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Zusammenfassung

Atherosklerose und ihre Folgeerkrankungen stellen die héufigsten Todesursachen
weltweit dar. Neben den etablierten Risikofaktoren wie Alter, Rauchen, Diabetes mellitus,
Ubergewicht, arterielle Hypertonie und Fettstoffwechselstorungen riicken andere EinflussgroBen
wie chronische Entziindungsprozesse zunehmend in den Fokus der Forschung.

Erkrankungen, die mit einer chronischen Entziindungsreaktion einhergehen, sind mit
einem erhohten kardiovaskuldren Risiko verbunden. Auch fiir chronisch-entziindliche
Darmerkrankungen (CED) zeigen aktuelle Studien eine Assoziation zu vermehrtem Auftreten
kardiovaskuldrer Erkrankungen und erhohter kardiovaskuldrer Mortalitét. Ziel dieser Arbeit war
es, den Einfluss der CED auf die Matrixkomposition atherosklerotischer Léasionen zu
untersuchen. Hierfiir wurden die beiden etablierten murinen Modelle des Apoe-Knockouts zur
akzelerierten Atheroskleroseentwicklung und der Dextran-Natriumsulfat-induzierten Kolitis
miteinander kombiniert.

Die Matrix atherosklerotischer Plaques setzt sich aus zelluldren und extrazelluldren
Anteilen zusammen. Neben Lipiden und Makrophagen als wichtigen Initiatoren der Atherogenese
spielen die Bestandteile der extrazelluliren Matrix (EZM) eine entscheidende Rolle. Hierzu
zdhlen insbesondere Kollagen, Hyaluronsdure (hyaluronic acid, HA), aber auch Proteoglykane
wie Biglykan und Decorin. Die Zusammensetzung der Plaquematrix beeinflusst sowohl die
Atherogenese als auch die Plaquestabilitit und ist von entscheidender Bedeutung fiir die klinische
Relevanz der Atherosklerose.

Im Mausmodell erwiesen sich das Ausmal} der Atherosklerose und die Verdnderung der
Lisionsverteilung bei begleitender CED {iber verschiedene Abschnitte der Aorta als variabel. Vor
allem im abdominellen Bereich war eine hohere Atheroskleroselast bei Tieren mit Kolitis
gegeniiber der Kontrolle zu beobachten, wéhrend die separate Betrachtung des Aortenursprungs
keinen Unterschied zwischen Kontroll- und Kolitisgruppe ergab. Folglich kann vermutet werden,
dass atherosklerotische Léasionen und deren Manifestation in bestimmten Abschnitten des
Gefalbaums und zu unterschiedlichen Zeitpunkten durch CED moduliert werden.

Bei Untersuchungen der Plaquekomposition des Aortenursprungs zeigte sich in der
Kolitis-Gruppe eine signifikant niedrigere Lipideinlagerung und eine erhdhte Expression von
Decorin, sodass sich auch eine veridnderte Stabilitdt der Plaques vermuten ldsst.

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit mit dem kombinierten Apoe”-DSS-
Modell ein Untersuchungsrahmen geschaffen werden, mit dem der spezifische Einfluss der CED
auf die Atherogenese und -progression im Mausmodell detailliert untersucht werden kann. Zudem
konnten deutliche Unterschiede der Matrixkomposition im Vergleich zu Kontrolltieren ohne
begleitende Kolitis detektiert werden, was sowohl ein spezifisches Risikoprofil unter diesen
Bedingungen verdeutlicht als auch mogliche spezifische therapeutische Optionen erdffnet.
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Abstract

Atherosclerosis and its secondary diseases are the leading cause of death worldwide.
Besides established risk factors such as age, smoking, diabetes mellitus, obesity, arterial
hypertension and dyslipidemia other influencing variables like chronic inflammation are brought
into focus.

Diseases, that are accompanied with chronic inflammation, are associated with a higher
cardiovascular risk. For inflammatory bowel disease (IBD) recent studies show significant
interaction resulting in an increased risk for cardiovascular diseases and higher cardiovascular
mortality. Aim of this study was to analyses of the impact of IBD on the matrix composition in
atherosclerotic lesions. Therefore, the two established murine models Apoe knockout for
accelerated development of atherosclerosis, and dextran sodium sulfate induced colitis were
combined.

The matrix of atherosclerotic plaques consists of cellular and extracellular components.
Besides lipids and macrophages, that are known as important initiators of atherogenesis, elements
of the extracellular matrix play a crucial role. These include collagen, hyaluronan, and
proteoglycans such as biglycan and decorin. The composition of the plaque matrix influences
therefore both atherogenesis and plaque stability, and plays an important role in the clinical
significance of atherosclerosis.

The degree of atherosclerosis and the distribution of lesions with concomitant IBD in the
murine model varied in different sections of the aorta. Especially in the abdominal part a higher
degree of atherosclerosis in animals with colitis could be observed while on the other hand, no
differences were verifiable, when the aortic root is examined. This may allow the assumption that
atherosclerotic lesions and their manifestation in distinct sections of the vascular system and their
progress over time are modulated by IBD.

When examining the composition of the plaque in the aortic root, the colitis-group showed
significantly less lipid accumulation, and enhanced expression of decorin, suggesting alterations
in plaque stability.

In summary, the present study provides with the combined 4poe”-DSS-model a scope to
study specific influences of IBD on atherogenesis and -progression in detail in a murine model.
Furthermore, significant differences in the matrix composition compared to control animals
without concomitant colitis could be detected, which both points out a specific risk profile under

these conditions and opens up possible specific therapeutic options.
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1 Einleitung

1.1 Atherosklerose

1.1.1 Pathohistologie

Die Weltgesundheitsorganisation (World Health Organisation, WHO) versteht unter
Atherosklerose einen inflammatorischen Prozess der Blutgefile, der mit Verdnderungen der
Intima einhergeht. Bei der Entstehung atherosklerotischer Léasionen kommt es zu einer
Akkumulation von Lipiden mit nachfolgender Einwanderung von Immunzellen wie
Makrophagen, die durch die Aufnahme der Lipide zu so genannten Schaumzellen werden. Im
Zuge der Plaquebildung kommt es weiterhin zur Migration von glatten Muskelzellen (vascular
smooth muscle cells, VSMC) in die atherosklerotischen Lésionen, sowie der Produktion und
Ansammlung von Kollagen (1). Diese Prozesse resultieren in einer chronischen Wandentziindung
mit Fibrosierung und Hyperplasie der /ntima und fithren zu einer stetigen Verengung des
GefaBlumens mit Gefahr der Thrombosierung bei Plaqueruptur, was wiederum akute oder
chronische, potentiell lebensbedrohliche Ischdmien zur Folge haben kann. Die Komplikationen
der Atherosklerose manifestieren sich am Herzen als koronare Herzkrankheit (KHK) mit der
Gefahr eines Myokardinfarkts oder der ischdmischen Kardiomyopathie, im zerebralen
Gefdflsystem als ischdmischer Schlaganfall, in den Extremitdten als periphere arterielle
Verschlusskrankheit und in abdominellen Gefaen als mesenteriale Ischdmie, Nierenschddigung
durch Minderperfusion oder als Aortenaneurysma. Diese Komplikationen der Atherosklerose
sind die hdufigste Todesursache in der westlichen Gesellschaft (2). Neben den klassischen
Modellen zur Pathophysiologie riicken neue Erkenntnisse zu inflammatorischen und
immunologischen Prozessen als Schliisselrolle der Atherogenese in den Vordergrund der

aktuellen Forschung (3).

1.1.2 Pathogenese

1.1.2.1 Fettstoffwechsel

Aus der Nahrung werden Lipide als Triglyceride, Fettsduren und Cholesterin iiber die
Darmzellen resorbiert und mittels Chylomikronen im Serum zur Leber transportiert. Die nach
Abgabe von Fettsduren an periphere Korperzellen entstehenden sogenannten Remnants, werden
von Hepatozyten aufgenommen. Von der Leber aus wird sowohl exogen aufgenommenes,
sowieso von den Hepatozyten synthetisiertes Cholesterin iiber die Lipoproteine VLDL (very low

density lipoprotein) und LDL (low density lipoprotein) zusammen mit Triglyceriden im Korper



verteilt. Uber das Protein ApoB100 wird die Aufnahme von Triglyceriden in Fett- und
Muskelzellen vermittelt und die Dichte der Lipoproteine sinkt — die triglyceridreichen VLDL
werden zu cholesterinreichen LDL. Uber die Wechselwirkung des LDL-Rezeptors (LDLR) des
peripheren Gewebes mit ApoB100 gelangen LDLs in die Zellen. Die Expression des LDLR
unterliegt hierbei einem cholesterinabhéingigen negativen Feedbackmechanismus (4) — mit
steigendem Cholesteringehalt intrazelluldr wird der fiir die Resorption verantwortliche Rezeptor
LDLR vermindert an der Zelloberfliche exprimiert und somit wird weniger LDL-Cholesterin
aufgenommen. Aus peripherem Gewebe wird Cholesterin liber High Density Lipoprotein (HDL)
zurlick zur Leber transportiert.

Insbesondere erhohte LDL-Cholesterin-Plasmaspiegel erhéhen das Risiko fiir die

Entstehung von Atherosklerose und kardiovaskuldrer Erkrankungen (5).
1.1.2.2 Initilerung der Atherosklerose

Die Atherogenese beginnt mit einer Endothelschddigung und daraus resultierender
endothelialer Dysfunktion (,,response-to-injury“-Hypothese von Russell Ross (6)). Seit
Jahrzehnten bekannte endothelschiddigende Faktoren sind unter anderem oxidierte LDLs
(oxLLDL) (7), freie Radikale durch Zigarettenkonsum (8), Diabetes (9), genetische Disposition
und Infektionserreger (10). Des Weiteren ist arterielle Hypertonie ein eigensténdiger Risikofaktor
fiir eine Schéddigung der Arterienwand. Hypertone Kreislaufstorungen stellen eine Form des
mechanischen Stresses dar und resultieren in vermehrtem oxidativen Stress, sowie erhohter
Konzentration glatter Muskelzellen in der Gefawand (11).

Zu Beginn der Atherogenese steht die Akkumulation von Lipiden und Immunzellen.
Hierbei ist unter anderem die Einwanderung von Makrophagen in die Gefd3wand ein Treiber der
Atherosklerose. Migrationsstimuli wie Monozyten-Chemotaktisches-Protein (MCP-1) und
Makrophagen-colony stimulating factor (M-CSF), welcher durch modifizierte LDL induziert
werden kann, spielen hierbei eine essentielle Rolle. (12). Daneben sind die Adhisionsmolekiile
vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1), intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) und
PECAM (platelet endothelial cell adhesion molecule) sowie P- und E-Selektine mafigeblich an
der Migration von Immunzellen wie Makrophagen und Leukozyten in die GefaBwand beteiligt.
(13). Die vom geschidigten Endothel exprimierten Selektine induzieren ein langsameres Flieen
bis hin zum Rollen der Leukozyten iiber die GefaBwand, wodurch schlielich die Bindung an

Zell-Adhisionsmolekiile (ICAM, VCAM, PECAM) moglich ist.



1.1.2.3 Schaumzellbildung

Die erste Stufe der Atherosklerose sind die sogenannten ,.fatty streaks” — Einlagerungen
von Lipiden und nachfolgender Infiltration von Makrophagen in der Intima, die schon in fetalen
Aorten nachgewiesen werden konnten (14).

Fettstoffwechselstorungen, wie beim metabolischen Syndrom, fithren zu einer
Dysregulation des LDL- und damit Cholesterinstoffwechsels und tragen so zur Entstehung von
atherosklerotischen Lésionen bei. Bei Einlagerung in die Arterienwand wird LDL-Cholesterin
durch radikale Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) zu oxLDL oxidiert. Im Zuge der
inflammatorischen Prozesse der Atherogenese kommt es zu einer Dysbalance zwischen
endogenen antioxidativen Systemen und der Produktion von ROS durch Oxidasen (15). OxLDL
kann nicht mehr iiber den LDLR resorbiert werden, sondern wird iiber sogenannte Scavenger-
Rezeptoren in Makrophagen aufgenommen. Von Bedeutung sind hierbei insbesondere die
Rezeptoren CD36, Makrophagen-Scavenger-Rezeptor-A (MSR-A) und LOX-1 (lectin-like
oxLDL receptor-1) (16). Es konnte gezeigt werden, dass neben Makrophagen auch glatte
Muskelzellen die aufgenommenen Cholesterinester in Form von Lipidtropfen (lipid droplets)

einlagern und so zu der Bildung sogenannter Schaumzellen fiithren (17).
1.1.2.4 Plaquereifung

Sowohl Makrophagen als auch glatte Muskelzellen iibernehmen somit eine entscheidende
Funktion wéhrend der Atherogenese. Bereits 1973 zeigten Ross und Glomset in einem in vivo
Experiment, dass es nach einer endothelialen Schadigung durch einen intravasalen Ballon-
Katheter zu einer Proliferation glatter Muskelzellen in der /ntima kommt. In vitro dokumentierten
sie, dass unter anderem LDL ein Proliferationsstimulus ist, und intrazellular akkumuliert (18).

Untersuchungen der Zellzusammensetzung in humanen Plaques bestétigen die fithrende
Bedeutung von  Makrophagen und glatten  Muskelzellen. Durch  monoklonale
Antikorperfarbungen konnte der histologischen Einteilung der Plaques in Kern, fibrotische Kappe
und Schulterregion, die verantwortlichen Zellpopulationen zugeordnet werden (Abb. 1). In der
nekrotischen, lipidreichen Kernregion finden sich vor allem Makrophagen bzw. untergegangene
Schaumzellen (19), in der fibrotische Kappe akkumulieren vorrangig glatte Muskelzellen und T-
Lymphozyten (20). Diese T-Zellen konnen durch den Mediator Interferon-y (IFN-y) sowohl
antiatherogen als auch proatherogen wirken, insbesondere fordern oder hemmen die

verschiedenen Subgruppen der T-Zellen in unterschiedlicher Weise die Atherogenese (21).
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Abb. 1: Schematische Darstellung der Regionen eines atherosklerotischen Plaques: Die dem

Plaque angrenzende Intima (Region I), die Schulter-Region (II), die fibrotische Kappe (III) und die
nekrotische Kern Region (IV). Abgeéndert aus ,,Regional Accumulations of T-Cells, Macrophages, and
Smooth Muscle Cells in the Human Atherosclerotic Plaque®, (22).

