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1 Einleitung

Erkrankungen des kardiovaskuldren Systems stehen in den industrialisierten L&ndern an der Spitze der
Morbiditat und Mortalitdt der Bevolkerung. So stellten nach Angaben des Statistischen Bundesamtes
Krankheiten des Kreislaufsystems auch im Jahr 2005 mit 44,2 % aller Todesfalle die bei weitem haufigste
Todesursache in Deutschland dar, gefolgt von bdsartigen Neubildungen mit 25,5 % (Quelle: Statistisches
Bundesamt Deutschland 2006; Pressemitteilung vom 15.9.2006). Den meisten kardiovaskularen Erkran-
kungen liegen atherosklerotische Veranderungen der GefalRe zugrunde, die dann ihrerseits Folgekrank-
heiten wie Herzinfarkt, Schlaganfall oder periphere arterielle Verschlusskrankheit bedingen kénnen. Es
sind zahlreiche Risikofaktoren bekannt, die zur Entwicklung und Progression der Atherosklerose beitra-
gen. Dazu gehdren neben Umwelteinflissen wie Nikotinkonsum, fettreicher Erndhrung, korperlicher Inak-
tivitat und daraus resultierendem Ubergewicht auch genetische Pradispositionen wie familiare Hyperlipi-
damie und Hypertonie. Das Vorhandensein primarer Grunderkrankungen wie Diabetes mellitus kann die
Entstehung der Krankheit begunstigen bzw. féordern. Ebenso kénnen Alter und Geschlecht einen Einfluss
auf die Entstehung und Progression der Atherosklerose haben (Lusis 2000).

Kardiovaskulare Erkrankungen gehen mit Veranderungen der Morphologie und der strukturellen Integritat
der Gefallwand einher; die im Gefal} stattfindenden Umbauprozesse werden als Remodeling bezeichnet.
Arterielles Remodeling kann eine durch das Fortschreiten der Atherosklerose bedingte Verminderung des
GefalBlumens bis zu einem gewissen Grad kompensieren, dadurch aber auch zur Entstehung athero-
sklerose-assoziierter Aneurysmen und zur Entstehung instabiler atherosklerotischer Plaques beitragen.
Die intimale Hyperplasie nach Behandlung verengter Gefalle mittels perkutaner transluminaler (korona-
rer) Angioplastie wird ebenfalls durch Remodelingprozesse der GefalBwand gefdrdert bzw. ausgelést
(Ward, Pasterkamp et al. 2000; Zubilewicz, Wronski et al. 2001). Atherosklerose und vaskulares Remo-
deling sind sehr komplexe multifaktorielle Erkrankungen, deren pathogenetische Mechanismen bisher
noch nicht endgultig aufgeklart werden konnten. Die Untersuchung der molekularen Mechanismen, die
fur die Entstehung und Progression der Atherosklerose verantwortlich sind und Remodelingprozesse

initiieren bzw. fordern, sind deshalb gegenwartig verstéarkt Gegenstand der Forschung.

11 Atherosklerose

Fur die Atherogenese sind verschiedene Hypothesen aufgestellt worden wie die ,Oxidationshypothese”
(Steinberg and Witztum 2002), die ,J/mmunhypothese” (Hansson, Jonasson et al. 1989) und die ,response
to injury“-Hypothese (Ross 1999), die jedoch isoliert betrachtet keine ausreichende Erklarung fur die Ent-
stehung und das Fortschreiten atherosklerotischer Gefal3verdnderungen geben.

Obwohl atherosklerotische GefalRveranderungen beim Menschen haufig schon im Kindesalter mit Lipid-
ablagerungen in der arteriellen GefaRwand beginnen, vergehen bis zum Auftreten klinisch relevanter
Komplikationen oft Jahrzehnte (Stary, Chandler et al. 1994; Napoli, D'Armiento et al. 1997). Die friihen,
makroskopisch noch nicht identifizierbaren Stadien der Atherosklerose sind durch eine Dysfunktion des
Endothels charakterisiert, die unter anderem durch die bekannten kardiovaskularen Risikofaktoren verur-
sacht werden kann. Pradilektionsstellen fur funktionelle Veranderungen des Endothels sind insbesondere
GefalRbereiche, die starker mechanischer (hamodynamischer) Beanspruchung und erhéhten Scherkréf-

ten ausgesetzt sind wie der Aortenbogen oder GeféaRverzweigungen (Gimbrone 1999; Malek, Alper et al.
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1999). Als Folge der endothelialen Dysfunktion kommt es zu einer erhéhten Permeabilitat des Endothels
fur Lipoproteine, insbesondere den LDL (low density lipoproteins), die in den subendothelialen Bereich
diffundieren und dort oxidativ modifiziert werden kénnen. Die Aktivierung von Endothelzellen durch oxi-
dierte Phospholipide (Leitinger 2005) und eine erhdhte hamodynamische Beanspruchung fuhren zu einer
verstarkten Expression von Adhéasionsmolekiilen auf der Zelloberflache und damit zur Initiierung einer
inflammatorischen Reaktion in der GefaBwand. Selektine wie P- und E-Selektin vermitteln den Kontakt
und das Anhaften inflammatorischer Zellen wie Monozyten und T-Lymphozyten aus dem Blut an das
Endothel, das sogenannte leukocyte rolling und leukocyte tethering. Interzellulare und vaskulare Adhasi-
onsmolekile wie Icam-1 (inter-cellular adhesion molecule 1), Vcam-1 (vascular cell adhesion molecule 1)
und Integrine sind fur die feste Anheftung der inflammatorischen Zellen am Endothel und unter Mitwir-
kung von Chemokinen wie Mcp-1 (monocyte chemoattractant protein 1, Ccl2) fur die transendotheliale
Migration dieser Zellen verantwortlich (Blankenberg, Barbaux et al. 2003). Nach der Differenzierung von
Monozyten zu Makrophagen im subendothelialen Raum und der Aufnahme von oxidiertem LDL (oxLDL)
Uber Scavenger-Rezeptoren entstehen die fur die atherosklerotische Lasion charakteristischen Schaum-
zellen. Die Differenzierung und Proliferation von Makrophagen werden von Zytokinen wie dem M-Csf
(macrophage colony-stimulating factor) gesteuert. Gleichzeitig werden Strukturen des angeborenen Im-
munsystems aktiviert, die Toll-artigen Rezeptoren (Toll-like receptors, TIrs), Giber die intrazellulare Signal-
kaskaden ausgel6st werden, die in Makrophagen, glatten GefaBmuskelzellen (smooth muscle cells,
SMCs) und Endothelzellen zur Sekretion proinflammatorischer Zytokine und Chemokine sowie zur Ex-
pression von Adhéasionsmolekilen fihren (Michelsen, Doherty et al. 2004; Pasterkamp, Van Keulen et al.
2004; Vink, de Kleijn et al. 2004; Raines and Ferri 2005). Von Makrophagen und T-Zellen sezernierte
Zytokine und Wachstumsfaktoren sind verantwortlich fur die Proliferation der SMCs und deren Migration
von der Lamina media in die Lamina intima sowie fir die Produktion von extrazellularer Matrix (extra-
cellular matrix, ECM) (Lusis 2000; Daugherty, Webb et al. 2005). In der atherosklerotischen Lasion ak-
kumulieren Makrophagen und T-Lymphozyten und es kommt zur Apoptose von Zellen; dieser Prozess
fihrt zusammen mit weiterer Lipidaufnahme zur Ausbildung eines nekrotischen Lipidkerns (Abb. 1). Es
entsteht ein stabiler atherosklerotischer Plaque, der durch eine fibrése Kappe vom zirkulierenden Blut
getrennt ist, die aus SMCs und von SMCs gebildeter ECM besteht. Durch verminderte Bildung bzw. ver-
starkten Abbau von ECM und damit einhergehender Verdinnung der fibrésen Kappe kann der athero-
sklerotische Plaque instabil werden. An diesen Prozessen sind das von T-Zellen gebildete IFNy (Interfe-
ron), das die Produktion von ECM durch SMCs inhibiert, oder von Makrophagen sezernierte Matrix-
metalloproteinasen (Mmps), die ECM degradieren kdnnen, beteiligt (Gough, Gomez et al. 2005). Unter
dem Einfluss von Scherkraften bzw. erhéhter mechanischer Beanspruchung kann die diinne fibrose Kap-
pe aufreillen, wodurch es zur Freisetzung thrombogenen Materials aus dem Plague kommt, inshesonde-
re von Gewebefaktor (tissue factor) sowie von Phospholipiden und plattchen-adhésiven Matrixmolekilen
(Abb. 1). Die daraus resultierende Aktivierung des Blutgerinnungssystems fiihrt letztlich zur Bildung nicht-
okkludierender oder okkludierender Thromben mit den entsprechenden klinischen Manifestationen einer
instabilen Angina pectoris oder eines Myokardinfarktes. Fissuren bzw. Rupturen atherosklerotischer Pla-
ques finden sich gehéuft in deren Randbereich (Schulterregion), in der sich immunhistologisch eine An-
reicherung inflammatorischer Zellen wie Makrophagen, T-Lymphozyten und Mastzellen nachweisen lasst
(Lusis 2000).
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Abb. 1: Schematische Darstellung einer atherosklerotischen

2001); modifiziert.

Dysfunktionales Endothel ermdglicht den Durchtritt von Lipoproteinen (LDL) sowie von Monozyten und
Lymphozyten aus dem Blut in den subendothelialen Raum (SER). Dort erfolgt die Modifikation von LDL
unter anderem durch oxidative Prozesse und die Differenzierung von Monozyten in Makrophagen. Die
modifizierten Lipoproteine (oxLDL) werden von Scavenger-Rezeptoren (SR) auf der Zelloberflache von
Makrophagen erkannt und endozytotisch in die Zelle aufgenommen, wodurch die Makrophagen zu
Schaumzellen differenzieren. Mit fortschreitender Entwicklung der Lasion finden sich im Zentrum apopto-
tische Zellen und extrazellulares Lipid sowie eine zunehmende Zerstdérung der Basalmembran (BM), die
die Lamina media vom SER abgrenzt. Von Immunzellen sezernierte Zytokine aktivieren glatte Muskel-
zellen der Lamina media (mMSMCs) in den SER zu migrieren. Die SMCs sezernieren extrazelllulare Matrix
und bilden eine fibrose Kappe, die die Lasion von der Zirkulation trennt. Immunzellen finden sich vor
allem in den Randbereichen, der Schulterregion der Lasion. Durch Zytokine, vor allem IFNy, welches vor
allem von TH1-Zellen sezerniert wird, werden die Makrophagen zur Sekretion von ECM-degradierenden
Proteinasen (MMPs) angeregt. Die fibrése Kappe aus SMCs und ECM wird instabil und kann bei mecha-
nischer Belastung rei3en. Das thrombogene Material aus dem Plaque (tissue factor, TF) kommt mit dem
Blut in Kontakt und fihrt zur Anlagerung von Plattchen und der Auslésung der Gerinnungskaskade.

Eine entscheidende Rolle in der Atherogenese scheint dem oxidativen Stress, das heil3t der Bildung freier
Sauerstoffradikale (reactive oxygen species, ROS), zuzukommen. ROS werden unter physiologischen
Bedingungen kontinuierlich gebildet; mdgliche toxische Schaden der Zellen durch ROS werden jedoch
durch enzymatische und nicht-enzymatische protektive Mechanismen verhindert (Dhalla, Temsah et al.
2000; Madamanchi, Vendrov et al. 2005). Unter pathologischen Bedingungen kénnen vermehrt ROS
gebildet werden, so dass die zellularen Antioxidationssysteme nicht mehr in der Lage sind, den oxidati-
ven Stress und damit einhergehende Schaden an Lipiden, Proteinen und DNA zu verhindern (Dhalla,
Temsah et al. 2000; Madamanchi, Vendrov et al. 2005). In Versuchen an Mausen, die Zigarettenrauch
oder direktem Nikotinkonsum Uber die Nahrung ausgesetzt wurden, wurde gezeigt, dass Rauchen, einer
der Hauptrisikofaktoren fir die Entstehung und Progression der Atherosklerose, zur vermehrten Bildung
von ROS, zu einer Zunahme von proinflammatorischen Zytokinen und zu einer verstarkten Athero-
sklerose fiihrte (Traber, van der Vliet et al. 2000; Johnson, Balagurunathan et al. 2003; Tani, Dimayuga et
al. 2004; Lau, Li et al. 2006). Eine erhthte Bildung und Freisetzung von ROS kénnte unter anderem eine
verstarkte Inaktivierung von Stickstoffmonoxid (NO) nach sich ziehen, ein Effekt, der z.B. in der Aorta von

hypercholesterolamischen Apolipoprotein E-Knockout (ApoE"')—Mausen nachgewiesen werden konnte
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(d'Uscio, Baker et al. 2001). Endotheliales NO stellt durch seine vasodilatatorischen, antiinflammatori-
schen und antithrombotischen Eigenschaften einen der wichtigsten gefal3-protektiven Mechanismen des
Endothels dar. Eine verminderte Aktivitat des NO-Signalwegs kdnnte eine endotheliale Dysfunktion be-
dingen oder verstarken und somit proatherosklerotisch wirken (d'Uscio, Baker et al. 2001; Ignarro and
Napoli 2004; Landmesser, Hornig et al. 2004; Huang and Vita 2006).

1.2 Arterielles Remodeling

Arterielles Remodeling wird bereits seit Beginn der 1990-iger Jahre im Zusammenhang mit Gefalierkran-
kungen wie Atherosklerose, GefaRstenosen und Restenosen nach Angioplastien, transplantations-
assoziierter Vaskulopathie und Komplikationen nach Bypass-Operationen diskutiert. Mit arteriellem
Remodeling wird die strukturelle und morphologische Veranderung eines arteriellen GefaRes innerhalb
der Lamina elastica externa (external elastic lamina, EEL) bezeichnet, dabei werden zwei Hauptformen
des arteriellen Remodelings unterschieden (Abb. 2). Das positive arterielle Remodeling (auch bekannt als
outward remodeling, compensatory enlargement oder expansive remodeling) geht mit einer Gré3enzu-
nahme des Gefalies einher, wahrend das negative arterielle Remodeling (inward remodeling, paradoxical

shrinkage oder constrictive remodeling) eine Reduktion der GefalRgréRe beinhaltet (Ward, Pasterkamp et

al. 2000).
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Abb. 2:  Formen des arteriellen Remodelings nach (Wa  rd, Pasterkamp et al. 2000); modifiziert.

Die Abbildung zeigt schematisch mdgliche Formen des arteriellen Remodelings an einem atherosklero-
tischen Gefal. Dabei werden zwei Hauptformen unterschieden: Beim positiven Remodeling (siehe 1.2.1)
nimmt der GefaRquerschnitt zu, da als Folge des Plaguewachstums die eintretende Gefal3stenose durch
die VergroRRerung des Gefal3es kompensiert wird. Durch diesen Remodeling-Typ kdnnen durch die auf
die Arterienwand einwirkenden Scherkréafte Plaquerupturen oder Aneurysmen entstehen. Beim negativen
Remodeling (siehe 1.2.2) wird dagegen das GefaRRlumen reduziert, was zur Minderdurchblutung von
Organen und dadurch z.B. zum Auftreten einer Angina pectoris fihren kann.
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1.2.1 Positives arterielles Remodeling

Positives Remodeling bezeichnet die GroRenzunahme eines GefalRes bzw. des GefalRquerschnitts durch
Vasodilatation, aber auch die Anpassung an ein vermindertes GefaRlumen in Folge pathologischer Pro-
zesse wie Intimaproliferation und die Bildung atherosklerotischer Plaques (Pasterkamp, Galis et al. 2004).
Dieser Prozess kann im Extremfall zur Entstehung von Aneurysmen beitragen, da die Lamina media in
ihrer Dicke abnimmt und an Festigkeit verliert. Mit Zunahme der Plaquegrof3e und -dicke wurde in der Ar-
teria carotis (A. carotis), der thorakalen Aorta und der abdominalen Aorta von ApoE'/'-Mausen ein kom-
pensatorisches, positives arterielles Remodeling beobachtet, das verbunden war mit einer Abnahme der
Mediadicke und einer Zerstérung der elastischen Fasern der Media im Bereich der atherosklerotischen
Lasionen (Lutgens, de Muinck et al. 2001). Auch in atherosklerotischen Gefal3bereichen des Aortenbo-
gens von ApoE"'-Mausen wurde ein positives arterielles Remodeling beobachtet (Bentzon, Pasterkamp
et al. 2003). Die GefalRveranderungen in der Aorta waren vom Grad der Atherosklerose abhangig. Ein
arterielles Remodeling war in geringem Mald bei 32 Wochen alten Mausen mit nachweisbaren athero-
sklerotischen Gefallveranderungen zu beobachten. Bei einjahrigen Tieren, die eine deutliche Atheroskle-
rose der Aorta aufwiesen, war das Remodeling bereits stark ausgepréagt (Moos, John et al. 2005).
Choudhury et al. wiesen in vivo mittels MRM (magnetic resonance microscopy) die individuelle Progres-
sion der Atherosklerose in der Aorta von Wildtyp (WT)- und ApoE"'—Mausen nach. Die Tiere wurden mit
einer atherogenen Diat gefittert und in regelmafRigen Abstanden untersucht. Im Alter von 20 Wochen ent-
standen in der Abdominalaorta der ApoE"'-Tiere Plagues im Bereich der arteriellen GefalRabgange. Die
Progression der Plaques war assoziiert mit einem positiven arteriellen Remodeling ohne VergréRerung
des GefaRlumens; einem kompensatorischen arteriellen Remodeling (Choudhury, Fayad et al. 2003).
Inflammatorische Zellen sind in der Lage, ECM-degradierende Enzyme freizusetzen, wodurch das Re-
modeling beglnstigt bzw. beschleunigt werden kann. Die Aorta von alten ApoE'/'-Mausen (> 1 Jahr) wies
ein extremes positives Remodeling und eine starke Infiltration mit Lymphozyten und Makrophagen auf
(Choudhury, Fayad et al. 2003; Moos, John et al. 2005). In der Aorta von alten ApoE"'-Mausen konnte die
spontane Bildung von Aneurysmen mittels Magnetresonanztomographie nachgewiesen werden
(McFadden, Chaabane et al. 2004). Wenn das positive arterielle Remodeling nicht ausreicht, eine beste-
hende GeféaRstenose zu kompensieren, wird dies als inadaquates positives Remodeling bezeichnet.
Inadéquates Remodeling tritt beispielsweise bei fortgeschrittener Atherosklerose mit zirkuldren Plaques
auf. So wies die A. carotis von alten ApoE"'-Mausen trotz eines deutlichen positiven Remodelings eine
Stenose von bis zu 70 % auf (Seo, Lombardi et al. 1997; Lutgens, de Muinck et al. 2001).

1.2.2 Negatives arterielles Remodeling

Das negative arterielle Remodeling beschreibt die Reduktion des GefaRlumens bzw. GefalRquerschnitts,
was bei pathologischen Prozessen bis zum vollstandigen Gefaldverschluss fiihren kann. Als wichtige
Pathomechanismen sind hier Intimahypertrophie, Mediahypertrophie oder Thrombusbildung nach Plaque-
ruptur sowie eine andauernde Vasokonstriktion (z.B. nach Plaqueruptur) zu nennen (Ward, Pasterkamp
et al. 2000; Zubilewicz, Wronski et al. 2001). Negatives Remodeling tragt entscheidend zur Lumen-
verengung bei fortgeschrittenen GefalRerkrankungen wie z.B. der Transplantatvaskulopathie oder der Re-
stenose nach Angioplastie bei. Die Restenose ist eine der haufigsten Komplikationen nach Eingriffen wie

transluminalen Angioplastien, Atherektomien, Bypass-Operationen oder Stentimplantationen. Sie tritt bei
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30 bis 50 % aller Patienten auf und schrénkt den Langzeiterfolg dieser Behandlungsmethoden erheblich
ein. Neben sofortigen thrombotischen Verschliissen und der Progression der Atherosklerose ist die Ent-
wicklung einer Restenose innerhalb der ersten sechs Folgemonate nach dem Eingriff ein limitierender
Faktor fir die erfolgreiche Behandlung von Gefaf3stenosen. Die intimale Hyperplasie oder Neointima-
bildung, die als wichtigste Ursache der Restenose gilt, wird initiiert durch die Verletzung der GefaRwand
wahrend des Eingriffs und die dadurch verursachte Freisetzung zellularer Mediatoren und Wachstums-
faktoren, die eine Migration glatter Muskelzellen von der Lamina media in die Lamina intima bewirken und
ihre Proliferation fordern. Wéahrend dieses Vorganges dedifferenzieren die glatten Muskelzellen vom kon-
traktilen zum synthetisierenden (sekretorischen) Phénotyp, was mit dem Verlust von Markermolekilen
der SMCs wie z.B. a-Aktin verbunden ist (Thyberg, Blomgren et al. 1997). Hierbei kommt es unter ande-
rem zur Expression verschiedener zellularer Rezeptoren sowie von Adhasionsmolekilen wie Vcam-1 und
Icam-1, die bei einer Schadigung der GefaRwand fir die Interaktion von glatten Muskelzellen mit inflam-
matorischen Zellen und Immunzellen von Bedeutung sind (Moiseeva 2001).

Die in der Neointima vorhandenen SMCs haben ihren Ursprung nicht ausschlie3lich in der Media des
GefalRes. Sowohl im murinen als auch im humanen System konnten hamatopoetische Vorlauferzellen
aus dem Knochenmark nachgewiesen werden, die nach Verletzung der Gefa3wand im geschadigten Be-
reich adharieren und dort phénotypisch zu glatten Muskelzellen und Endothelzellen differenzieren (Sata,
Saiura et al. 2002; Simper, Stalboerger et al. 2002). Humane hamatopoetische mononukleéare Zellen dif-
ferenzierten in vitro nach Stimulation mit Wachstumsfaktoren zu SMCs (Simper, Stalboerger et al. 2002).
Im tierexperimentellen Modell ist die Beteiligung von Progenitorzellen an Heilungsprozessen der Gefal3-
wand von der Art der Schadigung abhéngig. So wurden nach einer intraluminalen Endothelschadigung
der A. carotis der Maus deutlich mehr Vorlauferzellen in der Neointima und der Lamina media nach-
gewiesen als nach aulierer Manipulation des Gefal3es durch Ligation oder das Anbringen einer Gefal-
manschette (Han, Campbell et al. 2001; Tanaka, Sata et al. 2003).

1.3 Bedeutung innater und adaptiver Immunreaktionen fur Atherosklerose
und arterielles Remodeling

In der Atherogenese spielen sowohl Zellen der angeborenen (innaten) als auch der erworbenen (adapti-
ven) Immunitét eine Rolle (Hansson, Libby et al. 2002; Hansson and Libby 2006). Zu den zellularen Me-
diatoren der angeborenen Immunitat zahlen Monozyten/Makrophagen, dendritische Zellen, Mastzellen,
neutrophile Granulozyten, natirliche Killerzellen (NK-Zellen) und primordiale B-Zellen (B1-Zellen)
(Vanderlaan and Reardon 2005; Bobryshev 2006; Whitman and Ramsamy 2006). Die Zellen der innaten
Immunitat verfiigen Gber ein begrenztes Repertoire von Rezeptoren auf ihrer Oberflache, die konservierte
molekulare Muster von Pathogenen, wie z.B. bakterielle Lipopolysaccharide (LPS) oder bakterielle DNA,
aber auch endogene Liganden, wie z.B. modifizierte Lipoproteine, erkennen kdnnen. Die Rezeptoren des
innaten Immunsystems werden in drei Kategorien unterteilt: i) membranstandige Signalrezeptoren, die
zur Aktivierung intrazellularer Signalwege fihren (z.B. TIrs); ii) membranstandige endozytotische Rezep-
toren, die fir die Aufnahme des Pathogens in die Zelle verantwortlich sind (z.B. Scavenger-Rezeptoren);
iii) sezernierte Rezeptoren, zu denen von B1l- und B-Zellen der Marginalzone gebildete und freigesetzte
Immunglobuline (l1g) wie IgM und IgA (so genannte natiirliche Antikérper) gezahlt werden (Miller, Chang
et al. 2003; Hoebe, Janssen et al. 2004; Ilwasaki and Medzhitov 2004; Benagiano, D'Elios et al. 2005;

Kobayashi, Lopez et al. 2005). Die Bedeutung dieser Rezeptoren fur die Atherosklerose lasst sich z.B. an

-6-



- Einleitung -

Makrophagen demonstrieren, die ein defektes Gen fur bestimmte Subtypen der Scavenger-Rezeptoren
(MSR-A und CD36) aufweisen. Diese Makrophagen zeigten in vitro eine verminderte Aufnahme von mo-
difiziertem LDL, in vivo war sowohl in ApoE"'/MSR-A'/'- (Suzuki, Kurihara et al. 1997) als auch in
ApoE"'/CD36"'—Doppelknockout—Mausen (Febbraio, Podrez et al. 2000) die Plaquegréf3e gegeniber den
entsprechenden Kontrolltieren stark vermindert. Andererseits hat der Scavenger-Rezeptor-Subtyp SR-BI
maogliche atheroprotektive Eigenschaften, da die atherosklerotischen Lasionen in ApoE'/'/SR-BI"'-DoppeI-
knockout-Mausen starker ausgepragt waren als in ApoE"'-KontroIItieren mit funktionierendem SR-BI-Re-
zeptor (Zhang, Yancey et al. 2003). IgM-Antikérper gegen oxLDL konnten im Human- und Kaninchen-
plasma sowie in atherosklerotischen Lasionen nachgewiesen werden; es ist jedoch noch unklar, ob die
Immunreaktion mit einer pro- oder antiatherogenen Wirkung einhergeht (Hulthe 2004; Kobayashi, Lopez
et al. 2005). TIrs scheinen sowohl in die Atherogenese als auch in Remodelingprozesse involviert zu sein,
da die in vivo-Aktivierung des TIr2 mit Hilfe eines synthetischen Liganden zu einer verstarkten Neointima-
bildung in der Femoralarterie nach Anbringen einer GefaBmanschette fuhrte; die Aktivierung des TIr2
verstarkte auBerdem die Plaquebildung in ApoE"'—Mausen (Schoneveld, Oude Nijhuis et al. 2005). Die
experimentelle Endothelschadigung in der Femoralarterie durch eine GefaBmanschette induzierte in
GefalRen von WT-Mausen ein positives arterielles Remodeling; in der Femoralarterie von TIr4™-Knockout-
Mausen konnte kein derartiges Remodeling beobachtet werden (Hollestelle, De Vries et al. 2004).
Adaptive Immunreaktionen werden durch antigenspezifische T- und B-Lymphozyten, Plasmazellen und
NK-Zellen vermittelt. Die Aktivierung erfolgt durch die Interaktion mit antigen-présentierenden Zellen wie
Makrophagen und dendritische Zellen sowie durch proinflammatorische Zytokine, die von aktivierten
Immunzellen und Endothelzellen sezerniert werden. Innate Immunzellen, die auf ihrer Zelloberflache Anti-
gene Uber MHC Il (majory histocompatibility complex class Il) prasentieren, stellen die Verbindung zur
adaptiven Immunitat her. Die meisten T-Zellen in den atherosklerotischen Lasionen sind CD4-positive
Zellen; sie gehoren gréRtenteils zum TH1-Subtyp (T-helper cells, TH) und sezernieren Zytokine wie IFNy,
Interleukin (IL)-2 sowie TNF (tumor necrosis factor) a und B (Lord and Bobryshev 2002). Diese Zytokine
aktivieren Makrophagen und vaskulére Zellen, férdern inflammatorische Reaktionen und sind an der zel-
luldren Immunitéat beteiligt. Andererseits produzieren Zellen der atherosklerotischen Léasion die TH1-
stimulatorischen Zytokine IL-12 und IL-18. TH2-stimulatorische Zytokine wie IL-4, IL-5 und IL-10 sind im
Plaque nur in geringer Menge vorhanden (Hansson, Libby et al. 2002). In atherosklerotischen Gefalen
wurden T- und B-Lymphozyten nicht nur in atherosklerotischen Plaques (Zhou and Hansson 1999) son-
dern auch in der Lamina adventitia der Maus (Moos, John et al. 2005) und des Menschen (Bobryshev
and Watanabe 1997; Houtkamp, de Boer et al. 2001) nachgewiesen.

Zytokine konnen sowohl proatherogene als auch antiatherogene Wirkungen haben, wobei TH1-
assozierten Zytokinen wie IFNy im allgemeinen eine proatherogene Rolle und TH2-assozierten Zytokinen
wie IL-10 eine atheroprotektive Funktion zugeschrieben wird (Young, Libby et al. 2002; Tedgui and Mallat
2006). Untersuchungen an ApoE'/'-Mausen mit unterschiedlich ausgepragter Hypercholesterolamie zeig-
ten bei schwerer Hypercholesterolamie eine Zunahme von TH2- und Abnahme von TH1-abhangigen
Antikérpern und Zytokinen und somit eine Umschaltung von einer TH1- zu einer TH2-Immunantwort
(Zhou, Paulsson et al. 1998; Robertson, Zhou et al. 2004). Eine Hemmung der TH1-Antwort (Mallat,
Gojova et al. 2003) bzw. der Differenzierung zu TH1-Zellen (Laurat, Poirier et al. 2001) resultierte in einer

Verminderung der Atherosklerose.
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IFNy, das hauptséchlich von aktivierten NK-Zellen und aktivierten T-Lymphozyten, aber auch von
Makrophagen, natirlichen Killer T-Zellen und dendritischen Zellen sezerniert wird, beeinflusst nahezu alle
wichtigen, an der Plagueentstehung beteiligten Zellen und Gbt somit einen sehr komplexen Einfluss auf
die Entwicklung der Atherosklerose aus (Harvey and Ramji 2005). Hervorzuheben sind in diesem Zu-
sammenhang vor allem die Stimulation der Antigenprasentation durch die Expression von MHC I- und
MHC II-Molekilen auf der Oberflache von Makrophagen und T-Zellen, die Stimulation der Freisetzung
proinflammatorischer Zytokine sowie die Rekrutierung von Zellen durch Stimulation der Expression von
Adhésionsmolekilen und Chemokinen. Die durch IFNy in Endothelzellen und SMCs induzierte Expres-
sion von Adhasionsmolekillen wie Vcam-1 und Icam-1 und die daraus resultierende Migration von
Immunzellen in den subendothelialen Raum zahlt zu den frihesten Ereignissen bei der Ausbildung friher
Atherosklerosestadien (fatty streaks) in den Gefaf3en. Untersuchungen an verschiedenen Mausmodellen
deuten auf eine vorwiegend proatherogene Rolle von IFNy firr die Entstehung atherosklerotischer Gefaf3-
veranderungen. So waren in ApoE"'/IFNy"'—DoppeIknockout—Mausen die Atherosklerose und die damit
verbundene Inflammation und Lipidakkumulation dramatisch reduziert, wéhrend der Kollagengehalt im
Plaque verstarkt war; der Plaque wies einen stabilen Phénotyp auf (Gupta, Pablo et al. 1997). Die Injek-
tion von rekombinantem IFNy fuhrte bei ApoE"'-Mausen trotz einer Reduktion der Cholesterolwerte im
Serum zu einer Zunahme der Plaqueflache und zur vermehrten Infiltration der atherosklerotischen
Lasionen mit T-Lymphozyten und MHC ll-positiven Zellen (Whitman, Ravisankar et al. 2000), was auf
einen instabilen Plaque-Phanotyp deutet. Die Bedeutung von IFNy fir das arterielle Remodeling nach
einer GefalBwandschadigung wurde an Mausen demonstriert, die keinen IFNy-Rezeptor besitzen; die
Neointimabildung war in diesen Tieren vermindert (Zohlnhofer, Richter et al. 2001).

Bei den Chemokinen ist das als proatherogener Faktor anzusehende Mcp-1, das chemotaktisch auf
Monozyten und T-Zellen wirkt und dessen Expression durch IFNy dramatisch erhéht wird, hervor-
zuheben. Mcp-1, dessen Bildung durch inflammatorische Zytokine in verschiedenen Zelltypen wie Endo-
thelzellen, SMCs oder Monozyten/Makrophagen induziert werden kann, war das erste Chemokin, das in
frihen atherosklerotischen Lasionen des Menschen im Endothel und bei fortgeschrittenen Lasionen in
SMCs und Makrophagen nachgewiesen wurde (Takeya, Yoshimura et al. 1993). Die Bedeutung von
Mcp-1 und seinem Rezeptor Ccr2 fir die Atherogenese wurde unter anderem in Untersuchungen mit
LDL-Rezeptor (LDL-R)'/'/Mcp-l"'- (Gu, Okada et al. 1998) und ApoE'/'/Ccr2'/'-Doppelknockout-Mausen
(Dawson, Kuziel et al. 1999) demonstriert; bei diesen Tieren war die Auspragung der atherosklerotischen
Lasionen im Vergleich zu den LDL-R”/Mcp-1"*- bzw. ApoE™/Ccr2**-Kontrollen deutlich geringer (Peters
and Charo 2001). Es wurde auch gezeigt, dass eine Knochenmarktransplantation von transgenen Mcp-1-
Uberexprimierenden Mausen auf ApoE"'-Mause die Entstehung der Atherosklerose beschleunigte (Aiello,
Bourassa et al. 1999). Eine Blockade des Rezeptors Ccr2 und die daraus resultierende Inhibierung des
Signalwegs bewirkte bei ApoE"'—Mausen mit bereits vorhandenen atherosklerotischen Lasionen sowohl
ein langsameres Fortschreiten der Atherosklerose als auch eine Entwicklung des Plaques in Richtung
eines stabilen Phanotyps mit einem hoéheren Gehalt an Muskelzellen und einer Reduktion der ent-
haltenen Lipide; dieser Effekt wurde auf eine Reduktion ECM-degradierender Enzyme und die vermin-
derte Expression inflammatorischer Zytokine zuriickgefuihrt (Reckless, Rubin et al. 1999; Inoue, Egashira
et al. 2002; Lutgens, Faber et al. 2005). Eine Bedeutung von Mcp-1 und Ccr2 fur die Entwicklung einer

Restenose zeigte sich bei experimentellen Untersuchungen zur intimalen Hyperplasie nach periarterieller
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GefalRschadigung an Mausen und Affen (Egashira, Zhao et al. 2002), nach Ballondilatation an Kaninchen
(Mori, Komori et al. 2002) sowie nach intraluminaler Gefal3schadigung an der Maus (Schober, Zernecke
et al. 2004); die durch eine intraluminale GefaBwandschadigung induzierte intimale Hyperplasie in der
Femoralarterie war bei Ccr2-Knockout-Mausen reduziert (Roque, Kim et al. 2002).

Weitere fur die Atherogenese bedeutsame Chemokine sind Mip (macrophage inflammatory protein) -1a
und -1B (Ccl3, Ccl4) sowie Cxcl16 (Harvey and Ramiji 2005). Mip-1a und -1 werden von den meisten
reifen hamatopoetischen Zellen exprimiert; dazu gehéren insbesondere verschiedene in die Immunant-
wort involvierte Zellen wie Lymphozyten, Monozyten/Makrophagen, Neutrophile, dendritische Zellen und
NK-Zellen, aber auch Fibroblasten, Osteoblasten, Epithelzellen und vaskuldre SMCs. Die Expression von
Mip-1a ist im Ruhezustand gering, nach entsprechender Stimulation, z.B. mit IFNy, TNFa oder LPS, wur-
de eine signifikante Zunahme beobachtet (Menten, Wuyts et al. 2002; Maurer and von Stebut 2004). Die
biologische Wirkung von Mip-1la wird Uber die Reaktion mit spezifischen, G-Protein-gekoppelten Rezepto-
ren vermittelt. Mip-1a ist ein bedeutendes TH1-assoziiertes Chemokin, das Uber seinen Rezeptor Ccr5
unter anderem die transendotheliale Migration von Monozyten/Makrophagen, dendritischen und
NK-Zellen in verletztes Gewebe steuert. Mip-1a spielt eine wichtige Rolle in der Pathogenese inflammato-
rischer Erkrankungen und im Zusammenhang mit Autoimmunreaktionen. Eine Expression von Mip-1a
konnte auch in atherosklerotischen Aorten von ApoE'/'-Mausen nachgewiesen werden; diese Expression
war abhangig vom Alter und der damit verbundenen starkeren Auspragung der Atherosklerose (Moos,
John et al. 2005).

Durch die Stimulation der Expression des erst seit kurzem bekannten Chemokins Cxcl16 tragt IFNy zur
Bildung von Schaumzellen in humanen atherosklerotischen Lasionen bei. Cxcl16 ist ein transmembranes
Molekl, das auch in léslicher Form vorkommt und die Migration aktivierter CD8-positiver-T-Zellen Gber
den Cxcr6-Rezeptor beeinflusst. Cxcl16 ist strukturell identisch zu einem Scavenger-Rezeptor-Subtyp
(SR-PSOX), wird in Endothelzellen, SMCs, Makrophagen und dendritischen Zellen exprimiert und vermit-
telt unter anderem die Aufnahme von oxLDL in die Zelle. Die Expression von Cxcl16/SR-PSOX und dem
zugehorigen Rezeptor Cxcr6 konnte in humanen und murinen atherosklerotischen Lasionen nachgewie-
sen werden. Eine Stimulation mit IFNy flhrte sowohl in vivo in der Maus als auch in vitro in humanen
Monozyten/Makrophagen-Zelllinien zu einem Anstieg der Expression von Cxcl16/SR-PSOX und zu einer
erhéhten Aufnahme von oxLDL (Wuttge, Zhou et al. 2004). Untersuchungen an LDL-R'/'/Cch16"'-D0ppe|-
knockout-Mausen postulieren eine atheroprotektive Wirkung von Cxcl16, da bei diesen Tieren eine ver-
starkte und beschleunigte Bildung atherosklerotischer Lasionen im Vergleich zu den LDL-R™/Cxcl16""*-
Kontrolltieren beobachtet wurde (Aslanian and Charo 2006).

Eine atheroprotektive Wirkung wird dem TH2-Zytokin IL-10 zugeschrieben. IL-10 ist ein antiinflammatori-
sches Zytokin, das von T-Zellen und Makrophagen synthetisiert wird und zellulare Prozesse moduliert,
die mit der Entwicklung und der Stabilitat atherosklerotischer Plaques interferieren. So entwickelten
IL-10"-Knockout-Mause bei Futterung einer atherogenen Diat einen signifikanten Anstieg der Lipidakku-
mulation im Vergleich zu WT-Tieren; atherosklerotische L&asionen von IL-10"-Knockout-Mausen zeigten
eine erhohte T-Zell-Infiltration, eine starke Expression von IFNy und eine Reduktion des Kollagengehalts
(Mallat, Besnard et al. 1999). ApoE"'/IL-10"'-D0ppe|knock0ut-Mause wiesen eine verstarkte Atheroskle-
rose sowie erhohte LDL- und erniedrigte VLDL (very low density lipoproteins)-Plasmaspiegel auf.

AuRerdem fuhrte die IL-10-Defizienz zu einer verstarkten Aktivitat von TH1-Zellen, Mmps und Faktoren
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der Blutgerinnung (Caligiuri, Rudling et al. 2003). Eine Knochenmarkstransplantation von IL-10"-Knock-
out-Mausen in LDL-R™-Mause filhrte zu einer Zunahme der Plagues und zur Akkumulation von Lympho-
zyten und Makrophagen sowie zur Reduktion des Kollagengehalts in den atherosklerotischen Lésionen
(Potteaux, Esposito et al. 2004). Dagegen wurde in LDL-R"-Mausen, denen Knochenmark von
transgenen, IL-10-Uberexprimierenden Mausen transplantiert wurde eine GréRenabnahme der Plaques
sowie eine Anderung der Plaguezusammensetzung, insbesondere eine Reduktion des Cholesterol-
gehalts, beobachtet. Die T-Lymphozyten dieser transgenen Mause zeigten eine deutliche Verschiebung
zum TH2-Phanotyp mit einer verminderten IFNy-Produktion (Pinderski, Fischbein et al. 2002). Nicht nur
fur die Atherogenese sondern auch fur das arterielle Remodeling nach einer GefalRschadigung wurde
eine Bedeutung von IL-10 nachgewiesen. Die Gabe von IL-10 reduzierte die Neointimabildung nach
intraluminaler Schadigung der A. carotis im Vergleich zu Kontrollmausen, denen kein zusatzliches IL-10
verabreicht wurde; in IL-10"-Knockout-Mausen war die Neointimabildung nach intraluminaler Schadigung
der A. carotis vestarkt (Zimmerman, Reznikov et al. 2004). Auch in hypercholesterolamischen IL-10"-
Knockout-Mausen war nach Schadigung der A. femoralis mittels einer GefdBmanschette die
Neointimabildung verstéarkt, wahrend in hypercholesterolamischen IL-10-Uberexprimierenden Méausen die
Neointimabildung reduziert war im Vergleich zu den entsprechenden hypercholesterolamischen Kontrol-
len (Eefting, Schepers et al. 2006).

Wahrend den Zytokinen IL-1, IL-6 und IFNy eine vorwiegend proatherogene und dem IL-10 eine anti-
atherogene Wirkung zugeschrieben wird, ist die Bedeutung von TGF (transforming growth factor) fir die
Atherogenese noch nicht endgiltig geklart. TGFB wird von einer Vielzahl von Zellen einschlie3lich Endo-
thelzellen, SMCs, Plattchen, T-Zellen und Fibroblasten exprimiert und ist an der Regulation zahlreicher
Prozesse wie Zellproliferation und -differenzierung, Adhasion und Apoptose, Produktion von ECM und
Modulation des Immunsystems beteiligt (Singh and Ramiji 2006). TGF@ und seine Rezeptoren, die in
grolRer Menge in atherosklerotischen Plaques exprimiert werden (Bobik, Agrotis et al. 1999), beeinflussen
die Eigenschaften und Funktionen aller im Plaque vorhandenen Zellen. Fir eine proatherogene Wirkung
von TGFp spricht die Rekrutierung und Forderung der Differenzierung von Monozyten (Wahl, Hunt et al.
1987); andererseits war die Konzentration von TGFB im Serum bei fortgeschrittener Atherosklerose redu-
ziert (Grainger, Kemp et al. 1995; Grainger, Mosedale et al. 2000). Eine Inhibierung des TGFp-
Signalwegs in T-Zellen (Gojova, Brun et al. 2003; Robertson, Rudling et al. 2003), durch neutralisierende
Antikorper (Mallat, Gojova et al. 2001) oder durch die Injektion eines ldslichen TGFB-Rezeptors (Lutgens,
Gijbels et al. 2002) gehen mit einer Beschleunigung der Atherosklerose einher und fihren zu einem
instabilen Plaque-Phanotyp, was auf eine antiatherogene Wirkung von TGFB hinweist. TGF fordert
einen stabilen Plaque-Phanotyp durch Stimulation der Kollagenbiosynthese und Hemmung der T-Zell-
Aktivierung (Cipollone, Fazia et al. 2004). Andererseits ist eine erhdhte TGFB-Expression hauptsachlich
verantwortlich fiir die zur Restenose filhrende exzessive fibrozellulare Proliferation der Intima (negatives
arterielles Remodeling) nach Angioplastie, Stentimplantation oder Atherektomie (Majesky, Lindner et al.
1991; Nabel, Shum et al. 1993; Kanzaki, Tamura et al. 1995; Yamamoto, Morishita et al. 2000; Lindner
2001; Ryan, Koteliansky et al. 2003).
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1.4 Die Rolle ECM-degradierender Enzyme bei Atheros klerose und
arteriellem Remodeling

Extrazellulare Matrix besteht vorwiegend aus verschiedenen Proteinen wie Kollagen, Fibrillin und Elastin
und aus Kohlenhydraten, den Glykosaminoglykanen, die mit Proteinen zu Proteoglykanen assoziieren.
Die Zusammensetzung der ECM variiert je nach Gewebe und den damit verbundenen Aufgaben. Neben
der Erhaltung der strukturellen Integritat des jeweiligen Gewebes hat die ECM zahlreiche andere Funkti-
onen, die insbesondere aus der Wechselwirkung mit den sie umgebenden Zellen resultieren. So sind an
die ECM inaktive Formen von extrazellularen Zytokinen, Wachstumsfaktoren und Proteinasen gebunden,
die durch Freisetzung zellularer Enzyme in ihre aktive Form umgewandelt oder durch zelluldre Media-
toren aktiviert werden kdnnen. Sowohl unter physiologischen als auch unter pathologischen Bedingungen
erfolgt ein Ab- und Umbau von ECM mittels spezifischer Enzyme zu denen Mmps Serin- und Cystein-
proteinasen gehéren, die von einer Vielzahl von Zellen einschliel3lich Immunzellen, Fibroblasten, Endo-
thelzellen, SMCs und Makrophagen/Schaumzellen exprimiert oder sezerniert werden (Raines 2000;
Smeglin and Frishman 2004; Watanabe and Ikeda 2004). ECM-degradierende Proteinasen sind an der
Entstehung und Progression der Atherosklerose sowie an vaskuldren Remodelingprozessen wie der
Restenose beteiligt; die Expression von ECM-degradierenden Proteinasen wurde in instabilen athero-
sklerotischen Plaques und nach Endothelschadigung nachgewiesen (Galis and Khatri 2002; Liu, Sukhova
et al. 2004; Garcia-Touchard, Henry et al. 2005; Dollery and Libby 2006).

