuskelzellen infolge einer

langandauernden Ischédmie [83]. Die haufigste Ursache des Myokardinfarktes stellt dabei
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ein Thrombus in den Herzkranzgefaflen nach Ruptur einer atherosklerotischen Plaque dar
[62]. Das Ausmall der myokardialen Ischimie wird durch das AusmaBl des
Gefiallverschlusses, die Grofle des infarzierten Areals, die Dauer bis zu einer eventuellen
Reperfusion, den Grad der vorbestehenden Kollateralversorgung und die Intensitit der
Reperfusion bestimmt [37]. Die Grofe der entstehenden myokardialen Nekrose ist ein

entscheidender Faktor fiir die Langzeitprognose [39].

1.1.3. Arterielle Verschlusskrankheit

Bei der AVK kommt es zu stenosierenden und/oder okkludierenden Prozessen der Aorta
bzw. in den herzfernen Arterien. Auch diese Verdnderungen sind zu 95 %
arteriosklerotisch bedingt. Meist sind die versorgenden Arterien der unteren Extremitéten
betroffen. Die Gesamtprivalenz liegt bei 3-10 %. Ab einem Alter von 70 Jahren steigt die
Pravalenz auf 15-20 % [27, 28]. Die AVK wird nach Fontaine in 4 Stadien unterteilt. Im
ersten Stadium ist der Patient trotz nachweisbarer Gefdllpathologie asymptomatisch. Diese
Form der AVK kommt in allen Altersklassen vor. Im Stadium 2 beklagen die Patienten
belastungsabhingige Schmerzen vor allem im Bereich der Wadenmuskulatur. Liegt die
asymptomatische Gehstrecke iiber 200 m, spricht man vom Stadium 2a, liegt diese unter
200 m vom Stadium 2b. Im Stadium 3 liegt bereits ein Ruheschmerz vor, und das Stadium
4 ist gekennzeichnet durch einen ischdmisch bedingten Gewebsuntergang mit Nekrose
oder Gangrian. Wurde eine chronische pAVK diagnostiziert, so unterscheidet man hier
zwischen dem Stadium der Claudicatio intermittens (CI) mit belastungsabhingigen

Schmerzen sowie dem Stadium der kritischen Ischdmie mit Ischdmie und Ulzerationen.

Von besonderer klinischer Relevanz ist die Koinzidenz der AVK mit den kardialen und
zerebralen Durchblutungsstérungen. Ist das Stadium der kritischen Ischdmie erreicht,
besteht eine signifikant erhohte Mortalitdt vornehmlich bedingt durch Myokardinfarkt und
Schlaganfall. Liegt eine manifeste pAVK vor, ist das Risiko eines Myokardinfarktes um
das Vierfache und das Risiko eine Schlaganfalles um das Zwei- bis Dreifache erhoht [58,
62]. Zudem besteht ein stark erhohtes Risiko flir Majoramputationen der betroffenen

Extremitit.
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1.1.4. Heutige Therapiemoglichkeiten

Die Therapie der arteriellen Verschlusskrankheit sollte entsprechend den S3-Leitlinien der
Deutschen Gesellschaft fiir Angiologie erfolgen. Im Stadium 1 nach Fontaine steht die
Behandlung und Reduktion von Risikofaktoren im Vordergrund. Ein Nikotinstopp ist
dringend erforderlich. Aullerdem wird bei Bewegungsmangel und Fehlerndhrung eine
Lebensstilinderung empfohlen. Bereits in diesem Stadium ist die Aufnahme einer
medikamentosen  Therapie indiziert. Hier kommen heutzutage insbesondere
Thrombozytenfunktionshemmer wie ASS oder Clopidogrel zum Einsatz. Diese beiden
Medikamente verhindern nachweislich das Auftreten von Herzinfarkten und
Schlaganfillen [5, 64].

Im Stadium 2 tritt als Ziel die Verbesserung von Mobilitit und Gehstrecke hinzu. In
diesem Stadium ist die alleinige Therapie mit Thrombozytenfunktionshemmern
unzureichend, denn sie haben keinen Einfluss auf eine Verbesserung der Gehstrecke. Die
einzige medikamentdse Alternative stellt hier Cilostazol, ein Phosphodieseterase-3-
Hemmer, dar. Oft muss dieses Medikament jedoch aufgrund seiner Nebenwirkungen
wieder abgesetzt werden, da es unter Cilostazol zu Kopfschmerzen, Diarrhoen und
Wechselwirkungen mit anderen Medikamenten kommen kann. Zudem ist es bei instabiler
KHK und nach stattgehabtem Myokardinfarkt kontraindiziert [13, 77].

Neben dem Cilostazol ist das gezielte Gehtraining eine wesentliche Therapieoption in
diesem Stadium. Das Training sollte mindestens 3 x wdchentlich in Ubungseinheiten von
30-60 Minuten iiber einen Zeitraum von 3 Monaten angeboten werden. Ziel dieses
strukturierten Gehtrainings ist eine Verbesserung der Kollateralisierung in den betroffenen
GefdBabschnitten. Aufgrund der Medikamentenunvertriaglichkeit stellt das Gehtraining fiir

viele Patienten die einzige konservative Therapieoption dar.

Ist das Stadium der kritischen Ischdmie erreicht, stehen Schmerzfreiheit,
Extremititenerhalt und Wiedererlangung der Gehfahigkeit im Vordergrund.

In diesem Stadium spielen operative revaskularisierende Maf3nahmen die wichtigste Rolle.
Hier sind insbesondere die interventielle Stentversorgung und die chirurgische
Bypassversorgung zu nennen. Die Nachteile dieser gédngigen revaskularisierenden

Techniken liegen langfristig in den hohen Restenoseraten. Kurzfristig liegt bei den
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interventionellen Verfahren die klinische Erfolgsrate noch bei bis zu 95 %. Bereits nach 5

Jahren liegt nur noch eine Offenheitsrate von 42-55 % vor [30, 36, 63, 91].

Zudem ist anzumerken, dass viele Patienten, insbesondere solche mit langstreckigen
Verschliissen der Unterschenkelgefdlle, fiir derartige revaskularisierende Maflnahmen gar
nicht in Betracht kommen. Fiir Patienten mit fortgeschrittener pAVK 4 wird zudem die
Gabe von Prostaglandinen empfohlen. Aktuelle Studien haben jedoch beziiglich dieser
Therapie keinen Vorteil gegeniiber Placebo gezeigt, sodass am Ende oft nur die

Amputation der GliedmalBe bleibt [61].

Aufgrund der hier dargelegten Problematik muss man davon ausgehen, dass die bisherigen
Ansidtze in der Therapie okkludierender Durchblutungsstérungen noch nicht zielfithrend
und suffizient genug sind und verstdrkt nach Mdoglichkeiten einer biologischen und damit

natlirlichen Revaskularisierung gesucht werden muss [81].

Ein mdéglicher therapeutischer Ansatzpunkt konnte so aussehen:

Bei Verschluss oder Stenose eines Gefilles versucht man die Entstehung eines
Kollateralkreislaufes zu stimulieren, damit binnen kiirzester Zeit die Sauerstoffversorgung
des unterversorgten Gewebes wieder gewéhrleistet wird. Eine derartige Stimulation wére
durch eine einmalige Injektion oder die dauerhafte Verabreichung wachstumsfordernder
Substanzen vorstellbar. Bereits seit den Achtzigerjahren des vergangenen Jahrhunderts
konnen viele Wachstumsfaktoren gentechnisch hergestellt werden und stehen der
medizinischen Forschung zur Verfiigung [20]. Untersuchungen mittels rekombinanter
Wachstumsfaktoren haben bereits gezeigt, dass es moglich ist, in ischdmischen
Tiermodellen neues GefiaBwachstum bzw. die Weiterentwicklung bereits bestehender
Gefile zu induzieren [38, 90, 94].

In klinischen Studien konnte dies bisher nicht reproduziert werden. Bei der Suche nach
neuen Ansatzpunkten der sogenannten ,,therapeutischen Arteriogenese® ist es wichtig, sich

der grundlegenden Pathophysiologie des GefiBwachstums klar zu werden.
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1.2. Formen der Neovaskularisierung

Bei der Entstehung neuer Gefille gibt es grundsitzlich 3 Wachstumsformen, die
voneinander abgegrenzt werden miissen: die Vaskulogenese, die Angiogenese und die

Arteriogenese.

1.2.1. Vaskulogenese

Die Vaskulogenese beschreibt die Differenzierung, Expansion und die Vereinigung von
endothelialen Vorlduferzellen zu einem vaskuldren Netzwerk. Der Begriff beschreibt hier
die fritheste Phase der menschlichen GefdBBentwicklung. In der initialen Phase
differenzieren sich mesenchymale Zellen zu Hamangioblasten und lagern sich in
Zellaggregaten sogenannten Blutinseln zusammen. Aus deren innerer Schicht entwickeln
sich dann hdmangiopotetische Vorlduferzellen (Himozytoblasten), wohingegen sich erste
primitive Endothelzellen aus der du3eren Schicht rekrutieren. Im weiteren Verlauf entsteht
dann durch Invaginationsvorginge ein komplexes, miteinander kommunizierendes

Netzwerk: der fetale Blutkreislauf [8, 9, 31, 57, 75, 98].

1.2.2. Angiogenese

Der Begriff Angiogenese bezeichnet das Aussprossen neuer Gefdlle aus bereits
existierenden Gefafstrukturen, die in der Vaskulogenese angelegt wurden [20, 74]. Der
Hauptstimulus der Angiogenese ist die Ischdmie und die damit einhergehende Hypoxie
[29, 54]. Durch mangelnde Sauerstoffversorgung kommt es in den Gewebszellen zu einer
vermehrten Expression des hypoxia inducible factor-1. Dies wiederum fiihrt zu einer
gesteigerten Synthese des angiogenen Faktors VEGF, der ein starkes Endothelzellmitogen
darstellt [51].