1.1.2.5 Plaquestabilitat

Die Plaquestabilitdt wird unter anderem durch Lipid- und Makrophagenakkumulation und
der Verteilung der glatten Muskelzellen moduliert. So préisentierten Davies et al., dass bei
erhohtem Lipidanteil die Tendenz zur Plaquethrombose steigt. Zudem enthielten thrombosierende
Plaques weniger glatte Muskelzellen und mehr Makrophagen als intakte Plaques (23).

Neben einem groBlen, zellarmen Lipidkern, fordert die Sekretion von
Matrixmetalloproteasen (MMP) aus Makrophagen und glatten Muskelzellen und die damit
verbundene Degradierung der extrazelluliren Matrix (EZM) die Plaqueinstabilitit (24).
Nachfolgend besteht die Gefahr einer Plaqueruptur und damit verbunden eine akute Ischimie wie
beispielsweise bei einem Myokardinfarkt (25), wodurch die groBe klinische Relevanz der

Plaquestabilitdt unterstrichen wird.

1.1.3 Atherosklerose im Mausmodell durch Apoe-Defizienz

Apolipoprotein-E  (ApoE) ilibernimmt eine wichtige Rolle im Fettstoffwechsel.
Nahrungsfette werden als Bestandteil von Chylomikronen und endogene Fette durch Lipoproteine
mit Hilfe von ApoE transportiert und verteilt. Nach Abgabe von Lipiden an periphere
Korperzellen verbleiben Chylomikronen Remnants, welche iiber Interaktion von ApoE mit dem
LDLR und dem Chylomikronen-Remnant-Rezeptor (LRP, LDLR-related protein) vor allem in
Hepatozyten aufgenommen werden (26). Um ein Mausmodell zur Untersuchung von
Atherosklerose zu entwickeln, wurde die Apoe-defiziente (Apoe”) Maus entwickelt. Diese Tiere
zeigen im Vergleich zur Wildtyp-Kontrollgruppe bei Untersuchungen im Alter von 6-40 Wochen

sowohl unter einer hochkalorischen Western Diet (WD, westliche Diit), als auch unter



Normalfutter erhdhte Serumcholesterinspiegel und eine hohere Atheroskleroselast in der
gesamten Aorta und ihren Hauptésten (27). Die Lisionen zeigen einen dhnlichen Progress wie
humane Lisionen (28), wobei die Zusammensetzung der Plasmalipide dem humanen Lipid-Profil
weniger dhnelt als bei einigen anderen Tiermodellen (29). So zeigen Apoe”™ Miuse hohes
Gesamtcholesterin, VLDL und LDL, sowie sehr niedrige HDL Konzentrationen unter einer
normalen Didt und stark erhohte Werte fiir Gesamtcholesterin, Triglyceride und LDL mit

minimalen Verdnderungen der VLDL und HDL Konzentrationen unter WD.

1.2 Extrazellulare Matrix und Plaquekomposition

Die EZM stellt neben den beteiligten zelluliren Komponenten einen wichtigen
Bestandteil atherosklerotischer Plaques dar und ist von Bedeutung fiir Stabilitét, Proliferation,
Migration und Adhésion.

Zu den Faserbestandteilen der EZM gehdren zum einen die zugfesteren Proteinstrukturen
aus der Familie der Kollagene und andererseits elastische Fasern, bestehend aus den Proteinen
Elastin und Fibrillin. Wichtiger Bestandteil der Arterienwand sind Kollagenfasern Typ I und III.
Eine potenziell antiatherogene Wirkung zeigen Kollagenfibrillen durch die Hemmung glatter
Muskelzellproliferation (30), proatherogene Effekte zeigt andererseits Kollagen I, dessen
Hemmung zu einer Modulation der VSCM-Migration und -Proliferation einhergehend mit einer
Abnahme der carotis intima media thickness (cIMT) fihrt (31).

Des Weiteren stellen wasserbindende Glykosaminoglykane (GAGs) und Proteoglykane
einen wichtigen Bestandteil dar, welcher weiterhin die Komplexitit und Interaktionsstruktur der
Matrix mit diversen Zellpopulationen erhdht. GAGs sind Disaccharid-Kohlenhydratketten
bestehend aus Uronsdure und Aminozucker, welcher oft sulfatiert ist (32). Ihre negative Ladung
ist verantwortlich fiir ihre Eigenschaft Wasser zu binden und ein wéssriges Milieu zu generieren.
Weiterhin konnen GAGs als Seitenketten mit einem Core-Protein sogenannte Proteoglykane
bilden.

Im Rahmen der Atherosklerose sind hier insbesondere die Hyaluronsdure (hyaluronic
acid, HA) als wichtiges GAG, sowie die zu den small leucin-rich proteoglycans (SLRP)

gehorenden Proteoglykane Biglykan und Decorin bedeutsam.

1.2.1 Hyaluronsaure

HA findet sich in allen Wandschichten humaner Arterien (33) und wird durch die HA
Synthasen HAS1-3 vor allem von VSMC und Endothelzellen synthetisiert (34). Bei Stérung der

endothelialen Integritdt (zum Beispiel durch eine Ballonkatheter-Untersuchung) wird HA



vermehrt in der /ntima und Media von Ratten exprimiert (35), wohingegen im Zuge der
Plaquereifung der HA-Anteil in humanen Koronararterien wieder abnimmt (36).

Als Bestandteil der endothelialen Glykokalyx ist HA zudem Teil einer selektiven Barriere
fir Makromolekiile. In Bezug auf Atherogenese konnte gezeigt werden, dass an
Pradispositionsstellen fiir Atherosklerose, wie Gefa-Bifurkationen, die Glykokalyxdicke
abnimmt (37). Durch Entfernen der Glykokalyx z.B. mit Hyaluronidase verdndert sich die
Permeabilitdt, wodurch das Eindringen groerer Molekiile in die GefaBwand ermoglicht wird (38)
und nachfolgend durch Adhision und Migration von Immunzellen inflammatorische Prozesse
und damit die Progression der Atherosklerose gefordert werden. ROS und die Bildung von
oxLDL konnen ebenfalls zu einer Funktionsstorung der Glykokalyx fiihren, was mit einer
erhohten GefiaBwandadhision fiir Blutzellen einhergeht (39). Die Bedeutung von HA fiir die
Glykokalyxintegritit und das damit einhergehende antiatherogene Potential wiesen Nagy et al. in
einem Apoe” Mausmodell nach. Hier zeigte sich eine Aggravation der Atherosklerose mit
Storung der Glykokalyx durch Hemmung der HA Synthese (40).

Aus Zellversuchen ist bekannt, dass VSMC HA produzieren (35). HA interagiert mit
VSMC durch Bildung einer perizelluliren Matrix, welche Migration, Proliferation und den
Zellphéanotyp der VSMC beeinflusst (41). Weiterhin konnte eine Inhibition der Proliferation der
VSMC durch HA Fragmente, sowie eine Induktion der Migration festgestellt werden (42,43).

Ein proatherogener Effekt von HA konnte bereits in einem transgenen Mausmodell mit
HA-Uberproduktion in GefaBmuskelzellen mit Apoe” Hintergrund gezeigt werden (44). Auch die
Untersuchungen der HAS-Isoformen HAS2 und HAS3 kommen zu diesem Ergebnis. Homann
und Grandoch et al. zeigten, dass HAS3 in atherosklerotischen Lasionen durch aktivierte
Makrophagen vermehrt durch VSMC gebildet wird und ein kombinierter HAS3-Apoe-Knockout
zu signifikant weniger atherosklerotischen Plaques fiihrt (45). Auch eine Uberexpression von
HAS2 in VSMC geht mit einem erh6hten Progress der Atherosklerose einher (46). Die Rolle der
HASI1 mit geringerer enzymatischer Aktivitét bleibt weiter zu untersuchen (47).

Vor allem die Grofle der HA-Molekiile scheint fiir den atherosklerotischen Prozess von
Bedeutung zu sein. Die durch Hyaluronidasen entstehende Fragmente, sogenannte low molecular
weight HA-Molekiile (HA Molekiile mit geringem Molekulargewicht, LMW-HA), entwickeln
sich in inflammatorischem Gewebe und induzieren inflammatorische Gene von Makrophagen
(48).

Bisher lie} sich keine Korrelation zwischen HA-Gehalt und Plaquestabilitit zeigen,
jedoch konnte nachgewiesen werden, dass die LMW-HA-Konzentration in reiferen, instabileren
Plaques erhoht ist. Zudem korreliert die MMP-9 Aktivitdt mit LMW-HA Expression. Auch in
vitro zeigte sich, dass eine Stimulation von Makrophagen mit LMW-HA zu einem Anstieg der

MMP-9 Aktivitit fiihrt (49).



Somit scheint die Rolle von HA in atherosklerotischen Prozessen durchaus variabel zu
sein und je nach Zelltyp und Lokalisation scheinen sowohl pro- als auch antiatherogene Effekte

moglich.

1.2.2 Biglykan und Decorin

Neben HA sind fiir die Atherosklerose die SLRP Biglykan und Decorin bedeutsam (50).
Diese spielen unter anderem eine Rolle in inflammatorischen Prozessen. In einem
Nephritismodell kam es zu einem Anstieg der Biglykanexpression durch infiltrierende
Makrophagen. Decorin hingegen zeigte in diesem Inflammationsmodell einen protektiven Effekt
(51). Seine proinflammatorische Wirkung erzielt Biglykan mitunter als Ligand des TLR-2 (Tol/l-
like Rezeptor) und TLR-4 auf Makrophagen (52) und durch Interaktionen mit dem Makrophagen
SR-A, der auch LDL im Zuge der Atherogenese bindet (53).

Wihrend Decorin sich vor allem in der Adventitia gesunder Arterien befindet, wird
Biglykan in allen Wandschichten, insbesondere jedoch in der Intima, nachgewiesen (54,55). In
atherosklerotischen Plaques kommen beide SLRP besonders in kollagenreichen Anteilen vor
(59).

Die response-to-retention Hypothese von Tabas und Williams sicht die Retention von
Lipoproteinen als zentrales Ereignis der Atherogenese und postuliert, dass Proteoglykane,
darunter insbesondere Decorin und Biglykan, mafigeblich an diesem Prozess beteiligt sind
(56,57). Zwar konnte in in vitro Experimenten gezeigt werden, dass auch Decorin an Kollagen-1
bindet und so eine Rolle bei der Lipoproteinretention spielt (58), jedoch deuten viele
Untersuchungen darauf hin, dass Biglykan das entscheidende Proteoglykan ist. So zeigten
Analysen eine Co-Lokalisation von Biglykan und Apolipoproteinen in atherosklerotischen
Lisionen (59,60). Uber eine Bindung der Lipoproteine mit den Biglykan-Seitenketten trigt das
Proteoglykan zur Lipidretention in Plaques bei (61).

Der mutmaBliche proatherogene Effekt von Biglykan konnte in einem transgegen
Tiermodell bestitigt werden. Biglykaniiberexpression von SMC auf einem LDLR” Hintergrund
fiihrte zu vermehrter Expression vaskuldren Biglykans, verstirkter Atherosklerose und einem
Anstieg der Lipidretention (61). Im Umkehrschluss wies eine Biglykan-Defizienz jedoch keinen
protektiven Effekt auf, eine kompensatorische Hochregulation der vaskuldren Perlecan-
Expression wird hier diskutiert (62). Biglykan und andere Vertreter der SLRP regulieren
weiterhin maBgeblich die Organisation der EZM und die Organisation der Strukturmolekiile des
Kollagens und tragen so zur Modulation der atherosklerotischen Plaques bei (63,64).

Decorin hingegen scheint eine duale Rolle zu spielen. In 4poe”” Miusen konnte einerseits
eine Verminderung der atherosklerotischen Lisionen, sowie geringere

Makrophageneinwanderung und MMP-Aktivitit in Plaques durch Decoriniiberexpression gezeigt



werden (65). Andererseits fordert Decorin die Kalzifizierung von VSMC der Aorta (66). Als
EZM-Komponente spielt Decorin eine entscheidende Rolle in der Kollagenese. Ein Decorin-
Knockout fihrt im Mausmodell zu verminderter Hautstabilitit und Ausdiinnung aufgrund
abnormer Morphologie und Organisation von Kollagenfibrillen (67). Passend zur
kollagenstabilisierenden Wirkung konnte Decorin vor allem in den dichten, kollagenreichen
fibrotischen Regionen atherosklerotischer Plaques nachgewiesen werden (55) und kann somit von

Bedeutung fiir die Plaquestabilitét sein.

1.3 Chronisch-entzundliche Darmerkrankungen (CED)

Weltweit litten 2017 6,8 Million Menschen an CED, wobei die Prdvalenz in hoher
entwickelten Lidndern am hochsten war (68). Die Bezeichnung CED umfasst die beiden
Hauptpathologien Morbus Crohn und Colitis Ulcerosa. Ménner und Frauen erkranken etwa
gleichhdufig mit der hochsten Inzidenz bei jiingeren Patienten in der zweiten bis vierten

Lebensdekade (69).

1.3.1 Pathohistologie

Morbus Crohn kann jeden Abschnitt des Gastrointestinaltraktes betreffen, kommt aber oft
im Diinn- und Dickdarm vor. Makroskopisch fillt das segmentale, transmurale Auftreten auf,
wobei befallene und gesunde Abschnitte nebeneinander liegen. Typische Befunde sind Strikturen,
Ulzerationen und Pflastersteinrelief, welches durch Odeme und Fissuren entsteht. Im
histologischen Bild finden sich Granulome, vermehrtes Auftreten von Follikeln, sowie
Fistelbildung.

Im Gegensatz zum Morbus Crohn beginnt die Colitis Ulcerosa im distalen Rektum und
kann sich nach proximal bis zu einer Pankolitis ausbreiten. Typisch sind makroskopisch
erkennbare 6dematdse Schwellungen und Erosionen bis hin zu Ulzerationen. Histologisch kommt
es zur Infiltration von Leukozyten und massiven Odemen sowie Verinderung der Driisenstruktur
und der Ausbildung von Kryptenabszessen (70).

Durch die chronische Entziindung besteht ein erhohtes Risiko fiir Epitheldysplasien und

die Entwicklung von kolorektalen Karzinomen (71).

1.3.2 Pathogenese

Die Atiologie der CED ist bislang nur teilweise verstanden. Diskutierte Faktoren sind
familidre Belastung und genetische Disposition sowie Umweltfaktoren wie Rauchen, Infektionen

und Erndhrung, Epithelbarriere- und Immunregulationsstérungen (as reviewed by Zhang und Li

(72)).



