Dkk1 beeinflusst quantitativ die Stabilitat und
GroRe atherosklerotischer Plaques im

Mausmodell

Inaugural-Dissertation

Zur Erlangung des Doktorgrades
der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat

der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf

vorgelegt von

Julia Dronka

aus Wuppertal

Wuppertal, Juli 2016



aus dem Institut fir Entwicklungs- und Molekularbiologie der Tiere (EMT)

der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf

Gedruckt mit der Genehmigung der
Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat der

Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf

Referent: Prof. Dr. Ulrich Ruther
Korreferent: Prof. Dr. Malte Kelm

Tag der mundlichen Prufung: 14.11.2016



Inhalt

Inhaltsverzeichnis

INHALTSVERZEICHNIS ....ootiiiiinmsmssmsssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssssnssnssasssssssssssssnssnsens 11

L.EINLEITUNG ..oouticiucsumsucsussessesssssssssssssssssssssassassansasssssssssssssssssssssssssassassassass s snss s sss s s sssnssnsssssnssnsenssnssssssassens 5
1.1 ATHEROSKLEROSE ...cuutuuttseuseesseessesssesssesssesssesssesssesssessesssesssasssesssssssesssssssesasessssssesssssssesssssssessssessesasesssesssesasessssssssssasess 5
1.2 DER KANONISCHE WNT-SIGNALWEG UND SEINE ROLLE IN DER ATHEROSKLEROSE w...ccuunmreessmeessssssssssanes 9
1.4 DKK1 UND SEINE MOGLICHE ROLLE IN DER ATHEROSKLEROSE ..cuuvvtuummeessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssans 11
1.3 DKK1 ALS ANTAGONIST DES WNT-SIGNALWEGES ..curueerssmresssssesssmmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssans 12
1.5 APOE/- MAUSMODELL DER ATHEROSKLEROSE....u.cvtuumesssmmsessssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssans 13
1.6 ZIEL DIESER ARBEIT uuuccvvuumressssssessssssssssssssssssssssssssesssssssssesssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssessssssesssssssasssssssssssssns 14

2. MATERIAL UND METHODEN.......ccussmsumsursersersesssssessessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassassassssssssssssssssssessens 15
2.1 SALZFALLUNG VON DNA AUS SCHWANZSPITZEN.....ccuuumeesssmressssssssssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 15
2.2 POLYMERASE-KETTEN-REAKTION (PCR) ooveuitritiniseiseissisesssssssssssss s ssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssanes 15
2.3 GENOTYPISIERUNG DURCH PCR w.cccouurevurreesssesssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssassssssesssss 17
2.4 AGAROSE-GELELEKTROPHORESE w.couuvstusmessssmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssassssssesssss 17
2.5 TIERHALTUNG UND ZUCHT wuuueeusumeessssseesssssesessssssesssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssassssssssssss 18
2.6 ZUCHT DER APOE"/~; DKK1#/- MAUSLINIE wvovuumressssseesssssessssssesssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssassssssesssss 19
2.7 PROVOKATION DER ATHEROSKLEROSE IN DEN APOE~/-;DKK1+/* UND APOE-/;DKK1+/- MAUSEN ............ 19
2.8 ERMITTLUNG DER KORPERMASSENANTEILE ..uucvvussueesssseessssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssesssss 19
2.9 ORGANISOLIERUNG UND PRAPARATION DES TRUNCUS BRACHIOCEPHALICUS coovvevureseesssssessssssesssssssssseseess 20
2.1.0 SERUMGEWINNUNG wvvuuueeessseessssseeessssseessssssesssssesesssssssssssesssssssesssssssesssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssesssssssasssssssenesss 21
2.11 MESSUNG VON BLUTPARAMETERN IM MAUSSERUM ..c.couummeersmmsessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssss 21
2.12 RNA-ISOLIERUNG AUS GEWEBE w.couuuvuvusmressssmeesssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssassssssesssss 21
2.13 REVERSE TRANSKRIPTASE PCR/ CDNA SYNTHESE...uucccuueessseessssssssssmmssssssssssssssssssssssssssnsssssssssssssssesssss 22
2. 14 REAL-TIME PCR ettt es st st 23
2.15 SQRT-PCRS cetttiriereessissessesssssesssessssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssessssssss s s ssssssasssssssssssssssssssssasssnsssssasssnsssssnsanes 24
2.16 DENSITOMETRISCHE BESTIMMUNG u.cvvuuuueesssmressssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssassssssesssss 25
2.17 ANFERTIGUNG VON PARAFFINSCHNITTEN .ouuuurevussueesssssesssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesesss 25
2.18 HAMALAUN EOSIN-FARBUNG VON PARAFFINSCHNITTEN w.ccouuuuueeessmressssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessess 26
2.19 ANFERTIGUNG VON GEFRIERSCHNITTEN woovuuuureesssmeesssssesssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssesssss 26
2.20 VON KOSSA-FARBUNG VON GEFRIERSCHNITTEN w.cvuuuuvesssmmesssssmesssssmsesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessses 27
2.21 MOVAT’S-FARBUNG VON GEFRIERSCHNITTEN c.outuureutsumeesssssressssssesssssssssssssssssssssssssessssssessssssssssssssssssssssesss 27
2.22 IMMUNFLUORESZENZFARBUNG VON GEFRIERSCHNITTEN cvvvuuuueesssmressssmesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssseess 28
2.23 FOTO-DOKUMENTATION wouuurceusumeesssssessssssesssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssessssssssssssssasssssssssssss 29
2.24 AUSWERTUNG DER ATHEROSKLEROTISCHEN PLAQUES ..ouuuvvuuummeessmresssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssss 29
2.25 AUSWERTUNG DER DATEN .coouireuusmessssssessssssesssssssssssssssssssesssssssesssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssassssssesesss 31



Inhalt

R 30 0 3 D3 21 1 32
3.1 ANALYSE DES PHANOTYPS VON APOE~/-;DKK1+- MANNCHEN NACH 18 WOCHEN AUF HOCH-
KALORISCHER DIAT (HFD) . itsirtustinsrneessessisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssassassssssasssssssssassanes 32
3.2 UNTERSCHIEDE IN DER MORPHOLOGIE ATHEROSKLEROTISCHER PLAQUES VON APOE~/~DKK1*/-
MANNCHEN NACH 18 WOCHEN AUF HOCH-KALORISCHER DIAT (HFD)...ovvvuueeereseessseesssmeessssesssseessssesssnnes 34
3.3 DIE ENTWICKLUNG VON ATHEROSKLEROSE IN MANNLICHEN APOE~/~;DKK1*/- MAUSEN NACH EINEM

JAHR STANDARDFUTTER IST REDUZIERT IM VERGLEICH ZU APOE”-; DKK1#/* MAUSEN .uusserrrrrvreessssssssseeneenes 38

I 1 1LY L 44

4.1 DKK1 UND SEINE ROLLE IN DER ADIPOGENESE HABEN VERMUTLICH EINFLUSS AUF DAS

KORPERGEWICHT IN APOE /" MAUSEN ..o ivvvessessesesesssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssesssssnesssssesmesssssassssssssssess 44
4.2 DKK1 UND WNT/B-CATENIN IN DER FRUHEN UND SPATEN ATHEROGENESE w....covvvvvssssesssmessssssssssssssssnnns 45
4.3 MORPHOLOGISCHE UNTERSCHIEDE DER ATHEROSKLEROTISCHEN PLAQUES w.vevuumreeeesesesessessssesessssssseseens 49

4.3.1 Die Dkk1-Heterozygotie fiihrt zu einer vermehrten Ansammlung extrazelluldrer Matrix

in fortgeschrittenen atherosklerotischen Plaques und tendenziell dickeren fibrdsen Kappen 49

4.3.1.1 Der Wnt-Signalweg in der Regulation der VSMCs 50
4.3.1.2 Die Rolle von Dkk1 und Wnt in EZM-Produktion/Fibrose 51
4.3.2 Die Dkk1-Dosis hat Einfluss auf die GrofSe des nekrotiSChen Kerns .......omoneossisissses 54
4.3.3 Die Rolle von Dkk1 in der GefafSKAIZIfIZICIUNG .....crcvvrrresserssssomssinssississsssssssisssissessssssssasssassssssessssses 56

4.4 DKK1 UND WNT UND IHRE ROLLE IN DER INFLAMMATORISCHEN KASKADE UND DER MOGLICHE
EINFLUSS AUF DIE ATHEROGENESE ....ccivtrtressustreresessssssesesssssssssssssssssssensasssssssssssssssssssassssesssnssssssssnssssssessensnsassssssnssssnses 61
4.5 WNT/B-CATENIN UNABHANGIGE WIRKUNG VON DKK 1 ..uueverrueressuuessssssessssssessssssesssssssssssssesssssssessssssnessess 63
5. AUSBLICK ...iiiicccscrersmssesssssssssssssssssssssssssssssssnssssss sssssssas sassassssssssnssnssnssnssnssnsss sas sassassassnssnssnssnssassnssnssessesns 65
6. ZUSAMMENFASSUNG .....ccootrstrmssesnsssrsssssssssssssssssssssssssssssassassassassasssnsssssssssssssssssssssasssssassassanesnesssssssnssns 67
6. SUMMARY ....cicccierirerssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssasssnsses s ssss s esssassassssssssssnsssnssnessssnesnesessnnsnns 68
7. ABKURZUNGSVERZEICHNIS .....cceeuieuremsssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssmsssssssssssssses 69
8. LITERATURVERZEICHNIS ... cecrccersersercssesssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssassansanssnsanssnssnsssssnssnes 73
DANKSAGUNGL....cccicrmrrersmrsersssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassasssnssnsssesssseesssssssssssssssssassasssnssnssnesnssnesessnns 85
EIDESSTATTLICHE ERKLARUNG ....c.ccovumimsessessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasesssssssses 86
72 W11 5 70 87

v



Einleitung

1.Einleitung

1.1 Atherosklerose

Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems sind trotz Rucklaufigkeit mit 38,9 %
nach wie vor die haufigste Todesursache in Deutschland (Statistisches
Bundesamt; 2014). Die haufigsten Herz-Kreislauf Erkrankungen sind die

koronare Herzkrankheit und der Schlaganfall (Abb.1).
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Abbildung1: Krankheitsbedingte Sterberate von 1998-2013 bei Mannern und Frauen
Quelle: Gesundheitsberichterstattung des Bundes gemeinsam getragen von RKI und
DESTATIS Berlin, November 2015

Beide Erkrankungen sind in den meisten Fallen eine Manifestation der
Atherosklerose. Die Atherosklerose ist eine inflammatorisch induzierte
GefalRerkrankung der Arterien (R. Ross, 1999). Sie fuhrt zu einer
Veranderung der GefaBwand, welche von der Intima, der innersten
Gefallschicht, ausgeht. Die Intima grenzt die Arterie zum Lumen ab und
besteht aus dem Endothel und der Basalmembran. An die Intima grenzt die
Media, die Uberwiegend aus glatten Muskelzellen besteht. Nach auf3en wird
das Gefall duch die Adventitia, eine Bindegewebsschicht, abgegrenzt.
Zwischen Media und Intima liegt die lamina elastica interna und zwischen

Media und Adventitia die lamina elastica externa.
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Entwicklung atherosklerotischer Plaques

Zu Beginn der Atherogenese steht die Endotheldysfunktion, die durch
Hypertonie, Rauchen, Glucosestoffwechselstérung und erhdhte
Cholesterinspiegel begunstigt werden kann (Campuzano et al., 2003;
Sorensen et al., 1994; Steinberg et al., 1996). Die Endotheldysfunktion fihrt
zu einer erhohten Permeabilitat des Endothels flr Lipoproteine. Die
Akkumulation von LDL (Low Density Lipoprotein) in der Intima ist der Beginn
der Bildung der atherosklerotischen Lasion. LDL wird in der Intima gebunden
und oxidiert, was zu einer verstarkten Einwanderung von Monozyten aus
dem Blut in die Intima fUhrt. Hier werden die Monozyten zu Makrophagen,
welche das oxidierte LDL (ox-LDL) aufnehmen. Makrophagen die mit ox-LDL
gesattigt sind werden als Schaumzellen bezeichnet. In dieser Phase spricht
man von einem Xanthom oder Fettstreifen, welcher sich wieder
zurtckentwickeln oder aber wie folgt fortschreiten kann. Das Absterben der
Schaumzellen fuhrt zur Anhaufung von Zelltrimmern und zur extrazellularen
Ablagerung der Lipide. Nun spricht man vom Praatherom, einem frihen
Stadium eines atherosklerotischen Plaques. Durch die zerfallenden
Schaumzellen werden Wachstumsfaktoren freigesetzt, die eine Proliferation
und Migration glatter Muskelzellen aus der Media in die Intima herbeiflihren.
Extrazellulare Lipide und sterbende Schaumzellen lagern sich zum Lipidkern
(nekrotischer Kern) zusammen. Der Lipidkern und die glatten Muskelzellen
zwischen Lipidkern und Endothel sind Charakteristika eines Atheroms. In
Folge lagern sich weitere Gefalimuskelzellen unter dem Endothel an und
bilden eine kollagenreiche Bindegewebsmatrix. Diese Schicht wird als fibrose
Plaquekappe bezeichnet und verleiht dem Plaque Stabilitat. Bei dieser
fortgeschrittenen Lasion handelt es sich um ein Fibroatherom (Stary et al.,
1995; Virmani et al., 2000).

Eine weitere praatherosklerotische Lasion neben dem Xanthom ist die
Verdickung der Intima. Diese ist in erster Linie eine physiologische Adaption
des Gefalles an mechanischen Stress. Sie entsteht unabhangig von den

Risikofaktoren der Atherosklerose durch Proliferation der glatten
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GefalRmuskelzellen (VSMC=Vascular Smooth Muscle Cell) und enthalt keine
Schaumzellen (Stary et al., 1992; Virmani et al., 2002). Die Verdickung der
Intima ist kein Krankheitsbild, sind aber die physiologischen Bedingungen so,
dass sich Atherosklerose entwickeln kann, dann entwickelt sie sich bevorzugt
an Stellen an denen bereits eine Verdickung der Intima vorliegt (Stary et al.,
1992).

gesunde Arterie Xanthom Atherom Fibroatherom
2 Schaumzellen Adventitia nekrotischer Kern
== glatte Muskelzellen [l Media M Intima Extrazellulare Matrix

Abbildung 2 : Schematische Darstellung der Plaque-Entwicklung in einer Arterie

Die Morphologie eines Plaques ist ausschlaggebend um eine Aussage Uber
den Fortschritt der Erkrankung und die Gefahrdung einer potentiellen Ruptur
zu machen. Fortgeschrittene Plaques kénnen sich in ihrer
Zusammensetzung und damit auch in ihrer klinischen Relevanz stark
voneinander unterscheiden. Es gibt Lasionen mit dinner oder dicker fibréser
Kappe, die GroRe und Lage des nekrotischen Kerns fallt unterschiedlich aus,
es kann zu Verkalkungen oder Einblutungen innerhalb der Lasion kommen
oder sich um eine rein fibrése Lasion handeln. Als instabil/vulnerabel gelten
Plaques die eine dunne fibrose Kappe, eine grolle Zahl an
Entzindungszellen und einen grof3en nekrotische Kern aufweisen (Libby &
Aikawa, 2002). Bei diesen Plaques kommt es haufiger zu einer Plaqueruptur.
Solch eine Ruptur hat meist die Bildung eines Thrombus zur Folge und kann
somit zum direkten Gefallverschluss fuhren. Des Weiteren kdnnen sich
gebildete Thromben auch I6sen und mit dem Blutstrom in kleinere Gefalle
transportiert werden, welche sie dann verschliessen und zum Infarkt im

entspechenden Organ fuhren. Neben einer Ruptur, kann auch eine Erosion
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auf der Plaqueoberflache zu einer Thrombenbildung fuhren (Zaman et al.,
2000).

Atherosklerotische Plaques kommen haufig vor und kénnen sich in nahezu
allen Arterien des Korpers bilden. Je nach Stadium der Atherogenese und
nach Morpologie des Plaques bleibt die Erkrankung klinisch unauffallig. In
der frihen Atherogenese kommt es sowohl im Menschen, als auch im
Mausmodell zu einer kompensatorischen Erweiterung der Gefalke (Glagov et
al., 1987; Lutgens et al., 2001). Trotz der Plaquentwicklung bleibt das Lumen
des Gefalles also gleich grof3, weil sich das Gefall ausdehnt. Hat die
Kompensation allerdings ihr Maximum erreicht, fuhrt die Plaquebildung zur
Verengung der GefalRe, der Stenose. Eine fortschreitende Stenose kann zu
Durchblutungsstérungen der von der Arterie versorgten Korperteile oder
Organe fuhren. Klinisch relevanter als die Stenose ist allerdings die

Thrombenbildung durch Plaqueruptur oder Erosion.
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Abbildung 3: Modgliche Entwicklung atherosklerotischer Plaques und ihre Folgen
Original aus (Virmani et al., 2000)

Neben den aulleren Faktoren wie Adipositas und Rauchen, kann auch eine
genetische Pradisposition zu den Risikofaktoren der Atherogenese gezahlt
werden. Zu den Risikogenen zahlen unter anderem APOE, ACE und

Angiotensinogen (Humphries & Morgan, 2004). So kann es dazu kommen,
8
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dass ein Mensch mit genetischer Pradisposition schon bei wesentlich
geringerer Auspragung oder sogar ohne &aulere Risikofaktoren, eher
Atherosklerose entwickelt, als ein genetisch nicht vorbelasteter Mensch. Ein
Ziel der Forschung an diesen Genen ist, ihr Zusammenspiel zu erkennen,
pro- und auch anti-atherogene Gene zu entdecken und dieses Wissen

einzusetzten um Atherosklerose frihzeitig zu verhindern und zu bekampfen.