1.2.3. Arteriogenese

Der menschliche Organismus ist in der Lage bei Gefdllverschliissen sogenannte
Umgehungs- oder auch Kollateralkreisldufe auszubilden. Diesen Prozess kann man sich
wie die Bildung natiirlicher Bypasse vorstellen. Hierbei kommt es nicht zur Aussprossung
neuer Gefédlle, stattdessen entwickeln sich priexistente arteriolire Anastomosen zu
funktionell bedeutsamen Kollateralarterien [84]. Der Begriff der Arteriogenese wurde in

den Neunzigerjahren von Schaper, Ito und ihren Kollegen eingefiihrt, da es oft zu
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Verwechslungen zwischen dem Kollateralarterienwachstum (Arteriogenese) und der
Angiogenese gekommen war. Mittlerweile ist der Terminus der Arteriogenese international

akzeptiert und mehrfach zitiert worden.

1.2.4. Adultes GefiBwachstum und therapeutischer Ansatz

Die ersten experimentellen Versuche auf dem Gebiet des GefaBwachstums reichen tiber 30
Jahre zuriick und entstammen der Tumorforschung [40, 41]. Im adulten Organismus ldsst
sich das Aussprossen neuer GefdBe bei inflammatorischen Prozessen wie der Arthritis,
Vaskulitis oder anderen rheumatischen Erkrankungen nachweisen. Unter physiologischen
Bedingungen findet die Angiogenese vor allem bei der Wundheilung sowie in den Organen
des Reproduktionstraktes statt [42]. Lange Zeit nahm man an, dass die Angiogenese der
beste therapeutische Ansatzpunkt ist, um stenosierende Prozesse durch neu gebildete
GefdBBe zu ersetzen. Aus unterschiedlichen Griinden ist dies jedoch nicht der Fall: Die
Morphologie der Kapillaren zeigt, dass sie fiir den funktionellen Ersatz einer Arterie
ungeeignet sind. Thre Wand besteht ausschlieBlich aus Endothelzellen, die nicht von einer
Schicht glatter Muskelzellen umgeben wird. Sie sind relativ instabil, rupturgefdhrdet und
konnen sich neu auftretenden Kreislaufverhdltnissen nur bedingt anpassen [19]. Aus
therapeutischer Sicht bietet demgegeniiber das Kollateralwachstum (Arteriogenese) einige
entscheidende Vorteile: Zum einen findet Kollateralarterienwachstum in normoxischen
Gewebe statt und zum anderen konnen diese Kollateralarterien ein Vielfaches ihres
urspriinglichen  Diameters erreichen, weisen eine erhohte Zahl an glatten
Muskelzellschichten auf und sind damit potentiell in der Lage arterielle Gefalle zu ersetzen

[79, 99].

Um den proliferativen Prozess des Kollateralwachstums zu erkldren und der Tatsache
Rechnung zu tragen, dass dieses Wachstum auch in nicht-ischdmischen Gebieten

stattfindet, wurde von Schaper et Ito vor einigen Jahren folgendes Grundkonzept erarbeitet:

Nach dem Verschluss einer groflen versorgenden Arterie umgeht das flieBende Blut die
bestehende Stenose durch priexistierende arteriolire Anastomosen. Hierbei steigen die
Flussgeschwindigkeit und die damit einhergehenden Scherkrifte (shear stress) innerhalb

dieser Gefdfle dramatisch an. Um sich den wechselnden himodynamischen Bedingungen
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anzupassen, kommt es in der Folge zum vaskuliren Umbauprozess (Remodeling) des
Kollateralgefdles. Dieser setzt sich aus dem ,outward-remodeling”, bei
dem es zur Dehnung des GefdBes durch die Proliferation endothelialer und glatter
Muskelzellen kommt, und dem ,,inward-remodeling®, der durch die Formation einer neuen
Neointima gekennzeichnet ist, zusammen. Der Anpassungsprozess der Kollateralen hangt
dabei stets von den lokalen hidmodynamischen Kriften ab und wird so lange
aufrechterhalten, bis die auf das Endothel wirkenden Scherkrifte wieder auf ihr

Ausgangsniveau reduziert werden [80].

Bei diesem Kollateralwachstum scheint die Gegenwart monozytirer Zellen eine
wesentliche Rolle zu spielen. So konnten zahlreiche Studien zeigen, dass das
Kollateralwachstum stets mit der Akkumulation zahlreicher Makrophagen assoziiert ist
und sich deren Anzahl positiv auf das Wachstum auswirkt [3, 45, 55, 71].

Beziiglich der Funktion der Monozyten wird angenommen, dass sie ein entsprechendes
Milieu fiir das GefdaBwachstum schaffen, damit die beteiligten Zellen wachsen, migrieren
und sich differenzieren konnen. Es konnte auBerdem gezeigt werden, dass Monozyten
angiogene, arteriogen und vaskulogene Zytokine produzieren [82]. Es wurde dabei ein
direkter ~Zusammenhang zwischen den erhohten Scherkriften innerhalb des
KollateralgefdBes und der Rekrutierung der zirkulierenden Zellen hergestellt. Man ging
davon aus, dass es durch die erhohten Scherkrifte zu einer vermehrten Expression von
Zelladhdsionsmolekiilen auf den Endothelzellen kommt und so den zirkulierende Zellen

der Ubertritt in den subintimalen Raum erleichtert wird [8, 28].
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1.3. Ceacam

1.3.1. Das Adhisionsmolekiil

Allgemein wird die gro3e Gruppe der Zelladhidsionsmolekiile in 4 gro3e Klassen eingeteilt.
Hierzu gehoren: die Cadherine, die Integrine, die Selektine sowie die Mitglieder der
Immunglobulin-Superfamilie [2]. Alle Adhéisionsmolekiile sind transmembrandse
Glykoproteine, die eine wichtige Rolle sowohl bei Zell-Zell- als auch Zell-
Matrixverbindungen spielen [33]. Anders als der Name Adhédsionmolekiil nahe legt, sorgen
diese Proteine nicht nur fiir die Adhasion von Zellen, sondern sind teilweise auch in der
Lage, Signale aus der dufleren Umgebung aufzunehmen, zu verarbeiten und in das
Zellinnere weiterzuleiten. Diese Signale nehmen dann Einfluss auf zelluldre Prozesse wie

die Genexpression, die Apoptose oder den Zellzyklus [52].

Ceacam ist ein Vertreter der Immunglobulin-Superfamilie. Zu dieser Familie gehoren
weitere prominente Molekiile, u.a. der B-Zell-Rezeptor, der T-Zell-Rezeptor und dessen

Ko-Rezeptoren CD4 und CD8 sowie die MHC-Molekiile der Klasse 1 und 2 [32].

1.3.2. Nomenklatur

Der Name des karzinoembryonalen Antigens (CEA) leitet sich von der Erstbeschreibung
des Proteins als ein onkofetales Antigen ab. Man ging frither davon aus, dass das Protein
nur im Embryo bzw. wihrend eines Tumorleidens nicht jedoch im gesunden Erwachsenen
exprimiert wird [44]. Heute weill man, dass CEA auch im gesunden Organismus auf
zahlreichen Zellen vorzufinden ist. Die Zuordnung des karzinoembryonalen Antigens zur
Gruppe der Immunglobuline erfolgte 1987, als dessen cDNA entschliisselt wurde [10, 69].
Das Zelladhdsionsmolekiil Ceacam-1 selbst wurde 1982 zum ersten Mal als C-CAM (cell-
cell adhesion molecule) in Rattenhepatozyten beschrieben [67]. Unabhidngig davon wurde
in den humanen Gallengangsepithelien ein Glykoprotein isoliert, welches den Namen BGP
(bilidres Glykoprotein) erhielt [89]. Basierend auf der Aminosduresequenz von BGP
konnte die dazugehorige cDNA identifiziert werden [7, 47]. Als die C-CAM cDNA der
Ratte kloniert wurde, war es offensichtlich, dass das BGP-Gen das menschliche Aquivalent

des C-CAM-Gens ist [4].
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Die CEA-Familie ist heute am besten in den Organismen Mensch, Ratte und Maus
charakterisiert. Im Jahre 1997 wurde eine vereinheitlichte Nomenklatur fiir die
karzinoembryonalen Antigene verabschiedet [12]. Dieser Nomenklatur zur Folge besteht
die humane Ceacam-Gruppe aus 7 Genen und ihren Translationsprodukten. Hierzu
gehoren die Vertreter Ceacam-1, -3 und -4, die allesamt iiber eine Transmembrandoméne
verfiigen, sowie die Proteine Ceacam-5, -6, -7 und -8 (siche hierzu Tabelle 1), deren
Verbindung mit dem Zellinneren iiber ein Glykophosphatidylinositol (GPI)-Molekiil
realisiert ist [69]. In der Maus findet sich neben Ceacam-1 das Ceacam-2 Gen [65],
welches ebenfalls fiir ein Transmembranprotein codiert, sowie die Gene Ceacam-9 und
-10 (siehe hierzu Tabelle 2), aus denen sekretierte Proteine entstehen [59]. Da Ceacam-1
das einzige Mitglied der CEA-Familie ist, dass sich beim Menschen, der Maus und der
Ratte nachweisen ldsst [66], ist es am besten geeignet, eventuelle Zusammenhédnge

zwischen diesen Spezies herzustellen und daher die Grundlage dieser Dissertation.

Tabelle 1: Neue Nomenklatur der humanen Ceacam-Genfamilie und ihrer Expressionsprodukte

Quelle: modifiziert nach Beauchemin N, Redefined nomenclature for members of the carcinoembryonic
antigen family. Exp Cell Res. 252:243-9 (1999) [12]

Altes Gen Neues Gen
Humanes bilidres Glykoprotein, Ceacam-1
BGP1, TM-CEA, CD66a i
CEA Genfamilienmitglied 1, C m-3
CGM1, CD66d cacam-
CEA Genfamilienmitglied 7, C m-d
CGM7 eacam-
Karzinoembryonales Antigen,
CEA, CD66e Ceacam-5
Nonspecigic cross-reacting
Antigen, NCA, NCA-50/90 Ceacam-6
CD66¢
CEA Genfamilienmitglied 2, C m-7
CGM2 eacam-
CEA Genfamilienmitglied 6, C m-8
CGM6, CD66b cacam-
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Tabelle 2: Neue Nomenklatur der Ceacam-Genfamilie der Maus und ihrer Expressionsprodukte

Quelle: modifiziert nach Keck U, Nedellec P, Beauchemin N, Thompson J, Zimmermann W. The ceal0 gene
encodes a secreted member of the murine carcinoembryonic antigen family and is expressed in the placenta,
gastrointestinal tract and bone marrow. Eur J Biochem. 229:455-64 (1995) [59]

Altes Gen Neues Gen
BGP1, mCEA1, mmCGMIa, Ceacam-1
MHVR, bb-1
BGP2 Ceacam-2
CEA 5, mmCGMS8 Ceacam-9
CEA 10, BGP 3 Ceacam-10
1.3.3. Expression

Ceacam-1 ist das phylogenetisch am stirksten konservierte Mitglied der CEA-Familie und
weist auch das breiteste Expressionsspektrum dieser Proteinfamilie auf. In seiner Rolle als
Zelladhdsionsmolekiil wird es im menschlichen Organismus vorrangig auf epithelialen und
endothelialen Zellen sowie auf Zellen der myeloischen Reihe exprimiert. Es wurde in
Geweben der Prostata, des Pankreas, des Kolons, der Niere, der Mamma, des
Endometriums und der Leber nachgewiesen [72]. Obrink et al. konnten 1994 den ersten
Nachweis erbringen, dass Ceacam-1 von Endothelzellen der Ratte exprimiert wird [78]. In
den Folgejahren konnte Ceacam-1 auch auf ortsstindigen vaskuldren Vorlduferzellen

sowie auf endothelialen und myeloischen Zellen der Maus nachgewiesen werden [43].