1.3.2.1 Genetik

CED treten nicht nur familiér gehduft auf, auch bei individuellen klinischen Aspekten und
Verlaufsformen finden sich familidre Haufungen (73). Pradispositionierende Gene sind als /BD1-
9 (inflammatory bowel disease) benannt (74). Fiir Morbus Crohn wurde als erstes Gen NOD2
(nucleotide-binding-oligomerisation-domain) = IBD1 identifiziert. Mutationen in diesem Gen
konnen zu einer Uberaktivierung von NF (nuclear factor)- kB (Schliisselprotein der angeborenen
Immunabwehr) fithren oder das NODZ2-Genprodukt durch Missense-Mutation ausschalten
(75,76).

1.3.2.2 Umweltfaktoren

Ein naheliegender Faktor zur Beeinflussung der Pathogenese ist die Erndhrung. Diskutiert
werden unter anderem hoher Zucker- und Fettkonsum und geringe Ballaststoffaufnahme,
eindeutige Ergebnisse gibt es jedoch nicht (77).

Ausfluhrlich wurde der Einfluss des Zigarettenrauchens untersucht. Auf Colitis Ulcerosa
hat Rauchen einen protektiven Effekt, fiir Morbus Crohn hingegen zahlt es zu den Risikofaktoren
(78). Psychischer Stress wirkt sich negativ auf den Krankheitsverlauf der CED aus und erho6ht das
Risiko fiir einen Krankheitsschub (as reviewed by Sun et al. (79)).

1.3.2.3 Immunregulationsstorungen

Das komplexe Zusammenspiel der Immunreaktion der Darmwand ist bei CED in
verschiedenen Aspekten gestort. Die Darmwand baut in den ersten Lebensjahren eine orale
Toleranz gegeniiber Antigenen der normalen Darmbakterien auf (80). Dieser Vorgang der
Kolonisation ist wichtig fiir ,,Ndhrstoffverwertung, Epithelbarriere, Fremdstoffstoffwechel,
Angiogenese und postnatale Darmreifung* (81). Eine Storung dieser oralen Toleranz fiihrt zu
Entziindungsreaktionen.

Den ersten Kontakt mit den Antigenen der Aullenwelt haben die Darmepithelzellen. Sie
sind geschiitzt durch eine Schleimschicht, dessen Zusammensetzung bei CED verédndert ist (82).
Die Epithelbarriere ist weiterhin durch erhohte Permeabilitét geschiddigt (auch bei nicht-CED-
Patienten mit familidrem Risiko) (83,84), sodass AG in direkten Kontakt mit Immunzellen der
Lamina Propria (L. Propria) treten kdnnen.

Durch Storungen der Expression sogenannter pattern recognition Rezeptoren wie TLR
und NOD auf Epithel- (85) und dendritischen Zellen (86), 16sen AG der Bakterien der natiirlichen
Darmflora eine Entziindungskaskade aus und aktivieren unter anderem Makrophagen, T-
Lymphozyten, natiirliche Killerzellen und Granulozyten (80). T-Helferzellen reifen und werden
gegeniiber zahlreichen Apoptosesignalen resistent (87). Das Verhiltnis regulatorischer und

(iiber)aktivierter T-Zellen gerdt aus dem Gleichgewicht. Die Folge sind die Akkumulation von
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Interleukinen und Tumor Nekrose Faktor o (TNFa) produzierenden Makrophagen und die

Rekrutierung von inflammatorischen Zellen aus dem Blut (80).

1.4 CED und Atherosklerose

1.4.1 Einfluss chronischer Entziindungen

Wie bereits beschrieben, spielt eine zugrunde liegende, chronische Inflammation bei der
Atherogenese eine entscheidende Rolle. Auch andere chronisch-entziindliche Krankheiten selbst
sind als Risikofaktor fiir kardiovaskuldre Erkrankungen anerkannt. Besondere Beachtung fanden
hier die Krankheiten des rheumatischen Formenkreises wie rheumatoide Arthritis und
systemischer Lupus erythematodes (SLE) (as reviewed by Roifman et al. (88)). Diverse Studien
der letzten Jahre haben die Inflammation als eigenstdndigen Risikofaktor der Atherosklerose
identifiziert, unabhidngig vom Lipoproteinprofil und der Cholesterinbelastung (CANTOS (89);
COLCOT (90)).

Die Pravalenz des metabolischen Syndroms, bestehend aus Fettleibigkeit, Bluthochdruck,
gestorter Glukosetoleranz und Fettstoffwechselstdrung, ist bei Patienten, die unter chronischen
Entzlindungen des rheumatischen Formenkreises leiden — anders als bei CED-Patienten — erhdht
(91,92). Dennoch bleibt das Risiko fiir kardiovaskuldre Erkrankungen bei der rheumatischen
Patientengruppe auch weiterhin erhoht, wenn traditionelle Risikofaktoren, wie fortgeschrittenes
Alter, Rauchen, Diabetes mellitus, erhohter Body-Mass-Index (BMI), arterielle Hypertonie und
Hypercholesterinimie adjustiert werden. (93). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass

systemische Entziindungen zur endothelialen Dysfunktion beitragen kénnen (94,95).

1.4.2 Einfluss von CED

Zu den traditionellen Risikofaktoren fiir kardiovaskuldre Erkrankungen gehdren nach
dem Framingham Risk Score Alter, méannliches Geschlecht, Rauchen, erhohtes
Gesamtcholesterin, erniedrigtes HDL, Ubergewicht, arterielle Hypertonie und Diabetes mellitus.
Bislang untersuchten erst wenige Studien die Gewichtung dieser Faktoren vor dem Hintergrund
CED. Patienten mit CED scheinen eine geringere Ausprigung traditioneller Risikofaktoren
aufzuweisen, bei gleichzeitig erhdhtem kardiovaskuldren Risiko (96-98). So ist die cIMT als
Indikator fiir subklinische Atherosklerose und kardiovaskuldre Erkrankungen (99) bei CED-
Patienten erhoht (100).

GroBe Studien und Meta-Analysen fanden lange kein erhohtes kardiovaskuldres Risiko

fir CED (101-103). In neueren Studien, die die variable Krankheitsaktivitit wahrend der
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entziindlichen Schiibe beriicksichtigten, werden nun jedoch zunehmend signifikante
Zusammenhénge zwischen CED und kardiovaskuldren Erkrankungen und Mortalitét aufgezeigt.

So wiesen mehrere landesweite Studien in Dénemark, Frankreich und Siidkorea ein
erhohtes Risiko fiir KHK und arterielle thromboembolische Ereignisse nach (104—106). Auch
eine Meta-Analyse erlduterte ein miBig-erhohtes Risiko fiir KHK und Schlaganfall, insbesondere
fiir Frauen (107).

Ein erhohtes Risiko besteht somit vor allem wéhrend der Krankheitsschiibe und bei der
chronisch-aktiven Form der CED. Dies dokumentierten dédnische Studien fiir Herzinsuffizienz
(108), Myokardinfarkt, Schlaganfall und kardiovaskuldre Mortalitét (109).

Ein erhohtes Risiko fiir vendse Thrombembolien wiesen unter anderem Grainge et al. in
einer groflen Kohortenstudie mit 13 756 CED-Patienten und 71 672 Kontrollen nach (110). Auch
hier scheint die Krankheitsaktivitit das Risiko weiter zu steigern.

Insgesamt zeigen vor allem junge (unter 50 Jahren), weibliche CED-Patientinnen in

aktiven Krankheitsphasen ein erhdhtes kardiovaskuldres Risiko (as reviewed by Bigeh et al.

(111))

1.5 Ziele der Arbeit

Als eine der hdufigsten Todesursachen weltweit bildet die Atherosklerose und die damit
einhergehenden Folgeerkrankungen und Komplikationen einen wichtigen
Forschungsschwerpunkt. Der Einfluss chronischer Entziindungsprozesse auf die Atherogenese
und -progression ist vor allem fiir rheumatoide Erkrankungen untersucht. Diese Arbeit soll einen
Beitrag zur Einordnung der Rolle der CED leisten.

Ziel der Arbeit war es, an einem geeigneten Tiermodell den Einfluss von CED auf die
Komposition atherosklerotischer Lédsionen zu untersuchen. Die Zusammensetzung
atherosklerotischer Plaques bedingt deren Stabilitét und stellt in Bezug auf das Auftreten von
Folgeerkrankungen wie dem Myokardinfarkt oder Schlaganfall eine herausragende Rolle dar.

Die Komposition der Plaques, welche neben der Stabilitét auch Proliferation, Migration
und Adhdsion beteiligter Zellpopulationen wie Immunzellen, Muskelzellen und
Bindegewebszellen beeinflusst und umgekehrt auch selbst zu beeinflussen vermag, ist damit
mafgeblich an der Entstehung und Progression der Atherosklerose beteiligt.

Diese Arbeit untersuchte des Weiteren die Relevanz der Didt, um die Effekte der
chronischen Entziindung durch DSS-Kolitis untersuchen zu kénnen. So kénnen die eigentlichen
Auswirkungen der Kolitis durch den starken proatherogenen Stimulus der hochkalorischen WD

maskiert werden. Ursdchlich kann eine durch die WD selbst ausgeloste systemische Entziindung
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sein. Bei Fiitterung einer Normaldidt hingegen kann der spezifische Einfluss der CED untersucht

werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Tierversuche

Minnliche Apoe'/ " Miuse (Taconic M&B, Lille Skensved, Denmark) wurden unter
standardisierten Bedingungen in einem klimatisierten Raum gehalten. Alle Tiere wurden im
zentralen Tierlabor des Universititsklinikums Essen bzw. in der zentralen Einrichtung fiir
Tierforschung und Tierschutzaufgaben der Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf gehalten
(Aktenzeichen des LANUV: 87-51.04.2010.A142).

Die Induktion der chronischen Kolitis erfolgte durch Dextran-Natriumsulfat (dextran
sodium sulfate, DSS) nach dem Protokoll von Wirtz et al. (112)

Die Wirkung von DSS wird unter anderem {iber Komplexbildung mit mittellangen
Fettsduren vermittelt, welche von den Darmepithelzellen aufgenommen werden. In diesen wirkt
DSS toxisch und fiihrt zu einer Barrierestdrung (113). Besonders der distale Abschnitt des Kolons
nimmt DSS auf und zeigt das typische Bild einer Kolitis durch Stérung der intestinalen Barriere
mit konsekutiver Infiltration von Darmbakterien (114).

Klinisch zeigen die Tiere Diarrhoen, blutigen Stuhl und Gewichtsabnahme. Das Kolon
verkiirzt sich und in der Darmwand kommt es zu Erosionen, Kryptenverlust und Einwanderung
von Entziindungszellen (115).

Die Tiere erhielten ab einem Alter von durchschnittlich sechs Wochen WD (21 %
Butterfett und 0,15 % Cholesterin) oder Standard-Normalfutter. Ein Teil der Tiere erhielt
Trinkwasser, dem DSS 2% zugefiigt wurde. Um eine chronische Darmentziindung hervorzurufen,
wurde den Tieren DSS in Zyklen verabreicht: sechs Tage DSS gefolgt von zwei Wochen DSS-
freiem Trinkwasser (Wirtz, 2007) (Abb. 2).

Zum Versuchs-Endpunkt wurden den Tieren die Aorta bis zu den Beinarterien, Herz und
der untere Darmabschnitt zur weiteren Untersuchung von Frau Nina Pasch und Dr. rer. nat.
Yanina Ostendorf entnommen. Fiir diese Arbeit wurden von der Autorin keine Prozeduren an den

Tieren selbst durchgefiihrt. Es erfolgte die Verarbeitung der bereits entnommenen Organe.
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Abb. 2: Versuchsaufbau.

Gruppe 1: Minnliche, sechs Wochen alte Apoe”™ Miuse erhielten eine Fiitterung mit WD und wurden
fiir 3 Zyklen DSS, bestehend aus je sechs Tagen mit bzw. ohne DSS und zwei Wochen DSS-freiem
Intervall, bis zum Endalter von 13 Wochen behandelt.

Gruppe 2: Minnliche, sechs Wochen alte Apoe”™ Méuse erhielten eine Fiitterung mit WD und wurden
fiir 5 Zyklen DSS, bestehend aus je sechs Tagen mit bzw. ohne DSS und zwei Wochen DSS-freiem
Intervall, bis zum Endalter von 19 Wochen behandelt.

Gruppe 3: Minnliche, sechs Wochen alte Apoe”” Miuse erhielten eine Fiitterung mit Normalfutter und
wurden fiir 5 Zyklen DSS, bestehend aus je sechs Tagen mit bzw. ohne DSS und zwei Wochen DSS-
freiem Intervall, bis zum Endalter von 19 Wochen behandelt.

2.2 Schweregrad der Kolitis

2.2.1 Korpergewicht als Indikator fur das Kolitisausmalf}

Fiir die Untersuchung des Einflusses von DSS auf die Gewichtszunahme, wurde das
Gewicht vor und nach jedem Zyklus auf das Ausgangsgewicht in Prozent bezogen. In der

Kontrollgruppe wurde das Gewicht an den entsprechenden Tagen verwendet.

2.2.2 Anfertigung und Farben von Gefrierschnitten

Die gewonnenen Darmabschnitte wurden direkt in 7Tissue Tek® Medium (Satura Finetek,

Staufen) eingebettet und bei -80 °C gelagert.
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Zum Anfertigen von Schnittpréparaten wurden die Proben auf -20 °C erwédrmt und mit
einem Kryostaten (Leica CM 1850, Leica Microsystems, Wetzlar) 14 um dick geschnitten. Die
Objekttrager wurden nach dem Trocknen bis zur weiteren Verarbeitung bei -20 °C gelagert.

Die Féarbung der Schnitte des unteren Darmabschnitts erfolgte mit Himalaun nach Mayer

(Merck, Darmstadt) und Eosin 1 % (Sigma Aldrich, Steinheim) (Hamalaun-Eosin (HE)-Farbung).