1.2 Der kanonische Wnt-Signalweg und seine Rolle in der

Atherosklerose

In der Atherosklerose spielt der kanonische Wnt-Signalweg bei der Prolifera-
tion der glatten GefalRmuskelzellen (Vascular Smooth Muscle Cells=\VSMCs)
eine wichtige Rolle. So kommt es zum Beispiel in vivo (im Rattenmodell)
nach einer Verletzung des GefalRes durch einen Ballonkatheder zur Prolifera-
tion der VSMCs durch Aktivierung des Wnt-Signalweges (X. Wang et al.,
2002). Auch die Ligatur von Maus-Aorten zur Provokation der Intima-
Verdickung fuhrt zu einer Aktivierung des Wnt-Signalweges in Zusammen-
hang mit der VSMC-Proliferation (Tsaousi et al., 2011). In vitro fGhrt oxidier-
tes LDL, welches zu Beginn der Atherogenese von besonderer Bedeutung
ist, zur Aktivierung des Wnt-Signalweges in humanen glatten GefalRmuskel-
zellen (Bedel et al.,, 2008). Auch in den Endothelzellen hat der Wnt/(3-
Catenin-Signalweg eine Wirkung. Er aktiviert die Proliferation der Endothel-
zellen und scheint auch eine Rolle bei der Adharenz von Monozyten an En-
dothelzellen zu spielen (D. K. Lee et al., 2006; Masckauchan et al., 2005).

Wnt-Molekule sind cysteinreiche Glykoproteine, die an Rezeptoren der
Zielzelle binden und dort eine Signalkaskade auslésen koénnen. In
Abwesenheit von Wnt-Proteinen wird das zytoplasmatische [(-Catenin
konstant abgebaut. Flr diesen Abbau verantwortlich ist der Axin-Komplex,
der aus den Proteinen Axin, dem APC (Adenomatous Polyposis Coli) und der
GSK3p (Glycogen Synthase Kinase 3[3) besteht. GSK3B und Casein-Kinase
1(CK1) phosphorylieren 3-Catenin. Die Interaktion der Kinasen mit B-Catenin
wird durch APC und Axin erleichtert. Phosphoryliertes p-Catenin wird

ubiquitiniert und durch Proteasomen abgebaut
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Abbildung 4: Schematische Darstellung des Wnt-Signalweges. Links: inaktiver Wnt-
Signalweg. Ohne Wnt-Protein ist der Axin-Komplex aktiv und p-Catenin wird phosphoryliert
und somit zum Abbau markiert. Rechts: aktiver Wnt-Signalweg. Das Wnt-Protein bindet an
Fz und den LRP-Rezeptor, Dvl wird rekrutiert und phosphoryliert, worauf der Axinkomplex
inaktiviert und R-Catenin im Zytoplasma stabilisiert wird. Original aus (MacDonald et al.,
2009)

Sekretierte Wnt-Proteine binden an Frizzled (Fz)-Rezeptoren auf der
Zelloberflache. Neben der Wnt-Frizzled-Interaktion bendtigt der Whnt-
Signalweg ein weiteres Transmembranprotein der Low Density Lipoprotein-
Related Superfamilie (LDLR) LRP5/6. Durch die Bildung des Wnt-Fz-LRP5/6-
Komplexes wird die Signalkaskade ins Zellinnere an das zytoplasmatische
Protein Dishevelled (Dvl) weitergeleitet. Dvl kann direkt mit dem Frizzled-
Rezeptor interagieren. Durch die Bindung von Wnt wird Dvl an Frizzled
rekrutiert und daraufhin phosphoryliert. Als Folge davon wird auch LRP5/6
phosphoryliert und Axin rekrutiert wodurch der Axin-Komplex aufgeldst wird.
Es kommt zu einem Nicht-Abbau von B-Catenin im Zytoplasma, was zu

dessen Akkumulation im Nukleus fihrt.

Im Zellkern fungiert B-Catenin als Koaktivator von Wnt-Zielgenen (Abb.4). Es
interagiert mit Proteinen der Familie der T-cell-factors (Tcf) und Lymphoid-
enhancing-factors (Lef). In Abwesenheit von Wnt-Signalen fungiert Tcf als

Repressor von Wnt-Zielgenen indem es einen Komplex mit Groucho bildet.

10
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B-Catenin im Kern bindet an Tcf und verdrangt Groucho und verwandelt so
den Repressor-Komplex in einen Aktivator-Komplex (MacDonald et al., 2009;
Niehrs, 2012).

1.4 Dkk1 und seine madgliche Rolle in der Atherosklerose

Wenige Studien haben bisher eine Verbindung zwischen Dkk1 und
Atherosklerose untersucht. Ueland et al. wiesen einen erhdohten DKK1-
Serumspiegel in Patienten mit Angina pectoris nach. Aktivierte Thrombozyten
wurden als eine Quelle des erhdhten DKK1-Spiegels identifiziert. Zudem
konnten sie zeigen, dass DKK1 aus den Thrombozyten in Endothelzellen in
vitro die Expression inflammatorischer Zytokine aktiviert. Auch das
Ausschalten des im Endothel exprimierten DKK71 flhrte zu einer
Verminderung der Zytokinexpression in den Endothelzellen. Ebenso wurde
eine Korrelation zwischen der DKK7-Expression in atherosklerotischen
Plaques von Patienten mit Carotisendarterektomie und dem Grad der
vorhandenen Stenose festgestellt. Auch in atherosklerotischen Lasionen
Apoe defizienter Mause konnte Dkk71-Expression nachgewiesen werden
(Ueland et al., 2009). Kim et al. zeigten in ihrer Studie eine signifikant
erhohte DKK1-Serumkonzentration in Patienten mit koronarer Atherosklerose
im Vergleich zu Patienten ohne Atherosklerose. Es konnte eine positive
Korrelation zwischen der DKK1-Konzentration im Serum und der Anzahl der
atherosklerotischen Plaques bzw. dem fortschreitendem Stadium der
Atherosklerose gezeigt werden. Zudem deckten sie einen Zusammenhang
zwischen dem DKK1-Spiegel und der Kalzifizierung der Plaques auf.
Patienten mit kalzifizierten Plaques hatten einen hoéheren DKK1-
Serumspiegel als Patienten mit nicht kalzifizierten Plaques (K. I. Kim et al.,
2011).

Eine neuere in vitro Studie zeigt den Effekt von DKK1 bei der Bildung von
Schaumzellen. Demnach stimuliert ox-LDL die DKK7-Expression in
Makrophagen. Eine Inhibierung mittels si-RNA von DKK17 fihrt zu einer

vermehrten Aufnahme von Lipiden in die Zelle, wahrend eine Behandlung
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der Makrophagen mit rekombinanten DKK1 die intrazellulare
Lipidtropfchenbildung inhibiert (Y. Zhang et al., 2015).

Die Dkk1-Expression ist in der Atherosklerose verandert, welche Rolle Dkk1
in der Atherogenese hat, konnte jedoch bisher in vivo nicht festgestellt

werden.

1.3 Dkk1 als Antagonist des Wnt-Signalweges

Die Dickkopf (Dkk)-Proteine sind sekretierte Whnt-Inhibitoren. Vier
verschiedene Dkk-Gene (Dkk1-4) wurden in Vertebraten identifiziert (Krupnik
et al., 1999; Monaghan et al., 1999).

Dkk1 ist der am besten charakterisierte Inhibitor des Wnt-Signalweges
(Glinka et al., 1998). Das Dkk1-Protein bindet mit hoher Affinitat an den
LRP5/6-Rezeptor (Mao et al., 2001; Semenov et al., 2001) und an Kremen,
ein weiteres Transmembranmolekil (Mao & Niehrs, 2003; Mao et al., 2002).
Altere Studien zeigten, dass Dkk1, LRP und Kremen einen ternaren Komplex
bilden, wodurch zunachst die Bindung von Wnt an LRP und Frizzled (Fzd)
verhindert wird. Die inhibierende Wirkung von Dkk1 wird noch verstarkt
indem der ternare Komplex durch Endozytose internalisiert wird und somit
die LRP-Rezeptoren von der Zelloberflache entfernt werden (Mao et al.,
2002). Neueren Studien zufolge findet keine Internalisierung der Rezeptoren
statt (Semenov et al., 2008) und Kremen ist nicht immer an der Dkk1
gesteuerten Inhibition des Wnt-Signalweges beteiligt (Ellwanger et al., 2008).
Demnach konkurriert Dkk1 mit Wnt um die LRP5/6 Bindestelle (Abb.5) und
verhindert so die LRP5/6-Wnt-Frizzled-Interaktion (Semenov et al., 2001).

Die durch Dkk1 vermittelte Inhibition des Wnt-Signalweges spielt sowohl in
der Emryonalentwicklung (Ang et al., 2004; Glinka et al., 1998;
Mukhopadhyay et al., 2001), als auch im adulten Organismus eine wichtige
Rolle (Aguilera et al., 2006; Yamabuki et al., 2007). Hier wird eine veranderte
DKK1-Expression haufig in Krankheitsbildern festgestellt. So wiesen zum

Beispiel Yamabuki et al. (2007) eine erhdhte DKK7-Expression in
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Lungentumoren nach, die mit einer schlechten Prognose fur die Patienten

assoziiert wurde.

Abbildung 5: Schematische
Darstellung der inhibitorischen
...... o AN A\ococononnoooom Wirkung von Dkk1 auf den Wnt-
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RPS5,
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verhindert und der kanonische Wnt-

Non-canonical
pathways

Signalweg inhibiert. Original aus (Saini
Degradation et aI., 2011)

Target
genes

Andere Studien zeigten eine epigenetische Repression der DKK7-Expression
in Darmkrebs, Nierenkrebs und Gebarmutterhalskrebs (Aguilera et al., 2006;
Hirata et al., 2011; J. Lee et al., 2008). Dkk1 fungiert in Nierenkrebszellen als
Tumorsupressorgen, da eine erhdhte Dickkopfexpression in diesen Zellen
zum Zellzyklusarrest und zum induzierten Zelltod fuhrt (Hirata et al., 2011).
Die Expression von Dkk1 wird unter anderem duch eine negative
Ruckkopplung des Wnt-Signalweges gesteuert. Das bedeutet, der
kanonische Wnt-Signalweg selbst kann Dkk7-Expression aktivieren und
reguliert sich damit zu einem gewissen Grad selbst (Chamorro et al., 2005;
Lieven et al., 2014; Niida et al., 2004).

1.5 Apoe” Mausmodell der Atherosklerose

Um die Atherosklerose molekular zu analysieren und zu verstehen wurden
verschiedene Gene in Mausen deaktiviert. Die Apoe'/' Maus ist ein etabliertes
Modell zur Analyse der Atherosklerose, da die Plaqueentwicklung und
Plaquemorphologie der im Menschen sehr ahnlich ist. In der Apoe'/' Maus

entwickelt sich die Atherosklerose sowohl auf Standardfutter, als auch auf
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hoch-kalorischer Diat (Nakashima et al., 1994; Reddick et al.,, 1994;
Rosenfeld et al.,, 2000), wobei sich die Plaques friher und schneller auf
hoch-kalorischer Diat entwickeln, wie es auch beim Menschen der Fall ist
(Nakashima et al., 1994). Eine Aufgabe des Apoe-Proteins ist die Bindung
und Entfernung von Triglyceriden, Phospholipiden und Cholesterin in Form
sogenannter Remnants aus dem Blutplasma. Apoe bindet als Bestandteil der
Lipoproteine an Rezeptoren der LDL-Rezeptor-related-Protein Familie, wie
LRP1 und LRPS8. In der Leber fuhrt dies zur Rezeptor vermittelten
Endocytose und zum anschlielenden Abbau der Fette. Neben der lipid
clearance, hat Apoe noch Einfluss auf die Proliferation der glatten
Muskelzellen, das Immunsystem und Cholesterin-Efflux in Makrophagen
(Getz & Reardon, 2009). Apoe” Mause weisen gegeniiber wildtypischen
Mausen einen 5fach erhdhten Cholesterinspiegel im Plasma auf (S. H.
Zhang et al., 1992).

1.6 Ziel dieser Arbeit

In atherosklerotischen Plaques in der Maus und im Menschen wurde die
Expression von Dkk1 nachgewiesen. Im Rahmen dieser Arbeit soll die Rolle
von Dkk1 an der Atheroskleroseentwicklung analysiert werden. Hierzu wurde
das etablierte Mausmodel fiir Atherosklerose die Apoe” Maus mit der Dkk1
heterozygoten Mauslinie gekreuzt. Die Analyse von Dkk1” Mausen ist
aufgrund embryonaler Lethalitdt nicht mdglich. In dieser generierten
Mauslinie soll die Auswirkung der um ca. 50 % reduzierten Dkk1-Expression
(siehe Anhang: Abbildung I) auf die Plaqueentwicklung untersucht werden.
Wenn die Dkk1-Dosis einen kritischen Faktor  flr die
Atheroskleroseentwicklung darstellt, so wird in den Dkk1 heterozygoten
Tieren eine geringere oder veranderte Auspragung der Atherosklerose

erwartet.
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2. Material und Methoden

2.1 Salzfallung von DNA aus Schwanzspitzen

Die Mausschwanzspitzen wurden mit 750 yl Schwanzspitzenpuffer und 35 ul
Proteinase K versetzt und Uber Nacht bei 55°C inkubiert. Zur Proteinfallung
wurden dann 70 pl gesattigte NaCl-Losung zugeflgt, invertiert und 5 min bei
13.000 Upm zentrifugiert. Der DNA-haltige Uberstand wurde abgenommen
und mit 120 pl Isopropanol versetzt, erneut gemischt und 5 min bei
13.000 Upm zentrifugiert. Das Prazipitat wurde anschliefend mit 1 ml 70 %
Ethanol gewaschen und in 200 ul TE-Puffer geldst.

Material:

Schwanzspitzenpuffer: 50 mM Tris-HCI, pH 8.0
100 mM EDTA, pH 8.0
100 mM NacCl
1 % (w/v) SDS
Proteinase K (10 mg/ml)

TE-Puffer: 10 mM Tris-HCI
1 mM EDTA, pH 8.0 (mit HCI eingestellt)

2.2 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Bei der PCR (eng. Polymerase Chain Reaction) werden spezifische DNA-
Abschnitte vervielfaltigt. Dazu werden einzelstrangige Oligonukleotide
(Primer) eingesetzt, die den zu amplifizierenden Bereich der DNA flankieren.
Als Polymerasen wurden die GoTag-Polymerase mit entsprechendem Puffer
verwendet oder die im Institut fir Entwicklungs- und Molekularbiologie der
Tiere (EMT) hergestellte P-Tagq.

Die PCR besteht aus drei wesentlichen Schritten, die 25-30 mal wiederholt

werden.
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1. Denaturierung
2. Anlagerung der Oligonukleotide (Hybridisierung)

3. Verlangerung der Primer durch die Polymerase (Elongation)

Der Denaturierungsschritt wird bei 95°C durchgefihrt, dabei werden die
DNA-Doppelstrange in Einzelstrange getrennt. Die Hybridisierungs-
Temperatur hangt von der Lange und Basenzusammensetzung der
Oligonukleotide ab und liegt meist zwischen 50°C und 70°C. Der
Elongationsschritt wird bei 72°C durchgefihrt. Die Dauer der einzelnen
Schritte hangt dabei von der Lange des zu amplifizierenden DNA-Fragments
ab.

Ein 20 ul PCR Ansatz bestand aus:

4 ul 5x Polymerase-Puffer (Promega)

je 1 ul Oligonukleotid (frw/rev) (10 pmol/ul)
4 pl dNTPs (1mM)

1 yl DMSO

0,2 ul Polymerase (5U/ul)

1 ul DNA-Template (20-100ng)

ad 20 pl ddH,0

Material:

Eppendorf Mastercycler Personal
Eppendorf Mastercycler Gradient
DMSO (Dimethylsulfoxid) Merck

dNTPs: 10 mM dATP (Roche #1969064)
10 mM dCTP
10 mM dGTP
10 MM dTTP

GoTaq Polymerase System (Promega)
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2.3 Genotypisierung durch PCR

Mit der DNA aus den Schwanzspitzen und spezifischen Oligonukleotiden fur

den Dkk1 und Apoe Lokus wurden die Mause genotypisiert.

Oligonukleotide

Dkk1 1 5'AGA ACT AAC CCAGCC CCACAGCAGAZ
Dkk1 2 5CTC CTC AGG GAAGAC AACAAAGCC G T
Dkk1 3 5 GGG TCAACT CCAAGT TCCACC CAAA T
Apoe 1 5'GCC GCC CCG ACT GCATCT 3°

Apoe 2 5TGT GAC TTG GGA GCT CTG CAG C 3’
Apoe 3 5'GCC TAG CCG AGG GAG AGC CG 37

PCR-Programm:

95°C 5 min
95°C 1 min
67°C/ 68°C 1 min 26 Zyklen
72°C 1 min
72°C 5 min

2.4 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese dient der Auftrennung von DNA-Fragmenten
nach ihrer Grofde. Die DNA-Fragmente wandern aufgrund ihres negativ
geladenen Phospat-Ruckgrats innerhalb eines angelegten Spannungsfeldes
in Richtung des positiven Pols (Anode). Dabei bewegen sich kleine

Fragmente schneller durch das Gel als grol3e.
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Dazu wurden die DNA-Proben (PCR-Produkte) und ein entsprechender
GrolRenmarker in die Taschen von Agarosegelen (0,8-2 % w/v) mit GelRed
(1:10000) pipettiert und in einer Gelkammer, geflllt mit TAE-Puffer, wurde
dann konstante Spannung von 5 Volt/cm bei Raumtemperatur angelegt.
Nach ca. 20-40 min Laufzeit wurden die Gele mithilfe einer UV-Lampe
(254 nm) und Fotodokumentationsanlage fotografiert. Das sich an die DNA
anlagernde GelRed wurdedurch das UV-Licht sichtbar und zeigte somit die

DNA-Fragmente auf dem Gel an.
Material:

1 kb-DNA-Leiter (Invitrogen #15615-061)
Lambda/HindllI-Marker (Stratagene, #201109)
Agarose (Applichem)
GelRed Nuclear Acid Gel stain (Biotium,#41003)
TAE-Puffer: 40 mM Tris-Acetat

2 mM EDTA

pH 8.2 (mit Essigsaure eingestellt)

2.5 Tierhaltung und Zucht

Die Tierhaltung und Zucht erfolgte in der Zentralen Einrichtung fur
Tierforschung und Tierschutzaufgaben (ZETT) des Universitatsklinikums der
Heinrich-Heine Universitat Dusseldorf. Die Haltung erfolgte unter konstanten
Bedingungen mit einer Raumtemperatur von 22-24°C, 60-80 % Lufttempera-
tur und einem kunstlich geschaffenen 12 stiindigen Tag - Nacht - Rhythmus
entsprechend der Haltungsbedingungen flr Labortiere. Futter und Wasser
standen ad libitum zur Verfugung. Eingriffe und Behandlung erfolgten nach
Genehmigung des beantragten Versuchsvorhabens durch das Landesamt fir
Natur-, Umwelt-, und Verbraucherschutz NRW (LANUV).
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2.6 Zucht der Apoe™; Dkk1*- Mauslinie

Um Apoe”;Dkk1*" und Apoe”;Dkk1*"* Tiere fiir die Analysen zu erhalten,
wurden Apoe™*;Dkk1"" (gemischter Hintergrund) mit Apoe” ;Dkk1™* (C57BI6)
Tieren gekreuzt. Die Nachkommen wurden genotypisiert und Apoe*”;Dkk1""

+/+

Tiere wurden wiederum mit Apoe™;Dkk1 gekreuzt. Aus diesen Kreuzungen
resultierten dann Apoe” Dkk1"" Tiere die fiir die Zucht verwendet werden
konnten. Im Alter von 6 Wochen wurden Apoe”;Dkk1*~ Mause in den
Versuch genommen. Als Kontrolltiere wurden aus denselben Wirfen Apoe™
;Dkk1+/+ Tiere verwendet. Die Zucht der Mause gestaltete sich mitunter sehr
schwierig, da die Zahl der Nachkommen klein war und die Wiurfe selten. Ob

dies dem genetischen Hintergrund geschuldet ist, bleibt offen.

