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Zusammenfassung

Reaktive Sauerstoffspezies spielen eine bedeutende Rolle bei der Genese
kardiovaskuldrer Erkrankungen. Dabei evaluierten bisher genutzte Tiermodelle vor
allem die systemische Wirkung von oxidativem Stress im Hinblick auf die Entwicklung
von GefdaBBdegenerationen. Im Gegensatz dazu haben wir in der aktuellen Arbeit mittels
Rattentiermodell die Auswirkung der photochemischen Reaktion aus der Kombination
von Bengalrot i.v als biosensitizer mit einem fokal applizierten Laserstrahl auf das
Remodelling von nativen GefdBBen iiberpriift. Hierdurch entstehen fokal reaktive
Sauerstoffspezies (ROS). Zwei Gruppen von Ratten wurden lokal an ihren abdominalen
Aorten von extern bestrahlt. Zuvor erhielt die ROS-Gruppe als Expositionsgruppe im
Gegensatz zur Kontrollgruppe zusitzlich Bengalrot. Die Aorten wurden entweder direkt
oder zu verschiedenen spiteren Zeitpunkten explantiert und histologisch analysiert.

Wir konnten in der ROS-Gruppe nach 56 Tagen eine lokal signifikante Zunahme der
Verkalkung und der relativen GefdBwanddicke im Vergleich zu fritheren
Explantationszeitpunkten feststellen. Dariiber hinaus beobachteten wir in der Tunica
media der gleichen Gruppe eine verringerte Expression von o smooth muscle actin.
Trotz der aufgezeigten Zusammenhénge fehlten jedoch weitere Merkmale degenerativer
GefaBerkrankungen, wie zum Beispiel eine fibrose Kappe. Dementsprechend sollten
weitere Evaluationsmethoden zur Anwendung kommen, um bessere Schlussfolgerungen

aus dem hier genutzten Tiermodell ziehen zu kénnen.



Summary

Reactive oxygen species play an important role in the pathogenesis of cardiovascular
disease. In most commonly applied animal models, the systemic effect of oxidative
stress is used to induce vascular degeneration. In our experiments, we developed and
evaluated a rodent model, in which reactive oxygen species (ROS) production can be
induced in a circumscript vascular area via a photochemical reaction of intravenously
admininstered bengalrose and locally applied laserlight.

Laser light was locally applied to the abdominal aorta of two different groups of rats.
The ROS group was treated by intravenous injection of bengalrose as a biosensitizer
before laser irradiation in contrast to the control group, which did not receive
benaglrose. The irradiated aortic tissue was either explanted directly after laser
application or at different time periods thereafter and then histologically analysed.

We detected a significant increase in local calcification and in vessel wall thickness in
samples explanted from the ROS group at a late time point after 8 weeks in comparison
to earlier explantation time points. Furthermore, the expression of o smooth muscle
actin was reduced.

Despite these similarities to degenerative vascular disease, our model lacks some
aspects such as the presence a fibrous cap. Further studies including additional methods

will show if further conclusions can be drawn from our model.
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1 Einleitung

1.1 Gefalldegenerationen im Hinblick auf die

Atherosklerose

1.1.1 Klinische Relevanz

Im Jahr 2013 starben laut einer Lancet Studie weltweit 17.287.500 Menschen an den
Folgen von kardiovaskuldren Erkrankungen. Davon entfielen 3.272.900 Todesfélle auf
ischdmische Schlaganfille und 8.139.900 auf ischdmische Herzerkrankungen wie zum
Beispiel den akuten Myokardinfarkt (2). Diese Erkrankungen sind zum GroBteil als
klinische Manifestationen der Atherosklerose zu verstehen. Auf Grund von zwei
pathophysiologischen Mechanismen ist Atherosklerose in der Lage, zu einer
GefaBstenose und somit zu einer Ischdmie zu fithren. Zum einen fiihrt die langsame
Entstehung und Progression einer atherosklerotischen Lésion zu einer chronischen
GefaBeinengung. Zum anderen kann eine plotzliche Plaque-Ruptur die Entwicklung von
assoziierten Thromben oder H&matomen nach sich ziehen und damit zu einem
plotzlichen GefaBlverschluss fiihren (3). Prinzipiell ist ein solches Geschehen an allen
arteriellen Gefallen mdoglich. H. Stary nannte atherosklerotische Lasionen, welche mit
Thromben, Hématomen oder Oberflichenzerstorung assoziiert sind, komplizierte
atherosklerotische oder Typ VI Ldsionen (4). Am Beispiel einer Koronararterie fiithren
derartige Erscheinungen zu einem akuten Koronarsyndrom (5). Im Gegensatz dazu ist
der langsame und chronische Koronararterienverschluss auf Grund einer progressiven

Atherosklerose hdufiger mit einer stabilen Angina pectoris vergesellschaftet (6).

1.1.2 Definition und Klassifikation

Zur Definition der Atherosklerose bedarf es einer differenzierten Betrachtung des
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Begriffs an sich, der Geschichte und des aktuellen Konsenses. Bereits 1833 wurde der
Begriff der Arteriosklerose von J. Lobstein verwendet. Er beschreibt damit nach drei
Kategorien sortiert (inflammatorisch, ossifizierend und sklerosierend) die Versteifung
und Verdickung der groen Arterien (7). Der Begriff Arteriosklerose setzt sich aus den
altgriechischen Wortern ,,arteria “ fiir Ader und ,,skleros “ fiir hart zusammen.

Davon abzugrenzen ist der Begriff der Atherosklerose, welcher sich aus den
altgriechischen Wortern ,,athdra“ fiir Griitze und ,,skleros“ fiir hart zusammen setzt.
1904 schlug F. Marchand diese Bezeichnung, unter Beriicksichtigung vielféltiger
morphologischer Aspekte der Arteriosklerose vor. Es sollten neben den degenerativen,
sklerosierenden und entziindlichen Aspekten, auch produktive und ossifizierende
Erscheinungen der Arterienwandverdickung mit eingeschlossen werden (8).

Diese ungenaue Definition der Atherosklerose konnte 1958 von der WHO kaum
verbessert werden. So einigte sich eine Expertenkommission auf folgende Definition:
»Atherosclerosis is a variabel combination of changes of the intima of arteries (as
distinguished from aterioles) consisting of the focal accumulation of lipids, complex
carbohydrates, blood and blood products, fibrous tissue and calcium deposits, and
associated with medial changes* (9). Ohne einen Anspruch auf Klirung der Atiologie
und Pathogenese sollte diese Definition die internationale Datenerhebung zum Thema
Atherosklerose standardisieren.

Mit dem Ziel, pathogenetische Mechanismen nachvollziehen zu konnen, Vergleiche zu
ermOglichen und auf klinische Manifestationen zu beziehen, verdffentlichte H. Stary
1995 eine Klassifikation der humanen Atherosklerose. Er unterscheidet dabei folgende
sechs Lasionstypen: Typ I Ldsionen sind gepréigt durch erste Lipidablagerungen, welche
in der Tunica intima mikroskopisch nachweisbar sind. Kleine isolierte Gruppen von

Makrophagen und lipidhaltigen Makrophagen, genannt Schaumzellen, konnen



nachweisbar werden und befinden sich, wie aus Abb. 1 ersichtlich wird, vor allem in
einer kompensatorisch verdickten Tunica intima. Im Gegensatz dazu besitzen Typ II
Ldisionen nicht nur vereinzelte Gruppen von Schaumzellen, sondern benachbarte
Schichten dieses Zelltypus. In Abgrenzung dazu weisen Ldsionen vom Typ III vor allem
extrazelluldar lokalisierte Lipide auf. Die Lipide dridngen glatte Musekelzellen
auseinander und befinden sich unter einer Schicht aus Makrophagen und Schaumzellen
(10). Auf Grund von weiteren Strukturverdnderungen der Tunica intima werden
Ldsionen vom Typ IV, V, und VI als fortgeschrittene Lésionen zusammengefasst. Die
Typ IV Ldsion, auch Atherom genannt, zeichnet sich durch eine dichte Ansammlung
von extrazelluldren Lipiden in der Tunica intima aus. Ein Lipidkern fiihrt hdufig zu
einer Verdickung der Arterienwand. Werden die zuvor verdnderten Tunica intima
Strukturen fibrotisch ersetzt, spricht man von einer Typ V Ldsion. Dabei werden drei
Unterklassen des fibrotischen Typs differenziert. Sind zum Beispiel der Lipidkern und/
oder das Bindegewebe kalzifiziert spricht man von einer 7yp Vb Ldsion. Von einer
komplizierten oder Typ VI Ldsion kann die Rede sein, wenn sich zu einer Typ IV oder V'
Ldsion eine weitere Komponente, wie zum Beispiel eine Fissur oder Ulzeration, gesellt.
H. Stary macht auBerdem deutlich, dass sich atherosklerotische Lidsionen, je nach
Einflussfaktoren, im Wandel befinden und sich somit auch ihre Histologie stetig &ndern

kann.
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Abb. 1: Darstellung und Klassifikation von atherosklerotischen Lasionen (modifiziert
nach (4)):

Darstellung identischer Lokalisation von sechs verschiedenen Koronararterien im Querschnitt.
Die Morphologie der Tunica intima reicht von adaptiver Verdickung bis hin zu einer Typ VI
Ldision bei fortgeschrittener atherosklerotischer Erkrankung.

1.1.3 Pathophysiologie

Bereits 1904 postulierte F. Marchand, dass vor allem degenerative Prozesse die
Entwicklung der Atherosklerose begriinden. Toxine, wie zum Beispiel Alkohol, oder
Erndhrungsstorungen, wie zum Beispiel Diabetes mellitus, sorgen fiir eine Art
Anfilligkeit und Vorschadigung der GefdBwand. Gesellt sich zu dieser Vorschadigung
eine stirkere Inanspruchnahme der Arterien, durch einen hohen Blutdruck oder starke
Blutdruckschwankungen, kommt es zu Lisionen der Tunica intima (8). Auch N.
Anitschkow erkannte 1914 an, dass multiple Faktoren die Entstehung der
Atherosklerose beeinflussen konnen. Ganz im Gegensatz zu F. Marchand vertrat er aber
die Ansicht, dass die Fettansammlungen der Atherosklerose nicht aus den degenerativen

Prozessen entstehen, sondern durch eine Infiltration von Lipiden hervorgerufen werden.



Laut N. Anitschkow ist Cholesterin, welches vom Lumen aus in die GefiBwand gelangt,
als die Hauptursache fiir Fettablagerungen und die Dissoziation von interstitiellem
Gewebe anzusehen. Auf Grund dieser Ablagerungen kommt es zu einer Reizwirkung
und im Anschluss zu infiltrativen und proliferativen Prozessen (11).

Neue Methoden und Fortschritte in der Zytologie trieben in den 1970er Jahren die
Erforschung der zelluliren Komponenten voran. 1972 entwickelte R. Ross ein
Tiermodel in dem er zeigen konnte, dass es nach einer selektiven Entfernung des
Endothels zu einer Migration und Proliferation von glatten Muskelzellen aus der Tunica
media in die Tunica intima kommt (12). Er ging davon aus, dass dieses Modell zur
Erforschung der Atherosklerose geeignet ist und stellte die Theorie ,,response to injury*
vor, welche er im Laufe der Jahre weiterentwickelte.