2.2.3 Makroskopischer und mikroskopischer Kolitis-Schweregrad

2.2.3.1 Makroscore

Bei der Beurteilung der makroskopischen Entziindungszeichen wurde der Quotient aus
Darmgewicht zu Darmlénge (Makroscore) berechnet unter der Annahme, dass eine Entziindung
zu einer Verkiirzung des Darms fiihrt und gleichzeitig die Masse aufgrund von Zelleinwanderung

und verdnderter Permeabilitdt zunimmt.
2.2.3.1 Histoscore

Die HE gefarbten Darmschnitte wurden beziiglich des AusmalBies der Darmentziindung
durch einen Kolitis-Score evaluiert (institutsintern entwickelt durch Dr. med. Anette von Glinski,
Tabelle 1). Dabei wurde sowohl Kryptentiefe als auch -struktur, Breite/Zellzahl der L. Propria,
Dicke der Submukosa, Zelluntergang, Auftreten von Follikeln und Anteil der Becherzellen
bewertet. Je hoher der Score, desto geschédigter war die Darmwand, die Maximalpunktzahl lag
bei 18. Fehler aufgrund von Voreingenommenheit oder Subjektivitit der Bewertung und wurden
durch eine blinde, von drei unabhingigen Untersuchern durchgefiihrte Auswertung minimiert.

Der histologische Aufbau der Darmwand ist in Abbildung 3 dargestellt.

Abb. 3: Histologischer Querschnitt
des Kolons.

Zur Untersuchung der histologischen
Schiadigung des Kolons wurde die
Darmwand hinsichtlich ihrer
Kryptenstruktur und -tiefe, die Anzahl
der darin enthaltenen Becherzellen, den

N
$ ) ET
y, & Becherzellen ¢/ Verbund der L. Propia, die Breite der

(2]

Submukosa sowie auf das Fehlen oder
"3 Vorhandensein von Lymphfollikeln
untersucht.
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Parameter Punkte Beschreibung

Kryptentiefe 0 Normal

1 Auf 2/3 der Tiefe reduziert bei < 10 % der
2 Darmwand

Auf 2/3 der Tiefe reduziert bei > 10 % der
3 Darmwand oder auf 1/3 der Tiefe reduziert
Verlust der Krypten

Normal (tubulér, scharf abgrenzbar)

Bis 10 % entformt

10-70 % entformt

> 70 % entformt/volliger Verlust der Struktur
Kompakt, diinn

Bindegewebe aufgelockert/Zellen vermehrt
Zusitzlich vollstindige Absetzung zur Mukosa
Homogenes Gewebe

Oberflachenepithel verstirkt abgelost
Apoptotische Anteile, keine klare Abgrenzung
Gesamte Darmwand zerstort

Keine Lymphfollikel

1 Lymphfollikel

> 1 Lymphfollikel

Fiillen Krypten nahezu aus

<50 % der Krypten

<10 % der Krypten

Tabelle 1: Punktescore zur Beurteilung des histologischen Ausmalles der Kolitis

Kryptenstruktur

Breite der Submukosa

Einwanderung
mononuklearer Zellen in L.
Propria

Lymphfollikel

Becherzellen

— O = O|W N = O~ O —O

o

2.3 Gesamt-RNA Isolation aus Darmproben

Die RNA aus den gewonnenen Darmproben wurden mit Hilfe des RNeasy Fibrous Tissue
Mini Kit® (Qiagen, Hilden) isoliert. Das Kit isoliert RNA, die groBer als 200 Nukleotide ist und
erreicht somit einen hohen Anteil an mRNA (siehe Produktbeschreibung).

Die Proben wurden im ersten Schritt mit einem Gemisch aus 1:100 B-Mercaptoethanol
und RLT-Puffer lysiert (maximal 30 mg auf 300 pl) und mit RNase-freiem Wasser (590 ul/Probe)
und Proteinase K (10 ul/Probe) bei 55 °C zehn Minuten inkubiert und anschlieBend drei Minuten
bei 10,000 rcf (relative centrifugal force, relative Zentrifugalkraft) zentrifugiert. Der Uberstand
wurde zusammen mit 0,5 Volumenmenge 100 % Ethanol, auf das RNeasy Mini Spin Column®
iibertragen, welches in ein Sammelrdhrchen eingelassen war. Die Probe wurde ein weiteres Mal
fiir 15 Sekunden bei 8000 rcf zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Dabei bindet die RNA
an eine Membran im RNeasy-Rohrchen. Es folgte ein Waschschritt mit RW 1-Puffer, bevor DNase
1 Incubation Mix hinzugegeben und 15 Minuten inkubiert wurde, um die RNA von
Kontaminationen zu befreien.

Abschlielend folgte ein erneuter Waschschritt mit RW 1-Puffer, sowie RPE-Puffer, bevor
die Probe mit RNase-freiem Wasser eine Minute mit 8000 rcf eluiert wurde.

Die RNA-Konzentration wurde im Folgenden photometrisch mittels NanoDrop 1000
(Peqlab) bestimmt.
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2.4 cDNA-Synthese und quantitative Real-Time-PCR

2.4.1 cDNA-Synthese

Fiir die Herstellung von cDNA wurde das Superscript II ™ Reverse Transcriptase Kit
(Invitrogen, Waltham, USA) verwendet. Zur cDNA-Synthese wurden 1 pg RNA mit 10 pl
zweifach destilliertem Wasser und 1 pl Oligonukleotide und 1 pl 10 mM dNTP-Mix (2'-
Deoxynukleosid 5'-Triphosphat) fiinf Minuten bei 65 °C inkubiert. Im néchsten Schritt wurden 4
ul 5x First Strand Buffer (250 mM Tris-HCI, 375 mM KCI, 15 mM MgCl,), 2 ul 0,1M DTT
(Dithiothreitol) und 1 pul RNAsin (40 U/ul, Promega) hinzugegeben und weitere zwei Minuten
bei 42 °C inkubiert. Danach folgte die Inkubation mit Superskript 1I-Mix (1 pl) fir 50 Minuten
bei 42 °C, zehn Minuten bei 72 °C und Abkiihlen auf 4 °C bevor jede Probe mit 100 ul H,O

verdiinnt wurde.

2.4.2 Quantitative Real-Time-PCR

Die PCR (polymerase chain reaction, Polymerase-Kettenreaktion) dient der
Vervielfaltigung von DNA. In ¢cDNA umgewandelte mRNA aus Darmproben kann so mittels
Echtzeitmessung quantifiziert (quantitative real time-PCR, RT-PCR) werden. Als Referenzgen
diente GAPDH (Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase). Die Durchfiithrung erfolgte mit
SYBR®™ Green PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) mit 10 pl Master Mix,
5 ul ¢cDNA und 2,5 pl Primer, welche mit der Primer3-Software erstellt wurde. Die Genexpression

wurde mit der 2C4Y Methode ermittelt.
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2.5 Quantifizierung der Atherosklerose — Lipidfarbung der
Aorta

2.5.1 Praparation und Farbung

A B

Arcus aortae

Aorta
abdominalis

Abb. 4: Beispielbild einer priparierten und gefirbten Aorta.

Die entnommenen Aorten wurden vom umliegenden Gewebe freipripariert und Plaques mittels Ol Rot
O Fiérbung sichtbar gemacht (A). Die Priparate wurden lings eroffnet, wodurch das Ausmal des
Plaquebesatzes in verschiedenen Abschnitten der Aorta untersucht werden konnte (B).

Die in 4 % Formalin gelagerten Aorten wurden unter Vergroferung durch ein Binokular
(Zeiss Stemi 2000 C, Jena) in PBS (phosphate buffered saline, Phosphat gepufferte
Kochsalzlosung) von umliegendem Gewebe, freipriapariert und anschlieBend 24 Stunden in PBS
gelagert. Die Detektion der atherosklerotischen Plaques erfolgte mit Ol Rot O (ORO)
Férbelosung. Dazu wurden 10 ml 1 M NaOH zu je 35 ml frisch hergestellter Stammldsung (0,4 g
Ol Rot O und 80 ml technisches Methanol (99,9 %)) gegeben. In 6- bis 24-Well-Platten wurden
die Aorten vor dem Firben fiinf Minuten in 78 % Methanol gelegt. In der ORO Firbeldsung
verblieben die Proben 90 Minuten. Der nicht gebundene Farbstoff wurde durch erneute
Uberfiihrung in 78 % Methanol iiber die Dauer von fiinf Minuten entfernt. Die Lagerung bis zur
weiteren Verarbeitung erfolgte bei 4 °C in PBS. Die Untersuchung der Aorten erfolgte mit

freundlicher Unterstiitzung von Frau Nina Pasch.

2.5.2 Dokumentation und Auswertung

Die Aorten wurden mit einer Canon G10 Kamera und dem Programm Zoombrowser Ex
aufgenommen, nachdem sie entlang des konkaven Randes (mausseitig rechts) von dem

Aortenbogen bis zu den Beinarterien aufgeschnitten wurden (Abb. 4). Zusitzlich wurde der
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Aortenbogen auf der konvexen Seite (durch die Abgidnge der Halsarterien) gespalten, die Proben
konnten so aufgeklappt fotografiert werden.

Die Auswertung erfolgte mit Hilfe von /mageJ (National Institutes of Health). Die Rénder
der aufgeschnittenen Aorta wurden umfahren und das Bild in 8 Bit Format (Graustufen)
konvertiert. Der Schwellenwert wurde manuell so ausgewaihlt, dass wirkliche Plaques (im
Vergleich mit dem Originalbild) markiert wurden, Verschattungen und andere Verfilschungen
jedoch ausgespart blieben. Der Schwellenwert wurde bei der jeweiligen Farbereihe moglichst
konstant gehalten. Die Auswertung erfolgte als Area Fraction (AF, prozentualer Anteil) fiir die
Gesamt-Aorta (bis 20 mm nach Abgang der dritten Halsarterie), den Aortenbogen (bis 2 mm nach
Abgang der dritten Halsarterie) und die abdominelle Aorta (§ mm um den Bereich der

Nierenarterienabginge).

2.6 Plaguekomposition — (Immun-)Histochemische

Farbungen

2.6.1 Kryokonservierung und Anfertigung von Gefrierschnitten

Die entnommenen Herzen wurden nach 24-stiindiger Lagerung in Saccharose-Losung in
Tissue Tek® Medium (Sakura Finetek, Staufen) bzw. KP-Cryocompound (Klinipath, Duiven,
Niederlande) eingebettet, nachdem der Apex parallel zur Herzklappenebene abgetrennt wurde.
Die Proben wurden bis zum Erstarren des Mediums bei -20 °C gekiihlt und anschlieend bei -80
°C gelagert.

Zum Anfertigen der Schnittpriparate wurden die Proben auf -20 °C erwdrmt und mit
einem Kryostaten (Leica CM 1850, Leica Microsystems, Wetzlar) 10 um dick in der Ebene des
Aortenursprungs geschnitten. Die Objekttrager wurden nach dem Trocknen bis zur weiteren

Verarbeitung bei -20 °C gelagert.

2.6.2 Anfertigung von (immun-)histochemischen Farbungen

Die Gefrierschnitte wurden auf Raumtemperatur aufgetaut und mittels Ethanols absolut
(HA), 70 % Ethanol (Siriusrot), Aceton (Makrophagen) oder 10 % Formalin (Biglykan, Decorin,
ORO-Lipidfirbung) fixiert und anschlieBend dreimal fiinf Minuten mit 1x PBS bzw. Aqua dest.
(ORO) gewaschen.

Die Féarbung der Schnitte des unteren Darmabschnitts erfolgte als HE-Farbung. Nach 15-
miniitiger Fixierung in Formalin 10 % und zwei Waschgéngen a fiinf Minuten in 1x PBS erfolgte
die Kernfarbung mittels filtrierter Himalaun-Losung nach Mayer (Merck, Darmstadt) fiir eine

Minute, Differenzierung durch 1 % HCI (einmal Eintauchen) und bliuen durch Uberfiihren in
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flieBendes Leitungswasser fiir fiinf Minuten. Darauthin erfolgt die Féarbung mit Eosin 1 % fiir
eine Minute. Zum Eindecken wurden die Priparate mittels aufsteigender Alkoholreihe (je zwei
Minuten 70 % Ethanol — 95 % Ethanol — Ethanol absolut) entwissert, anschlieBend fiinf Minuten
in Roticlear® (Carl Roth GmbH, Karlsruhe) iiberfiihrt und mittels Roti® Mount (Carl Roth GmbH,
Karlsruhe) eingedeckt.

Zur Anfertigung immunhistochemischer Farbungen des Aortenursprungs von HA,
Makrophagen (Mac2), Biglykan und Decorin wurden die Schnitte nach der Fixierung eine Stunde
bei Raumtemperatur mit 1x TBS + 10 % FCS (fetal calf serum, fetales Kélberserum) +1 % BSA
(bovine serum albumin, bovines Serumalbumin) blockiert um unspezifische Bindungen mit dem
Erst-Antikorper zu verhindern.

Zusitzlich wurde bei der HA-Férbung zuvor sémtliches endogene Biotin (Vitamin B7)
blockiert. Hierbei bindet im ersten Schritt Avidin an Bindungsstellen des endogenen Biotins. Im
zweiten Schritt werden die Proben mit einer Biotinlosung inkubiert, um freie Biotin-
Bindungsstellen des Avidins zu besetzen (Biotin-Avidin-Block, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA).

Fiir die Freilegung der AK-Bindungsstellen zum Nachweis der Proteoglykane Biglykan
und Decorin wurden die Préparate vor der Blockierung mit Chondroitinase-ABC-Puffer (1/100,
Sigma Aldrich, Steinheim) verdaut.

Nach der Blockierung wurde auf jeden Objekttrager 25 ul Erst-Antikorper in Verdiinnung
mit 1 % BSA in 1x PBS gegeben, bzw. reines 1 % BSA in 1x PBS fiir die Negativ-Kontrolle. Die
Objekttrager wurden in einer feuchten Kammer bei 4 °C iiber Nacht inkubiert. Zur Detektion von
HA wurde Hyaluronséure-Bindeprotein (HABP, Calbiochem, Darmstadt) verwendet, fiir
Makrophagen Mac-2 (Cedarlane, Kanada), fiir Biglykan rBiglykan LF159 und fiir Decorin
hDecorin LF136 (Larry Fisher).

Nach erneutem Waschen mit 1x PBS erfolgte die Blockierung der Peroxidase mit H,O»
(3 % in 1x PBS, Merck, Darmstadt) eine Stunde bei Raumtemperatur, gefolgt von einem weiteren
Waschvorgang.