1.3.4. Struktur

Ceacam-1 ist ein membran-assoziiertes Glykoprotein und verfiigt iiber einen
extrazelluldren, transmembrandsen und intrazelluldren Molekiilteil [12]. Der glykolisierte
extrazellulire =~ NH,-terminale = Molekiilteil von  Ceacam-1  besteht aus 4
immunglobulinartigen Doménen mit einer Linge von 389 Aminosduren, die in ihrer
Zusammensetzung variieren [23]. Drei der Domédnen weisen dabei den Charakter eines
Immunglobulins des c-Typs auf und werden mit den Buchstaben Al, A2 bzw. B
bezeichnet [12]. Die erste extrazellulire Doméne ist ein V-Typ-Immunglobulin, wird mit

dem Buchstaben N gekennzeichnet und macht den variablen Teil des Ceacam-1 aus (siche
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Abbildung 1) [97]. Betrachtet man den intrazelluldren Teil von Ceacam-1, so existieren in
Abhéngigkeit von der COOH-terminalen zytoplasmatischen Doméne zwei [soformen: die

lange Ceacam-1-4L sowie die kiirzere Ceacam-1-4S Form [12, 26]. Die zytoplasmatische
Domine der L-Form weist dabei 71-73 Aminosduren, die der S-Form nur 10-14

Aminosduren auf [12, 23, 66].

Abbildung 1: Schematische Struktur der humanen Ceacam-Familie

griin: intra- bzw. transmembrandse Doméne, blau: extrazelluldre Doméne vom c-Typ

rot: extrazellulédre, variable Doméne vom v-Typ

Mit freundlicher Genehmigung der Firma antibodies-online GmbH, Schloss-Rahe-Strafle 15,

52072 Aachen, Deutschland, Quelle: http://www.antibodies-online.com/antibody/108729/anti-
CEACAM1-3-5-6+CEACAM1-3-5-6/ [1]

1.3.5. Signaltransduktion

Generell gilt fiir alle Zelladhdsionsmolekiile, dass die Weiterleitung extrazelluldrer Signale
von 2 wichtigen Komponenten abhdngt: Hierzu gehort zum einem die reversible
Phosphorylierung der zytoplasmatischen Doméane und zum anderen die anschlieBende
Interaktion mit intrazelluldren Proteinen. Ceacam-1 verfiigt liber einen zytoplasmatischen
Anker, der {iber Tyrosin- wund Serinphosphorylierung in zentrale Signal-
transduktionskaskaden eingebunden ist. An Ceacam-1 bindende Adaptermolekiile sind
zum Beispiel Kinasen der src-Familie [16, 87] oder SHP-Phosphatasen [11,50]. Dariiber
hinaus verfiigt die zytoplasmatische Doméne von Ceacam-1 iliber Bindungsstellen fiir

Calmodulin [34] sowie Actin und Tropomyosin [86].
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Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass sich iiber die Verbindung zu Integrinen, den
Kinasen der src-Familie und Teilen des Zytoskeletts eine deutliche Ndhe zu zelluldren

Komponenten ergibt, die fiir die Mechanotransduktion verantwortlich gemacht werden.

1.3.6. Ceacam-1 und das Gefafiwachstum

Im Jahre 2000 konnten Ergiin et al. wichtige Hinweise auf die angiogenetische Potenz von
Ceacam-1 erarbeiten. Um Ceacam-1 zu gewinnen, wurde dieses in einer
Untersuchungsreihe von Endothelzellen und Granulozyten isoliert. Des Weiteren wurde
rekombinantes Ceacam-1 aus einer menschlichen Zelllinie der Niere gewonnen.
Anschlieend wurden die humanen Endothelzellen in Gegenwart dieser Ceacam-Formen
kultiviert. Es zeigte sich, dass Ceacam-1 die Proliferation und die Chemotaxis von
Endothelzellen sowie deren Differenzierung zu pseudokapilldren Strukturen, sogenannten
,Endothelzelltubes* stimuliert. Die angiogenen Eigenschaften von Ceacam-1 scheinen
dabei direkt mit dem VEGF zusammenzuhdngen. Die Kombination von Ceacam-1 und
VEGF fiihrt zu additiven Effekten. So erhoht die Kombination beider den chemotaktischen
Effekt auf Endothelzellen um 25-30 %. Ferner ist die VEGF-induzierte
Endothelzelltubenformation in Versuchen mit dem monoklonalen anti-Ceacam-1-
Antikorper 4D1/C2 vollstindig inhibierbar. Dariliber hinaus ist VEGF in der Lage, die
Expression von Ceacam-1 sowohl auf mRNA als auch auf der Proteinebene zu erhdhen
[35]. Auch beim regenerativen GefaBBwachstum scheint Ceacam eine wichtige Rolle zu
spielen. Untersuchungen der Genexpression in hypoxisch prikonditionierten Tieren nach
akutem Herzinfarkt zeigten Ceacam-1 neben VEGF als eines der am stirksten

hochregulierten Molekiile im hypoxischen Myokard [22].

Es ergeben sich also deutliche Hinweise darauf, dass Ceacam-1 bei der Proliferation und
Differenzierung von Endothelzellen eine wichtige Rolle spielt. Inwieweit diese
Beobachtungen in einem komplexen Organismus wie dem der Maus reproduzierbar sind
und ob sich dabei Konsequenzen fiir das Kollateralarterienwachstum ergeben, soll im

Folgenden erdrtert werden.

Da Ceacam-1 ein homophiles Zelladhédsionsmolekiil ist, ist es sehr wahrscheinlich, dass es

zelluldre Zell-Zell-Interaktionen moduliert. Studien zeigen, dass Ceacam mit Integrinen

12
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und Rezeptor-Kinasen beim carcinoma in situ interagiert. An Untersuchungen des
invasiven Hautmelanomes konnte gezeigt werden, dass Ceacam-1 sich insbesondere mit

B3-Integrinen verbindet [6, 17].
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Fragestellung

Bisher ist weder bekannt, ob das Zelladhdsionsmolekiil Ceacam-1 fiir die Arteriogenese
notwendig ist, noch wissen wir, ob seine Gegenwart ausreicht, um die Entstehung von
Kollateralarterien ausreichend zu induzieren. Zudem wurde in bisherigen Studien nur die
Angiogenese und nicht das Kollateralarterienwachstum untersucht. Die vorgelegte Arbeit

soll deshalb anhand eines Kollateralarterienwachstumsmodells der Maus zeigen, ob

1.) Ceacam-1 fiir das Kollateralwachstum der Maus notwendig ist. Hierzu wurden der
Kollateralfluss und die Zellteilungsrate der Kollateralarterie nach Ligatur in Ceacam-1-

defizienten KO-Méusen mit Ceacam-1-kompetenten Kontrolltieren verglichen.

2.) Ceacam-1 fiir das Kollateralwachstum der Maus ausreichend ist. Hierzu wurden der
Kollateralfluss und die Zellteilungsrate der Kollateralarterie nach Ligatur in Ceacam-1-

endo+

iberexprimierenden Ceacaml™ ™ -Midusen mit Ceacam-1-kompetenten Kontrolltieren

verglichen.
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2. Material und Methoden

2.1. Das Tiermodell

Um dem Studium eines so komplexen Mechanismus wie dem des
Kollateralarterienwachstums gerecht zu werden, bendtigt man ein geeignetes Modell. Da
an der Kollateralbildung mehrere Zelltypen sowie extrazelluldre Matrix beteiligt sind, 14sst
sich diese nicht in einer Zellkultur simulieren. Fiir die Untersuchungen des
Kollateralwachstums in-vivo verwendeten wir deshalb 2 unterschiedlich genetisch
manipulierte Mausmodelle. Wir verwendeten Ceacam-1""-Miuse (Tie2-Ceacam-1) mit
zusitzlicher Ceacam-L-Expression (FVB/N, unter der Kontrolle der endothelspezifischen
Promoterregion der Tie2-Rezeptor-Kinase generiert von Frau Dr. Andrea Horst, Institut fiir
Klinische Chemie, Universititsklinikum Hamburg-Eppendorf). Um die funktionellen
Konsequenzen eines endothelialen Ceacam-1-Verlustes zu beobachten, verwendeten wir
Ceacam-1-KO-Miuse (Ceacam-17") mit einer systemischen Deletion des Ceacam-1-Gens
(C57B1/6, generiert und erhalten von Frau Dr. Nicole Beauchemin, McGill Universitit,
Montreal, Kanada). Sowohl transgene als auch knock-out-Miuse wurden mittels PCR
genotypisiert. Um die Uberexpression von Ceacam-1 in den transgenen Ceacam-17%"-
Mausen zu tiberpriifen, wurden Endothelzellen, die von den Lungen der Miuse gewonnen
wurden, mit Anti-Pecam-1 und Anti-Ceacam-1-Antikérpern markiert. Ferner wurde die
Uberexpression von Ceacam-1 auf den Endothelzellen in adulten Tieren durch Western-
Blotting und RT-PCR bestdtigt. In makroskopischen Kontrollen konnten unter
physiologischen Bedingungen keine Verdanderungen oder Beschddigungen an den Gefdflen

der genmanipulierten Tiere festgestellt werden.