Ross wurde klar, dass nicht nur Gefdl3e, die einen Schaden ihres Endothels erlitten
hatten, atherosklerotische Lasionen entwickeln konnen. Er modifizierte seine ,,response
to injury* Theorie zu einer Entziindungstheorie (13). Er war 1999 der Meinung, dass
Noxen viel mehr zu einer Funktionsstorung als allein zu einer Schéddigung des
Endothels fithren. Durch diese Stérung wird unter anderem die Permeabilitit des
Endothels gesteigert, die Adhdsion von Thrombozyten und Leukozyten gefordert und
Faktoren, wie Zytokine, werden ausgeschiittet (14). Bis heute wird davon ausgegangen,
dass in der Pathogenese der Atherosklerose chronische Inflammationsreaktionen eine
dominierende Rolle einnehmen (15).

Auf molekularer Ebene konnten eine Vielzahl von Faktoren, welche intra- und
interzelluldre Interaktionen regulieren, identifiziert werden. Beispielsweise konnte
gezeigt werden, dass es auf Grund von oxidativen Stress zu einer verstirkten Expression
von vascular cell adhesion molecules (VCAMs) an der Endothelzelloberfliche kommen

kann. Durch eine erhohte Expression der V'CAMs binden vermehrt Leukozyten, wie zum



Beispiel Monozyten und T-Lymphozyten (16, 17). Die Endothel gebundenen
Leukozyten migrieren in die Tunica intima und stehen hier unter dem Einfluss von
Zytokinen, Chemokinen und Wachstumsfaktoren, welche zugleich von ihnen mit
produziert werden. Dariiber hinaus konnte eine gesteigerte Produktion von
proinflammatorischen = T-Zell-Zytokinen, =~ wie = zum  Beispiel IFN-y, in
atherosklerotischen Léasionen nachgewiesen werden (15). Oxidierte Lipide stehen unter
dem Verdacht T-Zell abhingig an der Vermittlung von atherosklerotischen Plaques
beteiligt zu sein (18). Reaktive Sauerstoffspezies nehmen dabei eine Art vermittelnden
Charakter in der Initiierung und Progression von inflammatorischen Prozessen ein. Es
wird deutlich, dass eine Vielzahl von Zellen und Mediatoren an der Initiierung und
Progression der chronischen arteriellen Inflammation, welche im Verdacht steht

atherosklerostische Lisionen hervorzurufen, involviert sind.

1.2 Reaktive Sauerstoffspezies

1.2.1 Allgemeines

Zu der groBBen Gruppe der reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) gehdren neben
Oxidantien, wie zum Beispiel Wasserstoffperoxid (H20;) auch Radikale (HO-, O;-7,
etc.) und Singulett Sauerstoff ('0O;). Diese Sauerstoffverbindungen sind sowohl
lebensnotwendig als auch schéddlich. Auf der einen Seite sind reaktive Sauerstoffspezies
in zelluldre Signaltransduktion involviert (19) und entstehen als Produkte der
Atmungskette (20). Auf der anderen Seite oxidieren reaktive Sauerstoffspezies Proteine,
Fette und Nukleinsduren und kénnen somit zu einer Gewebeschddigung fithren (21).
Besteht ein Ungleichgewicht zwischen reaktiven Sauerstoffspezies und antioxidativen

Reagenzien, wie zum Beispiel der Katalase (22), zugunsten der reaktiven
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Sauerstoffspezies, kommt es zum so genannten oxidativen Stress (23). Im Hinblick auf
die degenerative Pathogenese von Gefélldsionen zeigen sich zahlreiche Interaktionen
von reaktiven Sauerstoffspezies.

Diese konnen als second messenger an der zelluldren Signaltransduktion und
Genexpression beteiligt sein. Beispielsweise kann es durch Angiotensin II zur
Aktivierung der NADH/NADPH Oxidase kommen, welche iiber die Bildung von
Sauerstoffradikalen zur Hypertrophie von glatten Musekelzellen fiihren kann (24).
AulBerdem sind reaktive Sauerstoffspezies in der Lage, intra- und extrazelluldre Lipide
zu oxidieren. Diese oxidierten Lipide konnen wiederum Makrophagen zur Expression
von proinflammatorischen Faktoren, wie zum Beispiel dem monocyte chemotactic
protein, bewegen und somit eine Entziindungsreaktion unterhalten (25, 26). Unter dem
Einfluss von oxidierten Phospholipiden konnen Endothelzellen eine gesteigerte
Synthese von Interleukin 8, monocyte chemotactic protein oder dem tissue factor
zeigen. Der tissue factor ist dafiir bekannt, eine tragende Rolle in der sekundéren
Héamostase zu spielen und kann unter anderem zur Proliferation von glatten
Musekelzellen beitragen (27).

Dartiber hinaus steht die Induktion von kalzifizierenden Transkriptionsfaktoren unter
dem Einfluss von reaktiven Sauerstoffspezies und ist in der Lage, die osteogene
Zelldifferenzierung von glatten Musekelzellen voran zu treiben. Byon et al. konnten mit
Hilfe der von Kossa Farbung in vitro eine vermehrte Kalzifikation glatter Muskelzellen
nach der Behandlung mit H20: zeigen. Dariiber hinaus stellten sie fest, dass es zu einem
verdnderten Expressionsmuster von Zellmarkern kommt. Die behandelten glatten
Muskelzellen exprimierten weniger typische glattmuskuldre Zellmarker, wie zum
Beispiel das a smooth muscle actin. Im Gegensatz dazu kam es zu einer vermehrten

Expression osteogener Zellmarker (28).



Es wird somit deutlich, dass reaktive Sauerstoffspezies bei der Entstehung und

Progression von degenerativen Gefd3prozessen eine Rolle spielen konnen.

1.2.2 Systemische Applikation von reaktiven Sauerstoffspezies

Um die Auswirkung von reaktiven Sauerstoffspezies nicht nur in vifro, sondern auch in
vivo analysieren zu konnen, wurden bis heute eine Vielzahl von Tiermodellen
entwickelt. Die Induktion sowie Inhibition von oxidativem Stress wurden dabei vor
allem durch die Anwendung von systemisch wirkenden Mechanismen verwirklicht.
Enzymatische sowie nutritive Interventionen stellen hierbei einen Grofteil der
angewendeten Methoden dar.

Dabei wirkt sich zum Beispiel die Fiitterung einer stark cholesterinhaltigen Diét nicht
nur auf das kardiovaskuldre System, sondern auch auf weitere Organsysteme und Zellen
aus. So vermuten beispielsweise Guodong et al, dass es Tlber eine
Hypercholesterinimie durch die Entstehung von oxidativem Stress zu einer
beschleunigten Alterung von hidmatopoetischen Stammzellen kommen kann (29).
Dariiber hinaus wurden bis heute verschiedene Nager mit enzymatischen
Veranderungen auf Grund von Genmanipulationen zur Erforschung von oxidativem
Stress genutzt. An Hand von Superoxiddismutase-3-defizienten Ratten zeigten Pinto et
al., dass von der Superoxiddismutase ein kardioprotekivter Effekt nach Reperfusion
ausgeht. Diese kann unter anderem Superoxide detoxifizieren, welche eine wichtige
Rolle bei der Mediation von Reperfusionslidsionen nach Ischdmien spielen konnen (30).
Ein weiteres Beispiel stellen die Apoprotein E defizienten Méuse (ApoE”/") dar. Diese
weisen eine vermehrte Expression der Xanthin Oxidoreduktase auf, welche im Verdacht
steht, liber die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies Atherosklerose zu induzieren.
All diese Konzepte haben gemein, dass sie systemisch wirksam sind. So ist zu

bedenken, dass eine Zunahme der Xanthin Oxidoreduktase nicht nur in den
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Endothelzellen, Makrophagen und glatten Muskelzellen, sondern auch in der Leber und
dem Plasma zu verzeichnen ist (31). Und auch die Fiitterung einer cholesterinhaltigen

Diét wirkt sich auf verschiedene Organsysteme aus.

1.2.3 Lokale Applikation von reaktiven Sauerstoffspezies

Bengalrot (Tetrachlorotetraiodoflourescein) wurde 1882 von R. Gnehm entdeckt und
patentiert. Zunédchst genutzt als Farbemittel fiir Wolle, fand es bereits Anfang des 19.
Jahrhunderts Einzug in die Medizin. Besonders in der Augenheilkunde erwies sich
Bengalrot als diagnostisches Hilfsmittel und wird bis heute als Farbstoff zur Detektion
von Oberflichendefekten des Auges angewandt (32, 33). Auch wurde lange Zeit die
exkretorische Funktionsleistung der Leber mit Hilfe eines Farbstoffeliminationstest,
welcher auf Bengalrot basierte, beurteilt (34, 35). Die alleinige intravendse Applikation
von Bengalrot gilt als gering toxisch und somit systemisch kaum relevant.

Wird dieser Farbstoftf jedoch grilnem Licht der Wellenldnge 543nm ausgesetzt, kommt
es zu einer photochemischen Reaktion. Es entstehen lokal reaktive Sauerstoffspezies
wie zum Beispiel Singulett-Sauerstoff und Superoxidionen (36).

Diese Art der Applikation von oxidativem Stress ist vor allem im Hinblick auf akute
und kurzzeitige Effekte untersucht worden. So konnten Perez et al. zeigen, dass es nach
der Applikation von Bengalrot in Kombination mit einem Laserstrahl nicht nur zu einer
Thrombusentwicklung kommen kann, sondern auch zu einer kompletten Okklusion des
behandelten GefdBes. Bei konstanter Laserintensitdt ist es abhdngig von der
Bengalrotkonzentration, ob es zu einem GefdaBverschluss kommt oder nicht. Jedoch
fiihrte die alleinige Anwendung von Bengalrot oder dem Laserstrahl zu keiner
Thrombusentstehung. Sie sind zu der Schlussfolgerung gekommen, dass ihr Model fiir
die in vivo Erforschung der Thrombose einfach und kostengiinstig zu nutzen ist (37).

Eitzmann et al. induzierten in ihrem Mausmodell ebenfalls durch Bengalrot in
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Kombination mit einem Laser eine photochemische Reaktion. Sie etablierten ein
Tiermodell zur Erforschung der akuten Thrombose bei bereits bestehenden
atherosklerotischen Lésionen (38). Jedoch haben die genannten Beispiele lediglich
kurzfristige Effekte erfasst und es kam zu keiner langeren Beobachtung der induzierten

Lésionen.

1.3 Fragestellung dieser Arbeit

Reaktive Sauerstoffspezies stehen seit einigen Jahren unter dem Verdacht,
entscheidende Mediatoren in der Entstehung und Progression von atherosklerotischen
Liasionen zu sein. Im Sinne der Entwicklung neuer Therapieoptionen gilt es somit, der
Erforschung reaktiver Sauerstoffspezies und deren Auswirkungen auf arterielle
Gefafldsionen gesteigertes Interesse entgegen zu bringen. Die bisherigen in vivo
Versuche nutzten dabei vor allem Tiermodelle, welche systemisch wirksame
Mechanismen verwendeten. Daraus ergeben sich Limitationen, wie zum Beispiel die
Induktion von Enzymen aullerhalb des kardiovaskuldren Systems (29). Ein Ansatz zur
besseren Erforschung von kardiovaskuldren Erkrankungen konnten somit Modelle
darstellen, welche die Entstehung von lokal begrenzten Lisionen ermdglichen.