Mmps stellen eine Familie von zinkhaltigen Endopeptidasen dar, die als Proenzyme vorliegen und nach
ihrer Aktivierung mittels proteolytischer Spaltung verschiedene Komponenten der ECM wie Kollagene,
Elastin, Glykosaminoklykane und Proteoglykane spalten kdnnen. Neben ihrer Rolle in physiologischen
Remodelingprozessen, wie z.B. wahrend der Embryonalentwicklung, bei der Knochenresorption und der
Angiogenese, sind Mmps auch an pathologischen Remodelingprozessen beteiligt (Kuzuya and Iguchi
2003; Newby 2005; Dollery and Libby 2006; Page-McCaw, Ewald et al. 2007). Die Aktivitat der Mmps
kann durch spezifische Bindung von Proteinen an deren katalytische Zentren gehemmt werden. Diese
Inhibitoren (tissue inhibitor of metallopeptidases, Timps) modulieren den Ab- und Umbau des Gewebes
durch Mmps. Wahrend unter physiologischen Bedingungen ein Gleichgewicht zwischen Mmps und Timps
besteht und als Folge davon eine enzymatische Aktivitdt von Mmps kaum nachweisbar ist, kann es bei
pathologischen Prozessen zu einer Stérung dieses Gleichgewichts mit einer erhdhten Mmp-Aktivitat
kommen (Sluijter, de Kleijn et al. 2006). So war in humanen atherosklerotischen Arterien (Galis, Sukhova
et al. 1994) sowie in experimentellen Atherosklerose- und Restenosemodellen eine erhéhte Expression
und Aktivitdt von Mmps nachweisbar (Galis, Sukhova et al. 1995; Zaltsman and Newby 1997; Jeng, Chou
et al. 1999; Jormsjo, Wuttge et al. 2002; Cheng, Kuzuya et al. 2004; Oorni, Sneck et al. 2004; Yasuda, Li
et al. 2004). Durch pathologische Prozesse wie mechanische Schadigung oder durch Scherkrafte und
oxidativen Stress kann die Expression, Bildung und Aktivierung von Mmps stimuliert werden (Sluijter, de
Kleijn et al. 2006). Eine Uberexpression von Mmps und eine damit verbundene Degradation von ECM
findet vor allem in den Schulterbereichen von humanen atherosklerotischen Plaques statt sowie in den
Bereichen einer Lasion, in denen inflammatorische Zellen, vor allem Makrophagen, akkumulieren (Galis,
Sukhova et al. 1994; Loftus, Naylor et al. 2002). Die Bedeutung von Mmps fur das kompensatorische
arterielle Remodeling in atherosklerotischen GeféaRen wurde an ApoE'/'- und ApoE'/'/Mmp-Q"'-DoppeI-

knockout-Mausen demonstriert. Durch Ligation der A. carotis in Kombination mit Fltterung einer
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atherogenen Diat wurden atherosklerotische Lasionen mit nachfolgendem arteriellen Remodeling indu-
ziert. Dieses kompensatorische Remodeling war in den Doppelknockout-Mausen deutlich reduziert, was
auf die Bedeutung von Mmps fiir Remodelingprozesse hinweist (Lessner, Martinson et al. 2004). Wurden
ApoE"'—Mause mit Timp—l"'—Knockout—Mausen gekreuzt, so wurde die in den ApoE"'—Tieren vorhandene
Degradation der Media und die dadurch bedingte Aneurysmabildung verstarkt, was die pathophysiologi-
sche Bedeutung von Mmps und Timps fur Rupturen der Media und die Bildung von Aneurysmen unter-
streicht (Lemaitre, Soloway et al. 2003).

Neben den Mmps sind auch die zu den Cysteinproteinasen gehdrenden Cathepsine an atheroskleroti-
schen und nicht-atherosklerotischen Remodelingprozessen beteiligt. Neben ihrer Funktion als ECM-
degradierende Enzyme sind Cathepsine auch in den Lipidmetabolismus involviert; sie sind in der Lage
LDL zu degradieren und die Bildung von Schaumzellen zu férdern und tragen so zur Progression der
Atherosklerose bei (Lutgens, Cleutjens et al. 2007). In atherosklerotischen Plagues von ApoE"'—Mausen
wurde die Expression der Cathepsine B, D, L und S nachgewiesen; die Expression korrelierte mit dem
Vorhandensein von Makrophagen im Plaque (Jormsjo, Wuttge et al. 2002). ApoE'/'/Cathepsin s’
Doppelknockout-Méause entwickelten unter einer atherogenen Diat deutlich weniger Plaquerupturen im
Vergleich zu ApoE"'-Tieren; die atherosklerotischen Lasionen wurden durch Cathepsin S destabilisiert
(Rodgers, Watkins et al. 2006). In LDL-R"'/Cathepsin S-Doppelknockout-Mausen wurde eine verminderte
Atherosklerose im Vergleich zu LDL-R"-Mausen beobachtet, die atherosklerotischen Lasionen der
Doppelknockout-Méause zeigten auRerdem eine geringere Akkumulation von T-Lymphozyten, Makro-
phagen und extrazellularen Lipiden sowie von SMCs und Kollagen. Dariiber hinaus zeigten die Mono-
zyten der LDL—R"'/Cathepsin S-Doppelknockout-Mause eine verminderte Migration durch die subendo-
theliale Basalmembran (Sukhova, Zhang et al. 2003). Die Cysteinproteinasen Cathepsin S und K wurden
auch in humanen atherosklerotischen Lasionen nachgewiesen (Sukhova, Shi et al. 1998); nach Ballon-
dilatation der A. carotis in der Ratte wurde eine erhdhte Expression der Cathepsine S und K in der
Neointima beobachtet (Cheng, Kuzuya et al. 2004).

Neben ECM-degradierenden Enzymen spielen auch ECM-gebundene Proteine wie das Osteopontin eine
Rolle in der Atherogenese, dem arteriellen Remodeling und der Restenose. Osteopontin ist ein lésliches
Phosphoprotein (phosphoryliertes Glykoprotein), das wie andere ECM- sowie Serumproteine die charak-
teristische Tripeptid-Sequenz Arginin-Glycin-Asparaginsaure aufweist. Osteopontin kann als immobilisier-
tes Molekil an ECM gebunden vorliegen oder als I8sliches Zytokin in Korperflissigkeiten vorkommen.
Uber die Reaktion mit verschiedenen Rezeptoren aktiviert Osteopontin direkt oder indirekt zellulare
Signalwege und vermittelt Zell-Matrix- und Zell-Zell-Interaktionen. Osteopontin vermittelt sowohl pro- als
auch antiinflammatorische Wirkungen. In Osteopontin-defizienten Mausen war die zellulare Immunant-
wort gegeniber viralen und bakteriellen Infektionen im Vergleich zu WT-Tieren vermindert, verbunden mit
einer Reduktion von TH1-stimulatorischen Zytokinen wie IL-12 und IFNy und einer Zunahme des TH2-
stimulatorischen Zytokins IL-10 (Ashkar, Weber et al. 2000). Osteopontin ist chemotaktisch fur T-Zellen
und Monozyten/Makrophagen und fordert deren Adhésion, wobei Osteopontin selbst als Adh&sionsmole-
kul fungieren kann. Osteopontin kann die Migration von Makrophagen und ihren Durchtritt durch die ECM
durch Veranderung in der Expression von Matrixmetalloproteinasen erleichtern, was auf eine essentielle
Rolle von Osteopontin fur die Motilitat der Makrophagen hinweist (Denhardt, Noda et al. 2001). Bei trans-

genen Mausen mit einer Uberexpression von Osteopontin reichert sich das Protein in der Media an; im
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Vergleich zu nicht-transgenen Tieren kommt es in der Aorta nach 32 Wochen zur spontanen Verdickung
der Media und in der A. femoralis nach Schadigung der GefaBwand zu einer verstarkten Neointimabil-
dung (Isoda, Nishikawa et al. 2002). Diese Befunde sprechen fir eine Beteiligung von Osteopontin in vivo
bei Prozessen, die mit der Proliferation von SMCs assoziiert sind wie Atherosklerose, vaskulares Remo-
deling und Restenose nach Angioplastie. Die Bedeutung von Osteopontin fiir die Regulation physiologi-
scher vaskularer Prozesse und fir das arterielle Remodeling wird in Untersuchungen mit Osteopontin-
defizienten Mausen deutlich. In der A. carotis war nach Endothelschadigung mittels Ligatur des Gefal3es
die Adhésion und Akkumulation von Leukozyten drastisch reduziert, die Neointimabildung vermindert und
das konstriktive Remodeling starker ausgepragt (Myers, Harmon et al. 2003). Die bei diesen Mausen im
Vergleich zum Wildtyp gemessene Senkung des Blutdrucks in Verbindung mit einer erhéhten Herzfre-
quenz wird auf den Verlust der strukturellen Integritat der ECM zurtickgefihrt, die lose organisierte Kolla-

genfasern aufwies.

15 Tierexperimentelle Systeme

Wissenschaftliche Studien am Menschen oder an humanen Material sind unter ethischen und anderen
Gesichtspunkten nur eingeschrankt durchfiihrbar; zudem macht die langsame Generationsfolge des
Menschen Langzeitbeobachtungen schwierig. Aus diesem Grund wurden zahlreiche tierexperimentelle
Modelle entwickelt, wobei es jedoch nicht immer mdglich ist, die Ergebnisse aus tierexperimentellen Stu-
dien direkt auf das humane System zu Ubertragen. Dennoch sind in den letzten Jahren zahlreiche Fakto-
ren beschrieben worden, die fur die Entstehung und das Fortschreiten atherosklerotischer Gefal3-
verdnderungen sowohl im Tierexperiment als auch beim Menschen von Bedeutung sein kdnnen
(Sheikine and Hansson 2004; Kobayashi, Lopez et al. 2005).

Neben Kaninchen, Schweinen und Primaten ist insbesondere die Maus ein geeignetes Tier zur Untersu-
chung von grundlegenden Mechanismen der Atherosklerose. Der Vorteil dieser Spezies liegt vor allem in
der kurzen Generationszeit und, bei vorhandener Atherosklerose-Suszeptibilitat, der Auspragung athero-
sklerotischer GefaRveranderungen innerhalb einer relativ kurzen Zeitspanne. Das Genom der Maus ist
sehr gut untersucht und es stehen fiir unterschiedliche experimentelle Fragestellungen zahlreiche ver-
schiedene Inzuchtstdmme mit sehr gut charakterisiertem genetischen Hintergrund einschlie3lich Stamme
mit gezielten genetischen Verénderungen zur Verfiigung (Jawien, Nastalek et al. 2004). WT-Mé&use sind
bei Fitterung einer Standarddiat mit geringem Fett- und Cholesterolgehalt in hohem Mal} resistent ge-
geniber der Entstehung der Atherosklerose, die sich deshalb haufig erst nach Fitterung einer atheroge-
nen Diat mit einem hohen Anteil an Fett und Cholesterol sowie Cholséure ausbildet, wobei die verschie-
denen Mausstamme grof3e Unterschiede in ihrer Empfindlichkeit aufweisen (Paigen, Morrow et al. 1985).
Die kurzzeitige Gabe einer atherogenen Diat fihrt haufig nur zur Auspragung von primaren athero-
sklerotischen Léasionen, die z.B. beim atherosklerose-suszeptiblen C57BL/6J-Mausstamm ausschlieRlich
in der Aortenwurzel lokalisiert sind (Paigen, Morrow et al. 1987; Nishina, Verstuyft et al. 1990).
Untersuchungen zur Atherogenese werden deshalb haufig an ApoE'/'-Méusen mit C57BL/6-Hintergrund
durchgefuhrt (Piedrahita, Zhang et al. 1992; Plump, Smith et al. 1992). Apolipoprotein E ist ein wichtiges
Strukturprotein der Chylomikronen, der VLDL und HDL (high density lipoproteins) und dient als hochaffi-
ner Ligand fur die zellulare Aufnahme dieser Lipoproteine tUber LDL-Rezeptoren in die Leber (van Dijk,

Hofker et al. 1999; Greenow, Pearce et al. 2005). Durch die Ausschaltung des ApoE-Gens bei Mausen
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entwickeln die Tiere bereits unter Standarddiat eine starke Hyperlipidamie (Piedrahita, Zhang et al. 1992)
und daraus resultierende atherosklerotische Plaques (Nakashima, Plump et al. 1994; Reddick, Zhang et
al. 1994), die ahnlich der Progression der Atherosklerose beim Menschen in ihrer Ausdehnung mit dem
Alter zunehmen und sich morphologisch verandern. LDL-R"-Mause stellen ein weiteres haufig verwende-
tes Modell zur Untersuchung der Atherogenese dar; sie weisen bei Fitterung einer Standarddiat etwa
zweifach erhthte Cholesterolwerte auf. Da diese Konzentrationen jedoch nicht ausreichen, um athero-
sklerotische Gefallveranderungen zu induzieren, wird LDL-R”-Mausen zusétzlich eine atherogene Diat
wie die Western- oder Paigen-Diat verabreicht. Durch die dadurch erzielte starke Hyperlipidamie bilden
sich bei den Tieren atherosklerotische Lasionen in der Aorta, die sich zu charakteristischen atherosklero-
tischen Plaques entwickeln (Ishibashi, Goldstein et al. 1994).

Obwohl Atherosklerosemodelle der Maus geeignet sind, zahlreiche Fragestellungen zur Entstehung und
zur Entwicklung atherosklerotischer Gefal3veranderungen zu untersuchen und Ruckschliisse auf die hu-
mane Atherogenese zu ziehen (Daugherty 2002; Jawien, Nastalek et al. 2004), gibt es Unterschiede zwi-
schen der murinen und der humanen Atherosklerose. So entstehen bei der Maus keine instabilen athero-
sklerotischen Plaques, die zu Plaquerupturen mit nachfolgender Bildung von intravasalen Thromben fih-
ren (Getz 2000; Daugherty 2002), wahrend beim Menschen die Thrombenbildung die Hauptursache fir
die klinischen Komplikationen der Atherosklerose darstellt (Davies 1996; Davies 1996). Bei ApoE'/'-
Mausen verstarben die Tiere in Folge von Plaquerupturen und Thromben in der A. innominata erst nach
Futterung mit einer atherogenen Diat Gber einen langen Zeitraum von bis zu 14 Monaten (Johnson and
Jackson 2001; Williams, Johnson et al. 2002). Histologisch konnten Plaquerupturen in der A. innominata
von ApoE"'—Mausen jedoch bereits nach 8-wdéchiger Fitterung einer sehr fett- und cholesterolreichen Diat
nachgewiesen werden; die rupturierten Plagues wurden im Anschluss durch eine fibrése Schicht abge-
deckt (Johnson, Carson et al. 2005). In einem anderen Modell konnten bei ApoE'/'-Méusen unter Stan-
darddiat durch eine vierwoéchige Ligatur der A. carotis mit anschlieRender Einengung des Gefal3es durch
eine Manschette Plaquerupturen, Hamorrhagien und die Bildung von Thromben induziert werden (Sasaki,
Kuzuya et al. 2006). Ein Myokardinfarkt konnte nur in ApoE"'/LDL—R"'—Doppelknockout—Mausen unter
atherogener Diat erreicht werden (Caligiuri, Levy et al. 1999).

Arterielles Remodeling kann im tierexperimentellen Modell durch eine Schadigung des GefaRendothels
induziert werden, wobei vorwiegend die A. carotis oder A. femoralis verwendet werden. Bei der peri-
vaskularen elektrischen Schadigung wird an einem freipréparierten Gefal3abschnitt ein schwacher Strom
durch das Gefal3 geleitet (Carmeliet, Moons et al. 1997). Eine nicht-invasive Methode ist die photochemi-
sche Schadigung. WT-Mausen unter atherogener Diat wurde Uber die Schwanzvene eine photoreaktive
Substanz injiziert und mittels perkutaner Bestrahlung der A. femoralis mit Licht einer definierten Wellen-
lange eine GefaBwandschadigung und eine daraus resultierende intimale Hyperplasie erzeugt (Trieu,
Narla et al. 2000). Durch die Ligation der A. carotis communis proximal der Bifurkation mit einer dauerhaf-
ten Unterbrechung des Blutflusses kommt es bei 3 — 4 Monate alten Mausen nach 4 Wochen sowohl zur
Bildung einer Neointima als auch zu irreversiblen Veranderungen in der Struktur der GefaBwand (negati-
ves arterielles Remodeling); beide Prozesse bewirken eine Abnahme des GefaRdurchmessers (Kumar
and Lindner 1997). Eine weitere Mdglichkeit, die Bildung einer Neointima und eine Restenose zu induzie-
ren, ist die intraluminale Schadigung der GefalRwand, bei der ein Draht oder Katheter in das Gefa3lumen

eingefuihrt wird mit nachfolgender Deendothelialisierung und Schadigung der Media (Lindner, Fingerle et
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al. 1993). Es gibt noch weitere Modelle der Endothelschadigung bzw. Varianten und Kombinationen der
oben genannten Methoden wie beispielsweise das Anbringen einer perivaskularen GefalBmanschette
(Moroi, Zhang et al. 1998), eine voriibergehende Ligation des Gefal3es mit anschlieRender intraluminaler
mechanischer Schadigung (Leidenfrost, Khan et al. 2003) oder eine intraluminale GefalRschadigung der
A. carotis durch starke Dehnung des Gefal3es mit Luft (Simon, Dhen et al. 2000). Alle genannten Modelle
fihren zu einer Schadigung des Endothels und induzieren ein vaskulares Remodeling im jeweiligen
Gefal.

1.6 Zielstellung der Arbeit

Arterielles Remodeling wird in Verbindung mit vaskularen Erkrankungen wie Atherosklerose und Reste-
nose seit langem sowohl in humanen (Kadar and Bjorkerud 1985; Kerber, McPherson et al. 1989) als
auch in murinen GeféaRen beobachtet (Bonthu, Heistad et al. 1997). Die als Remodeling bezeichneten
Umbauprozesse in der Gefallwand, die zu einer GrolRenzu- oder -abnahme des Gefalles bzw. Gefal-
querschnitts fuhren, kdnnen als Anpassung an verédnderte hdmodynamische Bedingungen angesehen
werden. Trotz intensiver Untersuchungen in den zurtickliegenden Jahren sind die am arteriellen Remode-
ling beteiligten molekularen Prozesse einschlie3lich der beteiligten GefalR- und Immunzellen sowie damit
einhergehende Veranderungen in der Genexpression noch nicht vollstandig aufgeklart. Das Ziel der vor-
liegenden experimentellen Arbeit bestand deshalb darin, mittels histologischer, immunhistologischer und
molekularbiologischer Methoden Prozesse des arteriellen Remodelings in vivo in normalen und athero-
sklerotisch veranderten GeféalR3en der Maus néher zu charakterisieren. Zu diesem Zweck wurden Remo-
delingprozesse in der A. carotis normaler und hyperlipidamischer Mause initiiert. Die Untersuchungen
wurden am atherosklerose-suszeptiblen C57BL/6J-Mausstamm durchgefuhrt, wobei sowohl WT-Mause
als auch ApoE"'-Mause mit C57BL/6J-Hintergrund eingesetzt wurden. Die an diesen Mauspopulationen

durchgefiihrten Studien konzentrierten sich auf verschiedene Schwerpunkte:

a) Zur Untersuchung des arteriellen Remodelings wurde ein tierexperimentelles Modell in der A. carotis
der Maus etabliert, bei dem durch eine mechanisch induzierte intraluminale Schadigung der Gefal3wand
und die damit verbundene Deendothelialisierung Remodelingprozesse initiiert werden. Die nach der
Schéadigung auftretenden morphometrischen und morphologischen Veranderungen einschlie3lich der
Proliferation glatter Muskelzellen und der Migration von Makrophagen und anderer Zellen in die

GefalBwand wurden in ihrem zeitlichen Verlauf charakterisiert.

b) Durch molekularbiologische Analysen von geschadigten im Vergleich zu nichtgeschadigten Gefal3en
sollten Genexpressionsanderungen, die durch die Schadigung induziert werden, in ihrem zeitlichen
Verlauf nach der Deendothelialisierung aufgezeigt werden. Bisher gibt es kaum Untersuchungen, die

molekulare Mechanismen von nicht-atherosklerotisch bedingten Remodelingprozessen beschreiben.

c¢) Ein dritter Untersuchungsschwerpunkt war die Charakterisierung der Atherosklerose und des athero-
sklerotisch bedingten arteriellen Remodelings in der Mausaorta. Genomweite Expressionsanalysen
(Affymetrix™) der atherosklerotischen Aorta von ApoE'/'-Mausen im Vergleich zur nicht-athero-
sklerotischen Aorta von WT-Mausen wurden durchgefiihrt, um differentiell exprimierte Gene zu identifi-
zieren, die fiur die Atherosklerose und das damit assoziierte arterielle Remodeling von Bedeutung sein

kdnnten.
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Material und Methoden

2.1 Gerate, Reagenzien und Losungen
Eine Ubersicht der verwendeten Geréate, Verbrauchsmaterialien, Chemikalien und Puffer-Lésungen

einschlieRlich der Bezugsquellen befindet sich im Anhang unter A.2 bis A.6.

2.2 Versuchstiere

221 Mauspopulationen

Die Untersuchungen wurden an ApoE’-Mausen (Stamm: B6.129P2-Apoe ™"

) und an WT-Mausen
(Stamm: C57BL/6J) durchgefiihrt. Je 4 Zuchtpaare dieser Mauspopulationen wurden im Jahr 2000 von
The Jackson Laboratory Bar Harbor/USA bezogen und fur die Zucht bzw. den Aufbau der Mauspopulati-
onen verwendet. Die Haltung erfolgte im Institut fur Versuchstierkunde (IVTK) des Klinikums der
Friedrich-Schiller-Universitat Jena unter spezifisch pathogenfreien (SPF) Bedingungen auf autoklaviertem
Weichholzgranulat bei einer Temperatur von 22<C, ei ner mittleren Luftfeuchte von 50 % und einer Belich-
tung von 14 h pro Tag. Die Versorgung erfolgte mit autoklaviertem Standard-Mausfutter der Firma
Altromin® (Gesellschaft fur Tiererndhrung mbH, Lage/Deutschland) (Katalog-Nummer 1314) und
autoklaviertem Wasser ad libitum. Fir die Versuche wurden mannliche und weibliche Tiere beider Popu-

lationen mit einem Gewicht zwischen 24,0 und 34,0 g und einem Alter von 32 + 3 Wochen verwendet.

222 Genehmigung der Tierversuche

Die Tierversuche wurden entsprechend des Tierschutzgesetzes in der Fassung der Bekanntmachung
vom 25.05.1998 (BGBI. | Nr. 30 vom 19.05.1998 S. 1105, 1818) nach Genehmigung durch das Thiringer
Landesamt fur Lebensmittelsicherheit und Verbraucherschutz/Abteilung Gesundheitlicher Verbraucher-
schutz, Veterinarwesen, Pharmazie unter dem Titel ,Experimentelle Untersuchungen zur Beeinflussung
der Arteriosklerose durch Hemmung des 5-Lipoxygenase-Systems an der Maus (Reg.-Nr. 02-14/01)
sowie unter dem Titel ,Untersuchungen zur Bedeutung und zum Zusammenhang von Alterungs-,

Entziindungs- und Immunprozessen bei der Arteriosklerose der Maus" (Reg.-Nr. 02-26/05) durchgeftihrt.

2.2.3 Narkotisierung der Tiere

Alle operativen Eingriffe wurden an narkotisierten Tieren vorgenommen. Die Mause wurden durch eine
intraperitoneale Injektion eines Narkosemittelgemisches narkotisiert, das wie das Gemisch zur Aufhebung
der Narkose vom Institut fir Versuchstierkunde bezogen wurde. Folgende Substanzen und Dosierungen
wurden zur Narkotisierung eingesetzt: Medetomidin (Domitor®, Chemie Technik Pfizer GmbH, Karlsru-
he/Deutschland) 0,5 mg/kg als Sedativum und Analgetikum; Midazolam (Dormicum®, Ratiopharm GmbH,
Ulm/Deutschland) 5 mg/kg als kurzwirksames Hypnotikum und Fentanyl (Fentanyl®, Janssen Cilag AG,
Neuss/Deutschland) 0,05 mg/kg als Opioid-Analgetikum. Nach Beendigung der Operation wurde die
Narkose durch subkutane Injektion eines Gemisches aus spezifischen Antidoten wieder aufgehoben. Zur
Antagonisierung wurden folgende Arzneimittel und Dosierungen verwendet: Atipamezol (Antisedan®,
Chemie Technik Pfizer GmbH, Karlsruhe/Deutschland) 2,5 mg/kg als Antagonist von Medetomidin;

Flumazenil (Anexate®, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim/Deutschland) 0,5 mg/kg als Antagonist von
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Midazolam; und Naloxon (Naloxon®, CuraMed Pharma GmbH, Karlsruhe/Deutschland) 1,2 mg/kg als
Antagonist von Fentanyl. Nach Injektion des Narkosemittelgemisches trat die Narkose innerhalb von

10 min ein; nach Injektion der Antidote erwachten die Tiere innerhalb von 5 bis maximal 10 min aus der

Narkose.
2.3 Untersuchungen an der A. carotis
231 Praparation und intraluminale Schadigung der A. carotis

Fur die intraluminale Schadigung der Gefallwand wurde ein tierexperimentelles Modell in Anlehnung an
das von Lindner et al. publizierte Modell zur Endothelschadigung in der A. carotis der Maus etabliert
(Lindner, Fingerle et al. 1993). Die gesamte Operation einschliellich der Narkose dauerte ca.
35 - 40 min. Die narkotisierte Maus wurde mit der Ventralseite nach oben auf einer mit sterilen Zellstoff-
tiichern abgedeckten Korkplatte fixiert. Mit einer chirurgischen Schere wurde medial am Hals ein ca. 1 cm
langer Einschnitt gemacht, der unter dem Stereomikroskop STEMI® 200-C mit Hilfe von zwei chirurgi-
schen Pinzetten vorsichtig gedehnt wurde. Die A. carotis dextra und die A. carotis sinistra wurden ein-
schlieBlich der Bifurkation in die A. carotis interna und externa freiprapariert (Abb. 3A). Die A. carotis

dextra diente als individuelles, scheinoperiertes Kontrollgefa3, um mdogliche Einflisse der chirurgischen

Manipulation auszuschlie3en.
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Abb. 3: Praparation und Schadigung des Gefaliendothels der A . carotis sinistra.

Es sind verschiedene Phasen der Operation dargestellt. In Bild A ist die freipraparierte A. carotis sinistra
mit inren beiden Asten, der A. carotis interna und A. carotis externa, zu sehen. Bild B zeigt das Einfilhren
des Drahtes in die A. carotis communis Uber die abgebundene A. carotis externa (gruner Pfeil). Die
A. carotis interna und A. carotis communis sind durch GeféaRklemmen voribergehend verschlossen
(schwarze Pfeile), um Blutungen zu vermeiden. In Bild C ist das GefaR nach erfolgter Schadigung und
Entfernen der GefaRklemmen dargestellt. Die A. carotis externa, tber die der Draht eingefuihrt wurde, ist
mit einem Nylonfaden abgebunden (schwarzer Pfeil). Die Durchblutung des geschadigten Gefal3ab-
schnitts ist vollstandig wiederhergestellt, der Blutfluss erfolgt Uber die A. carotis interna.

Die A. carotis externa sinistra wurde mdglichst weit distal mit einem sehr diinnen Nylonfaden irreversibel
abgebunden. Zur Vermeidung von Blutungen wurde der Blutfluss in der A. carotis interna und der
A. carotis communis mit GefaRklemmen fiir wenige Minuten unterbrochen (Abb. 3B). Uber einen kleinen
Einschnitt in der A. carotis externa proximal der Ligation wurde ein Draht mit einem Durchmesser von
300 um (Fuhrungsdraht eines Ballonkatheters) eingefuhrt und bis in die A. carotis communis vorgescho-
ben (Abb. 3B). Durch 5-malige Passage des Drahtes wurde intraluminal eine GefaRwandschadigung
erzeugt. Nach Entfernen des Drahtes wurde die A. carotis externa proximal der Einschnittstelle abgebun-

den. Die GefalBklemmen wurden entfernt und der Blutfluss wurde wiederhergestellt (Abb. 3C). Die Wunde
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wurde mit sterilen Wundklammern verschlossen und mit Softasept®N zur Desinfektion bespruht. Die
Narkose der Maus wurde durch subkutane Injektion der entsprechenden Antidote (siehe 2.2.3) beendet.
Die abgebundene A. carotis externa filhrte zu keinen sichtbaren Beeintrachtigungen der Tiere. Die Maus
wurde im Anschluss fir die in den Versuchsprotokollen festgelegten Zeiten im Institut fir Versuchstier-

kunde unter standardisierten Bedingungen gehalten (siehe 2.2.1).

2.3.2 In vivo -Markierung der A. carotis mit Evans Blau

Um in vivo den Grad der Deendothelialisierung nach der Gefallwandschadigung zu bestimmen, wurde
Méausen in definierten zeitlichen Abstanden nach der Schadigung eine Evans Blau-Losung appliziert.
Dazu wurden die Tiere wie unter 2.2.3 beschrieben narkotisiert und tber die Schwanzvene wurden 100 pl
einer 2,5 %-igen Evans Blau-Ldsung (in physiologischer Kochsalzlésung) injiziert. Nach 2 min wurde die
Maus durch Kohlendioxid-Begasung getdtet und die gesamte Maus zur Fixierung der GefaBe mit
4 %-igem Formalin (Roti®-Histofix) gesplt (perfusionsfixiert). Dazu wurde die Maus mit der Ventralseite
nach oben auf einer Korkplatte fixiert. Der Bauchraum wurde durch einen medialen Schnitt bis zum
Sternum erdffnet. Das Zwerchfell und die Rippen wurden durchtrennt, das Sternum wurde zuriickgeklappt
und fixiert. Das Herz wurde vom Perikard befreit und ein 23 G Katheter (0,65 mm Venofix® S) in den lin-
ken Ventrikel eingefiihrt. Uber eine ISMATEC MV-CA 4 Schlauch-Pumpe wurden mittels eines 3-Wege-
Hahnes (Discofix® B) die verschiedenen Perfusionslésungen (physiologische Kochsalzlosung, 4 %-iges
Formalin) appliziert. Die Drainage erfolgte durch Einschneiden des rechten Vorhofes; die aus dem Vorhof
austretende Spilflissigkeit wurde sofort abgesaugt. Die Perfusion der GefaRe mit der Spul- und
Fixationslésung erfolgte entsprechend des physiologischen Blutdrucks von Mausen mit einem Druck von
100 mmHg. Es wurde 3 min mit physiologischer Kochsalzlésung gespult, um das Blut aus dem GefaR-
system zu entfernen. Anschlieend erfolgte die Fixierung der Gefale durch 15-minttige Perfusion mit
4 %-igem Formalin [modifiziert nach (Horiba, Kadomatsu et al. 2000)]. Zur Enthahme der Karotisarterien
wurden das Sternum und die Rippen entfernt und die GefalRe im thorakalen und zervikalen Bereich weit-
raumig freigelegt. Ausgehend vom Aortenbogen wurden die A. carotis sinistra und die A. carotis dextra
bis zur Bifurkation freiprapariert. Das gesamte Praparat, bestehend aus Aortenbogen und den beiden
Karotisarterien, wurde entnommen und zur Einschatzung der mit Evans Blau angefarbten GefaRab-

schnitte in eine Zellkulturschale mit 4 %-igem Formalin Uberfuihrt und am Stereomikroskop ausgewertet.

2.3.3 Ex vivo -Aufarbeitung der A. carotis flr histologische Unte rsuchungen

Die Tiere wurden durch Kohlendioxid-Begasung getttet und mit der Ventralseite nach oben auf der Un-
terlage fixiert. Durch Eréffnung von Bauchraum und Thorax wurde das Herz freigelegt; das Perikard wur-
de entfernt. Die gesamte Maus wurde perfusionsfixiert wie unter 2.3.2 beschrieben. Danach wurden die
Karotisarterien mitsamt der Bifurkation von A. carotis interna und externa freiprapariert, entnommen und
in einer Zellkulturschale fir ca. 18 h bei 4C in 20 %-iger Sucrose-Lésung gewaschen. Die Gefalze wur-
den in TissueTek in Cryomold Biopsy Schalen eingebettet, in —80C kaltem n-Pentan eing efroren und bei
—80<C gelagert. Fur die histologische Auswertung wurden 10 pm dicke Schnitte am Gefriermikrotom
HM 500 OMV hergestellt. Dazu wurde die A. carotis communis von der Bifurkation an in proximaler Rich-
tung in 6 Schnittfolgen eingeteilt (Abb. 4), wobei im Abstand von 600 um je drei Schnitte zur Ermittlung
der morphometrischen Daten, der Gesamtzellzahl und der Zahl proliferierender Zellen auf Polysine™

Objekttrager aufgenommen wurden. Zusétzliche Schnitte der Schnittfolgen 3, 4 und 5 wurden ebenfalls
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auf Polysine™ Objekttrager aufgenommen, luftgetrocknet und zur spateren Verwendung fur immunhisto-

chemische Markierungen bei —80C aufbewahrt.

SF 1 SF3-5
A. carotis interna A N
distal 5 comInunis { proximal
A carotis externa
Abb. 4: Schematische Darstellung der Serienschnitte der A. carotis communis.

Die A. carotis communis wurde in 6 Abschnitte zu je 600 um eingeteilt (Schnittfolge, SF), beginnend an
der Bifurkation von A. carotis interna und externa. Dieses standardisierte Vorgehen ermdglichte die Aus-
wertung unterschiedlicher GefalRabschnitte bzw. den Vergleich verschiedener Gefal3e untereinander. Von
jeder Schnittfolge wurden Serienschnitte angefertigt, die in definierter Reihenfolge fir histologische und
immunhistologische Farbungen verwendet wurden. Fur weitere Farbungen wurden zusétzliche Schnitte
der SF 3, 4 und 5 bei —-80C aufbewabhrt.

234 Ex vivo -Aufarbeitung der A. carotis fir molekularbiologisc he Untersuchungen
Die Totung der Maus und die Praparation von Herz und GefaRRen erfolgte wie unter 2.3.3 beschrieben.
Danach wurde die A. carotis interna auf beiden Seiten inzidiert und beide Karotisarterien wurden tber
einen Einstich an der Aortenwurzel mit eiskaltem PBS-Puffer gespult. Die A. carotis communis sinistra
und dextra wurden von ihrem Beginn am Aortenbogen bzw. Truncus brachiocephalicus bis zur Bifurkation
in die A. carotis interna und externa herausprépariert und in ein 5 ml Reaktionsgefald tberfuhrt, in flissi-

gem Stickstoff eingefroren und bis zur RNA-Praparation bei —80<C gelagert.

2.3.5 RNA-Praparation aus der A. carotis

Zur gefrorenen A. carotis wurden 900 pl Trizol® gegeben und diese im 5 ml Reaktionsgefal mit einem
65 mm Omni-Tip drei mal 20 s homogenisiert. Das Trizol-Lysat wurde in ein 1,5 ml Phase Lock Gel
(PLG)-Reaktionsgefald uberfuhrt, 180 pl Chloroform wurden zugegeben und zur Trennung von wassriger,
RNA-haltiger Phase und organischer Phase die PLG-ReaktionsgeféaRe geschuttelt und danach fir 15 min
bei 12C und 18000 g zentrifugiert. Der obere, wass rige, RNA-haltige Uberstand wurde in ein 1,5 ml
Reaktionsgefal mit 280 pl Ethanol Uberfiihrt, vermischt, auf eine RNeasy® Micro-Saule gegeben und
1 min bei Raumtemperatur und 6500 g zentrifugiert. Alle RNA-Praparationen erfolgten mit dem RNeasy®
Micro-Kit der Firma Qiagen; die mitgelieferte Arbeitsvorschrift wurde an einigen Stellen modifiziert. Der
Durchlauf der Saule wurde verworfen und die S&ule mit 350 pl Puffer RW1 fur 1 min bei 6500 g
gewaschen. Dann wurden 10 pl der DNAse 1 mit 70 pl Puffer RDD vermischt und die Saule mit 80 pl der
Lésung fur 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde die S&ule nochmals mit 350 pl Puffer
RW1 gewaschen und der Durchlauf verworfen. Anschlielend wurde die Séaule mit 500 pl RPE-Puffer und
500 pl 80 %-igem Ethanol bei Raumtemperatur und 6500 g gewaschen und fir 3 min bei 18000 g
trockenzentrifugiert. Fir die Elution der RNA wurde die Saule auf ein 1,5 ml Reaktionsgefal? umgesetzt,
12 ul RNAse-freies Wasser wurden auf die Saule gegeben und diese wurde fur 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss wurde bei Raumtemperatur und 8000 g flr 2 min eluiert. Die
RNA-L6sung wurde bei —80<C gelagert.
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2.4 Untersuchungen an der Aorta

24.1 Préaparation der Aorta fur molekularbiologisch e Untersuchungen

Die Maus wurde durch Begasung mit Kohlendioxid getttet, gewogen und auf einer Korkplatte mit der
Ventralseite nach oben fixiert. Der Bauchraum wurde durch einen medialen Schnitt bis zum Sternum
eroffnet. Dann wurden das Zwerchfell und die Rippen durchtrennt und das Sternum zuriickgeklappt. Das
Herz wurde vom Perikard befreit und aus dem rechten Vorhof an der Eintrittsstelle der unteren Hohlvene
wurde mit einer 1 ml Spritze (Omnifix®-F) mit einer 27 G x %* Kanlle unter Nutzung des Stereo-
mikroskops OPMI® 1 FR das Blut fiir weiterfiihrende Analysen gewonnen.

Die Aorta wurde vom Aortenbogen bis zur Abzweigung der Beckenarterien freigelegt. Danach wurde
durch einen Einstich in die linke Beckenvene die untere Hohlvene mit ca. 5 ml eiskaltem PBS-Puffer
gespult. Die Drainage der Spilflissigkeit erfolgte Giber eine Inzision der unteren Hohlvene in Héhe der
Nierenvenen. Durch dieses Vorgehen wurde eine Kihlung der Aorta und des umgebenden Gewebes
erreicht. Im Anschluss wurde die Verbindung zwischen Aorta und Zwerchfell gelést und der abdominale
Teil der Aorta sorgfaltig vom umgebenden Gewebe befreit. Nach Inzision beider Beckenarterien wurde
die Aorta Uber einen Einstich an der Aortenwurzel mit 2 ml eiskaltem PBS-Puffer gespult, danach wurden
die groRRen arteriellen GefaRabgéange im Bereich des Bauchraums durchtrennt. Der thorakale Teil der
Aorta einschlie3lich des Aortenbogens wurde sorgfaltig freigelegt. Nach erneutem Spiilen der Aorta mit
2 ml eiskaltem PBS-Puffer wurden die Verbindung zum Herzen, die 3 arteriellen GefalRabgange des
Aortenbogens sowie die Beckenarterien vollstdndig durchtrennt. Die isolierte Aorta wurde sofort in eine
Zellkulturschale mit eiskaltem PBS-Puffer tberfuhrt und in 5- 6 Segmente zerteilt. Diese wurden in ein
5 ml Reaktionsgefal3 dberfuhrt, in flissigem Stickstoff eingefroren und bei —80C gelagert. Fur
weiterfilhrende Untersuchungen wurden vor Praparation der Aorta Thymus, Milz und ein Teil der Leber
entnommen, in Cryomold Biopsy Schalen in TissueTek eingebettet und in flissigem Stickstoff

eingefroren. Die Organe wurden ebenfalls bei —-80C gelagert.

2.4.2 RNA-Praparation aus der Aorta

Zu der gefrorenen zerteilten Aorta wurden 900 pl Trizol® gegeben; im Anschluss wurde die Aorta im 5 ml
Reaktionsgefal? mit einem 65 mm Omni-Tip 5 mal 20 s homogenisiert. Alle RNA-Praparationen erfolgten
mit dem RNeasy® Micro-Kit der Firma Qiagen, die mitgelieferte Arbeitsvorschrift wurde an einigen Stellen
modifiziert. Die RNA-Praparation wurde wie unter 2.3.5 beschrieben durchgefuhrt. Im letzten
Arbeitsschritt wurde jedoch zwei mal mit 500 pl RPE-Puffer bei Raumtemperatur und 6500 g gewaschen
und danach wie beschrieben fiir 3 min bei 18000 g trockenzentrifugiert. Fur die Elution der RNA wurde
die Séaule auf ein 1,5 ml Reaktionsgefal? umgesetzt und zwei mal mit 9 ul RNAse-freiem Wasser bei

Raumtemperatur und 8000 g fir je eine Minute eluiert. Die RNA-L6sung wurde bei —80C gelagert.
2.5 Aufarbeitung der RNA-Extrakte der A. carotis un  d der Aorta

251 Konzentrationsbestimmung der RNA-LOsung
Fur die Ermittlung der RNA-Konzentration wurde 1 pl der RNA-L&sung am NanoDrop® ND-1000 UV-Vis
Spectrophotometer vermessen. Bei Bedarf wurde die Konzentration der RNA-Losung mit RNAse-freiem

Wasser auf die gewiinschte Endkonzentration eingestellt.
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25.2 Qualitatskontrolle der RNA

Die RNA-Integritdt wurde durch Mikroelektrophorese mit einem Agilent 2001 Bioanalyzer System
nachgewiesen. Dazu wurde der RNA 6000 Nano LabChip Kit fur die Aorta bzw. der RNA 6000 Pico
LabChip Kit fur die A. carotis in Kombination mit dem Syringe Kit genutzt entsprechend der Vorschrift des
RNA 6000 Nano Assay- bzw. RNA 6000 Pico Assay-Standardprotokolls. Bei intakter RNA wiesen die
Elektro-pherogramme ein charakteristisches Muster bestehend aus zwei RNA-Banden auf, bei dem die
28s-rRNA-Menge grol3er war als die 18s-rRNA-Menge. Waren neben diesen beiden RNA-Banden noch
weitere sichtbar und/oder die Mengenverhéltnisse der beiden Banden umgekehrt, so lag eine

Degradation oder Kontamination der Probe vor, die dann nicht verwendet wurde.

2.6 Quantitative Real Time PCR (gRT-PCR)-Analysen d er A. carotis und der
Aorta

2.6.1 Reverse Transkription der RNA (RT-PCR)

Fur das Umschreiben der Boten-RNA (messenger RNA, mRNA) in die dazu komplementare DNA
(complementary DNA, cDNA) wurde eine reverse Transkriptase aus dem Vogel-Myeloblastosis-Virus
(AMV) verwendet. Poly-Desoxy-Thymidin [p(dT)] diente dabei als spezifischer Primer zur Erkennung und
Amplifikation von mRNA. Je nach RNA-Konzentration der Probe und der gewiinschten Endkonzentration
im PCR-Ansatz wurde zur RNA-LAsung p(dT)-Primer-Lésung (25pmol/pl) in einem 200 pl PCR-
Reaktionsgefal? zugegeben und 4 min bei 72<C inkubie rt (GeneAmp® PCR System 2400) fur die Bindung
der p(dT)-Primer an die mRNA. Das RT-PCR-Reaktionsgemisch, bestehend aus RNAse-freiem Wasser,
5x cDNA Synthesis Buffer, 167 uM Desoxynukleotidtriphosphat-Mix [dNTP-Mix (zu gleichen Teilen
Adenosintriphosphat, Thymidintriphosphat, Cytosintriphosphat, Guanosintriphosphat)], 0,6 U/ul RNase-
Inhibitor, 5 mM Dithiothreit, 0,33 U/ul AMV Reverse Transkriptase, 1 ug/ul Rinderserum-Albumin (BSA)
wurde zugegeben; der PCR-Ansatz wurde eine Stunde bei 42T inkubiert. Im Anschluss wurde die cDNA
10 min bei 94<C denaturiert.

2.6.2 Primerdesign mit Primer 3

Fur die Erstellung spezifischer Primer wurde das Programm Primer 3 benutzt (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-
bin/primer3/primer3_www.cgi). Die gewdahlten Parameter waren fur alle Primer gleich. So sollte die
Fragmentlange des Amplifikates zwischen 150 und 250 bp liegen und maximal drei gleiche, aufeinander
folgende Nukleotide aufweisen. Desweiteren wurden die gleichen Schmelztemperaturen fiir das Primer-
design aller Primer (Ty = G/C x 4 + AIT x 2) gewdhlt. Fir jede Sequenz wurden funf maogliche
Primerpaare vom Programm ermittelt. Primer 3 hat den Vorteil, dass die Ergebnisse mit einer
Misspriming Library abgeglichen werden, um eine Kreuzreaktivitat mit anderen Spezies auszuschliel3en.
Trotzdem wurden alle verwendeten Amplifikatsequenzen inklusive der Primer nochmals mit der NCBI-
Datenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) auf eine mégliche Kreuzreaktivitat Gberprift und nur bei
negativem Ergebnis verwendet. Alle Primer wurden von Invitrogen GmbH (Karlsruhe/Deutschland)
bezogen und in destilliertem Wasser geldst, so dass sie in einer Konzentration von 60 pmol/ml vorlagen.
Die zusammengehérigen Primerpaare wurden im Verhéltnis 1:1 gemischt und dann in der PCR

eingesetzt.
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2.6.3 Primeretablierung mit Blockcycler-PCR

Die Primeretablierung diente der Uberpriifung von Spezifitat und Funktionalitat der Primer, da unspezifi-
sche Amplifikate oder die Bildung von Primerdimeren eine Auswertung der qRT-PCR unmdglich machen
wiirden. Die Primer wurden in der Blockcycler-PCR (GeneAmp® PCR System 2400) mit cDNA aus
Geweben, die bekannte hohe Expressionsniveaus der zu untersuchenden Gene aufwiesen, getestet. Die
primerspezifische Annealing-Temperatur betrug 4C u nter der mittleren Schmelztemperatur, die mit der
Primer 3-Software ermittelt wurde.