Die Tierexperimente sind entsprechend der Tierschutzverordnungen durchgefiihrt worden
(Antrag vom 5.8.2003, Antragsnummer 90/04, Behorde fiir Umwelt und Gesundheit der
Freien und Hansestadt Hamburg).

Gruppenzusammensetzung

1%9°"_ als auch den Ceacam-1-KO-Miusen wurde eine nicht-

Sowohl den Ceacam-
genetisch manipulierte Kontrollgruppe, nachfolgend Wildtiere genannt, gegeniibergestellt

(balb/c, generiert und erhalten von Charles River Laboratories, USA).
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Die zwei genmanipulierten Gruppen und deren zwei Kontrollgruppen bestanden aus
jeweils 6 Tieren (siehe hierzu Tabelle 3). Alle 24 Tiere wurden zweifach operiert und die
Ergebnisse anschlieBend zusammengetragen und ausgewertet. Leider konnten teilweise
nicht alle Parameter eines Tieres verwendet werden: Bei einem Tier der Ceacam-1"%"-
Gruppe und bei einem Tier der Kontrollgruppe schlug die Injektion der Mikrosphéren fehl.
Bei zwei Tieren der Ceacam-1-KO-Kontrollgruppe und bei zwei Tieren der Ceacam-1"4"-
Gruppe konnte kein Blutfluss durch die Flowprobe ermittelt werden. Zwei Tiere der

Ceacam-1-KO-Kontrollgruppe wiesen eine unzureichende BrdU-Féarbung auf.

Tabelle 3: Gruppeneinteilung der Versuchstiere (n =Anzahl der Tiere)

Mikrosphérenzihlung, BrdU-Farbung,
himodynamische Messung

Ceacam-1°""

Kontrollgruppe

Ceacam-1"

()3 le NN I N o)

Kontrollgruppe

2.2. Operationsvorbereitungen

2.2.1. Verwendete Substanzen

BrdU (5-Bromo-2-desoxyuridine)

BrdU (5-Bromo-2-desoxyuridine, Sigma, B 9285-1G) diente als Proliferationsmarker der
Endothel- und glatten Muskelzellen. Diese Substanz ist in der Lage, analog zu Tymidin,
sich in die teilende DNA proliferierender Zellen zu inkorporieren. 68 mg BrdU-Pulver
wurden in 3,0 ml eines 0,5 molaren NaHCOs;-Puffers (pH 9,8) gelost. AnschlieBend wurde

eine Minipumpe mit der entsprechenden Losung gefiillt.
Inhaltsstoffe des 0,5 molaren BrdU-Puffers (200 ml, pH 9,8):

8,2 g NaHCO; wurden in 170 ml Aqua dest. gelost, mit NaOH auf den pH-Wert 9,8
eingestellt und mit Aqua dest. auf 200 ml aufgefiillt.
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2.2.2. Fiillung der osmotischen Minipumpen

Der Zusammenbau und die Fiillung der osmotischen Minipumpen erforderten steriles
Arbeiten mit keimfreien bzw. keimreduzierten Materialien. Die Fiillung erfolgte
luftblasenfrei mithilfe einer vorgesehenen Metallnadel und einer 3-ml-Spritze, welche die
genannte Substanz BrdU enthielt. Nach der Fiillung der Pumpen wurden diese in ein mit
steriler isotonischer Kochsalzlosung (NaCl 0,9 %, 154 Berlin-Chemie) gefiilltes
Falkonrohrchen (50 ml) tiberfiihrt und fiir 6 Stunden im Wasserbad bei +37 °C inkubiert.
Um eine dauerhafte Verabreichung des Proliferationsmarkers BrdU zu gewihrleisten,
wurde er iiber die subkutan implantierte Minipumpe (alzet, Osmotic Pump, Model 2ML1,

Durect Corporation, USA) fiir die Dauer von 7 Tagen Fordermenge (10 pl/h) infundiert.

Die osmotischen Minipumpen funktionieren dabei nach folgendem Wirkungsprinzip:
Durch das Quellen der Gelantinemembran im Inneren der Pumpe kommt es zum
kontinuierlichen Verdringen des Pumpeninhalts. Die verdriangte Fliissigkeit wird an das

umliegende Gewebe abgegeben und resorbiert.

2.3. Erste Operation der Tiere

Bei der Erstoperation wurde bei allen Tieren die linke Arteria femoralis ligiert, und jedes

Tier erhielt eine mit BrdU gefiillte Minipumpe subkutan im Nackenfell.

2.3.1. Narkose der Tiere

Zur Narkoseeinleitung wurde jede Maus in einen ca. 40 x 10 x 10 cm messenden
hermetisch abschlieBbaren Plexiglaskasten {iberfiihrt. Der Kasten wurde mit einem in
Isofluran getrankten Wattebausch versehen und anschlieend verschlossen. Dies filihrte zu
einer nach etwa 20 Sekunden eintretenden und etwa 1 Minute andauernden Kurznarkose
des Tieres. Diese Zeit konnte dazu genutzt werden, das Tier auf einer vorgewirmten
Wirmeplatte (IOW-3703 Tierbewdrmungssystem fiir Maus und Ratte, FMI GmbH,
Germany) zu platzieren und in stabiler Riickenlage an allen vier Pfoten mit Leukoplast zu
fixieren. Zur Narkosefortfiihrung wurde ein Tischnarkosegerét fiir Kleintiere (the univentor

400 anaesthesia unit, TSE systems, Germany) verwendet. Die sedierte Maus wurde mit
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4,5 % Isofluran (Forene®, Abott GmbH) in absteigender Konzentration und 65 ml/min O,
in ansteigender Konzentration {iber eine Maske (Grof3e 1 fiir Ratte, Maus und Vdégel, TSE
systems, Germany) begast. Dann wurde die linke Kniefalte und der Nackenbereich mit
einem Einmalrasierer (TMP Premium Einmalrasierer, 02102) groBziigig geschoren und das

Operationsfeld anschlieend mit Cutasept (Cutasept® F, 382, Bode) desinfiziert.

Das verwendete chirurgische Instrumentarium wurde von der Firma Aesculap, Tuttlingen

bezogen und beinhaltete:

2 chirurgische Pinzetten, 2 anatomische Pinzetten, 1 chirurgische Schere (spitz-stumpf,
gebogen), 1 chirurgische Schere (stumpf-stumpf, gerade), 4 Arterienklemmen nach Pean
(gerade), 1 Nadelhalter nach Matthieux, 1 Hautklammer und -abnahmegerit, sowie

Wundklammern nach Michel und diverse Skalpelle (cutifix, 200806).

2.3.2. Induktion der Arteriogenese

Der Hautschnitt an der fixierten Maus erfolgte mittels Skalpell auf der medialen Seite des
linken Oberschenkels und verlief parallel zur Arteria und Vena femoralis. Durch stumpfes
Praparieren im inguinalen Fettgewebe wurde der die Arteria femoralis und Arteria iliaca
interna verbindende Hautast zundchst dargestellt, dann doppelt ligiert und anschlieend
durchtrennt (Faden, Firma Ethicon, Ethilon 5-0 1666H). AnschlieBend wurde die Arteria
femoralis vorsichtig von Vene und Nerv isoliert, doppelt ligiert und mit der chirurgischen
Schere durchtrennt. Die Hautnaht erfolgte mit 4-5 Einzelknopfndhten (Faden, Firma
Ethicon, Ethilon 5-0 1666H), die anschlieBende Desinfizierung mit Cutasept (anatomische
Darstellung des Situs siehe Abbildung 3).

2.3.3. Implantation der BrdU-Pumpen

Das Tier wurde von der Riicken- in die Bauchlage iiberfiihrt und die Haut mit der
chirurgischen Schere im Bereich des Nackens eroffnet. Mithilfe der Schere wurde im
subkutanen Bindegewebe eine Tasche mit einer Lange von ca. 3 cm und einer Breite von
ca. 1 cm nach kaudal prépariert. Die bereitliegende Pumpe wurde in diese Tasche
eingeschoben. Der Flussregler zeigte hierbei vom Hautschnitt weg, um eventuelle spétere

Narbenreizungen zu verhindern. Auch dieser Hautschnitt wurde durch 4-5
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Einzelknopfndhte (Faden, Ethicon Ethilon 5-0 1666H) verschlossen und anschlieBend mit

Cutasept desinfiziert.
Der zeitliche Aufwand fiir diese Operation betrug etwa 20 Minuten.

Schmerzbehandlung
Postoperativ erhielten die Tieren zur Schmerzbehandlung einige Tropfen Metamizol
(Novalgin), welche den Tieren oral durch das Trinkwasser zugefiihrt wurden. Die

Verabreichung wurde kontinuierlich bis zum Tage der Endbehandlung fortgefiihrt.

2.4. Zweite Operation der Tiere

Bei allen Tieren wurde nach siebentdgiger Behandlung eine Blutflussmessung an der
linken Arteria iliaca communis durchgefiihrt. Des Weiteren wurde allen Tieren wéhrend
der Operation ein Mikrosphdrenbolus in den linken Ventrikel injiziert sowie
Gewebeproben, die zur Mikrosphdrenzdhlung bzw. BrdU-Féarbung dienten, entnommen.

Die Einleitung und Durchfiihrung der Narkose entsprachen der Erstoperation.