2.7 Provokation der Atherosklerose in den Apoe"';Dkk1"/+ und
Apoe” ;Dkk1*" Mausen

Zur Provokation der Atheroskleroseentwicklung wurden mannliche
Geschwistertiere (Apoe”;Dkk1"* und Apoe”;Dkk1*") im Alter von sechs
Wochen auf hoch-kalorische Diat (eng.: High fat diet; HFD) gesetzt und flr
weitere 18 Wochen mit dieser gefuttert. Da bekannt ist, dass Mause auf
Apoe™ Hintergrund auch ohne HFD Atherosklerose entwickeln wurden des
Weiteren mannliche Mause beider Genotypen bis zum Alter von 11-12

Monaten auf Standardfutter (SF) gehalten.

HFD-Futter:
ssniff® EF R/M acc.TD88137 mod.Experimental diet for rodent with butter fat
& cholesterol; Western Type Diet

2.8 Ermittlung der Korpermassenanteile

Die Ermittlung der Korperfett-Masse und der fettfreien Masse (Mager-Masse)
erfolge mit einer NMR- (engl.: Nuclear Magnetic Resonance) Analyse. Die
Mause wurden dazu nach der Anasthesie im Minispec analysiert.

Gerat: Minispec mq7.5 NMR Analyzer, Bruker
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Software: OPUS 6.5, Bruker Minispec Plus

2.9 Organisolierung und Praparation des Truncus
brachiocephalicus

Die Anasthesie der Mause wurde mittels Ketamin und Xylazin herbeigefuhrt.
120 mg/kg KG Ketamin und 16 mg/kg KG Xylazin wurden in einer entspre-
chenden Menge PBS verdunnt und intraperitoneal appliziert (Dosis: 10 mi/kg
= 0,1 ml/10 g intraperitoneal). Nachdem die Narkosetiefe durch Testen der
Reflexe sichergestellt wurde, wurde mit der Praparation begonnen.

Der Bauchraum wurde durch einen vertikalen Schnitt gedffnet und durch das
Zwerchfell Uber Herzpunktion ca. 1 ml Blut aus dem schlagenden Herzen
entnommen. AnschlieRend wurde der Brustraum gedffnet und die rechte
Herzvorkammer mit einer Mikroschere angeschnitten. Uber eine
Schmetterlingsnadel, die in die linke Herzkammer eingeflhrt wurde, wurden
5 ml kaltes PBS langsam durch den Kreislauf gedrickt um das restliche Blut
aus den Gefallen zu spulen. Als nachstes wurde der Darm beiseite
geschoben um die untere Hohlvene und die abdominale Aorta freizulegen.
Mit Mikroschere und Pinzette wurde dann die abdominale Aorta
freiprapariert, unterhalb der Gabelung in die beiden Hinterbeinarterien und
oberhalb der Nieren abgetrennt und sofort in flissigem Stickstoff
schockgefroren. Im Anschluss wurden Herz, Lunge, Thymus, Aortenbogen
mit Aorta ascendens und descendens im Verbund enthommen und unter
dem Stereomikroskop voneinander getrennt. Von der freiliegenden Aorta
wurde der Truncus brachiocephalicus am Aortenursprung abgetrennt und mit
der Bifurkation nach oben in OCT Medium eingebettet und in flissigem
Stickstoff eingefroren. Die Aorta wurde ebenfalls in Stickstoff schockgefroren.
Im Anschluss wurden weitere Gewebe wie Leber, Fett und Lunge ebenfalls
schockgefroren und/oder fiur die histologische Analyse zur spateren
Einbettung in Paraffin in 4 % Paraformaldehyd (PFA) fixiert.

Material:
Ketavet® (100 mg/ml, Pfizer)
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Rompun® (2 % Injektionslésung, Bayer)

2.10 Serumgewinnung

Das durch Herzpunktion entnommene Blut wurde bis zum Ende der
Praparation auf Eis gelagert und anschlieend 10 min bei 2000 Upm
zentrifugiert. Das Serum wurde vorsichtig abgenommen und bei -80°C flr

weitere Analysen aufbewabhrt.

2.11 Messung von Blutparametern im Mausserum

Die Messung der Serumspiegel von Cholesterin, Triglyceriden und Kalzium
wurde extern im Institut fur Klinische Chemie und Laboratoriumsdiagnostik

des Uniklinikums Dusseldorf durchgefuhrt.

2.12 RNA-Isolierung aus Gewebe

Fir die RNA-Isolierung aus Zellen wurde das Rneasy Mini Kit (Qiagen) oder

TRIzoI® (life technologies) verwendet.

FUr beide Verfahren wurde zunachst das Gewebe entweder mit Hilfe des
Precellys® Homogenisators oder mit einem Morser im 1,5ml

Reaktionsgefal® mechanisch dissoziiert.

Fir die RNA-Extraktion mit dem Rneasy Mini Kit wurde die
Gewebesuspension in ein 1,5 ml Reaktionsgefaly Uberfuhrt und 12 min bei
4°C >13.000 Upm zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues
Reaktionsgefall uberfuhrt und mit 600 yl 70 % Ethanol versetzt. Nach
mehrmaligem Auf- und Ab-pipettieren wurde das gesamte Volumen in 700 pl
Schritten auf die Saule gegeben und 15 s bei 13.000 Upm zentrifugiert. Der
Durchfluss wurde jeweils verworfen. Darauf folgte ein Waschschritt in dem
350 yl RW-Puffer auf die Saule gegeben und erneut 15 s bei 13.000 Upm

zentrifugiert wurde. Um samtliche gebundenen DNA von der Saule zu
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entfernen wurden 10 ul DNase mit 70 yl RDD-Puffer mittig auf die Saule
pipettiert und 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend wurde der
Waschschritt mit RW-Puffer wiederholt. Die Saule wurde auf ein neues 2mi
Reaktionsgefal® gesetzt und zweimal wurden je 500 pl RPE-Puffer auf die
Saule gegeben und erneut fur 15 s bzw. 2 min bei 13.000 Upm zentrifugiert
und der Durchfluss verworfen. Um samtliches Ethanol von der Saule zu

entfernen wurde die Saule anschlielRend trocken zentrifugiert.

Um die RNA von der Saule zu eluieren wurden diese in ein neues 1,5 ml
Reaktionsgefal® gesetzt und 30 ul RNase freies Wasser mittig auf die Saule
pipettiert und 10min bei RT inkubiert. Nach einem letzten
Zentrifugationsschritt bei 13.000 Upm fur 1 min wurde die geléste RNA bei

-80°C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt.

Die RNA und Protein Extraktion mit TRIzol® erfolgte nach Hersteller
Protokoll. Fir 100 mg Gewebe wurde 1 ml TRIzol-Reagent eingesetzt und

das Gewebe darin homogenisiert.

Material:

RNeasy Mini Kit ( Qiagen #74104)
Tischzentrifuge: Eppendorf Centrifuge 5415D
2—Mercaptoethanol (SIGMA)

DNase (RNase free DNase Set, Qiagen #79254)
TRIzoI® (life technologies #15596026)
Precellys®24 (# EQ03119.200.RD000.0)

2.13 Reverse Transkriptase PCR/ cDNA Synthese

Um eine Expressions-Analyse durchzufiihren muss aus der isolierten RNA
cDNA hergestellt werden. Diese kann dann mittels sqRT-PCR bzw. ,Real-

time“ PCR quantifiziert werden.
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Daflr wurde zunachst die RNA-Konzentration photometrisch bestimmt und
dann je 1 ug RNA fir die ,Reverse Transkriptase PCR* eingesetzt. Zur RNA
wurden 2 pl OligodT Primer (10 uM) gegeben und mit DEPC-H,O auf ein
Gesamtvolumen von 10,5 pl aufgefullt. Dieser Mix wurde dann 10 min bei
65°C hybridisiert.

Danach wurden zu diesem Ansatz

2 uI NTPs (10 uM),

2ulDTT

4 ul Reverse Transkriptions-Puffer
1 pl Reverse Transkriptase

0,5 pyl RNase Inhibitor

gegeben und die Reaktiongefalle fur 1 h auf 42°C gestellt wobei entlang der
RNA-Matritzen cDNA synthetisiert wurde. Zur Kontrolle der DNase-
Behandlung wahrend der RNA-Isolierung wurde eine zusatzliche Probe ohne
Reverse Transkriptase angesetzt. Bei erfolgreicher DNase-Behandlung darf
bei dieser Probe in der folgenden PCR kein Produkt entstehen. Die

gewonnene cDNA wurde bei -20°C aufbewabhrt.

Material:

Eppendorf Mastercycler personal

Reverse Transkriptase Kit (Roche # 11785834001)

Primer p(dT)+s (Roche # 10814270001)

Ribonuclease Inhibitor (Stratagene # 300151)

DEPC-H,0 (0,1 % Diethyl-Pyrocarbonat in dest. H,O geldst und autoklaviert)

2.14 Real-time PCR

Die ,Real-time* PCR ist eine schnelle und einfache Methode zur
Expressionsanalyse. Dabei wird die Expression des Gens von Interesse mit
der eines sogenannten ,house-keeping“ Gens wie Gapdh verglichen. Als
Template dient die cDNA, die mittels der RNA aus dem untersuchten

Gewebe bzw. Zellen synthetisiert wurde. Das TagMan ,Real-time“ PCR
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System funktioniert Uber Fluoreszenzmessungen wahrend der laufenden
PCR. Die Tag-Man-Sonde besitzt an einem Ende einen Quencher, der die
Fluoreszenz unterdrickt und am anderen Ende ein Fluorophor. Bei der
Synthese des Gegenstranges baut die Polymerase die Sonde am 5" Ende ab
und trennt so Quencher und Fluorophor voneinander wodurch dann
Fluoreszenz gemessen werden kann. Zum Ende wird der sogenannte CT-
Wert bestimmt. Das ist der Zyklus in dem das Amplifikat einen bestimmten
Schwellenwert der Fluoreszenz Uberschritten hat. Je geringer dieser Wert ist,
desto mehr cDNA war im Ansatz, d.h. die Expression des Genes im Gewebe

war umso hoher.
Material:
TagMan Gene Expression Assay (Applied Biosystems)

Step One Real-Time PCR System (Applied Biosystems)

2.15 sgRT-PCRs
Oligonukleotide

Frag-

Templa- ment | Anneal- | Zyk-
te c-DNA Sequenz (bp) ing T°C len
HPRT fw |5 CAC AGG ACT AGA ACA CCT GC 3~ 249 56 24-26
HPRT bw |5 GCT GGT GAA AAGGACCTCT 3°

Axin2 fw |5°CTC CTT GGA GGC AAG AGC 3’ 657 54 28-30
Axin2 bw |5 GGC CAC GCA GCA CCG CTG 3’

OPN fw 5°CAG AAT CTCCTT GCG CCACA 3~ 265 61,4 26-28
OPN bw |5'CGA CTG TAG GGA CGA TTG GAG3’

Mgp fw 5" GCA ACC CTG TGC TAC GAA TCT 3~ 182 56,1 19-21
Mgp bw 5 TAG TCA TCG CAG GC CTCTCT 3’

Runx2 fw |5 CGC ATT CCT CAT CCC AGT AT 3’ 288 57 31-33
Runx2 bw |5 GGT GGC AGT GTC ATCATCTG 3’

Die semiquantitativen RT-PCRs wurden bei den jeweils angegebenen
Annealingtemperaturen durchgefuhrt. Die Oligonukleotide wurden so
gewahlt, dass immer einer Intron Uberspannend ist. Um sicherzustellen, dass

sich die PCR noch in der exponentiellen Phase befindet wurde bei jeweils
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drei Zyklenzahlen amplifiziert und ein Zyklus in der exponentiellen Phase zur

densitometrischen Bestimmung ausgewahilt.

2.16 Densitometrische Bestimmung

Die sqRT-PCRs wurden auf 1,5 %ige Agarosegele aufgetragen und unter der
UV-Lampe fotografiert. Die Intensitat der Banden wurde mit dem Programm
Image J quantifiziert und als Menge an Expression gewertet. Die zu
untersuchenden Gene wurden jeweils auf Hprt-Expression aus dem

entsprechenden Gewebe bezogen und so die relative Expression bestimmt.

2.17 Anfertigung von Paraffinschnitten

FUr genauere histologische Untersuchungen wurden die Organe nach der
Fixierung zur Entwasserung in eine aufsteigende Ethanol-Reihe gegeben.
Sie wurden Uber Nacht in 70 % EtOH und dann fur je 2 h in 80 %, 90 %,
96 % und schlieRlich 100 % EtOH dehydriert. Nach Inkubation Uber Nacht in
Butanol wurden die Organe fur 2 h ins Paraffinbad gelegt an welches
anschlie3end fur 2 h Vakuum angelegt wurde, um zu ermdéglichen, dass das
Paraffin die gesamten Gewebeschichten durchdringt. Im Anschluss wurden
die Organe in Paraffin eingebettet und die Blocke Uber Nacht bei
Raumtemperatur ausgehartet. An einem Mikrotom wurden 9 um dinne
Schnitte angefertigt, fur ca. 4 min im Wasserbad bei 50°C gestreckt und
anschliellend auf Objekttrager gezogen. Die Objekttrager wurden auf einer
Heizplatte (45°C) fir 5-10 min getrocknet und dann Uber Nacht bei 37°C

aufbewahrt.
Material:

Mikrotom Leica RM2035
Paraplast Plus (Paraffin) (Leica)
Ethanol abs. (Sigma)

1-Butanol (Grussing)
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2.18 Hamalaun Eosin-Farbung von Paraffinschnitten

Zunachst wurden die Schnitte in den Glasgondeln 3 mal fir je 3 min in Xylol
entparaffiniert und anschlielend in einer absteigenden Ethanol-Reihe
gewassert. Dazu wurden sie je 2 min in 100 %, 96 %, 70 %, 50 % EtOH und
zuletzt in ddH,O gestellt. Fur 20 s wurden die Schnitte in Eosin-Losung
gefarbt und anschlieRend kurz in ddH,O gespllt. Zum Eindeckeln ist es
notwendig die gefarbten Schnitte wieder zu entwassern, deshalb wurden sie
dann durch eine aufsteigende EtOH-Reihe geflhrt (je1 min in 70 %, 96 %
100 % EtOH und 2 min in Xylol) bevor sie mit Entellan und Deckglas

eingedeckelt wurden.
Material:

Eosin : 96 % (v/v) Ethanol
2 % (v/v) Eosin G (Merck #1.5935.0100)
1 % (v/v) Essigsaure
die Lésung wurde filtriert

Xylol (Prolabo)

2.19 Anfertigung von Gefrierschnitten

Direkt nach der Praparation des Truncus brachiocephalicus, wurde dieser in
OCT Einbettmedium mit der Bifurkation nach oben eingebettet und in
flussigem Stickstoff eingefroren. Aufbewahrt wurden die OCT-Blocke bei -
80°C. Im Kryostat wurden dann Schnitte von 6um Dicke angefertigt. Der
Truncus wurde von seinem Ursprung am Aortenbogen bis zur Bifurkation
geschnitten und jeweils 3 Schnitte wurden auf einen Objekttrager

aufgenommen und flur die darauffolgenden Farbungen bei -20°C aufbewahrt.
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2.20 Von Kossa-Farbung von Gefrierschnitten

Die von Kossa-Farbung dient der Detektierung von Kalziumablagerungen in
Form von Kalziumphosphat in Zellen und Geweben. Hierbei werden
Silberionen durch Phosphate ausgefallt und durch eine photochemische
Reaktion kommt es zu der Braun/Schwarz-Farbung. Zur Farbung der
Gefrierschnitte des Truncus brachiocephalicus, wurden die Schnitte zunachst
3 mal in destilliertem Wasser fur je 3 Minuten gespult. Anschlie}end wurden
die Schnitte auf den Obekttragern mit einem Fettstift umrandet und mit
1 %iger Silbernitratidsung benetzt. Unter einer UV-Lampe wurde die
Reaktion flr 20 Minuten katalysiert und danach wurden die Objekttrager
weitere 5 Minuten in destilliertem Wasser gespult. Mit 5 %iger Sodium-
Thiosulfatidsung wurden die Schnitte anschlieRend weitere 5 min inkubiert,
nochmals kurz in destilliertem Wasser gespult und zuletzt mit Nuklear fast
red Losung flr 5 Minuten gegengefarbt. Vor dem Abdecken der Praparate
mit Entellan wurden die Schnitte wieder durch eine aufsteigende
Ethanolreihe (50 %;70 %,90 % und 100 % Ethanol fur je 5 Minuten)

entwassert und 5 Minuten im Intermedium Xylene inkubiert.