Um fokal reaktive Sauerstoffspezies generieren zu konnen, nutzten wir die
photochemische Reaktion von Bengalrot in Kombination mit einem Laserstrahl aus. Es
stellt sich die Frage, ob es durch diese lokale Applikation von ROS zu Verdnderungen
der arteriellen GefiBwand kommt. Von besonderem Interesse sind vor diesem

Hintergrund Degenerationen und morphologische Aspekte der Atherosklerose.
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2 Material und Methodik

2.1 Material

2.1.1 Tiere und Diat

Didt Zusatz t(-7d)-t(28d) Cholesterin 2%

Ssniff Spezialdidten GmbH, Soest

Diét Zusatz t(-7d)-t(28d)
Dikalziumphosphat 1,5%

Ssniff Spezialdidten GmbH, Soest

Diét Zusatz t(-7d)-t(28d) Vitamin D
300.000 IU7kg

Ssniff Spezialdidten GmbH, Soest

Ratten, mannlich, Wistar, 200g-250g

Tierversuchsanlage der Heinrich-Heine-
Universitit Diisseldorf, Deutschland,
84-02.04.2011.A3

Rattenfutter

Ssniff Spezialdidten GmbH, Soest, R/M-
H:V1534-0

2.1.2 Intervention und Prédparation

Bengalrot Carl Roth GmbH &Co0.KG, Karlsruhe,
Art.-Nr.:3162.1

Buprenorphin Animalcare Limited, GroB3britannien, Art.-
Nr.: 401045.00.00

Carprofen Norbrook, Nordirland, Art.-Nr.: 6191-91K

Chirurgisches Nahtmaterial, 8-0 Prolene,
monofil, nicht absorbierbar

Ethicon, Norderstedt

Isofluran 2%-2,5%

Piramal healthcare, UK

Ketamin

Pfizer, Deutschland, Art.-Nr.: 3151811

Laser 543nm cw, ImW (roithner, Wien)

Roithner, Wien

Xylazin

Bayer, Deutschland, Art.-Nr.: 1320422

2.1.3 Histologie und Immunhistologie

Aceton Merck KGaA, Darmstadt,
Art.-Nr.: 1.00014

Alcianblau Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Art.-Nr.: A5268

Aluminiumsulfat Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,

Art.-Nr.:202614
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Ammoniaklosung 30%

Carl Roth GmbH &Co0.KG, Karlsruhe,
Art.-Nr.:CP17.1

Antikdrper, primér ,Von Willebrand
Factor, polykonal aus dem Kaninchen

DakoCytomation, Glostrup, Ddnemark,
Art.-Nr.:A0082

Antikorper, primar, o Smooth Muscle,

Sigma, Saint Louis, USA,

monoklonal aus der Maus Art.-Nr.:A5228
Antikorper, sekundar , Schaf gegen Maus | Sigma, Saint Louis,
IgG, CY3 Art.-Nr.: C 2181

Antikorper, sekundir, Ziege gegen
Kaninchen IgG, Alexa488

Invitrogen, Carlsbad, USA,
Art.-Nr.:A-11008

Aqua destillata., Ecotainer

Braun, Melsungen,
Art.-Nr.:0082479E

Bovines Serum Albumin

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Art.-Nr.:A9418

Brilliant Crocein R

Waldeck GmbH, Miinster,
Art.-Nr.:1B-109

Dako Pen

Dako, Glostrup, Dédnemark,
Art.-Nr.:S2002

Eindeckmedium Vectashield mit
DAPI(4',6-Diamidin-2-phenylindol)

Vector Laboratories, Burlingame, USA,
Art.-Nr.:H-1200

Einschlussmittel Roti Histokitt

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Art.-Nr.: T160.1

Eisen-Chlorid-Hexahydrat

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Art.-Nr.:236489

Eosin G

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Art.-Nr.:7089.1

Essigsdure 100%

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Art.-Nr.:6755.2

Ethanol 70%, 96%, 100%

Zentralapotheke,
Universititsklinikum Diisseldorf

Formaldehyd 37%, Rotipuran

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Art.-Nr.:4979.2

Formaldehyd 4%, Roti Histofix

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Art.-Nr.:P087.3

Héamatoxylin Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Art.Nr.:H3136

Jod Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Art.-Nr.:7935.1

Kaliumjodid Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Art.-Nr.:8491.3

Kernechtrot Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,

Art.-Nr.:N8002

KP-CryoCompound

Klinipath, Duiven,
Art.-Nr.:VWRK1620-C

Natriumcarbonat Merck KGaA, Darmstadt,
Art.-Nr.:1.06392
Natriumthiosulfat Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,

Art.-Nr.:72049
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PBS Gibco by life technologies, Darmstadt,
Art.-Nr.: 14190-094

Phosphorwolframséure Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Art.-Nr.:4006

Pikrinsdure VWR Chemicals, Braunschweig,

Art.-Nr.:84512.260

Safran du Gatinais

Waldeck GmbH, Miinster,
Art.-Nr.:5A-394

Salzsdure rauchend 37%

Merck KGaA, Darmstadt,
Art.-Nr.:1.00317

Saurefuchsin Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
Art.-Nr.:T128.1

Silbernitrat VWR Chemicals, Leuven,
Art.-Nr.:21570.238

Triton X Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,

Art.-Nr.:T9284

Tween 20, Calbiochem

Merck KGaA, Darmstadt,
Art.-Nr.:655205

Xylol

VWR Chemicals, Braunschweig,
Art.-Nr:28975.325

2.1.4 Gerite und Verbrauchsmaterialien

Cryotom Leica, Wetzlar, Leica CM 1950
Durchlichtmikroskop Leica Microsystems, Wetzlar,

Leica DM 2000
Fluoreszenzlampe Leica, Wetzlar, DFC425 C
Leuchtstoffrohre Osram, Miinchen, 30Watt, cool wight

Magnetriihrer, Rotilabo

Carl Roth GmbH &Co0.KG, Karlsruhe,
MH15

Mikroskopkamera Leica, Wetzlar, DFC 425C

Waage Sartorius, Gottingen, BP 110 S

Wirmeschrank Heraeus Instruments GmbH, Hanau, UT
20

Deckgléser 24x60mm Engelbrecht GmbH, Edermiinde,

Art.-Nr.:k12460

Einbettschilchen Kunststoff

Medite GmbH, Burgdorf,
Art.-Nr.:31051717

Filter Tip, 10ul XL, graduated

Starlab International GmbH, Hamburg,
Art.-Nr.:S1120-3810

Filter Tip, 1000ul XL, graduated

Starlab International GmbH, Hamburg,
Art.-Nr.:S1122-1830

-13 -




Filter Tip, 20ul, bevelled

Starlab International GmbH, Hamburg,
Art.-Nr.:S1120-1810

Filter Tip, 200pl, graduated

Starlab International GmbH, Hamburg,
Art.-Nr.:S1120-8810

Mikrotom-Klinge S-35pfm

Feather LTD., Osaka,
Art.-Nr.:02.075.00.000

Mikrotube, 1,5ml

Biosigma S.r.l., Cona Italien,
Art.-Nr.:CL022

Naturaltube, 0,2ml

Sorenson, Utah, USA,
Art.-Nr.:16950A

Nitra Tex Handschuhe, Micro Touch

Ansell, Miinchen,
Art.-Nr.:700113

Obejekttrager SuperFrost Plus

R. Langenbrinck, Emmendingen,
Art.-Nr.:03-0060

Skapell, steril, No.10pfm

Feather, Osaka,
Art.-Nr.:02.001.30.010

2.1.5 Software

Image J

Freeware, NIH

Microsoft Office Word 2007

Microsoft Inc., Redmond, USA

Microsoft Office Excel 2007

Microsoft Inc., Redmond, USA

Mikroskop Software

Leica Microsystems, Wetzlar, LAS V3.8

Paint

Microsoft Inc., Redmond, USA

Prism5

Prism version 5 for Windows, GraphPad
Software, La Jolla California, USA,

2.2 Methodik

2.2.1 Tiere und Diat

Minnliche Wistar-Ratten mit einem Lebendgewicht von 200-250g wurden
ausschlieBlich iiber die Tierversuchsanlage der Heinrich- Heine- Universitdt Diisseldorf
bezogen und unter dem vom Landesamt fiir Natur-, Umwelt- und Verbraucherschutz
vergebenen Aktenzeichen: 84.02.04.2011.A34 gefiihrt. Alle Tierversuche erfolgten
gemil des genehmigten Tierversuchsantrags und den Bestimmungen des deutschen

Tierschutzgesetzes. Die Tiere erhielten durchgehend ad [ibitum ein Standard-
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Rattenfutter. Eine Woche vor bis vier Wochen nach der priméren Intervention wurde
das  Standard-Rattenfutter —mit zusdtzlichen prodegenerativen Komponenten
angereichert. Hierzu wurden 1,5% Dikalziumphospaht, 2% Cholesterin und 300.000
IU/kg Vitamin D beigefiigt. Zur Kontrolle der prodegenerativen Didt wurden
Serumproben an den Explantationszeitpunkten t = 0, t = 8d, t = 28d, t = 56d von jeweils
fiinf Versuchstieren, sowie von fiinf Tieren, welche ausschliefSlich eine Standarddiét
erhalten hatten, entnommen. Diese wurden auf ihren Kalzium-, Phosphat-, Cholesterin-

und Triglyceridspiegel hin analysiert.

2.2.2 Intervention und Prédparation

Die vorgenommenen Interventionen fanden 1m Kleintieroperationsaal des
Forschungslabors der Kardiovaskuldren Klinik der Universititsklinik Diisseldorf statt.
Die Narkoseeinleitung erfolgte mit einer intraperitonealen Injektion von Ketamin
(90mg/kg Korpergewicht) und Xylazin (Smg/kg Korpergewicht). Zur Aufrechterhaltung
der Narkose wurden die Tiere mit 2%-2,5%igen Isofluran beatmet und erhielten zur
Analgesie subkutan Carprofen (S5mg/kg Korpergewicht).

Zu Beginn wurde eine sonographische Doppleruntersuchung der abdominalen Aorta
durchgefiihrt. Im Anschluss wurde die Aorta durch ein mediane Laparotomie und
Lateralisation des Intestinums freigelegt. AuBlerdem wurde die rechte Jugularvene
freipripariert. Uber diese erhielt eine Gruppe von Ratten eine Bengalrotldsung
(40mg/kg Korpergewicht) injiziert. Wie aus Abb. 2 ersichtlich wird wurden
anschliefend die Aorten beider Gruppen fiir 60 Minuten infrarenal mit einem Laser

543nm cw, 1mW bestrahlt.
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Abb. 2: Darstellung der primiren tierexperimentellen Intervention

Die narkotisierte Ratte erhielt iiber die Vena jugularis den Farbstoff Bengalrot injiziert.
AnschlieBend wurde die freipréparierte Aorta abdominalis mit einem Laser (griiner Punkt)
bestrahlt.

Die bestrahlte Lasion wurde mit einem 8-0 Monofilamentfaden, welcher nicht
resorbierbar ist, markiert. Nach der Laserintervention wurde das Abdomen sowie der
Jugularvenenzugang schichtweise verschlossen und zur Kontrolle eine weitere Doppler-
Untersuchung der abdominalen Aorta durchgefiithrt. Vom ersten bis zum dritten
postoperativen Tag erhielten die Tiere als postoperatives Schmerzmanagement alle 24
Stunden eine subkutane Injektion von Carprofen (5mg/kg Korpergewicht). Zusitzlich
wurde am ersten postoperativen Tag bei Bedarf intramuskuldr Buprenorphin
(0,05mg/kg Korpergewicht) appliziert.