Die Inkubation mit dem Zweit-Antikorper erfolgte durch Zugabe von je 25 pl Antikorper
(verdiinnt 1:200 in 1xPBS) auf den zu farbenden Schnitt und die Negativkontrolle. Nach einer
Stunde bei Raumtemperatur in der feuchten Kammer wurde der Antikorper mittels
Diaminobenzidin (DAB, Zytomed Systems, Berlin) Farbreaktion detektiert. Als Zweit-
Antikorper wurde fiir HA Streptavidin Peroxidase (Sigma, Steinheim), fiir Makrophagen Anti-rat
IgG2a HRP (Novus Biologicals) und fiir Proteoglykane Anti-rabbit [gG HRP (Santa Cruz, USA)

verwendet.
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Die Kernfarbung erfolgte mittels Hémalaun-Losung (siche Farbung der unteren
Darmabschnitte). Nach abstoppen mit Aqua dest. wurden die Schnitte wie bei der einfachen
Héamalaun-Farbung entwissert und eingedeckt.

Zur Firbung des Aortenursprungs mit ORO wurden die Schnitte nach dem Fixieren und
Waschen zwdlf Minuten in 100 % Propylenglykol (Sigma Aldrich, Steinheim) iiberfiihrt und
anschlieBend acht Minuten in Ol Rot O (Sigma Aldrich, Schelldorf) bei 60 °C im Wasserbad
gefirbt, gefolgt von 15 Minuten Waschen in 85 % Propylenglykol. Nach der Kernfirbung (siche
oben) wurden die Priiparate in Aquatex™ (Merck, Darmstadt) eingebettet.

Die Kollagenfarbung erfolgte mittels Picro-Siriusrot-Losung iiber einen Zeitraum von
sieben Minuten, zuvor wurden bereits die Kerne mit Celestineblau (Sigma Aldrich, Steinheim)

sieben Minuten angefarbt.

2.6.3 Dokumentation und Auswertung

Die Bilder zur Dokumentation und Auswertung der Plaquekomposition am
Aortenursprung wurden mit 10-facher bzw. 5-facher VergroBerung mittels eines Zeiss Axio
Imager.M2 Mikroskops mit einer AxioCam MRc aufgenommen. Die Kollagenfarbung wurde
nativ sowie unter polarisiertem Licht fotografiert.

Die Auswertung erfolgte mit der Software AxioVision (Carl Zeiss Mikroskopie) zur
Bestimmung der Plaquegrofle. Dafiir wurde der Plaquebesatz aller drei Aortenklappensegel in
pum? addiert. Die Messung erfolgte jeweils auf der Schnitthohe, in der alle drei Segel ausgeprigt
waren. Die Auswertung erfolgte als Mittelwert aus mindestens drei aufeinanderfolgenden
Schnitten eines Aortenursprungs, um Artefakte und Messfehler zu minimieren.,

Der prozentuale Anteil (AF) an Biglykan, Decorin, Kollagen, Fett, Makrophagen und HA
wurde mit der Software ImageJ (National Institutes of Health) bestimmt. Durch die Funktion
»Color Deconvolution* konnen Farbkandle getrennt werden und die AK-Fiarbung ohne
Hintergrund-Storung ausgewertet werden. Der Schwellenwert zur Auswertung wurde manuell
festgelegt und bei der jeweiligen Farbereihe beibehalten. Fiir die Auswertung wurde der
Mittelwert der AF aller drei Klappen eines Schnitts gebildet.

Die Auswertung der Siriusrot-Farbung erfolgte, wie oben beschrieben, als Nativbild zur
Quantifizierung des Gesamt-Kollagengehaltes. Zur Bestimmung des Anteils von dicht-
gepacktem und locker-gepacktem Kollagen wurde das zugehdrige polarisierte Bild ausgewertet.
Dicht-gepacktes Kollagen, welches am ehesten Kollagen Typ I entspricht, erscheint hier orange-
rot, lockere, diinne Kollagenfasern griin. Mit Hilfe von /mageJ konnen die Anteile getrennt

bewertet werden (,,split channels* Funktion).
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2.7 Statistische Auswertung

Die aufgefiihrten Daten sind als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes (standard
error of the mean, SEM) aufgefiihrt. Daten der Experimental- und Kontrollgruppe wurden bei
zwei Gruppen mittels ungepaartem T-Test auf Unterschiede analysiert, nachdem mittels Grubbs-
Test Ausreifler identifiziert und ausgeschlossen wurden. Die statistische Analyse des Gewichts
im Zeitverlauf erfolgte mit Two-Way ANOVA. Das Signifikanzniveau wurde auf p<0,05
festgelegt. Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe der GraphPad Prism 5.0/8.0 Software
(Graphpad Software, La Jolla, USA).
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3 Ergebnisse

3.1 Versuchsaufbau

Das Modell Apoe-defizienter Méuse ist eine géngige Methode zur Untersuchung von
atherosklerotischen Lésionen. Dieser Genotyp wurde ausgewihlt, da die Maiuse innerhalb
weniger Wochen spontan Plaques entwickeln. Ziel war es hierbei, ein Mausmodell zu entwickeln,
mit dem zusitzlich der Einfluss der CED auf die Entstehung von Atherosklerose untersucht
werden kann. Die Fiitterung mit WD diente hierbei der gezielten Akzeleration der Atherogenese
und -progression &dhnlich der fett- und cholesterinreichen Erndhrung im Menschen. Die
untersuchten Tiere wurden in drei Gruppen untergeteilt:

Gruppe 1: WD mit bzw. ohne drei Zyklen DSS, mit einem Endalter von 13 Wochen

Gruppe 2: WD mit bzw. ohne fiinf Zyklen DSS, mit einem Endalter von 19 Wochen

Gruppe 3: Normalfutter mit bzw. ohne fiinf Zyklen DSS, mit einem Endalter von 19

Wochen

3.2 Einfluss von DSS auf die Entwicklung und den Verlauf

der chronischen Kolitis

Zur Auslosung einer chronischen Entziindung des Darms wurden die Tiere der
Kolitisgruppe mit 2 % DSS Trinkwasser behandelt. Um die schubférmige Verlaufsform der
Entziindung zu simulieren, wurden sechstégige Zyklen DSS mit anschlieBender zweiwdchiger
Pause kombiniert und zur Validierung des Modells makroskopische und mikroskopische
Entziindungsmerkmale, sowie die mRNA-Expression der inflammatorischen Marker Mcp und
Tnfo. untersucht. Weiterhin wurde eine Stagnation der Gewichtszunahme bzw. eine

Gewichtsabnahme wéhrend der DSS-Zyklen als Zeichen einer florierenden Entziindung gewertet.

3.2.1 Gewichtsverlauf

In WD-gefiitterten, DSS-behandelten Tieren zeigte sich im Vergleich zur Kontrollgruppe
ab dem dritten Zyklus DSS ein Gewichtsverlust, sowie die anschlieBende Erholung
(Gewichtszunahme) wihrend der zweiwdchigen Pause. Wie in Abbildung 5 dargestellt, zeigten
die Miuse nach der Behandlung mit DSS ab dem dritten DSS Zyklus eine signifikant geringere
prozentuale Gewichtszunahme vom Ausgangsgewicht im Vergleich zu den Tieren der

Kontrollgruppe [n=10-36; p<0,05 — p<0,01].
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Abb. 5: DSS-behandelte Apoe”” Miuse weisen eine geringere Gewichtszunahme im Vergleich zu
Tieren ohne Kolitis auf.

Mainnliche, sechs Wochen alte Mause erhielten WD und wurden mit bzw. ohne DSS fiir 3 Zyklen bis
zum Endalter von 13 Wochen bzw. 5 Zyklen bis zum Endalter von 19 Wochen behandelt.

Dargestellt ist die prozentuale Gewichtszunahme nach Behandlung mit bzw. ohne DSS in Bezug auf
das Ausgangsgewicht.

n=10-36. 13 Wochen (3. DSS Zyklus): *p<0,05; 16 Wochen (4. DSS Zyklus): *p<0,05; 19 Wochen (5.
DSS Zyklus): **p<0,01.

Dargestellt sind Mittelwerte = SEM. Signifikanzen wurden mit 7wo-Way ANOVA berechnet.

3.2.2 Makroskopisches Ausmal der Kolitis

Das makroskopische Ausmal} der Kolitis wurde durch Evaluierung der Darmlénge und
des Darmgewichts quantifiziert. Je entziindeter der Darm ist, desto schwerer und kiirzer wird er
durch die Zunahme der Zellen und Extrazellularfliissigkeit.

Wie in Abbildung 6 dargestellt zeigte sich bei der Betrachtung der einzelnen Marker

»Darmgewicht™ und ,,Darmldnge* kein Unterschied zwischen DSS- und Kontrollgruppe.
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Abb. 6: DSS-behandelte Apoe”
Miiuse weisen kein Unterschied in
Darmgewicht und Darmléinge auf.

Minnliche, sechs Wochen alte Méuse
erhielten WD und wurden mit bzw.
ohne DSS fiir 3 Zyklen bis zum
Endalter von 13 Wochen bzw. 5
Zyklen bis zum Endalter von 19
Wochen behandelt.

A, Darmgewicht, drei Zyklen DSS,
n=13,17.

B, Darmgewicht, fiinf Zyklen DSS;
n=11,9.

C, Darmldnge, drei Zyklen DSS,
n=13,17.

D, Darmlénge, fiinf Zyklen DSS;
n=11,9.

Dargestellt sind Mittelwerte £ SEM.

Deutlich hingegen wird der Einfluss der DSS-Kolitis bei Betrachtung des Darmgewichtes

in Bezug auf die Darmlénge: Der Quotient (Darmgewicht zu Darmlénge) bildet den Makroscore

und dient der genaueren Quantifizierung der Entziindungsintensitét.

Abbildung 7 zeigt die Verdanderung des Makroscores nach drei bzw. fiinf Zyklen DSS.

Dabei zeigte sich nach drei Zyklen DSS eine signifikante Erhohung des Makroscores [Kontrolle:
0,1 £ 0,01 vs. DSS: 0,12 + 0,01, n=13,17, p<0,05], (Abb. 7A). Nach finf Zyklen zeigte sich
hingegen keine signifikante Erh6hung des Quotienten mehr [Kontrolle: 0,12 + 0,01 vs. DSS: 0,13

+£0,01, n=11,9], (Abb. 7B).
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Abb. 7: DSS-behandelte Apoe™”

) -Dss
13 Wochen 19Wochen, N +DSS Miiuse weisen nach drei Zyklen DSS
0.151 . 0.157 eine Erhohung des Darmgewichtes
T in Bezug auf die Darmlinge
0104 T 0.10- (Makroscore) auf.

Minnliche, sechs Wochen alte Mause
erhielten WD und wurden mit bzw.
ohne DSS fir 3 Zyklen bis zum
Endalter von 13 Wochen bzw. 5
Zyklen bis zum Endalter von 19
Wochen behandelt. Dargestellt ist der
Quotient aus Darmgewicht in g und Darmlidnge in cm (Makroscore).

A, drei Zyklen DSS, n=13,17; *p<0,05.

B, fiinf Zyklen DSS; n=11,9.

Dargestellt sind Mittelwerte + SEM. Signifikanzen wurden mit ungepaartem t-Test berechnet.
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3.2.3 Histologisches Ausmal der Kolitis

Als histologisches Mal} fiir die Intensitdt der Entziindung diente die Beurteilung der
Integritit der Kryptenstruktur, Verédnderung der Zellzusammensetzung und Zellzahl (Histoscore).
Die Abbildungen 8 A-B zeigen beispielhaft den Verlust der Kryptenstruktur in DSS-behandelten
Tieren gegeniiber der Kontrollgruppe.

Bereits nach drei DSS-Zyklen (Gruppe 1) zeigte sich ein mehr als vervierfachter Wert im
histologischen Scoring im Vergleich zur Kontrollgruppe, sodass auf Untersuchungen an Tieren
der Gruppe 2 und 3 verzichtet wurde [Kontrolle: 2,5 + 0,6 vs. DSS: 11,9 £+ 1,6, n=5,7, p<0,001],
(Abb. 8C).
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Abb. 8: DSS-behandelte Apoe” Miuse zeigen ein erhohtes Ausmaf der histologischen Schiidigung
des Darms.

Minnliche, sechs Wochen alte Miuse erhielten WD und wurden fiir 3 Zyklen mit bzw. ohne DSS bis
zum Endalter von 13 Wochen behandelt.

A-B, Reprisentative Bilder von HE-Féarbung, unterer Darmabschnitt.

C, Histoscore; n=5,8; ***p<0,0001.

Dargestellt sind Mittelwerte + SEM. Signifikanzen wurden mit ungepaartem t-Test berechnet.

um: Mikrometer, 5-20fache Vergrof3erung

3.2.4 mRNA-Expression

Um die Frage zu beantworten, inwieweit sich die oben beobachteten Effekte auf Ebene
der Genexpression widerspiegeln, wurde mRNA der Inflammationsmarker Mcpl und Tnfo aus
Darmproben der Gruppe 1 isoliert und mittels qPCR quantifiziert. Wie in Abbildung 9 dargestellt,
blieb ein positiver Trend zu erhdhter Mcpl-Expression auf mRNA-Ebene im Darm nicht
signifikant, wéhrend der Entziindungsmarker 7nfo sich um ein Vielfaches signifikant erhoht
zeigte [ Tnfo. Kontrolle: 0,9 + 0,2 vs. DSS: 13,5 + 5,0 (Vielfaches der Kontrolle FC (fold change))
n=9,8, p<0,05,], [Mcpl Kontrolle: 0,9 + 0,2 vs. DSS: 15,4 + 8,5 (FC), n=7,7].
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Abb. 9: DSS-behandelte Apoe™”
A Mcp1 B Tnfa E ;[[))SSSS Miuse weisen eine erhohte mRNA-
304 20+ * Expression von Entziindungs-
o o
5 5 markern im Darm auf.
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xs T8 5 Endalter von 13 Wochen behandelt
% g A, Mcpl; n=7,7.
0- 0- B, Tnfa; n=9, 8, *p<0,05.
Dargestellt sind Mittelwerte = SEM. Signifikanzen wurden mit ungepaartem t-Test berechnet.
mRNA: messenger Ribonucleinacid (Boten-Ribonukleinséure)

3.3 Atherosklerose und Plaquekomposition unter WD

3.3.1 Quantifizierung der Atherosklerose

Zur Untersuchung der Frage, inwiefern sich eine chronische Entziindung des Darms auf
die Entstehung und Entwicklung von Atherosklerose auswirkt, wurde nachfolgend die
Atheroskleroselast in der Aorta und am Aortenursprung als Pradilektionsstellen fiir
atherosklerotische Lasionen untersucht. Dabei wurden frithe Effekte nach drei Zyklen DSS und
spiate Effekte nach fiinf Zyklen DSS zundchst unter gleichzeitiger Fiitterung einer
hochkalorischen WD analysiert.