Zuerst erfolgte eine initiale Denaturierung der DNA fir 2,5 min bei 94C und danach die Wiederholung
von Denaturierung (30 s bei 94C), Primer-Bindung ( Annealing, 30 s bei primerspezifischer Annealing-
Temperatur) und DNA-Polymerisierung (Elongation, 30 s bei 72<C) fiir 25 - 35 Zyklen. Die Zyklenzahl war
primerabhangig und richtete sich nach dem Expressionsniveau des Gens. Der PCR-Ansatz betrug 25 pl
und enthielt neben RNAse-freiem Wasser 200 uM dNTP-Mix, 1,8 mM Magnesiumchlorid, je 0,2 uM
Vorwarts- und Ruckwartsprimer, 1/10 Volumen 10x PCR-Puffer, 0,1 pg/pl BSA, 0,8 U/ul Platinum Taq
DNA-Polymerase und 2 pul cDNA-LOsung. Das Amplifikat wurde auf einem 2 %-igen Agarose-Gel [2 %
Agarose in TAE-Puffer (siehe Anhang A.6.8) und 0,125 mM Ethidiumbromid] aufgetrennt. Die Agarose
wurde mit dem TAE-Puffer fur einige Minuten erhitzt, bis die Losung klar und die Agarose vollstandig
gel6st war. Dann wurde zu dem noch heil3en Gel das Ethidiumbromid gegeben und das Gel gegossen.
Nach dem Erkalten wurde das Gel in die Elektrophoresekammer eingesetzt und je 10 ul Probe
einschlie3lich 10 ul DNA-Mass Ladder aufgetragen. Dazu wurde das PCR-Produkt im Verhéltnis 10:1 mit
Stop-Mix (siehe Anhang A.6.9) vermischt. Mit Hilfe des Bio-Rad 250/2.5 erfolgte die Auftrennung fir ca.
20 min bei 132 Volt und 80 mA. Die Auswertung erfolgte mit einem Fotodokumentationssystem bei einer
Wellenlange von 254 nm.

Bei schwachen DNA-Banden wurde der PCR-Lauf wiederholt und dabei die Annealing-Temperatur
gesenkt und/oder die Anzahl der Zyklen erhdht. Wenn bei der PCR zusatzliche Amplifikate entstanden,
die durch zusétzliche Banden bzw. eine nicht deutlich begrenzte Bande zu erkennen waren, wurde die
Annealing-Temperatur erhdht und/oder die Anzahl der Zyklen reduziert. Fiihrte keine dieser Mal3nahmen

zum gewiinschten Ergebnis, wurde eines der anderen von Primer 3 ermittelten Primerpaare geprift.

2.6.4 Reamplifikation des PCR-Produkts aus der Etab  lierung

Mit Hilfe einer langwelligen UV-Handlampe wurde bei einer Wellenldnge von 366 nm die DNA-Bande
mdoglichst knapp mit einem Skalpell aus dem Agarose-Gel ausgeschnitten, in ein 1,5 ml Reaktionsgefald
mit 200 pl destilliertem Wasser tberfiihrt und fiir ca. 18 h bei 4T eluiert.

56 ul des eluierten Amplifikates und 44 pl PCR-Reaktionsgemisch (200 uM dNTP-Mix, 1,8 mM
Magnesiumchlorid, je 0,2 uM Vorwarts- und Ruckwartsprimer, 1/10 Volumen 10x PCR-Puffer, 0,1 pg/ul
BSA, 0,8 U/ul Platinum Taq DNA-Polymerase) wurden in der Blockcycler-PCR mit 25 Zyklen und der den
Primern entsprechenden optimalen Annealing-Temperatur eingesetzt. Der Ablauf von Denaturierung,
Annealing und Elongation war wie unter 2.6.3. beschrieben. Das Amplifikat wurde mit dem Invisorb
PCRapid Kit® entsprechend dem Standardprotokoll gereinigt. Die Konzentration wurde am NanoDrop®
ND-1000 UV-Vis Spectrophotometer bestimmt. Zur Kontrolle wurden das gereinigte Amplifikat sowie
ungereinigtes Amplifikat mit DNA Mass Ladder auf einem 2 %-igen Agarose-Gel aufgetrennt und mit der

Fotodokumentation ausgewertet (siehe 2.6.3.).
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2.6.5 Sequenzierung des PCR-Produkts

Die gereinigten Amplifikate wurden bei der MWG Biotech AG (Ebersberg/Deutschland) sequenziert. Je
Basenpaar Fragmentlange wurden 20 ng reamplifiziertes Fragment in ein 1,5 ml Reaktionsgefal
gegeben und unter dem Abzug eingetrocknet, wobei darauf zu achten war, dass der DNA nicht alles
Wasser entzogen wurde, da dies die Sequenzierung negativ beeinflussen kann. Von jedem der
zugehdorigen Primer wurden 120 pmol Primer in ein weiteres Reaktionsgefald gefiillt. Die Proben konnten
ungekuhlt per Post verschickt werden. Die Sequenzdaten waren anschlie3end bei MWG online verflgbar
(http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html) und wurden mit der erwarteten bekannten Sequenz

des Gens verglichen.

2.6.6 Herstellung der Standards fur die gRT-PCR

Die reamplifizierten und gereinigten PCR-Produkte wurden mit destilliertem Wasser auf eine
Konzentration von 10 Einzelstrang (ss) DNA-Molekilen/ul eingestellt [1 pg 1000 bp doppelstréngige
(ds) DNA = 1,52 pmol dsDNA = 3,03 pmol ssDNA, 1 pmol = 6,022 x 10™ Molekiile (Invitrogen Katalog
2004, Appendix)]. Sie dienten in der gRT-PCR als Ausgangsmaterial fur die Eichreihen zur Normierung
der Messwerte und waren bei —20T mindestens 1 Jahr haltbar. Aus dem Standard (10" ssDNA-
Molekule/ul) wurde eine Verdinnungsreihe mit 2.500.000, 500.000, 100.000, 25.000, 5.000, 1.000, 200,
40 und 8 ssDNA-Molekulen/ul durch Zugabe von destilliertem Wasser hergestellt. Von dieser Eichreihe
wurden in Abhangigkeit vom erwarteten Messwert mindestens finf nebeneinander liegende Eichpunkte

zur Eichung der Messwerte in der qRT-PCR eingesetzt.

2.6.7 Durchfiihrung der gRT-PCR

In der qRT-PCR kann das Expressionsniveau eines Genes ermittelt werden. Dazu wird Sybr Green
verwendet, ein Fluoreszenzfarbstoff, der sich in doppelstrangige DNA einlagert und dann fluoresziert. So
kann wahrend der PCR und am Ende der Elongationsphase die DNA-Konzentration bestimmt werden.
Da in der PCR die Amplifikatmenge in jedem Zyklus verdoppelt wird, lasst sich anhand der Zyklenzahl die
eingesetzte cDNA-Menge und damit auch das Expressionsniveau ermitteln. Die qRT-PCR wurde im
Rotor Gene 200 Real-Time Cycler mit der zugehérigen Rotor Gene-Software durchgefihrt. Dem PCR-
Reaktionsgemisch (siehe 2.6.3) wurde Sybr Green hinzugefligt, so dass der Anteil im PCR-Ansatz 8 %
betrug, ansonsten waren die Bedingungen &hnlich wie bei der Blockcycler-PCR (10 s 99C, 50 s 96<C,
Denaturierung: 30s bei 96C, Annealing: 30 s bei primer-spezifischer Annealing-Temperatur + 1T,
Elongation: 30 s bei 72<C; Denaturierung, Annealing und Elongation fur 40 Zyklen).

Bei der Auswertung mit der Rotor Gene-Software wurde zuerst die Eichreihe (berprift. Der
Korrelationskoeffizient (R) sollte > 0,998 sein. Die Eichpunkte sollten voneinander den gleichen Abstand
haben und alle Proben innerhalb der Eichreihe liegen. Die Steigerung der Fluoreszenz (die
Amplifikationseffizienz) sollte bei allen Eichproben und den unbekannten Proben gleich sein. Bei
Abweichungen wurden die Schmelzkurven verglichen; die bei den Eichproben und den unbekannten
Proben parallel verlaufen missen und ihr Maximum bei der gleichen Temperatur erreichen sollten. Die
Null-Kontrolle (PCR-Mix ohne cDNA) darf keinen Messwert liefern. Eine Ubersicht aller verwendeten

Primer befindet sich im Anhang unter A.8.
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2.7 Microarrayanalysen der Aorta (Affymetrix™)

Die technische Durchfiihrung des Microarray erfolgte durch die Affymetrix™-Microarray-Plattform des
Instituts fir Vaskulare Medizin (IVM) (http://www.med.uni-jena.de/ivm/) der Friedrich-Schiller-Universitéat
Jena. Je 3 RNA-Proben der Aorta von WT- und ApoE"'-Mausen wurden unter Verwendung des murinen
U430 2.0 GeneChip® (Mouse Genome 430 2.0 Array) untersucht.

2.7.1 Prinzipielle Vorgehensweise bei der Aufbereit  ung der RNA-Proben

Alle RNA-Proben wurden mit RNase-freiem Wasser auf eine Konzentration von 133 ng/ul eingestellt,
insgesamt wurden je Probe 1,2 ug gesamtzellulare RNA in 9 ul Diethyl-Pyrocarbonat (DEPC)-Wasser
eingesetzt. Im ersten Schritt erfolgte die reverse Transkription der mRNA in einzelstrangige cDNA mit
Hilfe von T7-oligo(dT)-Primer und der Verwendung von SupersScript™ Il RNAseH Reverse
Transkriptase sowie der Erganzung des komplementaren DNA-Strangs durch eine Kombination von E.
coli DNA-Polymerase 1, E. coli DNA-Ligase, Ribonuclease H und T4 DNA-Polymerase. Zur Reinigung
und Konzentrierung der cDNA wurden eine Phenol-Chloroform-Extraktion und eine Ammoniumacetat-
Fallung durchgefuhrt. Das so erhaltene cDNA-Pellet wurde vor der in vitro-Transkription (IVT) zur
Synthese von cRNA in DEPC-Wasser gelost und die Konzentration am NanoDrop® ND-1000 UV-Vis
Spectrophotometer bestimmt. In der IVT wurde unter Verwendung des BioArray™ HighYield™ RNA
Transcript Labeling Kit (T7) und der darin enthaltenen T7-RNA-Polymerase die cDNA in biotin-markierte
cRNA (alle Cystein- und Uracil-Nukleotide sind biotinyliert) abgeschrieben, gleichzeitig wurde die cRNA
amplifiziert. Nach der IVT wurde die cRNA mit Hilfe des RNeasy® Mini-Kit gereinigt und die Konzentration
bestimmt. Fur die Hybridisierung der cRNA an den Oligonukleotid-Array wurde diese einer unspezifischen
Fragmentierung mit Fragmentierungspuffer (siehe Anhang A.6.10) fir 30 min bei 94 unterzogen. Die
Hybridisierung der cRNA-Fragmente an die entsprechenden Oligonukleotide (Oligos) des GeneChip®
erfolgte durch Inkubation des Array mit 10 pg fragmentierter cRNA in 200 pl Hybridisierungspuffer (siehe
Anhang A.6.11) unter Rotation im Affymetrix™ Hybridization Oven bei 45T fur 17 h und 60 U/min. Der
Hybridisierungscocktail enthielt zusatzlich Kontroll-Oligonukleotide des Eukariotic Hybridization Control
Kit bestehend aus Oligo B2, Bio B, Bio C und Bio D. Oligo B2 hybridisiert am Rand und kreuzférmig im
Zentrum des GeneChip®, diese Markierungen dienen zur Positionierung eines Gitters fir die Orientierung
bei der Auswertung. Die Kontroll-Oligonukleotide Bio B, Bio C und Bio D dienen zur Uberpriifung von
Linearitat und Sensitivitdt der Hybridisierung. Zur Kontrolle der RNA-Qualitdit wahrend der
vorangegangenen Reaktionen (reverse Transkription, IVT) wurden bereits zu Beginn der RNA-
Aufarbeitung zur RNA-L6sung poly-A-RNA-Kontrollen (GeneChip® Eykaryotic poly-A RNA Control Kit)
zugesetzt. Darlber hinaus wurden einige Probesets des Array, die verschiedene Haushaltsgene
reprasentieren, bei der spateren Auswertung der Daten ebenfalls zur Kontrolle verwendet.

Nach der Hybridisierung wurden die Arrays in der Affymetrix™ Fluidics Station computergesteuert mit
stringentem und nicht-stringentem Puffer gewaschen und mit der Farbel6sung inkubiert (Waschpuffer
siehe Anhang A.6.12). Dazu wurde der Hybridisierungs-Cocktail entfernt, die Arrays wurden mit nicht-
stringentem Puffer beflillt und in die Affymetrix™ Fluidics Station eingesetzt. Im ersten Schritt wurden die
Arrays mit Streptavidin-Phycoerythrin (SAPE) inkubiert. R-Phycoerythrin ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der
bei 488 nm im GeneChip® Scanner 3000 7G zur Fluoreszenz angeregt wird und bei 532 nm fluoresziert.

SAPE bindet an die biotinylierten Nukleotide der cRNA in einem festem Bindungsverhéltnis und markiert
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so die hybridisierten cRNA-Fragmente. Nach Entfernen der SAPE-LOsung und Waschen der Arrays
wurde mit biotinyliertem anti-Streptavidin inkubiert. Danach erfolgte eine zweite Inkubation mit SAPE, um
eine Verstarkung der Fluoreszenzsignale zu erreichen. Zum Schluss wurde der GeneChip® noch einmal

gewaschen und mit nicht-stringentem Waschpuffer befillt.

2.7.2 Mouse Genome 430 2.0 Array

Der verwendete murine GeneChip® 430 2.0 Array der Firma Affymetrix™ reprasentiert 45.101 verschie-
dene cDNA-Sequenzen, das entspricht etwa 30.000 Genen. Die 25 Basenpaare langen Oligos sind auf
eine Glasoberflache mittels Fotolithografie aufgebracht und kdnnen eingesehen werden unter
http://www.Affymetrix.com/analysis/index.affx.

Etwa 10’ Kopien jedes Oligos wurden auf einer Flache von 11 x 11 um2 (Feature) auf die Chipmatrix
synthetisiert, welche exakt einer cDNA-Sequenz (Perfect Match) entsprechen. Direkt neben jedem
Perfect Match-Feature befindet sich ein so genanntes Miss Match-Feature, bei dem die Oligos einen
Basenaustausch an Position 13 besitzen, wodurch unspezifische Hybridisierungen selektiert werden.
Jede cDNA ist durch 11 solcher Perfect Match-Miss Match-Kombinationen (Feature Pairs bzw. Probe
Pairs) reprasentiert (Abb. 5). Diese 11 Feature Pairs sind willkiirlich Gber den Chip verteilt und stehen fir
ein Probeset, wodurch auch bei teils fehlerhafter Chipflache (z. B. Kratzer) eine Auswertung mdglich ist.
Viele cDNA-Sequenzen sind durch mehr als ein Probeset auf dem Array vertreten.

Miss Match (MM)
Perfect Match (PM)

robe (feature) pair feature
— P ( )\p/ L/
probeset l

C pu mmmen

Abb. 5: Erlauterung wichtiger Begriffe fir die Auswertung e ines Affymetrix™ GeneChip .

Bild A zeigt ein Schwarz-Weil3-Bild eines Array (*CEL-Datei). In Bild B ist ein Ausschnitt des Array
vergroRert dargestellt (roter Rahmen). Jedes Probeset besteht aus 22 Features bzw. 11 Probe Pairs
(Feature Pairs), die willkurlich auf dem gesamten Chip verteilt sind. Zum besseren Verstandnis sind diese
hier in einer Reihe dargestellt. Jedem Perfect Match-Feature ist ein Miss Match-Feature mit einem
Nukleotid-Austausch an Position 13 zugeordnet, dadurch koénnen unspezifische Hybridisierungen
detektiert werden. Jedes Feature (11 x 11 pm?) besteht aus 7 x 7 Pixeln (Bild C), wobei der Mittelwert der
Fluoreszenzintensitdt nur von den zentralen 25 Pixeln ermittelt wird ohne Bericksichtigung der
Randbereiche, die an andere Features grenzen, da es dort zu Uberlagerungs- oder Uberstrahlungs-
effekten durch die angrenzenden Pixel kommt (Bild C).

2.7.3 Scannen und Auswertung des GeneChip  ©

Im folgenden werden Begriffe erlautert, die zum Verstandnis der Datenauswertung dienen. Es wurden
teilweise die englischen Originalbezeichnungen beibehalten, um Ungenauigkeiten bei der Ubersetzung
zu vermeiden. Wahrend des Scannens fahrt der Laser Pixel fur Pixel (1,56 um/Pixel) den Chip ab (jedes
Feature besteht aus 7 x 7 Pixeln bzw. 11 x 11 um?, Abb. 5C) und speichert das Fluoreszenzsignal jedes

Bereiches in einer Datenmatrix, der *DAT-Datei. Da es in den Grenzbereichen der Features zu
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Uberstrahlungs- und Uberlagerungseffekten kommen kann, werden diese Bereiche bei der internen
Berechnung der Signalintensitédten nicht berlcksichtigt, es wird ein Mittelwert der Fluoreszenzintensitét
fur die zentralen 5 x 5 Pixel berechnet und als *CEL-Datei gespeichert. Die *CEL-Datei kann auch als
Graustufen-Bild dargestellt werden (Abb. 5A), bei dem jeder Pixel des Gesamtbildes einem feature
entspricht, dessen Helligkeitswert die Signalstarke darstellt. Jedoch werden die Abstufungen der Signal-
intensitatsunterschiede von 65.000 auf 256 Graustufen reduziert, weil mehr Abstufungen vom Monitor
nicht dargestellt werden kénnen. Fir jeden Signalwert bzw. jedes Probeset wird ein p-Wert (detection p-
value) ermittelt, anhand dieses p-Wertes wird der call fir jedes Probeset ermittelt: p < 0,05 = present;
> 0,05 und < 0,065 = marginal; > 0,065 = absent. Fir die Vergleichbarkeit der Daten verschiedener
Arrays wird eine Skalierung auf einen Zielwert von 500 vorgenommen. Dazu wird der Mittelwert aller
Signalintensitaten ermittelt, jedoch ohne die schwachsten und starksten Signalwerte (je 2 %). Der
Zielwert von 500 wird durch den Mittelwert dividiert, daraus ergibt sich der Skalierungsfaktor, mit dem alle
Signalwerte multipliziert werden. Die Daten werden dann als *CHP-Datei gespeichert. Diese
Rohdatentabelle enthalt fir alle 45.101 Probesets einen skalierten Signalwert, einen p-Wert und einen
call. Alle oben genannten Berechnungen werden von der Gene Chip Analysis-Software (GCOS 1.1) von
Affymetrix™ automatisch vorgenommen, wobei bestimmte Parameter auch manuell veranderbar sind.

Fur die weitere Auswertung der Microarraydaten der Aorta der WT- und ApoE'/'-Mause wurde das
Statistikpaket R (R project 2006) mit Bioconductor (Robert, Vincent et al. 2004) verwendet. Als erstes
wurden die Signalwerte aller Arrays logarithmiert und es wurde eine Vorfilterung der Daten mit
verschiedenen Parametern durchgefiihrt: Probesets, die in mindestens einer der beiden Gruppen (WT,
ApoE"') bei zwei von drei Arrays einen p-Wert < 0,05 sowie einen Signalwert > 200 hatten, wurden
ausgewahlt. Fur die selektierten Probesets wurde der Mittelwert der logarithmierten Werte innerhalb der
WT- bzw. ApoE"'—Gruppe ermittelt und ein Fold Change von log»(2,5) festgelegt. Durch den Fold Change
wurden alle Probesets gefiltert, deren Signal-Verhaltnis zwischen WT- und ApoE"'-Aorten groRer bzw.
gleich 2,5 war. Fir die Selektion signifikant regulierter Gene wurde mit den verbliebenen Probesets ein
ungepaarter t-Test (p <0,05) mit einer Korrektur fir Mehrfachtestung nach Benjamini und Hochberg

(Benjamini and Hochberg 1995) durchgeftihrt.

2.8 Histologische Farbungen

2.8.1 Hamatoxylin-Férbung

Fur die Ermittlung der Gesamtzellzahl in Dinnschnitten der A. carotis wurden diese der Kernfarbung mit
Hamatoxylin unterzogen. Die Objekttrager mit den luftgetrockneten Schnitten der formalin-fixierten
Karotisarterien wurden mit destilliertem Wasser gespult und die Schnitte fur 5 min in einer feuchten
Kammer mit Hamatoxylin bedeckt. Nach kurzem Spilen in destilliertem Wasser wurden die Schnitte in

Leitungswasser fur 10 min geblaut und mit wassrigem Mounting Medium for AEC eingedeckt.

2.8.2 Orcein-Hamatoxylin-Farbung

Mittels Orcein-Farbung werden elastische Fasern sichtbar gemacht, die lichtmikroskopisch violett erschei-
nen. Die Objekttrager mit den luftgetrockneten Schnitten der formalin-fixierten Karotisarterien wurden mit
destilliertem Wasser gesplilt, kurz in 96 %-igem Ethanol geschwenkt und fur 30 min in die Orcein-Lsung

(1 g/ml Orcein, 0,7 mM Salzsaure, in 70 %-igem Ethanol) gestellt und danach mit Leitungswasser
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gespult. AnschlieBend wurden die Schnitte 3 min mit Hamatoxylin in einer feuchten Kammer bedeckt,
kurz mit Leitungswasser gespult, fir 10 min in Leitungswasser geblaut und mit wassrigem Mounting
Medium for AEC eingedeckt.

2.8.3 Olrot O-Hamatoxylin-Farbung

Die Olrotfarbung dient zur Darstellung von eingelagerten Fetten (Lipidtropfchen) in Zellen und Geweben.
Die Objekttrager mit den luftgetrockneten Schnitten der formalin-fixierten Karotisaterien wurden fur 5 min
in 60 %-igem 2-Propanol fixiert und dann fiir 10 min in die Olrot O-Farbelésung (0,33 g/ml Olrot O,
60 % 2-Propanol in destilliertem Wasser) in eine Klvette gestellt. Die Schnitte wurden fur 20 s in
60 %-igem 2-Propanol differenziert, mit Leitungswasser gewaschen und fir 3 min mit Hamatoxylin
bedeckt. Nach kurzem Spilen mit Leitungswasser wurden die Schnitte fir 10 min in Leitungswasser

geblaut und mit wassrigem Mounting Medium for AEC eingedeckt.

2.9 Immunhistochemische Markierungen

Das Prinzip der Farbungen beruht auf der Bindung eines spezifischen Antikorpers an die Substanz,
gegen die er gerichtet ist. Dies kdnnen Teile von Proteinen oder Peptide sein, jedoch kdnnen auch
Antikoérper gegen niedermolekulare Stoffe generiert werden; dazu missen diese an einen Trager
(Hapten) gekoppelt sein. Zum Sichtbarmachen bzw. Verstarken der Markierung wird ein sekundarer
Antikorper eingesetzt, der gegen den primaren Antikérper gerichtet ist und zusétzlich mit einem
Fluoreszenzfarbstoff (Immunfluoreszenz) oder einem Enzym zur Katalyse einer Farbreaktion
(Immunhistochemie) gekoppelt ist. Eine Ausnahme bildete der verwendete Antikdrper gegen das a-Aktin
der glatten GefalBmuskelzellen. Dieser primare Antikdrper war bereits mit einem Fluoreszenzfarbstoff

gekoppelt. Eine Liste aller verwendeten Antikérper befindet sich im Anhang unter A.7.

29.1 Immunhistochemie

Die bei —80T gelagerten Objekttrager mit den Schnitten der A. carotis wurden sofort nach Entnahme zur
Trocknung fir ca. 5min auf eine Préazisionsheizplatte mit einer Temperatur von 32T gelegt. Im
Anschluss wurden die Schnitte fir 10 min in Aceton fixiert und mindestens 30 min luftgetrocknet. Zur
Rehydrierung der Schnitte wurden diese 10 min in PBS-Puffer in eine Kivette gestellt und 10 min mit
Streptavidin-L6sung in der feuchten Kammer inkubiert, dann wurde mit PBS-Puffer gespult. Nach 10 min
Inkubation mit Biotin-Lésung wurde erneut mit PBS-Puffer gespult und die Schnitte wurden mit dem
primaren Antikdrper in PBS-Puffer mit 0,25 % BSA-c und 5 % Kaninchen-Normalserum in der feuchten
Kammer fiir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Entfernen der Antikdrperldsung und Spilen mit
PBS-Puffer wurden die Schnitte fir 30 min mit dem sekundéaren Antikdrper (Verdinnung in PBS-Puffer
mit 0,25 % BSA-c) inkubiert und danach mit TBS-Puffer (siehe Anhang A.5.4) gewaschen und mit
ABA(mouse)-Komplex (1:100 Streptavidin und Biotinylated Horseradish Peroxidase in TBS-Puffer) in der
feuchten Kammer fir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Auf Spulen mit TBS-Puffer folgte eine
5-mindtige Inkubation mit alkalischem Phosphatasemedium (zu gleichen Teilen Fuchsin Chromogen und
Fuchsin Activating Agent sowie Fuchsin Buffered Substrate nach Vorschrift und 3 % einer 5 mM
Levamisole-Ldsung). AnschlieBend wurden die Schnitte zuerst mit TBS-Puffer, dann mit Leitungswasser
gewaschen, fur 3 min mit Hamatoxylin bedeckt, kurz mit Leitungswasser gespult und 10 min in
Leitungswasser geblaut und abschlieBend mit wassrigem Mounting Medium for AEC eingedeckt.
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2.9.2 Immunfluoreszenz

Durch Immunfluoreszenz ist es moglich, bis zu 4 Antikdrper bzw. 3 Antikdrper und die Kernfarbung der
Zellen miteinander zu kombinieren, da die an die Antikdrper gekoppelten Fluoreszenzfarbstoffe bei
unterschiedlichen Wellenlangen (364 nm, 488 nm, 543 nm und 633 nm) zur Fluoreszenz angeregt
werden und so eine gleichzeitige Betrachtung maéglich wird.

Die bei —80T gelagerten Objekttrager mit den Schnitten der A. carotis wurden sofort nach Enthahme zur
Trocknung fir ca. 5min auf eine Préazisionsheizplatte bei einer Temperatur von 32T gelegt. Im
Anschluss wurden diese fir 10 min in Aceton fixiert und mindestens 30 min luftgetrocknet. Zur
Rehydrierung wurden die Schnitte 10 min in PBS-Puffer gestellt und mit dem oder den priméaren
Antikérper(n) in PBS-Puffer mit 0,25 % BSA-c und 5 % Kaninchen-Normalserum in der feuchten Kammer
inkubiert. Die Schnitte wurden mit PBS-Puffer gewaschen, 30 min mit dem/n fluoreszenzmarkiertem/n
sekundaren Antikorper(n) (Verdinnung in PBS-Puffer mit 0,25 % BSA-c) in der feuchten Kammer
inkubiert und gleichzeitig wurde die Kernfarbung mit 4‘,6-Diaminidin-2-Phenylindol (DAPI) (0,003 mM in
absolutem Ethanol) durchgefiihrt durch Zugabe von 1pul der ethanolischen Ldsung je ml
Inkubationsmedium. Nach dem Waschen mit PBS-Puffer wurden die Schnitte mit Fluoromount-G
eingedeckt. Die letzten Arbeitsschritte ab Inkubation mit dem(n) sekundaren Antikérper(n) wurden unter

Vermeidung von Lichteinfall durchgefiihrt, um ein Ausbleichen der Schnitte zu verhindern.

29.3 5-Brom-2*-desoxy-uridin (BrdU)-Markierung

Fur die Markierung von proliferierenden Zellen mit BrdU wurde den Mausen 24 und 4 h vor dem Toéten
BrdU in der Dosierung von 180 mg/kg Kérpergewicht, geldst in 300 ul physiologischer Kochsalzlésung,
intraperitoneal injiziert. Mit dem 5-Bromo-2‘-deoxy-uridine Labeling and Detection Kit Il von Roche
Diagnostics GmbH wurden die luftgetrockneten Schnitte der formalin-fixierten Karotisarterien
entsprechend der Arbeitsvorschrift gefarbt. Dazu wurden diese in PBS-Puffer rehydriert, mit der priméaren
Antikorperlésung bedeckt und 30 min bei 37T in der feuchten Kammer inkubiert. Nach Waschen mit
PBS-Puffer wurden die Schnitte mit der sekundaren Antikdrperldsung bedeckt, 30 min bei 37 in der
feuchten Kammer inkubiert und danach wieder mit PBS-Puffer gewaschen. Einem weiteren Waschschritt
in ASB-Puffer (siehe Anhang A.6.5.) folgte die Uberschichtung der Schnitte mit der Farbsubstratlésung
fur 10 min bei Raumtemperatur in der feuchten Kammer. Im Anschluss wurden die Schnitte in PBS-Puffer
und danach in destilliertem Wasser gewaschen und mit wassrigem Mounting Medium for AEC

eingedeckt.

2.10 Auswertung der morphologischen Untersuchungen

2.10.1  Auswertung der Hamatoxylin- und BrdU-gefarbt  en Schnitte

An Schnitten der A. carotis wurde die Anzahl der hdmatoxylin-gefarbten bzw. der BrdU-markierten Zellen
in den verschiedenen Gefal3schichten (Intima, Media und Adventitia) am Lichtmikroskop Axiolab drb KT
mit dem 40-iger Objektiv ermittelt. Aus den Werten der beiden Zahlungen wurde der Prolifera-tionsindex

(PI) wie folgt berechnet: Pl = Anzahl BrdU-positiver Zellen x 100/Gesamtzellzahl (Hamatoxylin-Farbung).
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2.10.2  Morphometrische Analyse der Orcein-Schnitte

Die fir die Morphometrie bestimmten GefaRschnitte der A. carotis wurden am konfokalen Laser Scanning
Mikroskop Axiovert 200 M mit dem 10-er Objektiv aufgenommen und mit Hilfe der Leica 500/W Software
(Leica Microsystems, Wetzlar/Deutschland) vermessen. An jedem Schnitt wurde die maximale Dicke der
Media erfasst sowie die Mediadicke an 3 weiteren Messpunkten, die jeweils im Winkel von 90° zur
vorhergehenden Messung angeordnet waren. Zur Messung der Flache des Gefalllumens wurde das
Gefall entlang der Lamina elastica interna umfahren. Die Flache, die von der Lamina elastica externa
begrenzt wird, wurde ebenfalls bestimmt. Die Differenz der beiden gemessenen Flachen ergibt die Flache
der Lamina media. Die Umfénge der beiden gemessenen Flachen entsprechen der Lange der Lamina

elastica interna bzw. externa.

2.10.3  Auswertung der Immunfluoreszenzmarkierungen

Zur Auswertung der Immunfluoreszenzfarbungen wurde das konfokale Laser Scanning-Microskop
Axiovert 200 M mit dem LSM 510 verwendet. Dieses ist mit vier verschiedenen Lasern (364 nm, 488 nm,
543 nm und 633 nm WellenlAnge) sowie einer Halogenlampe und entsprechenden Lichtfiltern
ausgestattet. DAPI, das Zellkerne darstellt, wird bei 364 nm angeregt, fluoresziert bei 488 nm und
erscheint blau. Cy2-markierte Antikdrper werden bei 488 nm angeregt, fluoreszieren bei 508 nm und
erscheinen somit griin. Cy3-markierte Antikérper werden bei 543 nm angeregt, fluoreszieren bei 570 nm
und erscheinen rot. Cy5-markierte Antikdrper werden bei 633 nm angeregt und fluoreszieren bei 674 nm.
Da diese Fluoreszenz im dunkelroten Bereich liegt, ist sie mit bloRem Auge fast nicht sichtbar und konnte

deshalb erst nach dem Scannen des Objektes anhand des entstandenen Bildes ausgewertet werden.

2.11 Statistik

Statistische Analysen wurden durch den zweiseitigen ungepaarten t-Test nach Student mit Hilfe von
Microsoft Excel 2000 (Microsoft Corporation, Redmond/USA) durchgeflihrt. Bei zwei voneinander
abhangigen Datensatzen wurde der zweiseitige gepaarte t-Test nach Student mit Microsoft Excel
durchgefuhrt und zusatzlich mit dem Wilcoxon-Paartest Uberprift. Fir Stichprobenumfénge (n) > 3 wurde
der Mann-Witney-Test (U-Test) verwendet. Ein p-Wert < 0,05 bzw. < 0,1 bei n =3 wurde als statistisch
signifikant definiert, da bei n = 3 in mindestens einer der zu untersuchenden Gruppen bei zweiseitigem
U-Test keine Aussage fur p< 0,05 getroffen werden kann. Alle Ergebnisse wurden als Mittelwert
(MW) + Standardfehler des Mittelwertes (SEM) angegeben. Bei Abweichung von diesem Verfahren wird

im Text darauf hingewiesen.
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3 Ergebnisse
Arterielles Remodeling findet sowohl unter physiologischen als auch unter pathologischen Bedingungen

statt und ist inshesondere bei den mit der Atherosklerose assoziierten GefalBveranderungen von Bedeu-
tung, wobei sowohl das expansive, mit einer Zunahme des Gefalllumens, als auch das konstriktive, mit
einer Abnahme des GefaRRlumens einhergehende Remodeling beobachtet werden kann. Atherosklerose
und arterielles Remodeling sind verbunden mit morphologischen Verdnderungen der GeféalBwand; hierbei
stehen das Auftreten inflammatorischer Zellen wie Makrophagen und T-Zellen, aber auch glatter Muskel-
zellen oder Fibroblasten sowie die Produktion inflammatorischer Zytokine im Vordergrund (Bentzon,
Pasterkamp et al. 2003). In der vorliegenden Arbeit wurden zur Aufklarung méglicher Pathomechanismen
der Atherosklerose und des arteriellen Remodelings an der Maus Prozesse eines experimentell indu-
zierten arteriellen Remodelings in der A. carotis und die Atherosklerose in der Aorta einschlie3lich der

Expression ausgewahlter Gene untersucht.

3.1 Untersuchungen zum arteriellen Remodeling an der A. carotis der Maus
Die Untersuchungen zum arteriellen Remodeling nach mechanischer, intraluminaler GefalRwand-

schadigung wurden an WT- und ApoE"'—Mausen durchgefiihrt. Fir die Versuche wurden Tiere im Alter
von 32 Wochen verwendet. Auf der Basis von Literaturdaten (Cheung, D'Andrea et al. 1999; Harada,
Komuro et al. 1999) wurden jeweils 5 Tage (Nachweis proliferierender Zellen) und 14 Tage (Zellprolifera-
tion abgeschlossen) nach der Schadigung molekularbiologische, histologische, immunhistologische und
morphometrische Analysen an der A. carotis communis von geschadigten und nichtgeschéadigten bzw.
scheinoperierten GefaRen der jeweils gleichen Tiere durchgefiihrt. Molekularbiologische Untersuchungen

der Gefal3e erfolgten zusatzlich 24 Stunden und 3 Tage nach der Schadigung.

3.1.1 Etablierung des tierexperimentellen Modells e iner mechanischen Endothel-
schadigung
Zur Untersuchung von Veranderungen der GefaRwand im Sinne eines arteriellen Remodelings wurde ein

tierexperimentelles Modell etabliert, das auf einer intraluminalen GefaBwandschadigung der A. carotis
communis der Maus beruht (siehe 2.3.1). Bei ca. 2 % aller Versuchstiere traten nach der intraluminalen
GefaBwandschadigung thrombotische Verschliisse auf, die die Durchblutung der A. carotis teilweise oder
vollstandig blockierten. Beim makroskopischen Nachweis eines Thrombus wahrend der Praparation oder
im Verlauf der histologischen Aufarbeitung des GeféaRes wurden diese Gefalie nicht mit in die weiteren

Auswertungen einbezogen.

3.1.1.1 Nachweis der Schadigung des Gefaliendothels
Die mechanisch induzierte Deendothelialisierung der A. carotis communis wurde sowohl in vivo am

Ganztier durch Farbung mit Evans Blau als auch ex vivo an Gefaf3schnitten mittels Immunfluoreszenz
nachgewiesen.

a) Intravendse Injektion von Evans Blau-Lésung

Um nachzuweisen, dass das Endothel durch das Einfihren des Drahtes und nicht durch die Manipulation
am Gefall wahrend der Praparation geschadigt wird, wurde WT- und ApoE"'-Mausen zu verschiedenen
Zeitpunkten nach dem Eingriff eine Evans Blau-Lésung injiziert. Evans Blau ist ein ungiftiger Farbstoff,

der in Interzellularradume eindringt, wenn die epitheliale oder endotheliale Barriere geschéadigt bzw.
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zerstort ist. Intakte Gewebe mit funktionierender zellularer Barriere konnen nicht durchdrungen werden,
das Gewebe wird folglich nicht gefarbt. Der narkotisierten Maus wurde Uber die Schwanzvene Evans
Blau injiziert und im Anschluss der Aortenbogen mit den abgehenden GefaRen einschlielich intakter
A. carotis communis sinistra und dextra nach Fixierung mit Formalin herausprapariert (siehe 2.3.2).
Abbildung 6 zeigt ein entsprechendes Praparat 4 und 14 Tage nach der Endothelschadigung. Nach
4 Tagen war das Gewebe im geschadigten Abschnitt der linken A. carotis deutlich dunkelblau geféarbt,
wahrend eine Farbung des rechten, ungeschadigten bzw. scheinoperierten Gefalles sowie des Aorten-
bogens nicht festgestellt werden konnte (Abb. 6A). 14 Tage nach dem Eingriff wurde keine Farbung des
Préaparates mehr beobachtet, was auf eine vollstdndige Reendothelialisierung des geschadigten Gefalies
deutet (Abb. 6B).

A. carotis A. carotis
communis : cofnmunis

A. carotis ll A. carotis
communis communis
sinistra dextra

sinistra i dextra

|
]

A. subclavia
sinistra

A. subclavia A. subclavia
sinistra |k ¥ ¥ dextra

A.
L subclavia
dextra

Abb. 6: Ex vivo -Préparate des Aortenbogens von WT-Mausen nach Farb  ung mit Evans Blau.

Die Praparate zeigen den isolierten Aortenbogen mit den abgehenden GeféaRen A. subclavia sinistra,
A. carotis communis sinistra (geschadigtes Gefald) und A. innominata (Truncus brachiocephalicus), aus
der die A. carotis communis dextra (nichtgeschadigtes GefalR, Kontrolle) und die A. subclavia dextra
hervorgehen. In Bild A wurde Evans Blau-Losung 4 Tage nach der GefalBwandschadigung injiziert. Die
deutliche Blaufarbung der A. carotis communis sinistra zeigt die Schadigung bzw. Entfernung des
Endothels. Bild B zeigt die Evans Blau-Farbung 14 Tage nach der Endothelschadigung. Zwischen dem
Aortenbogen und den abgehenden Gefafien ist kein Unterschied mehr erkennbar.

b) Histologische Untersuchung von Gefal3schnitten mi ttels Immunfluoreszenz

Histologische Schnitte von geschadigten und nichtgeschadigten Gefalien wurden 5 bzw. 14 Tage nach
der intraluminalen Endothelschadigung mittels Immunfluoreszenz untersucht. Als endothelzell-
spezifischer Marker wurde von Willebrand Faktor verwendet. Wahrend in den scheinoperierten GefalRen
eine intakte Endothelzellschicht vorhanden war (Abb. 7A und C), waren in den geschadigten Karotis-
arterien nach 5 Tagen nur noch wenige Endothelzellen bzw. Endothelzellreste nachweisbar (Abb. 7B).
Nach 14 Tagen war eine vollstandige Reendothelialisierung des geschadigten Gefales erfolgt; die
endothelzell-spezifische Markierung mit von Willebrand Faktor zeigte eine vollstandige Auskleidung des
GefaRlumens (Abb. 7D) wie in den scheinoperierten Kontrollgefal3en (Abb. 7A und C). Die De- bzw.
Reendothelialisierung im geschéadigten GefalRabschnitt erfolgte nicht homogen, die immunhistologische

Auswertung mehrer Diunnschnitte der jeweils gleichen geschadigten GeféaRe nach Markierung der
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Endothelzellen mit von Willebrand Faktor ergab, dass in einzelnen Gefal3abschnitten nach 5 Tagen
bereits eine nahezu intakte Endothelzellschicht nachweisbar war, wahrend nach 14 Tagen in einzelnen

Schnitten ein fast vollstandiges Fehlen des Endothels beobachtet wurde (nicht gezeigt).

Kontrolle Schidigung

5 Tage

Abb. 7:  Nachweis der De- und Reendothelialisierung in der geschadigten A. carotis communis
sinistra einer WT-Maus 5 bzw. 14 Tage nach der Scha digung.
Die Abbildung zeigt reprasentative Dinnschnitte der A. carotis communis 5 und 14 Tage nach intralumi-
naler Endothelschadigung mit den zugehérigen KontrollgefaRen. Blau dargestellt sind die Zellkerne
(DAPI), rot die glatten Muskelzellen (smooth muscle actin, SMA), gelb das GefaRendothel (von
Willebrand Faktor, VWF) und griin die elastischen Fasern der Lamina media (Eigenfluoreszenz). In den
scheinoperierten GefaRen (Bild A und C) ist eine intakte Endothelzellschicht vorhanden, wahrend 5 Tage
nach der Schadigung nur Endothelzellreste nachweisbar waren (Bild B, gelbe Pfeile). 14 Tage nach der
Schadigung ist die Reendothelialisierung der A. carotis communis erfolgt (Bild D), die vVWF-Markierung ist
ahnlich derjenigen in den Kontrollen (A und C).
Balken =100 pm

3.1.1.2 In vivo-Nachweis proliferierender Zellen durch Mark  ierung mit BrdU
Die durch die Schadigung der Gefaldwand induzierte Zellproliferation wurde nach Markierung der DNA

mit BrdU gemessen. BrdU, das wahrend der Zellteilung anstelle von Thymidin in die DNA eingebaut wird,
wurde den Tieren intraperitoneal injiziert (siehe 2.9.3). Als Parameter zur Einschatzung der Zellproli-
feration wurde der Proliferationsindex bestimmt (siehe 2.10.1), wobei jeweils benachbarte Schnitte der
GefalRe zur Ermittlung der Gesamtzellzahl (Farbung der Zellkerne mit Hamatoxylin, siehe 2.8.1) und der
Anzahl proliferierender Zellen (immunhistochemischer Nachweis des BrdU-Einbaus, siehe 2.9.3)
verwendet wurden. Es wurden pro Gefal3 jeweils 6 Schnitte in einem definierten Abstand von 600 um
ausgezahlt (siehe 2.3.3).

In der A. carotis communis von WT- und ApoE'/'-Mausen wurde 5 Tage nach Schéadigung der Gefallwand
und dadurch bedingter Deendothelialisierung ein signifikanter Anstieg der Zellproliferation in der Lamina
media nachgewiesen. In nichtgeschéadigten, scheinoperierten Arterien der gleichen Tiere wurden hinge-
gen nur vereinzelt BrdU-positive Zellen beobachtet (Abb. 8). Das operative Vorgehen wéahrend der Préapa-
ration der A. carotis communis verursachte demzufolge keine Proliferation der Zellen, dieser Effekt war

Folge der intraluminalen Endothelschadigung. Zwischen WT- und ApoE"'—Tieren gab es keine
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Unterschiede in der Anzahl der proliferierenden Zellen in den geschadigten GefalRen (Abb. 8). Nach
14 Tagen konnten in den geschadigten Gefal3en ebenso wie in den KontrollgeféaRen nur noch vereinzelte

proliferierende, BrdU-positive Zellen nachgewiesen werden (nicht gezeigt).

50

45 - T
|

40 -

HH %

35 4
30 4
25 4
20 4

15 -

Proliferationsindex [%]

10 ~

5,

0

WT ApOE-/-

Abb. 8:  Messung der Zellproliferation in der Lamina media geschadigter und nichtgeschadigter
Karotisarterien von WT- und ApoE "_Mausen.

Die Abbildung zeigt die Proliferationsindices als Maf3 fiir die Zellproliferation (siehe 2.10.1), diese wurden

in beiden Mauspopulationen jeweils 5 Tage nach intraluminaler GefalBwandschadigung ermittelt. Sowohl

bei WT- als auch bei ApoE"'-Méusen war die Zellproliferation in den geschadigten Gefal3en (graue

Saulen) signifikant gréRer als in den nichtgeschéadigten, scheinoperierten Arterien (schwarze Saulen).

Mittelwerte + SEM; n = 7 (WT) und 5 (ApoE™)

* p < 0,0001 Schadigung vs. Kontrolle

3.1.2 Morphometrische Analyse von Gefal3schnitten de  r A. carotis
Zur Feststellung des arteriellen Remodelings, das durch eine Zu- oder Abnahme von GefaRgréRe bzw.

-querschnitt charakterisiert ist (Ward, Pasterkamp et al. 2000), wurden Gefal3schnitte der A. carotis
communis morphometrisch ausgewertet. Pro Gefal? wurden jeweils 6 Schnitte in einem definierten Ab-
stand von 600 um vermessen (siehe 2.3.3 und 2.10.2) und folgende Parameter bestimmt: Gesamtflache,
Lumenflache, Mediaflache, Ladnge der Membrana elastica interna (internal elastic lamina, IEL) und
externa (EEL) sowie die Mediadicke. Die morphometrischen Daten wurden jeweils 5 und 14 Tage nach
der Endothelschadigung an geschadigten und nichtgeschadigten GefalBen ermittelt. Vergleichsdaten
wurden auch an unbehandelten Tieren erhoben. Die morphometrische Untersuchung der Gefalze von
8 unbehandelten Tieren ergab, dass es keine messbaren Unterschiede zwischen der linken und rechten
A. carotis gibt (nicht gezeigt), so dass die rechte Karotisarterie jeden Tieres als individuelles Kontroll-

gefaR zur Uberprufung der GefaRveranderungen nach der Schadigung verwendet werden konnte.