2.4.1. Messung der kollateralen Konduktanz

Nachdem das Tier fiir die Untersuchung wieder in stabiler Riickenlage an allen vier Pfoten
mit Leukoplast fixiert war, wurde das Abdomen des Tieres mit dem Skalpell in der Linea
alba erdffnet. Durch stumpfes Losen der serdsen Hiute und des Darmkonvoluts wurde die
A. iliaca communis vom Leistenspalt bis zur Bifurkation der Aorta abdominalis dargestellt
und vorsichtig von der Vene isoliert. Das Gefd3 wurde mit einem Faden angeschlungen
und in eine Doppler-Flowprobe (Transonic Flowprobe, V-Series, Style: 0,7 mm, Probe: 0,5
PSB 263, Transonic Systems inc, NY, USA - siehe hierzu Abbildung 2) luftblasenfrei
eingehingt. Mithilfe der Flowprobe lassen sich Blutfliisse in Gefden bis zu einem
Durchmesser von 250 um darstellen. Das Gefdll wurde dabei in den V-formigen Haken der
Probe eingehidngt, an dessen Grund sich ein Reflektor befand. Der Reflektor fing das
gestreute Signal ein und leitete es als gebilindelten Strahl zum Messfiihler, dem Transducer
(Transducer Ts 420 transit-time perivascular flowmeter Transonic Systems Inc., NY,
USA). Zur Fortleitung der Ultraschallwelle wurden akustische Kopplungssignale
verwendet. Als Kontaktmedium diente ein Gel (ZC 507, HR-Jelly, Transonic Systems Inc.,
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NY, USA). Das Gerdt wurde durch einen Mikromanipulator fixiert. Der korrekte Sitz
wurde iiber das empfangene Signal auf dem Bildschirm iiberpriift. Um wéhrend der
Messungen eine maximale Vasodilatation der Gefdfle und somit einen maximalen Blutfluss
zu erhalten, wurde in regelmédfBigen Abstinden Nitrospray auf das Operationsgebiet

gespriiht.

Abbildung 2: Transonic Flowprobe V-Serie 0,7 mm rechts
Mit freundlicher Genehmigung der Firma ADInstruments Ltd, Transport Way,
Oxford OX4 6HD, England, Quelle: http://www.adinstruments.com/products/transonic-flowprobes [93]

Abbildung 3: Anatomischer Situs, Ubersicht iiber das operierte GefaBgebiet

Das Urheberrecht fiir dieses Bild liegt bei den Autoren Kochi T, Imai Y, Takeda A, Watanabe Y, Mori S,
Tachi M und Kodama T und entstammt der Publikation “Characterization of the Arterial Anatomy of the
Murine Hindlimb: Functional Role in the Design and Understanding of Ischemia Models” in der Public
Library of Science. Zur besseren Illustration wurde die Beschriftung des Bildes teilweise verdndert. Die
Darstellung und Verdnderung des Bildes entspricht den Nutzungsbedingungen bzw. dem giiltigen
Lizenzvertrag. Einsehbar unter: https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

Quelle: https://www.researchgate.net/figure/259567707 fig8 A-Schema-of-anatomical-variations-in-the-
deep-femoral-artery-The-deep-femoral-artery [73]

20



2. Material und Methoden

Auswertung

Alle Daten wurden auf einem Computer (Power Macintosh 7200/90) unter Vorschaltung
des bereits genannten Transducers sowie eines Messverstirkers (MVU-0600, Typ:
Interface, Nr: ALF 24299, Alfos AG) und kommerzieller Software (MacLab, Macintosh,
Chart & Scope fiir Powerlab) visualisiert und gespeichert.

Die maximale kollateralabhingige Konduktanz (Conductance = CC) wurde aus den
Parametern: systemischer Druck (SP), vendser Druck (PP) und Blutfluss an der A. iliaca
communis (Q) bei maximaler Vasodilatation durch die folgende Formel rechnerisch

ermittelt:

CC (ml/min per 100 mmHg) = Q (ml/min)/(SP — PP)

Da der systemische und venodse Blutdruck aufgrund der anatomischen Verhéltnisse der
Maus unter den experimentellen Bedingungen nicht erfolgreich und damit reproduzierbar

ermittelt werden konnten, wurden fiir diese Parameter Durchschnittswerte zugrunde gelegt.

2.4.2. Injektion der Mikrosphiiren

Nach der abdominalen Erdéffnung zur Blutflussmessung wurde der Schnitt nach cranial
erweitert. Hierzu wurde mit der chirurgischen Schere der Brustkorb der Maus entlang des
Brustbeins erdffnet, sodass das schlagende Herz gut einsehbar war. Mit einer 1-ml-Spritze
(BD Plastikpak), die mit einer kurzen Nadel versehen war, wurden dann 0,5 ml der
Mikrosphérenldsung in den linken Ventrikel injiziert. Die injizierte Menge entsprach einer
Anzahl von ca. 40.000 Mikrosphiren. Nach einminiitiger Zirkulation der Mikrosphdren im

Korperkreislauf wurde die Maus durch Genickbruch getétet.

Durch arterielle Injektion von Latexpartikeln sogenannten Mikrosphéren, die einen
Durchmesser von 7-50 um haben, kann der Blutfluss in den Kapillaren innerhalb eines
Gewebes oder Organs erfasst werden. Die zirkulierenden Mikrosphiren neigen dazu, im

Kapillarbett in Abhéngigkeit von der Durchblutung hdngen zu bleiben [70].

Injiziert man sie in den linken Ventrikel oder in das rechte Atrium, so gewdhrleistet die

dortige turbulente Stromung, dass sich die Mikrosphiren gleichméfig im Blut verteilen.
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Die Anzahl der gefundenen Mikrosphiren in der untersuchten Organregion ist dabei direkt

proportional zum Anteil am Herzzeitvolumen.

Daraus ergibt sich folgende Formel:

BFreg =HZV * Creg / Cinj

Dabei ist BF, der regionale Blutfluss, HZV das Herzzeitvolumen, C.g die Anzahl der
Mikrosphédren im Organ und Ci,; die Gesamtheit aller injizierten Mikrosphéren. Ist der
Blutfluss bekannt, konnen so Aussagen iliber die Konduktanz jeder Organregion getroffen
werden [95]. Fiir unsere Messungen verwendeten wir Mikrosphdren mit einem
Gesamtdurchmesser von 15 pm. Bei diesem Durchmesser ist der Anteil der tatsédchlich im
Kapillarbett gefangenen Mikrosphidren am groften [96]. Wichtig fiir exakte und
zuverldssige Angaben bei Perfusiosmessungen sind weiterhin die Gesamtzahl der
injizierten Mikrosphdren sowie deren Anzahl in der untersuchten Gewebeprobe. Um
zuverldssige Messungen zu gewdhrleisten, sollte eine Mindestanzahl von 400
Mikrosphéren in der Gewebeprobe detektiert werden [18]. Die Anzahl unserer injizierten
Partikel basiert auf Empfehlungen des Fluorescent Microsphere Resource Centers der

Universitdt von Washington.

2.4.3. Gewebepriparation

Direkt nach der Tétung der Maus wurde die Haut der unteren beiden Extremititen vom
Muskelgewebe abprépariert. Fiir die immunhistologischen Untersuchungen wurden die
Adduktoren auf Hohe des Femur- und Beckenknochens und auf Kniegelenksebene
abgetrennt und entnommen. Um Material fiir die Mikrosphdrenzédhlung zu gewinnen,
wurden auf beiden Seiten der musculus gastrocnemius sowie beide Nieren als
Kontrollorgane entnommen. Das distale Segment aller Gewebeproben wurde dann auf
einem centgroBen Korkplédttchen mit Tissue Tec (O.C.T.TM Compound, Sakura Finetek
Europe B.V., Netherland) zuerst fixiert, dann komplett bedeckt. Tissue Tec dient der
Fixierung des Muskelgewebes und ermoglicht die Anfertigung artefaktfreier

Gefrierschnitte. Um die Gewebeproben auszuhdrten, wurden sie in N-Hexan (ICN,
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Biomedicals, USA) tiefgefroren, welches durch Eintauchen in fliissigen Stickstoff auf die
notige Temperatur herunterkiihlte. Das Probenmaterial wurde in isolierten
Stickstoffbehidltern (Isotherm KGV) schockgefroren und im Tiefkiihlschrank bei —80 °C
eingelagert.

2.5. Weiterfithrende Untersuchungen

2.5.1. Immunhistologische Aufarbeitung

Anfertigung und Fixierung der Gefrierschnitte

Die Herstellung der Gefrierschnitte erfolgte an einem Frigocut-Gerét (Frigocut N 2800) bei
—26 °C. Fiir die immunhistologische BrdU-Farbung wurde das Gewebe der Adduktoren
verwendet (Schnittdicke: 7-10 um) und fiir die Mikrosphédrenzihlung das Gewebe der
gastrocnemii bzw. der Niere (Schnittdicke: 50 wm). Alle Schnitte wurden auf Objekttrager
(Super Frost Plus, 041300) aufgebracht und unter dem Mikroskop (Olympus BH-2) bei
100facher VergroBerung auf ihre Qualitdt kontrolliert. AnschlieBend wurden die
Gefrierschnitte in einer Ethanol/Glycin-Losung fiir 30 Minuten bei —20 °C fixiert. Die
Losung bestand aus 70 ml Ethanol und 30 ml Glycinlésung, die mit HC] auf einen pH-
Wert von 2,0 eingestellt wurde. Bis zur darauf folgenden Féarbung lagerten die fixierten

Gefrierschnitte bei —20 °C im Tiefkiihlschrank.

Farbung

Verwendete Materialien

PBS-Losung (phosphate buffered saline)
PBS 10 x: 1000 ml

NaCl (MW 58,44) 80 g Merck 106404
KCl (MW 74,56) 2¢g Merck 104936
KH; PO4 (MW 136,09) 2¢g Merck 4873
Na, HPO4 (MW 177,99) x 2 H,O 7,6 g Merck 6580
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Die Losung hatte zundchst einen pH-Wert von 7,3, der nach einer Verdiinnung im
Verhiltnis 1:10 auf den pH-Wert 7,6 angestiegen war.

Glycin (Sigma)

1 % iges BSA (bovine serum albumin, Fluka Chemie GmbH, Switzerland)

Erstantikorper BrdU-Proliferationsfirbung

Zur Untersuchung der Proliferation von glatten Muskelzellen und Endothelzellen in der
GefiBwand der Kollateralarterien wurde ein Anti-BrdU-Antikorper (5-Bromo-2-
desoxyuridine Labeling and Detection Kit II, 1 299 964, Roche Diagnostics GmbH,
Germany, Flasche 2 und 4) als Proliferationsmarker in einer Verdiinnung im Verhiltnis
1:10 verwendet. Als Verdiinnungsmedium diente die mitgelieferte

Verdiinnungspufferldosung.

Zweitantikorper BrdU-Proliferationsfirbung
Als Zweitantikérper wurde ein Cy2 konjugierter Goat-anti-mouse-Antikérper (Lot
No. 41110, Jackson Immuno Research Laboratories, Dianowa, Germany) in der

Konzentration 1:200 genutzt. Das Verdiinnungsmedium enthielt 1 % iges BSA/PBS.