Fiir die Explantation der zuvor behandelten Aorten wurden sechs Zeitpunkte gewéhlt.
Zum einem erfolgte eine sofortige Explantation nach der Laserintervention (t = 0), zum
anderen erfolgten Explantationen nach einigen Tagen (t = 2d, t = 4d, t = 8d) und nach

mehreren Wochen (t = 28d, t = 56d). Fiir jeden Explantationszeitpunkt kamen zehn
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Tiere zum Einsatz, fiinf erhielten zuvor die Bengalrot-Applikation mit Laserintervention
(ROS-Gruppe), fiinf erhielten als Kontrollgruppe ausschlieBlich eine Laserintervention.
Vor der Explantation der Aorten wurden die Tiere abermals mit dem bereits genannten
Regime narkotisiert. Im Anschluss wurden die Tiere durch Exsanguination euthanasiert.
Es folgte die erneute Freilegung der zuvor markierten Léision und die Explantation der
Aorta. Das explantierte Praparat der Aorta wurde unverziiglich in PBS gewaschen und
von dorsal in seiner Lange nach aufgeschnitten. In dieser Form wurden die Priparate in
KP-CryoCompound eingebettet und bei -20°C tiefgefroren. Zur weiteren histologischen
und immunhistologischen Aufarbeitung wurden die Aortenpréparate in Serie auf
Objekttrager verteilt. Hierzu wurden die Proben bei -20°C zu 7um dicken Schnitten

verarbeitet.

2.2.3 Histologie und Immunhistologie

Im Rahmen der histologischen und immunhistologischen Aufarbeitung wurden fiir alle
aufgelisteten Farbungen 7um dicke kryohistologische Schnitte verwendet.

Hdimatoxylin Eosin Farbung

Begonnen wurde mit einer flinfminiitigen Fixierung der Kryoschnitte in 4%igem
Formalin. Es folgte die Farbung mit Hdmatoxylin fiir eine Minute. Dieser schloss sich
eine Spililung von einer Minute in Aqua dest. und eine Blduung von zehn Minuten in
5%igen Essigwasser an. Die anschlieBende Spiilung bestand aus Aqua dest. flir eine
Minute, aus flieBendem Leitungswasser flir zwei Minuten und aus 70%igen Alkohol fiir
eine Minute. Darauthin kam eine alkoholische Féarbung mit Eosin fiir fiinf Minuten zum
Einsatz. Zum Abschluss wurden die Kryoschnitte mit einer aufsteigenden Alkoholreihe,
70%iger Alkohol fiir eine Minute, 96%iger Alkohol fiir zweimal eine Minute, 100%iger
Alkohol fiir zweimal eine Minute, und einem Xylolbad fiir zweimal eine Minute

entwéssert. Die Praparate wurden getrocknet und mit Eindeckmedium verschlossen.
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Im Rahmen dieser Farbung werden die basophilen Komponenten, wie zum Beispiel
Zellkerne und raues Endoplasmatisches Retikulum, blau dargestellt. Eosin farbt die
eosinophilen, basischen Bestandteile, wie zum Beispiel Zellplasma, glattes
Endoplasmatisches Retikulum und extrazelluldre Matrix rot. Mit Hilfe dieser Farbung
konnte ein erster Eindruck iiber die Préparate gewonnen werden.

Férbung von kalzifizierten Regionen nach von Kossa

Zu Beginn des Farbevorgangs wurden die Kryoschnitte acht Minuten mit vorgekiihltem
Aceton behandelt. Es folgte eine einminiitige Trocknung der Schnitte mit
anschlieBendem kurzem Eintauchen in Aqua dest. Darauthin kam eine 5%ige
Silbernitratlosung (10g Silbernitrat in 200ml Aqua dest.) mit ca. Im Abstand zu einer
30 Watt Leuchtstoffrohre fiir 15 Minuten zum Einsatz. Es folgte ein dreimaliges Spiilen
in Aqua dest. fiir jeweils drei Minuten und ein Reduzieren in einer Natriumkarbonat-
Formaldehydldsung (10g Natriumkarbonat in 50ml 35%-40% Formaldehyd und 150ml
Aqua dest.) fiir zwei Minuten. AnschlieBend wurden die Kryoschnitte zehn Minuten in
flieBendem Leitungswasser gewissert, um dann fiinf Minuten in einer 5%igen
Natriumthiosulfatlosung (10g Natriumthiosulfat in 200ml Aqua dest.) fixiert und
nochmals fiir 15 Minuten in flieBendem Leitungswasser gewissert zu werden. Eine
dreiminiitige Spiilung in Aqua dest. wurde der zehnminiitigen Farbung mit Kernechtrot-
Aluminiumsulfat (0,2g Kernechtrot und 10g Aluminumsulfat in 200ml Aqua dest.)
vorangestellt. Es schloss sich ein erneutes dreiminiitiges Spiilen mit Aqua dest. an. Zum
Abschluss wurden die Kryoschnitte mit einer aufsteigenden Alkoholreihe aus 50%igem,
70%igem, 90%igem, 100%igem Alkohol fiir jeweils zwei Minuten, und einem
Xylolbad zweimal fiinf Minuten entwissert. Die Eindeckung erfolgte nach Trocknung
der Priparate mit dem Einschlussmittel Histokitt.

Im Rahmen dieser Féarbung werden Kalziumionen durch Silberionen der
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Silbernitratlosung ersetzt und anschlieBend zu metallischem, braunschwarzem Silber
reduziert. Mineralisierte Strukturen werden so braunschwarz hervorgehoben. Mit Hilfe
der Kernechtrot-Aluminiumsulfat Losung werden Zellkerne rot gefarbt. Die Farbung
wird zur Darstellung von mineralisierten Strukturen, wie zum Beispiel Knochen oder
kalzifiziertem Gewebe, verwendet. Sie diente im Rahmen dieser Arbeit der Evaluation
von Verkalkungen der Aorta.

Movat's Pentachrom Fdrbung

Begonnen wurde mit der einer fiinfminiitigen Spiilung in Aqua dest., gefolgt von einer
zehnminiitigen Fixierung in 4%igen Formalin und einer erneuten fiinfminiitigen
Spiilung in Aqua dest.. Darauthin kam fiir zehn Minuten eine 50°C warme Bouin‘sche
Losung (300ml Pikrinsdure und 20ml 100%iger Eisessig in 100ml 37%-40%
Formaldehyd) zum Einsatz. Die Schnitte wurden anschliefend zehn Minuten unter
flieBendem Leitungswasser gespiilt und fiinf Minuten in 5%igen Natriumthiosulfat (10g
Natriumthiosulfat in 200ml Aqua dest.) fixiert. Es folgte ein erneuter Spiilschritt mit
zweimal zwei Minuten Aqua dest. und einmal eine Minute Aqua dest.. Als néchstes
wurden die Kryoschnitte fiir 20 Minuten mit einer 1%igen Alcianblaulosung (1g
Alcianblau auf 100ml Aqua dest.) gefarbt. Darauthin folgte fiir zehn Minuten, nach
vorangehender und anschlieBender Spiilung fiir dreieinhalb Minuten unter flieBendem
Leitungswasser, die Stabilisierung mit 60°C warmen alkalischen Alkohol (40ml
30%Ammoniaklosung in 360ml 96%igen Alkohol). Es schloss sich fiir neun Minuten
die Farbung mit einer Weigert's Arbeitslosung an. Diese bestand aus 60ml
alkoholischem Héamatoxylin (10g Hdmatoxylin in 500ml 96%igem Alkohol), 40ml
Eisenchlorid (12,4g Eisenchloridhexahydrat und 5ml 32%-37%ige Salzséure in 500ml
Aqua dest.) und 20ml Jodlosung (10g Jod und 20g Kaliumjodid in 500ml Aqua dest.).

Der anschliefende Waschschritt umfasste die Spiilung unter flieBendem Leitungswasser
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fiir eine Minute, sowie zweimal zwei Minuten und einmal eine Minute in Aqua dest.
Darauthin kam eine Minute eine Crocein-Sdurefuchsin-Arbeitslosung, welche 120ml
Brilliant Crocein R (4g Brilliant Crocein R in 398mal Aqua dest.) und 20ml
Saurefuchsin (0,5g Saurefuchsin und 2,5ml 100%iger Eisessig in 497,5ml Aqua dest.)
beinhaltete, zum Einsatz. Es folgte, nach vorangehender Spiilung fiir zweimal zwei
Minuten in Aqua dest. und einmal eine Minute in Aqua dest., die flinfminiitige
Differenzierung mit einer 5%igen Phosphorwolframsdure (25g Phosphorwolframséure
in 500ml Aqua dest.). Die anschlieBende Spiilung wurde mit 1%igen Eisessig fiir fiinf
Minuten und Aqua dest. fiir zweimal zwei Minuten und einmal eine Minute
durchgefiihrt. Vor der letzten achtminiitigen Farbung mit alkoholischem Safran (12g
Safran du Gatinais in 200ml 100%igen Alkohol) erfolgt eine Dehydratation in 96%igen
Alkohol fiir eine Minute und 100%igen Alkohol fiir zweimal eine Minute. Zum Schluss
wurden die Kryoschnitte zweimal eine Minute in 100%igen Alkohol gespiilt und
dreimal fiinf Minuten im Xylolbad entfettet. Die Eindeckung erfolgte nach der
Trocknung mit Histokitt.