3.1.2.1 Arterielles Remodeling der A. carotis der W T-Maus
Als Kriterium fur die durch die Schadigung des GefalRendothels induzierten morphologischen Verande-

rungen an arteriellen GefaRen wie Aorta (Reddick, Zhang et al. 1998), A. carotis (Lindner, Fingerle et al.
1993; Kumar and Lindner 1997) oder A. femoralis (Sata, Maejima et al. 2000) wird haufig die Bildung
einer Neointima und die daraus errechnete Intima/Media-Ratio verwendet. In unserem Modellsystem war
die Bildung einer Neointima in der A. carotis nach intraluminaler GefaBwandschadigung nicht zuverlassig

reproduzierbar. Die Ursache konnte darin liegen, dass der atherosklerose-suszeptible C57BL/6J-Maus-
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stamm nicht suszeptibel fir eine Neointimabildung nach endothelialer Schadigung der A. carotis ist
(Harmon, Couper et al. 2000; Kuhel, Zhu et al. 2002; Korshunov and Berk 2004). Die Untersuchungen
konnten jedoch nicht an einem anderen, fiir Neointimabildung empfindlichen Mausstamm vorgenommen
werden, da der genetische Hintergrund von WT- und ApoE"'—Tieren identisch sein musste. Aus diesem
Grund haben wir unsere morphometrischen Analysen zum arteriellen Remodeling auf die Veranderungen
in der Lamina media konzentriert.

Nach Endothelschadigung der A. carotis communis der WT-Maus war 5 Tage nach der Schadigung eine
Zunahme der Mediaflache, der Mediadicke sowie der EEL-Lange im Vergleich zu den scheinoperierten
GefalRen der gleichen Tiere messbar (Abb. 9). Dieses ,Anschwellen der Media als akute Reaktion auf
die GefalRschadigung verbunden mit einer signifikanten Abnahme der Zelldichte in der Lamina media
(nicht gezeigt) wurde bereits von anderen Autoren beschrieben (Drew, Tucker et al. 2000). Nach 14 Ta-
gen wurde fiir alle gemessenen morphometrischen Parameter (GefaBlumen, Mediaflache, maximale
Mediadicke, EEL- und IEL-Lange) eine signifikante Zunahme beobachtet (Abb. 9). Die ermittelten
morphometrischen Parameter weisen auf ein arterielles Remodeling in der A. carotis von WT-Mausen
nach Endothelschadigung, da sich aus der VergréRerung des Lumens und der Mediaflache sowie der
beide Flachen begrenzenden Umfange (EEL und IEL) eine VergroRerung des gesamten GefalRquer-

schnitts ableiten lasst, was den Kriterien eines positiven arteriellen Remodelings entspricht.

1,4 -
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GefalRlumen Mediaflache  max. Mediadicke  Lange EEL Lange IEL

Ratio Geschadigt / Nicht geschadigt

05 Tage O 14 Tage

Abb. 9: Morphometrische Parameter des arteriellen R emodelings der A. carotis communis von
WT-Mé&usen 5 bzw. 14 Tage nach intraluminaler Schadi  gung der GefalRwand.

Die Abbildung zeigt die ermittelten morphometrischen Daten von GefalZlumen, Mediaflache, maximaler
Mediadicke, Lange der Membrana elastica externa (EEL) sowie interna (IEL) als Quotient gescha-
digtes/ungeschadigtes Gefal3. Werte > 1 bedeuten eine Zunahme, Werte < 1 eine Abnahme des
jeweiligen Parameters im geschadigten Gefal3. 5 Tage nach der Schadigung nahmen Mediaflache,
Mediadicke und EEL-Lange signifikant zu; nach 14 Tagen war fiur alle ermittelten morphometrischen
Parameter eine signifikante Zunahme nachweisbar.

Mittelwerte £ SEM; n = 13 (5 Tage) und 12 (14 Tage)

*p <0,05; ** p < 0,005 Schadigung vs. Kontrolle

3.1.2.2 Arterielles Remodeling der A. carotis der A poE "-Maus
Ahnlich wie bei WT-Mausen konnte die Bildung einer Neointima auch bei ApoE'/'-Mausen nur in

Einzelféllen beobachtet werden. Bei einem Teil der untersuchten Tiere wurden jedoch 14 Tage nach der

Schadigung Schaumzellen in der Lamina media beobachtet (siehe Abbn. 14 und 15), die fur die Bildung
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atherosklerotischer Plaques charakteristisch sind. Wahrend vor der Endothelschadigung in der A. carotis
communis der 32 Wochen alten ApoE'/'-Tiere makroskopisch keine atherosklerotischen Lasionen nach-
weisbar waren, wurden 14 Tage nach der Schadigung bei einzelnen Tieren plaque-ahnliche Lasionen mit
eingelagerten Lipiden (siehe Abb. 14) in der Lamina media beobachtet. Lediglich am Aortenbogen und an
der Bifurkation in A. carotis interna und externa waren vor der Schadigung atherosklerotische Plaques
vorhanden; diese Bereiche wurden jedoch nicht in die Untersuchungen einbezogen. Wahrend der Etab-
lierung des Modells wurden auch Mause eingesetzt, die alter als 32 Wochen waren (bis zu 52 Wochen).
Dabei war auffallig, dass mit zunehmendem Alter der ApoE"'-Tiere nach der Endothelschadigung gehauft
atherosklerose-ahnliche Lasionen auftraten (nicht gezeigt). Dagegen zeigte die Untersuchung von
12 Wochen alten ApoE"'-Tieren weniger starke Gefal3reaktionen in Bezug auf Mediaflache und Media-
dicke im Vergleich mit den individuellen KontrollgefaRen sowie im Vergleich mit ApoE"'-Tieren im Alter
von 32 und 52 Wochen (nicht gezeigt). Moglicherweise wird bei ApoE"'—Mausen die Gefal3reaktivitat nach
der Endothelschadigung durch das Alter bzw. dem Fortschreiten der Atherosklerose beeinflusst; beim
Vergleich von 12 und 32 Wochen alten WT-Tieren wurden keine Unterschiede in der Gefalmorphologie

nach Endothelschadigung beobachtet (nicht gezeigt).
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Abb. 10: Morphometrische Parameter des arteriellen Remodelings der A. carotis communis von
ApoE"'-Mausen 5 bzw. 14 Tage nach intraluminaler Schadigu  ng der GefaRwand.

Die morphometrischen Parameter GefaRlumen, Mediaflache, maximaler Mediadicke und Lange der

Membrana elastica externa (EEL) sowie interna (IEL) wurden in geschadigten und nichtgeschadigten

GefalBen ermittelt und die Messergebnisse jeweils als Quotient geschadigtes/ungeschadigtes Gefafl

dargestellt. Werte > 1 bedeuten eine Zunahme, Werte < 1 eine Abnahme des jeweiligen Parameters im

geschadigten Gefal3. Nach 5 Tagen waren alle morphometrischen Parameter des geschadigten Gefal3es

gegeniber der Kontrolle signifikant erhéht. Mit Ausnahme der IEL-Lange war auch 14 Tage nach der

Schadigung ein signifikanter Unterschied zwischen geschadigten und nichtgeschadigten Gefalten nach-

weisbar.

Mittelwerte £+ SEM; n = 12 (5 Tage) und 11 (14 Tage)

*p <0,05; * p <0,005; *** p < 0,0005 Schadigung vs. Kontrolle

Die 32 Wochen alten ApoE'/'-Méuse reagierten sehr stark auf die intraluminale Schéadigung, was sich in
den signifikanten Verdnderungen der morphometrischen Parameter fur das arterielle Remodeling wider-
spiegelt (Abb. 10). Fir alle ermittelten Parameter wurde eine Erhéhung in den geschadigten GefalRen

nachgewiesen. Wie bei WT- wurden auch bei ApoE"'—Mausen durch die Schadigung des

-35-



- Ergebnisse -

GefalRendothels vaskulare Reaktionen im Sinne eines positiven arteriellen Remodelings ausgel6st, die zu
charakteristischen morphologischen Verdnderungen des GefalRes mit einer entsprechenden Grolienzu-

nahme des GefalRquerschnittes flhrten (siehe Abb. 14).

3.1.3 Histologische und morphometrische Unterschied e zwischen WT- und ApoE -

Mausen in der geschadigten A. carotis
Durch die intraluminale Schadigung der GefaBwand der A. carotis communis konnten sowohl in WT- als

auch in ApoE"'—Mausen Veranderungen im Sinne eines positiven arteriellen Remodelings induziert
werden. Die Reaktion der ApoE"'-Méuse auf den exogenen Stimulus war stérker ausgepragt als bei den
WT-Tieren, was sich in einer grol3eren Verdnderung der ermittelten morphometrischen Parameter beim
Vergleich geschadigter mit nichtgeschadigten GefaRen bzw. in den hdheren Ratios widerspiegelt (siehe
Abbn. 9 und 10). Mdglicherweise liegt bei den ApoE'/'-Mausen, bedingt durch die starke Hyperlipidamie,
eine erhdhte Gefalreaktivitat vor. Bei einer Reihe von Tieren durchgefiihrte Messungen der Cholesterol-
und Triglyzeridkonzentrationen im Serum ergaben 6- bis 10-fach erhdhte Lipidwerte bei ApoE"'—
gegeniber WT-Tieren (nicht gezeigt).

Die Abbildungen 11 und 12 zeigen den Vergleich ausgewahlter morphometrischer Parameter
geschéadigter und scheinoperierter GefalRe von WT- und ApoE"'-Mausen. Sowohl in der Mediaflache
(Abb. 11) als auch in der maximalen Mediadicke (Abb. 12) unterscheiden sich WT- und ApoE'/'-Mause Zu
beiden unter-suchten Zeitpunkten signifikant voneinander; die morphologischen Verédnderungen im

Vergleich zu den individuellen Kontrollen waren in ApoE"'—Mausen starker ausgepragt.
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Abb. 11: Vergleich der Mediaflache geschadigter und nichtgeschadigter Gefalle von WT- und
ApoE "-Mausen.

Die Abbildung zeigt die ermittelten Messwerte fur die Mediaflache von scheinoperierten und gescha-

digten GefalRen. Bei den scheinoperierten Karotisarterien (Kontrolle) waren zwischen WT- und ApoE"'—

Mausen keine Unterschiede in der Mediaflache messbar. In den geschéadigten Gefalzen der ApoE"'—

Mause war die Mediaflache sowohl 5 als auch 14 Tage nach der Schadigung im Vergleich zu WT-

Gefal3en signifikant groRer.

Mittelwerte £+ SEM; n = 10 (ApoE"', 14 Tage), n =11 (ApoE"', 5 Tage; WT, 14 Tage), n =12 (WT, 5 Tage)

*p < 0,05; ** p <0,005; *** p < 0,0005 Schadigung vs. Kontrolle

*p<0,05; *p<0,01 ApoE” vs. WT
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Abb. 12: Vergleich der maX|maIen Mediadicke geschad igter und nichtgeschadigter Gefalle von
WT- und ApoE "-Mausen.

Die Abblldung zeigt die ermittelten Messwerte fiir die maximale Mediadicke der A. carotis von WT- und
ApoE -Méausen nach Endothelschadigung. Die nichtgeschadigten Gefalle von WT- und ApoE -Tieren
wiesen keine Unterschiede in der maximalen Mediadicke auf. Geschadigte Gefal3e von ApoE -Mausen
wiesen sowohl 5 als auch 14 Tage nach der Schadigung eine signifikante Zunahme der Mediadicke im
Vergleich zu WT-GefalRen auf.

Mittelwerte + SEM; n=10 (ApoE"' 14 Tage), n =11 (ApoE"', 5 Tage; WT, 14 Tage), n =12 (WT, 5 Tage)

p <0,05;**p < 0,005 Schadigung vs. Kontrolle
p <0,01 ApoE vs. WT

Zur Unterstutzung der morphometrischen Daten sind im folgenden histologische Farbungen von Diunn-
schnitten der A. carotis communis gezeigt (Abbn. 13 und 14). Abbildung 13 zeigt, dass in WT- und
ApoE'/'-Mausen zu beiden untersuchten Zeitpunkten nach der Endothelschéddigung Mediadicke und
-flache gegeniiber den Kontrollen vergré3ert waren (Abb. 13). Die Abbildung zeigt au3erdem, dass die
Gefalreaktion in den ApoE"'—Mausen starker ausgepragt war und dass zwischen den scheinoperierten
GefaRen keine Unterschiede bestanden. Abbildung 14 zeigt eine Olrot O-Hamatoxylin-Farbung eines
Schnittes der scheinoperierten und der geschadigten A. carotis communis einer ApoE"'-Maus. Mit der
Olrot O-Farbung konnen im Gewebe eingelagerte Fette (Lipidtropfchen) dargestellt werden. Auch in
dieser Abbildung ist eine starke Zunahme der Mediadicke und -flache als Reaktion auf die
Endothelschadigung zu sehen. Zusatzlich finden sich Lipideinlagerungen in der Lamina media, &hnlich
den Lipideinlagerungen, die im Plaque atherosklerotischer GefalRe und in der Lamina intima friiher
Atherosklerosestadien zu finden sind (nicht gezeigt), wobei die A. carotis communis der verwendeten
Tiere makroskopisch frei von atherosklerotischen Ablagerungen war. In scheinoperierten Gefal3en von
ApoE"'—Mausen (Abb. 14) konnte ebenso wie in ungeschadigten und geschadigten GefaRen von WT-

Mausen (nicht gezeigt) mit der Olrot O-Farbung keine Ablagerung von Lipiden nachgewiesen werden.
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WT ApoE-/-
Kontrolle Schidigung Kontrolle Schéadigung
5 Tage
B
14 Tage
Abb. 13: Héamatoxylin-Orcein-geférbte Schnitte der A . carotis communis sinistra und dextra von

WT- und ApoE "_Mausen 5 und 14 Tage nach Deendothelialisierung.

Dunnschnitte der A. carotis communis sinistra und dextra der jeweils gleichen WT (A+B, C+D)- und
ApoE'/' (E+F, G+H)-Méause wurden mit Orcein zur Darstellung der elastischen Fasern (violett) und
Hamatoxylin zur Darstellung der Zellkerne (blau) gefarbt. In Bild A, C, E und G sind die scheinoperierten
GefalRe (Kontrolle) gezeigt, in Bild B, D, F und H die geschadigten GeféaRe. Die GefalRquerschnitte
wurden 5 Tage (A, B, E, F) bzw. 14 Tage (C, D, G, H) nach der Endothelschadigung angefertigt. Zu
beiden Zeitpunkten war die Media in den geschadigten GeféaRen (B und D, F und H) deutlich verdickt im
Vergleich zu den entsprechenden KontrollgefadRen (A und C, E und G). Bei ApoE'/'-Tieren war die
Mediaverdickung deutlich starker ausgepréagt als in GefaRen von WT-Tieren (schwarze Pfeile).

Balken =100 um

Abb. 14: Olrot O-Hamatoxylin-gefarbte Schnitte der A. carotis communis einer ApoE "_Maus
14 Tage nach intraluminaler Endothelschadigung.

Bild A zeigt das rechte, scheinoperierte Gefal3, eine Lipideinlagerung oder Mediaverdickung ist nicht vor-
handen. Bild B zeigt die geschadigte A. carotis communis mit einer einseitig deutlich verdickten Media
und eingelagerten Lipiden (Lipidtrépfchen) (rot geférbt). Ebenso ist die VergroRerung des GefaRquer-
schnitts (positives arterielles Remodeling) im Vergleich zum nichtgeschadigten GefalR des gleichen Tieres
zu erkennen. Beide Schnitte sind aus der gleichen Schnittebene (Schnittfolge 3; siehe 2.3.3), um die
Vergleichbarkeit zu gewahrleisten.

Balken =100 um

3.14 Nachweis von Makrophagen, Granulozyten sowie B- und T-Lymphozyten nach
intraluminaler Schadigung der A. carotis

Mit Hilfe immunhistochemischer Methoden wurden die Zellen der Arterienwand der A. carotis charakteri-
siert, um die Frage zu beantworten, ob an der Reaktion des Gefalles auf die Endothelschadigung Zellen
des Immunsystems beteiligt sind. Nach intraluminaler Schadigung des GeféaRendothels waren im ge-
schadigten GefalRbereich Zellen des Immunsystems nachweisbar. Vor allem im perivaskularem Gewebe

[Lamina adventitia und periadventitiales Granulationsgewebe, das durch die Operation entsteht (Drew,
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Tucker et al. 2000)] fanden sich B- und T-Lymphozyten (Abb. 16) und seltener auch Granulozyten (nicht
gezeigt), die in den scheinoperierten GefaRen nicht nachweisbar waren. Das sehr seltene Vorkommen
von Granulozyten in der Media ging in den meisten Fallen mit einer sehr starken Mediaschadigung
einschlieBlich Mediaeinrissen einher. Derart geschadigte bzw. veranderte Gefal3e wurden ebenso wie
GefalRe mit thrombotischen Verschliissen nicht in die Auswertung einbezogen.

Die Deendothelialisierung filhrte zu einer verstarkten Infiltration des perivaskularen Gewebes mit
Makrophagen sowie zum Auftreten von Makrophagen in der Lamina media im Vergleich zu den Kontroll-
gefalRen (Abb. 15). Die Auswertung mehrerer Dinnschnitte fir jedes Gefal3 ergab, dass die Infiltration der
GefalBwand mit Makrophagen sehr stark variierte; wéhrend in einem Schnitt nur vereinzelt Makrophagen
vorhanden waren, war in einem anderen eine massive Makrophageninfiltration nachweisbar. Das Auftre-
ten von B- und T-Lymphozyten in den geschadigten Gefal3en der WT- und ApoE"'-Tiere (Abb. 186,
ApoE"'—Tiere nicht dargestellt) variierte ebenso wie die Anzahl der Makrophagen, jedoch waren die
Lymphozyten generell in geringerer Anzahl vorhanden, so dass in einigen Dinnschnitten keine

Lymphozyten nachweisbar waren. In der Arterienwand von scheinoperierten GefalRen kam es zu keiner

Lymphozyteninfiltration (nicht dargestellt).
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Abb. 15: Auftreten von Makrophagen in der  Lamina media nach intraluminaler Endothelschadi-
gung bei WT- und ApoE "-Mausen.

Dargestellt sind reprasentative Dunnschnitte der A. carotis communis einer WT-Maus (A, B) und einer
ApoE'/'-Maus (C, D) 14 Tage nach der Schadigung mit den entsprechenden Kontrollgefal3en. Als primérer
Antikérper gegen Makrophagen wurde FA-11 (CD68) verwendet. Durch eine Farb-Substrat-Reaktion
(siehe 2.9, 2.9.1) wurden die markierten Zellen sichtbar gemacht (rot markiert). Zur besseren Darstellung
der GefaRe wurde mit Hamatoxylin gegengefarbt (Zellkerne blau dargestellt). In den scheinoperierten
KontrollgefaRen waren Makrophagen nur im perivaskularen Gewebe nachweisbar (Bild A und C). Nach
der Schadigung waren Makrophagen auch in der Lamina media vorhanden (Bild B und D, schwarze
Pfeile), die in der ApoE"'-Maus phanotypische Merkmale von Schaumzellen aufwiesen.

Balken =100 um
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Abb. 16: Nachweis von B- und T-Lymphozyten in der g  eschadigten A. carotis communis bei WT-
Mausen.

Die Abbildung zeigt mittels Immunfluoreszenz gefarbte Dinnschnitte (siehe 2.9 und 2.9.2) der A. carotis
communis sinistra von WT-Tieren 5 (A) und 14 Tage (B) nach der Endothelschadigung. Blau dargestellt
sind die Zellkerne (DAPI), fur den Nachweis von T-Zellen wurde der Antikérper CD3e verwendet (rot
dargestellt), fir den Nachweis von B-Zellen wurde der Antikdrper B220 verwendet (gelb dargestellt).
Nach Schadigung der GefaRwand waren zu beiden untersuchten Zeitpunkten Lymphozyten in der Media
und dem perivaskularen Gewebe nachweisbar (rote und gelbe Pfeile).

Balken =50 um
3.15 Expression des Stammzellmarkers CD34 in der A . carotis nach Endothel-
schadigung

Abb. 17: CD34-positive Zellen in der Lamina media der A. carotis communis einer WT-Maus
14 Tage nach der Deendothelialisierung.

Die Abbildung zeigt Gefal3schnitte der A. carotis communis dextra (A) und sinistra (B) einer WT-Maus
14 Tage nach der Schadigung des GefalRendothels. Blau dargestellt sind die Zellkerne (DAPI), rot die
glatten GefalBmuskelzellen (SMA), gelb die CD34-positiven Zellen und grin die elastischen Fasern
(Eigenfluoreszenz). Im scheinoperierten Gefal? (A) waren keine CD34-positiven Zellen nachweisbar, die
gesamte Media war SMA-positiv, wahrend im geschéadigten Gefal3 (B) CD34-positive Zellen in der Media

detektiert wurden, die SMA-negativ waren (gelbe Pfeile).

Balken =100 um

In der Lamina media konnten nach der Endothelschadigung BrdU-positive, proliferierende Zellen nach-
gewiesen werden. Proliferierende glatte GefaBmuskelzellen der Media und der neu gebildeten Neointima
exprimieren auf ihrer Oberflache nur sehr schwach oder keine Oberflachenantigene, die fir GefalRmus-
kelzellen spezifisch sind (Thyberg, Blomgren et al. 1997; Regan, Adam et al. 2000). Regan et. al. zeigten,
dass eine intraluminale Endothelschadigung der A. carotis der Maus zur Dedifferenzierung der Gefal3-

muskelzellen fuhrte und dass auf deren Oberflache vermehrt Marker fir Stammzellen exprimiert wurden.
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In unseren Untersuchungen konnten in der Media geschadigter GefaRe CD34-positive Zellen
nachgewiesen werden, wahrend in den scheinoperierten Kontrollen keine CD34-positiven Zellen
nachweisbar waren. Die CD34-positiven Zellen waren negativ fur SMA, ein Marker fir glatte
GefaBmuskelzellen (Abb. 17).

3.1.6 Genexpressionsanalysen geschadigter und nichtgescha digter Karotisarterien
von WT- und ApoE "-Mausen

Um eine mogliche Beteiligung von Zytokinen, Chemokinen und ECM-degradierenden Proteinasen an
arteriellen Remodelingprozessen zu untersuchen, wurde zu definierten Zeitpunkten nach der
intraluminalen GefaRwandschadigung (1, 3, 5 und 14 Tage) die Expression von Chemokinen,
Chemokinrezeptoren, (proinflammatorischen) Zytokinen, ECM-degradierenden Enzymen und deren
endogener Inhibitoren mit Hilfe der qRT-PCR bestimmt. Die PCR-Analyse erfolgte an individuellen
GefalRen, wobei die RNA-Menge, die aus einer einzelnen A. carotis gewonnen werden konnte, ca. 1 ug
betrug und damit stark limitiert war. Da der Nachweis gering exprimierter Gene den Einsatz groR3erer
RNA-Mengen erfordert, um in den optimalen Messbereich der PCR zu gelangen, wurde auf die

Bestimmung gering exprimierter Gene verzichtet.

3.1.6.1 Expression von Chemokinen und deren Rezeptorenind  er A. carotis
Aus friiheren Untersuchungen ist bekannt, dass die Expression des C-C-Chemokins Mip-1a in Aorten von

ApoE'/'-Mausen mit fortschreitender Atherosklerose bzw. dem damit verbundenen arteriellen Remodeling
zunimmt (Moos, John et al. 2005). Fir den Rezeptor Ccr5 gibt es Hinweise in der Literatur, dass dieser
fur Remodelingprozesse nach experimenteller Endothelschadigung von Bedeutung ist, da bei
Verwendung von Ccr5-defizienten Mausen die intimale Hyperplasie reduziert war (Zernecke, Liehn et al.
2006; Braunersreuther, Zernecke et al. 2007) Aus diesem Grund wurde die Expression von Mip-1a und
dessen spezifischer Rezeptoren Ccrl und Ccr5 in der A. carotis communis von geschadigten und
nichtgeschadigten Gefallen untersucht. Nach intraluminaler Endothelschadigung wurde in geschéadigten
gegeniber nichtgeschadigten GefalRen sowohl bei WT- als auch bei ApoE"'—Tieren ein signifikanter
Anstieg der Gen-expression von Mip-1la 24 Stunden nach der Deendothelialisierung gemessen; das
Expressionsniveau fur Mip-1a war in den geschadigten Gefafl3en und in den nichtgeschadigten Gefallen
(Kontrollen) der beider Mauspopulationen gleich (Abb. 18A).

Die Expression der Rezeptoren fur Mip-1a, Ccrl und Ccr5, zeigte in den geschéadigten GefalRen einen
ahnlichen zeitlichen Verlauf wie die Expression des Chemokins (Abbn. 18B und C). Nach einem initialen
signifikanten Anstieg der Expression einen Tag nach der Schadigung im Vergleich zu den
entsprechenden KontrollgefalRen nahm die Expression beider Rezeptoren lber die Zeit kontinuierlich ab.
Wahrend die ermittelten Expressionswerte fir Ccrl in den geschadigten GeféaRen innerhalb des
untersuchten Zeitraums das Niveau der Kontrollen erreichten (Abb. 18B), war das Expressionsniveau von
Ccr5 auch 14 Tage nach der Schadigung noch signifikant gegeniiber den Kontrollen erhéht (Abb. 18C).
Zwischen den nichtgeschadigten Gefalien der WT- und ApoE"'-Tiere bestand kein Unterschied in der

Expression der Chemokinrezeptoren.
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Abb. 18: Zeitlicher Verlauf der Expression von Mip- 1la, Ccrl und Ccr5 in der A. carotis ge-
schadigter und nichtgeschadigter GefalRe von WT- und ApoE "_Mausen.

Die Expression von Mip-1a und der spezifischen Chemokinrezeptoren wurde in individuellen Gefal3en

mittels qRT-PCR bestimmt. In den geschéadigten GefalRen von WT- und ApoE"'-Mausen war die

Expression von Mip-1a (Abb. A), Ccrl (Abb. B) und Ccr5 (Abb. C) zeitabhangig erhoht. Zwischen den

beiden Mauspopulationen gab es keine Unterschiede im Expressionsniveau der geschadigten und der

KontrollgeféaRe zu den verschiedenen Zeitpunkten nach der Deendothelialisierung.

n.b. = nicht bestimmt

Mittelwerte + SEM,n =3 -7

*p <0,1; ** p < 0,05 Schadigung vs. Kontrolle (Mann-Whitney-Test)
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Die Chemokinrezeptoren Ccrl und Ccr5 reagieren auch spezifisch mit dem Chemokin RANTES
(regulated upon activation, normal t-cell expressed, and presumably secreted, Ccl5). Auch fiir RANTES
konnte ein Unterschied in der Genexpression zwischen geschadigten und nichtgeschadigten Gefal3en
festgestellt werden (nicht gezeigt), jedoch waren die ermittelten Expressionswerte beim Einsatz geringer
RNA-Mengen sehr niedrig, was eine Interpretation der Daten erschwert bzw. unméglich macht. Jedoch
zeigten Schober et al., dass RANTES nach einer GefalBwandschadigung der A. carotis von ApoE"'—

Mé&usen in der Neointima immunhistochemisch nachweisbar war (Schober, Manka et al. 2002).
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Abb. 19: Zeitabhéngige Expression von Mcp-1 und Ccr 2 in der A. carotis communis von WT- und
ApoE "-Mausen.

Die Expression von Mcp-1 und Ccr2 wurde in individuellen GefaRen mittels qRT-PCR bestimmt. In den

geschéadigten GefalRen sowohl von WT- als auch von ApoE"'-Méusen war die Expression von Mcp-1

(Abb. A) und Ccr2 (Abb. B) 24 Stunden nach der Schadigung gegeniiber den Kontrollen erhéht und nahm

im untersuchten Zeitraum ab. WT- und ApoE"'-Tiere unterschieden sich nicht im Expressionsniveau von

Mcp-1 und Ccr2 sowohl in den geschéadigten als auch in den KontrollgefalRen zu den verschiedenen

Zeitpunkten nach der Schadigung.

n.b. = nicht bestimmt

Mittelwerte £ SEM,n=3 -5

*p <0,1; ** p < 0,05 Schadigung vs. Kontrolle (Mann-Whitney-Test)

Neben Mip-la wurde auch die Expression des C-C-Chemokins Mcp-1 und dessen Rezeptor Ccr2
untersucht, die direkt mit der Atherosklerose assoziiert sind. Mcp-1 wurde als erstes Chemokin in friihen

humanen Atherosklerosestadien identifiziert (Takeya, Yoshimura et al. 1993). AuR3erdem gibt es Hinweise
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in der Literatur, dass das Mcp-1-Ccr2-System die Proliferation glatter Muskelzellen nach einer
Endothelschadigung beeinflusst, da die intimale Hyperplasie in der Femoralarterie bei Verwendung von
Ccr2-Knockout-Mausen reduziert war (Roque, Kim et al. 2002).

Die Deendothelialisierung induzierte die Expression von Mcp-1 und Ccr2, die Expression erfolgte dabei
auf sehr hohem Niveau und lag tber den Expressionswerten der mitbestimmten Haushaltsgene B-Aktin
(Abb. 19) und Glyzerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) (nicht gezeigt). Wie bei Mip-1a und
dessen Rezeptoren war 24 h nach der Schadigung die Expression von Mcp-1 und Ccr2 gegeniber den
KontrollgeféaRen signifikant erhéht und nahm danach zeitabhéngig ab. In den geschadigten GefaRen war
die Expression von Mcp-1 nach 14 Tagen wieder auf ahnlichem Niveau wie in den Kontrollen; es bestand
nur noch bei den ApoE"'—Mausen ein signifikanter Unterschied (Abb. 19A). Dagegen waren die
Expressionswerte fir Ccr2 zu diesem Zeitpunkt in beiden Mauspopulationen noch deutlich in den

geschadigten GefalRen gegeniiber den Kontrollen erhéht (Abb. 19B).

3.1.6.2 Expression von Osteopontin in der A. carotis der WT - und ApoE "-Maus
Osteopontin ist ein Phosphoprotein mit einer Tripeptid-Sequenz, wie sie auch andere extrazellulare

Matrixproteine besitzen. Osteopontin kann an ECM gebunden vorliegen, wo es fir die Integritat und die
Funktionalitat verantwortlich ist, oder in seiner l6slichen Form die Funktion eines Zytokins haben. Es gibt
Hinweise in der Literatur, dass Osteopontin die Proliferation von glatten Muskelzellen der Lamina media
und die intimale Hyperplasie nach Endothelschadigung beeinflusst (Isoda, Nishikawa et al. 2002) sowie
an der Adhasion und Akkumulation von Leukozyten nach einer Endothelschédigung beteiligt ist (Myers,
Harmon et al. 2003). Aufgrund der in der Literatur beschriebenen Daten und der Expression von
Osteopontin in der Aorta von 32 Wochen alten ApoE"'—Mausen (siehe 3.2.1, Tab. 2) wurde die
Expression von Osteopontin auch in der A. carotis der WT- und ApoE"'—Mause untersucht, um Hinweise
fir eine Beteiligung von Osteopontin beim arteriellen Remodeling nach der intraluminalen
Endothelschadigung zu finden und mogliche Unterschiede zwischen den beiden Mauspopulationen
aufzuzeigen.

Die Expression von Osteopontin in den geschadigten Gefal3en der WT-Tiere war zu allen untersuchten
Zeitpunkten (1, 3, 5 und 14 Tage) signifikant gegentber den KontrollgefaRen erhéht, wahrend in den
geschadigten Gefalken von ApoE"'—Tieren kein Anstieg der Expression nachgewiesen werden konnte
(Abb. 20). Jedoch war die Expression von Osteopontin in den KontrollgefalRen der ApoE"'-Mause bereits
auf hohem Niveau und signifikant gegentber den WT-Kontrollen erhéht. Im Gegensatz dazu unterschied
sich das Expressionsniveau in den geschadigten GefalRen nicht zwischen WT- und ApoE"'—Mausen
(Abb. 20).
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Abb. 20: Expression von Osteopontin in der A. carot is geschadigter und nichtgeschadigter Ge-
fake von WT- und ApoE "-Mausen.

Die Expression von Osteopontin wurde in individuellen GefalRen mittels qRT-PCR bestimmt. Das

gemessene Exg)ressionsniveau der nichtgeschadigten GefaRe von WT-Mausen lag im Mittel bei 39

Transkripten/10” B-Aktin. Die Endothelschadigung fuhrte zu einem signifikanten Anstieg der Expression

von

Osteopontin zu allen untersuchten Zeitpunkten in der WT-Maus. Bei ApoE"'-Tieren konnte keine

Induktion der Osteopontin-Expression durch die Schadigung nachgewiesen werden, jedoch war

Osteopontin bereits in den nichtgeschadigten Gefal3en auf hohem Niveau exprimiert.

Mittelwerte + SEM; n =3 -4

*p <0,1; ** p < 0,05 Schadigung vs. Kontrolle (Mann-Whitney-Test)

# p<0,1; ## p <0,05 ApoE"' vs. WT (Mann-Whitney-Test)

" p < 0,05 Kontrolle vs. Schadigung (Mann-Whitney-Test)

3.1.6.3 Expression proinflammatorischer Zytokine in der A. carotis nach Endothel-
schadigung
Zur naheren Charakterisierung immunologischer Prozesse beim arteriellen Remodeling in der A. carotis

communis nach Endothelschadigung wurde die Expression der proinflammmatorischen Zytokine IL-6,
IL-1B und TNFa bestimmt. Proinflammatorische Zytokine wirken als Stimulus fiir Migration, Wachstum
und Differenzierung von Zellen und regen andere Zellen zur Ausschiittung weiterer Zytokine an. So spielt
IL-6 eine entscheidende Rolle bei der Entstehung und der Aufrechterhaltung chronisch-inflammatorischer
Prozesse (Gabay 2006). Die Entwicklung einer spateren Restenose nach perkutaner koronarer Interven-
tion geht mit einem Anstieg der Plasmakonzentrationen von Mcp-1 und IL-6 einher, was auf deren
Bedeutung fur Restenoseprozesse und damit verbundenes arterielles Remodeling hinweist (Ikeda 2003).
Des weiteren gibt es Hinweise in der Literatur, dass der IL-1B-Signalweg an arteriellen Remodeling-
prozessen beteiligt ist (Chamberlain, Evans et al. 2006) und dass TNFa das arterielle Remodeling bzw.

die intimale Hyperplasie nach Ligatur der A. carotis beeinflusst (Rectenwald, Moldawer et al. 2000).
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Abb. 21: Expression von IL-6, IL-1B und TNFa in der A. carotis zu verschiedenen Zeitpunkten
nach der Endothelschadigung bei WT- und ApoE "_Mausen.

Die Expression der Zytokine wurde in individuellen GefalRen mittels gRT-PCR bestimmt. Sowohl die Ex-

pression von IL-6 (Abb. A) als auch von IL-18 (Abb. B) und TNFa (Abb. C) wurde durch die

Deendothelialisierung in der A. carotis induziert im Vergleich mit den entsprechenden Kontrollgefal3en.

Dabei zeigten die Expressionswerte aller drei Zytokine einen initialen Anstieg einen Tag nach der

Schadigung und eine Abnahme der Expression im untersuchten Zeitraum. Zwischen WT- und ApoE"'—

Mausen bestanden in den geschadigten GefaBen und in den Kontrollen keine Unterschiede im

Expressionsniveau von IL-6, IL-13 und TNFa.

n.b. = nicht bestimmt

Mittelwerte + SEM; n =3 -6

*p <0,1; ** p < 0,05 Schadigung vs. Kontrolle (Mann-Whitney-Test)
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Die Expression von IL-6, IL-1 und TNFa nach intraluminaler Schadigung der A. carotis zeigte einen ahn-
lichen zeitlichen Verlauf sowie ein ahnliches Expressionsniveau in beiden Mauspopulationen. In den
nichtgeschadigten KontrollgefaRen waren die Zytokine gering exprimiert, dabei konnte kein Unterschied
zwischen WT- und ApoE"'—Mausen festgestellt werden (Abb. 21). Fur alle drei Zytokine wurde in den ge-
schadigten GefaRen 24 Stunden nach der Deendothelialisierung ein Anstieg der Expressionswerte er-
mittelt, die im Vergleich zu den entsprechenden Kontrollen signifikant erhéht waren und innerhalb des
untersuchten Zeitraumes abnahmen. Dabei war die Expression von TNFa zu allen 4 Zeitpunkten signifi-
kant gegenuiber den Kontrollen erhéht (Abb. 21C); lediglich in den GefaRen der ApoE"'-Méuse 5 Tage
nach der Schadigung war kein signifikanter Unterschied nachweisbar, mdglicherweise wegen der gerin-
gen Probenzahl. Einen ahnlichen zeitlichen Verlauf wie TNFa zeigte auch die Expression von IL-1
(Abb. 21B), jedoch war nach 14 Tagen die Expression von IL-1B in den geschadigten GefalRen der
ApoE"'—Tiere bereits wieder auf dem Niveau der Kontrollen. Fir IL-6 wurde nur fir die Zeitpunkte von
1lund 3 Tagen nach der Schadigung ein signifikanter Unterschied in der Genexpression zwischen

geschéadigten und nichtgeschadigten Gefal3en in beiden Mauspopulationen gemessen (Abb. 21A).

3.1.6.4 Expression von Socs3 und Bcl2Ala in der A. carotis nach Deendothelialisie-
rung

In atherosklerotischen Aorten von ApoE"'—Mausen waren die Gene Socs3 (supressor of cytokine
signaling 3) und Bcl2Ala (B-cell leukemia/lymphoma 2 releated protein Ala) signifikant hochreguliert
(siehe Anhang A.9). Um eine mdogliche Beteiligung von Socs3 und Bcl2Ala an atherosklerose-
unabhéngigen Remodelingprozessen nachzuweisen, wurde die Expression dieser beiden Gene auch in
der A. carotis zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Endothelschadigung und in den individuellen
KontrollgefaRen der WT- und ApoE"'—Mause untersucht. Das Socs3-Genprodukt ist ein
immunregulatorisches Protein, das zu einer Proteinfamilie mit 8 Mitgliedern gehort, die inhibitorisch auf
Zytokinsignalwege einwirken. Die Aktivierung der Inhibitoren erfolgt durch die Zytokine selbst oder tber
die Aktivierung von Toll-like-Rezeptoren (Kubo, Hanada et al. 2003; Yoshimura, Ohishi et al. 2004; Tan
and Rabkin 2005). Bcl2Ala gehért zu einer Proteinfamilie (Bcl-2), deren Mitglieder antiapoptotische
Wirkung haben (Hamasaki, Sendo et al. 1998) und kann durch inflammatorische Zytokine induziert
werden (Moreb and Schweder 1997; He, Waxman et al. 2005). Das Gen fur Bcl2Ala wurde 1998 von
Hatakeyama et al. in der Maus charakterisiert (Hatakeyama, Hamasaki et al. 1998); im humanen System
existiert eine homologe Sequenz, die in Endothelzellen entdeckt wurde (Karsan, Yee et al. 1996). Das
murine Genom umfasst 4 bekannte Al-Gene (Al-a, -b, -c, -d). Zur Bestimmung der Genexpression von
Bcl2Ala wurde ein Primerpaar verwendet, dass aufgrund von Sequenzhomologien auch fir die Varianten
A-1b und A-1d spezifisch ist.

Die intraluminale Endothelschadigung der A. carotis fuhrte zu einer Induktion der Expression von Socs3
und Bcl2Ala in WT- und ApoE"'—Tieren; fur alle untersuchten Zeitpunkte (1, 3, 5 und 14 Tage) waren die
Unterschiede zu den nichtgeschadigten GefaRen signifikant (Abbn. 22 und 23). Fir Bcl2Ala wurde
auBBerdem zu allen Zeitpunkten eine signifikant héhere Expression in den nichtgeschadigten Gefal3en der

ApoE'/'-Mause im Vergleich zu den KontrollgefaRen der WT-Tiere nachgewiesen (Abb. 23).
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Abb. 22: Zeitabhéngige Expression von Socs3 in der A. carotis communis von WT- und ApoE T’
Mausen nach Deendothelialisierung.

Die Expression von Socs3 wurde in individuellen Gefal3en mittels gRT-PCR bestimmt. Zu allen unter-
suchten Zeitpunkten war die Expression in den geschadigten Gefal3en der WT- und ApoE -Tiere gegen-
Uber den Kontrollen erhéht, dabei bestand kein Unterschied im Expressionsniveau zwischen den beiden
Mauspopulationen.
n.b. = nicht bestimmt
Mittelwerte +SEM,n=3-4

p <0,1;**p < 0,05 Schadigung vs. Kontrolle (Mann-Withney-Test)

*p<0,1 ApoE vs. WT (Mann-Withney-Test)
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Abb. 23: Zeitlicher Verlauf der Expression von Bcl2 Ala in der A. carotis communis nach
Endothelschadigung bei WT- und ApoE "_Mausen.

Die Expression von Bcl2Ala wurde in individuellen GefaRen mittels gRT-PCR bestimmt. Die Schadigung
des Gefaliendothels induzierte die Expression von Bcl2Ala in den Gefalien belder Mauspopulationen im
Vergleich mit den individuellen Kontrollen. In den Kontrollgefal3en der ApoE -Méause war Bcl2Ala im
Vergleich zu den WT-Kontrollen bereits auf hohem Niveau exprimiert.
n.b. (nicht bestimmt)
Mittelwerte +SEM,n=3-4,

p <01, **p < 0,05 Schadigung vs. Kontrolle (Mann-Withney-Test),

*p<0,1 ApoE vs. WT (Mann-Withney-Test)

-48 -



- Ergebnisse -

3.1.6.5 Expression von ECM-degradierenden Enzymen i m Verlauf des arteriellen
Remodelings der A. carotis nach Endothelschadigung

Fur arterielles Remodeling ist die Reorganisation von ECM ein wichtiger Prozess, da diese aus Proteinen
und elastischen Fasern bestehende Matrix alle Zellen umgibt und je nach Zusammensetzung fir die
spezifische strukturelle Integritat eines Gewebes verantwortlich ist. Ab- und Umbau von ECM ist die
Voraussetzung fir arterielles Remodeling, das in der A. carotis communis nach der Endothelschadigung
und in atherosklerotischen GefaRRen stattfindet. An diesen Umgestaltungen sind Proteinasen beteiligt
(siehe 1.4), die spezifisch verschiedene ECM-Bestandteile degradieren. Im Folgenden wurden die
Expression von Matrixmetalloproteinase Mmp-13 und der Cysteinproteinase Cathepsin S untersucht.
Zusatzlich wurde noch die Expression des endogenen Mmp-Inhibitors Timp-1 analysiert. Beide ECM-
degradierende Proteinasen sowie der Inhibitor waren in atherosklerotischen ApoE"'-Mausaorten
gegeniiber den WT-Aorten signifikant erhoht (siehe 3.2.1, Tab. 2 sowie Anhang A.9). Um Hinweise auf
eine Beteiligung von Mmp-13, Timp-1 und Cathepsin S an Remodelingprozessen in der A. carotis
communis nach Endothelschadigung zu erhalten, wurde die Expression der Proteinasen in der A. carotis
untersucht.

Ein Anstieg der Expression von Mmp-13 und Cathepsin S in der A. carotis communis wurde nur in
WT-Tieren durch die Endothelschadigung induziert, da das Expressionsniveau der beiden Proteinasen in
den nichtgeschadigten Gefalien der ApoE"'-Méuse bereits dem der geschadigten Gefal3e von WT- und
ApoE"'—Tieren entsprach (Abbn. 24A und 25). Dabei unterschieden sich die ermittelten Expressionswerte
deutlich voneinander, diese waren fiir die Elastase Cathepsin S tber dem Expressionsniveau der mit
bestimmten Haushaltsgene B-Aktin (Abb. 25) und GAPDH (nicht gezeigt), wahrend die Kollagenase
Mmp-13 eher gering exprimiert war (Abb. 24A). Die Proteinase Cathepsin S wies zu allen Zeitpunkten
eine signifikant erhdhte Expression in den KontrollgefaRen der ApoE'/'-Méuse im Vergleich zu den
WT-Kontrollen auf (Abb. 25), wéahrend fir Mmp-13 nur fur einen Zeitpunkt (3 Tage) ein signifikanter
Unterschied nachgewiesen werden konnte (Abb. 24A). Die Expression des endogenen Mmp-Inhibitors
Timp-1 in der A. carotis wurde durch die Deendothelialisierung in beiden Mauspopulationen induziert,
jedoch war die Expression in den geschadigten GefalRen der WT-Mause im Vergleich zu den Kontrollen
zu allen Zeitpunkten signifikant erhéht, wahrend in GefaRen von ApoE"'—Tieren nur 3 Tage nach der
Schadigung ein signifikanter Anstieg der Expression von Timp-1 nachgewiesen werden konnte
(Abb. 24B). Fir drei der untersuchten Zeitpunkte (3, 5 und 14 Tage) wurde eine signifikant hoéhere
Expression des Mmp-Inhibitors Timp-1 in nichtgeschadigten Gefal3en von ApoE'/'-Méusen gegeniber

nichtgeschadigten WT-Arterien nachgewiesen (Abb. 24B).
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Abb. 24: Expression von Mmp-13 und Timp-1 im Verlau  f des arterlellen Remodelings nach Endo-
thelschadigung in der A. carotis von WT- und ApoE "_Mausen.

Die Expression von Mmp-13 und Timp-1 wurde in individuellen Gefalzen mittels gRT-PCR bestimmt. Die
Endothelschadigung induzierte die Expressmn beider Gene in der geschadigten A. carotis der WT-Maus,
wahrend in der A. carotis von ApoE -Méausen nur 3 Tage nach der Schadigung ein signifikanter Anstieg
der Timp-1-Expression gemessen wurde. Sowohl Timp-1 (Abb. B) als auch Mmp-13 (Abb. A) wiesen eine
erhdhte Expression in den nichtgeschadigten Gefalien von ApoE - im Vergleich zu WT-Mé&usen auf.
n.b. (nicht bestimmt)
Mittelwerte +SEM,n=3-6

p <0,1;*p<0,05 Schad|gung vs. Kontrolle (Mann-Whitney-Test)

*p<0,1;"p<0,05 ApoE” vs. WT (Mann-Whitney-Test)
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Abb. 25: Zeitabhéngige Expression von Cathepsin S i n der A. carotis communis geschadigter
und nichtgeschadigter Gefal3e von WT- und ApoE "_Mausen.