3.3.1.1 Fruhe Effekte der DSS-induzierten Kolitis unter WD-Futterung (Gruppe 1)

Bei Fiitterung von WD und nach drei Zyklen DSS zeigte die Auswertung der
PlaquegroBe bei Betrachtung der gesamten Aorta keine Unterschiede zwischen DSS- und
nicht DSS-behandelten Tieren (Abb. 10A-B), [AF in Prozent: Kontrolle: 3,30 + 0,29 vs. DSS:
3,19 £ 0,24 und AF als FC: Kontrolle: 1,00 = 0,09 vs. DSS: 0,97 + 0,07, n=9,12].

Auch bei Betrachtung einzelner Abschnitte, wie des Aortenbogens und der
Bauchaorta, fanden sich keine Unterschiede.

Zur Untersuchung der PlaquegréBe am Aortenbogen wurde der Bereich vom
Aortenursprung bis 2 mm distal des Abgangs der dritten Halsarterie ausgewertet. Auch hier
zeigten sich keine Unterschiede zur Kontrollgruppe [AF in Prozent: Kontrolle: 8,41 + 0,79
vs. DSS: 6,91 £+ 0,85 und AF als FC: Kontrolle: 1,07 £ 0,10 vs. DSS: 0,88 £ 0,11, n=9,13]
(Abb. 10C-D).

Die abdominale Aorta wurde in einem Bereich von jeweils vier mm proximal und

distal des Abgangs der Nierenarterien ausgewertet und wies keine Unterschiede zwischen
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DSS und Kontrolle auf [AF in Prozent: Kontrolle: 2,32 + 0,45 vs. DSS: 2,05 £ 0,29 und AF
als FC: Kontrolle: 0,94 + 0,18 vs. DSS: 0,83 + 0,12, n=9,12] (Abb. 10E-F). Die Abbildungen
10 G und H zeigen représentative Bilder der gefarbten Aorta und der beurteilten Abschnitte.
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Abb. 10: DSS-behandelte Apoe” Miuse weisen keinen Unterschied der Atheroskleroselast der
Aorta nach drei Zyklen DSS und paralleler WD Fiitterung auf.

Mainnliche, sechs Wochen alte Mause erhielten WD und wurden fiir 3 Zyklen mit bzw. ohne DSS bis
zum Endalter von 13 Wochen behandelt.

A-B, Gesamtaorta bis Nierenarterien; n=9,12. C-D, Aortenbogen; n=9,13. E-F, Aorta abdominalis;
n=9,12. G-H, reprisentative Bilder von ORO-Firbung.

Dargestellt sind Mittelwerte = SEM.

Auch bei der Auswertung der Plaquegroe am Aortenursprung konnte zum Endpunkt von
13 Wochen kein Unterschied zwischen DSS-behandelten Tieren und der Kontrollgruppe
festgestellt werden [Plaqueflache in pum?: Kontrolle: 135100 £ 24150 vs. DSS: 106000 + 10190,
n=12,15], (Abb. 11).
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Abb. 11: DSS-behandelte Apoe” Miuse weisen keinen Unterschied der Atheroskleroselast am
Aortenursprung nach drei Zyklen DSS und paralleler WD Fiitterung auf.

Mannliche, sechs Wochen alte Mause erhielten WD und wurden fiir 3 Zyklen mit bzw. ohne DSS bis
zum Endalter von 13 Wochen behandelt.

A, Plaquegrofle am Aortenursprung; n=12,15. B-C, représentative Bilder Aortenursprung.

Dargestellt sind Mittelwerte + SEM.

um?: Quadratmikrometer, pm: Mikrometer, Sfache VergroBerung

3.3.1.2 Spate Effekte der DSS-induzierten Kolitis unter WD-Futterung (Gruppe 2)

Da nach drei Zyklen DSS keine signifikanten Unterschiede gezeigt werden konnten,
wurde der Endpunkt im Folgenden auf 19 Wochen und zwei weitere Zyklen DSS verlidngert
(Gruppe 2), um einen moglichen spéten Effekt in Bezug auf die Entwicklung atherosklerotischer
Léasionen in DSS-behandelten Tieren zu untersuchen. Représentative Bilder der gefarbten Aorta
und der beurteilten Abschnitte sind in den Abbildungen 12 G und H dargestellt.

In der Gesamtaorta fanden sich auch in dieser Gruppe keine Unterschiede in der Ol Rot
O Farbung zur Darstellung lipidreicher Plaques [AF in Prozent: Kontrolle: 11,32 £ 0,68 vs. DSS:
10,00 = 1,21 und AF als FC: Kontrolle: 1,00 + 0,06 vs. DSS: 0,88 + 0,11, n=9,6], (Abb. 12A-B).

Zwar zeigte sich auch hier ein moglicher Trend zu kleineren Plaques im Aortenbogen bei
DSS-behandelten Méusen, ein signifikanter Unterschied konnte jedoch nicht gezeigt werden [AF
in Prozent: Kontrolle: 31,1 &+ 2,4 vs. DSS: 24,5 + 2,5 und AF als FC: Kontrolle: 1,00 + 0,08 vs.
DSS: 0,79 + 0,08, n=9,8], (Abb. 12C-D).

Im abdominellen Bereich der Aorta zeigten die DSS-behandelten Tiere keine
signifikanten Unterschiede in der Atheroskleroselast [AF in Prozent: Kontrolle: 5,6 + 0,6 vs. DSS:
6,9 £ 1,6 und AF als FC: Kontrolle: 0,88 £ 0,09 vs. DSS: 1,08 + 0,25, n=9,6], (Abb. 12E-F).
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Abb. 12: DSS-behandelte Apoe”” Miuse weisen keinen Unterschied der Atheroskleroselast der
Aorta nach fiinf Zyklen DSS und paralleler WD Fiitterung auf.

Mainnliche, sechs Wochen alte Mause erhielten WD und wurden fiir 5 Zyklen mit bzw. ohne DSS bis
zum Endalter von 19 Wochen behandelt.

A-B, Gesamtaorta bis Nierenarterien; n=9,6. C-D, Aortenbogen; n=9,8. E-F, Aorta abdominalis; n=9,6.
G-H, reprisentative Bilder von ORO-Firbung.

Dargestellt sind Mittelwerte £ SEM.

3.3.2 Plaguekomposition am Aortenursprung

Um Effekte der chronischen Entziindung auf die Komposition der Plaques hinsichtlich

unterschiedlicher Bestandteile zu untersuchen, wurde der Aortenursprung der Versuchsgruppe 1

(Fiitterung von WD mit paralleler Gabe von drei Zyklen DSS, Endalter 13 Wochen) histologisch

ausgewertet.

3.3.2.1 Lipide

Zur Untersuchung der Lipidretention als eines der zentralen Ereignisse in der

Atherogenese wurde der Lipidanteil an der EZM der Plaques mittels Ol Rot O Firbung analysiert

und war im Vergleich von DSS- und Kontroll-Gruppe nach drei Zyklen DSS nicht verdndert [AF
in Prozent: Kontrolle: 26,8 + 2,7 vs. DSS: 26,1 +£ 2,0 n=12,16], (Abb. 13).
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Abb. 13: Plaquekomposition des Aortenursprungs: DSS-behandelte Apoe”- Miuse weisen keinen
Unterschied im Lipidanteil nach drei Zyklen DSS und paralleler WD Fiitterung auf.

Minnliche, sechs Wochen alte Miuse erhielten WD und wurden fiir 3 Zyklen mit bzw. ohne DSS bis
zum Endalter von 13 Wochen behandelt.

A, ORO; n=12,16. B-C, reprisentative Bilder von ORO-Firbung.

Dargestellt sind Mittelwerte £ SEM.

um: Mikrometer, Sfache Vergroflerung

3.3.2.2 Makrophagen

Der Anteil der schon friih an der Bildung atherosklerotischer Plaques beteiligten
Makrophagen zeigte in der Mac2-Férbung in der DSS-Gruppe zu dem hier untersuchten
Zeitpunkt von 13 Wochen keinen signifikanten Unterschied gegeniiber der Kontrollgruppe [AF
in Prozent: Kontrolle: 27,9 + 4,5 vs. DSS: 31,5 +£2,9 n=11,14], (Abb. 14).
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Abb. 14: Plaquekomposition des Aortenursprungs: DSS-behandelte Apoe” Miuse weisen keinen
Unterschied im Makrophagenanteil nach drei Zyklen DSS und paralleler WD Fiitterung auf.

Mainnliche, sechs Wochen alte Mause erhielten WD und wurden fiir 3 Zyklen mit bzw. ohne DSS bis
zum Endalter von 13 Wochen behandelt.

A, Mac2-Makrophagen-Farbung; n=11,14. B-C, reprédsentative Bilder von Mac2-Férbung.

Dargestellt sind Mittelwerte = SEM.

um: Mikrometer, Sfache Vergréflerung
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3.3.2.3 Kollagen

Im Zuge der Atherogenese und Plaquereifung spielt unter anderem die Organisation
verschiedener Kollagenfasern als Strukturmolekiile der EZM eine Rolle. Zur Untersuchung des
Kollagengehaltes und der Kollagenzusammensetzung erfolgte die Auswertung der Sirius-Rot-
Féarbungen des Aortenursprungs.

Hierbei konnten keine Unterschiede zwischen DSS-behandelten Tieren und
Kontrollgruppe beziiglich des Gesamt-Kollagenanteils in den Plaques beobachtet werden. Die
Abbildung 15 A-C zeigt die Quantifizierung des Gesamtkollagens [AF in Prozent: Kontrolle: 48,6
+ 1,7 vs. DSS: 50,7 £ 2,9 n=11,14].

Die nachfolgende Analyse mittels polarisierten Lichts lie dicht gepacktes Kollagen rot
erscheinen; dies entspricht am ehesten Fasern des dicht gepackten Kollagen Typs I. Ein
Unterschied zeigte sich zwischen den DSS-behandelten Tieren und der Kontrollgruppe nicht [AF
in Prozent: Kontrolle: 9,9 + 1,2 vs. DSS: 10,2 + 1,5 n=12,14], (Abb. 15D, reprisentative Bilder
Abb. 15F-G).

Griin polarisiertes Kollagen zeigt diinne, retikuldre Fasern, am ehesten Kollagen Typ III
entsprechend. Auch hier waren keine Unterschiede zur Kontrollgruppe ohne DSS-induzierte

Kolitis nachweisbar [AF in Prozent: Kontrolle: 1,7 £ 0,2 vs. DSS: 1,7+ 0,3 n=12,13], (Abb. 15E).
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Abb. 15: Plaquekomposition des Aortenursprungs: DSS-behandelte Apoe”” Miuse weisen keinen
Unterschied in der Kollagenverteilung nach drei Zyklen DSS und paralleler WD Fiitterung auf.
Minnliche, sechs Wochen alte Méuse erhielten WD und wurden fiir 3 Zyklen mit bzw. ohne DSS bis
zum Endalter von 13 Wochen behandelt.

A, Siriusrot-Kollagenfarbung; n=11,14. B-C, représentative Bilder von Siriusrot-Kollagenfarbung,
nativ. D, Siriusrot: rot polarisiertes Kollagen; n=12,14. E, Siriusrot: griin polarisiertes Kollagen;
n=12,13. F-G, représentative Bilder von Siriusrot-Kollagenfarbung, polarisiertes Licht.

Dargestellt sind Mittelwerte £ SEM.

um: Mikrometer, Sfache Vergroferung
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3.3.2.4 Proteoglykane und GAGs

Zur Untersuchung der Zusammensetzung der Proteoglykane in den Plaques des
Aortenursprungs, wurden die EZM Bestandteile Decorin und Biglykan immunhistochemisch
gefarbt und ausgewertet. Die beiden SLRP spielen in inflammatorischen Prozessen eine Rolle
und beeinflussen als Bestandteil der EZM atherosklerotischer Lédsionen Lipidretention,
Plaquestabilitdt und Zelleinwanderung.

Wie in Abbildung 16 dargestellt, ergaben sich bei der Untersuchung des Aortenursprungs
nach 13 Wochen keine Unterschiede im Anteil der SLRP zwischen den DSS-behandelten
und -unbehandelten Tieren.

Decorin: [AF in Prozent: Kontrolle: 17,5 £ 6,7 vs. DSS: 19,3 £ 7,5 n=12,10], (Abb.

16A-C).

Biglykan: [AF in Prozent: Kontrolle: 17,6 £ 7,1 vs. DSS: 27,9 + 6,9 n=14,18], (Abb. 16D-

F).
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Abb. 16: Plaquekomposition des Aortenursprungs: DSS-behandelte Apoe”- Miuse weisen keinen
Unterschied der Proteoglykane nach drei Zyklen DSS und paralleler WD Fiitterung auf.

Minnliche, sechs Wochen alte Miuse erhielten WD und wurden fiir 3 Zyklen mit bzw. ohne DSS bis
zum Endalter von 13 Wochen behandelt.

A, Decorin-Farbung; n=12,10. B-C, reprisentative Bilder von Decorin-Féarbung. D, Biglykan-Farbung;
n=14,18. E-F, repréasentative Bilder von Biglykan-Farbung.

Dargestellt sind Mittelwerte = SEM.

um: Mikrometer, Sfache Vergroferung

Auch bei der Untersuchung des GAG HA, welches in vielfdltiger Weise die Atherogenese
modulieren kann, zeigten sich keine Unterschiede zwischen den Gruppen [AF in Prozent:

Kontrolle: 20,7 £ 4,1 vs. DSS: 16,9 +3,2 n=12,19], (Abb. 17).
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Abb. 17: Plaquekomposition des Aortenursprungs: DSS-behandelte Apoe” Miuse weisen keinen
Unterschied der HA-Expression nach drei Zyklen DSS und paralleler WD Fiitterung auf.
Mainnliche, sechs Wochen alte Mause erhielten WD und wurden fiir 3 Zyklen mit bzw. ohne DSS bis
zum Endalter von 13 Wochen behandelt.

A, HA-Firbung; n=12,19. B-C, reprisentative Bilder von HA-Farbung.

Dargestellt sind Mittelwerte £ SEM.

um: Mikrometer, Sfache Vergroferung

3.4 Atherosklerose und Plaguekomposition unter

Normalfutter

Unter der hochkalorischen WD konnten in den ersten Untersuchungen dieser Arbeit keine
Unterschiede zwischen Kolitis- und Kontrollgruppe detektiert werden. Aufgrund dieser
Ergebnisse, wurde die These entwickelt, dass der Stimulus WD fiir die Entwicklung von
Atherosklerose zu stark war, und einen moglichen proatherogenen Effekt der chronischen Kolitis
tiberdeckte. Als Konsequenz wurde der Einfluss von DSS an einer Versuchsgruppe tiberpriift,

welche statt WD Normalfutter und fiinf Zyklen DSS bekam.