Bei der hier beschriebenen Fiarbung stellen sich Kerne und elastische Fasern schwarz
bis dunkelblau, Muskulatur rot, Kollagenfasern und retikulidres Bindegewebe gelb bis
orange und saure Glykosaminoglykane, sowie weitere Grundsubstanzen der
extrazelluldren Matrix blau bis griin, dar. Auf Grund der differenzierten Darstellung von
zelluldren und extrazelluliren Gewebsbestandteilen findet diese aufwendige Farbung
eine breite Anwendung. Somit lieB sich auch im Rahmen unserer Arbeit eine
Darstellung der Gewebszusammensetzung der Aorten erzeugen. Aulerdem wurde mit

Hilfe dieser Farbung die relative Wanddicke der Préparate bestimmt.
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Immunhistologie

Die Objekttrager fiir die Immunhistologische Aufarbeitung enthielten jeweils zwei
kryohistologische Schnitte. Ein Schnitt diente als zu untersuchende Probe ein weiterer
als direkte Negativkontrolle. Begonnen wurde mit einer zehnminiitigen Fixierung in
4%igen Formalin. Darauthin folgte vor und nach einer dreimal einminiitigen Waschung
in PBS eine zehn Minuten andauernde Demaskierung mit Hilfe von 0,25%igen Triton X
(0,25g TritonX in 100ml PBS). AnschlieBend fand eine 60mintitige Blockierung mittels
5%igen BSA (5g Bovines-Serum-Albumin in 100ml 0,1%igen Tween20) statt. Zur
darauffolgenden Spiilung wurde dreimal eine Minute 0,1%iges Tween20 (1ml Tween20
in 1000ml PBS) genutzt. Im nichsten Schritt wurden die als kryohistologische Schnitte
zu untersuchenden Proben jeweils mit 40ml Primédr-Antikérperlosung und die
Negativkontrollen mit 40ml PBS fiir 60 Minuten bei 37°C in einer Feuchtkammer
inkubiert. Die Primér-Antikorperlosung wies eine Antikdrperkonzentration von 1:300
fiir den Antikorper von Willebrand Faktor (aus dem Kaninchen) und den Antikorper o
smooth muscle actin (aus der Maus) auf und basierte auf einer 1%igen BSA in 0,1%iger
Tween20 Losung (10 g Bovines-Serum-Albumin und Iml Tween20 in 1000ml PBS). Es
folgte dreimal eine fiinfminiitige Waschung in 0,1%igen Tween20 (Iml Tween20 in
1000ml PBS). Im Anschluss wurden die zu untersuchenden Proben, sowie die
Negativkontrolle, mit 40ml Sekunddr-Antikorperlosung fiir 45 Minuten bei
Raumtemperatur und Dunkelheit inkubiert. Die Sekundér-Antikorperldsung basierte auf
einer 1%igen BSA in 0,1%iger Tween20 Losung (10 Bovines-Serum-Albumin und 1ml
Tween20 in 1000ml PBS) und beinhaltete einen mit dem Fluophor CY3 gekoppelten
Sekundér-Antikorper der Spezies Schaf gegen Maus und einen mit Alexa 488
gekoppelten Sekundér-Antikdrper der Spezies Ziege gegen Kaninchen. Alle weiteren

Schritte erfolgten in Dunkelheit. Eine dreimalige Waschung fiir fiinf Minuten mit PBS
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wurde von einer zehnminiitigen Trocknung gefolgt. Zum Abschluss wurde auf die zu
untersuchenden Proben und die Negativkontrollen jeweils ein Tropfen Eindeckmedium,
Vectashield mit DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol), pipettiert und jene mit einem
Deckgldschen verschlossen. AnschlieBend wurden die Objekttrager lichtdicht verpackt.

In der verwendeten immunhistologischen Firbung stellen sich Zellkerne blau und
Zellproteine entsprechend der gewédhlten Sekundér-Antikorper (Von-Willebrand-Faktor
= griin; a smooth muscle actin = rot) fluoreszierend dar. Diese immunhistologische

Farbung wurde verwendet, um die luminale Beschaffenheit und Integritdt der Aorten

aufzuzeigen.
Antikorper Information Konzentration
Anti-vWF Primér-Antikorper gegen Von Willebrand Faktor, 1:300
polykonal aus dem Kaninchen; DakoCytomation,
Glostrup, Dédnemark, Art.-Nr.:A0082
Anti-aSMA  Primir-Antikorper gegen a smooth muscle actin, 1:300
monoklonal aus der Maus; Sigma,Saint Louis, USA,
Art.-Nr.:A5228
Anti- Sekundér-Antikorper, Ziege gegen Kaninchen IgG, 1:200

Kaninchen Alexa Flour 488; Invitrogen, Carlsbad, Art.-Nr.:A-
11008; Fluoreszenz griin

Anti-Maus Sekundir-Antikorper, Schaf gegen Maus IgG, CY3; 1:100
Sigma, c.: C 2181; Fluoreszenz rot

Auswertung histologischer und immunhistologischer Fdrbungen

Die Betrachtung aller histologischen und immunhistologischen Bilder erfolgte mit
einem Leica DM 2000 Durchlichtmikroskop, und gegebenenfalls mit einer DFC425
Fluoreszenzlampe. Es wurden Bilder mit Hilfe der Leica DFC 425C Kamera und der
Software Leica Microsystems LAS V3.8 aufgezeichnet. Die anschlieBende Auswertung
wurde unter der Nutzung von ImageJ vorgenommen (39).

Zur Bestimmung der relativen Wanddicken wurden an Movat's Pentachrom geférbten

Schnitten die Breite der Tunica media, einschlie8lich der Tunica intima, erhoben. Es

22 -



wurde sowohl die laserexponierte Region als auch die benachbarte nicht exponierte
Region evaluiert. Es folgte die Bildung des Quotienten aus beiden zur Bestimmung der
relativen Wanddicke. Diese Erhebungen fanden fiir die ROS- und die Kontrollgruppe
gleichermalflen statt.

Zur quantitativen Darstellung der arteriellen Verkalkung wurden die von Kossa
gefarbten Schnitte der ROS- und der Kontrollgruppe planimetrisch evaluiert. Es erfolgte
mit Hilfe von Image] die malstabsgerechte Erfassung aller schwarzangefarbten
Flachen. Hierdurch lieB sich die absolute Fliche der Verkalkung einer Probe ermitteln.
Statistische Auswertung

Alle Daten wurden mit dem Programm Graphpad Prism 5 und Microsoft Office Excel
2007 analysiert. Die Erstellung von Diagrammen, Histogrammen und Tabellen erfolgte
ebenfalls mit dieser Software. Alle Vergleiche zwischen zwei Gruppen wurden mit
Hilfe der One-way-Anova vollzogen. Zur Identifikation von Gruppenunterschieden im
Rahmen der Varianzanalayse wurden zum einen der Tukey-Test und zum anderen der
Dunn-Test als post hoc Test herangezogen Der Tukey-Test fand zur Analyse der
relativen Mediadicke und zum Vergleich von Serumwerten fiir Kalzium und Phosphat
Anwendung. Fiir den Gruppenvergleich der Aortenverkalkung diente der Dunn-Test.

Ergebnisse mit p < 0,05 wurden als signifikant erachtet.
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3 Ergebnisse

3.1 Serumanalysen

Im Rahmen der Versuchsreihe erhielten alle Ratten eine prodegenerative Didt mit
Beginn eine Wochen vor der Intervention bis maximal vier Wochen nach der priméiren
Intervention (entspricht Explantationszeitpunkt t = 28d). Zum Vergleich dienten die
Serumwerte von fiinf Ratten (Referenzgruppe, ref), welche ausschlieflich
Standardfutter erhalten hatten. Wie aus Abb. 3 ersichtlich wird sind die
Kalziumserumspiegel der prodegenerativen Didtgruppe an den Tagen t =0, t=8d und t
= 28d im Vergleich zur Referenzgruppe signifikant erhoht (p < 0,05, p < 0,01, p <
0,001). Lediglich am Entnahmetag t = 56d gibt es keinen signifikanten Unterschied
dieser Gruppe zur Referenzgruppe. Fiir die ermittelten Phosphatwerte der
prodegenerativen Didtgruppe zeigt sich, dass ausschlieBlich die Gruppe des
Explantationstages t = 0 einen signifikanten Unterschied im Vergleich zur
Referenzgruppe aufweist (p < 0,05). In der Cholesteringruppe sind zu keinem
Entnahmezeitpunkt signifikante Unterschiede zur Referenzgruppe zu verzeichnen. Auch
die erhobenen Serumtriglyceridwerte zeigen zu keinem Zeitpunkt einen signifikanten

Unterschied zur Referenzgruppe.

-4 -



= =
= I 1 *p <0,05 =] *p <0,05
= & |—| #4p < 0,01 g |
E = ***p < 0,001 E 5 x
g 4 x X % | . *
= | = = e
[
e = N I TR - ey
: 3 <
E 1 E 1 =
= =
4 0 =] 0
& & &@ & P & & & -.'»r"%b \‘*é?
Serumentnahme Zeitpunkt in Tagen (d) Serumentnahme Zeitpunkt in Tagen (d)
3 3
g8 150 g 400
=1
% %X b E o
® T 300
R "&.L =5 % k)
"% 4
g + . O % B 200 ) ” %
U = 100 % e
s -@ [ ] x* x X
=1 =
“ 0 Y H 0=
2 )
@ & .cf'ﬁb \,,"B’b \‘,@b & & {J‘P {,-1.‘"{’ _(;}@
Serumentnahme Zeitpunkt in Tagen (d Serumentnahme Zeitpunkt in Tagen (d
tp £ 24

Abb. 3: Darstellung der Kalzium-, Phosphat-, Cholesterin- und Triglyceridserumspiegel
der ROS-Gruppe zu vier verschiedenen Explantationszeitpunkten im Vergleich zur
Referenzgruppe (ref)

Die Serumanalysen machen den Einfluss der prodegenerativen Diét, welche die Tiere eine
Woche vor bis vier Wochen nach der priméren Intervention (t = 28d) erhalten hatten, deutlich.
Es zeigt sich ein signifikanter Anstieg des Kalziumspiegels zu den Explantationszeitpunkten t =
0, t = 8d, t = 28d im Vergleich zur Referenzgruppe (p < 0,05, p < 0,01, p < 0,001). Der
Phosphatserumspiegel  ist im  Vergleich zu  Referenzgruppe lediglich  zum
Explantationszeitpunkt t = 0 signifikant erhoht (p < 0,05). Die Cholesterin- und
Triglyceridserumwerte zeigen zu keinem Explantationszeitpunkt einen signifikanten
Unterschied zur Referenzgruppe. (1) (t = Zeitfaktor in Tagen; d = days)

3.2 Umbau der Gefilwand in der Hamatoxylin Eosin

Farbung

Mit Hilfe der Himatoxylin Eosin Farbung ist es mdglich, einen ersten Eindruck iiber die
Beschaffenheit der Prédparate zugewinnen. Es werden im Folgenden exemplarisch
Préaparate zu verschiedenen Explantationszeitpunkten der ROS-Gruppe (Abb. 4 A-C),
sowie der Kontrollgruppe (Abb. 4 D-F) dargestellt. In der ROS-Gruppe kommt es zum

Explantationszeitpunkt t = 0 zur Bildung eines Thrombus (Abb. 4 Asterisk), welcher der
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luminalen GefdBBwand aufgelagert ist (Abb. 4 A). Die Tunica media scheint in diesem
Priparat eine einheitliche und geordnete Struktur aufzuweisen. Die blau angefarbten
Zellkerne sind vor allem léngs ausgerichtet. Dies gilt sowohl fiir die Priparate der ROS-
Gruppe zum Explantationszeitpunkt t = 8d (Abb. 4 B), als auch fiir die Préparate der
Kontrollgruppe zu den Explantationszeitpunkten t = 0, t = 8d und t = 56d (Abb. 4 D-F).
Im Gegensatz dazu fillt auf, dass Aortenproben der ROS-Gruppe mit dem
Explantationszeitpunkt t = 56d (Abb. 4 C) im zuvor bestrahlten Bereich eine
Verbreiterung der GefdBwandstruktur aufweisen (Abb. 4 C, weilles Kreuz). Im
Vergleich zur restlichen Gefdwand kommt es in diesem Bereich zu einer Auflockerung
der Tunica media. Die Zellkerne scheinen sich sowohl liangs als auch quer zueinander
anzuordnen. Eine klare Differenzierung von Tunica media zu Tunica adventitia ist
erschwert. Die angrenzenden Bereiche der bestrahlten Region zeigen wiederum eine

geordnete und einheitliche Struktur wie die zuvor beschriebenen Priparate

A B C

500 pm 500 ym 500 pm

Abb. 4: Darstellung von Querschnitten der Rattenaorta nach Himatoxylin Eosin Firbung
Die Bilder A-C gehoren zur ROS-Gruppe. Im Bild A, welches den Explantationszeitpunkt t = 0
aufweist, ist ein Thrombus (Asterisk) erkennbar. Dieser ist sowohl zum Explantationszeitpunkt t
= 8d (B) als auch t = 56d (C) nicht mehr erkennbar. Im Gegensatz dazu lassen sich zu keinem
Zeitpunkt Auffalligkeiten in den Préparaten der Kontrollgruppe ausmachen, t = 0 (D), t =8d (E),
t =56d (F). (Zellkerne = blau; Zellplasma = rot) (t = Zeitfaktor in Tagen; d = days)