Die Expression von Cathepsin S wurde in individuellen Gefalen mittels qRT-PCR bestimmt. In WT-

Méausen war zu allen untersuchten Zeitpunkten nach der Deendothelialisierung die Expression von

Cathepsin S im Vergleich zu den entsprechenden Kontrollgefa3en erhdht. Das Expressionsniveau von

Cathepsin S in den geschadigten Gefal3en der ApoE'/'-Mause entsprach dem der Kontrollen; die Expres-

sion von Cathepsin S war in nichtgeschadigten Gefalen von ApoE™ - gegeniiber WT-Mausen erhoht.

Mittelwerte £ SEM,n =3 -4

*p <0,1; ** p < 0,05 Schadigung vs. Kontrolle (Mann-Whitney-Test)

*p<0,1;"p<0,05 ApoE” vs. WT (Mann-Whitney-Test)

Neben den beiden untersuchten Proteinasen gab es noch weitere ECM-degradierende Proteinasen, die

in den atherosklerotischen Mausaorten signifikant hochreguliert waren (siehe 3.2.4). Eine dieser Protein-

asen war Mmp-12 (Makrophagen-Elastase). Fur beide Metalloproteinasen (Mmp-12 und Mmp-13) wur-

den Primer etabliert. Fir Mmp-12 wurden im Verlauf der Etablierung mehrere Primerpaare getestet; es

wurde jedoch kein Primerpaar gefunden, das in der gRT-PCR zu verlasslichen Ergebnissen fiihrte.

3.2 Untersuchungen zur Atherosklerose der Maus
Morphologische Untersuchungen der Aorta von ApoE"'—Mausen haben gezeigt, dass mit fortschreitender

Atherosklerose der GefaRquerschnitt der Aorta im Vergleich mit der Aorta von WT-Tieren stark zunimmt
(Moos, John et al. 2005), was auf ein arterielles Remodeling deutet. Um diese Remodelingprozesse und
die Atherosklerose der Mausaorta auf molekularbiologischer Ebene naher zu charakterisieren, wurden
genomweite Transkriptionsanalysen atherosklerotischer Aorten von ApoE"'-Mausen und von WT-Aorten
durchgefuihrt. Des weiteren wurden in beiden Mauspopulationen ausgewahlte Gene mittels qRT-PCR

untersucht, um mogliche Expressionsunterschiede aufzuzeigen.

3.2.1 Genomweite Expressionsstudien der Aortavon W T- und ApoE "-M&usen
Mit Hilfe der Microarray-Technologie wurden genomweite Expressionsanalysen (Affymetrix™) von jeweils

drei Aorten der WT- und der ApoE'/'-Mause durchgefuihrt. Die Untersuchungen sollten mdgliche Unter-
schiede in der Genexpression zwischen WT- und ApoE"'—Mausaorten aufklaren und zur Identifizierung
atherosklerose- bzw. remodeling- und hyperlipiddmie-assoziierter Gene beitragen. Fir die Untersuchun-

gen wurden 32 Wochen alte Tiere verwendet, da in diesem Alter bereits atherosklerotische Lasionen in
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der Aorta von ApoE"'-Mausen vorhanden sind (eigene Beobachtungen, Moos 2005). Untersuchungen an
der A. carotis wurden ebenfalls an 32 Wochen alten Tieren durchgefiihrt, so dass beim Vergleich der
Expression von Genen in beiden Systemen altersabhéangige Unterschiede ausgeschlossen werden kon-
nen. In den Aorten der ApoE"'—Mause waren im Vergleich zu WT-Aorten 315 Probesets (Begriffserlaute-
rung siehe 2.7.2 und 2.7.3) bzw. 236 Gene signifikant reguliert (Abb. 26), wovon 310 Probesets bzw.
231 Gene hochreguliert (Anhang A.9) und 5 Probesets bzw. 5 Gene herunterreguliert waren, einschliel3-

lich des ApoE'/'-Gens, das in den Knockout-Mausen nicht exprimiert sein sollte (Tab. 1).

. wt < apoE

Relative Anderung der Expression

. wt > apoE
T T T T
10 100 1000 10000

Relative Expressionshbhe

Abb. 26: MA-Plot (Dudoit, Yang et al. 2002) signifi kant regulierter Gene der Aorta von ApoE " im
Vergleich zu WT-Mausen.

Die Grafik zeigt alle Probesets, die als present selektiert wurden (rote und schwarze Punkte). Rot

hervorgehoben sind alle signifikant regulierten Probesets, die den gewahlten Filterkriterien entsprechen

(siehe 2.7.3) und einen Fold Change > 2,5 aufweisen. Es wurden 310 Probesets ermittelt, die in der Aorta

von ApoE"'- im Vergleich zu WT-Méausen signifikant erhoht waren (siehe Anhang A.9) sowie 5

herunterregulierte Probesets (siehe Tab. 1).

Tabelle 1: Alle Probesets, die in der Aorta von Apo E™ im Vergleich zu WT-Mausen signifikant
herunterreguliert waren

Fold Affymetrix™
Genname Gensymbol p-Wert Change | Probeset ID
apolipoprotein E Apoe 0,0110 28,0 1432466 _a_at
RIKEN cDNA 1110008P14 gene 1110008P14Rik | 0,0250 3,2 1447982_at
so!ute carrier family 1 (neutral amino Siclas 0,0070 2.9 1416629_at
acid transporter), member 5
lectin, galactose binding, soluble 4 Lgals4 0,0130 2,7 1451336_at
ig]c finger and BTB domain containing Zbtb16 0,0210 26 1419874 _x_at
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Tabelle 2: Probesets, die in der Aorta von ApoE K

hochreguliert waren

- im Vergleich zu WT- Mausen signifikant

Genname Gensymbol p-Wert l(::(r)1lgnge 'Ig\frg/brg iterltxlgl
matrix metallopeptidase 12 Mmp12 0,0061 190,0 1449153 at
secreted phosphoprotein 1 Sppl 0,0009 120,0 1449254 _at
interleukin 7 receptor I7r 0,0071 44,0 1448576 at
ngz‘zi'n';ggansr’o”i”g' lysosomal | Ai6v0d2 00110 | 43,0 1444176 _at
CD5 antigen-like Cdsl 0,0017 42,0 1449193 at
matrix metallopeptidase 13 Mmp13 0,0190 38,0 141725 6_at
brain expressed gene 1 Bex1 0,0110 35,0 1448595 a at
lipocalin 2 Lcn2 0,0061 34,0 1427747 _a_at
mucolipin 3 Mcoln3 0,0061 29,0 1437540_at
interleukin 6 116 00,0085 29,0 1450297 _at

Tabelle 2 zeigt eine Auswahl der in der ApoE"'- im Vergleich zur WT-Aorta signifikant hochregulierten
Probesets (vollstandige Liste im Anhang unter A.9); es wurden die 10 Probesets mit dem gréf3ten Fold
Change ausgewahlt und dargestellt. Die durch Fettdruck hervorgehobenen Probesets bzw. Gene,
Osteopontin (secreted phosphoprotein 1, Sppl), Mmp-13 und IL-6 wurden auch in der A. carotis
communis von WT- und ApoE"'—Tieren mittels qRT-PCR untersucht. Sowohl Osteopontin als auch
Mmp-13 und IL-6 wurden durch die intraluminale Endothelschadigung induziert und im Verlauf eines

atherosklerose-unabhangigen arteriellen Remodelings exprimiert (siehe Abbn. 20, 21A und 24A).

3.2.2 Funktionelle Analyse der signifikant regulier ~ ten Gene
Fur die folgenden Abbildungen (Abbn. 27 und 28) wurden die Microarraydaten mit Hilfe einer von

Affymetrix™ angebotenen Gene Ontology (GO)-Analyse ausgewertet. Die statistische GO-Analyse kann
dazu verwendet werden, die komplexen und umfangreichen Ergebnisse von genomweiten Expressions-
studien auf eine mdogliche Haufung funktionell verwandter Gene zu Uberprifen. Gene Ontology
(http://www.geneontology.org/) ist in 3 Hauptkategorien unterteilt: ,biological process”, ,molecular
function" und ,cellular component®, die wiederum hierarchisch in spezifischere Untergruppen (Tochter-
GO-Begriffe) unterteilt sind, wobei mehrere GO-Begriffe einen gemeinsamen Tochter-GO-Begriff besitzen
konnen bzw. ein GO-Begriff mehreren oder nur einem Uberbegriff zugeordnet ist. Die funktionell
zugehorigen Gene kénnen deshalb nur einem als auch mehreren GO-Begriffen zugeordnet (annaotiert)
sein. Die Annotation von Genen wird aufgrund neuer wissenschaftlicher Erkenntnisse kontinuierlich
erweitert; die Annotationen der Affymetrix™-Probesets werden ebenfalls kontinuierlich aktualisiert. Alle
Analysen wurden mit der guiltigen Annotation von August 2006 durchgefihrt.

Alle Probesets, die in ApoE'/'- gegenuber WT-Aorten signifikant hochreguliert waren (Anhang A.9), wur-
den auf der Affymetrix™-Website (http://www.affymetrix.com/analysis/index.affx) mit der dort verfiigbaren
GO-Analyse unter der Bedingung ausgewertet, dass mindestens 5 Probesets zu einem GO-Begriff geho-

ren, so dass sehr spezifische GO-Begriffe mit z.B. nur einem zugehdrigen Probeset ausgeschlossen
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wurden. Fir jeden GO-Begriff wurde ein Chi-Quadrat-Wert ermittelt, der als MaR fir die Haufung einer
bestimmten GO-Annotation gegeniber einer normalen, zufalligen Verteilung angesehen werden kann.
(Zur Berechnung gibt es von Affymetrix™ keine weiteren Angaben). Die Auswertung der GO-Analyse
ergab, dass auffallig viele der GO-Begriffe mit hohen Chi-Quadrat-Werten funktionell zu immunologischen
Prozessen gehéren (Abbn. 27 und 28). Aus Abbildung 27 (GO-Kategorie ,molecular function®) wird
ersichtlich, dass in atherosklerotischen ApoE"'— im Vergleich zu WT-Aorten signifikant hochregulierte
Gene zum GO-Begriff ,,immunoglobulin binding“ und dessen Tochter-GO-Begriff ,|gG binding“ gehoéren.
Auch die Chemokin(rezeptor)aktivitat (GO-Begriffe: ,chemokine receptor binding“ und ,chemokine
activity*) scheint in der atherosklerotischen Mausaorta von Bedeutung zu sein, da diese beiden
GO-Begriffe ebenfalls hohe Chi-Quadrat-Werte aufweisen (Abb. 27). In Abbildung 28 ist der GO-Begriff
Jmmune response” mit einer Auswahl der zugehdrigen Tochter-GO-Begriffe dargestellt. ,Immune
response” ist ein Tochter-GO-Begriff von ,response to biotic stimulus* bzw. ,defense response*, beide
wiesen sehr hohe Chi-Quadrat-Werte auf (nicht gezeigt). Die zu ,immune response” gehérenden Tochter-
GO-Begriffe ,inflammatory response” und ,humoral immune response” zeigten ebenso wie ,immune
response” selbst eine signifikante Haufung der mit ihnen annotierten Probesets (erhéhte Chi-Quadrat-
Werte), was auf eine mogliche Bedeutung dieser immunologischen Prozesse in der Aorta von ApoE'/'-
Méausen bzw. dem atherosklerose-abhangigen arteriellen Remodeling hinweist (Abb. 28).

In Abbildung 29 sind Heatmaps der GO-Begriffe ,antigen presentation“ und ,antigen processing“ darge-
stellt, die zeigen, dass mehr als die Halfte der jeweils zugehérigen Gene in der atherosklerotischen Aorta
signifikant hochreguliert waren bzw. sehr viele der als present selektierten Probesets in der ApoE'/'-Aorta
eine signifikant héhere Expression gegeniber WT-Aorten aufwiesen. Dabei weisen ,antigen processing"
und ,antigen presentation“ nur geringe Chi-Quadrat-Werte auf (Abb. 28); laut der GO-Analyse besteht
keine signifikante Haufung der mit den GO-Begriffen annotierten Probesets. Im Heatmap zeigt sich je-
doch, dass auffallig viele der zugehdrigen Gene in der ApoE'/'-Aorta signifikant hochreguliert waren
(Abb. 29A und B). Der zu ,antigen processing“ gehtrende spezifischere Tochter GO-Begriff ,antigen-
processing, exogenous antigen via MHC class II* bzw. die zu ,antigen presentation* gehdérenden spezifi-
scheren Tochter GO-Begriffe ,antigen presentation, exogenous antigen“, ,antigen presentation,
exogenous antigen via MHC class II* und ,antigen presentation, exogenous peptide antigen weisen da-
gegen erhdhte bzw. sehr hohe Chi-Quadrat-Werte auf (Abb. 28). Die mdgliche Bedeutung von immuno-
logischen Prozessen in der Atherosklerose der ApoE'/'-Maus bzw. dem atherosklerose-assoziierten
Remodeling, insbesondere der Antigenprasentation tber MHC II-Molekule, wird dadurch gestitzt, dass
auch in der GO-Kategorie ,molecular function“ hohe Chi-Quadrat-Werte fiir die GO-Begriffe ,MHC class Il
receptor activity“ und ,,scavenger receptor activity* ermittelt wurden (nicht gezeigt).

Der GO-Begriff ,complement activation“ ist ein Tochter-GO-Begriff von ,humoral immune response“
(Abb. 28). Mit Hilfe der Affymetrix™-GO-Analyse wurde fiir die Probesets, die der Komplementaktivitat
zugeordnet sind, keine signifikante Uberreprasentation in den Aorten der ApoE"'—Mause ermittelt, der
Chi-Quadrat-Wert war dementsprechend niedrig (siehe Abb. 28). Im Heatmap (Abb. 30A) zeigt sich je-
doch, dass fast die Halfte der mit ,complement activation“ annotierten und als present selektierten Probe-
sets in der atherosklerotischen Aorta gegenuber der WT-Aorta signifikant hochreguliert waren. Abbildung
30B zeigt einen Heatmap zum GO-Begriff ,innate immune response”, der ebenfalls zur Kategorie

.biological process" gehoért bzw. ein Tochter-GO-Begriff von ,immune response” ist (siehe Abb. 28). Der
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ermittelte Chi-Quadrat-Wert fur ,innate immune response” war laut Affymetrix™-GO-Analyse niedrig und
zeigte keine signifikante Haufung der damit annotierten Probesets. Im Heatmap wird jedoch ersichtlich,
dass mehr als die Hélfte der mit diesem GO-Begriff annotierten und als present selektierten Probesets in
den atherosklerotischen Aorten signifikant hochreguliert waren (Abb. 30B). Mit Hilfe der GO-Analyse
konnte gezeigt werden, dass Immunprozesse in der Atherosklerose der Maus und dem atherosklerose-
assoziiertem arteriellen Remodeling von Bedeutung sein kénnten. Dabei wurden Hinweise auf eine

Beteiligung der innaten und der adaptiven Immunitéat gefunden.

growth factor activity
[2.2% of 272]
Chi Sq: 5.400658

chemokine receptor binding
G-protein-coupled receptor [22.4% of 58]
binding Chi Sq: 305.484299
[16.6% of 78]
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receptor binding
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cytokine activity Chi Sq: 305.484299
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cytokine binding
[9.3% of 128] interleukin binding
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enzyme binding
[2.0% of 343]
Chi Sq: 5.222989

protein binding
[1.2% of 9974]
Chi Sq: 23.224269

identical protein binding
[1.4% of 335]
Chi Sq: 1.399386

immunoglobulin binding
[42.1% of 19]
Chi Sq: 366.418499

cytoskeletal protein
binding
[1.6% of 887]

[10.1% of 69]
Chi Sq: 67.223762

1gG binding
[60.0% of 10]
Chi Sq: 396.539425

actin binding
[2.1% of 593]
Chi Sq: 11.666044

interleukin receptor
activity
[7.9% of 63]
Chi Sq: 35.574756

Chi Sq: 6.678912

Abb. 27:  Auszug aus der GO-Analyse von Affymetrix™ zur Kategorie ,, molecular function
Die Abbildung zeigt den GO-Begriff ,protein binding* mit den zugehdrigen Tochter-GO-Begriffen. Die in
der Aorta von ApoE"'- im Vergleich zu WT-M&ausen signifikant hochregulierten Probesets (Anhang A.9)
wurden mit der Affymetrix™-GO-Analyse ausgewertet. Rot dargestellt sind GO-Begriffe mit hohen Chi-
Quadrat-Werten, die eine signifikante Haufung der zugehérigen Gene aufweisen bzw. eine mdgliche
Bedeutung in der Atherosklerose der Maus haben. Blau dargestellt sind GO-Begriffe mit kleinen Chi-
Quadrat-Werten, die keine signifikante Haufung aufweisen. Dazwischen gibt es farbliche Abstufungen
von Blau Uber Violett zu Rot entsprechend der ermittelten Chi-Quadrat-Werte.
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Abb. 28: Auszug aus der GO-Analyse von Affymetrix™
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negative regulation of
lymphocyte activation
[13.8% of 36]
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positive regulation of
lymphocyte activation
[6.6% of 106]
Chi Sq: 36.112525

positive regulation of

cytokine biosynthesis
[8.0% of 62]
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“

In der Grafik ist der GO-Begriff ,immune response” mit einer Auswahl der zugehorigen Tochter-GO-
Begriffe dargestellt. Die signifikant hochregulierten Probesets (Anhang A.9) wurden mit der Affymetrix™-
GO-Analyse ausgewertet. Die farblichen Abstufungen von Blau Uber Violett zu Rot entsprechen den
ermittelten Chi-Quadrat-Werten, dabei entsprechen rot dargestellte GO-Begriffe hohen Chi-Quadrat-
Werten und blau dargestellte GO-Begriffe niedrigen Chi-Quadrat-Werten. Hohe Werte weisen auf eine
signifikante Haufung der mit dem GO-Begriff annotierten Probesets bzw. auf eine mdgliche Bedeutung in
der

Atherosklerose der Maus hin.
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Abb. 29: Heatmap von in der Aorta exprimierten Gene n, die mit den GO-Begriffen , antigen
presentation “ (A) und , antigen processing “ (B) annotiert sind.

Die Rohdatenwerte wurden nach Probesets gefiltert, die einen present call in mindestens 2 der 3

verwendeten Arrays fir WT- oder ApoE"'—Mause besalRen. Die Filterung ergab 23248 Probesets. Bei

mehreren Probesets fiir ein Gen wurde das Probeset mit dem kleinsten p-Wert des ungepaarten t-Tests

(WT vs. ApoE"') fur die Darstellung ausgewahlt. Der weiRe Querbalken trennt die signifikant regulierten

Gene [p < 0,1 (Benjamini and Hochberg 1995)] von den nicht signifikant regulierten Genen.
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Abb. 30: Heatmap von in der Aorta exprimierten Gene n, die mit den GO-Begriffen , humoral
immune response “ (A) und , innate immune response “(B) annaotiert sind.
Die Rohdatenwerte wurden nach Probesets gefiltert, die einen present call in mindestens 2 von den 3
verwendeten Arrays fur WT oder ApoE'/'-Méuse besalRen. Die Filterung ergab 23248 Probesets. Bei
mehreren Probesets fur ein Gen wurde das Probeset mit dem kleinsten p-Wert des ungepaarten t-Tests
(WT vs. ApoE'/') fur die Darstellung ausgewéhlt. Der weil3e Querbalken trennt die regulierten Gene
[p < 0,1 (Benjamini and Hochberg 1995)] von den nicht regulierten Genen. In Abbildung 30A sind die
Gene farblich hervorgehoben, die ebenfalls mit dem GO-Begriff ,complement activation“ annotiert sind.
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3.2.3 Signalwege in der atherosklerotischen Aortad  er ApoE "-Maus
Eine weitere Moglichkeit der Auswertung von Microarraydaten, neben der GO-Analyse, ist die Nutzung

von KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, http://www.genome.jp/kegg/). Auf der Website
kénnen ein oder mehre Listen von Genen eingegeben werden, die den bisher aufgeklarten Signalwegen
verschiedener biologischer Prozesse zugeordnet werden. Es ist sowohl die Anzeige sortierter Genlisten
(annotierte Gene und nicht zugeordnete Gene) als auch eine grafische Darstellung von Signalwegen
mdoglich. Ebenso wie die Annotation von Affymetrix™-Probesets und Gene Ontology wird auch KEGG
aktualisiert und erweitert; alle Analysen wurden mit der KEGG-Datenbank von September 2006 durchge-
fuhrt. Es wurden 73 Signalwege ermittelt, die mindestens eins der in den atherosklerotischen Aorten
signifikant hochregulierten Gene enthielten, wobei 14 Signalwege mehr als drei der hochregulierten Gene
beinhalteten. Tabelle 3 zeigt die 14 Signalwege, die eine mdgliche biologische Bedeutung fur die Athero-
sklerose und fiir das Remodeling der Aorta von ApoE"'—Mausen haben kdnnten. Der Signalweg ,Antigen
processing and presentation” (Tab. 3; siehe auch 4.6, Abb. 34) zeigt, dass nur die am MHC II-Weg
beteiligten Gene in der atherosklerotischen Aorta signifikant hochreguliert waren bzw. nur sehr wenige
Gene konstitutiv exprimiert waren, wahrend die am MHC [-Weg beteiligten Gene ausschliel3lich
konstitutiv exprimiert waren. Die GO-Analyse zeigte ebenfalls, dass GO-Begriffe, die sich auf
Antigenprasentation und -prozessierung und insbesondere auf den MHC II-Weg beziehen, signifikant
Uberreprasentiert waren. So wurde durch beide Auswertungsmethoden eine spezifische Aktivitat des
MHC IlI-Weges nachgewiesen, was auf eine mdgliche Bedeutung von Antigenprasentation und
-prozessierung in der atherosklerotischen Aorta schlieen lasst. Die Signalwege ,Cytokine-cytokine
receptor interaction®, “Cell adhesion molecules (CAMs)” und “Focal adhesion” weisen auf eine mdgliche
Beteiligung von Zytokinen, deren Rezeptoren und von Adhasionsmolekiilen an der Atherosklerose und an
Remodelingprozessen in der Aorta von ApoE"'—Tieren hin.

Tabelle 3: KEGG-Signalwege, die in der atherosklero tischen Aorta von Bedeutung sein kénnten

KEGG-Signalweg KEGG-Nummer Anzahl der signifikantr  egulierten Gene
Cytokine-cytokine receptor interaction* mmu04060 21 (9,1 % von 231)
Leukocyte transendothelial migration mmu04670 12 (5,2 % von 231)
Cell adhesion molecules (CAMs)* mmu04514 11 (4,8 % von 231)
Natural killer cell mediated cytotoxicity mmu04650 11 (4,8 % von 231)
Hematopoietic cell lineage* mmu04640 10 (4,3 % von 231)
B cell receptor signaling pathway mmu04662 10 (4,3 % von 231)
Focal adhesion mmu04510 8 (3,5 % von 231)
Antigen processing and presentation mmu04612 8 (3,5 % von 231)
Jak-STAT signaling pathway mmu04630 8 (3,5 % von 231)
MAPK signaling pathway mmu04010 7 (3,0 % von 231)
Fc epsilon RI signaling pathway Mmu04664 6 (2,6 % von 231)
T cell receptor signaling pathway Mmu04660 5 (2,2 % von 231)
ECM-receptor interaction* Mmu04512 5 (2,2 % von 231)
Whnt signaling pathway Mmu04310 4 (1,7 % von 231)

*keine klassischen Signalwege, sondern eine Zusammenfassung der bekannten Zytokine, Rezeptoren,
Adhasionsmolekiile und der zellspezifischen Marker von hamatopoetischen Zellen
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Abb. 31 Signalweg (KEGG) der Adhasion und transendo thelialen Migration von Leukozyten
durch das Endothel.

Die Grafik zeigt schematisch die Gene, die an der Adhasion von Leukozyten an Endothelzellen und der
Migration von Leukozyten aus dem Blut durch die Endothelbarriere beteiligt sind. Gelb dargestellt sind
Gene, die in der Aorta der ApoE -Tiere konstitutiv exprimiert bzw. present waren und gegenlber
WT-Aorten keine Regulation aufwiesen. Rot dargestellt sind Gene, die in den ApoE -Aorten signifikant
hochreguliert waren. Fir griin dargestellte Gene wurde mittels Microarray keine Expression nachgewie-
sen; zu weild dargestellten Genen sind in der Datenbank keine Informationen vorhanden.

Abbildung 31 zeigt den Signalweg ,Leukocyte transendothelial migration“, wobei 5,2 % (siehe Tab. 3)
aller in der ApoE"'-Aorta signifikant hochregulierten Gene zu diesem Signalweg gehéren. Vor allem Gene
von Adhéasionsmolekilen [Vcam-1, Itgh2 (Integrin beta 2) und Itgam (Integrin alpha M)], das Chemokin
SDF-1a (stromal derived factor 1a) und dessen Rezeptor Cxcr4 sowie Enzyme, die in die intrazellulare
Signalkaskade der aktivierten Leukozyten und Endothelzellen involviert sind, waren in ApoE"'-Aorten
signifikant hochreguliert (Abb. 31). Lediglich fiir 3 Gene des Signalwegs konnte mittels Microarray keine
Expression (weder konstitutiv noch differentiell) nachgewiesen werden, jedoch kénnen auch diese Gene
exprimiert sein, da mdglicherweise keine Probesets auf dem GeneChip® vorhanden sind bzw. die
Probesets zu keinem Messergebnis fihrten (z.B. war das Probeset fur Mip-1a im Microarray absent, aber

nach Uberprifung mittels gqRT-PCR war Mip-1a in den ApoE'/'-Aorten exprimiert, siehe Abb. 32).
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3.24 Expression von Zytokinen, Chemokinen, Chemoki  nrezeptoren und ECM-degra-
dierenden Proteinasen in der Aorta von WT- und ApoE  "-Mé&usen

Neben der Durchfihrung von genomweiten Expressionsstudien wurden ausgewéhlte Gene mittels
gRT-PCR bestimmt. Fir die in ApoE"'— gegeniiber WT-Aorten signifikant hochregulierten Gene Mcp-1,
Ccr2, Ccrb, Cathepsin S, Mmp-13, Timp-1, Osteopontin, Vcam-1, Socs3 und Bcl2Ala (Anhang A.9)
wurde durch PCR-Analysen die erhéhte Expression in atherosklerotischen Gefal3en bestatigt; es wurden
folgende p-Werte (n = 5 — 6) ermittelt: Mmp-13 (p < 0,05); Mcp-1, Timp-1 und Cathepsin S
(p < 0,005); Osteopontin, Vcam-1 und Ccr5 (p < 0,001); Ccr2, Socs3 und Bcl2Ala (p < 0,0005). Des
weiteren wurde die Expression von Genen bestimmt, die in den Microarrayanalysen keine differentielle
Expression aufwiesen (Mip-1la, Ccrl, TNFa und IL-1B). Abbildung 32 zeigt die Expression des
Chemokins Mip-1a und der spezifischen Chemokinrezeptoren Ccrl und Ccr5 in der Mausaorta. Obwohl
nur fir Ccr5 mittels Microarray eine erhdhte Expression nachgewiesen wurde, konnte durch die PCR
auch eine signifikant erhdhte Expression von Mip-1a und Ccrl in den Aorten der ApoE"'— gegeniber WT-
Mausen nachgewiesen werden (Abb. 32); diese Gene waren auch in der A. carotis communis nach
intraluminaler Schadigung exprimiert (siehe Abb. 18). Da auch TNFa, IL-18 und IL-6 in der geschéadigten
A. carotis communis nachgewiesen wurden (siehe Abb. 21), aber nur fir IL-6 mittels Microarray eine
signifikant erhdhte Expression in der Aorta nachgewiesen wurde, wurde die Expression der
proinflammatorischen Zytokine mittels PCR in der Aorta untersucht, um mdogliche Gemeinsamkeiten und
Unterschiede in der Expression zwischen atherosklerose-unabhéangigen und atherosklerose-abhangigen
Remodeling-prozessen zu finden. Die Expression von IL-1B und IL-6 war in den Aorten der ApoE"'—
gegeniber

WT-Méausen signifikant erhoéht, jedoch konnte fir TNFa keine erhéhte Expression in der
atherosklerotischen Aorta hachgewiesen werden; eine geringe Basisexpression war in den Aorten beider
Mauspopulationen vorhanden (Abb. 33).
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0O Mip-1la o Ccrl @ Ccr5

Abb. 32: Expression von Mip-1 a und der spezifischen Rezeptoren Ccrl und Ccr5 in d  er Aorta
von WT- und ApoE "-Mausen.

Die Expression wurde in individuellen GeféaRen mittels gRT-PCR bestimmt. Mip-1a war in der WT-Aorta

nicht exprimiert, wahrend die Chemokinrezeptoren Ccrl und Ccr5 gering exprimiert waren. Sowohl die

Expression des Chemokins als auch der Chemokinrezeptoren waren in den atherosklerotischen Aorten

der ApoE"'—Mause signifikant erhoht.

Mittelwerte £ SEM,n=5-6

*p < 0,005; ** p <0,001; ** p < 0,00001 ApoE"' vs. WT
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Abb. 33: Expression der proinflammatorischen Zytoki ne TNFa, IL-18 und IL-6 in der Aorta von
WT- und ApoE "-Mausen.
Die Expression wurde in individuellen GefalRen mittels gRT-PCR bestimmt. IL-1B und IL-6 waren in der
WT-Aorta auf geringem Niveau bzw. nicht exprimiert, die Aorta der ApoE"'—Mause wies flr beide Zytokine
eine signifikant erhdhte Expression auf. TNFa war in der Aorta von WT- und ApoE"'-Tieren auf gleichem
Niveau exprimiert.
Mittelwerte + SEM,n=5-6
*p =0,01; * p < 0,00005 ApoE™ vs. WT
Mit Hilfe des Microarray wurde die Expression zahlreicher C-C-Chemokine wie Mcp-1 (siehe 1.3), Mrp-1
(macrophage inflammatory protein-related protein 1, Ccl6), Mcp-3 (Ccl7), Mcp-2 (Ccl8), Mip-1y (Ccl9) und
Mcp-5 (Ccl12) in der Aorta von ApoE'/'-Mausen nachgewiesen (siehe Anhang A.9). Mcp-3 ist ein Ligand
der Chemokinrezeptoren Ccrl, Ccr2 und Ccr3 (Kim 2004); eine Expression von Mcp-3 wurde in humanen
atherosklerotischen Plaques nachgewiesen; Mcp-3 konnte in vitro durch oxLDL induziert werden (Jang,
Kim et al. 2004) und wurde auch in der A. carotis der Ratte nach Endothelschadigung exprimiert (Wang,
Li et al. 2000). Die Expression von Mip-ly (Rezeptoren Ccrl, Ccr2 und Ccr3) konnte in
Peritonealmakrophagen von WT-M&usen durch eine atherogene Diét induziert werden; in vitro wurde die
Mip-1y-Expression in Makrophagen durch oxLDL stimuliert (Yu, Park et al. 2002). Die Expression von
Mcp-1 und -5 (Rezeptor Ccr2) nahm mit dem Fortschreiten der Atherosklerose zu; die Expression war mit
Makrophagen im Plaque kolokalisiert (Lutgens, Faber et al. 2005). Die C-X-C-Chemokine Cxcl1, Cxcl5,
Cxcl13 und Cxcl16 (siehe 1.3) waren ebenfalls in atherosklerotischen ApoE'/'- im Vergleich zu WT-Aorten
signifikant hochreguliert (siehe Anhang A.9). Die Expression von Cxcll kann durch hdmodynamischen
Stress in Endothelzellen (Hagiwara, Mitsumata et al. 1998) und durch oxidierte Phospholipide in der
Arterienwand induziert werden (Hagiwara, Mitsumata et al. 1998; Furnkranz, Schober et al. 2005); Cxcl1
ist an der Akkumulation von Makrophagen im Plaque sowie am Plaquewachstum beteiligt (Boisvert, Rose
et al. 2006).Neben den durch die gRT-PCR verifizierten, in der atherosklerotischen Aorta signifikant
hochregulierten Proteinasen Mmp-13 und Cathepsin S, waren noch weitere Proteinasen in ApoE"'- im
Vergleich zu WT-Aorten hochreguliert. Unter anderem waren Mmp-12, die membrangebundene Mmp-14
sowie die Cathepsine L und K in der atherosklerotischen Aorta signifikant hochreguliert (siehe Anhang
A.9). Diese Proteinasen sind nicht nur fir Remodelingprozesse von Bedeutung, sie sind auch an der
Modulation der Immunantwort durch proteolytische Spaltung von Chemokinen und Zytokinen
(McQuibban, Butler et al. 2001; McQuibban, Gong et al. 2002; Van Lint and Libert 2007) sowie an der
Antigenprozessierung durch proteolytische Spaltung von Antigenen und der invariablen Untereinheit des
MHC lI-Molekiils beteiligt (Liu and Spero 2004).
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden folgende wesentliche Beobachtungen gemacht:

1. Durch eine intraluminale mechanische Schadigung der GefaBwand wurde in der A. carotis
communis von WT- und hyperlipidamischen ApoE"'-Mausen eine Deendothelialisierung erzeugt und ein
daraus resultierendes arterielles Remodeling induziert; hierbei wiesen die ApoE"'—Mause eine starkere

Gefalreaktion hinsichtlich der gemessenen morphometrischen Parameter auf.

2. Die Deendothelialisierung induzierte die Proliferation von Zellen in der Lamina media und fihrte zum
Auftreten von Makrophagen, B- und T-Lymphozyten in der Arterienwand. Die Endothelschadigung
induzierte die Expression von proinflammatorischen Zytokinen (IL-6, IL-1B, TNFa), Chemokinen und
deren Rezeptoren (Mip-la, Ccrl, Ccr5, Mcp-1, Ccr2) in WT- und ApoE"'—Mausen. Zwischen beiden
Mauspopulationen gab es keine signifikanten Unterschiede in der Genexpression zu verschiedenen

Zeitpunkten nach der Gefal3schadigung.

3. Alle proinflammatorischen Zytokine, Chemokine und Chemokinrezeptoren, die durch die
Deendothelialisierung in der A. carotis induziert wurden, wiesen mit Ausnahme von TNFa auch in

atherosklerotischen Aorten von ApoE"'— gegeniiber WT-Mausen eine signifikant erhdhte Expression auf.

4. Die Schéadigung des GeféaRendothels der A. carotis fihrte bei WT-Mausen zu einer signifikanten
Zunahme der Expression von ECM-degradierenden Proteinasen (Mmp-13, Cathepsin S) und des
endogenen Mmp-Inhibitors Timp-1. Bei hyperlipiddmischen ApoE"'—Mausen konnte keine Induktion der
Proteinasen durch die Endothelschadigung beobachtet werden. Mmp-13 und Cathepsin S waren bereits
in den nichtgeschéadigten KontrollgefaRen der ApoE'/'-Méuse stark exprimiert; das Expressionsniveau

entsprach demjenigen bei WT-Tieren nach der Schadigung.

5. Die Induktion der Expression von Osteopontin durch die intraluminale Schadigung der A. carotis
wurde nur in WT-Tieren beobachtet; in nichtgeschadigten Gefal3en von ApoE"'-Méusen war Osteopontin
bereits auf hohem Niveau exprimiert. Osteopontin war auch in der Aorta von ApoE"'- im Vergleich zu

WT-Méausen sehr stark exprimiert; die Expression war mehr als 100-fach erhoht.

6. Genomweite Expressionsstudien (Affymetrix™) von atherosklerotischen ApoE"'- im Vergleich zu
WT-Aorten ergaben 231 signifikant hochregulierte Gene in den Aorten der ApoE'/'-Tiere. Zwei der Gene
wurden auch in der A. carotis untersucht und durch die Endothelschadigung in beiden Mauspopulationen
induziert. Der Inhibitor von Zytokinsignalwegen Socs3 und das antiapoptotische Protein Bcl2Ala waren
auch in den nichtgeschéadigten Karotisarterien der ApoE'/'-Mause exprimiert; fir Bcl2Ala wurde fir alle
untersuchten Zeitpunkte eine signifikant hdhere Expression gegeniber den nichtgeschadigten

WT-Gefalken nachgewiesen.

7. Die Auswertung der genomweiten Expressionsdaten mit Hilfe der GO-Analyse (Affymetrix™) ergab
in den GO-Kategorien ,biologocal process* und ,molecular function® bzw. in differenzierteren
GO-Untergruppen, dass GO-Begriffe, die funktionell der innaten und adaptiven Immunitat zugeordnet
sind, auffallig Uberreprasentiert waren. Dariiber hinaus konnte eine signifikant erhéhte Expression von
Adhasionsmolekiilen, die vor allem von Immunzellen und aktivierten Endothelzellen exprimiert werden,

nachgewiesen werden.
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8. Die Auswertung der genomweiten Expressionsdaten mit Hilfe von KEGG zeigte ebenfalls, dass
die in atherosklerotischen ApoE'/'- gegeniber WT-Aorten signifikant hochregulierten Gene vor allem
immunologischen Signalwegen zugeordnet wurden. Besonders viele der regulierten Gene wurden der
Adhasion und Migration von Leukozyten durch das Endothel sowie der Antigenprasentation tber MHC I
zugeordnet, so dass diese Signalwege anhand der konstitutiv exprimierten und signifikant

hochregulierten Gene nahezu vollstandig rekonstruiert wurden.

4.1. Die Maus als Modellsystem fiir arterielles Remo  deling und Atherosklerose
Die experimentellen Untersuchungen zum arteriellen Remodeling wurden an zwei verschiedenen Maus-

populationen durchgefihrt, den C57BL/6J-M&usen und den hyperlipiddmischen ApoE"'-Méusen mit
C57BL/6J-Hintergrund. Die kurze Generationszeit der Mause und die Auspragung atherosklerotischer
GefaBveranderungen bei vorhandener Atherosklerosesuszeptibilitét innerhalb einer relativ kurzen Zeit-
spanne stellten besonders gute Voraussetzungen zur Durchfihrung der beschriebenen Versuche dar.
Wahrend bei Mausstammen wie den LDL-R”-Mausen eine Atherosklerose nur durch Futterung einer
atherogenen Diat erreicht werden kann (Ishibashi, Goldstein et al. 1994), entwickeln ApoE"'-Mause be-
reits bei Futterung einer Standarddiat altersabhangige und reproduzierbare atherosklerotische Gefal3ver-
anderungen (Moos 2005; Moos, John et al. 2005), deren Morphologie denjenigen humaner atherosklero-
tischer Plagues éhnelt (Coleman, Hayek et al. 2006). Die ApoE"'-Maus wird vorwiegend als Modell zur
Untersuchung der Atherosklerose angesehen; die Kenntnisse Uber die Auswirkungen des
ApoE-Knockouts auf andere Organe und Organsysteme sind hingegen limitiert und es fehlen umfangrei-
che vergleichende Analysen von WT- und ApoE"'—Tieren. So zeigten Feingold et al., dass in der Haut von
ApoE"'—Mausen Schaumzellen vorkommen, deren Auftreten durch Applikation einer atherogenen Diat
dramatisch erhoht wurde (Feingold, Elias et al. 1995). In eigenen Fitterungsexperimenten konnten wir
ebenfalls Lipidablagerungen in der Haut (Xanthome) beobachten (Daten nicht gezeigt). Neben seiner
Funktion im Lipidstoffwechsel und der bei einem ApoE-Defizit daraus resultierenden Hyperlipidamie und
Atherosklerose wird eine Beteiligung von ApoE auch bei neurodegenerativen und viralen Erkrankungen
wie z.B. dem Morbus Alzheimer diskutiert (Poirier 2005; Hill, Bhattacharjee et al. 2006). Zudem gibt es
Hinweise auf eine immunmodulatorische Funktion von ApoE; ApoE"'—Mause wiesen gegeniber
WT-Méausen nach Impfung mit Tetanustoxid erhéhte IgM-Werte im Serum auf und zeigten eine vermin-
derte antigen-spezifische Immunreaktion nach lokaler Injektion von Tetanustoxid bei vorangegangener
Immunisierung der Tiere (Laskowitz, Lee et al. 2000).

Die Vergleichbarkeit von Studien verschiedener Forschergruppen untereinander kann problematisch sein,
da viele Einrichtungen eine eigene Tierzucht besitzen und die Herkunft der Tiere und der damit verbun-
dene spezifische genetische Hintergrund die jeweiligen Untersuchungsergebnisse beeinflussen kann.
Unterschiede im genetischen Hintergrund der C57BL/6-Mauspopulationen entstehen, wenn iber mehrere
Generationen eine isolierte Zucht einer kleinen Population des Inzucht-Stammes zu Veranderungen des
Genpools fuhrt bzw. die Entwicklung von Subpopulationen beginstigt (genetic drift). Diese Beobachtun-
gen wurden bereits in den 1970-iger Jahren gemacht und dokumentiert (Hoi-Sen 1972; Eisen and
Hanrahan 1974). Die in unseren Experimenten verwendeten Tiere stammen von The Jackson Laboratory
(USA), wobei aus je 4 Zuchtpaaren eine eigene Mauspopulation aufgebaut wurde. The Jackson Labora-
tory fuhrt regelmaRige Ruckkreuzungen sowie die Erneuerung der dort erhaltlichen Mauspopulationen mit

gefrierkonservierten Embryonen durch, um der genetischen Drift entgegenzuwirken. AufRerdem wird
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empfohlen, dass ab der 10. Generation einer isolierten Zucht die Tiere einen Zusatz zur Stammbezeich-
nung erhalten sollten, der auf die Herkunft der Tiere verweist. Unsere Tiere wurden im Jahr 2001 bei The
Jackson Laboratory gekauft und befanden sich zur Zeit der Versuchsdurchfiihrung in der 7. — 8. Genera-
tion. Ein weiterer Nachteil der Vergleichbarkeit verschiedener Studien untereinander ist die Verwendung
atherogener Diaten, die in ihrer Zusammensetzung und Applikationsdauer variieren. Die Fitterung einer
atherogenen Diat ist sehr verbreitet, da diese Diaten die Entwicklung atherosklerotischer GefaRverande-
rungen stark beschleunigen und somit auch in relativ jungen Mausen Untersuchungen zur Atherogenese
durchgefuhrt werden kénnen. Die von uns verwendeten ApoE"'-Méuse entwickelten unter Standarddiat
bereits im Alter von 12 Wochen atherosklerotische Plagues im Aortenbogen bzw. in der A. innominata; im
Alter von 32 Wochen fanden sich auch Plaques in der Abdominalaorta (Daten nicht gezeigt). Daten aus
der Literatur zeigten eine ahnliche Entwicklung bei Fitterung von ApoE"'—Mausen mit einer atherogenen
Diat ab der 10. Woche fir insgesamt 14 Wochen. So waren nach 2 Wochen Diat Plagues im Aorten-
bogen detektierbar (entspricht unseren 12 Wochen alten Tieren) und nach 14 Wochen auch eine begin-
nende Atherosklerose in der Abdominalaorta (entspricht unseren 24 Wochen alten Tieren) (Veillard,
Steffens et al. 2004). Es muss darauf hingewiesen werden, dass der Einsatz atherogener Diaten zahlrei-
che Nachteile aufweist, die in der Literatur jedoch héaufig nicht erwahnt werden. Atherogene Diaten sind
sehr unphysiologisch, insbesondere wenn sie Uber einen langeren Zeitraum (> 8 Wochen) appliziert
werden. Eigene Experimente haben gezeigt, dass die Fitterung von 12 Wochen alten Mausen mit einer
atherogenen Diat, die keine Cholsaure enthielt (Western Diat), tGber einen Zeitraum von mehr als
12 Wochen zu schweren gesundheitlichen Beeintrachtigungen der Tiere fuhrte wie Haarausfall und
grof3flachigen Xanthomen. Die Xanthome flihrten in einigen Fallen zur vélligen Versteifung von
Gliedmalien, aulRerdem traten bei einzelnen Tieren in Bereichen, in denen die Xanthome sehr stark
ausgepragt waren, offene, entziindliche Hautlasionen auf, so dass die Experimente abgebrochen wurden.
Keine dieser Veranderungen wurde in der Kontrollgruppe mit Normalfutter beobachtet; auch sehr alte
ApoE'/'-Mause (bis 2 Jahre) waren bei Fitterung einer Standarddiat makroskopisch gesund und vital
(Daten nicht gezeigt). Untersuchungen von Moghadasian et al. zeigten dagegen, dass trotz Standarddiat
massive, entziindliche Xanthome bei 18 Monate alten ApoE"'—Mausen auftraten; die aus diesem Grund
getoteten Tiere wiesen auch eine starke Atherosklerose in den KoronargefaRen auf (Moghadasian,
McManus et al. 2001). Bei friiheren von uns durchgefiihrten Futterungsexperimenten mit der Cholsaure
enthaltenden Paigen-Diat fur 8 Wochen wurde bei den Tieren eine starke Gewichtsreduktion, eine
Verdickung der Gelenke sowie makroskopische und mikroskopische Verédnderungen von Milz, Leber,
Gallenblase und Thymus beobachtet (Moos 2005). Die Entstehung von Xanthomen sowie Veran-
derungen im Leber- und Nierenparenchym unter einer cholesterolreichen Diat wurden auch von anderen
Wissenschaftlern beschrieben (Moghadasian, Nguyen et al. 1999). Zur Induktion von instabilen Plaques
bzw. einer Plaqueruptur in der ApoE"'—Maus ist die Gabe einer atherogenen Diat Uber einen sehr langen
Zeitraum erforderlich (Johnson and Jackson 2001; Williams, Johnson et al. 2002; Johnson, Carson et al.
2005). Derartige Studien konzentrieren sich jedoch in erster Linie auf die atherosklerotischen
GefalRveranderungen und deren Folgen; Angaben zu den Auswirkungen der atherogenen Diaten auf den
Gesundheitszustand der Tiere werden kaum gemacht.