Kernfiarbung
Fiir eine bessere Quantifizierung der Zellzahl wurden die Zellkerne zusétzlich fiir 5

Minuten mit dem Kernfarbstoff Hoechst 33342 (1:2500, Sigma B2261) angefarbt.

Sonstige Materialien

Mowiol (Calbiochem, USA)

PPD (1,2-Phenylenediamine, Merck, Germany)
Deckgliser (Marienfeld)

Farbeprotokoll Immunhistologiefirbung

Die Gefrierschnitte wurden in 0,5 % iger PBS/Glycin-Pufferlosung dreimal hintereinander
fiir 5 Minuten rehydriert und anschlieBend mit 1 % iger BSA-Lsung fiir 30 Minuten bei
+37 °C in einer feuchten Kammer geblockt. Nach der erfolgten Waschung in der bereits
genannten Pufferlosung erfolgte die Inkubation mit dem Erstantikorper fiir 60 Minuten bei

+37 °C. Nach wiederholter Rehydrierung wurde der Zweitantikorper aufgetragen und
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inkubierte ebenfalls 60 Minuten bei +37 °C. Dem anschlieBenden Waschgang folgte die
Kernfarbung fiir 5 Minuten bei +37 °C. Ein erneuter Waschgang war nicht erforderlich.
Abschlieend wurden die gefdrbten Schnitte mit einem Gemisch aus Mowiol und PPD
unter Deckgldsern eingedeckelt. Zum Trocknen wurden die Préparate vor Lichteinfluss
geschiitzt, bei +4 °C gelagert und sofort danach bzw. innerhalb der nichsten 12 Stunden
ausgewertet. Jeder Farbedurchgang wurde von einer Negativkontrolle begleitet. Bei diesem
Kontrollschnitt fehlte die Behandlung mit dem Erstantikérper. Von jeder Gewebeprobe
wurden 2 Objekttriager gefarbt. Auf einem Objekttriger befanden sich je 2 histologische
Schnitte. Die aussagekriftigen Schnitte, jedoch mindestens 3 Schnitte, wurden ausgewertet

und daraus die arithmetischen Mittelwerte gebildet.

Auswertung und Dokumentation

Die Auswertung erfolgte fluoreszenzmikroskopisch (Mikroskop Hersteller Leica)
abwechselnd mit dem roten und griinen Filter in 100- und 400facher Vergroflerung. Mit
einer im Mikroskop integrierten Digitalkamera (Q-Imaging, Retiga 1300), die mit einem
Computer (Apple Macintosh) verbunden war und mithilfe der Software (IP Lap Alias),
wurden die Gewebeschnitte entweder mit dem Griin- oder Rotfilter nacheinander
fotografiert. AnschlieBend erfolgte das Ubereinanderlegen der passenden Bilder mit der
Programmfunktion ,,Math — Merge Color Channel* und das Brennen der Daten auf CDs
(Programm: Toast Lite). Zur Zdhlung der fluoreszierenden Kerne wurde bei 400facher
Vergroferung jeweils das prominenteste Kollateralgefdl des jeweiligen Préiparates
herangezogen. Der Proliferationsindex wurde aus der Anzahl der BrdU-angeférbten griinen

Kemme und der Anzahl aller blau fluoreszierenden Kerne  errechnet.
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2.5.2. Mikrosphéarenziahlung

Bei 100facher Vergroferung konnten anhand der angefertigten 50 um-Schnitte der musculi
gastrocnemii beider Hinterldufe und der Nieren die Mikrosphéren ausgezédhlt werden. Die
Auszidhlung beschrinkte sich hierbei nicht auf ein Gesichtsfeld, stattdessen wurden alle

Mikrosphéren des Priparates gezédhlt und deren Anzahl dokumentiert.

Abbildung 4: Foto zur Illustration der mikroskopischen Darstellung von fluoreszierenden
Mikrosphéren im Gesichtsfeld, Maf3stab unten rechts: ein schwarzer Balken entspricht 50 pm

Mit freundlicher Genehmigung der Firma Thermo Fisher Scientific Life Technologies GmbH,
Frankfurter Strafle 129 B, 64293 Darmstadt, Deutschland

Quelle: http://www.thermoscientific.com/content/dam/tfs/SDG/CDD/CDD Product Images/Particle
Technology/Fluorescent and Dyed Particles/F70238~p.eps/jcr:content/renditions/cqSdam.
thumbnail.450.450.png [92]

2.6. Statistik

Bei allen Versuchsreihen wurden der Mittelwert und die Standardabweichung berechnet
und dementsprechend dargestellt. Zur Signifikanztestung verwendeten wir das Programm
SigmaStat (Jandel Scientific). Aufgrund der unterschiedlichen genetischen Hintergriinde
der Miuse konnten stets nur 2 Gruppen miteinander verglichen werden. Da die ermittelten
Werte eine Normalverteilung mit gleichen Varianzen aufzeigten, konnte der T-Test

angewandt werden.
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Die Tests wurden auf einem Signifikanzniveau von 5 % Irrtumswahrscheinlichkeit

durchgefiihrt und p < 0,05 galt als signifikant.

Fiir die Signifikanzangaben im Text gilt:

n.s. = nicht signifikant

p <0,05 = schwach signifikant
p <0,01 = signifikant

p <0,001 = hoch signifikant
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3. Ergebnisse

3.1. Vergleich der Durchblutungskapazitit von Kollateralarterien

3.1.1. Vergleich der Durchblutungskapazitit mithilfe der Mikrosphiiren

7 Tage nach operativer Induktion der Ischdmie durch unilataterale
Femoralarterienokklusion ermittelten wir den kollateralen Blutfluss durch die etablierte
Methode der Mikrosphdreninjektion und darauffolgende Mikrosphédrenzéhlung. Die
Angabe der wiedererlangten Perfusion ist hier eine Prozentangabe und beschreibt den

Anteil der Perfusion des ligierten Beines gegentiber dem unligierten Bein.

Die Ergebnisse zeigen, dass die relative Durchblutung des ischdmischen Beines 7 Tage
nach dem Eingriff bei den Ceacam-1"*"-Miusen im Vergleich zu ihrer Kontrollgruppe
signifikant erhoht ist (siehe hierzu Abbildung 5). So betrigt bei den Ceacam-1"*"-Miusen
der Kollateralfluss des ligierten linken Beines durchschnittlich 75 % (£ 13 %) des
unligierten rechten Beines, wohingegen bei den Ceacam-Kontrollmiusen der
Kollateralfluss des ligierten linken Beines nur durchschnittlich 54 % (= 14 %) des

unligierten rechten Beines aufweist.

Dariiber hinaus war die Perfusion der ischimischen Hinterldufe bei den Ceacam-17-
Maiusen gegeniiber ihrer Kontrollgruppe signifikant erniedrigt (siche hierzu Abbildung 6).
Hier betrigt der Kollateralfluss des ligierten linken Beines durchschnittlich 45 % (= 9 %)
des unligierten rechten Beines. Bei der Kontrollgruppe betrdgt der Kollateralfluss des

ligierten linken Beines durchschnittlich 62 % (= 9 %) des unligierten rechten Beines.
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Die grafische Darstellung dieser Ergebnisse ergibt:

,7 p<0,05
0,9

208 1

0,7 -

0,5 -

0,3 -

Microsphere perfusion rat

Tie2-CEACAM-1 WT

1 endo+

Abbildung 5: Grafische Darstellung der Ceacam- -Méuse versus Wildtiere (WT), n=5 pro Gruppe,

Kollateralfluss in Prozent (ligiertes Bein/unligiertes Bein multipliziert mit 100) + Standardabweichung [49]
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Abbildung 6: Grafische Darstellung der Ceacam-17"-Miuse versus Wildtiere (WT), n= 6 pro Gruppe,

Kollateralfluss in Prozent (ligiertes Bein/unligiertes Bein multipliziert mit 100) + Standardabweichung [49]
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3.1.2. Vergleich der Durchblutungskapazitit mithilfe der Flowprobe

Die Auswertung der Ergebnisse zeigt, dass sich bei den Untersuchungen mittels der
Flowprobe keine signifikanten Unterschiede zwischen den Tiergruppen ergeben. Aufgrund
der methodisch bedingten groBen Variabilitit der Ergebnisse konnten hier keine
signifikanten Ergebnisse erhoben werden. Die methodischen Limitationen ergaben sich
hierbei aus mehreren Storfaktoren. So kann zu viel oder zu wenig aufgetragenes
Kontaktgel zu Fehlmessungen im Bereich des Messfiihlers fithren. Zudem unterliegt die
Maus wihrend der Operation erheblichen Stressfaktoren. Diskrete Schwankungen der
Narkosetiefe konnen aufgrund des angewandten Verfahrens nicht ausgeschlossen werden
und beeintriachtigen somit u.a. die Herzfrequenz der Tiere. Dariiber hinaus kann es
aufgrund der Manipulationen im Operationsgebiet zu kurzzeitigen GefaBBspasmen

kommen, die wiederum zu erniedrigten oder nicht-messbaren Blutfliissen fiihren.

Es zeigt sich jedoch auch hier, dass tendenziell der Kollateralfluss bei den KO-Tieren

geringer ist.

So betrigt der Kollateralfluss des ligierten Beines bei den Ceacam-17-Miusen
durchschnittlich 0,14 pl/min, bei der Kontrollgruppe 0,27 pl/min (siche hierzu Abbildung
7).

Bei den Ceacam-1"""-Miusen fillt der Unterschied noch geringer aus. Hier betrigt der
Blutfluss des ligierten linken Beines durchschnittlich 0,18 pl/min, der Blutfluss bei der
Kontrollgruppe 0,14 pl/min (siehe hierzu Abbildung 8).
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Die grafische Darstellung dieser Ergebnisse ergibt:
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Abbildung 7: Gemessener Blutfluss mittels Flowprobe Ceacam-17"-Miuse (n= 6) versus Wildtiere

(WT, n=4), mittlerer Blutfluss in pl/min + Standardabweichung
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Abbildung 8: Gemessener Blutfluss mittels Flowprobe Ceacam-1"%"-Miuse (n= 4) versus Wildtiere

(WT, n= 6), mittlerer Blutfluss in pl/min + Standardabweichung
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3.2. Analyse der Zellproliferation

Wie bereits in anderen Modellen beschrieben, kommt es nach Femoralarterienligatur zu
einem deutlichen Anstieg der Proliferation (BrdU-Einbau) im Rahmen der Arteriogenese
bzw. des Kollateralarterienwachstums im Bereich des Oberschenkels und im Rahmen der
Angiogenese im Bereich des Unterschenkels [54].