2.21 Movat’s-Farbung von Gefrierschnitten

Die Movat's-Farbung dient der Farbung unterschiedlicher Strukturen im
atherosklerotischen Plaque zur Auswertung der Plaguemorphologie. Die
Gefrierschnitte wurden zunachst fur 10 min bei 50°C in Bouin’s-Lésung
fixiert, anschlieend 10 min in Leitungswasser gespult und dann kurz in
destilliertes Wasser getaucht. Nach 5 min in 5 %iger Natrium-Thiosulfat-
Ldésung wurden die Schnitte erneut 3 mal kurz in destillietem Wasser
gespult. Der erste Farbeschritt erfolgte dann fur 15 min in 5 %iger Alcian
Blau-Lésung. Nach einem weiteren Waschschritt in Leitungswasser fur
3,5 min und kurzem Spdulen in destilliertem Wasser wurden die Schnitte
10 min in alkalinem Alkohol inkubiert und anschlieRend die Waschschritte in
Leitungswasser und destilliertem Wasser wiederholt. In Movat’'s-Weigert's-

Ldsung wurden die Schnitte dann fur 20 min gefarbt und nach 3 maligem
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Spulen in dest. Wasser (2 min, 2 min, 1 min) fir 1 min in Crocein Scarlet/
Fuchsin-Losung gefarbt. Nach erneutem 3maligen Spulen in dest. Wasser
wurden die Schnitte fur 5 min in 5 %ige Phosphotungstic-Saure gestellt und
anschlieBend direkt fir 5 min in 1 %ige Essigsaure. Daraufhin werden die
Schnitte wieder 3 mal in dest. Wasser gespult und dann in 95 % Ethanol
(1min) und 100 % Ethanol (2x1min) entwassert. Der letzte Farbeschritt
erfolgte fir 8 min in alkoholischer Safranlésung, anschlielend wurden die
Schnitte noch 2 mal in 100 % Ethanol gewaschen, 2 mal fur 5 min im
Intermedium Xylol inkubiert und zuletzt mit Cytoseal-Eindeckmedium

eingedeckt. Das Cytoseal wurde tber Nacht bei 37°C ausgehartet.
Material:

Alcian Blue 25 g, Sigma # A5268

Ammonium Hydroxid 500 ml Sigma #A6899
Hematoxylin 25 g, Sigma #H9627

Feric Chloric Hexahydrate 100 g, Sigma #F2877
lodine 100 g, Sigma #2280

Potassium lodid 100 g, Sigma # P8256
Crocein Scarlett 5 g, Sigma #C8822

Acid Fuchsin 25 g, Sigma #F8129
Phosphotungstic Acid 100 g, Sigma #P4006
Sodiumthiosulfat 5 g, Sigma #21726-3
Bouin’s Solution 1 L, Sigma #HT10

Cytoseal mounting Medium, Microm # 8310-4
Saffran 5 g, Sigma #98381

2.22 Immunfluoreszenzfarbung von Gefrierschnitten

Fir die Antikorperfarbung wurden die Gefrierschnitte 2 mal 15 min in PBT
(0,3 %Triton in PBS) permeabilisiert. Anschlielfend wurden die Schnitte mit
einem Fettstift umrandet und in einer feuchten Kammer mit 10 % Eselsserum

in PBT(0,1 %Triton) fir 30 min bei Raumtemperatur geblockt. Uber Nacht
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wurden die Schnitte dann mit dem spezifischen Erst-Antikdrper (anti-
Collagen Il 1:50; anti-OPN 1:200) in der Blocklésung bei 4 °C inkubiert. Am
nachsten Tag wurde die Antikorperldsung abgekippt und die Schnitte 3 mal
fur 15 min in PBT(0,1 % Triton) gewaschen. Dann wurde der entsprechende
Zweit-Antikorper in der Blocklésung verdunnt (1:200) und bei 37 °C im
Dunkeln 3-4 Stunden auf den Schnitten inkubiert. Nach erneutem 3 maligen
Waschen in PBT (0,1 % Triton) wurden die Schnitte mit Mowiol/DAPI

eingedeckt und Uber Nacht im Dunkeln ausgehartet.
Material:
Anti-Collagen Il Antibody (Acris;R1039)

Anti-OPN Antibody (R&D Systems,AF808)

2.23 Foto-Dokumentation

Die Bilder von den Schnittpraparaten wurden mit dem Zeiss Stereomikroskop
Stemi SV11 und dem Zeiss Axioskop2 uber das Programm AxioVision
aufgenommen. Die Bearbeitung und Auswertung der Bilder erfolgte in

Photoshop und Image J.

2.24 Auswertung der atherosklerotischen Plaques

Der Stenosegrad wurde ermittelt indem die Plaqueflache durch die
Lumenflache dividiert wurde. Pro Tier wurden 4-5 Schnitte aus
vergleichbaren Bereichen des Truncus brachiocephalicus vermessen und
gemittelt. FUr die Berechnung der Flache des nekrotischen Kerns, wurden
Cholesterin-Kristalle und alle anderen zellfreie Bereiche im Plaque
vermessen und auf die Plaqueflache bezogen (Abb.6). Hierzu wurden jeweils
3 Movat’s gefarbte Schnitte pro Tier analysiert. Zusatzlich wurden Bereiche
im nekrotischen Kern, die von extrazellularer Matrix ausgeflllt werden,
vermessen. Dies sind die in der Movat's-Farbung gelblich gefarbten
Bereiche, die eine fibrillare Struktur aufweisen. Auch hier wurden jeweils 3

Movat's gefarbte Schnitte pro Tier analysiert. Als kalzifizierte Flache wurde
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der braun gefarbte Bereich der von Kossa-Farbung vermessen (Abb.6). Hier

wurden 4-5 Schnitte/Tier aus vergleichbaren Bereichen analysiert.

A

---- Plaque-Flache
@ Extrazellulére Matrix -

Collagen Il

"""" Plaque-Flache
kalzifizierte Flache

Abbildung 6: A: Movat's-Farbung, Vermessung von Lumen, Plaque-Flache und
nekrotischem Kern B: Movat’'s-Farbung ,Vermessung der Plaque-Flache und EZM Bereichs
C: Identifizierung Chondrozyten-ahnlicher Zellen im Plaque. Links Movat's-Farbung Rechts:

Immunfarbung gegen Collagen Il. D: von Kossa-Farbung des Truncus brachiocephalicus.
Vermessung der Plaque-Flache und der kalzifizierten Flache.
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Die Vermessung der fibrosen Kappe erfolgte jeweils im groten Plaque jedes
Tieres. Dazu wurde die Schicht aus Zellen und EZM die auf dem
nekrotischen Kern aufliegt vermessen und die dunnste und die dickste Stelle
wurden dokumentiert. Die Identifizierung der Chondrozyten-ahnlichen Zellen
erfolgte anhand der Movat's-Farbung und wurde durch eine Immunfarbung
von Collagen Typ Il bestatigt (Abb.6).

Abbildung 7:

Oben: Movat’s-Farbung,

Identifizierung eines lateralen

Xanthoms (Pfeilspitze)

Unten: Movat’s-Farbung,

Identifizierung von

Cholesterin-Kristallen

(Pfeilspitzen)

2.25 Auswertung der Daten

Die gewonnenen Daten wurden mit Computerprogrammen wie Exel,
Photoshop, Adobe lllustrater und Image J ausgewertet und beurteilt. Die
Erstellung der Graphen und die statistische Auswertung erfolgte mit
Prism 6 (graphpad). Hier wurden die gewonnenen Daten wenn mdglich auf
Normalverteilung getestet und mit den entsprechenden Tests ( t-Test , Fisher
Exact ) wurden die p Werte ermittelt ( * p<0,05) . In den Saulendiagrammen
ist der Mittelwert (Mean) und der Standardfehler (SEM) dargestellt. Unter den

Graphen sind meist nochmal die Werte genannt (MeantSEM).
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3.Ergebnisse

3.1 Analyse des Phinotyps von Apoe”;Dkk1"- Mannchen

nach 18 Wochen auf hoch-kalorischer Diat (HFD)

Um zu ermitteln ob Dkk1 einen Einfluss auf die Atherogenese hat wurden
mannliche Apoe™; Dkk1™ und Apoe™; Dkk1™* Mause im Alter von 6 Wochen
fur 18 Wochen auf eine hoch-kalorische Diat gesetzt um
Atheroskleroseentwicklung zu provozieren. Wahrend der Analyse der ersten
Mause fiel ein Unterschied im Koérperumfang bzw. des Koérpergewichts
zwischen den Genotypen auf, woraufhin dieses bei den folgenden Tieren
naher analysiert wurde. Dabei wurde festgestellt, dass die Dkk1
heterozygoten Tiere ein signifikant geringeres Korpergewicht aufwiesen
(Abb.8). Um festzustellen ob die geringere Korpermasse mit einem
geringeren Korperfettanteil zusammenhangt, wurde das epigonadale Fett
(epigonadal White Adipose Tissue (eWAT)) der Tiere entnhommen und
gewogen. Auch hier wurde bei den Dkk1 heterozygoten Tieren ein signifikant
geringeres Gewicht festgestellt. Histologische Untersuchungen ergaben,
dass die Adipozyten im eWAT der Apoe”;Dkk1"" Mause signifikant kleiner
sind als die der Dkk1 wildtypischen Geschwistertiere (Anhang Abb.II).
Andere Fettdepots hingegen wiesen keine Unterschiede im Gewicht auf
(Abb.8). Fur die Atheroskleroseentwicklung sind vor allem die Blutfettwerte
ein entscheidender Faktor. Bei der Analyse der Cholesterin- und
Triglyceridspiegel im Mausplasma konnte jedoch kein Unterschied zwischen
den Genotypen festgestellt werden (Abb.8). Da durch das Wiegen des
epigonadalen Fettdepots nur ein Teil des Korperfettes berlcksichtigt wurde,
wurde bei weiteren Mausen die Korperfett-Masse und die Mager-Masse der
Mause analysiert. Hier konnte in beiden Fallen kein signifikanter Unterschied
ausgemacht werden. Das geringere Kérpergewicht der Apoe™ ;Dkk1™ Mause
ist nicht allein durch die geringere eWAT-Masse zu erklaren. Es muss
weitere Unterschiede geben die aber aufgrund fehlender Signifikanz an

dieser Stelle nicht auszumachen sind.

32



Ergebnisse

50

40

30

20

1500:

1000

Korpergewicht
*
=
—_
T ]
Dkk1** Dkk1*"
n=9 n=7
eWAT-Masse
*
—
—_1
T ]
Dkk1** Dkk1*-
n=9 n=7

Cholesterinspiegel im Plasma

3
=
£
500
T T
Dkk1** Dkk1*"
n=9 n=7
Mager-Masse
40
30 —T—
o 20

1 1
Dkk1** Dkk1*-

n=4 n=4

mg/di

cm

Korperldange

1 T
Dkk1** Dkk1*-

n=7 n=7

mesenteriales Fett

0.8 —|_

0 N
0.4
0.2
0. T T
Dkk1** Dkk1*"-
n=6 n=6

Triglyceridspiegel im Plasma

1o T
5
M 1 )
Dkk1** Dkk1*-
n=9 n=7

Korperfett-Masse

1
hd l )
Dkk1** Dkk1*-
n=4 n=4

Mager-Masse liegt kein signifikanter Unterschied vor.

Abbildung 8: Bestimmung phanotypischer Merkmale und Plasmaspiegel nach 18
Wochen auf HFD

Apoe'/';Dkk1+/' Mannchen nach 18 Wochen HFD weisen ein signifikant reduziertes
Koérpergewicht (p=0,0181) und eine signifikant geringere Masse epigonadalen Fettes
(eWAT) (p=0,0162) im Vergleich zu den Apoe'/';Dkkf'/+ Geschwistertieren auf. In der
Koérperlange unterscheiden sich die Genotypen nicht. Auch in anderen Fettdepots wie dem
mesenterialen und retroperitonealen Fett (Daten nicht gezeigt) konnte kein signifikanter
Unterschied festgestellt werden. Die Plasmaspiegel an Cholesterin und Triglyceriden

unterscheiden sich nicht zwischen den Genotypen und auch in der Koérperfett-Masse und
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+/+

Der Gewichtsunterschied, den es zwischen den Apoe'/';Dkk1 und Apoe'/'

:Dkk1™" Mannchen auf HFD gibt, kann auch bei jiingeren Tieren auf
Standardfutter festgestellt werden (Abb.9). Doch auch bei den 9 Wochen
alten Tieren konnte bei Messung von Korperfett-Masse und Mager-Masse

jeweils kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Genotypen

+/+

ausgemacht werden (Daten nicht gezeigt). Auf Apoe™" Hintergrund mit

+/+

Standardfutter gibt es jedoch keine Gewichtsunterschiede zwischen Dkk1
und Dkk1™" Mausen (Anhang Abb. IlI).

"ok Abbildung 9: Bestimmung des

30+

+/+

Korpergewichts von Apoe'/';Dkk1
- und Apoe”’;Dkk1” Minnchen im

204 Alter von 9 Wochen auf
o Standardfutter.

10 9 Wochen alte Apoe”;Dkk1™" (24,69 +

0,7444) Mannchen weisen ein

0 r ; signifikant geringeres Korpergewicht im

Dkk1*"* Dkk1*" Vergleich zu ihren Apoe”;Dkk1™*
(27,55 + 0,6141) Geschwistern auf
(p=0,0078).

3.2 Unterschiede in der Morphologie atherosklerotischer
Plaques von Apoe™;Dkk1"" Mannchen nach 18 Wochen auf

hoch-kalorischer Diat (HFD)

Um herauszufinden wie sich die reduzierte Dkk1-Dosis auf die
Atheroskleroseentwicklung auswirkt wurde der Truncus brachiocephalicus
der Mause isoliert und histologisch analysiert. Wie auch bei der Analyse der
Blutfettwerte konnte beim Grad der Stenose in den Gefallen kein
Unterschied zwischen den Apoe”;Dkk1™”* und Apoe”;Dkk1™ Tieren
festgestellt werden (Abb.10). Zur Berechnung der Stenose wurden je 4
Schnitte pro Tier aus vergleichbaren Stellen der Trunci brachiocephalicus
vermessen und gemittelt. Auch die Vermessung der nekrotischen Kerne und
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der kalzifizierten Flachen ergab keine Unterschiede zwischen den
Genotypen. Eine kalzifizierte Flache >1% der Plaqueflache trat aber bei 33 %
der Apoe'/';Dkkf'/+ Kontrollen und damit ca. doppelt so oft im Vergleich zu
den Apoe”;Dkk1™ Tieren (14 %) auf. Chondrozyten-dhnliche Zellen konnten
in keinem Fall identifiziert werden und die Haufigkeit lateraler Xanthome und
Cholesterin-Kristalle weist keinen Unterschied zwischen den Genotypen auf
(Tab.1).

®)

% Stenose im Truncus brachiocephalicus

80~
e e 1
60+
X 404
204
0 T T Dkk1+* Dkk1+
Dkk1** Dkk1*
n=9 n=7
% nekrotischer Kern im Plaque % Kalzifizierung im Plaque
30 5
- -
20 | N
® =
2
104 |
1_
0 ! I o T T
Dkk1** Dkk1* Dkk1** Dkk1*
n=9 n=7 n=9 n=7

Abbildung 10: Vergleich der Stenose, der GroRe des nekrotischen Kerns und dem
Grad der Kalzifizierung bei den mannlichen Mausen zwischen Apoe'/';Dkk1+/' und
Apoe'/';Dkk1"/+ nach 18 Wochen HFD. A: Im Grad der Stenose gibt es keinen Unterschied
zwischen Apoe”;Dkk1™ (67,13 + 5,418) und Apoe”;Dkk1"* (67,38 + 3,000) Mausen
(p=0,966). B: Movat's-Farbung von Gefrierschnitten des Truncus brachiocephalicus
(Vergroflerung 100x). Auch der nekrotische Bereich des Plaques oder die Flache der

Kalzifizierung weisen keine signifikanten Unterschiede auf (p=0,767; p=0,670) (C,D)
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Tabelle 1: Prozentuales Auftreten der Merkmale in den Plaques der jeweiligen

Genotypen.

18 Wochen HFD Apoe” ;Dkk1** Apoe” ;Dkk1*" p
n=9 n=7

Kalzifizierung 33 % (3/9) 14 % (1/7) n.s.

laterale Xanthome 78 % (7/9) 57 % (4/7) n.s.

Chondrozyten-ahnliche Zellen 0 % (0/9) 0 % (0/7) n.s.

Cholesterin-Kristalle 33 % (3/9) 42 % (3/7) n.s

Kalzifizierungen <1% wurden ausser Acht gelassen

Die Vermessung der fibrosen Kappe ergab an der jeweils dinnsten Stelle
keinen Unterschied. An der jeweils dicksten Stelle gibt es aber eine Tendenz

zu einer dickeren fibrésen Kappe in den Apoe” ;Dkk1" Mausen (Abb.11).