Trotz fehlender klinischer Komplikationen der Atherosklerose unter Standarddiat, stellt die ApoE'/'-Maus

ein geeignetes Modell zur Untersuchung molekularer Mechanismen von Atherosklerose und arteriellem
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Remodeling dar, da der Aufbau und die zellulare Zusammensetzung sowohl der Gefa3wand als auch der
atherosklerotischen Lasion mit derjenigen des Menschen vergleichbar ist. So konnten Gemeinsamkeiten
in der Expression von Zytokinen im atherosklerotischen Plaque der Maus und des Menschen gefunden
werden (Wuttge, Eriksson et al. 2001). In unseren Untersuchungen war die Expression von Cathepsin S,
L und K, Mmp-14 sowie von Osteopontin in den atherosklerotischen Mausaorten signifikant erhéht, die
Proteinasen wurden auch in humanen Plaques exprimiert (Sukhova, Shi et al. 1998; Rajavashisth, Xu et
al. 1999; Liu, Sukhova et al. 2006); die Expression von Osteopontin wurde ebenfalls in humanen
atherosklerotischen GefalRen nachgewiesen (Kwon, Hong et al. 2000). Unterschiede zwischen muriner
und humaner Atherosklerose bestehen vor allem hinsichtlich der Lokalisation der atherosklerotischen
GefaBveranderungen. Bei der Maus ist die Atherosklerose weitestgehend auf die Aorta beschrankt und
im Gegensatz zum Menschen weniger in den HerzkranzgefalRen zu finden. ApoE"'—Mause sterben im
Allgemeinen nicht an den klinischen Komplikationen der Atherosklerose wie z.B. thrombotischen Ver-
schliissen von koronaren und zerebralen GefaRen. Mdglicherweise existieren bei Mausen aufgrund ihrer
geringen GréRe und den dadurch deutlich kleineren Gefallen andere Stromungsverhéltnisse als in den
arteriellen GefalRen des Menschen, weshalb die Pradilektionsstellen fir die Entstehung atheroskleroti-
scher GeféaRveranderungen verschieden sind. Weinberg et al. zeigten, dass die hamodynamischen Be-
dingungen und der daraus resultierende hdmodynamische Stress, der auf die Arterienwand einwirkt, sich
in der Aorta der Maus und des Menschen deutlich unterscheiden bzw. das der hamodynamischen Stress
in der Mausaorta bis zu 20-fach groRer ist (Weinberg and Ross Ethier 2007). Ahnliche Ergebnisse zeig-
ten auch die Studien von Greve et al.; der hamodynamische Stress in der infrarenalen Aorta unterschied
sich zwischen Maus, Ratte und Mensch, wobei der hamodynamische Stress in den MausgeféaRen im
Vergleich zum Menschen deutlich erhdht war (Greve, Les et al. 2006). Durch Untersuchungen von Cheng
et al., die mit Hilfe einer GefaBmanschette in der A. carotis der ApoE"'-Maus unter atherogener Diat ver-
schiedene Stromungsbedingungen erzeugten, wurde gezeigt, dass die hamodynamischen Bedingungen

im Gefal entscheidend an der Entstehung der Atherosklerose beteiligt sind (Cheng, Tempel et al. 2006).

4.2 Bedeutung des genetischen Hintergrundes fur das arterielle Remodeling
Durch die intraluminale Schadigung der GefaBwand der A. carotis communis konnte sowohl bei WT- als

auch bei ApoE"'—Mausen ein positives arterielles Remodeling induziert werden. Der Vergleich mit schein-
operierten Gefal3en zeigte, dass dieses Remodeling durch die mechanisch bedingte Deendothelialisie-
rung und nicht durch das operative Vorgehen hervorgerufen wurde. Fir verschiedene Modelle der
Endothelschadigung (siehe 1.5) wie die perivaskulare elektrische Schadigung (Carmeliet, Moons et al.
1997), die nicht-invasive photochemische Schadigung (Trieu, Narla et al. 2000), das Ligations-Modell
(Kumar and Lindner 1997) und das von uns verwendete Modell der intraluminalen GefaRwandschadigung
(Lindner, Fingerle et al. 1993) wurde die intimale Hyperplasie bzw. Neointimabildung fir die Bewertung
und Beurteilung der Gefaldreaktion nach der Schadigung verwendet.

Die Bildung einer Neointima konnte in unserem tierexperimentellen Modell, bei dem intraluminal eine
mechanische Endothelschadigung durch einen Fihrungsdraht (guide wire) induziert wurde, weder in
WT- noch in ApoE'/'-Tieren beobachtet werden; lediglich in einzelnen Féllen fanden sich intraluminal an
der GefalRwand adhérierte Zellen, die als Leukozyten identifiziert wurden. Auch Modifikationen des
experimentellen Vorgehens wie die Reduktion oder Erhéhung der Passagen des Drahtes sowie die Ver-

wendung eines mit Harz beschichteten Fadens (resin probe) konnten keine Neointimabildung induzieren
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(Daten nicht dargestellt), so dass dieser Parameter fiir die Bewertung des tierexperimentellen Modells
nicht mit herangezogen werden konnte. Das Fehlen der Neointima ist mdglicherweise auf den
C57BL/6J-Hintergrund zurlickzufiihren. In den letzten Jahren wurden systematische Untersuchungen an
verschiedenen Mausstammen durchgefiihrt, die sich deutlich in ihrer Suszeptibilitdt gegentiber der Ent-
stehung einer Atherosklerose und in ihrer GefaRRreaktion nach einer Schadigung unterscheiden. Dabei
wurde gezeigt, dass der genetische Hintergrund ein wesentlicher Faktor ist, der die Suszeptibilitat bzw.
die Resistenz gegeniber Atherosklerose und arteriellem Remodeling bei der Maus beeinflusst (Harmon,
Couper et al. 2000; Wang and Paigen 2002). Die Untersuchung des arteriellen Remodelings an der
A. carotis von 11 verschiedenen Mausstdmmen unter Verwendung des Ligation-Modells ergab, dass der
verwendete Mausstamm die Art des Remodelings entscheidend beeinflusste; vom negativen Remodeling
durch intimale Hyperplasie oder Mediahypertrophie bis zu positivem Remodeling mit Zunahme des
Lumens waren alle Formen des arteriellen Remodelings zu beobachten. Sowohl in vivo als auch in vitro
wurden vom verwendeten Mausstamm abhéngige Unterschiede in der Proliferation der SMCs beobachtet
(Harmon, Couper et al. 2000). Der Einfluss des genetischen Hintergrundes auf die Neointimabildung
nach intraluminaler Schadigung der A. carotis (resin probe) wurde auch von Kuhel et al. untersucht
(Kuhel, Zhu et al. 2002). Bei allen verwendeten Mausstammen war die Mediaflache 14 Tage nach der
Schéadigung gegeniber den KontrollgefaRen vergréRert bzw. verdickt, bei der Ausbildung der Neointima
traten deutliche Unterschiede auf. Die Deendothelialisierung der A. carotis fihrte im C57L/J-Stamm zu
einem fast vollstandigen GefaRverschluss, wahrend C57BL/6J-Tiere nahezu resistent gegeniber der
Bildung einer Neointima waren. Eine Verdickung und VergréRerung der Mediaflache ohne Neointimabil-
dung wurde auch von uns in der C57BL/6J-WT-Maus nach Schadigung der A. carotis beobachtet.

Die Kreuzung des resistenten C57BL/6J- und des suszeptiblen C57L/J-Mausstammes ergab neointima-
resistente F1-Hybride, mdglicherweise wird die Neointima-Suszeptibilitat rezessiv vererbt. Die Rickkreu-
zung der F1-Mausgeneration mit dem suszeptiblen C57L/J-Elternstamm ergab Hybrid-Tiere, die zum
groften Teil resistent gegenuber einer Neointimabildung waren, aber auch suszeptible Tiere mit starker
Neointima sowie graduelle Abstufungen von einer stark ausgepragten bis zu einer nur schwach ausgebil-
deten Neointima (Kuhel, Zhu et al. 2002). Eine intraluminale Endothelschédigung (guide wire oder resin
probe) der A. carotis bei ApoE"'-Méusen mit C57BL/6J- oder C3H/HeJ-Hintergrund zeigte ebenfalls
Unterschiede in der Neointimabildung, die im ApoE'/'-C57BL/6J-Mausstamm wesentlich starker ausge-
pragt war als in den Tieren mit C3H/HeJ-Hintergrund; eine Erklarung fir diese Unterschiede gibt es
gegenwartig noch nicht (Shi, Pei et al. 2004). Ahnliche Unterschiede zwischen diesen beiden Stammen
wurden auch bei der Auspragung der Atherosklerose in der Aorta beobachtet (Shi, Wang et al. 2000;
Smith, James et al. 2003) (siehe 4.3).

Mdglicherweise ist das arterielle Remodeling nicht nur vom genetischen Hintergrund abhangig, sondern
auch vom verwendeten arteriellen Gefa3. Sata et al. verwendeten die A. femoralis fur ihr Modell der intra-
luminalen Endothelschadigung und zeigten, dass in 4 verschiedenen Mausstammen eine reproduzierbare
Neointima in der A. femoralis induziert werden konnte einschlief3lich in dem fiur die A. carotis resistenten
C57BL/6J-Mausstamm (Sata, Maejima et al. 2000). Die Bildung einer Neointima in der A. femoralis der
Maus nach Schadigung des Endothels wurde auch von anderen Autoren beschrieben (Roque, Fallon et

al. 2000). In humanen Gefal3en sind Art und Ausdehnung des arteriellen Remodelings ebenfalls von der
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Lokalisation sowie von eventuellen morphologischen Verénderungen des betroffenen Gefal3es abhéngig

(Pasterkamp, Schoneveld et al. 1997; Pasterkamp, Galis et al. 2004).

4.3 Einfluss des genetischen Hintergrundes auf die Atherosklerose

Nicht nur das durch eine experimentelle Endothelschadigung induzierte arterielle Remodeling, sondern
auch die Entstehung und das Fortschreiten der Atherosklerose werden durch den genetischen Hinter-
grund des verwendeten Mausstamms beeinflusst (Rader and Pure 2000). Schon Mitte der 1980-iger
Jahre wiesen Paigen et al. auf die Bedeutung des genetischen Hintergrunds bei der Entstehung der
Athero-sklerose in der Maus hin (Paigen, Morrow et al. 1985). Zehn verschiedene Maus-Inzuchtstamme
wurden mit einer atherogenen Diat gefittert, die neben einem erhdhten Fettgehalt auch Cholesterol und
Cholsaure enthielt. Die Untersuchungen der Cholesterol- und Triglyzeridwerte im Plasma sowie der
morphologischen Verénderungen in der Aorta, insbesondere im Bereich der Aortenwurzel, ergaben
deutliche Unterschiede zwischen den Mausstammen. Der C57BL/6J-Mausstamm wurde als athero-
sklerose-suszeptibel und die Stdmme BALB/cJ und C3H7HeJ wurden als atherosklerose-resistent bei
Futterung einer atherogenen Diét identifiziert.

Die Generierung von ApoE"'—Mausen, die bereits bei Fitterung einer Standarddiat atherosklerotische
Lasionen in der Aorta ausbilden, ermdglichte die Untersuchung von fortgeschrittenen Plaques mit einer
ahnlich komplexen Morphologie wie sie atherosklerotische Plaques des Menschen aufweisen.
ApoE"'—Mause sind deshalb ein etabliertes Atherosklerose-Modell; aufgrund der Atherosklerose-
Suszeptibilitat des C57BL/6-Mausstammes werden meistens ApoE"'-Mause mit diesem genetischen
Hintergrund verwendet. Eine Einkreuzung des ApoE-Knockouts in atherosklerose-resistente Maus-
stamme erdffnet jedoch die Moglichkeit herauszufinden, welche Unterschiede im genetischen Hinter-
grund fur die Atherosklerose-Suszeptibilitat bzw. -Resistenz verantwortlich sind. So wurden von
Smith et al. sechs ApoE"'—MauspopuIationen mit unterschiedlichem genetischen Hintergrund hinsichtlich
der Atheroskleroseauspragung im Aortenbogen analysiert und es konnte eine Reihenfolge der Athero-
sklerose-Empfindlichkeit der verschiedenen Mausstamme erstellt werden: DBA/2J > C57BL/6 >
129/SV-ter > AKR/J = BALB/cByJ = C3H/HeJ. Durch die Analyse und Korrelation der genetischen und
phanotypischen Unterschiede zwischen den verschiedenen Stammen wurden funf chromosomale Regio-
nen identifiziert, auf denen die fiir die Atherosklerose-Empfindlichkeit verantwortlichen Gene lokalisiert
sein kdnnten (Smith, James et al. 2003). Morphologische Studien bestatigten die Abhéngigkeit der Aus-
pragung der Atherosklerose vom genetischen Hintergrund. Shi et al. verwendeten ApoE"'—Mause mit
C57BL/6J- und C3H/HeJ-Hintergrund und konnten deutliche Unterschiede in der Entwicklung von athero-
sklerotischen Lasionen bzw. der Auspragung von Plaques in der Aorta beobachten. Trotz der héheren
Plasmalipidspiegel in ApoE"'-C3H/HeJ-Mausen sowohl unter Normalfutter als auch bei atherogener Diat
waren in den ApoE"'-C57BL/6J-Mausen die atherosklerotischen Lasionen deutlich gréRer als bei den
ApoE"'—C3H/HeJ—Mausen. Die in vitro-Kultivierung von Endothelzellen der beiden Mausstamme zeigte,
dass Endothelzellen, die von Mausen mit C57BL/6J-Hintergrund abstammten, nach Stimulation mit modi-
fiziertem LDL eine starke Expression von Mcp-1, M-Csf und Vcam-1 aufwiesen, wahrend in Endothelzel-
len von ApoE"'-Tieren mit C3H/HeJ-Hintergrund diese Gene nur schwach induziert wurden. Fir die unter-
schiedliche Atherosklerose-Empfindlichkeit der beiden Stdmme in vivo werden in erster Linie die

Endothelzellen und nicht die Monozyten oder die Hohe des Lipidspiegels verantwortlich gemacht. (Shi,
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Wang et al. 2000). Histologische Untersuchungen zeigten, dass das Ausmalf} der Atherosklerose jedoch
nicht mit Veranderungen in der Lamina media korreliert; so fanden sich im ApoE"'—CBH/HeJ Mausstamm
eine vermehrte Destruktion der Media, eine erhéhte proteolytische Aktivitat von Mmps und eine deutliche
Tendenz zur Auspragung von Aneurysmen (Shi, Wang et al. 2000; Shi, Brown et al. 2003). Genomweite
Expressionsanalysen von Aorten des resistenten C3H/HeJ- und des suszeptiblen C57BL/6J-WT-
Mausstammes identifizierten 311 differentiell exprimierte Gene, die mégliche Kandidatengene fir die
unterschiedliche Atherosklerose-Suszeptibilitét dieser beiden Stamme darstellen kénnten, wobei in den
C57BL/6J-Mausen deutlich mehr Gene exprimiert waren (Tabibiazar, Wagner et al. 2005). Die Untersu-
chung von ApoE'/'-Tieren mit C3H/HeJ- und C57BL/6J-Hintergrund unter Standarddiat und atherogener
Diat fur maximal 40 Wochen ergab verschiedene Gengruppen, die im Verlauf der Atherosklerose in ihrer
Expression zu- oder abnahmen. Die in ihrem Expressionsniveau gestiegenen Gene konnten zu einem
gro3en Teil den im C57BL/6J-WT, diejenigen aus den Gruppen mit kleiner werdendem Expressionsni-
veau den im C3H/HeJ-WT exprimierten Genen zugeordnet werden. Die Unterschiede in der Genexpres-
sion deuten darauf hin, dass beim Vorliegen eines entsprechenden atherogenen Stimulus im
C57BL/6J-WT vorwiegend Gene exprimiert werden, die mit entziindlichen und Immunreaktionen assozi-
iert sind (Tabibiazar, Wagner et al. 2005).

Morphologische Untersuchungen von ApoE"'-Méusen mit dem ebenfalls weitestgehend atherosklerose-
resistenten FVB/NJ-Hintergrund im Vergleich zum suszeptiblen C57BL/6J-Hintergrund zeigten, dass die
ApoE"'—FVB/NJ—Mause eine verminderte Auspragung von atherosklerotischen L&sionen gegeniber
ApoE"'—CS?BL/GJ—Méusen sowohl unter Normalfutter als auch unter atherogener Diat (Western Diét)
aufwiesen, obwohl die Cholesterolspiegel im Plasma der ApoE"'-FVB/NJ—Mause deutlich héher waren.
Die Kreuzung der beiden unterschiedlich atherosklerose-suszeptiblen ApoE'/'-Mausstémme und die
Untersuchung der F1-Generation zeigte die Auspragung intermedidrer atherosklerotischer L&sionen
(Dansky, Charlton et al. 1999) was fir eine moégliche kodominante Vererbung der Resistenz bzw. der

Suszeptibilitat gegentber der Atherosklerose sprechen wirde.

4.4 Morphologische Charakterisierung der Gefal3verdn  derungen nach
Endothelschadigung

Die mechanische intraluminale Schadigung der GefaRwand der A. carotis communis, die in Anlehnung an
die von Lindner et al. beschriebene Methode erfolgte, fuhrte zu einer fast vollstandigen Entfernung des
GefalRendothels; die Deendothelialisierung wurde in vivo durch Farbung mit Evans Blau nachgewiesen.
Im Gegensatz zu Lindner et al., die eine vollstindige Reendothelialisierung des Gefalles erst nach
21 Tagen feststellten (Lindner, Fingerle et al. 1993), konnten wir diese anhand der Evans Blau-
Markierung bereits nach 14 Tagen beobachten. Auch Cheung et al. konnten nach 14 Tagen noch keine
vollstandige Reendothelialisierung der A. carotis beobachten; die Evans Blau-Farbung zeigte, dass erst
80 % des Gefalles mit einer neuen Endothelzellschicht bedeckt waren (Cheung, D'Andrea et al. 1999).
Wir konnten an Gefal3schnitten durch die Markierung von Endothelzellen mit dem Marker von Willebrand
Faktor zeigen, dass durch die intraluminale Schadigung das GefalRendothel nahezu vollstindig entfernt
wurde; die Ergebnisse stimmen mit den Beobachtungen von Zhu et al. Gberein (Zhu, Kuhel et al. 2000).
Nach 14 Tagen konnten wir mit der von Willebrand Faktor-Markierung wieder eine intakte Endothelzell-

schicht nachweisen.
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Die Deendothelialisierung induzierte die Proliferation von Zellen in der Media; 5 Tage nach der Schéa-
digung waren in der Lamina media der A. carotis communis BrdU-positive, proliferierende Zellen
nachweisbar, wahrend die scheinoperierten Kontrollgefal3e BrdU-negativ waren. Diese Befunde stimmen
mit Angaben aus der Literatur tberein (Cheung, D'Andrea et al. 1999; Harada, Komuro et al. 1999); in
diesen Arbeiten wurden proliferierende Zellen 5 — 7 Tage nach einer GefaBwandschadigung in der Intima
und Media detektiert. Im Gegensatz zu anderen Autoren (Zhu, Kuhel et al. 2000; Zhu, Reardon et al.
2002) fanden wir jedoch keine Unterschiede zwischen WT- und ApoE'/'-Méusen in der Anzahl proli-
ferierender Zellen. Die ermittelte Proliferationsrate der SMCs in der Media 5 Tage nach der Schadigung
betrug sowohl in WT- als auch in ApoE'/'-Mausen ca. 40 %. Dies ist deutlich mehr als von Lindner et al.
und Kumar et al. beschrieben, die eine maximale Zellproliferation in der Media ebenfalls 5 Tage nach der
Schadigung beobachteten, aber nur eine Proliferationsrate von 10 bzw. 23 % fanden (Lindner, Fingerle et
al. 1993; Kumar and Lindner 1997). Die Zellproliferation in der Intima erreichte ihr Maximum 8 Tage nach
der Schadigung mit einer Proliferationsrate von ca. 66 % (Lindner, Fingerle et al. 1993) bzw. war eine
Zellproliferation in der Lamina intima auch 4 Wochen nach der Schadigung noch nachweisbar (Kumar
and Lindner 1997). Im Gegensatz zu unseren Beobachtungen konnten Lindner et al. auch nach 14 Tagen
noch proliferierende Zellen in der Media detektieren. Jedoch verwendeten diese Autoren fiir die Versuche
Swiss Webster-Mause, so dass die Unterschiede mdglicherweise auf die Verwendung verschiedener
Mausstamme zuriickzufiihren sind. An der A. carotis der Maus durchgefiihrte Untersuchungen zeigten
einen entscheidenden Einfluss des genetischen Hintergrundes auf das arterielle Remodeling nach einer
Gewalwandschadigung (siehe 4.2).

Es gibt jedoch Untersuchungen, die entgegen unseren und auch von anderen Autoren beschriebenen
Ergebnissen in C57BL/6J-Mausen die Bildung einer Neointima in der A. carotis nach intraluminaler
Endothelschadigung nachweisen konnten (Zhu, Kuhel et al. 2000; Vazquez-Padron, Lasko et al. 2004).
Die Endothelschadigung (resin probe) fuhrte nicht nur bei WT- sondern auch bei ApoE"'—Mausen zur
Neointimabildung, wobei diese in den ApoE'/'-Tieren wesentlich stérker ausgepréagt war. In einer weiteren
Studie der mechanischen Endothelschéadigung der A. carotis (guide wire) konnte nur bei ApoE"'-, jedoch
nicht bei C57BL/6J-WT-Mausen die Bildung einer Neointima nachgewiesen werden (De Geest, Zhao et
al. 1997; Zhu, Reardon et al. 2002) bzw. wurde eine verminderte Neointima in WT- gegeniiber
ApoE'/'-Tieren beobachtet (Condorelli, Aycock et al. 2001). Aufgrund der fehlenden Neointima in der
A. carotis communis nach intraluminaler GefaBwandschadigung wurde in unserem experimentellen Sys-
tem die Lamina media hinsichtlich ihrer morphometrischen Veranderungen an Gefa3querschnitten unter-
sucht. In den geschéadigten GefalRen wurde ein positives arterielles Remodeling nachgewiesen, das durch
eine Zunahme der Mediaflache und des Gefal3lumens charakterisiert war. Es wurde aul3erdem gezeigt,
dass die GefaRreaktivitat durch die ApoE-Defizienz beeinflusst wird, da die morphometrischen Veréan-
derungen bei ApoE"'—Tieren wesentlich starker ausgepragt waren. Diese Beobachtungen stimmen mit
Untersuchungen von Zhu et al. Uberein, die ebenfalls durch intraluminale Schadigung der A. carotis (resin
probe) einen signifikanten Unterschied in der Mediadicke und -flache der geschadigten Gefalie zwischen
WT- und ApoE'/'-Mausen feststellten und in ihrem Modell die Bildung einer Neointima und eine damit
assoziierten Stenose der Gefal3e induzierten (Zhu, Kuhel et al. 2000), die wir in unseren Untersuchungen
nicht beobachten. Die von Zhu et al. verwendeten Tiere waren im Alter von 6 — 8 Wochen; dagegen

wurden in unseren Experimenten Tiere im Alter von 32 Wochen verwendet. Jedoch zeigten von uns
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durchgefuihrte vorlaufige Untersuchungen zur Altersabhangigkeit, dass bei Verwendung von 12 Wochen
alten Tieren die morphologischen Unterschiede zwischen WT- und ApoE"'-Tieren wesentlich schwécher
ausgepragt waren und dass erst mit zunehmenden Alter der Tiere (bis zu 1 Jahr) die Gefal3reaktivitat in
den ApoE"'—Mausen sich weiter verstarkte (Daten nicht dargestellt). Durch die Endothelschadigung wurde
in den alten ApoE"'—Mausen in einigen Fallen die Bildung einer atherosklerose-ahnlichen Lasion induziert,
die durch eine verdickte Intima und Media, eingelagerte Lipide und Schaumzellen sowie durch die Zer-
stérung von elastischen Fasern in Media und Basalmembran, wie dies auch in fortgeschrittenen Plaques
zu beobachten ist, gekennzeichnet war. Die mdgliche Altersabhangigkeit der GefélRreaktivitat wird durch
Untersuchungen von Vazquez-Padron et al. an der A. carotis von C57BL/6J-WT-Mausen unterstitzt.
Eine intraluminale Endothelschadigung bei 2 und 18 Monate alten Tieren fiihrte zu deutlichen Unter-
schieden in der Neointimabildung, die bei den alten Tieren starker ausgepragt war. Au3erdem wurde in
vitro fir die SMCs der alten Mause eine grol3ere Proliferationsrate und eine verminderte Apoptose-
Suszeptibilitdt nachgewiesen (Vazquez-Padron, Lasko et al. 2004). Die in unseren Untersuchungen
nachgewiesene verstarkte Gefal3reaktivitat in ApoE'/'- gegeniber WT-Mausen wird wahrscheinlich direkt
durch den ApoE-Knockout bedingt. Experimente von Zhu et al. zeigten, dass in transgenen, ApoE-
Uberexprimierenden Mausen nach intraluminaler Schadigung der A. carotis die Neointimabildung im Ver-
gleich zu WT-Tieren deutlich reduziert war (Zhu, Kuhel et al. 2000). Ahnliche Beobachtungen wurden
auch von Wientgen et al. gemacht, die bei WT-, ApoE"'— und transgenen ApoE"'—Mausen eine
intraluminale Schadigung der Femoralarterie durchfihrten (Wientgen, Thorngate et al. 2004). Die trans-
genen ApoE"'—Mause exprimierten in der Nebenniere ApoE. In ApoE"'— gegeniber WT-Mausen war die
Neointima starker ausgepragt, wahrend in den transgenen ApoE"'-Mausen, die ApoE exprimierten, im
Vergleich zu ApoE"'-Tieren, die kein ApoE exprimierten, die Neointima reduziert war (Wientgen,
Thorngate et al. 2004). Die Bedeutung von ApoE fiur die Reaktion des Gefal3es auf eine Schadigung wird
durch Untersuchungen von Moore et al. deutlich; immunhistochemische Untersuchungen wiesen die
Expression von ApoE in der Media geschadigter Gefal3e nach, wéahrend nichtgeschadigte GefalRe kein
ApoE exprimierten (Moore, Zhu et al. 2004).

Immunfluoreszenzfarbungen der A. carotis zeigten in der Media geschadigter Gefal3e Zellen, die positiv
fir den Stammzellmarker CD34 waren. Hinzu kommt, dass die Markierung mit a-Aktin, einem Marker fir
SMCs, in der Media geschéadigter Gefal3e gegenuber entsprechenden Kontrollgefallen vermindert war
und dass die CD34-positiven Zellen a-Aktin-negativ waren, was auf eine moégliche Dedifferenzierung von
proliferierenden SMCs in der Media hinweist. In geschadigten GeféalRen waren nach 5 Tagen einige
Bereiche in der Media nicht mit a-Aktin markiert, in Parallelschnitten dieser GeféaRabschnitte konnten
BrdU-positive, proliferierende Zellen detektiert werden. Auch nach 14 Tagen wurden noch CD34-positive,
a-Aktin-negative Zellen in der Media beobachtet, jedoch ohne den Nachweis einer Zellproliferation bzw.
einer BrdU-Markierung. Die Dedifferenzierung von SMCs verbunden mit dem Verlust von
SMC-spezifischen Markern wurde auch von Tyberg et al. in vitro an humanen SMCs und von Regan et al.
in vivo in der A. carotis der Maus nach Endothelschadigung beobachtet (Thyberg, Blomgren et al. 1997;
Regan, Adam et al. 2000).

Immunhistochemische Untersuchungen zeigten, dass die Schadigung des Endothels zur Infiltration der
Lamina media mit Makrophagen fiihrte, die in den scheinoperierten GefalRen der WT- und ApoE"'—Mause

nicht beobachtet wurden. Die Beobachtungen stimmen mit denen von anderen Autoren Uberein; nach
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Ligation der A. carotis traten CD45-positive Leukozyten in der Media auf (Kumar, Hoover et al. 1997). Die
Infiltration der GefalRwand mit Lymphozyten wurde ebenfalls von anderen Autoren beschrieben, die
Lymphozyten waren jedoch im GefaRBlumen lokalisiert (Zhu, Reardon et al. 2002), wahrend wir B- und
T-Zellen im perivaskularen Gewebe fanden. Jedoch fuihrten wir unsere Untersuchungen 5 und 14 Tage
nach der Schadigung durch, wahrend die von Zhu et al. dokumentierte Adh&sion von CD4- und
CD8-positiven Zellen unmittelbar (1 Stunde) nach der Schadigung auftrat. Allerdings wurden 14 Tage
nach der GefaRwandschadigung weder Makrophagen noch CD4- oder CD8-positive Zellen dedektiert

(Zhu, Reardon et al. 2002), das wir in unseren Untersuchungen nicht bestétigen konnten.

4.5 Bedeutung immunologischer Reaktionen fur arteri elles Remodeling und
Atherosklerose
Die Auswertung der genomweiten Expressionsstudien der Aorten von WT- und ApoE"'—Mausen zeigte

sowohl in den GO-Analysen (Affymetrix™) als auch in den Signalweg-Analysen (KEEG), dass auffallig
viele der regulierten Gene mit immunologischen Prozessen assoziiert sind; so war die Genexpression
von Zy-tokinen, Chemokinen, Chemokinrezeptoren und Adhasionsmolekilen in atherosklerotischen
Aorten von ApoE'/'- gegeniiber WT-Mausen signifikant erhdht. Unsere GO-Auswertungen der Microarray-
daten bestatigten die von anderen Autoren beschriebenen Ergebnisse und zeigten sogar teilweise Uber-
einstimmungen in den differentiell exprimierten Genen (Tabibiazar, Wagner et al. 2005). Die von uns be-
obachtete signifikante Erhéhung der Expression der Chemokine Mcp-1 und Mip-1a und der Chemokin-
rezeptoren Ccrl, Ccr2 und Ccr5 in den Aorten der ApoE"'—Mause stimmt mit den Ergebnissen der Unter-
suchungen von Veillard et al. Uberein, bei der ApoE"'-Tiere 14 Wochen mit einer atherogenen Diat, begin-
nend im Alter von 10 Wochen, gefuttert wurden. Es wurde gezeigt, dass unter atherogener Diat die Ex-
pression von Mcp-1, Mip-1a, Ccrl, Ccr2 und Ccr5 mit fortschreitender Atherosklerose ansteigt, wobei das
Expressionsmaximum nach 10 Wochen Futterung erreicht wurde (Veillard, Steffens et al. 2004). In
friheren Untersuchungen haben wir bereits die Korrelation der Mip-1a-Expression mit dem Progressions-
grad der Atherosklerose in der Aorta unabhangig von einer atherogenen Diat nachgewiesen (Moos, John
et al. 2005). Die Chemokinrezeptoren Ccrl und Ccr5, die sowohl in atherosklerotischen GefalRen als
auch nach intraluminaler Schadigung der A. carotis exprimiert bzw. induziert wurden, binden verschie-
dene Chemokine: Ccrl interagiert z.B. mit Mip-1a, RANTES, Mcp-3 und Mip-1y; Ccr5 bindet Mip-1a und -
1B sowie RANTES (Kim 2004); alle genannten Chemokine waren mit AuRnahme von RANTES in den
atherosklerotischen Aorten der ApoE'/'-Méuse signifikant hochreguliert. Versuche mit Ccrl- bzw.
Ccrb-defizienten ApoE"'—Mausen unter atherogener Diat zeigten einen deutlichen Unterschied in der
Neointimabildung nach intraluminaler Schadigung der A. carotis (Zernecke, Liehn et al. 2006) und der
Entwicklung atherosklerotischer Léasionen (Braunersreuther, Zernecke et al. 2007). Wéahrend in
ApoE"'/Ccrl”'—DoppeIknockout—Mausen weder die Neointimabildung noch die Progression der Athero-
sklerose beeinflusst wurde, zeigten ApoE'/'/Ccr5'/'-Doppelknockout-Mause einen drastischen Rickgang
der intimalen Hyperplasie nach Endothelschadigung und eine Reduktion der Atherosklerose (Zernecke,
Liehn et al. 2006; Braunersreuther, Zernecke et al. 2007). Obwohl beide Rezeptoren teilweise die
gleichen Liganden binden kénnen, scheinen die nachfolgenden Signalwege verschiedene Funktionen zu
haben. So zeigten unsere Untersuchungen, dass beide Rezeptoren durch die intraluminale Endothel-

schadigung induziert wurden, jedoch war nur die Expression von Ccr5 zu allen untersuchten Zeitpunkten
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gegeniuber den KontrollgefaRen erhdht, was die Hypothese einer Beteiligung des Ccr5-Rezeptors an
Remodeling-prozessen stitzen wirde.

Die Untersuchung der Genexpression von proinflammatorischen Zytokinen, Chemokinen und deren
Rezeptoren in geschadigten Karotisarterien zeigte, dass durch die Deendothelialisierung die Expression
der untersuchten Gene induziert bzw. die Expression signifikant gegeniber den individuellen Kontrollge-
faken erhdht wurde. Der Vergleich zwischen WT- und ApoE"'—Mausen ergab, dass im zeitlichen Verlauf
des arteriellen Remodelings weder in den Kontrollgefal3en noch in den geschadigten Gefal3en der beiden
Mauspopulationen Unterschiede im Expressionsniveau messbar waren. Andere Autoren fanden hingegen
eine signifikant héhere Expression der Chemokine Mcp-1, Mip-1a und -1B sowie von Cxcll in der
A. carotis von 12 Monate alten ApoE"'—Mausen im Vergleich zu gleichaltrigen WT-Tieren (Furnkranz,
Schober et al. 2005). Die Expressionsunterschiede der Chemokine beruhen mdglicherweise auf dem
Fortschreiten der Atherosklerose. In der A. carotis 12 Monate alter ApoE"'—Mause sind bereits atheroskle-
rotische Plaques vorhanden und aufgrund fortgeschrittener Lasionen kénnen Gefal3stenosen auftreten
(Seo, Lombardi et al. 1997), wahrend die A. carotis der von uns verwendeten Tiere (32 Wochen) keine
makroskopisch sichtbaren Plaques aufwies. Wir fanden sowohl bei WT- als auch bei ApoE"'-Mausen
einen signifikanten Anstieg der Expression von Mcp-1 und des Rezeptors Ccr2 in der Arterienwand ge-
schadigter Gefalie mit einem Expressionsmaximum 24 Stunden nach der Schadigung. Unsere Ergebnis-
se stimmen mit Untersuchungen von Schober et al. Giberein, die beschrieben, dass eine GefalRwandscha-
digung bei ApoE"'—Mausen zu einem Anstieg der Expression von Mcp-1 sowie zu einer kurzzeitigen Zu-
nahme der Mcp-1-Konzentration im Serum fiihrte. Der Nachweis des Mcp-1-Proteins in der Arterienwand
zeigte ebenfalls ein Maximum 24 Stunden nach der Schadigung, wobei Mcp-1 vor allem von SMCs und
adharierten Plattchen exprimiert wurde (Schober, Zernecke et al. 2004). Andere Untersuchungen dieser
Forschergruppe demonstrierten eine Beteiligung des Chemokins SDF-1a an der Neointimabildung und
am arteriellen Remodeling nach intraluminaler Endothelschadigung der A. carotis in der ApoE'/'-Maus
(Schober, Knarren et al. 2003). Diese Befunde konnten wir in unseren Untersuchungen nicht bestéatigen.
SDF-1a war in der A. carotis von WT- und ApoE"'-Mausen bereits auf sehr hohem Niveau exprimiert und
es bestand kein Unterschied in der Expression zwischen der geschadigten A. carotis und den Kontrollge-
faRen bzw. zwischen den Mauspopulationen (Daten nicht gezeigt). Da in unserem experimentellen
System im Gegensatz zu dem von Schober et al. verwendeten Modell keine Neointimabildung induziert
werden konnte, kdnnten die Ergebnisse ein Hinweis darauf sein, dass SDF-1a direkt in die Neointima-
bildung involviert bzw. an der Migration und Proliferation der SMCs in der Intima beteiligt ist. Aufgrund der
von uns beobachteten hohen Expression von SDF-1a in der A. carotis kann eine Bedeutung fur das
arterielle Remodeling nicht ausgeschlossen werden.

Durch die Deendothelialisierung wurde die Expression der proinflammatorischen Zytokine TNFa, IL-18
und IL-6 in der A. carotis induziert; das Expressionsmaximum wurde 24 Stunden nach der Schadigung
gemessen. Diese Ergebnisse stimmen teilweise mit den Untersuchungen von Rectenwald et al. Gberein.
In dem von diesen Autoren verwendeten Ligationsmodell wurde ebenfalls die Expression von TNFa in
der A. carotis nachgewiesen, das Expressionsmaximum wurde jedoch erst 7 Tage nach Ligation der
A. carotis erreicht (Rectenwald, Moldawer et al. 2000). Hinzu kommt, dass wir in den Kontrollgefal3en
eine geringere Basisexpression von TNFa feststellten. Moglicherweise sind diese Unterschiede auf die

verwendeten Modelle der Schadigung (intraluminal vs. Ligation) und/oder den unterschiedlichen

-73-



- Diskussion -

genetischen Hintergrund der Mauspopulationen (C57BL/6J vs. gemischter Hintergrund BL6x129) zuriick-
zufihren. Bei TNFa-defizienten Mausen war die intimale Hyperplasie nach Ligation der A. carotis
(Rectenwald, Moldawer et al. 2000) bzw. intraluminaler Schadigung (Zimmerman, Selzman et al. 2002)
im Vergleich zum Wildtyp 14- bzw. 7-fach reduziert ebenso wie in TNFa-Rezeptor-defizienten Mausen
nach intraluminaler Schadigung (Zimmerman, Reznikov et al. 2003). Zur Bedeutung von TNFa fir die
Atherogenese gibt es in der Literatur unterschiedliche Aussagen. In humanen atherosklerotischen
Plaques wird TNFa in geringer Menge in fibrdsen Plagues und in grof3er Menge in instabilen Plaques
exprimiert, wahrend in nicht-atherosklerotischen Gefal3en keine Expression von TNFa nachweisbar war
(Sukhova, Schonbeck et al. 1999). In der Maus konnten Schreyer et al. bei Verwendung von
TNFa-defizienten ApoE"'—Mausen die mit atherogener Diat gefittert wurden keinen Einfluss auf die Ent-
wicklung von atherosklerotischen Lasionen feststellen (Schreyer, Vick et al. 2002), wahrend Branen et al.
und Ohta et al. in ApoE"'/TNch"'—Doppelknockout—Mausen eine Verminderung der atherosklerotischen
Lasionen beobachteten (Branen, Hovgaard et al. 2004; Ohta, Wada et al. 2005). In unseren Untersuch-
ungen konnten wir mittels gRT-PCR lediglich eine geringe Basisexpression von TNFa in WT- und
ApoE'/'-Aorten messen, ein Unterschied zwischen den Mauspopulationen bestand nicht. Diese Ergeb-
nisse wurden die Hypothese stutzen, dass TNFa keinen bedeutenden Einfluss auf die Atherosklerose in
der ApoE"'-Maus hat. Jedoch konnten wir die Expression des als atheroprotektiv angesehenen Zytokins
TGFp in atherosklerotischen ApoE"'—Aorten nachweisen; die Expression war im Vergleich zu WT-Aorten
signifikant erhéht (Daten nicht gezeigt). Méglicherweise ist die Expression von TGF fur einen stabilen
Plaque-Phanotyp mit verantwortlich (Cipollone, Fazia et al. 2004), da wir ebenfalls die Expression der
plague-destabilisierenden Proteinasen Mmp-12 und -13 nachweisen konnten (Deguchi, Aikawa et al.
2005; Johnson, George et al. 2005), aber histologisch keine Plaquerupturen beobachteten.

In der A. carotis von IL-1B-defizienten Mausen war die Neointimabildung nach Ligation des Gefal3es ver-
mindert, wahrend bei IL-1a-defizienten Mausen keine Veradnderungen im Vergleich zu WT-Mausen fest-
stellbar waren (Chamberlain, Evans et al. 2006). Diese Daten weisen auf eine spezifische Beteiligung von
IL-1B bei vaskularen Remodelingprozessen hin. IL-1R1 (IL-1 signaling receptor type 1)-defiziente Mause
zeigten ebenfalls eine Reduktion der intimalen Hyperplasie im Vergleich zu WT-Tieren. Ahnliche Wirkun-
gen konnten in IL-1R1-positiven Mausen erreicht werden, denen der endogene Antagonist IL-1ra
(IL-1 receptor antagonist) verabreicht wurde (Chamberlain, Evans et al. 2006). Der von Endothelzellen,
SMCs und Makrophagen gebildete IL-1ra spielt eine wichtige Rolle fur die Aufrechterhaltung der vasku-
laren Homoostase und ist in die Atherogenese und den Cholesterolmetabolismus involviert (Isoda and
Ohsuzu 2006). Eine Schadigung der GefalRwand mittels einer Manschette verursachte bei
IL-1ra-defizienten Mausen eine um das 2 - 3-fach starkere intimale Hyperplasie als bei den
IL-1ra-positiven WT-Tieren (Isoda, Shiigai et al. 2003). Bei ApoE"'—Mausen mit einer heterozygoten
IL-1ra-Defizienz (ApoE"'/IL—lra"") wurde die Entwicklung der Atherosklerose geférdert und die Plaquezu-
sammensetzung moduliert; insbesondere kam es zu einer Depletion der SMCs sowie zur verstarkten
Akkumulation von Makrophagen in den Plaques und zur erhéhten Expression von Vcam-1, lcam-1 und
Mcp-1 (Isoda, Sawada et al. 2004). Bei volligem Fehlen des endogenen antiinflammatorischen IL-1ra ent-
stehen letale Entziindungen der Arterienwand mit einer massiven transmuralen Infiltration der Gefaf3-
wand mit Makrophagen, Neutrophilen und CD4-positiven T-Zellen, die insbesondere an Atherosklerose-

Pradilektionsstellen zu Stenosen und Aneurysmen der Aorta sowie deren Rupturen fuhren (Nicklin,
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Hughes et al. 2000). Die Expression von IL-13 war sowohl nach Endothelschadigung als auch in athero-
sklerotischen GefalRen signifikant gegeniber den entsprechenden Kontrollen erhght. Die an der Maus
erhobenen Daten deuten auf eine essentielle Bedeutung des IL-1-Signalwegs fiir Atherosklerose- und
Remodelingprozesse hin.

Das vor allem von Fibroblasten, Monozyten/Makrophagen und Endothelzellen produzierte und sezernie-
rte proinflammatorische Zytokin IL-6 ist ein multifunktionales Zytokin, das unter anderem eine Schlissel-
position bei der Regulation von Immunantworten einnimmt und an der Pathogenese verschiedener
Autoimmun- und chronisch-entzindlicher proliferativer Erkrankungen beteiligt ist (Ishihara and Hirano
2002; Kishimoto 2006). Daruber hinaus wird IL-6 auch im Nervensystem und in endokrinen Organen
exprimert (Kamimura, Ishihara et al. 2003; Kishimoto 2005). Obwohl die Wirkungen von IL-6 noch nicht
bis ins Einzelne geklart sind, kann man davon ausgehen, dass dieses Zytokin auch bei der Entwicklung
atherosklerotischer Lasionen und beim vaskularen Remodeling eine wichtige Rolle spielt. So fihrte die
Injektion von IL-6 bei jungen WT- und ApoE"'—Mausen unter atherogener Diat zu einem Anstieg pro-
inflammatorischer Zytokine im Plasma und zur Bildung friiher atherosklerotischer Lasionen (fatty streaks)
(Huber, Sakkinen et al. 1999). Andererseits wurden bei einem Jahr alten ApoE"'/IL-6"'-D0ppe|knockout-
Méausen unter Fitterung einer Standarddiat eine signifikant starker ausgepragte Atherosklerose in der
Aorta sowie erhdhte Plasmacholesterolwerte nachgewiesen, wahrend die Akkumulation von Makro-
phagen und Leukozyten in den atherosklerotischen Plaques sowie die Expression von Mmp-9, Timp-1
und des antiinflammatorischen Zytokins IL-10 signifikant niedriger als bei den zugehdrigen Wildtyp-,
ApoE"'— und IL-6"-Mausen war (Schieffer, Selle et al. 2004). Ahnliche Wirkungen von IL-6 im Sinne einer
verminderten Bildung atherosklerotischer Lasionen wurden bei 24 Wochen alten ApoE"'—Mausen durch
exogene Gabe des 2ZzZytokins hervorgerufen. Durch Suppression der IL-6-Expression mittels
Dexamethason-Injektion konnte hingegen eine verstarkte Atherosklerose induziert werden (Tous, Ribas
et al. 2006).