Zur Visualisierung werden im Folgenden grafische Darstellungen mit dazugehorigen

mikroskopischen Abbildungen kombiniert.

3.2.1. Vergleich der ligierten Beine

Im Gegensatz zu den funktionellen Parametern (Blutfluss) unterscheidet sich das Ausmaf
der GefiBproliferation im ligierten Bein nicht wesentlich zwischen Ceacam-1"*"-Miusen,
Ceacam-17"-Miusen und Wildtyp-Mausen. So betrug der Proliferationsindex bei den
Ceacam-1""-Miusen 0,29 bei den Kontrolltieren 0,33 (siche hierzu Abbildung 9). Bei den
Ceacam-1"""-M#usen lag der Proliferationsindex bei 0,4, die Kontrolltiere wiesen

ebenfalls einen Wert von 0,35 auf (siehe hierzu Abbildung 12).

Die grafische Darstellung hinsichtlich der ligierten Beine ergibt:
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Abbildung 9: Vergleich des proliferativen Index (fluoreszierende Kerne/Gesamtheit aller Kerne)
Ceacam-1""-Miuse (n= 6) versus Wildtiere (WT, n=4), + Standardabweichung
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Abbildung 10: Eigene Aufnahme:
Reprisentativer Schnitt durch ein
Kollateralgefd$ einer Ceacam-1""-Maus,
7 Tage nach Femoralarterienligatur,
Kernfarbung (blau), BrdU-
Proliferationsfarbung (griin) 100-fache

Vergroflerung

Abbildung 11: Eigene Aufnahme:
Reprisentativer Schnitt durch ein
Kollateralgefaf einer Wildtier-Maus (WT),
7 Tage nach Femoralarterienligatur,
Kernfarbung (blau), BrdU-
Proliferationsfarbung (griin) 100-fache

Vergroflerung
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Abbildung 12: Vergleich des proliferativen Index (fluoreszierende Kerne/Gesamtheit aller Kerne)

Ceacam-1"%"-Miuse (n= 6) versus Wildtiere (WT, n= 6), + Standardabweichung
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Abbildung 13: Eigene Aufnahme:
Reprisentativer Schnitt durch ein
Kollateralgefd$ einer Ceacam-1"*"-Maus,
7 Tage nach Femoralarterienligatur,
Kernfarbung (blau), BrdU-
Proliferationsfarbung (griin) 100-fache

Vergroflerung

3.2.2. Vergleich der nicht-ligierten Beine

Abbildung 14: Eigene Aufnahme:
Reprisentativer Schnitt durch ein
Kollateralgefal einer Wildtier-Maus (WT),
7 Tage nach Femoralarterienligatur,
Kernfarbung (blau), BrdU-
Proliferationsfarbung (griin) 100-fache

Vergroflerung

Bei der Betrachtung der nicht-ligierten Beine fand sich im Gegensatz dazu in Ceacam-17"-

Mausen eine herabgesetzte basale Gefalproliferation und in Ceacam-
signifikant erhohte basale GefaBproliferation

Hinsichtlich der Proliferationsindices zeigte sich bei den Ceacam-1"""-M#usen ein Wert

lend0+

-Maéusen eine

im Vergleich zu Wildtyp-Méusen.

von 0,17, eine signifikante Proliferation im Vergleich zu den Kontrolltieren (siehe hierzu

Abbildung 18). Bei den Ceacam-1"-Miusen lag der Proliferationsindex bei 0,05, die

Kontrolltiere wiesen einen Wert von 0,06 auf (siehe hierzu Abbildung 15).
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Die grafische Darstellung hinsichtlich der nicht-ligierten Beine ergibt:
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Abbildung 15: Vergleich des proliferativen Index (fluoreszierende Kerne/Gesamtheit aller Kerne)

Ceacam-1""-Miuse (n= 6) versus Wildtiere (WT, n=4), + Standardabweichung

Abbildung 16: Eigene Aufnahme:
Reprisentativer Schnitt durch ein
Kollateralgefd$ einer Ceacam-1""-Maus,
nach 7 Tagen ohne Femoralarterienligatur,
Kernfarbung (blau), BrdU-
Proliferationsfarbung (griin) 100-fache

Vergroflerung

Abbildung 17: Eigene Aufnahme:
Reprisentativer Schnitt durch ein
Kollateralgefa einer Wildtier-Maus (WT),
nach 7 Tagen ohne Femoralarterienligatur,
Kernfarbung (blau), BrdU-
Proliferationsfarbung (griin) 100-fache

Vergroflerung
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Abbildung 18: Vergleich des proliferativen Index (fluoreszierende Kerne/Gesamtheit aller Kerne)

Ceacam-1"%"-Miuse (n= 6) versus Wildtiere (WT, n= 6), + Standardabweichung

Abbildung 19: Eigene Aufnahme:
Reprisentativer Schnitt durch ein
Kollateralgefi$ einer Ceacam-1"*"-Maus,
nach 7 Tagen ohne Femoralarterienligatur,
Kernfarbung (blau), BrdU-
Proliferationsfarbung (griin) 100-fache

Vergroflerung

Abbildung 20: Eigene Aufnahme:
Reprisentativer Schnitt durch ein
Kollateralgefaf einer Wildtier-Maus (WT),
nach 7 Tagen ohne Femoralarterienligatur,
Kernfarbung (blau), BrdU-
Proliferationsfarbung (griin) 100-fache

Vergroflerung
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4. Diskussion

Diese Arbeit zeigt auf funktioneller Ebene, dass Ceacam-1 sowohl hinreichend als auch
notwendig zur Ausbildung eines relevanten Kollateralflusses ist. Somit wird ein weiteres
an der Arteriogenese beteiligtes Molekiil identifiziert. Die Arbeit erginzt frithere in-vitro-
Untersuchungen, die zeigten, dass die Ceacam-1-Expression gemeinsam mit anderen
angiogentischen Faktoren wahrend des TumorgefaBwachstums deutlich hochreguliert wird
[22, 68]. Es konnte auBerdem in-vitro gezeigt werden, dass Ceacam die Proliferation,
Migration und Differenzierung von Endothelzellen reguliert [35]. Bis zur Erstellung dieser
Arbeit gab es jedoch kein in-vivo-Modell, welches die angiogenetische, geschweige denn
die arteriogenetische Bedeutung von Ceacam-1 dezidiert untersuchte. Ziel dieser Arbeit
war es daher zu Ttberpriifen, ob das Zelladhdsionmolekiil Ceacam-1 auch fiir die
Arteriogenese von Bedeutung ist. Parallel zu dieser Arbeit durchgefiihrte Experimente
untersuchten die Bedeutung von Ceacam-1 bei der Angiogenese in in-vitro- und in-vivo-

Modellen.

Fiir die Untersuchungen wurde ein etabliertes Femoralarterienokklusionsmodell der Maus
gewihlt. Friihere Untersuchungen hatten gezeigt, dass bei diesem Modell das
Kollateralwachstum nach 7 Tagen so gut wie abgeschlossen ist, sodass dieser Zeitraum
ausreichend erschien [56]. Das Mausmodell erlaubte uns die Nutzung von knock-out- und
transgenen Tieren zur Untersuchung der Bedeutung von Ceacam-1 fiir die Arteriogenese.
Wir verwendeten Ceacam-1-KO-Maiuse mit einer systemischen Deletion des Ceacam-1-
Gens (C57B1/6), um zu untersuchen, ob dieses Molekiil notwendig fiir die Entstehung der
Kollateralzirkulation ist. Weiterhin wurden Ceacam-1°"*°"-Mause generiert, die Ceacam-1
gezielt im Endothel iiberexprimieren (FVB/N).

Ratio dieses Ansatzes waren frithere Untersuchungen, die eine Hochregulierung von
Ceacam-1 im Endothel von sprossenden Gefédllen zeigten [35, 72]. Wir gingen deshalb von
der Hypothese aus, dass insbesondere dieses endotheliale Ceacam-1 hinreichend fiir das

1 endo+

Kollateralwachstum ist. Sowohl den Ceacam- - als auch den Ceacam-1-KO-Maédusen

wurde jeweils eine nicht-genetisch manipulierte Kontrollgruppe gegeniibergestellt (balb/c).
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Als einen funktionellen Parameter untersuchten wir den kollateralen Blutfluss eine Woche
nach  Femoralarterienokklusion = mittels  fluoreszierender =~ Mikrosphdren.  Die
Mikrosphérenzéhlung ist eine etablierte Methode zur Bestimmung des Blutflusses bei
Maiusen. Mit unseren Zdhlungen konnten wir in der Tat zeigten, dass die relative Perfusion
von ischdmischen verglichen mit nicht-ischimischen Hinterliufen bei Ceacam-17"%*-
Maiusen gegeniiber ihrer Kontrolltiergruppe signifikant erhoht ist. Zudem war die
Perfusion an ischdmischen Hinterldufen bei Ceacam-17-Miusen signifikant erniedrigt

gegentiber ihrer Kontrolltiergruppe.

Zur Stitzung der Ergebnisse dieser Untersuchungen filihrten wir Messungen des
maximalen Blutflusses mit einer Doppler-Flowprobe durch, um einen indirekten Parameter
der kollateralen Konduktanz zu erhalten. Diese Messungen zeigten eine klare Tendenz
hinsichtlich héherer Blutflussraten bei Ceacam-1"%"-Mausen gegeniiber den Ceacam-17"-
Mausen, wenngleich hier keine statistische Signifikanz nachgewiesen werden konnte.

Der Grund fiir diese fehlende Signifikanz liegt aus unserer Sicht an den vorliegenden
Abweichungen des Blutflusses bei unterschiedlichen Mausstimmen. Wie in mehreren
Studien nachgewiesen werden konnte, unterscheidet sich die arteriogenetische Antwort
erheblich in verschiedenen Mausstimmen [46, 85].