40
Abbildung 11: Vermessung der
304 T fibrosen Kappe.
£ 20 .- Diinnste Stelle: Apoe”;Dkk1™* (8,930
=
—_ + 1,420) n=9; Apoe”;Dkk1"" (11,94 +
1 —= 2,101) n=6 p=0,237
0

DKAT™* DKM DKM DIp Dickste Stelle: Apoe”;Dkk1** (20,53 +
I | 2,648):; Apoe™;Dkk1™ (30,54 + 4,595)
p=0,063

diinnste Stelle dickste Stelle

Bei der Analyse der nekrotischen Kerne in den Plaques wurde ein
Unterschied in der Zusammensetzung der atherosklerotischen Plaques
deutlich. In den Apoe'/';Dkkf'/+ Mausen sind mehr Bereiche zu erkennen, die
weder von Zellen oder nekrotischem Gewebe noch von extrazellularer Matrix
(EZM) ausgefullt sind und den nekrotischen Kern l6chrig erscheinen lassen.
Die Bereiche, die vollig substanzfrei sind, sind in den Apoe'/';Dkkf'/+ Tieren
signifikant grofler (Daten nicht gezeigt). Um herauszufinden, welche
Bestandteile in den Plaques der Apoe'/';Dkk1+/' Tiere dann mehr vorhanden

sind, wurden die Bereiche im Plaque vermessen die von EZM ausgefullt sind,
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diese sind durch die Movat's-Farbung gelblich gefarbt und haben eine
fibrillare Struktur.
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Abbildung 12: Bestimmung der EZM-Menge im atherosklerotischen Plaque und der
Wnt-Signalwegaktivitat (sqRT-PCR) in der Aorta. A/B:EZM wird in der Movat's-Farbung
gelblich gefarbt und hat eine fibrillare Struktur. In den Apoe'/';Dkk1+/' (6,767 £ 1,369) Mausen
sind diese Bereiche signifikant groRer als in den ApO(-:f/';Dkkf/+ Mausen (3,191 = 0,6367)
(p=0,0228) 3 Schnitte/Tier. C: Die relative Axin2-Expression zeigt eine Tendenz (p=0,076)
zur Erhdéhung in den thorakalen Aorten der Apoe'/';Dkk1+/' Mausen (1,172 + 0,1806) im Ver-
gleich zu den Apoe'/','Dkkf'/+ Mausen (0,6897 + 0,1667) D:Je hoher die relative Axin2-

Expression ist, desto mehr EZM ist vorhanden (Korrelationskoeffizient 0,433).

Die Vermessung ergab, dass die Dkk1 heterozygoten Mause signifikant mehr
EZM im Plaque aufweisen als ihre wildtypischen Geschwistertiere (Abb. 12).
Die EZM-Menge korelliert mit der Axin2-Expression in der thorakalen Aorta

37



Ergebnisse

(Abb. 12). Dies konnte ein Hinweis auf eine Wnt gesteuerte Regulation der

EZM-Menge sein.

Weder im Grad der Stenose, noch der Grofde des nekrotischen Kerns weisen
die Apoe'/';Dkk1+/' Mause Unterschiede zu den Kontrolltieren auf. Bei der
Vermessung der fibrosen Kappe ist eine Tendenz zu einer dickeren fibrosen
Kappe in den Apoe'/';Dkk1+/' Tieren zu erkennen. In der Morphologie der
atherosklerotischen Plaques ist der einzig signifikante Unterschied die
erhohte Menge an EZM in den Apoe”;Dkk1*” Mausen.

3.3 Die Entwicklung von Atherosklerose in mannlichen

Apoe”;Dkk1"" Miausen nach einem Jahr Standardfutter ist

+/+

reduziert im Vergleich zu Apoe'/';Dkk1 Mausen

Apoe” Mause entwickeln auch auf Standardfutter (SF) Atherosklerose. Um
herauszufinden ob die Dkk71-Heterozygotie ohne HFD andere oder weitere
Auswirkungen auf die Atherogenese hat, wurden mannliche Mause beider
Genotypen auch nach einem Jahr auf SF analysiert. Im Gegensatz zu den
Tieren auf HFD weisen die Tiere nach einem Jahr auf SF Kkeinen
signifikanten Unterschied im Koérpergewicht auf. Auch bei der Masse des
epigonadalen Fettes und den Blutfettwerten unterscheiden sich die beiden

Genotypen nicht voneinander (Abb.13).
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Abbildung 13: Bestimmung phanotypischer Merkmale und Plasmaspiegel nach einem
Jahr auf Standardfutter. Apoe'/'; Dkk1*" Mannchen, die 1 Jahr mit Standardfutter gefuttert

wurden, zeigen im Gegesatz zu den Tieren auf HFD, keinen Unterschied im Kdrpergewicht

im Vergleich mit ihren Apoe'/'; Dkk1"* Geschwistertieren. Auch in der Fettmasse und den

Plasmaspiegeln der Blutfette konnte kein Unterschied detektiert werden.
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Abbildung 14: Bestimmung des
Grads der Stenose in Apoe”;Dkk1*"*
und Apoe'/';Dkk1+/' Mannchen nach
1 Jahr auf Standardfutter. Beim
Vermessen der Plaquegrélen und
des Truncuslumen zeigen die Apoe'/'
:Dkk1*"  Tiere eine signifikant
geringere Stenose (34,67 £ 7,221) im
Vergleich mit den Apoe”;Dkk1™
Mausen (56,90 * 4,534) (p=0,0243).
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Bei der Analyse der Trunci hingegen zeigt sich, dass der Stenosegrad in den
Apoe”;Dkk1*" Tieren signifikant geringer ist im Vergleich zu dem der Apoe™
;Dkk1™* Mause (Abb.14).

Die histologische Analyse der atherosklerotischen Plaques zeigte auch
morphologische Unterschiede in der Plaquezusammensetzung. So ist der
nekrotische Kern in den Apoe'/';Dkk1+/' Mausen signifikant kleiner im
Vergleich zu dem in den Apoe™;Dkk1"* Mausen (Abb.15).

®)
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Abbildung 15: Vermessung der GroBe der nekrotischen Kerne in den
atherosklerotischen Plaques nach einem Jahr Standardfutter. A: Die
atherosklerotischen Plaques der Apoe"";Dkk1+/' (4,573 £ 2,570) Tiere weisen einen
signifikant kleineren nekrotischen Bereich im Vergleich zu den Apoe'/';Dkkf'/+ (20,14
4,765) Tieren auf (p=0,049). B: Movat's-Farbung von Gefrierschnitten des Truncus
brachiocephalicus.

Je 3 Schnitte /Tier wurden mittels der Movat’s-Farbung auf morphologische
Unterschiede hin untersucht. Apoe'/';Dkk1+/' Tiere weisen in den
untersuchten histologischen Schnitten keine Cholesterin-Kristalle und keine
Chondrozyten-ahnlichen Zellen auf. Die Anzahl der Schnitte die eine
Kalzifizierung zeigen ist mit rund 22 % wesentlich geringer als bei den
Apoe”;Dkk1"* Mausen (58 %)(Daten nicht gezeigt).

Bei den Apoe”;Dkk1”" Mause ist die atherosklerotische Entwicklung

teilweise nur bis zu einer Ansammlung von Schaumzellen, manchmal mit
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eingewanderten VSMCs fortgeschritten (Xanthom-Praatherom). In den
Apoe'/';Dkkf’/+ Mausen ist bei allen ein fortgeschrittenes Fibroatherom
vorhanden. Hier konnten teilweise Chondrozyten-ahnliche Zellen,
Cholesterin-Kristalle und laterale Xanthome an den Plaqueschultern

nachgewiesen werden.

Tabelle 2: Prozentuales Auftreten der Merkmale in den Plaques der jeweiligen

Genotypen.
1Jahr Standardfutter Apoe” ;Dkk1** Apoe” ;Dkk1*"

n=4/6 n=3/5 p
Kalzifizierung 66 % (4/6) 40 % (2/5) n.s.
laterale Xanthome 75 % (3/4) 33 % (1/3) n.s.
Chondrozyten-ahnliche Zellen 75 % (3/4) 0 % (0/3) n.s.
Cholesterin-Kristalle 100 % (4/4) 0 % (0/3) * 0,029

Bei den Cholesterin-Kristallen gibt es einen signifikanten Unterschied in der Haufigkeit
zwischen den Genotypen. Kalzifizierungen <1 % der Plaqueflache wurden ausser Acht

gelassen.

Aufgrund der Rolle von Dkk1 in der Regulierung der Knochendichte (Pinzone
et al.,, 2009) und dem Zusammenhang zwischen Osteoporose und der
Kalzifizierung von Gefalten (Schulz et al., 2004) war die Untersuchung der
Kalzifizierung der atherosklerotischen Plaques naheliegend. Da sich schon in
der Movat’s-Farbung Unterschiede in der Zahl der Schnitte mit Kalzifizierung
herausgestellt haben, wurden mit der von Kossa-Farbung die Flachen der
Kalzifizierung in den beiden Genotypen miteinander verglichen. Aufgrund der
hohen Standardabweichung und der geringen Tierzahl konnte hier kein
signifikanter Unterschied in der kalzifizierten Flache festgestellt werden
(Abb.16). Lasst man die Mikrokalzifizierungen in den Plaques ausser acht,
und betrachtet nur die Tiere mit einer kalzifizieren Flache >1 % des Plaques,
so weisen 4 von 6 (66,67 %) Dkk1 wildtypischen Mausen aber nur 2 von 5
(40 %) Dkk1 heterozygoten Mausen eine Kalzifizierung >1% der
Plaqueflache auf. Auch wenn bisher keine Signifikanz erreicht ist, ist doch

eine Tendenz zu Unterschieden in der Kalzifizierung zu erkennen.
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Abbildung 16: Vergleich der kalzifizierten Flachen in den atherosklerotischen Plaques
nach einem Jahr auf Standardfutter. Mittels von Kossa-Farbung wurde die Kalzifizierung
im Truncus brachiocephalicus sichtbar gemacht. A: Bei den Dkk1*" Mausen wurde bei 2 von
5 (40 %) Tieren eine Kalzifizierung (>1 %) festgestellt, in den Dkk1™* in 4 von 6 (66,6 %). In
der Flache der Kalzifizierung ist eine Tendenz zur Verringerung in den heterozygoten Tieren
(0,8460 £ 0,5676) im Vergleich zu den Wildtypischen zu erkennen (3,932 + 1,965)(p=0,2001)

(A,B). B: von Kossa-Farbung atherosklerotischer Plaques der beiden Genotypen.

In molekularen Analysen der thorakalen Aorten wird der Unterschied der
Kalzifizierung deutlicher. Die ermittelte Expression der Markergene Mpg
(Matrix-Gla-Protein), Opn  (Osteopontin) und Runx2 (Runt-related
transcription factor 2) ist in den Apoe”;Dkk1"- Mausen reduziert im Vergleich
zu den Apoe”;Dkk1”* Mausen (Abb.17). Runx2 ist hierbei ein Marker fiir
Osteoblastenreifung. Mgp und Opn sind Kalzifizierungsinhibitoren, die in
kalzifizierten Plaques verstarkt expimiert werden (Speer et al., 2009; Trion &

van der Laarse, 2004).
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Die Dkk1-Heterozygotie fuhrt nach einem Jahr SF bei den Mausen zu einer
geringeren Atheroskleroseentwicklung. Die atherosklerotischen Plaques sind
weniger weit entwickelt und weisen eine geringere Stenose und einen
kleineren nekrotischen Kern auf. Ebenfalls wird eine Tendenz zu einer

geringeren Kalzifizierung deutlich.
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4. Diskussion

4.1 Dkk1 und seine Rolle in der Adipogenese haben

vermutlich Einfluss auf das Kérpergewicht in Apoe”™ Mausen

In den Apoe”;Dkk1*~ Mannchen filhren 18 Wochen HFD zu signifikanten
Unterschieden im Korpergewicht und der eWAT-Masse (Abb.6). Des
Weiteren konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Adipozyten im
eWAT der Apoe”;Dkk1™ Mause auf HFD signifikant kleiner sind als die der
Apoe”;Dkk1"* Mause (Anhang Abb.ll). Die errechnete Gesamt-
Adipozytenzahl im eWAT ist, bedingt durch die geringere eWAT-Menge,

+/+

allerdings kleiner als bei den Apoe”;Dkk1** Mausen (Daten nicht gezeigt).
Die Analyse der Korperfett-Masse ergab keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Genotypen. Die nicht vorhandenen Unterschiede in den
ubrigen Fettdepots haben wohl den vorhandenen Unterschied im eWAT
nivelliert. Insgesamt ist anzunehmen, dass sowohl Korperfett-, als auch
Mager-Masse in den heterozygoten Tieren reduziert sind. Die Mittelwerte
liegen in beiden Fallen unter denen der Kontrolltiere (Abb.8) Dass der
Gewichtsunterschied nur fur das eWAT und nicht fur die anderen viszeralen
Fettdepots gezeigt werden konnte, kdnnte an der Verschiedenheit dieser
Fettdepots liegen. Mehrere Studien haben gezeigt, dass je nach Lage der
Fettdepots diese sehr unterschiedlich in Genexpression und Wachstum sein
konnen (DeClercq et al., 2016; Rosen & Spiegelman, 2014; Tchkonia et al.,
2013).

Da der Gewichtsunterschied auch in jungen Tieren auf SF zu sehen ist
(Abb.7), scheint dieser nicht durch die HFD bedingt zu sein. Der Unterschied
ist allerdings nur auf Apoe™” Hintergrund zu beobachten, die Dkk1-
Heterozygotie alleine fuhrt nicht zu einem Gewichtsunterschied (Anhang
Abb.lll). Das Apoe-Protein wird unter anderem in der Leber, dem Gehirn,
Adipozyten, Makrophagen und den Blutgefallen gebildet. Apoe- und Wnt-
Liganden haben Rezeptoren die miteinander verwandt sind. Eine mdgliche

Uberschneidung ihrer Bindungspréaferenzen ist aber nicht bekannt.
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Bekannt ist hingegen, dass ein aktivierter Wnt-Signalweg die Adipogenese
inhibiert, indem adipogene Transkriptionsfaktoren wie C/EBPa und PPARy
inhibiert werden (Bennett et al., 2002; S. E. Ross et al., 2000). Diese
Faktoren werden flir die Differenzierung der Praadipozyten zu Adipozyten
bendtigt. Eine Uberexpression von Dkk1 hingegen erhdht die Adipogenese in
vitro (Morvan et al., 2006). In den Dkk1 heterozygoten Tieren liegt eine
geringere Dkk1-Expression vor (Anhang Abb.l) und somit ist dort potentiell
auch die Adipogenese beeinflusst. Jedoch ist dies auch auf ApoeJ'/+
Hintergrund der Fall und hier konnten diese Unterschiede im Kdrpergewicht
nicht nachgewiesen werden. Eine aktuelle Studie an Ratten konnte zeigen,
dass hyperlipidamisches Plasma in der Lage ist den Wnt-Signalweg in
VSMCs zu aktivieren (Zhuang et al., 2016). Da Apoe” Mause generell einen
erhdhten Lipidspiegel im Blut aufweisen (S. H. Zhang et al., 1992), kann man
vermuten, dass es zu einer systemischen Aktivierung des Wnt-Signalweges
in diesen Mausen kommt. Zusammen mit der Dkk1-Heterozygotie kdnnte ein
Schwellenwert Uberschritten werden und zur Inhibierung der Adipogenese
fuhren. Die Adipozyten des eWAT in den Apoe”;Dkk1*” Tieren sind kleiner
und in geringerer Anzahl vorhanden. Demnach scheint sowohl die
Adipogenese als auch die Fetteinlagerung in die Zellen verandert zu sein.
Dies ist moglicherweise sowohl eine Erklarung flir das geringere
Kérpergewichte in den Dkk1"" Tieren auf Apoe” Hintergrund als auch dafir,

+/+

warum dies nicht auf Apoe™" Hintergrund zu sehen ist. Bei den Apoe'/'
:Dkk1*" Tieren, die 1 Jahr mit Standardfutter geflttert wurden, konnte der
Gewichtsunterschied nicht mehr festgestellt werden. Eventuell spielen hier

altersbedingte Veranderungen eine Rolle.

4.2 Dkk1 und Wnt/B-Catenin in der friihen und spaten
Atherogenese

Bisherige Studien Uber Dkk1 und Atherosklerose, lielien die Frage offen, ob
die erhdhte Dkk1-Expression in atherosklerotischen Plaques (Ueland et al.,
2009) und die erhdhte DKK1-Menge im Blut von Patienten (K. I. Kim et al.,

2011) eine Ursache der Atherogenese oder eine Folge dieser sind. Die
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vorliegende Arbeit hatte zum Ziel mittels der Dkk1 heterozygoten Maus zur
Aufklarung dieser Fragestellung beizutragen. In dieser Arbeit konnte gezeigt
werden, dass eine geringere Dkk1-Dosis und die damit verbundene
Aktivierung des Wnt-Signalweges die Auspragung der Atherosklerose
verringern. In Apoe”;Dkk1”" Mausen zeigten sich nach einem Jahr SF
signifikante Unterschiede im Grad der Stenose im Vergleich zu den
wildtypischen Mausen (Abb.14). Es scheint, als gabe es in der Atherogenese
eine zeitliche Verzdgerung durch die Heterozygotie. Der Stenosegrad in den
heterozygoten Tieren liegt im Mittel 22,2 % unter dem der Dkk1 wildtypischen
Méause. Bei den Tieren auf HFD zeigte sich zwischen den Genotypen (Apoe™
:Dkk1™* und Apoe”;Dkk1*) kein Unterschied in der Auspragung der
Stenose. Diese Beobachtung kann der Tatsache geschuldet sein, dass nach
18 Wochen auf HFD eine sehr weit fortgeschrittene Plaqueentwicklung zu
beobachten ist und somit eventuelle Unterschiede zwischen den Genotypen
mdglicherweise nivelliert werden. Zu einem friheren Zeitpunkt kdnnte somit

unter Umstanden ein Unterschied auszumachen sein.

Andere Studien haben bereits die Wirkung eines veranderten Wnt-
Signalweges auf die Atherogenese gezeigt. So kommt es in LRP5” Mausen,
in denen der Wnt-Signalweg beeintrachtigt ist, zu einer verstarkten Bildung
atherosklerotischer Plaques (Magoori et al., 2003). Dies stimmt mit dem
Ergebnis dieser Arbeit Uberein, dass die Heterozygotie eines Wnt-
Antagonisten die Plaquebildung verringert. Die Auspragung der
Plaquentwicklung scheint demnach Wnt beziehungsweise Dkk1 abhangig zu

sein.