-26 -



3.3 Kalzifizierung der GefiBwand in der von Kossa

Farbung

Anhand der von Kossa Féarbung zeigen sich Unterschiede im Hinblick auf die verkalkte
Flache zum einen innerhalb der ROS-Gruppe, und zum anderen zwischen der ROS- und
der Kontrollgruppe. Im Folgenden dient Abb. 5 zur beispielhaften Darstellung. Es sind
keine  relevanten = Verkalkungen in den  ROS-Gruppen der  frithen
Explantationszeitpunkte, wie zum Beispiel t = 0 (Abb. 5 A) oder t = 28d (Abb. 5 B) zu
erkennen. Im Gegensatz dazu ldsst sich eine starke flichenhafte Verkalkung der
Praparate der ROS-Gruppe zum spétesten Explantationszeitpunkt t = 56d (Abb. 5 C)
ausmachen. Diese starken flachenhaften Verkalkungen zeichnen sich durch ihr fokal
abgrenzbares Erscheinungsbild aus. Es zeigt sich, dass vor allem die vom Laser
abgewandten GefaBschichten, wie Tunica intima und der luminale Teil der Tunica
media, betroffen sind (Abb. 5 C, schwarzer Pfeil).

Die Kontrollgruppen, welche als Intervention ausschlieBlich eine Laserbestrahlung
erhalten hatten, zeigen zu keinem Explantationszeitpunkt eine vermehrte oder gar
flichenhafte =~ Verkalkung ihrer GefiBwand (Abb. 5 D-F). Auch zum
Explantationszeitpunkt t = 56d sind in der Kontrollgruppe lediglich vereinzelte,

punktformige Verkalkungen auszumachen (Abb. 5 F).
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Abb. 5: Darstellung von Querschnitten der Rattenaorta nach von Kossa Firbung

In diesen reprisentativen aortalen Querschnitten zeigen sich in der ROS-Gruppe zu den frithen
Explantationszeitpunkten t = 0 (A) und t = 28d (B) kleine, vereinzelt auftretende Verkalkungen.
Im Gegensatz dazu weist die ROS-Gruppe mit dem Explantationszeitpunkt t = 56d (C) eine
flichenhafte, fokale und eng umschriebene Verkalkung (Pfeil) auf. Die Kontrollgruppe weist zu
jedem Zeitpunkt t = 0 (D), t = 28d (E), t = 56d (F) nur vereinzelte, punktférmige und iiber das
gesamte Priparat verteilte Verkalkungen auf (1). (Verkalkte Bereiche = schwarz, Zellkerne =
rot) (t = Zeitfaktor in Tagen; d = days)

Die zuvor beschriebenen Unterschiede lassen sich dariiber hinaus quantitativ
analysieren und darstellen. Hierzu wurden mit Hilfe eines Bildbearbeitungsprogramms
die kalzifizierten Flachen der Praperate in mm? erfasst. Wie aus Abb. 6 ersichtlich wird,
weist die ROS-Gruppe einen ersten Anstieg ihrer mittleren verkalkten Flachen ab dem
Explantationszeitpunkt t = 8d auf, gefolgt von einem weiteren leichten Anstieg zum
Explantationszeitpunkt t = 28d. Zum Explantationszeitpunkt t = 56d erreicht die ROS-
Gruppe den hohsten Mittelwert an absoluter verkalkter Fldache. Quantitativ zeigt sich in
der ROS-Gruppe ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den frithen
Explantationszeitpunkten, wie zum Beispiel t = 4d, und dem spitesten
Explantationszeitpunkt t = 56d (p < 0,01).

Auch innerhalb der Kontrollgruppe (Abb. 6 C) ist eine Zunahme der mittleren
verkalkten Flachen zu spiteren Explantationzeitpunkten zu verzeichnen. Im Gegensatz

zur ROS-Gruppe besteht jedoch zu keinem Zeitpunkt ein statistisch signifikanter
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Unterschied innerhalb der Kontrollgruppe.

0.251 . *p < 0,01

0.204 RI.;
0.151 .
<

0.10+

Kalzifizierte Fliiche in mm#®

x

X

0.054 {
o

Explantationszeitpunkt in Tagen (d)

Abb. 6: Progression der kalzifizierten Fliche in Abhingigkeit vom Explanationszeitpunkt
und der Interventionsgruppe

Dargestellt ist die errechnete kalzifizierte Flidche in den histologischen Prédparaten in mm?.
Mittelwerte eines jeden Versuchstiers der ROS-Gruppe (Kreuz) sind denen der Kontrollgruppe
(Punkt) fiir die jeweiligen Explantationszeitpunkte gegeniibergestellt. Es zeigt sich innerhalb der
ROS-Gruppe ein signifikanter Unterschied der kalzifizierten Fldche zwischen dem
Explantationszeitpunkt t = 56d und t = 4d (*) (1). (t = Zeitfaktor in Tagen; d = days)

3.4 Umbau der Gefilwand in der Movat's Pentachrom

Farbung

Zur weiteren Differenzierung von Gewebe dient die Farbung nach Movat's Pentachrom.
Mit Hilfe von Abb. 7 sollen beispielhaft die wichtigsten Aspekte dargestellt werden.

In der ROS-Gruppe ldsst sich nach direkter Explantation ein luminaler Thrombus
darstellen (Abb. 7 A, D, Asterisk). Unterhalb des Thrombus zeigt sich eine Tunica
media, welche regelmidfig angeordnete, alternierende elastische Lamellen aufweist
(Abb. 7 D, weiBle Klammer). Zwischen den schwarzen Lamellen lassen sich rot-

schwarze Zellkerne und rote Zellleiber ausmachen, welche glatte Muskelzellen
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vermuten lassen. Die Tunica adventitia besteht aus verstreuten, rot-schwarzen
Zellkernen und kollagenem Bindegewebe, welches sich hier gelb-orange darstellt (Abb.
7 A, D). Wenn innerhalb der ROS-Gruppe spitere Explantationszeitpunkte gewihlt
werden, wie zum Beispiel t = 28d, sind keine Thromben mehr nachweisbar (Abb. 7 B,
E). Der oben bereits beschriebene Wandaufbau @ndert sich nicht. Gleiches gilt fiir alle
Praparate der Kontrollgruppe (Abb. 7 G-I). Dabei kommt es bis einschlielich zum
Explantationszeitpunkt t = 56d weder zu Verdnderungen des GefaBwandaufbaus, noch
zur Ausbildung von Thromben (Abb. 7 G-I). Im Gegensatz dazu weisen Préaparate der
ROS-Gruppe zum Explantationszeitpunkte t = 56d Verdnderungen ihrer GefaBwand auf
(Abb. 7 C, F). Diese Verdnderungen sind fokal begrenzt und lediglich in den Bereichen
des GefdBles vorzufinden, welche der photochemischen Reaktion von der Kombination
des Laserstrahls und Bengalrot ausgesetzt waren. Die elastischen Lamellen der Tunica
media verlieren ihre regelméaBige, alternierende Anordnung und erscheinen eher
aufgelockert bis auseinander gedrangt. Wie bereits im Rahmen der Himatoxylin Eosin
Ergebnisse erwdhnt zeichnet sich an dieser Stelle eine Verbreiterung des bestrahlten
Bereichs ab (Abb. 7 C, weille Klammer a). Jedoch erscheint die angrenzende
GefaBwand nicht von dieser Verbreiterung betroffen zu sein (Abb. 7 C, weille Klammer
b). Aullerdem lassen sich im betroffenen Teil der Tunica media vereinzelte gelb-orange
kollagene Bindegewebsstrukturen ausmachen. Im Gegensatz dazu sind die kollagenen
Bindegewebsstrukturen zu fritheren Explantationszeitpunkten streng auf die Tunica

adventitia beschrankt (Abb. 7 A, B, D, E).
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Abb. 7: Darstellung von Querschnitten der Rattenaorta nach Movat's Pentachrom
Fiarbung

Repréasentative Querschnitte sind in kleinerer (A-C) und hoherer VergroBerung (D-F)
dargestellt. Aufnahmen der ROS-Gruppe (A-F) sind denen der Kontrollgruppe (G-I)
gegeniibergestellt. Von links nach rechts betragen die Explantationszeitpunkte t =0 (A, D, G), t
= 28d (B, E, H), t = 56d (C, F, I). In den Bildern A und D ist ein Thrombus (Asterisk)
erkennbar. Die Bilder A und D zeigen beziiglich ihres Wandaufbaus keinen Unterschied zu den
Bildern B und E. Zudem sind in den Kontrollgruppen (G-I) keine Auffilligkeiten des
Gefdfwandaufbaus ersichtlich. Im Gegensatz dazu zeichnen sich in der ROS-Gruppe zum
Explantationszeitpunkt t = 56d Strukturverdnderungen der Tunica media (C, F) ab. Die
schwarzen, elastischen Lamellen erscheinen zu diesem Zeitpunkt auseinander gedréngt (1).
(Elastische Fasern = schwarz, Kollagenes Bindegewebe = gelb-orange) (t = Zeitfaktor in Tagen;
d = days)

Zur Ermittlung von Unterschieden beziiglich der Wanddicke der Tunica media wurden
zum einen der bestrahlte Bereich und zum anderen die sich anschlieende
Nachbarregionen ausgemessen. Setzt man die erhobenen Werte ins Verhéltnis
zueinander erhélt man die relative Dicke der Tunica media.

Wie aus Abb. 8 ersichtlich wird, treten innerhalb der Kontrollgruppe (Abb. 8 C) zu
keinem Explantationszeitpunkt signifikante Unterschiede der relativen Wanddicken der

Tunica media auf. Auch sind keine signifikanten Unterschiede innerhalb der ROS-
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Gruppe zwischen den Explantationszeitpunkten t = 0 bis einschlieflich t = 28d zu
verzeichnen. Lediglich die ROS-Gruppe mit dem Explantationszeitpunkt t = 56d
unterscheidet sich signifikant, sowohl von der Kontrollgruppe mit dem
Explantationszeitpunkt t = 56d, als auch von den ROS-Gruppen mit fritheren

Explantationszeitpunkten (p < 0,001).
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Abb. 8: Relative Dicke der Tunica media in Abhiingigkeit vom Explantationszeitpunkt
und der Interventionsgruppe.