Es ist ferner zu beriicksichtigen, dass die Doppler-Flowprobe-Messung einigen
Storfaktoren unterliegt: Da der systemische und vendse Blutdruck aufgrund der
anatomischen Verhiltnisse der Maus unter den experimentellen Bedingungen nicht
erfolgreich und damit reproduzierbar ermittelt werden konnten, wurden fiir diese
Parameter Durchschnittswerte zugrunde gelegt. Die unterschiedlichen Narkosezeiten der
Mause, plotzlich auftretende Gefdllspasmen und ein unzureichender Kontaktgelfilm

konnten sich ebenfalls negativ auf exakte Studienergebnisse ausgewirkt haben.

Angesichts der nachgewiesenen signifikanten Unterschiede im Kollateralfluss, wie er
durch die Mikrospharenmethode ermittelt wurde, gehen wir davon aus, dass diesem eine
unterschiedliche GeféaBproliferation zugrunde liegt. Die {iber die etablierte BrdU-
Einbaumethode ermittelten Proliferationsindices der kleinen GefdBe im Unterschenkel
(Angiogenese) und der Arteriolen im Oberschenkel (Arteriogenese) zeigten ebenfalls eine
deutliche Korrelation zwischen den erniedrigten Blutflussraten der Ceacam-1""-Mause und

verminderter Zellproliferation. AuBerdem zeigte sich auch bei den Ceacam-1""-Miusen
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einhergehend mit den erhdhten Blutflussraten ein starker Anstieg bei der Zellproliferation.
Wie bei den Doppler-Flowprobe-Messungen konnten hier keine signifikanten Unterschiede
nachgewiesen werden. Die Limitierungen bei der Ermittlung der Proliferationsindices
liegen insbesondere in den zu beurteilenden Prdparaten. In den vorliegenden Schnitten
wurde jeweils das prominenteste Kollateralgefdl herangezogen. Unser Mausmodell ldsst
aufgrund der kleinen Anatomie die exakte und reproduzierbare Identifizierung einzelner

Gefalle nicht zu.

Auch wenn die Tendenz zu vermehrter Zellteilung und damit erhdhter Arteriogenese in

den Ceacam-1°"%°"

-Méusen und verminderter Zellteilung und damit verminderter
Arteriogenese bei den Ceacam-1""-Miusen erkennbar war, erklért dieses nicht alleine den

signifikanten Unterschied in den Kollateralfliissen.

Dabei ist wichtig zu bemerken, dass der Prozess der Arteriogenese nicht nur eine
Proliferation von GefdBzellen umfasst, sondern auch ein extensives Remodeling. Parallel
zu dieser Arbeit durchgefiihrte Untersuchungen konnten zeigen, dass Ceacam-1 einen
erheblichen Einfluss auf Remodelingprozesse hat [15]. Eine weitere Frage war, ob
tatsdchlich das auf ortsstindigen Endothel- bzw. GefdBzellen exprimierte Ceacam-1
entscheidend fiir den arteriogenetischen Effekt von Ceacam-1 ist oder ob es nicht doch
einwandernde Zellen sind, die wie in der Einleitung beschrieben ebenfalls eine
entscheidende Rolle beim Kollateralwachstum spielen. Dieser Fragestellung wurde in
dieser Arbeit folgenden Studien nachgegangen.

In histologischen Prédparaten von hypoxischem Gewebe wurden Zellen der myeloischen
Reihe wie zum Beispiel Neutrophile, Monozyten sowie Makrophagen nachgewiesen [14,
48, 60].

Diese Zellen verlassen bei vorliegender Hypoxie den Intravasalraum, akkumulieren in der
Adventitia bzw. im perivasalen Raum und triggern das Kollateralarterienwachstum durch
die Sekretion von Wachstumsfaktoren und Matrixmetalloproteinasen. In neueren Studien
wird vermehrt diskutiert, dass Ceacam-1 durch seine Interaktionen mit Integrinen vor
allem die erleichterte Invasion nicht ortsstindiger Zellen forciert. In einer 2012 von
T. Bickert veroffentlichten Studie wurde hier insbesondere die Bedeutung der myeloischen

Zellen herausgearbeitet. Bickert verwendete das gleiche Femoralarterienokklusionsmodell
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der Maus, welches auch dieser Dissertation zugrunde liegt. Er konnte zeigen, dass
Ceacam-1-positive myeloische Zellen essenziell sind fiir eine adidquate Arteriogenese und
dass die Gegenwart dieser myeloischen Zellen die Anzahl und den Durchmesser von
Kollateralgefilen deutlich erhoht [15]. Insofern konnten wir zwar zeigen, dass eine
endotheliale Uberexpression von Ceacam-1 den Kollateralfluss verstirkt, dies scheint

jedoch im physiologischen Prozess der Arteriogenese eine untergeordnete Rolle zu spielen.

SchlieBlich stellt sich noch die Frage, ob unser Mausmodell fiir eine derartige
Untersuchungsreihe liberhaupt geeignet ist. Bezugnehmend auf die bisherigen Angaben zu
den Formen des Gefallwachstums wire es doch denkbar, dass die Ceacam-1""-Miuse
ohnehin mit einem insuffizienten Gefdllsystem ausgestattet sind und damit
Untersuchungen zur Angiogenese bzw. Arteriogenese unzuldssig sind.

Erstaunlicherweise zeigten diese Tiere jedoch keine Beeintrachtigungen hinsichtlich ihrer
Vaskulogenese. Wie eingangs erwihnt, ist die Vaskulogenese die fritheste Phase der
Gefallentwicklung, bei der es zur Ausbildung eines vaskuldren Netzwerkes kommt. Alle
von uns verwendeten Mausstimme, und hier insbesondere die Ceacam-1""-Méuse, waren
gesund und fertil. Dieser Umstand mag durch die Existenz eines weiteren Ceacam-Gens
(Ceacam-2) erkliart werden, welches die fehlende Funktion von Ceacam-1 kompensiert.
Die Rolle und Funktionsweise weiterer Ceacam-Subtypen wurde jedoch bisher nicht weiter

untersucht [76].

Im Allgemeinen scheinen die Mitglieder der IGSF-Zelladhdsionsmolekiile wie zum
Beispiel Ceacam-1 ihre angiogenetische Potenz nur im erwachsenen Organismus zu
entfalten, fiir die embryonale Vaskulogenese aber entbehrlich zu sein. So fiihrt die
Deaktivierung dieser Zelladhdsionsmolekiile zwar zu reduzierter GefdBBneubildung in-vitro
und vermindert das Tumorwachstum von transplantierten Tumoren, die Vaskulogenese
bleibt jedoch unberiihrt [53].

Diese FEigenschaft unterscheidet die IGSF-Zelladhdsionsmolekiile von den anderen
Mitgliedern der Zelladhdsionsmolekiile wie zum Beispiel Cadherinen oder Intergrinen. So
fiihrt die gezielte Inaktivierung von VE-Cadherin-Genen in Embryonen bedingt durch

vaskuldre Defekte zum Tode der Tiere [21].
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Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit anhand von Ceacam-knock-out-Tieren gezeigt
werden, dass dieses Molekiil eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung des
Kollateralflusses hat, was nur zum geringen Teil durch eine Verdnderung der
Gefalproliferation zu erkldren ist. Des Weiteren zeigen die Ergebnisse, dass eine
Uberexpression von Ceacam im Endothel in der Lage ist, den Kollateralfluss zu verstirken.
Auf diese Ergebnisse aufbauende Arbeiten konnten schlieBlich nachweisen, dass
insbesondere das auf einwandernden myeloischen Zellen exprimierte Ceacam wahrend der

Arteriogenese eine entscheidende Rolle spielt [15].
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5. Zusammenfassung

Die positiven Effekte des Zelladhdsionsmolekiils Ceacam-1 auf die Angiogenese konnten
in in-vitro-Studien bereits mehrfach bestitigt werden. Ziel dieser Dissertation war es,
anhand eines etablierten Femoralarterienokklusionsmodells der Maus auch die
arteriogenetische Potenz von Ceacam-1 und damit den Einfluss auf neues
Kollateralarterienwachstum in-vivo zu untersuchen.

Wir konnten mit unseren Untersuchungen zeigen, dass Ceacam sowohl hinreichend als
auch notwendig zur Ausbildung eines relevanten Kollateralflusses ist. Durch unsere
Versuche mit der etablierten Mikrosphirenzdhlung konnten wir zeigen, dass die relative
Durchblutung des ischdmischen, ligierten Beines 7 Tage nach dem Eingriff bei den
Ceacam-1°"""-M#usen im Vergleich zu ihrer Kontrollgruppe signifikant erhdht ist.

Im Gegensatz dazu war die relative Durchblutung an ischdmischen Hinterldufen bei
Ceacam-1""-Miusen signifikant erniedrigt gegeniiber ihrer Kontrollgruppe. Erginzende
Untersuchungen mittels Flowprobe sowie die Uberpriifung der Zellproliferation zeigten
zwar keine signifikanten Unterschiede, aber eine klare Tendenz hinsichtlich der
ausgepragten Bedeutung von Ceacam fiir das Kollateralarterienwachstum.

Kritisch anzumerken ist hier, dass die Tendenz zu vermehrter Zellteilung und damit
erhohter Arteriogenese in den Ceacam-1"%"-Miusen gegeniiber den Ceacam-17"-Miusen
erkennbar ist, den signifikanten Unterschied in den Kollateralfliissen jedoch nicht
vollstindig erklart.

Unsere Schlussfolgerung ist, dass Ceacam zum einen durch seine Prdsenz auf lokalen
Endothelzellen in Zusammenarbeit mit anderen Wachstumsfaktoren in hypoxischem
Gewebe die lokale GefaBproliferation stimuliert. Zum anderen, und dies konnte in einer
dieser Arbeit folgenden Studie gezeigt werden, hat Ceacam einen erheblichen Einfluss auf
das Remodeling, das heifit den vaskuldren Umbauprozess, der dafiir sorgt, dass sich das
Gefdl den neuen hidmodynamischen Bedingungen anpasst. In seiner Funktion als
Zelladhdsionsmolekiil erleichtert Ceacam-1 es, zirkulierenden myeloischen Zellen in den
subintimalen Raum {iberzutreten und somit deren Anzahl und folglich auch den

Durchmesser von Kollateralgefda3en deutlich zu erh6hen.
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