Die Rolle von Dkk1 und Wnt in der frihen Atherogenese wurde unter
anderem von Zhang et al. untersucht. Sie konnten in vitro zeigen, dass ox-
LDL die Dkk1-Expression in Makrophagen aktiviert, und dass Dkk1 die
Aufnahme von ox-LDL und damit die Schaumzellbildung inhibiert (Y. Zhang
et al., 2015). Dkk1 ware in diesem Fall zu Beginn der Atherosklerose ein anti-
atherogener Faktor indem er die Schaumzellbildung verhindert, jedoch bleibt
die Frage offen, was das freie nicht aufgenommene ox-LDL fir eine Wirkung
in der Intima hat. Die Gruppe um Borell-Pages hat auch eine positive
Wirkung des Wnt-Signalweges auf die Schaumzellbildung zeigen kdnnen.
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Sie zeigten, dass LRP5 durch aggregiertes LDL in Makrophagen aktiviert
wird und die Schaumzellbildung fordert (Borrell-Pages et al., 2011). Die
Adhasion von Monozyten an Endothelzellen scheint ebenso durch einen
aktivierten Wnt-Signalweg begunstigt zu sein (D. K. Lee et al., 2006). Diese
Resultate unterstitzen die These, dass der Wnt-Signalweg wie auch bei sei-
ner Rolle in der VSMC- Proliferation (Siehe 4.3.1.1), im ganz frihen Stadium
die Entstehung der Atherosklerose begunstigt aber spater flr Stabilisierung

sorgt.

Uber den Wnt-Signalweg in fortgeschrittenen atherosklerotischen Plaques ist
bisher wenig bekannt. Lediglich Wnt5a, ein Ligand des nicht kanonischen
Whnt-Signalweges, wurde etwas naher untersucht. Die Expression von
WNTb5a wurde sowohl in humanen Plaques als auch in Plaques Apoe
defizienter Mause in Regionen reich an Makrophagen nachgewiesen
(Christman et al., 2008). Zwei Studien zeigen, dass WNT5a-Expression in
humanen Plaques positiv mit deren Fortschritt korelliert (Bhatt et al., 2012;
Malgor et al., 2014). In Makrophagen wird die WINT5a-Expression durch ox-
LDL stimuliert (Bhatt et al.,, 2012) und auch im Serum von Patienten mit
Atherosklerose wurde im Vergleich mit gesunden Kontrollen signifikant mehr
WNT5a gefunden (Malgor et al., 2014). In vitro Analysen zeigen, dass nicht
kanonische Wnt-Liganden wie Wnt5a/b den kanonischen Wnt-Signalweg in-
hibieren kdnnen (Ishitani et al., 2003; Kanazawa et al., 2005; Maye et al.,
2004; Topol et al., 2003). Auch in vivo konnte in der GliedmalRenknospe der
Maus gezeigt werden, dass die B-Catenin-Expression ansteigt wenn Wntba
fehlt (Topol et al., 2003). Geht man davon aus, dass Wnt5a pro-atherogene
Wirkung hat und auch in atherosklerotischen Plaques den kanonischen Wnt-
Signalweg inhibiert, hieRe das im Umkehrschluss, dass der kanonische
Wnt/B-Catenin-Signalweg anti-atherogen wirkt. Auch die Beobachtungen von
Magoori et al. unterstiitzen diese Vermutung. Sie haben gezeigt, dass Apoe'/'
;LRP5" Mause verstarkt Atherosklerose im Vergleich zu Apoe”;LRP5"*
Mausen entwickeln (Magoori et al., 2003). Im Menschen wurde eine Mutation
des LRP6 Gens mit CAD (Coronary Artery Disease) in Verbindung gebracht
und auch hier kommt es zu einer Beeintrachtigung des Wnt-Signalweges

(Mani et al.,, 2007). Ein beeintrachtigter Wnt-Signalweg wirkt demnach
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atherogen. Dies unterstitzt das Ergebnis dieser Arbeit, dass ein Uberaktivier-
ter Wnt-Signalweg, wie er in den Apoe”; Dkk1*" Mausen vorliegt, die Athero-

skleroseentwicklung insgesamt vermindert und zu stabileren Plaques fuhrt.

Eine aktuelle Studie in Ratten zeigt, dass erhdhte Plasmaspiegel von
Cholesterin und Triglyceriden positiv auf die Aktivierung des Wnt-
Signalweges wirken. Ratten auf HFD zeigten hier eine erhohte
Proliferationsrate in den VSMCs der thorakalen Aorten im Vergleich zu
Aorten aus Ratten auf SF. Gleichzeitig wurde auf mRNA und Proteinebene
gezeigt, dass mehrere Faktoren des Wnt-Signalweges (Wnt3a, (B-Catenin,
Tcf4 und der Proliferationsmarker CyclinD1) in den Aorten aus HFD-Ratten
signifikant vermehrt exprimiert werden. Auch in vitro konnte gezeigt werden,
dass Serum aus HFD-Ratten im Gegensatz zu Serum aus SF-Ratten die
Proliferation von VSMCs aktiviert und zur Aktivierung der Expression der
genannten Faktoren des Wnt-Signalweges fuhrt. Die gleichzeitige Zugabe
von Dkk1 zu Serum aus HFD-Ratten verminderte die Proliferationsrate der
VSMCs signifikant und verminderte auch die Expression von Wnt, 3-Catenin,
Tcf-4 und CyclinD1 auf mRNA und Proteinebene (Zhuang et al., 2016).

Diese Studie lasst annehmen, dass in Apoe” Mausen, aufgrund des
erhdhten Lipidspiegels im Blut, der Wnt-Signalweg in den Aorten generell
starker aktiviert ist als in Apoe”/+ Mausen. Da der Faktor, der den Wnt-
Signalweg aktiviert, im hyperlipidamischen Plasma zu finden ist stellt sich die
Frage ob der Wnt-Signalweg nicht sogar systemisch im gesamten
Organismus Uberaktiviert ist. Nimmt man das Ergebnis dieser Arbeit, dass
ein aktivierter Wnt-Signalweg protektiv wirkt hinzu, so kann man vermuten,
dass diese Aktivierung eine Art natlrlicher Schutzmechanismus vor
verstarkerter Plaquebildung und instabilen Plaques sein kénnte. Es ware
interessant herauszufinden ob diese Wnt-Aktivierung in den Apoe™ zu finden
ist und was eine Redukton dieser Aktivierung auf Normalniveau auslésen

wurde.
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4.3 Morphologische Unterschiede der atherosklerotischen

Plaques

4.31 Die Dkk1-Heterozygotie fuhrt zu einer vermehrten
Ansammlung extrazellularer Matrix in fortgeschrittenen
atherosklerotischen Plaques und tendenziell dickeren fibrosen

Kappen

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass bei den Mausen nach 18 Wochen auf
HFD ein signifikanter Unterschied in der Menge der extrazellularer Matrix
(EZM) im atherosklerotischen Plaque vorliegt. In den Dkk1 heterozygoten
Mausen befindet sich mehr EZM im Plaque als in den wildtypischen Tieren
(Abb. 12), was ein mdglicher Hinweis auf das Entwicklungsstadium der
Plaques sein kann. Ein friher nekrotischer Kern besitzt mehr EZM-
Bestandteile wie Kollagen, Hyaluronan, Versican, welche im spaten
nekrotischen Kern nicht mehr vorhanden sind (Finn et al., 2010; Kolodgie et
al.,, 2003; Virmani et al., 2006). Da aber der Grad der Stenose nicht
unterschiedlich ist und in beiden Genotypen bei ca 67 % liegt (Abb.10),
handelt es sich wohl nur um das Erscheinungsbild eines frihen nekrotischen
Kerns, da die Plaqueentwicklung schon so weit fortgeschritten ist, dass man
nicht mehr von einem frihen Stadium sprechen kann. Die veranderte EZM-
Menge ist also vermutlich molekular bedingt und auf die Dkk7-Heterozygotie
zuruckzufihren. Bei den fibrosen Kappen konnte eine Tendenz zu dickeren
fibrésen Kappen in den Apoe™*;Dkk1*” Mausen festgstellt werden (Abb.11).
Die fibrose Kappe setzt sich hauptsachlich aus VSMCs und EZM zusammen
und verleiht dem Plaque Stabilitat (Stary et al., 1995; Virmani et al., 2000). Je
dinner eine fibrose Kappe ist, desto eher kann es zu einer Ruptur des

Plaques kommen (Finn et al., 2010; Virmani et al., 2006)

Die extrazellulare Matrix tragt auch ausserhalb der fibrosen Kappe zur
Stabilitat eines atherosklerotischen Plaques bei (Davies et al., 1993; Newby,
1997). Sie repariert den Plaque dort, wo der Lipidkern die normale
Zellstruktur verandert oder vernichtet (Stary et al., 1995). Sie wird im Plaque

uberwiegend von den glatten Muskelzellen produziert. Der Abbau der EZM
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findet durch Matrix Metalloproteinasen statt (MMPs). Der Wnt-Signalweg
reguliert sowohl die Expression diverser Komponenten der extrazellularen
Matrix, als auch die Expression verschiedener MMPs. Die
Zusammensetzung der EZM und die Aktivitat der MMPs wiederum regulieren
Proliferation, Migration und Apoptose der glatten Muskelzellen (Mill &
George, 2012).

Welche Rolle Dkk1 und Wnt in der Regulation der VSMCs und der EZM-
Produktion haben soll in den nachsten zwei Abschnitten detailliert geklart

werden.

4.3.1.1 Der Wnt-Signalweg in der Regulation der VSMCs
Die VSMCs tragen mit ihrer Rolle in der Bildung der fibrésen Kappe und der

Produktion von EZM einen wesentlichen Teil zur Stabilitat atherosklerotischer
Plaques bei. Mehrere Studien zeigen auf, dass der Wnt/B-Catenin-Signalweg
das Uberleben und die Proliferation von arteriellen glatten Muskelzellen
unterstutzt (Mill & George, 2012). So konnte zum Beispiel gezeigt werden,
dass in humanen Gefalmuskelzellen die Akkumulation von B-Catenin zur
Proliferation fuhrt (Bedel et al., 2008). Auch Wang et al. konnten in der Ratte
nachweisen, dass Uber [B-Catenin die CyclinD1-Expression aktiviert und
somit die Proliferation der VSMCs aktiviert und Apoptose verhindert wird (X.
Wang et al., 2002). LRP6 als Bestandteil des kanonischen Wnt-Signalweges
ist notwendig fiir die VSMC-Proliferation und deren Uberleben, indem es zur
Aktivierung von B-Catenin/Tcf-4 fuhrt (X. Wang et al., 2004). In der Maus
konnte in der verdickten Intima nach Carotis-Ligatur eine erhéhte B-Catenin-
Expression nachgewiesen werden. Wnt4 wurde als der Ligand identifiziert,
der Uber B-Catenin das Zielgen CyclinD1 und somit die Proliferation der
glatten Muskelzellen aktiviert (Tsaousi et al., 2011). Zudem wurde in Wnt4"™
Mausen eine geringere Intima-Verdickung mit geringerer [(-Catenin-
Expression im Vergleich zu Wnt4”* Mausen nach Carotis-Ligatur festgestellt
(Tsaousi et al., 2011). Auch die Motilitat der VSMCs scheint durch den Wnt-

Signalweg positiv reguliert zu werden (Pena et al., 2013).

Diese Funktion des Wnt-Signalweges kdnnte zu Beginn der Atherosklerose

von Nachteil sein indem er durch seine proliferative Wirkung die Entstehung
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einer verdickten Intima fordert und damit eine Grundlage fir die
Atherogenese schafft. In der weiteren Atherogenese hingegen konnte das
Uberleben und die Proliferation der VSMCs durch die Zellmenge selbst und
die von ihr sezernierte extrazellulare Matrix zur Stabilitdt des
atherosklerotischen Plaques fuhren und somit von Vorteil sein. Schwartz et
al. stellten die Vermutung auf, dass eine Proliferation der VSMCs nur sehr
frih in der Entstehung des atherosklerotischen Plaques stattfindet und im
spaten Plaque so gut wie keine Rolle mehr spielt (Schwartz et al., 1995). In
Apoe”;Dkk1*~ Mausen konnte dies durch die Uberaktivierung des Wnt-
Signalweges (Abb. 12) verandert sein. Die groRere EZM-Menge in den
atherosklerotischen Plaques der Apoe”;Dkk1"" Mause ist madglicherweise
eine Folge von mehr VSMCs im Plaque, die die EZM-Bestandteile
produzieren. Auch die Tendenz zu dickeren fibrosen Kappen kann ein
Hinweis auf mehr VSMCs und/oder EZM sein.

4.3.1.2 Die Rolle von Dkk1 und Wnt in EZM-Produktion/Fibrose

Die Gruppe um Brack konnte zeigen, dass in alten Mausen eine systemische
Uberaktivierung des Wnt-Signalweges vorliegt und diese zur verstarkten
Fibrose von myogenen Zellen fuhrt. Die Injektion von Dkk1 in gealterte
Muskeln konnte die Fibrose reduzieren (Brack et al., 2007). In vivo und in
vitro kann Dkk1 die Ausbildung einer Fibrose durch Nieren-Myofibroblasten
mindern (S. Ren et al.,, 2013). In Menschen die an Fibrose leiden, einer
krankhaften Aktivierung von Fibroblasten und der erhéhten Produktion von
extrazelluldrer Matrix, wurde eine Uberexpression von WNT-1 und 10b
nachgewiesen. Zugleich wurde festgestellt, dass DKK7 in den betroffenen
Geweben vermindert exprimiert wurde. In in vitro Analysen wurde gezeigt,
dass Wnt1 die Differenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten und
deren Collagenproduktion indirekt steigert (Akhmetshina et al., 2012). Mause
die Wnt10b Uberexprimieren zeigen in derselben Studie ebenfalls eine
erhdhte Myofibroblastenzahl und EZM-Produktion. Eine gleichzeitige
Uberexpression von Dkk1 in diesen Mausen normalisierte die
Myofibroblastenzahl und EZM-Produktion wieder. Eine Behandlung mit
neutralisierenden Antikorpern gegen Dkk1 verhindert den protektiven Effekt

von Uberexprimiertem Dkk1. In der wildtypischen Maus fuhrt hingegen eine
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Neutralisation von Dkk1 nicht zu einer signifikant verstarkten Fibrose, im
Gegensatz zum transgenen Model konnte hier eine kompensatorische
Hochregulierung von Dkk2 festgestellt werden. In dieser Studie wurde auch
gezeigt, dass Tgf-B den Wnt-Signalweg durch die Inhibition von Dkk1-
Expression aktiviert (Akhmetshina et al., 2012).

Der Zusammenhang von TGF-B und dem WNT-Signalweg wurde auch in
einer Studie von Zhou et al. gezeigt. In humanen Zellen wurde in dieser
nachgewiesen, dass TGF-3 die Expression von WNT-Genen (WNT-2;-4;-5a;-
7a;-10a) aktiviert und zu einer erhdhten Akkumulation von B-Catenin in der
Zelle fuhrt. Sie zeigte auch auf, dass eine Kombination von TGF-B- und
WNT-Signalen far die Differenzierung humaner
Knochenmarksbindegewebszellen zu Chondrozyten und fur die Inhibition der

Differenzierung zu Adipozyten verantwortlich ist (S. Zhou et al., 2004).

Die Rolle des anti-inflammatorischen Zytokins TGF-B in der Atherosklerose
wurde in einigen Studien untersucht. Grainger et al. stellten in ihrer Studie
fest, dass Patienten mit fortgeschrittener Atherosklerose geringere Mengen
von aktiviertem TGF- im Serum aufweisen und stellten die Hypothese auf,
dass aktives TGF-3 die Atheroskleroseentwicklung vermindert (Grainger et
al., 1995). Zwei Studien im Apoe” Mausmodell zeigten, dass Tgf-B eine
protektive Wirkung hat. Die Behandlung von Apoe” Mausen mit Tgf-B
neutralisierenden Antikdrpern fluhrte zu grolderen atherosklerotischen
Plaques und einer erhdhten Anzahl an Immunzellen. Zudem zeigten die
Plaques der behandelten Tiere einen verringerten Kollagengehalt (Mallat et
al., 2001). In einer weiteren Studie wurde ebenfalls im Apoe” Mausmodell
ein rekombinanter Tgf-B-Rezeptor zur Inhibierung des Tgf-B-Signalweges
verwendet. In diesem Fall wurden nach der Behandlung kleinere
atherosklerotische Plaques nachgewiesen, allerdings wurden auch altere
Tiere mit fortgeschritteneren Plaques analysiert. Wie bei Mallat et al., wurde
aber auch hier eine vermeintlich verringerte Stabilitdt der Plaques durch
verminderte Fibrose, vemehrte Inflammation und gréRere nekrotische Kerne
in den behandelten Tieren festgestellt. In fortgeschrittenen Plaques trat die
verminderte Fibrose durch Tgf-B Inhibierung zusammen mit Einblutungen im
Plaque auf (Lutgens et al., 2002).
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Die Ergebnisse beider Studien deuten darauf hin, dass Tgf-B durch die
Inhibierung inflammatorischer Prozesse und durch Aktivierung der
Produktion von EZM zur Stabilitdt atherosklerotischer Plaques beitragt.
Nimmt man nun an, dass Tgf-3 dies Uber die Aktivierung des Wnt-
Signalweges erreicht wie von Zhou et al. 2004 und Akhmetshina et al. 2012
gezeigt, so konnte dies eine Erklarung fur die hier gemachten
Beobachtungen der groReren Menge an extrazellularer Matrix in den
atherosklerotischen Plaques der Apoe'/';Dkk1+/' Mause sein, denn auch hier

konnte eine Aktivierung des Wnt-Signalweges festgestellt werden.