3.4.1 Quantifizierung der Atherosklerose

Die Quantifizierung der atherosklerotischen Plaques in der Gesamtaorta zeigte in der
Versuchsgruppe nach fiinf Zyklen DSS eine signifikante Zunahme der PlaquegrofBe [AF in
Prozent: Kontrolle: 3,7 = 0,4 vs. DSS: 5,9 + 0,9 und AF als FC: Kontrolle: 0,8 0,1 vs. DSS: 1,3
+ 0,2 n=10,8, p<0,05], (Abb. 18A-B).

Noch deutlicher wurde dies bei Betrachtung des abdominellen Bereichs der Aorta. Hier
zeigte sich eine signifikante Zunahme des Plaquescores auf mehr als das Doppelte in DSS-
behandelten Tieren [AF in Prozent: Kontrolle: 3,3 = 0,5 vs. DSS: 8,0 + 1,8 und AF als FC:
Kontrolle: 0,8 £ 0,1 vs. DSS: 1,9 £ 0,4, n=8,8, p<0,05], (Abb. 18C-D).
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Abb. 18: DSS-behandelte Apoe” Miuse weisen mehr Atherosklerose in der Gesamtaorta und im
abdominellen Bereich nach fiinf Zyklen DSS und paralleler Fiitterung mit Normalfutter auf.
Minnliche, sechs Wochen alte Miduse erhielten Normalfutter und wurden fiir 5 Zyklen mit bzw. ohne
DSS bis zum Endalter von 19 Wochen behandelt.

A-B, Gesamtaorta; n=10,8, *p<0,05. C-D, Aorta abdominalis; n=8,8, *p<0,05. E-F, reprisentative
Bilder von ORO-Firbung.

Dargestellt sind Mittelwerte = SEM. Signifikanzen wurden mit ungepaartem t-Test berechnet.

Die Untersuchung anderer isolierter Abschnitte der Aorta ergab keinen Unterschied
zwischen DSS-behandelten Mausen und Kontrolle. Abbildung 19 zeigt die Auswertung der
Bereiche Aortenbogen und thorakale Aorta.

Aortenbogen: [AF in Prozent: Kontrolle: 8,3 + 1,1 vs. DSS: 8,5 + 1,7 und AF als FC:
Kontrolle: 1,0 0,1 vs. DSS: 1,0 £0,2, n=12,8]

Thorakale Aorta: [AF in Prozent: Kontrolle: 3,8 = 0,7 vs. DSS: 5,9 + 0,9 und AF als FC:
Kontrolle: 0,8 = 0,1 vs. DSS: 1,3 £ 0,2, n=9,8].
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Abb. 19: DSS-behandelte Apoe” Miuse weisen keinen Unterschied der Atheroskleroselast des
Aortenbogens und der thorakalen Aorta nach fiinf Zyklen DSS und paralleler Fiitterung mit
Normalfutter auf.

Minnliche, sechs Wochen alte Miuse erhielten Normalfutter und wurden fiir 5 Zyklen mit bzw. ohne
DSS bis zum Endalter von 19 Wochen behandelt.

A-B, Aortenbogen; n=12,8. C-D, Thorakale Aorta; n=9,8.

Dargestellt sind Mittelwerte = SEM.

Auch bei der isolierten Betrachtung der Atheroskleroselast des Aortenursprungs zeigte
sich kein Unterschied zwischen DSS-behandelten Mausen und den jeweiligen Kontrolltieren
(Abb. 20) [Aortenursprung: Plaqueflache in pm? Kontrolle: 113100 = 16290 vs. DSS: 120300 +
14990, n=10,9].
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Abb. 20: DSS-behandelte Apoe” Miuse weisen keinen Unterschied der Atheroskleroselast am
Aortenursprung nach fiinf Zyklen DSS und paralleler Fiitterung mit Normalfutter auf.
Mainnliche, sechs Wochen alte Méuse erhielten Normalfutter und wurden fiir 5 Zyklen mit bzw. ohne
DSS bis zum Endalter von 19 Wochen behandelt.

A, Aortenursprung; n=10,9. B-C, reprisentative Bilder Aortenursprung.

Dargestellt sind Mittelwerte = SEM.

pm: Mikrometer, Sfache VergroBerung
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3.4.2 Plaquekomposition am Aortenursprung

Da unter WD kein eindeutiger Einfluss der chronischen Entziindung auf die
Plaquezusammensetzung gezeigt werden konnte, wurde der Aortenursprung der Normalfutter-

Gruppe (Gruppe 3) auf Effekte der DSS-Behandlung untersucht (fiinf Zyklen DSS).

3.4.2.1 Lipide

Die Lipidretention als Schliisselprozess der Atherogenese wies deutliche Unterschiede
zwischen Kontroll- und Kolitisgruppe unter Normalfutter auf. So zeigte sich bei DSS-behandelten
Tiere ein signifikanter Abfall der Lipidakkumulation im Vergleich zur Kontrolle [AF in Prozent:

Kontrolle: 14,1 + 1,7 vs. DSS: 9,3 + 1,0, n=10,10, p<0,05], (Abb. 21).
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Abb. 21: Plaquekomposition des Aortenursprungs: DSS-behandelte Apoe” Miuse weisen eine
Verminderung des Lipidanteils nach fiinf Zyklen DSS und paralleler Fiitterung mit Normalfutter
auf.

Mainnliche, sechs Wochen alte Méuse erhielten Normalfutter und wurden fiir 5 Zyklen mit bzw. ohne
DSS bis zum Endalter von 19 Wochen behandelt.

A, ORO, n=10,10, *p<0,05. B-C, reprisentative Bilder von ORO-Firbung.

Dargestellt sind Mittelwerte = SEM. Signifikanzen wurden mit ungepaartem t-Test berechnet.

pm: Mikrometer, Sfache Vergroflerung

3.4.2.2 Makrophagen

Auch bei der Untersuchung der Normalfuttergruppe zeigte sich kein Unterschied im
Anteil der fiir die Atheroskleroseentwicklung bedeutsamen Makrophagen zwischen den

Versuchsgruppen [AF in Prozent: Kontrolle: 16,4 + 3,1 vs. DSS: 17,3 £2,6 n=15,15], (Abb. 22).
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Abb. 22: Plaquekomposition des Aortenursprungs: DSS-behandelte Apoe”- Miuse weisen keinen
Unterschied im Makrophagenanteil nach fiinf Zyklen DSS und paralleler Fiitterung mit
Normalfutter auf.

Minnliche, sechs Wochen alte Miuse erhielten Normalfutter und wurden fiir 5 Zyklen mit bzw. ohne
DSS bis zum Endalter von 19 Wochen behandelt.

A, Mac2-Makrophagen-Féarbung; n=15,15. B-C, reprisentative Bilder von Mac2-Férbung.

Dargestellt sind Mittelwerte £ SEM.

pm: Mikrometer, Sfache Vergroflerung

3.4.2.3 Kollagen

Es bestand kein signifikant verdnderter Kollagengehalt in den Plaques der DSS-Gruppe
gegeniiber der Kontrollgruppe [AF in Prozent: Kontrolle: 50,0 £ 3,9 vs. DSS: 54,6 + 2.8,
n=10,10], (Abb. 23A-C).

Auch bei Betrachtung des dicht gepackten, im polarisierten Licht roten, Kollagens zeigte
sich kein Unterschied [AF in Prozent: Kontrolle: 9,4 = 2,4 vs. DSS: 9,9 + 1,4, n=10,10], (Abb.
23D-F). Der Anteil der griin polarisierten Fasern war in allen Tieren (Kontrolle und DSS-

behandelte Méuse) unterhalb des messbaren Bereichs.
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Abb. 23: Plaquekomposition des Aortenursprungs: DSS-behandelte Apoe” Miuse weisen keinen
Unterschied in der Kollagenverteilung nach fiinf Zyklen DSS und paralleler Fiitterung mit
Normalfutter auf.

Minnliche, sechs Wochen alte Mduse erhielten Normalfutter und wurden fiir 5 Zyklen mit bzw. ohne
DSS bis zum Endalter von 19 Wochen behandelt.

A, Siriusrot-Kollagenfarbung; n=10,10. B-C, repriasentative Bilder von Siriusrot-Kollagenfarbung,
nativ. D, Siriusrot: rot polarisiertes Kollagen; n=10,10. E-F, reprasentative Bilder von Siriusrot-
Kollagenfarbung, polarisiertes Licht.

Dargestellt sind Mittelwerte £ SEM.

um: Mikrometer, Sfache Vergroferung

3.4.2.4 Proteoglykane und GAGs
3.4.2.4.1 Proteoglykane

Die Untersuchung der SLRP in den atherosklerotischen Plaques des Aortenursprungs in
der Normalfuttergruppe ergab einen doppelt so hohen Anteil von Decorin in Miusen mit Kolitis
gegeniiber der Kontrollgruppe [AF in Prozent: Kontrolle: 19,0 £ 5,9 vs. DSS: 41,5 + 6,9, n=6,7,
p<0,05], (Abb. 24A-C).

Biglykan war in der DSS-Gruppe nicht signifikant erhoht [AF in Prozent: Kontrolle: 54,8
+ 10,3 vs. DSS: 64,6 + 7,3, n=6,7], (Abb. 24D-F).
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Abb. 24: Plaquekomposition des Aortenursprungs: DSS-behandelte Apoe”” Miuse weisen eine
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erhohte Decorinexpression nach fiinf Zyklen DSS und paralleler Fiitterung mit Normalfutter auf.
Minnliche, sechs Wochen alte Mduse erhielten Normalfutter und wurden fiir 5 Zyklen mit bzw. ohne
DSS bis zum Endalter von 19 Wochen behandelt.

A, Decorin-Féarbung; n=6,7; *p<0,05. B-C, reprasentative Bilder von Decorin-Farbung D, Biglykan-
Féarbung; n=6,7. E-F, reprisentative Bilder von Biglykan-Féarbung.

Dargestellt sind Mittelwerte = SEM. Signifikanzen wurden mit ungepaartem t-Test berechnet.

um: Mikrometer, Sfache Vergréferung

3.4.2.4.2 Hyaluronsaure

Auch unter Normalfutter zeigte sich der HA-Anteil in atherosklerotischen Plaques im
Vergleich von DSS- und Kontroll-Gruppe nicht veréndert [AF in Prozent: Kontrolle: 20,9 + 6,5
vs. DSS: 21,5 £ 4,3, n=7,7], (Abb. 25).
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Abb. 25: Plaquekomposition des Aortenursprungs: DSS-behandelte Apoe”- Miuse weisen keinen
Unterschied der HA-Expression nach fiinf Zyklen DSS und paralleler Fiitterung mit
Normalfutter auf.

Mainnliche, sechs Wochen alte Méuse erhielten Normalfutter und wurden fiir 5 Zyklen mit bzw. ohne
DSS bis zum Endalter von 19 Wochen behandelt.

A, HA-Férbung; n=7,7. B-C, reprisentative Bilder von HA-Farbung.

Dargestellt sind Mittelwerte + SEM.

pm: Mikrometer, Sfache Vergroflerung
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4 Diskussion

CED sind, wie andere Erkrankungen des chronisch-entziindlichen Formenkreises, mit
einem erhohten kardiovaskuldren Risiko assoziiert. MalBgeblich beteiligt an der Entstehung
kardiovaskuldrer Erkrankungen sind atherosklerotische Lésionen. Das Zusammenwirken der
Plaquematrix beeinflusst dabei Stabilitét, Proliferation, Migration und Adhésion und ist somit von
entscheidender Bedeutung fiir die klinische Relevanz der Atherosklerose.

Zur Untersuchung des Einflusses der Kolitis auf die Matrixkomposition
atherosklerotischer Lasionen wurden in dieser Arbeit die beiden etablierten Modelle der ,,4dpoe
defizienten Maus* zur Atheroskleroseinduktion und der chemisch-induzierten Kolitis durch DSS
im Mausmodell kombiniert.

Neben DSS gibt es noch weitere Kolitis-Modelle, die zur Verfiigung stehen. Morris et al.
entwickelten 1989 das TNBS (Trinitrobenzolsulfonsdure)-Modell, bei dem intraluminales
Ethanol zum Aufbruch der Epithelbarriere genutzt wird und TNBS als Hapten dient, welches eine
Immunreaktion auslost (116). Die entstehenden pathohistologischen Verdnderungen zeigen einen
chronischen Verlauf und &hneln denen des Morbus Crohn (117). Mit der TNBS-induzierten
Kolitis kdnnen bis zu acht Wochen nach Administration typische Darmwandverdnderungen
nachgewiesen werden (116), sofern die individuell richtige Konzentration gewahlt wird. Auch
bei der Oxazolone-induzierten Kolitis, kommt es durch die topische Exposition mit einem Hapten
(Oxazolone) zu einer Immunantwort der Darmmukosa. Die Entziindungsreaktion tritt akut auf
und ist histopathologisch mit den Verdnderungen der Colitis Ulcerosa vergleichbar (117). In
beiden Modellen hingt das Ausmal} der Entziindung dabei maBgeblich von der Anfélligkeit des
Mausstamms ab, sodass die Dosis individuell abgestimmt werden muss. Die Agenzien miissen
auBerdem rektal eingebracht werden (112,117). Die beschriebenen methodischen
Schwierigkeiten im TNBS- und Oxazolone-Modell ergeben sich bei der Behandlung mit DSS
nicht. AuBerdem wird durch die zyklische DSS Administration, der schubweise Verlauf der
Erkrankung simuliert.

Der Apoe-Knockout fiihrt zu erhdhten Cholesterin-Plasmaspiegeln und dariiber hinaus zu
atherosklerotischen Lasionen, die in ihrer Progression humanen Lisionen dhneln (28). In diesem
Modell wird die Atherogenese daher vor allem durch Cholesterinbelastung untersucht. Weiterhin
werden Lipoprotein-unabhingige antiatherogene Effekte unterbunden. So schilderte Raffai et al.,
dass ApoE unabhingig von dem Cholesterinspiegel die Riickbildung von Plaques bewirkt (118).
Das Modell ist dahingehend vorteilhaft, als dass vergleichbare Lasionen schnell entstehen, jedoch
— bedingt durch den groBen Cholesterin-Effekt — der Komplexitdt der Atherogenese nur zum Teil
Rechnung getragen wird. Durch Fiitterung mit Normalfutter statt mit WD wird die

Cholesterindominanz etwas abgeschwécht.
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Die Apoe-Defizienz wirkt zusétzlich proinflammatorisch durch die Beeintrichtigung der
Clearance apoptotischer Zellen und Erhéhung von TNFa (119), was bei der Untersuchung
simulierter systemischer Entziindungen, wie dem DSS-Kolitis-Modell, zu beriicksichtigen ist.