Der IL-6-Signalweg wird Uber ein negatives Feedback durch Socs3 gesteuert (Croker, Krebs et al. 2003).
IL-6 aktiviert nach Bindung an die a-Untereinheit Glykoprotein 80 (gp80) seines Rezeptors und der nach-
folgenden Homodimerisierung der Untereinheit Glykoprotein 130 (gp130) die gpl30-assoziierten zyto-
plasmatischen Protein-Tyrosinkinasen JAK1 und JAK2 (Janus Kinase), die nachfolgend STAT1 und
STAT3 (signal transducer and activator of transcription) phosphorylieren. Die phosphorylierten STATs
translozieren in den Zellkern, wo sie die Transkription von Genen aktivieren, die fur die Kodierung z.B.
der Akut-Phase-Proteine aber auch der Socs1- und Socs3-Proteine verantwortlich sind (Alexander and
Hilton 2004; Rakesh and Agrawal 2005; Tan and Rabkin 2005; Yoshimura, Nishinakamura et al. 2005).
Das Socs3-Protein kann Uber die Bindung an die zytoplasmatische Doméane des IL-6-Rezeptors die
JAK-bedingte Phosphorylierung der STATs hemmen, wodurch die Zytokin-Signaltransduktion abge-
schwacht wird (Alexander, Starr et al. 1999). Es wurde gezeigt, dass in Socs3-defizienten Mausen die
Aktivierung von STAT1 und STAT3 nach Stimulation mit IL-6 verlangert ist (Croker, Krebs et al. 2003)
und dass in Makrophagen von Socs3-defizienten Mausen eine kontinuierliche Zytokin-Stimulation in einer
anhaltenden Aktivierung der STATSs resultiert (Wormald, Zhang et al. 2006). Die Auswertung unserer
Microarraydaten mittels KEGG zeigte, dass der JAK-STAT-Signalweg zu den 14 Signalwegen gehort, die
mehr als 3 der in den atherosklerotischen Aorten signifikant hochregulierten Gene aufwiesen und dass in

den atherosklerotischen Aorten der ApoE"'-Mause sowohl Socs3 als auch IL-6 signifikant hochreguliert
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waren. Dartber hinaus ergab die Auswertung von Microarraydaten 6 Wochen alter ApoE"'-Mause ohne
Atherosklerose, dass IL-6 eines der Gene war, das mit zunehmenden Alter und der damit verbundenen
Progression der Atherosklerose am starksten hochreguliert wurde (Daten nicht gezeigt). Sukovich et al.
beschrieben eine signifikante Korrelation zwischen dem Ausmafd der Atherosklerose und der Sekretion
von IL-6 in der Aorta von ApoE"'—Mausen im Alter von 6, 16, 32 und 48 Wochen. Bei 20 — 24 Wochen
alten ApoE"'—Tieren konnte im Aortenbogen, der in diesem Alter bereits Plagues aufweist, die Expression
von IL-6 nachgewiesen werden, wahrend in der thorakalen Aorta und in der Aorta von gleichaltrigen
WT-Tieren IL-6 nicht vorhanden war. Immunohistochemische Untersuchungen der Arterienwand zeigten
eine Kolokalisation der Expresssion von IL-6 mit CD68-positiven Makrophagen (Sukovich, Kauser et al.
1998). In der Gber 12 Jahre laufenden ,Edinburgh Artery Study“, die 1592 Personen einschloss, wurden
IL-6, C-reaktives Protein und Icam-1 als molekulare Marker fiir das Auftreten und die Progression einer
Atherosklerose identifiziert; IL-6 war unter den inflammatorischen Markern am besténdigsten und am
meisten unabhangig von anderen Faktoren (Tzoulaki, Murray et al. 2005).

Neben den ,klassischen* Zytokinen und Chemokinen wurde die Expression von Osteopontin in der
geschadigten A. carotis und den entsprechenden Kontrollgefal3en untersucht. Osteopontin wird von einer
Vielzahl Zellen exprimiert und Ubt vielféltige Funktionen im Organismus aus; unter anderem wird ihm
auch eine wichtige Rolle bei kardiovaskularen Erkrankungen zugeschrieben. Osteopontin wird als Ant-
wort auf mechanischen Stress exprimiert und beschleunigt den kardiovaskularen Remodeling-Prozess
(Okamoto 2006). Es fordert die Rekrutierung und Retention von Makrophagen und T-Zellen im entziinde-
ten Gewebe und reguliert die Bildung inflammatorischer Zytokine (Singh, Ananthula et al. 2007).
Osteopontin ist daher von groRer Bedeutung fir pathologische Prozesse, die mit der Proliferation arteriel-
ler SMCs wie Atherosklerose und Restenose assoziiert sind. Wir konnten zeigen, dass Osteopontin in der
A. carotis von WT-Mausen durch die intraluminale Schadigung induziert wurde; der Unterschied zu den
nichtgeschadigten GeféaRen war signifikant. Dagegen war bei ApoE"'-Mausen Osteopontin sowohl in
Kontroll- als auch in geschéadigten GefalRen auf &hnlichem Niveau exprimiert (entsprach dem von
geschadigten WT-GefalRen), eine Steigerung der Expression durch die Schadigung konnte nicht nachge-
wiesen werden. Die erhdhte Expression von Osteopontin in den nichtgeschadigten Karotisarterien der
ApoE"'—Mause kénnte durch den ApoE-Knockout bzw. die vorhandene starke Hyperlipidamie bedingt
sein. Experimente mit transgenen, Osteopontin-Uberexprimierenden M&ausen haben gezeigt, dass eine
durch atherogene Diat verursachte Hyperlipidamie die Bildung atherosklerotischer Lasionen (fatty
streaks) bei diesen Tieren im Vergleich zur entsprechenden Kontrollgruppe begiinstigte (Chiba, Okamoto
et al. 2002; Isoda, Kamezawa et al. 2003). Untersuchungen an transgenen M&usen mit einer Uberex-
pression von Osteopontin weisen darauf hin, dass Osteopontin auch eine entscheidende Rolle beim
vaskularen Remodeling und bei der Restenose nach Angioplastie in vivo spielen kénnte. In der Aorta von
16 und 32 Wochen, aber nicht von 6 Wochen alten osteopontin-Uberexprimierenden Tieren fand sich
ohne vorherige Schadigung des Gefal3es eine Verdickung der Media ohne intimale Hyperplasie; in der
A. femoralis von 16 Wochen alten Mausen nach Schadigung mittels einer Gefalmanschette wurde eine
verstarkte Neointimabildung nachgewiesen (Isoda, Nishikawa et al. 2002). Die erhdhte Expression von
Osteopontin in den unbehandelten KontrollgefalZen der ApoE"'-Tiere konnte auch durch die beginnende
Bildung von atherosklerotischen Lé&sionen bedingt sein. Obwohl die Karotisarterien makroskopisch frei

von sichtbaren L&sionen waren (fatty streaks sind makroskopisch nicht sichtbar), konnte die
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A. innominata einschlie3lich der Aufzweigung in A. subclavia dextra und A. carotis dextra histologisch als
Préadilektionsstelle fur die Atherosklerose identifiziert werden. In alteren Tieren (> 32 Wochen) waren
auch makroskopisch sichtbare Plaques vorhanden (nicht gezeigt). Fir diese Annahme wirde ebenfalls
sprechen, dass Osteopontin auch in der Aorta der ApoE"'—Mause in hohem Mal3e exprimiert war, obwohl
die makroskopisch sichtbaren Plaques im Verhaltnis zur gesamten Aorta relativ gering waren. Bei den
von uns verwendeten ApoE"'—Tieren waren im Alter von 32 Wochen maximal 10 — 12 % der gesamten

Aortenflache mit makroskopisch sichtbaren atherosklerotischen Plaques bedeckt (Moos 2005).

4.6 Arterielles Remodeling, Atherosklerose und ECM-  degradierende
Proteinasen

Die genomweiten Expressionsanalysen der Aorta von WT- und ApoE"'—Mausen haben eine signifikant
erhodhte Expression verschiedener ECM-degradierender Proteinasen in den Aorten der ApoE"'— im Ver-
gleich zu WT-Mausen gezeigt. Dies betraf insbesondere Gene fir verschiedene Kollagenasen (Mmp-13),
Elastasen (Mmp-12, Cathepsin S, K und L), der membran-gebundenen Proteinasen Mmp-14 und Adam-8
(a disintegrin and metallopeptidase domain 8) und des endogenen Mmp-Inhibitors Timp-1. Neben der
Expression dieser ECM-degradierenden Proteinasen waren auch verschiedene Gene von Kollagenvor-
stufen in den ApoE"'—Mausaorten hochreguliert.

Matrixmetalloproteinasen wird eine wichtige Rolle bei der Entstehung und Progression atheroskleroti-
scher Lasionen und insbesondere der Auspragung eines stabilen oder instabilen Plaquephanotyps zuge-
schrieben. So zeigten Untersuchungen an ApoE"'—Mausen mit einem zuséatzlichen Knockout fir
Mmp-3, -7, -9 oder -12, dass Mmps unterschiedliche, zum Teil kontrare Wirkungen auf die Stabilitat
atherosklerotischer Plaques hervorrufen (Johnson, George et al. 2005). Die bei ApoE'/'/Mmp-3"'- und
ApoE'/'/Mmp-9"'-D0ppeIknock0ut-Mausen beobachtete signifikant starkere Plaquebildung in der
A. innominata im Vergleich zu den entsprechenden ApoE'/'-Kontrollen und die auf einen instabilen
Plaque-Phéanotyp deutenden Veranderungen in der zellularen Zusammensetzung weisen auf eine protek-
tive Rolle dieser Mmps im Sinne einer Plaguelimitierung und eines stabilen Plaque-Phanotyps hin.
Andererseits kam es bei ApoE"'/Mmp12"'—Doppelknockout—Mausen zu einer Verminderung der Plaquebil-
dung sowie zu einem Anstieg von SMCs und einer Verminderung von Makrophagen im Plaque und somit
zu einem stabilen Plaque-Phanotyp, was darauf deutet, dass Mmp-12 in vivo fiir die Expansion athero-
sklerotischer Lasionen und die Destabilisierung des Plaques von Bedeutung ist. Bei
ApoE'/'/Mmp7"'-D0ppeIkn0ck0ut-Mausen waren weder die GréRe der Plagues noch deren Stabilitat ver-
andert (Johnson, George et al. 2005). Bei ApoE"'/Mmp—13"'—DoppeIknockout—Mausen wurde nach Fiitte-
rung einer atherogenen Diat eine Akkumulation von Kollagen im Plaque, aber keine Vergréerung der
Plaqueflache beobachtet, was auf eine Rolle von Mmp-13 bei der Regulation und Organisation von
Kollagen im atherosklerotischen Plaque hinweist (Deguchi, Aikawa et al. 2005). Die Expression von
Mmp-12 und Mmp-13 scheint demzufolge eher einen instabilen Plaque zu beginstigen; in humanen
rupturierten Plaques wurde ein deutlicher Anstieg der Mmp-12-Expression im Vergleich zu nicht-
rupturierten Plaques gemessen (Morgan, Rerkasem et al. 2004), ebenso zeigte die Inhibierung von
Mmp-12 und -13 in LDL-R™-Mausen eine Reduktion der Degradation von elastischen Fasern der Media
im Bereich der atherosklerotischen Lasion (Prescott, Sawyer et al. 1999). Darliber hinaus fiihrte die

Inhibierung der Proteinasen zu einer reduzierten Migration von SMCs in die Intima bzw. zu einer
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verminderten Neointimabildung nach Ballondilatation der A. carotis der Ratte (Prescott, Sawyer et al.
1999). Unsere Untersuchungen zeigten eine deutliche mRNA-Expression von Mmp-12 und -13 in der
Aorta von ApoE"'—Mausen unter Standarddiat; die Plaques waren morphologisch unauffallig. Dagegen
konnten Jeng et al. die Expression von Mmp-13 nur nach Gabe einer atherogenen Diat nachweisen,
wahrend eine geringe Basisexpression von Mmp-12 und -3 durch die Diat verstakt wurde (Jeng, Chou et
al. 1999). Die Untersuchungen von Jeng et al. wurden jedoch an 20 Wochen alten Tieren durchgefihrt,
so dass der Altersunterschied und die noch nicht so weit fortgeschrittene Atherosklerose eine maogliche
Erklarung fur die Expressionsunterschiede sein kann. Die von uns verwendeten Tiere waren 32 Wochen
alt; groRere Lasionen waren nur im Aortenbogen bzw. in der Aortenwurzel und der A. innominata
vorhanden, wahrend in der thorakalen und abdominalen Aorta zu diesem Zeitpunkt erste kleine Plagues
makroskopisch sichtbar waren (Daten nicht gezeigt). Es ist nicht auszuschlieRen, dass es mit der
weiteren Entwicklung der Plaques auch zu Rupturen kommt, wobei anzumerken ist, dass Plaquerupturen
in der Maus nur selten auftreten und z.B. die Gabe einer atherogenen Diat Uber einen sehr langen
Zeitraum erfordern (Johnson and Jackson 2001).

Als endogene Mmp-Inhibitoren spielen Timps eine wichtige Rolle in atherosklerose-assoziierten und
experimentell induzierten Remodelingprozessen, an denen Mmps beteiligt sind. Bisher sind fur die Maus
4 Timps bekannt. So fiihrte eine perivaskulare elektrische Endothelschadigung in vivo an der A. femoralis
bei Timp-1"'—Knockout—Mausen zu einer starker ausgepragten Neointimabildung und einer erhéhten Akti-
vitdt von Mmp-2 und Mmp-9 im Vergleich zu den dazugehérigen Wildtyp-Kontrollen. In einem
in vitro-Migrationsassay wurde eine beschleunigte Migration kultivierter SMCs von Timp-l”'-Knockout- im
Vergleich zu derjenigen von WT-M&ausen beobachtet (Lijnen, Soloway et al. 1999). Eine Uberexpression
von Timp-1 in der A. carotis von Ratten durch einen Adenovirus-vermittelten Gentransfer reduzierte die
Neointimabildung nach Schadigung des GefalRes mittels Ballonkatheterdilatation. In vitro wurde durch
Transfektion von SMCs der Ratte mit Timp-1 deren Migration im Vergleich zu virus-transfizierten
Kontroll-SMCs ebenfalls vermindert (Dollery, Humphries et al. 1999). Studien zum Einfluss von Timp-1
auf die Entwicklung atherosklerotischer Lasionen zeigten widerspriichliche Ergebnisse. So fihrte eine
Uberexpression des Timp-1-Gens bei ApoE"'—Mausen, die mit atherogener Diat gefittert wurden, zu einer
Reduktion der PlaquegrdfRe im Vergleich zu ApoE"'—Mausen ohne Timp-1-Uberexpression; auRerdem
wurde ein erhdhter Gehalt an Kollagen, Elastin und a-Aktin sowie eine reduzierte Anzahl von Makro-
phagen in der GefaBwand beobachtet (Rouis, Adamy et al. 1999). Andererseits zeigten auch
ApoE'/'/Timp-1"'-D0ppe|knock0ut-Mause unter atherogener Diat im Vergleich zu ApoE'/'-Kontrollmausen
eine Plaquereduktion; aulRerdem wurde bei diesen Tieren eine verstarkte Degradation von elastischen
Fasern, eine erhéhte Mmp-Aktivitat und die Bildung von Aneurysmen in der Aorta nachgewiesen
(Silence, Collen et al. 2002). Ahnliche Ergebnisse wurden von Lemaitre et al. beschrieben, die ebenfalls
eine verstarkte Degradation der Media und die Bildung von Aneurysmen bei ApoE"'/Timp—l"'-DoppeI-
knockout-Mausen beobachteten, jedoch keine Unterschiede in der PlaquegréRe fanden (Lemaitre,
Soloway et al. 2003). Es muss jedoch angemerkt werden, dass in der Studie von Silence et al. die athero-
gene Diat Uber einen langeren Zeitraum appliziert wurde als in der Studie von Lemaitre et al., was die
unterschiedliche Auspragung der atherosklerotischen Plaques erklaren koénnte. Die Untersuchungen
weisen auf eine Beteiligung der Timps als endogene Mmp-Inhibitoren an Remodelingprozessen hin, da

sie die Migration von SMCs beeinflussen kénnen und die Degradation von Bestandteilen der ECM
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verhindern, wahrend der Einfluss auf die Entstehung und Progression atherosklerotischer Lasionen noch
unklar ist. Die in unseren eigenen Untersuchungen nachgewiesene erhdhte Expression von Timp-1 in
den Aorten der ApoE"'—Mause und die signifikant erhéhte Expression des Mmp-Inhibitors nach der
GefaBwandschadigung in der A. carotis deuten auf eine Beteiligung von Timp-1 an beiden Prozessen hin.
Die Uberexpression in der Aorta konnte einer iibermaRigen Degradation der ECM und somit einer
Plaqueruptur oder Aneurysmabildung entgegenwirken.

Neben Mmps und Timps kdénnen auch andere Proteinasen an der Degradation von ECM bzw. an
Remodelingprozessen beteiligt sein, wie z.B. die lysosomalen Cathepsine. Es sind eine Vielzahl von
Cathepsinen mit unterschiedlichen Substratspezifitaten bekannt (z.B. Cathepsin B, D, E, F, K, L, S). In
unseren Untersuchungen waren die Cathepsine S, L und K in den atherosklerotischen Aorten der
ApoE"'—Mause signifikant hochreguliert. In anderen Studien wurde auch in humanen atherosklerotischen
Lasionen eine Expression von Cathepsin S und K in Makrophagen und SMCs der Intima nachgewiesen.
In vitro konnte in humanen SMCs durch Stimulation mit atherosklerose-assoziierten Zytokinen wie IL-1f3
oder IFNy die Aktivitat dieser Proteinasen induziert werden (Sukhova, Shi et al. 1998). In intimalen SMCs,
Endothelzellen und Makrophagen humaner Aneurysmen und atherosklerotischer Lasionen wurde auch
eine erhohte Expression von Cathepsin L beobachtet. In vitro fihrte die Stimulation dieser humanen
Zellen mit proinflammatorischen Zytokinen oder Wachstumsfaktoren ebenfalls zur Expression von
Cathepsin L (Liu, Sukhova et al. 2006).

Jormsjo et al. demonstrierten die Expression verschiedener Cathepsine (B, D, L und S) wahrend der Ent-
stehung atherosklerotischer Lasionen in der Aorta von ApoE"'-Mausen. Wahrend die Expression von
Cathepsin S auf GefaRabschnitte mit atherosklerotischen Lasionen beschrankt war, konnte die Expres-
sion der Cathepsine B, D und L auch in nicht-atherosklerotischen Gefalibereichen nachgewiesen werden;
in atherosklerotischen Abschnitten war die Expression von Cathepsin B und D jedoch erhéht. Immun-
histochemische Untersuchungen lokalisierten die Expression der Cathepsine in der Intima und der
fiborosen Kappe; nur Cathepsin S wurde auch in der Media exprimiert (Jormsjo, Wuttge et al. 2002).
Cathepsin S wird eine wichtige Rolle bei der Destabilisierung und Ruptur atherosklerotischer Plaques
zugeschrieben. So zeigten ApoE"'/Cathepsin S"'-Doppelknockout-Mause unter atherogener Diat einen
drastischen Rickgang (> 70 %) von Plaquerupturen verbunden mit einer verdickten fibrosen Kappe
sowie eine (geringere Auspragung der Atherosklerose gegenliber den entsprechenden
ApoE'/'-Kontrolltieren (Rodgers, Watkins et al. 2006). Ahnliche Ergebnisse wurden bei
ApoE"'/Cathepsin K"'—Doppelknockout—Mausen beschrieben, die ebenfalls eine verminderte Athero-
sklerose und einen verstarkten Kollagengehalt im Plaque aufwiesen (Lutgens, Lutgens et al. 2006).
Cathepsine sind nicht nur fur die Entstehung und Progression atherosklerotischer Lasionen sondern auch
fir vaskulare Remodelingprozesse von Bedeutung. In unseren Untersuchungen wurde in der A. carotis
von WT-M&ausen durch die intraluminale Endothelschadigung die Expression von Cathepsin S induziert.
Ahnliche Ergebnisse wurden von Cheng et al. beschrieben, die an der A. carotis der Ratte nach einer
GefalBRwandschadigung mittels Ballondilatation eine erhéhte Expression der Cathepsine S und K wéhrend
der Neointimabildung nachweisen konnten (Cheng, Kuzuya et al. 2004). Im Gegensatz zu unseren
Ergebnissen bei WT-Mausen fihrte die Schadigung der A. carotis bei ApoE"'—Mausen zu keiner nach-
weisbaren Anderung der Cathepsin S-Expression. Das Expressionsniveau in den nichtgeschéadigten

GefaBen der ApoE"'—Tiere entsprach bereits demjenigen, das in WT-Mausen nach der
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GefalBwandschadigung gemessen wurde. Mdglicherweise fuhrten die Hyperlipidamie und/oder bereits
bestehende makroskopisch nicht sichtbare frihe Atherosklerosestadien zu einer erhdhten Expression
von Cathepsin S, so dass die Endothelschadigung keinen zusatzlichen Effekt mehr ausloste. Ein
ahnliches Verhalten wurde auch fir Mmp-13 gefunden, dessen Expression in der A. carotis nach
Endothelschadigung ebenfalls nur in WT- aber nicht in ApoE"'—Mausen induziert werden konnte, was die
Hypothese eines bereits vorhandenen, atherosklerose-assoziierten Remodelings in den Gefalen der
ApoE'/'-Tiere unterstitzen wirde.

Neben der Funktion als ECM-degradierende Proteinasen spielen sowohl Mmps als auch Cathepsine eine
wichtige Rolle bei Immunprozessen. Mmps sind in der Lage durch proteolytische Spaltung Chemokine,
Zytokine, Wachstumsfaktoren und Rezeptoren zu (de)aktivieren und auf diesem Weg die Progression
verschiedener inflammatorischer Prozesse zu beeinflussen (McCawley and Matrisian 2001; Overall,
McQuibban et al. 2002; Parks, Wilson et al. 2004; Berahovich, Miao et al. 2005; Cauwe, Van den Steen
et al. 2007; Van Lint and Libert 2007). Zytokine kdnnen ihrerseits die Sekretion von proteolytischen
Enzymen induzieren; in vitro wurde in humanen Endothelzellen die Expression von Mmp-14 nach
Stimulation mit TNFa, IL-1a und -1 nachgewiesen. Daruber hinaus konnte die Mmp-14-Expression auch
durch oxLDL induziert werden (Rajavashisth, Liao et al. 1999). Eine direkte Expression von Mmp-14
wurde in humanen atherosklerotischen Plaques in Kolokalisation mit SMCs und Makrophagen beobachtet
(Rajavashisth, Xu et al. 1999). Matias-Roman et al. zeigten, dass Mmp-14 fiir die transendotheliale
Migration von Monozyten, die ein Schliisselereignis bei inflammatorischen Prozessen darstellt, von
Bedeutung ist (Matias-Roman, Galvez et al. 2005). Wir konnten zeigen, dass die Expression von
Chemokinen und Adhéasionsmolekilen, die an der Adhasion und Migration von Leukozyten durch das
Endothel beteiligt sind, in atherosklerotischen Aorten signifikant erhéht waren. Die in unseren
Untersuchungen im Vergleich zur WT-Aorta nachgewiesene erhdhte Expression von Mmp-14 in
atherosklerotischen Mausaorten konnte somit Ausdruck der mit der Atherosklerose einhergehenden
entzundlichen Reaktionen sein. Cathepsine besitzen eine essentielle Funktion bei der intrazellularen
endosomalen proteolytischen Spaltung von Antigenen und ihrer anschlieRenden Prasentation auf der
Oberflache von antigen-prasentierenden Zellen tiber MHC II-Molekiile (Liu and Spero 2004; Hsing and
Rudensky 2005). Sie sind in zwei Schritte des MHC II-Signalwegs involviert: i) in die Antigenprasentation
durch die Degradation der invariablen Untereinheit (invariant chain, chaperone molecules) des MHC II-
Komplexes; ii) in die Antigenprozessierung in Lysosomen bzw. Endosomen (siehe Abb. 34). MHC II-
Molekile assoziieren im endoplasmatischen Retikulum mit der invariablen Untereinheit, die fur den
Transport des Komplexes in die Endosomen essentiell ist und die Peptidbindung an das MHC 1l-Molekdil
blockiert, um eine zu friihe Bindung von Peptidfragmenten auf dem Weg zur Zelloberflache zu verhindern
(Honey and Rudensky 2003; Rudensky and Beers 2006; Zavasnik-Bergant and Turk 2006). Die
Prasentation von MHC Il auf der Zelloberflache aktiviert antigen-spezifische, CD4-positive T-Zellen tber
den T-Zell-Rezeptor und l6st damit eine antigen-spezifische Immunantwort aus (siehe Abb. 34) (Monaco,
Andreakos et al. 2004).
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Abb. 34: KEGG-Signalweg der Antigenprasentation ibe  r MHC I- und MHC II-Molekile.

In der Abbildung sind schematisch die bekannten Gene gezeigt, die an der Antigenprésentation beteiligt
sind. Die Gene, die in atherosklerotischen Aorten von ApoE" - im Vergleich zu WT-Mausen signifikant
hochreguliert waren, sind rot dargestellt. Alle Gene, die in der Aorta der ApoE'/'-Tiere konstitutiv
exprimiert bzw. present waren, sind gelb dargestellt. Fir griin dargestellte Gene wurde mittels Microarray
keine Expression nachgewiesen; zu weil’ dargestellten Genen sind in der Datenbank keine Informationen
vorhanden. Die am MHC I[I-Signalweg beteiligten Proteinasen sind durch Pfeile gekennzeichnet, der
obere Pfeil weist auf Cathepsine, die an der Antigenprozessierung in den Endosomen beteiligt sind
(CTSB), der untere Pfeil weist auf die Catepsine, die an der Abspaltung der invariablen Untereinheit des
MHC II-Komplexes beteiligt sind (CTSB/L/S).

Die von uns nachgewiesene Hochregulation von Cathepsine S, L und K in atherosklerotischen Maus-
aorten gegeniiber WT-Aorten kdnnte auf eine Bedeutung der Prozessierung und Présentation von
Antigenen in der Atherosklerose weisen. Die Rolle von Autoantigenen fir die Entstehung und
Progression der Atherosklerose wurde von Mandal und Jahangiri beschrieben (Mandal, Jahangiri et al.
2005). Atherosklerotische Plaques enthalten Autoantigene; Risikofaktoren fiir die Atheroskleroseent-
stehung wie Bluthochdruck und Hypercholesterolamie férdern die Expression von Autoantigenen im
Plague (Mandal, Jahangiri et al. 2005). In vitro zeigten Makrophagen in Anwesenheit von Cholesterol
eine vermehrte Antigenprasentation tUber MHC II-Molekille (Hughes, Townsend et al. 1992). Die

gegenuber WT-Tieren um bis zu 10-fach erhdhten Cholesterolkonzentrationen im Serum von
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ApoE"'-Méusen, die wir auch ohne atherogene Diat fanden, begtnstigen nicht nur die Entstehung der
Atherosklerose bzw. die Schaumzellbildung (Plump, Smith et al. 1992; Nakashima, Plump et al. 1994);
die vorhandene Hyperlipidamie férdert moglicherweise auch die Prasentation von Autoantigenen im
Plaque. Inshesondere die Antigen-prasentation Giber MHC Il scheint in der atherosklerotischen Mausaorta
von Bedeutung zu sein, da die Auswertung der genomweiten Expressionsstudien mittels GO-Analyse
zeigte, dass die GO-Begriffe ,antigen presentation, exogenous antigen via MHC class II* (GO-Kategorie
.biological process") und ,MHC class Il receptor activity" (GO-Kategorie ,molecular function“) hohe Chi-
Quadrat-Werte aufwiesen bzw. das die mit diesen GO-Begriffen annotierten Gene uberreprasentiert
waren.

Abbildung 34 zeigt den MHC I-und MHC II-Signalweg (KEGG) der Antigenprasentation. Wahrend die am
MHC I-Signalweg beteiligten Gene in der Aorta der ApoE"'-Mause konstitutiv exprimiert waren bzw. keine
Regulation gegeniber WT-Aorten aufwiesen, waren fast alle Gene, die in den MHC II-Signalweg
involviert sind, in den atherosklerotischen ApoE"'—Aorten signifikant hochreguliert. Die vielfaltigen
Funktionen, die die untersuchten Proteinasen in Remodeling- und Immunprozessen haben und ihre
signifikant erhdhte Expression in atherosklerotischen Gefal3en der Maus lassen darauf schliel3en, dass
diese eine wesentliche Rolle bei der Entstehung und Progression der Atherosklerose bzw. vaskularem

Remodeling spielen.

4.7 Schlussfolgerungen und Ausblick
Die nahere Charakterisierung der mit einem arteriellen Remodeling einhergehenden Veranderungen in

tierexperimentellen Modellen kann zu einem besseren Verstandnis der pathogenetischen Mechanismen
des arteriellen Remodelings inshesondere auf molekularer Ebene beitragen. In unseren Untersuchungen
wurde das arterielle Remodeling in der A. carotis communis nach intraluminaler Schadigung der
GefaBwand sowie in der atherosklerotisch veranderten Aorta der Maus untersucht. Obwohl es
Unterschiede im arteriellen Remodeling in den verschiedenen GeféRbereichen und insbesondere
zwischen normalen und atherosklerotischen GefalRen gibt, existieren auch zahlreiche Gemeinsamkeiten
sowohl in morphologischer Hinsicht als auch in der Genexpression. Einen Schwerpunkt fur zuklnftige
Arbeiten koénnte die Untersuchung altersabhéngiger Veradnderungen im arteriellen Remodeling von
normalen und atherosklerotischen GefalRen darstellen, Uber die es gegenwartig nahezu keine
Informationen gibt. Desweiteren kénnen tierexperimentelle morphologische und molekularbiologische
Untersuchungen zur alters-abhangigen Entstehung und Progression der Atherosklerose und
insbesondere die Auswertung von genomweiten Expressionsstudien einen Beitrag zum besseren
Verstandnis der molekularen Mechanismen der Atherosklerose leisten und zur Definition Atherosklerose-

bzw. Remodeling- und Hyperlipiddmie-assoziierter Gene beitragen.
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Zusammenfassung
Kardiovaskulare Erkrankungen gehen mit Veranderungen der Morphologie und der strukturellen Integritat

der Gefaldwand einher; die im Gefal} stattfindenden Umbauprozesse werden als Remodeling bezeichnet.
Arterielles Remodeling, das auch unter physiologischen Bedingungen als Anpassung an veranderte
hamodynamische Bedingungen erfolgt, ist von besonderer Bedeutung bei pathologischen Prozessen wie
atherosklerotischen Gefal3verdnderungen oder einer intimalen Hyperplasie. Dabei wird unterschieden
zwischen expansivem (positivem) Remodeling, das kompensatorisch einer Gefa3stenose entgegenwirkt,
und konstriktivem (negativem) Remodeling, das eine Gefal3stenose begunstigt. In der vorliegenden Arbeit
wurden Remodelingprozesse in arteriellen GefaBen von WT- und ApoE"'-Mausen untersucht. Hierzu
wurde einerseits in der A. carotis communis experimentell ein arterielles Remodeling induziert und ande-
rerseits wurde die mit arteriellem Remodeling assoziierte Atherosklerose in der Aorta charakterisiert.
Durch eine intraluminale Schadigung des GefalRendothels der A. carotis communis konnte in beiden
Mauspopulationen ein positives arterielles Remodeling erzeugt und nachgewiesen werden, das durch die
intraluminale Schadigung, nicht aber durch die aul3ere Manipulation am Gefal3 wahrend der Operation
induziert wurde. Das Gefalendothel wurde durch die intraluminale Schadigung nahezu vollstandig ent-
fernt bzw. zerstort. Die Deendothelialisierung induzierte morphologische Veranderungen in der
geschéadigten A. carotis communis wie die Proliferation von Zellen in der Lamina media, die Infiltration der
Lamina media mit Makrophagen und das Auftreten von B- und T-Lymphozyten im perivaskularen
Gewebe. In scheinoperierten Arterien sowie in unbehandelten GefaRen wurden derartige Veranderungen
nicht beobachtet. Zwischen WT- und ApoE"'-Méusen gab es deutliche Unterschiede in der Reaktion der
GefalRe auf die Endothelschadigung. Die Deendothelialisierung filhrte in der A. carotis communis der
ApoE"'—Maus zur Lipidablagerung bzw. Schaumzellbildung in der Lamina media und zu einer starkeren
Mediahypertrophie und somit zu einem starkeren positiven arteriellen Remodeling als in den ent-
sprechenden GefaRen der WT-Maus. Die gemessenen morphometrischen Parameter deuten darauf hin,
dass die Karotisarterien der hyperlipidamischen ApoE"'—Tiere eine erhdhte Sensibilitdt gegeniber der
Endothelschadigung aufweisen. Molekularbiologische Untersuchungen von geschadigten und nicht-
geschéadigten Karotisarterien zeigten ebenfalls Unterschiede zwischen den Mauspopulationen, insbeson-
dere in der Expression von Inhibitoren von Zytokinsignalwegen, antiapoptotischen Proteinen sowie von
Proteinasen, die extrazellulare Matrix degradieren und an immunologischen Prozessen wie Zytokin(in)-
aktivierung und Antigenprozessierung mitwirken. Diese Gene wurden durch die Endothelschadigung nur
in der A. carotis von WT-Mausen induziert; sie waren in den nichtgeschadigten GefalRen der ApoE"'—
Mause bereits konstitutiv exprimiert. Die Expression von Chemokinen, Chemokinrezeptoren und pro-
inflammatorischen Zytokinen wurde nicht durch den Genotyp beeinflusst. Eine erhéhte Expression dieser
Gene in geschéadigten im Vergleich zu nichtgeschadigten GefalRen wurde sowohl bei ApoE"'— als auch bei
WT-Tieren nachgewiesen, wobei es weder im Niveau noch im zeitlichen Verlauf der Expression
Unterschiede zwischen den beiden Mauspopulationen gab. Mit Ausnahme von TNFa wurde fir alle in der
A. carotis untersuchten Gene eine erhdhte Expression in der atherosklerotischen Aorta von ApoE"'- im
Vergleich zur nicht-atherosklerotischen Aorta von WT-Mausen nachgewiesen. Dariiber hinaus zeigten die
mit Hilfe des Microarray (Affymetrix™) erhaltenen genomweiten Expressionsdaten der Aorta von WT- und

ApoE"'—Mausen, dass in der ApoE"'— gegeniiber der WT-Aorta eine Vielzahl von Genen signifikant
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hochreguliert waren. Die Auswertung der Expressionsdaten zeigte, dass aufféllig viele Gene mit
immunologischen Prozessen, die sowohl zur innaten als auch zur adaptiven Immunitat gehoren,
assoziiert sind. Dazu zahlen die Prozessierung und Prasentation von Antigenen Gber MHC II-Molekiile,
die Aktivitdt von Zytokinen, Chemokin(rezeptor)en, TLRs und Scavenger-Rezeptoren, die Bindung von
Immunglobulinen, die humorale Immunantwort bzw. eine Komplementaktivitat sowie die Adhasion und
Migration von Leukozyten durch das Endothel. Die Befunde weisen auf eine moégliche Bedeutung dieser
immunologischen Prozesse fur die Atherosklerose bzw. das atherosklerose-assoziierte arterielle
Remodeling hin. Mit zunehmendem Wachstum der atherosklerotischen L&sionen findet ein positives
arterielles Remodeling in der Aorta statt, das einer mdglichen Gefal3stenose entgegenwirkt. ApoE'/'-
Mause bilden spontan unter Standarddiat atherosklerotische L&asionen aus; die hier verwendeten
32 Wochen alten Mause wiesen ausgepragte atherosklerotische Plaques im Aortenbogen und in der
Abdominalaorta im Bereich der Nierenarterien und an der Bifurkation der Beckenarterien auf. Dagegen
waren die Karotisarterien der ApoE"'—Mause makroskopisch frei von atherosklerotischen Léasionen.
Sowohl die experimentell induzierte Deendothelialisierung der A. carotis und die atherosklerotischen
Veranderungen in der Aorta sind mit einem positiven arteriellen Remodeling assoziiert, wobei zwischen
den beiden pathologischen Prozessen zahlreiche Gemeinsamkeiten bestehen. Dies betrifft insbesondere
die Expression von Chemokinen, Chemokinrezeptoren, Zytokinen, Mmps und ihren Inhibitoren,
Cysteinproteinasen sowie Inhibitoren von Zytokinsignalwegen und antiapoptotischen Proteinen. Die dar-
gelegten Befunde zur Genexpression bei atherosklerose-unabhangigen und atherosklerose-assoziierten
Remodelingprozessen kdnnen einen Beitrag zu einem besseren Verstandnis der molekularen Mecha-

nismen des pathologischen arteriellen Remodelings leisten.
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Summary
Cardiovascular disorders are associated with morphological changes in the vessel wall and a loss of its

structural integrity. The term “arterial remodeling” specifically refers to structural changes in the vessel
wall which represent either an adaptation on physiological conditions such as changes in blood pressure
or are associated with pathological conditions such as atherosclerosis or intima proliferation. Inward
(constrictive, negative) remodeling denotes a reduction, outward (expansive, positive) remodeling an
increase in vessel size. Restenosis after angioplasty is determined primarily by inward arterial remodeling
rather than by intimal hyperplasia. Outward remodeling may be associated with plaque rupture,
myocardial infarction, and sudden death. The aim of the work presented was to investigate arterial
remodeling processes in arterial vessels of wild type (wt) and apolipoprotein E (apoE"')—deficient mice by
i) experimental induction of arterial remodeling in the carotid artery of mice by means of a mechanical
vessel wall damage, and ii) characterization of the arterial remodeling process in atherosclerotic aortae of
hyperlipidemic mice. Intraluminal damage of the vessel wall resulting in the removal of the endothelium
induced a positive arterial remodeling in carotid arteries of both wt and apoE"' mice, which was not found
in sham-operated or non-treated control mice. The deendothelialization induced morphological changes
in the damaged vessels such as cell proliferation and infiltration of the lamina media with macrophages as
well as the presence of B and T cells in the perivascular tissue which were not found in sham-operated or
untreated vessels. The vessel wall reaction after endothelial damage was clearly different between wt and
apoE"' mice: The hypertrophy of the lamina media in the carotid artery and, thus, the positive arterial
remodeling, was significantly stronger in apoE"' than in wt mice. Carotid arteries of hyperlipidemic
apoE"' mice showed an age-dependent higher sensitivity against endothelial damage than wt mice.
Endothelial damage induced in 32 weeks old apoE"' mice the formation of atherosclerotic lesions,
whereas the morphologic changes in 12 weeks old apoE"' and wt mice after deendothelialization were
nearly identical.

Biomolecular studies of damaged and non-damaged carotid arteries revealed differences between the
two mouse populations in the expression of cytokines, inhibitors of cytokine signaling pathways,
antiapoptotic proteins as well as extracellular matrix degrading proteinases which are involved in
immunological processes such as cytokine activation and antigen processing. These genes were induced
by endothelial damage only in the carotid artery of wt mice whereas they have already been expressed
constitutively in non-damaged arteries of apoE'/' mice. The expression of chemokines, chemokine
receptors and proinflammatory cytokines was not influenced by the mouse genotype. An increased
expression of these genes was found in damaged carotid arteries of both wt and apoE"' mice in
comparison with non-damaged vessels; there were no differences in both the degree and the time-course
of expression between the mouse populations. Except for TNFa there was an increased expression of all
genes studied in the carotid artery in atherosclerotic aortae of apoE'/' mice compared to
non-atherosclerotic aortae of wt mice. Furthermore, genome-wide microarray expression analysis
(AffymetrixTM) of the aortae from wt and apoE"' mice revealed a differential expression of numerous
genes in the aorta of apoE'/' compared to wt mice. Many of these genes are associated to both innate and
adaptive immune responses such as MHC Il antigen processing and presentation pathway, cytokine

activities, chemokines and their receptors as well as scavenger receptors, binding von immune
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globulines, the humoral immune answer as well as complement activity and adhesion and migration of
leukocytes through the endothelium. The findings demonstrate a possible role of immune processes for
atherosclerosis and atherosclerosis-associated arterial remodeling. Hyperlipidemic apoE"' mice
spontaneously develop atherosclerotic lesions already under standard diet. The 32 weeks old
apoE"' mice used in our studies had atherosclerotic plaques in the abdominal aorta, especially at the
bifurcations of renal and iliac arteries. Further growth of atherosclerotic lesions is associated with a
positive arterial remodeling which counteracts the development of a vessel stenosis. Macroscopic
investigation of the carotid arteries of hyperlipidemic apoE"' mice did not reveal the presence of
atherosclerotic lesions. Reactions of the vessel wall after experimental deendothelialization and the
development of atherosclerotic lesions are associated with a positive arterial remodeling. Both
pathological processes show common features with regard to the expression of chemokines and their
receptors, cytokines, matrix metalloproteinases and their inhibitors as well as cysteine proteinases and
inhibitors of cytokine signaling pathways and antiapoptotic proteins. The knowledge of the expression of
defined genes in atherosclerosis-independent and atherosclerosis-associated remodeling processes may

contribute to a better understanding of the molecular mechanisms of arterial remodeling.
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Rinderserum-Albumin (BSA) fir
Molekularbiologie

RNAse freies Wasser
Roti®-Histofix

Salzsaure

Streptavidin-Lésung
Streptavidin-Phycoerythrin (SAPE)
Sucrose

SupersScript™ Il RNAseH Reverse
Transkriptase

Sybr Green

T4 DNA-Polymerase
T7-oligo(dT)-Primer

TRIS [Tris(hydroxymethyl)-aminomethan]

far Immunhistochemie

TRIS [Tris(hydroxymethyl)-aminomethan]

fiir Molekularbiologie
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Trizol®

UltraPure™ 20x SSPE

Water, Molecular Biology Grade

A4 Verbrauchsmaterialien

Wundklammern

1 ml Spritze (Omnifix®-F)
23 G Katheter (0,65 mm Venofix® S)
27 G x ¥ Kanlle
3-Wege-Hahn (Discofix® B.)
5 ml Reaktionsgefald

65 mm Omni-Tip

Cryomold Biopsy Schalen
Deckglaser
Einwegskalpelle
Fluoromount-G
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AppliChem GmbH, Darmstadt/Deutschland

Dako Cytomation, Glostrup/Danemark

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen/Deutschland
VEB Laborchemie, Apolda/Deutschland

DAKO Corporation, Carpinteria/lUSA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen/Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen/Deutschland
Invitrogen GmbH, Karlsruhe/Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen/Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen/Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen/Deutschland
Ambion®, Inc., Austin/USA

Carl Roth GmbH, Karlsruhe7Deutschland

AppliChem GmbH, Darmstadt/Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt/Deutschland

Aldrich Chemical Company Inc., Milwaukee/USA
Merck KGaA, Darmstadt/Deutschland

Ambion®, Inc., Austin/Texas

Invitrogen GmbH, Karlsruhe/Deutschland
Invitrogen GmbH, Karlsruhe/Deutschland
Invitrogen GmbH, Karlsruhe/Deutschland
Aurion, Wageningen/Niederlande

Invitrogen GmbH, Karlsruhe/Deutschland

Qiagen GmbH, Hilden/Deutschland

Carl Roth GmbH, Karlsruhe/Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt/Deutschland

DAKO Corporation, Carpinteria/lUSA

MoBiTec GmbH, Géttingen/Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen/Deutschland
Invitrogen GmbH, Karlsruhe/Deutschland

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim/Deutschland
Invitrogen GmbH, Karlsruhe/Deutschland
Affymetrix™, Santa Clara/Kalifornien

Fluka Chemie GmbH Buchs/Schweiz

AppliChem GmbH, Darmstadt/Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen/Deutschland
Invitrogen GmbH, Karlsruhe/Deutschland

Invitrogen GmbH, Karlsruhe/Deutschland
BioWhittaker Inc., Walkersville/USA

CONMED"® Utica/New York

B. Braun Melsungen AG/Deutschland

B. Braun Melsungen AG/Deutschland

B. Braun Melsungen AG/Deutschland

B. Braun Melsungen AG/Deutschland
SARSTEDT AG & Co., Numbrecht/Deutschland
Siid-Laborbedarf GmbH, Gauting/Deutschland
Miles Inc. Diagnostic Division, Elkhart/USA
Menzel GmbH & Co KG, Braunschweig/Deutschland
P. J. Dahlhausen & Co. GmbH, Kdln/Deutschland
Fluoreszent Mounting Medium, Dako Corporation,
Carpinteria/USA
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Mounting Medium for AEC Immunotech, Marseille/Frankreich

PCR-Reaktionsgefafr LTF-Labortechnik GmbH & Co.KG,
Wasserburg/Deutschland

Phase Lock Gel (PLG)-Reaktionsgefaf} Eppendorf AG, Hamburg/Deutschland

Polysine™ Obijekttrager Menzel GmbH & Co KG, Braunschweig/Deutschland

Reaktionsgefalie Eppendorf AG, Hamburg/Deutschland

Softasept®N B. Braun Melsungen AG/Deutschland

TissueTek Sakura Finetek, Zoeterwoude/Niederlande

U430 2.0 GeneChip® (Mouse Genome 430  Affymetrix™, Santa Clara/Kalifornien

2.0 Array)

Zellkulturschale SARSTEDT AG & Co., Numbrecht/Deutsch-land

A5 Ubersicht der verwendeten kommerziellen Kits

. RNeasy® Micro-Kit und RNeasy® Mini-Kit (Qiagen GmbH, Hilden/Deutschland)

» RNA 6000 Nano LabChip Kit und RNA 6000 Pico LabChip Kit (Agilent Technologies,
Waldbronn/Deutschland)

» Syringe Kit (Agilent Technologies, Waldbronn/Deutschland)

* Invisorb PCRapid Kit® (InViTek Gesellschaft fur Biotechnik & Biodesign mbH, Berlin/Deutschland)

. GeneChip® T7-Oligo(dT) Promotor Primer Kit (Affymetrix™, Santa Clara/Kalifornien)

e BioArray™ HighYield™ RNA Transcript Labeling Kit (T7) (Enzo Life Sciences, Inc., New
York/USA)

« GeneChip® Eykaryotic poly-A RNA Control Kit (Affymetrix™, Santa Clara/Kalifornien)

» Eukariotic Hybridization Control Kit (Affymetrix™, Santa Clara/Kalifornien)

» 5-Bromo-2‘-deoxy-uridine Labeling and Detection Kit Il (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim/Deutschland)

A.6 Ubersicht der verwendeten Puffer und Lésungen
A.6.1 PBS-Puffer fur die Histologie und Immunhistoc ~ hemie