A Tkl — Dkk1| —— Wnt| —> EZM-Produktion
B Tgf-k —— Dkk1| —— Wnt| —> EZM-Produktion
C Dkk1+/- Dkk1 | — Wnt| —> EZM-Produktion

Abbildung 17: Einfluss des Wnt-Signalweges auf die EZM-Produktion (A,B) Mdgliche
Interaktion zwischen Tgf-B und Wnt-Signalweg bei der Produktion extrazellularer Matrix im
Plaque. C: Mogliche Ursache fiur die vermehrte extrazellulare Matrix in Apoe'/';Dkk1+/'

Mausen

Neben der ubermafligen Produktion von EZM, kénnte die Beobachtung von
groReren Mengen EZM in Apoe”;Dkk1*" Mausen auch durch geringere
Degradierung dieser hervorgerufen werden. Zum Beispiel durch eine
verminderte Expression von MMPs. MMPs werden in humanen und murinen
atherosklerotischen Plaques exprimiert. Sie nehmen eine ambivalente Rolle
in der Plaquestabilitat ein. Einerseits bauen sie extrazellulare Matrix ab, was
den Plaque anfalliger fur eine Ruptur macht, andererseits ist dieser Abbau
der extrazellularen Matrix notwendig fur die Migration und Proliferation der
VSMCs die zur Plaquestabilitat beitragen (J. L. Johnson, 2007; Newby et al.,
2009).

Einige Studien lassen vermuten, dass ein aktivierter Wnt-Signalweg MMPs
aktiviert und damit zur EZM-Degradierung fuhrt. Eine Studie zeigte, dass

DKK1 protektiv gegen den Abbau von extrazellularer Matrix wirkt indem es
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die Expression von MMP-13 in fibrotischen Zellen inhibiert (Ye et al., 2011).
Eine Uberaktivierung des Wnt-Signalweges in Darmkrebsgewebe des
Menschen fiihrt zur Uberexpression von MMP-7 (Brabletz et al., 1999). Wnts
aus Endothel-Zellen aktivieren die Expression von MMP-2 und -9 in T-Zellen
(B. Wu et al., 2007).

Im Fall der Apoe”;Dkk1”" Mause liegt die Vermutung nahe, dass die
verstarkte EZM-Produktion bedingt durch den aktivierten Wnt-Signalweg
(Abb.12) dem Abbau uber MMPs Uberwiegt. Um dies abschlielend zu klaren
sind allerdings weitere Analysen notwendig, die nachweisen, dass die EZM-

Produktion hier tatsachlich direkt durch den Wnt-Signalweg gesteuert wird.

4.3.2 Die Dkk1-Dosis hat Einfluss auf die GroRe des nekrotischen

Kerns

Wie in dieser Arbeit gezeigt wurde, fuhrt die Dkk1-Heterozygotie auch bei
Mausen auf Standardfutter zu einer Veranderung in der Plaguemorphologie.
Wie durch weiterfUuhrende Analysen gezeigt werden konnte, ist der
nekrotische Kern der Apoe'/';Dkk1+/' nach einem Jahr SF signifikant kleiner
als in den entsprechenden Kontrolltieren (Abb. 15) und es gibt keine
Cholesterin-Kristalle im Gegensatz zu den Apoe”;Dkk1™* Tieren (Tab. 2).
Daraus lasst sich vermuten, dass die Dkk71-Heterozygotie zu stabileren
atherosklerotischen Plaques fuhrt, denn Studien im Menschen zeigen, dass
in humanen ruptierten Plagues und TCFAs (Thin-Cap Fiboatheroma) der
nekrotische Kern grofler ist und die Cholesterin-Kristalle im Vergleich zu
stabileren Plaques vermehrt auftreten (Cappendijk et al., 2008; Davies et al.,
1993; Pasterkamp et al., 2000; Virmani et al., 2000). Der nekrotische Kern
sagt nicht nur etwas Uber die Stabilitdt eines Plaques aus, sondern kann
auch daruber Aufschluss geben, wie weit fortgeschritten die Atherosklerose
schon ist. Sowohl in der Maus als auch in der humanen Atherogenese
wachst der nekrotische Kern mit Fortschreiten der Erkrankung (Nakashima et
al., 1994; Stary et al, 1995) unter anderem durch Apoptose von
Makrophagen und glatten Muskelzellen (Clarke et al., 2008; Hegyi et al.,
1996). Eine geringere Apoptoserate in den atherosklerotischen Plaques der

Apoe'/';Dkk1+/' Mause koénnte eine Erklarung fur die kleineren nekrotischen
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Kerne sein. Mehrere Studien zeigen, dass die Induktion von Dkk1 zur
Apoptose in verschiedenen Zelltypen fuhrt (Grotewold & Ruther, 2002a,
2002b; Hirata et al., 2011; H. K. Kim et al., 2013; Scali et al., 2006). Auch
reaktive Sauerstoffspezies (ROS= reactive oxygen species) kénnen die
Dkk1-Expression indirekt aktivieren und zum programmierten Zelltod fuhren
(Knobloch et al., 2007).

Neben dem Einfluss, den Dkk1 wahrend der Atherogenese auf apoptotische
Vorgange haben koénnte, ware auch eine Wechselwirkung mit einer
nekrotischen Signalkaskade denkbar, da auch die Nekrose eine Rolle bei der
Entstehung des nekrotischen Kerns spielt (Crisby et al., 1997; Kunishima et
al.,, 1999). Zur Nekrose kommt es durch Produktion von reaktiven
Sauerstoffspezies, Fehlern in der Kalzium-Homoostase und der Aktivierung

von nicht apoptotischen Proteasen (Martinet et al., 2011).

oxLDL
Apoptose

Dkk1
pro-atherogen

Tnfa \ ! /08
>l

anti-atherogen

Wnt/R-Catenin

NN

VSMC-Proliferation EZM-Produktion

Tgfd

Abbildung 18: Die potentielle pro-atherogene Rolle von Dkk1 in der
Plaqueentwicklung. Durch Inhibierung des Wnt-Signalweges vermindert Dkk1 die
Proliferation der VSMCs und die EZM-Produktion, welche zur Stabilitdt des Plaques
beitragen. Es férdert hingegen Apoptose und somit die VergroRerung des nekrotischen

Kerns der zur Vulnerabilitat beitragt.

Wu et al. haben in vitro zeigen kdnnen, dass der Wnt/B-Catenin-Signalweg
die Nekrose von Makrophagen vermindert, indem es die intrazellulare Menge
von ROS reduziert. Dies geschieht durch eine vermehrte Produktion des

endogenen Antioxidans Glutathion (GSH). Dkk1 ist in der Lage diese
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vermehrte Produktion von GSH durch den Wnt-Signalweg wieder zu mindern
(X. Wu et al., 2015).

4.3.3 Die Rolle von Dkk1 in der GefaRkalzifizierung

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass in den Apoe”;Dkk1*" Mausen
nach einem Jahr SF, eine Tendenz zu kleineren kalzifizierten Flachen im
atherosklerotischen Plaque vorhanden ist (Abb.16). Auch die untersuchten
Markergene fur die Kalzifizierung sind in diesen Tieren geringer exprimiert
(Abb.17).

Die extraossare Kalzifizierung der GefalRe und atherosklerotischer Plaques
entsteht durch Ablagerung von Kalziumphosphat in Form von Hydroxyapatit.
Die Kalzifizierung im Gefal}, weist viele Parallelen zur Kalzifizierung im
Knochen auf. So kommt es im Gefal} zur Bildung Chondrozyten-ahnlicher
Zellen und zur Expression knochenspezifischer Gene (Rattazzi et al., 2005;
Tyson et al., 2003).
In der Knochenentwicklung ist die Rolle von Dkk1 und dem Wnt-Signalweg
weitestgehend bekannt. Der Wnt-Signalweg aktiviert die Differenzierung
mesenchymaler Stammzellen zu Osteoblasten und inhibiert die Bildung von
Osteoklasten (Goldring & Goldring, 2007). In einigen Studien wurde der
Einfluss des Wnt-Signalweges auf die Knochenbildung untersucht. Ein
beeintrachtigter Wnt-Signalweg, wie er in LRP5” und auch in Wnt10b™
Mausen vorliegt, fihrt zu einer verringerten Knochendichte und auch im
Menschen werden Mutationen von LRP5 mit Osteoporose in Verbindung
gebracht (Glass & Karsenty, 2007; M. L. Johnson et al., 2004).
Einige Studien weisen einen Zusammenhang zwischen einem erhdhten
DKK1-Serumspiegel und Osteoporose oder anderen Krankheiten nach, bei
denen Osteopenie (Minderung der Knochendichte) ein Symptom ist (Butler et
al., 2011; Kaiser et al., 2008; Thambiah et al., 2012; Voskaridou et al., 2009;
S. Y. Wang et al., 2011). Auch in der Maus ist die Dkk1 Uberexpression mit
Osteopenie asoziiert (Li et al., 2006; Yao et al., 2011), wohingegen eine
Behandlung mit Dkk1 neutralisierenden Antikérpern zu einer hoheren
Knochendichte flhrt (Glantschnig et al., 2010). Zusammengefasst ist Wnt fur
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den Knochenaufbau und die damit verbundene Kalzifizierung verantwortlich,
wohingegen Dkk1 fur den Abbau von Knochensubstanz und die

Dekalzifizierung zustandig ist.

Bei der extraossaren Kalzifizierung in den GefalRen scheint die
Aufgabenteilung ahnlich. Hier wird die chondrogene Transformation von
VSMCs durch die Aktivierung des Wnt/B-Catenin-Signalweges hervorgerufen
und Dkk1 kann diese Transformation inhibieren (Beazley et al., 2013). Auch
Shao et al. haben gezeigt, dass Msx2 Uber eine Aktivierung des Wnt-
Signalweges und Inhibierung der Dkk1-Expression zur Kalzifizierung der
Gefale in der Maus fuhrt (Shao et al., 2005). In einer Human-Studie wurde
gezeigt, dass die Serumkonzentration von DKK1 und die Elastizitat, von
GefalRen positiv miteinander korellieren. Das heisst, je weniger DKK1 die
Patienten im Serum aufwiesen, desto geringer war die Elastizitat, vermutlich
aufgrund starkerer Kalzifizierung (Thambiah et al., 2012).

So konnte man bei den Apoe”;Dkk1”" Mausen, in denen die Dkk1-
Expression verringert (Anhang Abb.l) und der Wnt-Signalweg aktiviert ist,
davon ausgehen, dass die Kalzifizierung, der osteogene Prozess im Plaque
verstarkt wird. Das Gegenteil ist jedoch der Fall. In den atherosklerotischen
Plaques der Apoe'/';Dkk1+/' Mannchen konnte eine Tendenz zu weniger
Kalzifizierung festgestellt werden. Man kdénnte vermuten, dass die
Kalzifizierung geringer ist, da auch die Plaques nicht so weit fortgeschritten
sind wie in den Kontrolltieren. Die Kalzifizierung ist jedoch nicht nur eine
Frage des Plaquefortschritts, was man im Vergleich zu den Tieren 18
Wochen auf HFD sehen kann. In den Kontrollmausen ist hier die
Kalzifizierung geringer (1,287 %) als bei den 1 Jahr alten Tieren (3,93 %),
obwohl die Plaques weiter fortgeschritten sind ( 67,38 % vs 56,9 % Stenose).
Bei den 1 Jahr alten Tieren auf SF sind mit 66 % der Tiere auch doppelt so
viele von der Kalzifizierung betroffen wie bei den jingeren Tieren auf HFD.
Ein wichtiger Faktor fur die Kalzifizierung ist demnach die Zeit, also das Alter
der Tiere. Die Tendenz zu einer geringeren Kalzifizierung in den 1 Jahr alten
Apoe'/';Dkk1+/' Mausen hat demnach vermutlich auch andere Grinde. Einer
davon konnte sein, dass in Dkk1"" Mausen eine erhohte Knochendichte
vorliegt (Morvan et al.,, 2006). Es ist bekannt, dass die Knochendichte
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umgekehrt proportional zur Dkk1-Menge ist (MacDonald et al., 2007; Morvan
et al., 2006). Ebenso zeigen Studien, dass der Verlust von Knochendichte
und die Kalzifizierung der Gefalde eine positive Korrelation aufweisen (Hyder
et al., 2007; Hyder et al., 2009; Marcovitz et al., 2005; Naves et al., 2008;
Schulz et al.,, 2004). So liegt die Vermutung nahe, dass bei erhdhter
Knochendichte nur geringes Potential zur GefalRkalzifizierung vorhanden ist,
da viel Kalzium im Knochen gebunden und somit weniger freies Kalzium im
Organismus zirkuliert. Schon Mani et al. haben die Vermutung aufgestellt,
dass Osteoporose und koronare Herzkrankheit pleiotrope Konsequenzen
eines beeintrachtigten Wnt-Signalweges sind (Mani et al. 2007). In Mgp”
Mausen ist der der Zustand von Knochen und Gefalken genau umgekehrt
verglichen mit den Dkk1*~ Mausen. In diesen kommt es zu einer sehr starken
Gefalkalzifizierung, die frih zur Ruptur der Gefalke und zum Tod fuhrt,
parallel leiden sie an Osteopenie (Luo et al., 1997).

In den Apoe'/';Dkk1+/' nach einem Jahr SF sind im Gegensatz zu den
Kontrolltieren auch keine Chondrozyten-ahnlichen Zellen gefunden worden,
obwohl dies, aufgrund der Rolle von Dkk1 und Wnt in der
Knochenentwicklung, eher in den Dkk1 heterozygoten Tieren zu erwarten
gewesen ware. Diese Zellen entstehen vermutlich aus VSMCs und sind ein
Marker fur den Grad der Ossifikation/Kalzifizierung im Plaque (Rattazzi et al.,
2005; Speer et al., 2009)

Die hier untersuchten Marker Runx2, Opn und Mgp stehen sowohl mit der
Knochenbildung als auch mit der Kalzifizierung in GefaRen im
Zusammenhang. Runx2 (oder auch Cbfa1) wird frth in der
Osteoblastenbildung exprimiert und aktiviert die Expression
knochenspezifischer Gene, unter anderem Osteopontin (Ducy et al., 1997).
Runx2 kann direkt durch den Wnt/B-Catenin-Signalweg aktiviert werden und
Dkk1 kann seine Expression inhibieren (Gaur et al., 2005; Hamidouche et al.,
2008).

Speer et al. haben in GefaRen von Mgp” Mausen gezeigt, dass Runx2 ein
friher Marker fur die Transdifferenzierung der VSMCs in in
osteochondrogene Vorlauferzellen ist (Speer et al., 2009). Opn ist ein Kalzifi-
zierungsinhibitor, der auch die Differenzierung und Aktivierung von Osteo-
klasten fordert und somit eine wichtige Rolle in der Knochenhomdostase
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spielt. Zudem wird Opn unter anderem mit inflammatorischen Reaktionen in
Fettgewebe und Insulinresistenz in Verbindung gebracht (Kahles et al.,
2014). Osteopontin wird im atherosklerotischen Plaque von VSMCs,
Endothelzellen, Makrophagen und Chondrozyten-ahnlichen Zellen exprimiert
und ist vermehrt in kalzifizierten Bereichen zu finden (Bini et al., 1999; Dhore
et al., 2001; O'Brien et al., 1994; Rattazzi et al., 2005). Das Matrix-Gla-
Protein ist wie Opn ein Kalzifizierungsinhibitor. Mgp” Mause weisen stark
kalzifizierte Arterien auf (Luo et al., 1997). In humanen atherosklerotischen
Plaques nimmt die MGP-Expression mit Fortschreiten des Plaques zu und ist
in kalzifizierten Plaques am hdchsten (Dhore et al., 2001).

Alle drei untersuchten Markergene weisen eine deutliche Tendenz zur gerin-
geren Expression in Apoe”;Dkk1"- Mausen auf (Abb.17). Dies wirft die Fra-
ge auf, ob die geringere Kalzifizierung tatsachlich nur mit einer vermeintlich
geringeren Menge an zirkulierendem Kalzium erklart werden kann. Eine
modgliche Erklarung ware, dass die Kalziuminhibitoren Mgp und Opn erst
durch einen erhdhten Kalziumspiegel im Blut oder die Kalzifizierung selbst
aktiviert werden. Fir Mgp wurde eine solche Aktivierung durch Kalzium und
Kalzimimetika in Rattenaorten und bovinen VSMCs nachgewiesen (Mendoza
et al., 2011). In Maus-Osteoblasten konnte Kalzium zusammen mit anorgani-
schem Phosphat die Expression von Opn und Mgp Uber den ERK1/2-
Signalweg aktivieren (Khoshniat et al., 2011). Es gibt Hinweise darauf, dass
auch die Runx2-Expression auf diesem Weg, Uber ERK1/2, aktiviert werden
konnte (D. Ren et al., 2015; Xiao et al., 2002).

All dies deutet darauf hin, dass die geringere Kalzifizierung in den athero-
sklerotischen Plaques der Apoe”;Dkk1*" Mause nach einem Jahr SF eher
eine sekundare Folge der Dkk1-Heterozygotie, bedingt durch die hdhere
Knochendichte, ist.

Die hier gezeigte geringere Kalzifizierung in den GefaRen der Apoe” ;Dkk1*"
Mause ist vergleichbar mit den Ergebnissen von Kim et al. Sie wiesen eine
positive Korrelation des Dkk1-Serumspiegels und der Kalzifizierung in
Gefalken von Patienten nach (K. I. Kim et al., 2011), was ebenfalls nicht dem
bisherigen Wissen uber Dkk1 in der Kalzifizierung entspricht. Bei erhéhtem
Dkk1-Spiegel wirde man, entsprechend den bekannten Befunden im
Knochen, eine geringere Kalzifizierung erwarten. Ob der erhdhte Dkk1-
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Spiegel, den Kim et al. gemessen haben, ursachlich flir die erhohte

Kalzifizierung ist bleibt offen.

Arterie
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Abbildung 19: Mdgliche molekulare Auswirkungen eines veranderten Dkk1-Spiegels
auf die Mineralisierung im Knochen und in den Arterien. (Schriftdicke symbolisiert die
Menge/Vorkommen) Bei geringerer Dkk1-Menge wird die Reifung der Osteoblasten
gefordert und die der Osteoklasten inhibiert. Folglich gibt es mehr Knochenmaterial und es
wird mehr Kalzium eingespeichert. Das zirkulierende Kalzium wird dadurch verringert und
eine GefaRkalzifizierung unterdriickt. Ein Uberangebot von Dkk1 fiihrt zu Osteopenie durch
vermehrte Osteoklastenaktivierung, Kalzium wird freigesetzt und steht fir die

GefaRkalzifizierung zur Verfuigung.