Dargestellt ist die relative Dicke der Tunica media. Hierzu wurden sowohl die Tunica media der
bestrahlten Region, als auch die Tunica media der angrenzenden Nachbarregion ausgemessen.
Die erhobenen Werte im Verhéltnis zueinander reprisentieren somit die relative Zu-oder
Abnahme der Wanddicke (Werte grofer eins demonstrieren eine relative Zunahme der
Wanddicke). Versuchstiere der ROS-Gruppe (Kreuz) sind denen der Kontrollgruppe (Punkt) fiir
die jeweiligen Explantationszeitpunkte gegeniibergestellt. Es wird ein signifikanter Unterschied
zwischen der ROS-, und Kontrollgruppe zum Explantationszeitpunkt t = 56d deutlich.
AuBerdem unterscheidet sich die ROS-Gruppe mit dem Explantationszeitpunkt t = 56d
signifikant von allen anderen Explantationszeitpunkten der ROS-Gruppe (1). (t = Zeitfaktor in
Tagen; d = days)
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3.5 Immunbhistologischer Nachweis von a smooth muscle

actin und Von-Willebrand-Faktor

Abb. 9 stellt beispielhaft die erhobenen Ergebnisse dar. Es zeigt sich in der ROS-
Gruppe zum Explantationszeitpunkt t = 0 ein luminal gelegener Thrombus (Abb. 9 A,
D, Asterisk). Die benachbarten Regionen weisen eine kontinuierliche Schicht des Von-
Willebrand-Faktors auf. Auch zu spiteren Explantationszeitpunkten, wie zum Beispiel t
= 28d oder t = 56d, zeigt sich in der ROS-Gruppe eine kontinuierliche, luminale Schicht
des Von-Willebrand-Faktors (Abb. 9 B, C, E, F, weile Pfeile). Gleiches gilt fiir alle
Explantationszeitpunkte der Kontrollgruppe (Abb. 9 G-I).

Im Hinblick auf die Expression des a smooth muscle actin zeigen sich in den gleichen
Schnitten folgende Ergebnisse: Wenn frithe Explantationszeitpunkte, wie zum Beispiel t
=0 (Abb. 9 A, D) und t = 28d (Abb. 9 B, E) gewidhlt werden, kommt es in der ROS-
Gruppe zu einer gleichméfigen Expression des a smooth muscle actin liber die gesamte
Tunica media. Im Gegensatz dazu zeigt sich in der ROS-Gruppe mit dem
Explantationszeitpunkt t = 56d an der bestrahlten Region eine verminderte Expression
des a smooth muscle actin im luminal gelegenen Teil der Tunica media (Abb. 9 C, F,
weiBe Klammer). Die Pridparate der Kontrollgruppe weisen ein &dhnliches
Expressionsmuster wie die frithen Explantationszeitpunkte der ROS-Gruppe auf. Zum
Explantationszeitpunkt t = 0 (Abb. 9 G), t = 28d (Abb. 9 H) sowie t = 56d (Abb. 9 1) ist
o. smooth muscle actin gleichméBig tiber die gesamte Tunica media verteilt.

Zu keinem Explantationszeitpunkt sind in der ROS-Gruppe sowie der Kontrollgruppe

Auffilligkeiten beziiglich der blau fluoreszierenden Zellkerne zu beobachten.
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Abb. 9: Darstellung von Querschnitten der Rattenaorta nach Immunhistologischer
Farbung

Reprisentative Querschnitte sind in kleinerer (A-C) und hoherer VergroBerung (D-F)
dargestellt. Aufnahmen der ROS-Gruppe (A-F) sind denen der Kontrollgruppe (G-I)
gegeniibergestellt. Von links nach rechts betragen die Explantationszeitpunkte t = 0 (A, D, G), t
=28d (B, E, H), t=56d (C, F, I). In der ROS-Gruppe kommt es zum Explantationszeitpunkt t =
0 zur Thrombus Bildung (A, D, Asterisk). Eine kontinuierliche Schicht des Von-Willebrand-
Faktors ist sowohl in der ROS- als auch in der Kontrollgruppe mit dem Explantationszeitpunkt t
= 56d zusehen (C, F; I). Die Expression des a smooth muscle actin zeigt in der ROS-Gruppe
zum Explantationszeitpunkt t = 0 eine gleichmiBige Verteilung in der Tunica media (A, D). Im
Gegensatz dazu ist die Expression von a smooth muscle actin in der ROS-Gruppe mit dem
Explantationszeitpunkt t = 56d im luminalen Teil der Tunica media kaum zu beobachten (C, F,
weille Klammer) (1). (Zellkerne = blau, a smooth muscle actin = rot, Von-Willebrand-Faktor =
griin) (t = Zeitfaktor in Tagen; d = days)
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4 Diskussion

4.1 Einordnung des Experiments im Hinblick auf aktuelle

Arbeiten

In den vergangenen Jahren nahmen reaktive Sauerstoffspezies eine immer bedeutendere
Rolle in der Diskussion um die multifaktorielle Genese der kardiovaskuldren
Erkrankungen ein. Dabei legen zahlreiche Experimente nahe, dass reaktive
Sauerstoffspezies sowohl beziiglich Inflammation und Degeneration als auch im
Hinblick auf Zellproliferation und -migration eine ursdchliche Rolle spielen (18, 21,
28). In der Vergangenheit sind einige Tiermodelle entwickelt worden, die vor allem
eine systemische Wirkung von reaktiven Sauerstoffspezies zur Induktion von
degenerativen Verdnderungen an Gefdflen verwenden. Hiufig stellen genmanipulierte
Tiere, wie zum Beispiel ApoE-defiziente Méuse, die Basis solcher experimenteller
Untersuchungen dar (38). Hieraus ergeben sich Limitationen, da es auch zur Induktion
von Enzymen aullerhalb des kardiovaskuldren Systems kommt (29). Interaktionen und
Wechselwirkungen, welche Ergebnisse beeinflussen, lassen sich somit nicht
ausschlieflen.

Im Gegensatz dazu nutzen bereits Eitzman et al. in ihrer Arbeit die lokale
photochemische Reaktion von Bengalrot in Kombination mit einem Laser, um
oxidativen Stress fokal applizieren zu konnen. Sie etablierten ein Tiermodell zur
Erforschung der akuten Thrombose bei bereits bestehenden atherosklerotischen
Lisionen. Hierbei beschrinken sie sich jedoch im Sinne von thrombotischen
GefaBokklusionen auf die Beobachtung akuter Ereignisse (38).

Auch in der vorliegenden Arbeit nutzen wir die bekannte photochemische Reaktion von
Bengalrot mit einem Laserstrahl (36). Durch die fokale Laserapplikation wird eine
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lokale Entstehung von reaktiven Sauerstoffspezies an einem GefdBwandabschnitt
ermoglicht. Genauso wie in den Arbeiten von Eitzman et al. und Perez et al. kommt es
bei uns zunéchst zur Entstehung eines Thrombus (37). Dieser ist zudem ausschlieBlich
in der ROS-Gruppe nachweisbar. Allerdings konnten wir durch eine titrierte Dosierung
der photochemischen Reaktion eine komplette GefdBokklusion vermeiden. Dariiber
hinaus erfolgt eine Evaluation der ROS- sowie der Kontrollgruppen zu verschiedenen
Explantationszeitpunkten. Somit ldsst sich der friihste Explantationszeitpunkt (t = 0)
sowohl mit den mittleren Explantationszeitpunkten (t = 2d, t = 4d, t = 8d) als auch mit
den spiteren Explantationszeitpunkten (t = 28d, t = 56d) vergleichen. Ab dem
Explantationszeitpunkt t = 8d ldsst sich kein Thrombus mehr nachweisen, jedoch fallen
mit der Zeit weitere Unterschieden zwischen der ROS- und Kontrollgruppe auf.

Somit konnen wir mit Hilfe der spiteren Explantationszeitpunkte (t = 28 d, t = 56d)
Veranderungen, die erst im chronischen Verlauf entstanden sind, erfassen. Besonders
im Hinblick auf die Entstehung von chronischen Lésionen erscheint dieser
Beobachtungszeitraum sinnvoll. Dennoch beschridnken sich die meisten bestehenden
Tiermodelle auf die Beobachtung von akuten Auswirkungen oder Schidigungen von
bereits bestehenden Lisionen. Er werden hiufig nur Zeitrdume von ein bis 24 Stunden
nach der experimentellen Behandlung angesetzt (37, 38).

Die Relevanz unserer Arbeit erschlieft sich aus der Etablierung eines neuen
Tiermodells, welches den Anspruch hat, die multifaktorielle Genese von degenerativen
GefaBwandprozessen zu ergriinden. Besonders im Hinblick auf ein besseres Verstindnis
von reaktiven Sauerstoffspezies und deren Auswirkung erscheinen eine lokale

Generierung von oxidativem Stress und eine ldngerfristige Beobachtung als sinnvoll.

-36 -



4.2 Einordung der Ergebnisse im Hinblick auf die

angewandten Methoden

Die Himatoxylin Eosin Firbung liefert einen ersten groben Uberblick iiber die
Beschaffenheit der gewonnen Priparate. Es fillt auf, dass es zum
Explantationszeitpunkt t = 0 in der ROS-Gruppe zur Entwicklung von Thromben
kommt. Diese sind in der ROS-Gruppe ab dem Explantationszeitpunkt t = 8d nicht mehr
nachweisbar und in der Kontrollgruppe konnen wir zu keinem Explantationszeitpunkt
Thromben ausfindig machen. Perez et al. generieren in ihrer Arbeit ebenfalls
GefaBwandthromben mit Hilfe der lokalen Anwendung von Bengalrot in Kombination
mit einem Laser. Sie stellen dariiber hinaus fest, dass die alleinige Anwendung des
Lasers oder Bengalrot keine Thrombose hervorruft (37). Die Auffélligkeiten, welche in
unserer ROS-Gruppe zum Explantationszeitpunkt t = 0 auftreten, scheinen im Einklang
mit den Erkenntnissen von Perez et al. und weiteren Arbeiten zu sein (37, 38). Dabei
gehen die angefiihrten Arbeiten davon aus, dass die entstanden Thromben durch eine
Schadigung von Endothelzellen zustande kommen. Auch in unserer Arbeit kommt es an
der fokal bestrahlten Lokalisation zu einer lokalen Entstehung eines adhidrenten
Thrombus. Ob die Thrombusentstehung jedoch durch die Schidigung von
Endothelzellen zustande kommt, konnten wir an dieser Stelle nicht abschlieBend kléren.
Im Rahmen unserer immunhistologischen vWF-Fiarbung kommt es unterhalb der
Thromben zu einer diskontinuierlichen fluoreszierenden Schicht. Diese Beobachtung
kann entweder als Schaden des Endothels oder lediglich als mangelnde Markierung des
vWF gedeutet werden. Da es im Rahmen einer Thrombusentstehung zum Gebrauch des
endothelialen vVWF kommt, kann es sein, dass dieser vVWF einer AK-Bindung nicht
mehr zur Verfiigung steht. Somit lasst sich festhalten, dass die angewandte Methode fiir
die exakte Detektion von akut auftretenden Endothelzellschddigung unterhalb eines
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Thrombus gewisse Limitationen aufweist.

Nichtsdestotrotz weist die immunfluoreszente Farbung des vWF nach der Thrombolyse
eine liickenlose Schicht auf. Sowohl in der ROS-Gruppe als auch in den
Kontrollgruppen zeigen sich zu den spdteren Explantationszeitpunkten keine
Auffilligkeiten beziiglich der Endothelzellschicht. Dies deutet darauf hin, dass es in den
bestrahlten Regionen zu keinem schwerwiegenden oder lang anhaltendem Schaden des
Endothels gekommen sein diirfte. Die genannten GefiBwandverdnderungen scheinen
also kaum durch einen alleinigen Schaden des Endothels erkldrbar zu sein. Allerdings
konnte alternativ auch eine rasche Regenation der luminalen Endothelschicht
stattgefunden haben.