0,01 M Na,HPO, x 2 H,0O
0,0027 M KH,PO,

0,137 M NaCl

in Agqua bidest geltst
ph=7,2

A.6.2 PBS-Puffer fur die BrdU-Farbung

PBS-Tabletten der Firma Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Minchen/Deutschland) wurden nach Vorschrift
in destilliertem Wasser gelost

A.6.3 PBS-Puffer fir die Praparation der Mause

Gebrauchsfertig von GIBCO® (Invitrogen GmbH, Karlsruhe/Deutschland)

A.6.4 TBS-Puffer (0,5 M Stamml6sung) fur die Immunh  istochemie

60,57 g TRIS

380 ml Salzséaure 1 mol/L

1000 ml Aqua dest

pH=75

Die Stammldsung wurde steril filtriert und in 100 ml Portionen bei -20 T eingefroren

Vor Verwendung wurden 100 ml Stamml&sung mit 900 ml physiologischer Kochsalzlésung verdinnt

A.6.5 ASB-Puffer fur die BrdU-Farbung

100 mM TRIS
100 mM NacCl
50 mM MgCl x 6 H20
in Agua bidest

A.6.6  5x cDNA Synthesis Buffer (Invitrogen GmbH, Ka  rIsruhe/Deutschland)

250 mM TRIS-Acetat (pH 8,4)
40 mM Magnesiumacetat
375 mM Kaliumacetat
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A.6.7

200 mM TRIS HCI (pH 8,4)

500 mM KClI

A.6.8

40 mM TRIS

20 mM Essigséaure
1 mM EDTA
pH=38,0

A.6.9

0,05 % Bromphenolblau
48 % Glycerin

Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE-Puffer) fur die

Stop-Mix fur die PCR

0,1 % Natrium-Dodecylsulfat

0,1 M EDTA

10x PCR Buffer (Invitrogen GmbH, Karlsruhe/De

A.6.10 Fragmentierungspuffer fir Microarray

400 mM Tris-Acetat
1 M Kaliumacetat

300 mM Magnesiumacetat

RNAse-freies Wasser

A.6.11 Hybridisierungspuffer fir Microarray

5 M NaCl
0,5 M EDTA
10% Tween 20

utschland)

Molekularbiologie
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12x MES Puffer (1,22 M MES free acid, Monohydrate, 0,89 M MES sodium salt, Molecular Biology Grade
UltraPure™ 20x SSPE Water, pH 6,5 — 6,7)
Molecular Biology Grade Water

A.6.12 Waschpuffer fir Microarray
Puffer A (nicht stringent)

6x SSPE
0,01 % Tween 20

Molecular Biology Grade Water

Puffer B (stringent)
100 mM MES Puffer
0,1 M NacCl

0,01 % Tween 20

Molecular Biology Grade Water

A7

Antikdrper fur Immunhistologie und Immunfluores

zenz

Die in dieser Arbeit verwendeten Antikdrper sind alle kommerziell erhéltlich und sind in den folgenden
Tabellen zusammengefasst:

A7.1

primare Antikdrper

Primarer Antikdrper lon penderorganismus Hersteller Verdlinnung
I e S,
s:c?l#erierende Zellen BMG 6H8 Maus llsﬂc;%?]ieljiﬁ?[r)lgj:lsccshland 1:10
_?_d;:nen 332%; 11 Armenischer Hamster ggﬁr\%ggﬁjns A 1:200
'I\:Agklr%’éﬁggi? ZQélZa) Ratte S?Jrs(;tgl_gorf/Deutschland 1:100
gg:uIOZWen (ITE((‘:Z%C):S Ratte ggﬁrgnc;ggﬁjn% 1:100
\éY1VdFothelzellen polyklonal Kaninchen gﬁ)k;gﬁ%gii?:ark 1:200
gtz:rsrfmzellen (ngAcgﬂzng Ratte ggﬁr‘?:)isng/eUnSA 1:50
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A.7.2  sekundare Antikorper
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Konjugierter sekundarerer Antikorper Hersteller Ver dinnung
Ziege anti armenischer Hamster IgG Cy3/Cy5 Dianova, Hamburg 1:300
Esel anti Kaninchen IgG Cy3/Cy5 Dianova, Hamburg 1:300
Esel anti Ratte IgG Cy3/Cy5 Dianova, Hamburg 1:300
Ziege anti Kaninchen 1gG Cy3/Cy5 Dianova, Hamburg 1:300
Esel anti Ziege 1gG Cy2 Dianova, Hamburg 1:100
A.8 PCR-Primer, die in der quantitativen Real Time  PCR eingesetzt wurden
Gen Fragmentlange Annealing- Primer-Sequenzen
Temperatur

5 CGGCAGAATGGAGGTTGGGAAG
Bcl2Ala 157 bp 65C 3 CCATTCTCGTGGGAGCCAAGG

5 GCAGCTGTTTCAAAGGCATGTGG
Cerl 159 bp 65C 3 CCTTCCTTGGTTGACACCTATGGTCTG

5 TGGGACAGAGGAAGTGGTGTGC
Cer2 150 bp 65C 3 GAGGCAGTTGCAAAGGTACTGAGGAG

5 TCCAGATGGCTTCTCCACACAAAC
Cers 230 bp 65C 3' CCAGGCCTCTGGTTTCACAATCG
Ctss 219 b 64 5 GGCGGCTACATGACCGAAGC
(Cathepsin S) P 3' GGCGTCGATGCCCACAGAGA

5 CCTGCTGGTGTGTGACGTTCC
IL-18 204 bp 66T 3 TTGAGGCCCAAGGCCACAGG

5 TGGAGTCACAGAAGGAGTGGCTAAGG
IL-6 152 bp 65T 3’ GACCACAGTGAGGAATGTCCACAAAC

5 CAGCACCAGCACCAGCCAAC
Mcp-1 245 bp 65T 3’ CAGCTTCTTTGGGACACCTGCTG

. 5 CTGACAAGCTCACCCTCTGTC

Mip-1a 230 bp 61T 3' GAAAATGACACCTGGCTGGG

5 GCCTGCACCCTCAGCAGGTT
Mmp-13 228 bp 61T 3' CCGCAGCGCTCAGTCTCTTCA

5 CCGCCAAGTGTGTGCCAACC
RANTES 213 bp 62 3 GTCGGAGCGGATGGAGATGC

5 TGGGAAGACATTGGCCAGTCC
Socs3 155 bp 64T 3 GCTGCTGCATTCCCGTGAGG
Sppl 11 b 56C 5 CCCAACGGCCGAGGTGATAG
(Osteopontin) P 3' CATGGCTGCCCTTTCCGTTG

. 5 TCACGGGCCGCCTAAGGAAC

Timp-1 207 bp 65C 3' CGAGGACCTGATCCGTCCACAA

5 TGTCCTGGAGGACCCAGTGTGG
TNFa 182 bp 65T 3’ GCGACAGCCTGGTCACCAAATC

5 ACACCATCCGCCAGGCACAG
veam-1 186 bp 65T 3 TCCCGATGGCAGGTATTACCAAGG
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A.9 Gene, die in der ApoE - im Vergleich zur WT-Aorta differentiell exprimier ~ t waren
fur Probesets ohne Genbezeichnung war zum Zeitpunkt der Auswertung keine Annotation
vorhanden
MW MW Fold Affymetrix
Genname Gensymbol p-Wert
WT ApoE-/- | Change Probeset ID
matrix metallopeptidase 12 Mmp12 34,7 5738,3 190,0 0,0061 | 1449153 at
secreted phosphoprotein 1 Sppl 99,7 11942,0 | 120,0 0,0009 | 1449254 at
interleukin 7 receptor 7r 12,7 530,0 44,0 0,0071 | 1448576 _at
ATPase, H+ transporting,
] Atp6v0d2 77,7 2562,3 43,0 0,0110 | 1444176_at
lysosomal VO subunit D2
CD5 antigen-like Cdsl 201,3 8563,3 42,0 0,0017 | 1449193 at
matrix metallopeptidase 13 Mmp13 22,7 1274,7 38,0 0,0190 | 1417256_at
brain expressed gene 1 Bex1 54,0 1848,3 35,0 0,0110 | 1448595 a_at
lipocalin 2 Lcn2 104,7 3893,0 34,0 0,0061 | 1427747 _a_at
mucolipin 3 Mcoln3 10,0 317,7 29,0 0,0061 | 1437540 at
interleukin 6 16 13,3 303,0 29,0 0,0085 | 1450297_at
triggering receptor
) Trem2 27,3 762,7 28,0 0,0061 | 1421792_s_at
expressed on myeloid cells 2
solute carrier family 15,
Slc15a3 48,3 1192,7 24,0 0,0070 | 1420697_at
member 3
Cd200 receptor 4 Cd200r4 17,0 308,7 22,0 0,0170 | 1435313 at
ATPase, H+ transporting,
) Atp6v0d2 118,0 2394,3 19,0 0,0061 | 1434798 _at
lysosomal VO subunit D2
chloride channel calcium
_ Clca2 25,3 399,3 19,0 0,0098 | 1419463 _at
activated 2
growth arrest-specific 2 like
3 Gas2I3 25,0 237,0 18,0 0,0340 | 1455980_a_at
ring finger protein 128 Rnf128 87,7 1459,7 16,0 0,0077 | 1418318 _at
paired-lg-like receptor Al Piral 40,0 562,3 16,0 0,0110 | 1418809 at
ring finger protein 128 Rnf128 74,3 1153,7 16,0 0,0083 | 1449036 _at
RIKEN cDNA 9930013L23 9930013L23
) 32,3 466,3 15,0 0,0051 | 1429987_at
gene Rik
chemokine (C-C motif)
) Ccl12 30,3 394,0 13,0 0,0061 | 1419282_at
ligand 12
serine (or cysteine)
peptidase inhibitor, clade A, | Serpina3g 23,0 307,3 13,0 0,0061 | 1424923 at
member 3G
procollagen, type I, alpha 1 | Col2al 89,3 1400,0 13,0 0,0110 | 1450567_a_at
glycoprotein
Gpnmb 787,0 9909,0 12,0 0,0030 | 1448303_at

(transmembrane) nmb
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MW MW Fold Affymetrix
Genname Gensymbol p-Wert
WT ApoE-/- | Change Probeset ID
DNA methyltransferase 3A Dnmt3a 17,3 251,7 12,0 0,0120 | 1423064 at
318,3 3798,3 12,0 0,0061 | 1436530 _at
23,7 271,7 11,0 0,0043 | 1434638_at
lectin, galactose binding,
Lgals3 827,7 9391,3 11,0 0,0051 | 1426808_at
soluble 3
G protein-coupled receptor
176 Gprl76 47,3 543,0 11,0 0,0061 | 1442116_at
leukocyte immunoglobulin-
like receptor, subfamily B ]
_ _ Lilrb3 49,7 578,0 11,0 0,0093 | 1424302_at
(with TM and ITIM domains),
member 3
integrin alpha X Itgax 179,7 2050,0 11,0 0,0061 | 1419128 at
B-cell leukemia/lymphoma 2
) Bcl2ala 157,3 1723,7 10,0 0,0076 | 1419004_s_at
related protein Ala
RIKEN cDNA 0610039P13 0610039P13
) 49,0 503,7 9,9 0,0061 | 1424032_at
gene Rik
leukocyte immunoglobulin-
like receptor, subfamily B, Lilrb4 614,3 6177,7 9,8 0,0055 | 1420394 s _at
member 4
lectin, galactose binding,
Lgals3 59,7 624,7 9,6 0,0071 | 1445626 _at
soluble 3
CD72 antigen Cd72 109,0 1079,0 9,6 0,0061 | 1426112 a_at
complement component 3a
C3arl 210,0 2116,7 9,5 0,0061 | 1442082_at
receptor 1
serum amyloid A 3 Saa3 114,0 1232,3 9,5 0,0120 | 1450826 _a_at
serine (or cysteine)
peptidase inhibitor, clade A, | Serpina3n 331,3 3083,7 9,5 0,0081 | 1419100 at
member 3N
cytoplasmic tyrosine kinase,
Dscr28C related Tec 41,7 365,7 9,5 0,0110 | 1460204 _at
(Drosophila)
membrane-spanning 4-
domains, subfamily A, Ms4a6d 169,0 1629,0 8,8 0,0076 | 1419598_at
member 6D
49,0 426,7 8,7 0,0083 | 1458943_at
CD84 antigen Cds4 186,0 1775,3 8,7 0,0082 | 1422875_at
NCK associated protein 1
Nckap1l 98,3 843,0 8,7 0,0110 | 1428787_at

like
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MW MW Fold Affymetrix
Genname Gensymbol p-Wert
WT ApoE-/- | Change Probeset ID
protein kinase inhibitor beta,
cAMP dependent, testis Pkib 36,7 272,0 8,6 0,0190 | 1421137 _a_at
specific
ecotropic viral integration .
) Evi2b 55,0 413,3 8,6 0,0200 | 1426505_at
site 2b
macrophage scavenger
Msrl 51,0 429,7 8,6 0,0078 | 1425434 a_at
receptor 1
proteoglycan 4
(megakaryocyte stimulating
) o Prg4 397,3 3909,0 8,6 0,0120 | 1449824 at
factor, articular superficial
zone protein)
membrane-spanning 4-
domains, subfamily A, Ms4a7 380,3 3341,7 8,6 0,0061 | 1424754 at
member 7
C-type lectin domain family
Clec7a 399,0 3395,0 8,3 0,0061 | 1420699 at
7, member a
DNA methyltransferase 3A Dnmt3a 29,3 300,7 8,3 0,0170 | 1423066_at
pleckstrin homology, Sec7
) ) ) Pscd4 125,0 1023,3 8,2 0,0070 | 1460437_at
and coiled/coil domains 4
secreted frizzled-related
) Sfrpl 49,0 396,7 8,0 0,0030 | 1416594 _at
sequence protein 1
chemokine (C-C motif)
) Ccl2 63,3 454.0 8,0 0,0230 | 1420380_at
ligand 2
coactosin-like 1
) ) Cotll 190,3 1523,0 7,7 0,0061 | 1437811_x_at
(Dictyostelium)
macrophage expressed
Mpegl 771,3 6081,0 7,6 0,0061 | 1427076_at
genel
interleukin 7 receptor I7r 159,0 1292,7 7,6 0,0081 | 1448575 at
paired-1g-like receptor A6 Pira6 176,3 1385,3 7,6 0,0061 | 1420464 _s_at
fatty acid binding protein 5,
) Fabp5 1085,3 7825,3 7,6 0,0096 | 1416022_at
epidermal
CD68 antigen Cd68 459,0 3631,3 7,5 0,0061 | 1449164 at
coactosin-like 1
) ) Cotll 375,0 2839,3 7.4 0,0061 | 1436838_x_at
(Dictyostelium)
colony stimulating factor 2
receptor, beta 2, low-affinity | Csf2rb2 163,3 1288,0 7,3 0,0075 | 1449360 at

(granulocyte-macrophage)
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MW MW Fold Affymetrix
Genname Gensymbol p-Wert
WT ApoE-/- | Change Probeset ID

vascular cell adhesion

Vcaml 185,3 1409,7 7,3 0,0061 | 1436003_at
molecule 1
heme oxygenase (decycling)
1 Hmox1 57,0 380,0 7,0 0,0150 | 1448239 at
colony stimulating factor 2
receptor, beta 1, low-affinity | Csf2rbl 94,3 661,0 7,0 0,0150 | 1421326 at
(granulocyte-macrophage)
annexin A8 Anxa8 123,7 900,7 7,0 0,0068 | 1425789 s at
complement component 3a

C3arl 238,7 1616,0 6,6 0,0077 | 1419482_at
receptor 1
chemokine (C-X-C motif)
) Cxcll 182,3 1229,0 6,5 0,0075 | 1419209 at
ligand 1
eosinophil-associated,
ribonuclease A family, Ear3 38,7 196,3 6,5 0,0440 | 1422412 x_at
member 3
) 1448452 _at
interferon regulatory factor 8 | Irf8 79,3 501,0 6,4 0,0110
complement component 3a

C3arl 362,3 2394,3 6,3 0,0078 | 1419483 _at
receptor 1
membrane-spanning 4-
domains, subfamily A, Ms4a6d 220,3 1464,0 6,1 0,0083 | 1419599 s at
member 6D
arylacetamide deacetylase-
) Aadacll 143,3 909,0 6,1 0,0093 | 1455227 _at
like 1
macrophage scavenger

Msrl 81,0 491,7 6,1 0,0120 | 1422062_at
receptor 1
protein kinase C, beta 1 Prkcbl 31,7 202,7 6,0 0,0083 | 1423478 _at
lymphocyte cytosolic protein
1y phocyte et P Lepl 541,0 3358,3 59 0,0077 | 1415983_at
chemokine (C-X-C motif)
) Cxcl16 172,3 1050,7 59 0,0061 | 1449195 s at
ligand 16
phospholipase A2, group VII
(platelet-activating factor Pla2g7 307,0 1491,3 59 0,0370 | 1430700_a_at
acetylhydrolase, plasma)
lymphocyte cytosolic protein
1y phocyte et P Lepl 335,7 2046,0 59 0,0061 | 1448160 _at
cathepsin S Ctss 1934,7 11059,3 | 5,6 0,0050 | 1448591 at
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MW MW Fold Affymetrix
Genname Gensymbol p-Wert
WT ApoE-/- | Change Probeset ID
chemokine (C-C motif)
Ccrb 132,3 763,0 5,6 0,0110 | 1424727 _at
receptor 5
coactosin-like 1
) ) Cotll 276,7 1597,7 55 0,0070 | 1416002_x_at
(Dictyostelium)
fatty acid binding protein 5,
) Fabp5 1988,7 10184,7 | 5,5 0,0110 | 1416021_a_at
epidermal
interleukin 18 binding protein | 1118bp 102,0 482,7 55 0,0450 | 1450424 a_at
B-cell linker Blnk 195,3 1092,7 54 0,0070 | 1451780 _at
tissue inhibitor of )
) Timpl 844.,7 4676,0 53 0,0075 | 1460227 _at
metalloproteinase 1
TYRO protein tyrosine
_ o ) Tyrobp 970,7 5273,7 53 0,0070 | 1450792_at
kinase binding protein
PCTAIRE-maotif protein
. Pctk3 74,0 372,3 52 0,0130 | 1449151_at
kinase 3
integrin beta 2 Itgbh2 545,7 3058,3 52 0,0096 | 1450678 _at
ATP-binding cassette, sub-
family G (WHITE), member 1 | Abcgl 86,0 463,0 5,2 0,0110 | 1455221 _at
lysosomal-associated protein
Laptm5 858,3 4501,0 52 0,0061 | 1436905 x_at
transmembrane 5
G protein-coupled receptor
Gprl37b 374,0 2008,0 51 0,0070 | 1429775 _a_at
137B
Fc receptor, IgG, low affinity
" Fcgr3 374,7 1999,3 51 0,0110 | 1448620 _at
lipoma HMGIC fusion
) Lhfpl2 215,7 1174,3 51 0,0096 | 1434129 s _at
partner-like 2
hepatocyte growth factor Hgf 49,7 220,3 51 0,0230 | 1451866 _a_at
annexin A8 Anxa8 181,7 894,3 51 0,0096 | 1417732_at
a disintegrin and
] ] Adam8 223,7 1185,3 51 0,0083 | 1416871_at
metallopeptidase domain 8
pleckstrin Plek 169,3 828,7 51 0,0190 | 1417523 _at
brain abundant, membrane
) ) Baspl 332,3 1716,3 4,9 0,0083 | 1428572_at
attached signal protein 1
frizzled-related protein Frzb 377,3 1870,3 49 0,0061 | 1448424 at
coronin, actin binding protein
Corola 345,7 1705,3 4,8 0,0150 | 1416246 _a_at

1A
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MW MW Fold Affymetrix
Genname Gensymbol p-Wert
WT ApoE-/- | Change Probeset ID
colony stimulating factor 2
receptor, beta 1, low-affinity | Csf2rbl 286,7 1407,3 4,8 0,0061 | 1455660 at
(granulocyte-macrophage)
expressed sequence
AA467197 71,7 359,3 4.8 0,0110 | 1434046_at
AA467197
complement component 1, q
subcomponent, beta Clgb 1158,3 5541,3 4,7 0,0061 | 1417063_at
polypeptide
RIKEN cDNA 6330416G13 6330416G13
) 66,7 297,0 4,6 0,0220 | 1426316_at
gene Rik
chemokine (C-C motif)
) Ccl8 659,3 3139,0 4,6 0,0110 | 1419684 _at
ligand 8
CDA48 antigen Cd48 186,7 910,0 4,6 0,0150 | 1427301_at
chemokine (C-X-C motif)
Cxcr4 120,3 599,7 4,6 0,0150 | 1448710 _at
receptor 4
CD38 antigen Cd38 132,7 631,3 4,6 0,0110 | 1450136_at
complement component 1, q
) Clqc 1690,0 7878,7 4,5 0,0070 | 1449401_at
subcomponent, C chain
cholesterol 25-hydroxylase Ch25h 124,7 579,0 4,5 0,0085 | 1449227 at
coronin, actin binding protein
A Corola 351,3 1628,7 4,5 0,0120 | 1455269 a_at
Ena-vasodilator stimulated
) Evi 110,7 504,3 4,5 0,0096 | 1450106 _a_at
phosphoprotein
leukocyte-associated Ig-like ]
Lairl 45,3 180,3 4.4 0,0350 | 1439067_at
receptor 1
uncoupling protein 2
(mitochondrial, proton Ucp2 225,0 922,0 4,3 0,0110 | 1459740 s_at
carrier)
G-protein coupled receptor
65 Gpr65 75,3 308,7 4,3 0,0190 | 1449175 _at
histocompatibility 2, class Il
_ H2-Aa 1019,0 4475,0 4,3 0,0070 | 1438858 x_at
antigen A, alpha
neutrophil cytosolic factor 2 Ncf2 161,7 712,7 4,3 0,0082 | 1448561 _at
chemokine (C-X-C motif)
) Cxcl5 51,0 216,3 4,2 0,0160 | 1419728 _at
ligand 5
C-type lectin domain family
Clecad 175,0 779,7 4,2 0,0120 | 1420804_s_at

4, member d
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MW MW Fold Affymetrix
Genname Gensymbol p-Wert
WT ApoE-/- | Change Probeset ID
eosinophil-associated,
ribonuclease A family, Ear3 208,0 864,7 4,2 0,0093 | 1422411 s_at
member 3
histocompatibility 2, class Il
. H2-Aa 241,0 972,3 4,2 0,0120 | 1443783_x_at
antigen A, alpha
G protein-coupled receptor
Gprl37b 878,0 3813,3 4,2 0,0077 | 1439255 s_at
137B
RIKEN cDNA 1300002K09 1300002K09
) 85,3 382,0 4,2 0,0120 | 1453234 _at
gene Rik
lysosomal acid lipase 1 Lipl 403,3 1776,0 4,2 0,0110 | 1423140 at
G protein-coupled receptor
Gprl37b 459,7 1979,0 4,2 0,0078 | 1439256 x_at
137B
complement component 1, q
subcomponent, beta Clgb 1742,3 7430,0 4,2 0,0061 | 1437726_x_at
polypeptide
CD53 antigen Cds3 750,3 3187,7 4,2 0,0081 | 1448617 at
cytochrome b-245, beta
) Cybb 383,0 1616,0 4,1 0,0061 | 1436778_at
polypeptide
CD300 antigen like family
Cd300Ib 171,7 725,3 4,1 0,0061 | 1445882_at
member B
selectin, platelet Selp 120,3 491,7 4,1 0,0062 | 1440173_x_at
ecotropic viral integration _
) Evi2a 97,7 392,3 4,1 0,0170 | 1443894 _at
site 2a
ecotropic viral integration .
) Evi2a 316,7 1335,3 4,1 0,0100 | 1450241_a_at
site 2a
pleckstrin Plek 604,3 2427,0 4,0 0,0250 | 1448748 at
pleckstrin homology, Sec7
and coiled-coil domains, Pscdbp 121,7 481,3 4,0 0,0082 | 1451206_s_at
binding protein
leukocyte-associated Ig-like )
Lairl 112,0 461,0 4,0 0,0086 | 1444040 _at
receptor 1
colony stimulating factor 2
receptor, alpha, low-affinity Csf2ra 233,3 947,0 4,0 0,0061 | 1420703_at
(granulocyte-macrophage)
G protein-coupled receptor
Gprl37b 409,0 1692,3 4,0 0,0082 | 1449670_x_at
137B
Ena-vasodilator stimulated
Evl 328,3 1360,7 4,0 0,0096 | 1434920 _a_at

phosphoprotein
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MW MW Fold Affymetrix
Genname Gensymbol p-Wert
WT ApoE-/- | Change Probeset ID
chemokine (C-C motif)
Ccr2 162,0 644,0 3,9 0,0061 | 1421186_at
receptor 2
ATP-binding cassette, sub-
) Abcal 158,3 611,7 3,9 0,0061 | 1450392_at
family A (ABC1), member 1
chemokine (C-C motif)
) Ccl6 512,3 2090,3 3,9 0,0110 | 1420249 s_at
ligand 6
Fc receptor, IgE, high affinity
) Fcerlg 693,7 2811,7 3,9 0,0098 | 1418340 _at
I, gamma polypeptide
proline-serine-threonine
phosphatase-interacting Pstpipl 110,3 383,7 3,9 0,0370 | 1424560 _at
protein 1
histocompatibility 2, class Il
. H2-Abl 379,0 1518,0 3,9 0,0150 | 1425477_x_at
antigen A, beta 1
procollagen, type VI, alpha
1 Col8al 603,0 2320,7 3,8 0,0051 | 1455627_at
ATP-binding cassette, sub-
) Abcal 4277 1676,3 3,8 0,0070 | 1421839 at
family A (ABC1), member 1
RIKEN cDNA 4933439C20 4933439C20
) 422,3 1584,7 3,8 0,0051 | 1453145 _at
gene Rik
CD200 receptor 1 Cd200r1 108,3 392,0 3,8 0,0120 | 1422191 _at
polo-like kinase 2
) Plk2 144,0 549,7 3,8 0,0093 | 1427005_at
(Drosophila)
chemokine (C-C motif)
) Ccl6 1125,7 4279,3 3,7 0,0110 | 1417266_at
ligand 6
protein tyrosine
phosphatase, receptor type, | Ptpre 157,7 606,0 3,7 0,0100 | 1418539 a_ at
E
Fc fragment of IgG, low
o Fcgr3a 239,0 923,3 3,7 0,0081 | 1425225 _at
affinity llla, receptor
suppressor of cytokine
) ) Socs3 428,7 1640,3 3,7 0,0082 | 1456212 x_at
signaling 3
Cd300D antigen Cd300d 264,3 1002,3 3,7 0,0081 | 1428018 a_at
phospholipase D family,
PId3 723,0 2751,7 3,7 0,0083 | 1416013 _at
member 3
ATP-binding cassette, sub-
Abcgl 610,3 2290,0 3,7 0,0070 | 1423570 _at

family G (WHITE), member 1
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MW MW Fold Affymetrix
Genname Gensymbol p-Wert
WT ApoE-/- | Change Probeset ID
complement component 1, q
subcomponent, alpha Clga 1777,0 6527,7 3,7 0,0061 | 1417381 _at
polypeptide
chloride channel calcium
. Clca2 151,3 550,0 3,6 0,0100 | 1460259 s_at
activated 2
integrin alpha M Itgam 122,7 458,7 3,6 0,0081 | 1422046 _at
vascular cell adhesion
Vcaml 960,3 3543,0 3,6 0,0082 | 1451314 a_at
molecule 1
complement component 1, q
subcomponent, beta Clgb 15427 5857,7 3,6 0,0110 | 1434366_x_at
polypeptide
lymphocyte antigen 86 Ly86 484,0 1822,3 3,6 0,0100 | 1422903 _at
pleckstrin Plek 536,7 2004,7 3,6 0,0230 | 1448749 at
interleukin 1 receptor
) lI1lrn 157,7 603,0 3,6 0,0130 | 1451798_at
antagonist
synaptogyrin 1 Syngrl 269,3 992,3 3,6 0,0120 | 1419289 a_at
Rho GTPase activating
. Arhgap25 1223 464,0 3,6 0,0110 | 1437072_at
protein 25
G protein-coupled receptor
Gprl37b 498,3 1835,0 3,6 0,0078 | 1450882_s_at
137B
RasGEF domain family,
Rasgeflb 96,3 354,3 3,6 0,0071 | 1454742 _at
member 1B
thrombospondin 1 Thbs1 904,7 3216,0 3,6 0,0061 | 1460302_at
Fc receptor, IgG, high affinity
| Fcgrl 181,0 651,7 3,5 0,0067 | 1417876_at
chemokine (C-X-C motif)
) Cxcl13 97,7 353,7 3,5 0,0120 | 1417851_at
ligand 13
CD44 antigen Cda4 181,7 640,7 3,5 0,0077 | 1452483 a_at
G protein-coupled receptor
35 Gpr35 78,7 281,3 3,5 0,0120 | 1449976_a_at
plexin C1 Pixncl 114,3 404,7 3,5 0,0083 | 1450905_at
protein tyrosine
phosphatase, non-receptor Ptpnsl 975,3 3442,3 3,4 0,0082 | 1416985_at
type substrate 1
solute carrier family 37
(glycerol-3-phosphate Slc37a2 146,0 520,0 3,4 0,0380 | 1452492 a_at

transporter), member 2
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MW MW Fold Affymetrix
Genname Gensymbol p-Wert
WT ApoE-/- | Change Probeset ID
histocompatibility 2, class Il
. H2-Abl 619,3 2181,0 3,4 0,0071 | 1451721 a_at
antigen A, beta 1
histocompatibility 2, class Il
. H2-Ea 864,7 3077,3 3,4 0,0110 | 1452431_s_at
antigen E alpha
toll-like receptor 1 Tirl 104,3 378,7 3,4 0,0270 | 1449049 at
Rho GTPase activating
_ Arhgap9 93,0 321,7 3,4 0,0120 | 1419810 _x_at
protein 9
arylacetamide deacetylase-
) Aadacll 126,3 420,3 3,3 0,0082 | 1435134 _at
like 1
vascular cell adhesion
Vcaml 2128,0 7156,3 3,3 0,0061 | 1448162_at
molecule 1
hexokinase 3 Hk3 256,3 875,7 3,3 0,0082 | 1442798 x_at
myosin IF Myolf 152,3 519,7 3,3 0,0096 | 1429524 at
lysosomal-associated protein
Laptm5 704,3 2376,7 3,3 0,0082 | 1426025_s_at
transmembrane 5
CD52 antigen Cd52 563,0 1882,7 3,3 0,0083 | 1460218_at
vav 1 oncogene Vavl 75,7 245,7 3,3 0,0220 | 1422932_a_at
hepatocyte growth factor Hgf 88,0 260,0 3,3 0,0250 | 1425379 at
procollagen, type VI, alpha
1 Col8al 4177 1360,3 3,2 0,0078 | 1418440 _at
chemokine (C-C motif)
) Ccl9 827,0 2664,0 3,2 0,0190 | 1417936_at
ligand 9
myosin IF Myo1f 153,3 524.,0 3,2 0,0120 | 1429525 s _at
G protein-coupled receptor
Gprl37b 908,7 3066,0 3,2 0,0110 | 1450881_s_at
137B
legumain Lgmn 1936,0 6372,0 3,2 0,0081 | 1448883 _at
cathepsin L Ctsl 169,3 573,7 3,2 0,0110 | 1457724 at
Fc receptor, IgG, low affinity
iib Fcgr2b 288,7 932,7 3,2 0,0083 | 1455332_x_at
[
expressed sequence
Al662270 1247 405,7 3,2 0,0120 | 1434068_s_at
Al662270
cyclin D1 Ccndl 141,0 402,3 3,2 0,0440 | 1417419 at
glucuronidase, beta Gusb 365,0 1208,7 3,2 0,0110 | 1430332_a_at
76,3 245,0 3,2 0,0070 | 1445385 _at
syndecan 3 Sdc3 150,0 475,7 3,2 0,0051 | 1436482 _a_at
lipoma HMGIC fusion
Lhfpl2 221,7 753,0 3,2 0,0150 | 1434130 _at

partner-like 2
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MW MW Fold Affymetrix
Genname Gensymbol p-Wert
WT ApoE-/- | Change Probeset ID
tumor necrosis factor, alpha- .
) ) Tnfaip2 593,7 1975,0 3,2 0,0120 | 1438855_x_at
induced protein 2
Fc receptor, IgG, low affinity
ib Fcgr2b 4747 1544,3 3,2 0,0150 | 1451941 a_at
[
toll-like receptor 13 TIrl3 159,3 514,3 3,2 0,0061 | 1457753 at
313,0 988,7 3,2 0,0061 | 1439965_at
protein tyrosine
phosphatase, receptor type, | Ptprc 785,7 2537,3 3,2 0,0130 | 1422124 a_at
C
glucuronidase, beta Gusb 880,3 2828,3 31 0,0096 | 1448124 at
cDNA sequence BC013672 | BC013672 93,3 277,7 3,1 0,0170 | 1451777 _at
lipoma HMGIC fusion
) Lhfpl2 234,3 767,3 31 0,0140 | 1454847 _at
partner-like 2
dedicator of cyto-kinesis 2 Dock?2 187,3 578,3 3,1 0,0081 | 1422808_s_at
antigen identified by )
) ) Mki67 100,7 314,3 3,1 0,0110 | 1426817_at
monoclonal antibody Ki 67
frizzled-related protein Frzb 1437,0 44240 3,1 0,0110 | 1416658 at
C-type lectin domain family
Clec4n 187,7 601,7 3,1 0,0150 | 1419627_s_at
4, member n
myosin Va Myo5a 279,7 881,7 3,1 0,0110 | 1419754 _at
N-acetylneuraminate
Npl 183,0 609,7 3,0 0,0220 | 1424265 _at
pyruvate lyase
selectin, platelet Selp 155,7 468,7 3,0 0,0083 | 1449906 _at
matrix metallopeptidase 14
) Mmpl4 202,3 613,7 3,0 0,0077 | 1416572_at
(membrane-inserted)
chemokine (C-X-C motif)
) Cxcl16 485,0 1494,3 3,0 0,0077 | 1418718 _at
ligand 16
C-type lectin domain family
Clec4a3 240,0 734,7 3,0 0,0110 | 1429954 at
4, member a3
Fc receptor, IgG, low affinity
b Fcgr2b 722,0 2238,0 3,0 0,0110 | 1435477_s_at
macrophage scavenger
Msrl 260,7 820,0 3,0 0,0170 | 1448061_at
receptor 1
CD300A antigen Cd300a 244,7 759,0 3,0 0,0110 | 1435903_at
protein kinase C, beta 1 Prkcbl 365,3 1123,7 3,0 0,0110 | 1460419 a at
arrestin, beta 2 Arrb2 201,3 592,0 3,0 0,0130 | 1451987 _at
spleen tyrosine kinase Syk 140,3 429,3 3,0 0,0120 | 1418262_at
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MW MW Fold Affymetrix
Genname Gensymbol p-Wert
WT ApoE-/- | Change Probeset ID
tumor necrosis factor
receptor superfamily,
Tnfrsfllb 765,3 2264,3 3,0 0,0061 | 1449033_at
member 11b
(osteoprotegerin)
prostaglandin-endoperoxide
Ptgs2 311,0 925,3 3,0 0,0061 | 1417262_at
synthase 2
centaurin, alpha 2 Centa2 84,3 2447 29 0,0093 | 1425639 at
chemokine (C-C motif)
Ccr2 76,3 224,7 29 0,0071 | 1421187 _at
receptor 2
lysosomal acid lipase 1 Lipl 1123,3 3432,3 29 0,0140 | 1450872_s_at
RAS-related C3 botulinum
Rac2 476,7 1426,0 2,9 0,0120 | 1417620 _at
substrate 2
tetratricopeptide repeat
) Ttc9 148,3 435,3 29 0,0070 | 1455649 at
domain 9
RIKEN cDNA 1500015010 1500015010
) 540,0 1676,0 29 0,0210 | 1460049 s_at
gene Rik
collagen triple helix repeat
o Cthrcl 181,3 540,3 29 0,0110 | 1452968_at
containing 1
RIKEN cDNA 5430435G22 5430435G22
) 311,7 915,7 2,9 0,0083 | 1424987 _at
gene Rik
thrombospondin 1 Thbs1 1704,7 4921,7 29 0,0051 | 1421811 at
CD300 antigen like family
Cd300If 194,3 592,0 2,9 0,0160 | 1427994 _at
member F
ring finger protein 149 Rnf149 762,3 2306,3 29 0,0170 | 1429321 at
chemokine (C-C motif)
) Ccl9 490,3 1416,7 29 0,0170 | 1448898_at
ligand 9
tumor necrosis factor
receptor superfamily,
Tnfrsfllb 135,3 409,0 29 0,0140 | 1418309 at
member 11b
(osteoprotegerin)
C-type lectin domain family
Clec4a2 166,3 484.,7 2,9 0,0130 | 1425407_s_at
4, member a2
cytochrome b-245, beta
) Cybb 220,3 641,0 2,9 0,0083 | 1422978 _at
polypeptide
caspase 4, apoptosis-related
) ) Casp4 311,0 892,3 29 0,0070 | 1449591_at
cysteine peptidase
syndecan 3 Sdc3 649,0 1875,3 29 0,0017 | 1450027_at
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MW MW Fold Affymetrix
Genname Gensymbol p-Wert
WT ApoE-/- | Change Probeset ID
retinoic acid receptor
responder (tazarotene Rarresl 350,0 984,7 29 0,0078 | 1438055 at
induced) 1
vascular cell adhesion
Vcaml 1182,7 3441,3 29 0,0071 | 1415989 at
molecule 1
allograft inflammatory factor _
L Aifl 241,3 707,0 2,8 0,0086 | 1418204 s_at
C-type lectin domain family
Clec4n 1147 332,0 2,8 0,0170 | 1425951 a_at
4, member n
chloride channel calcium
_ Clcal 147,7 414,3 2,8 0,0071 | 1417852_x_at
activated 1
serine (or cysteine)
peptidase inhibitor, clade A, | Serpina3m 100,7 323,7 2,8 0,0430 | 1421921 at
member 3M
prostaglandin D2 synthase
o Ptgds2 85,7 235,7 2,8 0,0200 | 1421492_at
2, hematopoietic
runt related transcription
Runx1 80,7 229,3 2,8 0,0210 | 1440878_at
factor 1
neuropilin 2 Nrp2 234,0 654,3 2,8 0,0110 | 1435349 at
interferon regulatory factor 8 | Irf8 256,7 746,3 2,8 0,0120 | 1416714 at
regulator of G-protein
) ) Rgsl 152,3 424.3 2,8 0,0070 | 1417601 _at
Oignalling 1
interleukin 2 receptor,
) l12rg 536,7 1500,3 2,8 0,0083 | 1416295 a_at
gamma chain
suppressor of cytokine
) ) Socs3 604,3 1735,3 2,8 0,0093 | 1455899 x_at
signaling 3
capping protein (actin
] o Capg 978,0 2755,0 2,8 0,0082 | 1450355 _a_at
filament), gelsolin-like
cDNA sequence BC052328 | BC052328 175,3 527,0 2,8 0,0300 | 1435375 _at
cDNA sequence AB124611 | AB124611 150,7 421,7 2,8 0,0150 | 1438475 _at
protein tyrosine
phosphatase, receptor type, | Ptpre 308,3 898,7 2,8 0,0150 | 1418540 _a_at
E
leukocyte specific transcript
1 Lstl 164,3 469,7 2,8 0,0190 | 1425548 a_at
nuclear factor of kappa light
polypeptide gene enhancer Nfkbie 107,0 305,3 2,8 0,0150 | 1458299 s at

in B-cells inhibitor, epsilon
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MW MW Fold Affymetrix
Genname Gensymbol p-Wert
WT ApoE-/- | Change Probeset ID
CD83 antigen Cd83 206,0 589,0 2,8 0,0150 | 1416111 _at
coactosin-like 1
) . Cotll 486,0 1356,7 2,8 0,0076 | 1436236_x_at
(Dictyostelium)
baculoviral IAP repeat- .
o Bircle 131,7 365,7 2,8 0,0120 | 1421525 a_at
containing le
thrombospondin 1 Thbsl 483,0 1338,0 2,8 0,0061 | 1450377_at
lysozyme Lyzs 4387,3 12085,3 | 2,7 0,0061 | 1423547 _at
cDNA sequence BC004044 | BC004044 209,3 562,3 2,7 0,0130 | 1443827_x_at
suppressor of cytokine
) ) Socs3 353,3 959,0 2,7 0,0100 | 1416576_at
signaling 3
v-maf musculoaponeurotic
fibrosarcoma oncogene Mafb 465,3 1333,7 2,7 0,0190 | 1451716_at
family, protein B (avian)
expressed sequence
Al662270 193,3 548,7 2,7 0,0130 | 1434067_at
Al662270
growth arrest and DNA-
) ] Gadd45a 263,7 701,0 2,7 0,0110 | 1449519 at
damage-inducible 45 alpha
CD74 antigen (invariant
polypeptide of major
) o Cd74 2677,0 7363,3 2,7 0,0082 | 1425519 a_at
histocompatibility complex,
class Il antigen-associated)
macrophage scavenger
Msr2 412,3 1154,0 2,7 0,0120 | 1448891 _at
receptor 2
neutrophil cytosolic factor 4 Ncf4 198,7 563,7 2,7 0,0220 | 1418465 at
dimethylarginine
) ) Ddah1l 223,7 610,3 2,7 0,0061 | 1429298_at
dimethylaminohydrolase 1
RIKEN cDNA 2610307008 2610307008
) 127,7 350,0 2,7 0,0120 | 1447621_s_at
gene Rik
chemokine (C-C motif)
) Ccl7 117,7 330,0 2,7 0,0200 | 1421228 _at
ligand 7
DNA segment, Chr 17, D17H6S56E-
129,0 333,0 2,7 0,0150 | 1417821 _at
human D6S56E 5 5
heparan sulfate 6-O-
Hs6st2 179,3 477,3 2,7 0,0055 | 1450047_at
sulfotransferase 2
tRNA phosphotransferase 1 | Trptl 638,7 1661,0 2,7 0,0370 | 1456014 s _at
395,3 1014,0 2,6 0,0180 | 1435144 at
galactosidase, alpha Gla 193,0 551,0 2,6 0,0300 | 1418248 at
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MW MW Fold Affymetrix
Genname Gensymbol p-Wert
WT ApoE-/- | Change Probeset ID
ribosomal protein S6 kinase
) Rps6kal 157,0 423,7 2,6 0,0083 | 1416896_at
polypeptide 1
tumor necrosis factor, alpha- .
) ) Tnfaip2 416,7 1117,0 2,6 0,0083 | 1416273_at
induced protein 2
RIKEN cDNA 1500015010 1500015010
) 469,7 1252,7 2,6 0,0110 | 1423261_at
gene Rik
tumor necrosis factor, alpha- _
) ) ) Tnfaip8I2 1427 369,7 2,6 0,0061 | 1452948 at
induced protein 8-like 2
leukocyte-associated Ig-like )
Lairl 143,3 381,3 2,6 0,0380 | 1430447 _a_at
receptor 1
RIKEN cDNA 0610011104 0610011104
) 4457 1167,7 2,6 0,0091 | 1441811 x_at
gene Rik
cytochrome b-245, beta
) Cybb 339,0 897,0 2,6 0,0093 | 1436779 _at
polypeptide
glycine amidinotransferase
(L-arginine:glycine Gatm 146,7 380,7 2,6 0,0120 | 1423569 at
amidinotransferase)
UDP-Gal:betaGIcNAc beta
1,4-galactosyltransferase, B4galt5 333,7 879,7 2,6 0,0160 | 1433617_s_at
polypeptide 5
matrix metallopeptidase 14
] Mmpl4 781,7 2050,0 2,6 0,0081 | 1448383_at
(membrane-inserted)
GTP cyclohydrolase 1 Gcechl 111,3 286,7 2,6 0,0240 | 1420499 at
CD44 antigen Cd44 1242,0 3257,7 2,6 0,0110 | 1423760_at
protein tyrosine
phosphatase, non-receptor Ptpnsl 450,0 1189,7 2,6 0,0097 | 1448534 at
type substrate 1
cathepsin K Ctsk 926,7 2517,0 2,6 0,0250 | 1450652_at
interferon activated gene _
Ifi202b 486,0 1234,0 2,6 0,0100 | 1452348 s_at
202B
CD22 antigen Cd22 275,7 719,3 2,6 0,0110 | 1419768_at
UDP-N-acetyl-alpha-D-
galactosamine:polypeptide
N- Galnt12 92,7 254,3 25 0,0360 | 1437760_at
acetylgalactosaminyltransfer
ase 12
interferon activated gene .
Ifi203 226,3 592,0 25 0,0110 | 1457035_at

203
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MW MW Fold Affymetrix
Genname Gensymbol p-Wert
WT ApoE-/- | Change Probeset ID
leupaxin Lpxn 192,3 503,0 2,5 0,0120 | 1424965 at
histocompatibility 2, class Il
. H2-Eb1l 1733,3 4405,7 25 0,0072 | 1417025_at
antigen E beta
WNT1 inducible signaling .
) Wispl 173,3 429,0 25 0,0200 | 1448593_at
pathway protein 1
DNA segment, Chr 1,
) D1Ertd471le | 135,7 332,3 25 0,0110 | 1436221_at
ERATO Doi 471, expressed
topoisomerase (DNA) Il
Top2a 133,3 335,0 25 0,0030 | 1454694 a_at
alpha
sterol O-acyltransferase 1 Soatl 453,7 1161,7 25 0,0082 | 1417696_at
lymphocyte cytosolic protein
ymphocyte eyt P Lcp2 154,7 384,0 25 0,0200 | 1418641 _at

2
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