Leider konnte der Kalziumspiegel im Serum der Mause bei den Analysen im
Zentrallabor des Uniklinikums Dusseldorf nicht bestimmt werden, da die
Werte unterhalb der Messgrenze von 0,2 mmol/l lagen.

Dennoch gibt das Ergebnis Anlass dazu, den Wnt-Signalweg und Dkk1 bei
der Kalzifizierung von Gefallen weiter zu analysieren. Kalzifizierungen
spielen nicht nur in der Atherosklerose eine Rolle, wo ihre Bedeutung was
die Stabilitat der atherosklerotischen Plaques angeht sehr umstritten ist
(Alexopoulos & Raggi, 2009; Speer & Giachelli, 2004). Denn nicht nur die
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Kalzifizierung in atherosklerotischen Plaques, sondern auch die Media-
Kalzifizierung in Zusammenhang mit dem naturlichen Alterungsprozess oder
anderen Erkrankungen wie chronischer Niereninsuffiziens (CKD=Chronic
Kidney Disease) und Diabetes verlauft Gber den Wnt gesteuerten osteo-
chondrogenen Prozess (Chen & Moe, 2003; Rong et al., 2014; Speer &
Giachelli, 2004) Bei Patienten mit CKD fuhrt die Kalzifizierung der Gefalte
haufig zum Tod (Mizobuchi et al., 2009), sie gilt generell als ein Risikofaktor
fur weitere kardiovaskulare Komplikationen und erhdhte Sterblichkeit
(Nakanishi et al., 2015; Speer & Giachelli, 2004; Tota-Maharaj et al., 2012).

4.4 Dkk1 und Wnt und ihre Rolle in der inflammatorischen
Kaskade und der mogliche Einfluss auf die Atherogenese

Die hier gezeigte geringere Ausbildung atherosklerotischen Plaques und
deren veranderter Morphologie in Apoe”;Dkk1*" Mausen, kénnte auch auf
die Rolle von Dkk1 in der inflammatorischen Kaskade zurlckzufiihren sein,

die dieser Erkrankung zugrunde liegt.

Wie bereits in der Einleitung erwahnt, ist die Atherosklerose eine inflammato-
rische Erkrankung. Die Aktivierung der Endothelzellen an Stellen die zur
Plaquebildung neigen fuhrt zur Expression von Adhasionsmolekilen wie
VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1) und ICAM-1(Intercellular adhe-
sion molecule-1) in den Endothelzellen (Nakashima et al., 1998). Diese er-
madglichen die Adhasion von Monozyten und T-Lymphozyten und erleichtern
deren Migration in die Intima. Eingewanderte Monozyten phagozytieren das
oxidierte LDL und werden so zu aktivierten Schaumzellen. Die Schaumzellen
sezernieren inflammatorische Zytokine wie TNF-a, IL-1,MCP-1,und VEGF
(Hansson, 2001; Libby, 2002; R. Ross, 1993). So wird die inflammatorische
Kaskade initiiert und die Atherogenese schreitet voran. TNF-a ist eines der
potentesten pro-inflammatorischen Zytokine und spielt in der Atherogenese
eine entscheidende Rolle. Ein Ausschalten von Tnf-a in der Maus, syste-
misch oder im Knochenmark, fuhrt zu einer signifikanten Verringerung der
Grolke atherosklerotischer Plaques (Branen et al., 2004). TNF-a spielt auch

in chronischen inflammatorischen Erkrankungen wie Rheumatoider Arthritis
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eine entscheidende Rolle. In diesem Zusammenhang wurde auch eine Ver-
bindung zwischen Dkk1 und TNF-a entdeckt. In vitro aktiviert TNF-a Uber
TNFR1 und p38MAPK die DKK1-Expression in Gelenk-Fibroblasten. Auch in
vivo konnte in einem Mausmodell fur Arthritis gezeigt werden, dass die sys-
temische Blockade von Tnf-a oder p38MAPK den erhdhten Dkk1-
Serumspiegel normalisiert (Diarra et al., 2007). Chae et al. konnten zeigen,
dass die Dkk1 doubleridge Maus-Mutante, in der die Dkk1-Expression um ca.
90 % reduziert ist, vor einer Typ2 Immunreaktion in einem induzierten Asth-
ma-Modell geschutzt ist. In vitro kann Dkk1 die Produktion von IL-4, -10 und
-13 in CD4+ T Zellen induzieren. In dieser Studie wurden auch die Throm-
bozyten als Hauptquelle fur das zirkulierende Dkk1 ausgemacht. Auch die
inflammatorische Reaktion, hervorgerufen durch eine parasitare Infektion der
Maus, kann durch Injektion eines Dkk1-Inhibitors drastisch reduziert werden
(Chae et al.,, 2016). IL-4 ist ein typisches Th2-Zytokin und scheint pro-
atherogene Wirkung zu haben, denn Apoe™;IL4” Mause entwickeln weniger
schwerwiegende Atherosklerose als Apoe™;IL4™* Mause (Davenport &
Tipping, 2003). Dkk1 scheint also nicht nur durch inflammatorische Zytokine
aktiviert zu werden, sondern spielt eine entscheidende pro-inflammatorische
Rolle in der Th2-Immunreaktion chronischer entzindlicher Erkrankungen.
Auch in der Atherosklerose spielt die Th2-Immunreaktion eine Rolle. Zhou et
al. haben gezeigt, dass auf normaler Diat die Th1 gesteuerte Immunreaktion
in den atherosklerotischen Plaques Uberwiegt, jedoch auf einer Cholesterin
reichen Diat eine Verschiebung zur Th2 gesteuerten Reaktion stattfindet (X.
Zhou et al., 1998).

Der nicht kanonische Ligand WNT5a reguliert inflammatorisch relevante Ge-
ne in humanen Endothelzellen in vitro und WNT5a-Expression wurde auch in
Endothelzellen und proliferierenden VSMCs in humanen atherosklerotischen
Plaques nachgewiesen. In derselben Studie wurde gezeigt, dass die Inhibie-
rung des kanonischen Wnt-Signalweges auch zu einer Hochregulierung in-
flammatorischer Gene fuhrt. Dies legt die Vermutung nahe, dass der kanoni-
sche Wnt-Signalweg in humanen Endothelzellen anti-inflammatorische Wir-

kung hat (J. Kim et al., 2010). Diese Beobachtung passt zu der von Ueland et
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al. (2011), dass Dkk1 die Expression inflammatorischer Zytokine wie IL-8 und
MCP-1 in Endothelzellen aktiviert.

Eine pro-inflammatorische /pro-atherogene Rolle von Dkk1 passt zu den hier
gemachten Beobachtungen, der geringeren Atherosklerose und der hdheren
Stabilitat der Plaques in den Apoe™;Dkk1*” Mausen.

Dkk1-Expression wird auch durch Corticosteroide gesteuert. Corticosteroide
sind korpereigene Hormone die in der Nebennierenrinde produziert werden
und eine anti-inflammatorische Wirkung besitzen. Corticosteroide werden
zum Beispiel als Immunsuppressiva bei Asthma oder Autoimmunerkrankun-
gen eingesetzt. So kann zum Beispiel Dexamethason die DKK1-Produktion
in humanen Gelenk-Fibroblasten aktivieren (Hardy et al., 2012). In dieser
Studie wurde auch die Vermutung aufgestellt, dass die pro-
inflammatorischen Marker wie TNFa DKK1-Expression indirekt, namlich Uber
eine gesteigerte Corticosteroid-Produktion, aktivieren. Die Dexamethason-
Behandlung von primaren humanen Osteoblasten flhrt zu einer Beeintrach-
tigung der Osteoblastendifferenzierung und einer verminderten (-Catenin-
Menge. Eine zusatzliche Behandlung mit DKK7-siRNA verhindert diese Wir-
kung von Dexamethason (Butler et al., 2010). In Apoe” Mausen scheint der
Corticosteroid-Spiegel generell erhéht zu sein im Vergleich zu Apoe™* Mau-
sen (Thorngate et al., 2002). Corticosteroide haben Auswirkungen auf die
Atherogenese, sie verstarken diese und man kann nun vermuten, dass die-
ser Effekt auch auf eine Aktivierung von Dkk1 zurickzufUhren ist
(Hermanowski-Vosatka et al., 2005; Walker, 2007).

4.5 Wnt/B-Catenin unabhangige Wirkung von Dkk1

Es gibt Hinweise darauf, dass Dkk1 auch noch eine Rolle abseits der
Inhibierung des kanonischen Wnt-Signalweges spielt. So vermuten Krause et
al. eine Verschiebung vom kanonischen Wnt-Signalweg zum nicht
kanonischen durch die Wirkung von Dkk1. Ren et al. konnten in Maus-
Perizyten zeigen, dass Dkk1 Uber einen B-Catenin unabhangigen Weg die
Aktivierung von MAPK und JNK durch PDGF inhibieren kann. Lee et al.
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haben in B-Catenin defizienten Zellen eine Apoptose Induktion durch Dkk1-
Uberexpression festgestellt und dies auf die Aktivierung von JNK
zuruckgefuhrt (Krause et al., 2014; A. Y. Lee et al.,, 2004; S. Ren et al.,
2013). JNKs spielen eine Rolle in der Inflammation, Apoptose und
Proliferation (Manning & Davis, 2003) und auch ihre direkte Rolle in der
Atherosklerose wurde schon gezeigt (Ricci et al., 2004). Es kdnnte hier also
auch auf anderen Ebenen als dem kanonischen Wnt-Signalweg
Veranderungen durch Dkk1-Heterozygotie geben, die die Atherogenese

beinflussen konnten.
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5. Ausblick

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Dkk1-Dosis eine Rolle in der
Stabilitat atherosklerotischer Plaques im Mausmodell spielt. Weitere
Untersuchungen konnten Aufschluss dartber geben, in welchen Bereichen
der Plaqueentwicklung Dkk1 von Bedeutung ist und ob die Mechanismen die
betroffen sind den kanonischen Wnt-Signalweg betreffen oder sogar davon
unabhangig sind. Zunachst sollte die Proliferations- und Apoptoserate der
VSMCs untersucht werden, um herauszufinden ob Dkk1 hier den vermuteten
Einfluss ausiibt und die Uberlebensrate der VSMCs mindert. Hier wére es
auch angebracht, nach Unterschieden in frihen und spaten
atherosklerotischen Plaques zu suchen. Um den Einfluss auf die Expression
von EZM-Bestandteilen zu untersuchen kdnnten hier Expressionsanalysen
und Western-Blots Aufschluss geben. Auch die Anwesenheit und Aktivitat

von MMPs konnte so untersucht werden.

Um herauszufinden, ob die systemische Eliminierung von Dkk1 zu einer
drastischeren Veranderung der atherosklerotischen Plaqueentwicklung fihrt
kann man Uber einen definierten Zeitraum Dkk1-Antikorper applizieren. Auch
ein gefalspezifisches Ausschalten von Dkk1 konnte genaueren Aufschluss

Uber seine Rolle in der Plaqueentwicklung bringen.

Die potentiell pro-inflammatorische Wirkung von Dkk1 im Plaque kénnte in
den Apoe”;Dkk1”~ Mausen zu einer geringeren Expression von
inflammatorisch wirksamen Zytokinen fuhren und zu einer geringeren Anzahl
inflammatorischer  Zellen. Dies soll mittels Antikdrperfarbungen,
Durchflusszytometrie und Expressionsanalysen geklart werden. In frihen
atherosklerotischen Plaques konnte untersucht werden, ob die
Beobachtungen von Zhang et al. (2015), dass Dkk1 in vitro die Aufnahme
von ox-LDL in Makrophagen vermindert, auch in vivo zu beobachten ist. In
den Apoe'/';Dkk1+/' Mausen musste dann eine vermehrte Schaumzellbildung

ZuU sehen sein.

Mit sensitiveren Methoden kdnnte man erneut versuchen den Kalziumspiegel

im Serum der Mause zu bestimmen um dem Grund flr die geringere
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Kalzifizierung in den Plaques der Apoe”;Dkk1*” Mause nach einem Jahr SF
auf die Spur zu kommen. Durch Zugabe von zusatzlichem Kalzium zum
Futter kdnnte man die Auswirkungen eines erhdhten Kalziumspiegels auf die

Kalzifizierung in den Plaques der Apoe”;Dkk1*" Mause analysieren.
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6. Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, herauszufinden, ob Dkk1 eine Rolle in der
Atherogenese spielt. Anhand eines Mausmodells konnte gezeigt werden,
dass eine reduzierte Dkk1-Dosis innerhalb des ersten Lebensjahres in
mannlichen Mausen zu stabileren und/oder kleineren atherosklerotischen
Plaques fuhrt. Die Dkk1-Heterozygotie fluhrt zu einer vermehrten
Ansammlung von EZM im atherosklerotischen Plaque und tendenziell
dickeren fibrosen Kappen. Die Plaques der Apoe”;Dkk1”- Mause sind nach
einem Jahr SF signifikant kleiner als die der Kontrolltiere und haben einen
kleineren nekrotischen Kern. Alle diese Attribute lassen auf stabilere Plaques
schliessen. Auch in der Kalzifizierung der Plaques konnte eine Tendenz zu
einer Verringerung in den Apoe”;Dkk1"" Mausen festgestellt werden. Dkk1
und der Wnt-Signalweg spielen aufgrund ihrer bekannten Rolle in der
Proliferation, der Bestandigkeit und der Apoptose von Zellen eine nicht zu
unterschatzende Rolle in der Plagueentstehung. Denn sowohl die
Proliferation von VSMCs, die eine wichtige Rolle in der Bildung der fibrosen
Kappe spielt, als auch die Apoptose von VSMCs und Makrophagen, die zur
Entstehung des nekrotischen Kerns beitragen, haben einen gro3en Anteil an
Stabilitdt oder Vulnerabilitédt in der Atherosklerose. Auch der Einfluss des
Whnt-Signalweges auf inflammatorische Signalwege und in der Produktion
von extrazellularer Matrix spielen dabei eine Rolle. Diese Omniprasens des
Whnt-Signalweges macht es schwierig Einblick und Klarheit Uber seine
Funktion in einzelnen, begrenzten Bereichen zu bekommen. Sie verdeutlicht
aber auch die Bedeutsamkeit dieses Signalweges weit Uber die
Embryonalentwicklung hinaus. Somit bleibt der Wnt-Signalweg ein
interessanter und relevanter Forschungsbereich um die Atherosklerose und
ihre Folgen wie Schlaganfall und Herzinfarkt besser zu verstehen und zu
behandeln. Sollte sich die Rolle von Dkk1 in weiteren Analysen bestatigen,
so koénnte es ein therapeutisches Ziel fir die Stabilisierung der
Atherosklerose in vorbelasteten Patienten sein. Auch das Wissen uber die

Rolle von Dkk1 in der Kalzifizierung kdnnte bei CKD-Patienten hilfreich sein.
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6. Summary

It was the aim of this work to evaluate, if Dkk1 is involved in atherogenesis.
With the help of the Apoe'/' mouse model one could show, that less Dkk1
expression attenuates plaque development and leads to more stable
atherosclerotic plaques in the first year of male mice. Dkk1 heterozygosity
leads to an accumulation of more ECM in the atherosclerotic plaque and
probably to a thickening of the fibrous cap. Plaques of Apoe”;Dkk1™" mice
after 1 year SF are significantly smaller and exhibit a significant smaller
necrotic core compared to the control mice. All these characteristics, indicate
on more stable plaques. As well the calcification in the plaques of the Apoe'/'
:Dkk1™" mice shows a tendency to reduction compared to the Apoe”;Dkk1**
mice. Because of their role in proliferation, cell stability and apoptosis, Dkk1
and Wnt have a relevant role in atherogenesis. Proliferation of VSMCs is
significantly involved in the formation of the fibrous cap and apoptosis of
macrophages and VSMCs are crucial events in the development of the
necrotic core. Also the influence on inflammatory pathways and ECM
production by Wnt and its inhibitor contribute to their role in atherogenesis.
The omnipresence of the Wnt pathway makes it complicated to get insights
into its precise role and function, but also turns out ist remarkableness
beyond embryonic development. Wnt and Dkk1 still are an interesting and
relevant field of research to understand and medicate atherosclerosis and its
consequences like stroke and myocardial infarction. If the role of Dkk1 can
be verifed in further studies it could become a therapeutic target for
stabilisation of atherosclerosis in predisposed patients. Also the knowledge

about its role in calcification processes can be helpful for CKD patients.
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Abbildung | : Geringere Dkk1-Expression in der Leber (links) und dem eWAT (rechts)
der Dkk1 heterozygoten Tiere nach 18 Wochen HFD. Mittels Real-time PCR wurde die
Dkk1-Expression in verschiedenen Geweben ermittelt. Die Dkk7-Expression in den Apoe'/'
;Dkk1*" Tieren ist reduziert im Vergleich zu den Apoe”;Dkk1** Tieren (p=0,0219 (Leber) p=

0,0513 (eWAT))
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Abbildung II: Apoe'/';Dkk1+/' Mause nach 18 Wochen HFD haben kleinere Adipozyten
im Vergleich zu Apoe”;Dkk1*”* Miusen. A: Adipozyten der Apoe”;Dkk1™" Mause sind
signifikant kleiner im Vergleich zu denen der Apoe'/';Dkk1+/+ Mause (p=0,0165). B: HE-

Farbung des epigonadalen Fettgewebes von Mausen nach 18 Wochen auf HFD.
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Abbildung lll: Korpergewichte
der Miuse auf  Apoe™
Hintergrund im Alter von 9
Wochen. Auf Apoe™ Hintergrund
zeigt sich kein Unterschied im
Korpergewicht zwischen den Dkk1
heterozygoten (24,24 + 1,017) und
den Dkk1 wildtypischen (24,91 +
1,248) Mannchen.

88