Im Gegensatz zu der vorher genannten Arbeit von Perez et al. streben wir zudem
langere Beobachtungszeitraume an (37). So konnen wir mit Hilfe der Hamatoxylin
Eosin Farbung zum Explantationszeitpunkt t = 56d weitere Unterschiede zwischen der
ROS-Gruppe und der Kontrollgruppe beobachten. Zum Beispiel scheinen in der ROS-
Gruppe im Gegensatz zur Kontrollgruppe die Zellkerne ungeordnet zu sein und eine
klare Differenzierung von Tunica media zu Tunica adventitia ist erschwert. Histologisch
ist die klare Struktur und Schichtung der GefdBwand der bestrahlten Region der ROS-
Gruppe mit dem Explantationszeitpunkt t = 56d aufgehoben.

Zur weiteren Differenzierung dieser Verdnderungen kamen zusitzliche Farbungen zum
Einsatz. Unsere Ergebnisse der von Kossa Fiarbung zeigen in der ROS-Gruppe eine iiber
die Zeit zunehmende Verkalkung der Tunica media und Tunica intima. Zum
Explantationszeitpunk t = 56d besteht in der ROS-Gruppe ein signifikanter Unterschied
im Vergleich zu friiheren Explantationszeitpunkten, wie zum Beispiel t = 4d. Aullerdem
fallt auf, dass die zunehmende Verkalkung sich durch ein fokal konzentriertes

Erscheinungsbild auszeichnet. In den Kontrollgruppen, welche ausschlieBlich eine
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Laserintervention erhalten haben, zeigt sich zu keinem Explantationszeitpunkt ein
signifikanter Unterschied beziiglich der verkalkten Fliche.

Dabei spielen GefdBwandverkalkungen nicht nur eine wichtige Rolle in der
Klassifikation der Atherosklerose, sondern haben zudem einen entscheidenden Einfluss
auf die klinische Relevanz dieser. Besonders fortgeschrittene atherosklerotische
Lasionen neigen zu Komplikationen, wie zum Beispiel einer Plaqueruptur und
anschlieBender Gefdllstenose (4). Aus der im Jahr 2015 veroffentlichten Arbeit von
Otsuka et al. geht hervor, dass es im Laufe der Entstehung und Entwicklung von
Atherosklerose zu einer vermehrten Verkalkung kommt. Sie untersuchten dazu
histologisch 151 vergleichbare Priparate von Patienten, welche zuvor einen plotzlichen
Herztod erlitten hatten. Mit steigendem atherosklerotischen Lisionsgrad kommt es
sowohl zur GroBenzunahme der Verkalkungsherde als auch zu einer gesteigerten
Anzahl dieser (40). H. Stary klassifiziert fortgeschrittene atherosklerotische Lasionen
mit Kalzifikationen als Typ VIII Léiisionen (4, 41). Dennoch stellt die aktualisierte Arbeit
von H. Stary auch klar, dass Verkalkungen nicht zwangslaufig in atherosklerotischen
Lisionen nachweisbar sein miissen. Er beschreibt vielmehr einen stetigen Prozess,
welcher in den betroffenen Gefdllen stattfindet. Im Rahmen eines solchen Prozesses
kann es zwar zu Kalzifikationen kommen, diese konnen jedoch regredieren oder
ginzlich fehlen.

Nichtsdestotrotz galten arterielle Kalzifikationen lange Zeit als eine Art Endstation der
vaskuldren Erkrankungen. Hierzu verdffentlichten Proudfoot et al. eine wegweisende
Arbeit. Sie generieren in vitro die Apoptose von glatten Musekelzellen und kdnnen
zeigen, dass es im Anschluss zu einer bis zu zehnfach erhoéhten Kalzifikation kommt.
Im Gegensatz dazu fiihrt eine Inhibition der Apoptose zu keiner nachweisbar

vermehrten Verkalkung (42). Von Interesse ist dabei, dass reaktive Sauerstoffspezies
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dafiir bekannt sind, Zelltod durch die Aktivierung von apototischen Mechanismen zu
provozieren (43).

Neben der Induktion von apoptotischen Prozessen konnte im vorliegenden Projekt auch
ein Phénotypenswitch fiir die signifikant stirkere Verkalkung der ROS-Gruppe zum
Explantationszeitpunkt t = 56d im Vergleich zu t = 4d verantwortlich gemacht werden.
Byon et al. publizierten hierzu eine malgebliche Arbeit. Sie provozieren durch die
Applikation von reaktiven Sauerstoffspezies eine Differenzierung von glatten
Muskelzellen. Sie zeigen, dass reaktive Sauerstoffspezies fiir einen Wechsel glatter
Muskelzellen von einem kontraktilen zu einem osteogenen Phénotypen verantwortlich
gemacht werden konnen. In ihrem Versuchsansatz kommt es zu einer vermehrten
Kalzifikation der Proben, ohne eine Induktion von Apoptose (28). Naik et al. gelingt es
zudem, im atherosklerotischen Mausmodell den genetischen Pfad von glatten
Muskelzellen nachzuvollziehen. Sie zeigen, dass es nach der Differenzierung von
glatten Muskelzellen zu einem verdnderten Expressionsmuster kommen kann. Diese
konnen dadurch zu einer vermehrten Kalzifikationen der Gefédl3e beitragen (44).

Es wird deutlich, dass sich der wissenschaftliche Diskurs iiber die Entstehung von
Gefidlverkalkungen sehr vielschichtig gestaltet. Um weitere Schlussfolgerungen aus
dem hier genutzten Tiermodell ziehen zu konnen, empfiehlt sich die Anwendung
weiterer Methoden. Im Hinblick auf eine apoptotische Genese konnten beispielsweise
immunhistologische Farbungen, welche einen Caspase-3 oder 3-Nitrotyrosin Antikorper
enthalten, wichtige Informationen liefern.

Ausgehend von den genannten Erkenntnissen liegt der Gedanke nahe, dass es auch im
Rahmen unserer Arbeit zu einem Phénotypenswitch gekommen sein konnte. So zeigen
sich auch in unseren Experimenten Verdnderungen der a smooth muscle actin

Expression. In der Laser bestrahlten Region der ROS-Gruppe zum
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Explantationszeitpunkt t = 56d erscheint die Expression von a smooth muscle actin
verringert. Im Gegensatz dazu kommt es in der Kontrollgruppe, sowie zu frithen
Explantationszeitpunkten in der ROS-Gruppe, zu einer gleichméBigen Darstellung des a
smooth muscle actin. Dieser Umstand ldsst sich zum einen als ein Hinweis auf
vermehrten Zelluntergang oder zum anderen auf einen Phénotypenswitch von glatten
Muskelzellen deuten. Gegen einen vermehrten Zelluntergang spricht, dass die
Fluoreszenz von DAPI gefarbten Zellkernen zu allen Explantationszeitpunkten
gleichméBig erscheint. Die bereits genannten Beobachtungen von Byon et al. konnten
eine mogliche Erklarung fiir unsere Ergebnisse darstellen. Sie stellen fest, dass es durch
die Applikation von H202 zu einer osteogenen Differenzierung von vaskuldren glatten
Muskelzellen kommt. Die glatten Musekelzellen weisen ein verdndertes
Expressionsmuster auf und haben einen sogenannten Phénotypenswitch vollzogen.
Anstatt der glatten Muskelzellmarker a smooth muscle actin und Transgelin (SM22a)
exprimieren die Zellen vermehrt Knochenmarker, wie zum Beispiel Osteocalcin (28).
Auch im Rahmen unserer Arbeit konnte es somit zu einem osteogenen
Phinotypenswitch der glatten Muskelzellen gekommen sein.

Auffillig ist zudem, dass die verkalkten Regionen der ROS-Gruppe mit dem
Explantationszeitpunkt t = 56d eine relative Verbreiterung der Tunica media und Tunica
intima aufweisen. Sowohl zu den frithen Explantationszeitpunkten der ROS-Gruppe als
auch zu allen Explantationszeitpunkten der Kontrollgruppe zeigt sich keine signifikante
Zunahme der relativen GefdaBwanddicken. Neben der relativen Expansion der Tunica
media beobachten wir aullerdem einen verdnderten Aufbau der Wandstrukturen. Es
zeigen sich in der ROS-Gruppe mit dem Explantationszeitpunt t = 56d Verdnderungen
beziiglich der alternierenden Anordnung der elastischen Lamellen. In der Tunica media

der bestrahlten Regionen erscheinen die elastischen Lamellen auseinander gedringt
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worden zu sein. Ahnliche Beobachtungen machen Naik et al. an Hand ihres
atherosklerotischen Tiermodells. Ihnen fallt auf, dass es besonders in der Tunica intima
und der inneren Schicht der Tunica media zu Lésionen der elastischen Lamellen kommt
(44). Auch Clarke et al. féllt auf, dass es im Rahmen ihrer Experimente zu derartigen
Verdnderungen kommt. In ihrem Mausmodell konnen sie mit Hilfe der chronischen
Apoptose von glatten Muskelzellen GefaBBdegenerationen induzieren. Es zeigt sich, dass
es nicht nur zu einer vermehrten Kalzifikation kommt, sondern auch zu
Strukturverdnderungen der Tunica media. Es kommt neben einer Expansion dieser zu
vermehrten Briichen der elastischen Lamellen. Die Verdnderungen der elastischen
Lamellen sind vor allem in der Ndhe von atherosklerotischen Plaques zu finden.
Dennoch stellen sie fest, dass Briiche von elastischen Lamellen auch unabhidngig von
jeglichen Plaques auftreten (45). Es ist somit fraglich, ob Verdnderungen der elastischen
Lamellen ein weiteres kennzeichnendes Merkmal von Gefif3degenerationen darstellen

konnen.

4.3 Schlussfolgerung

Wir etablierten ein Tiermodell, das vaskuldre Verdnderungen nach fokal induziertem
oxidativen Stress aufweist.

Es zeigen sich im Vergleich zu etablierten Atherosklerosemodellen sowohl Parallelen
als auch Unterschiede. Wir konnen Zeichen der kardiovaskuldren Degeneration, wie
zum Beispiel vaskuldre Verkalkungen oder auch die Steigerung der Wanddicke eines
GefaBabschnitts nachweisen. Im Gegensatz dazu sind Lipidansammlungen oder
Schaumzellen, welche als wesentliche Merkmale der Atherosklerose gelten, nicht
vorhanden.

Somit kann dieses Modell zwar nicht die im Menschen beobachtete Atherosklerose
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ginzlich widergeben, stellt jedoch eine Alternative zu anderen klassischen
Atherosklerosemodellen dar. So konnte das in dieser Arbeit dargestellt Modell als
Plattform zur Evaluation des fokalen Effekts von reaktiven Sauerstoffspezies genutzt
werden.

Dieses Modell hat gegeniiber systemisch wirksamen Tiermodellen entscheidende
Vorteile. Zum einen koénnen Verdnderungen der GefdBle mit gesunden Abschnitten
verglichen werden, zum anderen existieren geringere systemische Nebeneffekte.
AuBerdem unterstiitzt dieses Modell die Vorstellung, dass reaktive Sauerstoffspezies
dazu in der Lage sind, Differenzierung und Migration von glatten Muskelzellen und

vaskuldre Verkalkungen zu induzieren.
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