Als alternatives Atherosklerose Modell dient die Ldlr-defiziente Maus. ApoE bindet den
LDLR und den Chylomikronen-Remnant-Rezeptor, sodass Apoe”” Miuse im Vergleich zu
LDLR” Miusen unter normaler Diit erhdhte Plasmacholesterinspiegel (120) und frither
ausgepragtere atherosklerotischen Lésionen zeigen (121), wodurch die Atheroskleroselast im

Apoe”"-Modell priziser zu untersuchen ist.

4.1 Beurteilung des Schweregrades der Kolitis

In einem ersten Schritt wurde die aktive Kolitis in den Mausmodellen anhand des
Nachweises der inflammatorischen Genexpression verifiziert.

Im Darm der Kolitisgruppe konnten erhohte Werte fir mRNA von TNFa und ein
moglicher positiver Trend zu vermehrter Mcpl=Ccl2 (CC-Chemokinligand)-Expression
nachgewiesen werden. Dies deckt sich mit den beobachteten pathologischen Verdnderungen der
Histologie des Darms und der geringeren Gewichtszunahme in der Kolitisgruppe.

In humaner Darmmukosa von CED-Patienten werden erhohte MCP1-Werte gemessen
(122) und auch im Mausmodell wirkt eine Hemmung der MCP1-Synthese protektiv auf die
Entwicklung einer chemisch-induzierten Kolitis (123). Anti-TNF-Therapien zeigen bei CED-
Patienten, die eine klinische Verbesserung durch Anti-TNF erfahren (Therapie-Responder), auch
geringere MCP1 Spiegel (124).

Auch in atherosklerotischen Lisionen, nicht aber in normalen Arterien, befindet sich
MCP1 (125). Bei Fehlen des Zytokins wird Atherosklerose im Ldlr"-Modell reduziert (126). Dies
ist insofern nicht tiberraschend, da Atherosklerose als inflammatorischer Prozess verstanden wird
und Makrophagen als Schaumzellen eine entscheidende Rolle spielen.

In der murinen Darmwand zeigte sich weiterhin eine Hochregulation des Zytokins TNFa.
TNFa wird membrangebunden oder 16slich vor allem von CD14+ Makrophagen der Mukosa bei
CED gebildet (127) und kann iiber eine Dysregulation der Tight Junctions des Mukosaepithels zu
einer Barrierestorung beitragen (128). Aufgrund seiner entscheidenden Funktion als Mediator bei
der Kolitis riickt TNFa in den Mittelpunkt intensiver pharmakologischen Forschung. Nicht nur in
DSS-induzierter Kolitis fiihrt eine TNFa-Blockade zur Reduktion der Entziindung (129), sondern
auch bei Morbus Crohn (130) und Colitis Ulcerosa (131) sind TNFa-Inhibitoren wie Infliximab
zur Remissionsinduktion und -Erhaltung effektiv.

Die Rolle von TNFa (bzw. dessen Hemmung) in der Atherogenese ist nicht eindeutig
verstanden, jedoch scheinen TNFa-Inhibitoren bei Erkrankungen des rheumatischen

Formenkreises einen kardioprotektiven Effekt zu haben (Tam, Kitas und Gonzalez-Gay (132),
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Dulai et al. (133), Jacobsson et al. (134)). Studien beschreiben eine verbesserte arterielle
Elastizitdt unter TNFa-Inhibitor Therapie (135) und eine grof3e dénische landesweite Studie wies
ein geringeres kardiovaskuldres Risiko bei TNFa-Inhibitor Gebrauch nach (104). Eine andere,
wesentlich kleinere Studie schildert jedoch eine erhdhte Inzidenz fiir kardiovaskuldre Ereignisse
von TNFa-Inhibitor behandelten CED-Patienten (136). Der Einsatz von TNFa-Inhibitoren
kommt vor allem bei schweren Schiiben zum Einsatz und kann somit ein Surrogat-Parameter fiir
die Schwere des Gesamtverlaufes sein. So bleibt unklar, ob das hier geschilderte erhohte
kardiovaskuldre Risiko wirklich auf eine Anti-TNFa-Therapie zuriickzufiihren ist, oder vielmehr
auf die hohere Entziindungslast bei schweren Krankheitsschiiben.

Einer ndheren Betrachtung lohnenswert erscheinen unter anderem Interleukin-1f (IL-1p),
IL-6 und der fiir systemische Entziindungsgeschehen etablierte Marker C-reaktives Protein
(CRP). IL-1p ist ein inflammatorisches Zytokin, das bei CED-Patienten vermehrt in der
Darmwand produziert wird (137). Den Bezug zur Atherosklerose schildert die Arbeit von Bhaskar
et al., die erortert, wie IL-1p-Antikorper die Progression der Atherosklerose verhindern (138).

IL-6 wird in CED vermehrt von dendritischen Zellen produziert (139) und erhoht, wie
CRP, die kardiovaskuliare Mortalitit. Weiterhin ist CRP an der Induktion endothelialer
Dysfunktion iiber Aktivierung entziindlicher Reaktionen des perivaskuldren Fettgewebes beteiligt
(140).

Somit modulieren diese Zytokine (MCP1, TNFa, IL-1p, IL-6) sowohl atherosklerotische
Prozesse, als auch den inflammatorischen Verlauf der CED (as reviewed by Yan et al. (141)). In
wie weit diese Prozesse sich gegenseitig beeinflussen und welche Rolle ein pharmakologischer
Eingriff im Sinne einer antientziindlichen CED-Therapie auch in Bezug auf die Atherogenese hat,
bleibt zu untersuchen. Das DSS-4poe”-Modell kann hierbei Grundlage zur Analyse dieser

Wechselwirkung sein.

4.2. Effekte der hochkalorischen Diat auf die Atherogenese

und -progression bei Kolitis

Die Versuche mit WD zeigten auch nach Erhohung der Zahl der Kolitis-Schiibe von drei
auf fiinf keine signifikanten Unterschiede zur Kontrollgruppe in Bezug auf die Atheroskleroselast.
Hingegen war bei Gabe einer Normaldidt der proatherogene Effekt der DSS-Behandlung
ersichtlich. Zur Untersuchung der Auswirkung der chronischen Entziindung durch die Kolitis auf
die Entwicklung der Atherosklerose, ist somit die Futterauswahl von entscheidender Bedeutung.

Christ et al. konnten eine durch WD ausgeldste systemische Entziindung, sowie eine
langfristige Aktivierung des angeborenen Immunsystems nachweisen. Sowohl das

Entziindungsgeschehen an sich, als auch die Aktivierung des Immunsystems, tragen zur
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Entstehung und Reifung atherosklerotischer Lisionen bei (142). Der groBle Effekt der WD auf
Entziindungsprozesse, als auch auf die Atherogenese selbst, kann subtilere Verdnderungen, die
durch CED ausgeldst werden, kaschieren. Hinzu kommt der Einfluss von WD auf CED selbst:
Neben des Entziindungspotenzials, stort WD die mikrobiotische Homdostase des Darms und kann
so das Risiko fiir CED erhdhen (as reviewed by Rizello et al. (143)).

Als Konsequenz wurde der Einfluss von DSS an Apoe”” Miusen untersucht, die statt WD
Normalfutter erhielten. Sowohl das Ausmaf der Atherosklerose war in diesem Versuchsautbau
bei Kolitis-Tieren erhdht, als auch die Plaquekomposition verandert.

Die chronische Kolitis wirkt im Modell unter WD womdglich protektiv auf die
Entwicklung von Atherosklerose. Ursidchlich kann eine mutmaBlich geringere Resorption des
Atherosklerose-Stimulus der hochkalorischen Didt durch Inflammation und Diarrhoen sein. So
zeigte die DSS Gruppe eine deutlich geringere Gewichtszunahme als Zeichen der Malabsorbtion.
Der Effekt einer chronischen Darmentziindung auf das atherogene Risikoprofil kann somit unter
WD aufgrund von geringerer Resorption des Atherosklerose-Stimulus, sowie durch das
inflammatorische Potenzial der WD selbst, iiberlagert sein. Werden die Tiere hingegen mit
Normalfutter gefiittert, hat die Verdnderung des Atheroskleroserisikos durch fett- und
kalorienreiche Erndhrung einen geringeren Stellenwert und die Gruppen lassen sich eher auf den
Einfluss der chronischen Entziindung untersuchen. Da auch CED-Patienten weniger an
traditionellen Risikofaktoren wie erhohten Cholesterinspiegeln oder erhohtem BMI leiden und
dennoch ein erhohtes kardiovaskuldres Risiko zeigen (97-99), erscheint die Analyse des
Einflusses der CED unter Normalfutterbedingungen wohl auch am ehesten den Bedingungen in

Patienten.

4.3 Einfluss der Plague-Lokalisation

Pradispositionsstellen fiir Atherosklerose sind GefaBBabschnitte mit turbulenter Stromung,
wie Klappen und GefiBabzweigungen. In Apoe”” Miusen werden zuerst am Aortenursprung und
Aortenbogen Lisionen beobachtet (144,145), dann an Abgéingen der Bauchaorta und der
Beinarterienbifurkation und finden sich bei ausgepréigter Atherosklerose in der gesamten Aorta
(28). Entsprechend bietet sich neben der Beurteilung des Plaquebesatzes der Gesamtaorta die
Untersuchung des Aortenursprungs, des Aortenbogens und der Bauchaorta an.

Unter WD zeigten sich keine Unterschiede im AusmaBl der Atherosklerose. Unter
Normalfutter hingegen konnte signifikant mehr Atherosklerose in der Gesamtaorta und
prozentual mehr als doppelt so viel Plaque im Bereich der Bauchaorta als in der Kontrollgruppe
nachgewiesen werden. Dieser Effekt trat in der proximalen Aorta nicht auf. Zusammenfassend
scheint es einen Unterschied des abdominellen Anteils und der davon proximalen Bereiche der

Aorta zu geben. Mogliche Ursachen fiir diese Beobachtungen bediirfen weiteren Untersuchungen.
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In CED kommt es zur Hypertrophie mesenterialen Fettes, was mit der Krankheitsaktivitét
korreliert (146) und lokale Adipozyten produzieren vermehrt Entziindungsmediatoren wie TNFa
(147). Dass Fettgewebe enthilt einen Anteil von weniger differenzierten Praadipozyten, die in
der Lage sind, sich in Makrophagen-dhnliche Zellen zu entwickeln und so eine Bedeutung in
inflammatorischen Prozessen spielen konnen (148). Weiterhin ist viszerales Fettgewebe Quelle
zahlreicher Zytokine, wie IL-1, IL-6, MCP1 und TNFaq, die in der Pathogenese der CED, als auch
der Atherosklerose eine entscheidende Rolle spielen, wie auch weiterer Mediatoren wie
Adiponectin (as reviewed by Juge-Aubry (149)). Somit konnte die enge anatomische Nihe
zwischen mesenterialem Fett und Darm eine Rolle fiir die beobachteten vermehrten
atherosklerotischen Lisionen im abdominellen Bereich der Aorta spielen.

Eine weitere mogliche Verbindung zu der hier dargestellten Beobachtung, dass vor allem
im Bereich der Bauchaorta die Atherosklerose bei CED zunimmt, ist das perivaskuléres
Fettgewebe (PVAT, perivascular adipose tissue). Dies dhnelt in Méusen braunem Fettgewebe
(150) und wird beim Menschen als sogenanntes ,,beiges Fettgewebe* beschrieben — bestehend
aus Zellen mit Eigenschaften von sowohl weilem als auch braunen Fett (151).

Endotheliale Verletzungen, beispielsweise durch einen Ballonkatheter, fiihren zur
Entziindungsreaktion des PVAT (152,153). Auch eine fettreiche Eméhrung als
Atheroskleroseinduktor fithrt im PVAT zu vermehrter Inflammation und verminderter
Zelldifferenzierung (154). Am Apoe”-Modell konnte gezeigt werden, dass PVAT zu
endothelialer Dysfunktion und beschleunigter Atherosklerose fiihrt (155).

4 4 Effekte der chronischen Kolitis auf die EZM der

atherosklerotischen Lasionen

Vor dem Hintergrund der Hypothese, dass CED zum Teil unabhingig von traditionellen
Risikofaktoren die Atherosklerose begiinstigen, wurde die Plaquekomposition in Hinblick auf

Lipidakkumulation, Entziindungsgeschehen und EZM-Modulation untersucht.

4.4.1 Lipide

Wihrend im SLE-Mausmodell bei 24 Wochen alten Miusen auf 4poe”” Hintergrund auf
Normalfutter ein erhohter Anteil von Lipid an atherosklerotischen Plaques gezeigt wurde (156),
war in den hier dargestellten Ergebnissen ein signifikant geringerer Lipidanteil im Kolitismodell
unter Normalfutter zu beobachten. Beide FErkrankungen fiihren zu einer systemischen,
chronischen Entziindung, sodass ein dhnlicher Einfluss auf die Plaquekomposition zu erwarten
wire. Andererseits kann durch CED die primédre Lipidaufnahme im Darm veréndert sein und so

zu niedrigerer Lipidakkumulation fiihren. Hingegen weisen Untersuchungen der
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Lipoproteinspiegel in humanen CED-Patienten auf ein verédndertes Lipidprofil mit erhdhten LDL-
und erniedrigten HDL-Konzentrationen hin (157). Die genauen zugrundeliegenden Mechanismen
und Ursachen der verschiedenen Ergebnisse sowie Verdnderung des Lipidanteils im Zuge der

Plaquereifung bleiben zu untersuchen.

4.4.2 Entzundungszellen

Im Sinne einer vermehrten Entziindungsreaktion in der Kolitisgruppe, kann eine
zunehmende Makrophageneinwanderung in die atherosklerotischen Plaques erwartet werden. Liu
et al. zeigten, dass IL-34, welches bei CED und anderen chronisch-inflammatorischen
Erkrankungen erhoht ist, die Schaumzellbildung fordert (158). In der Untersuchung der WD-
Gruppe konnten jedoch keine signifikanten Unterschiede gezeigt werden, sondern nur einen
Trend hin zu mehr Léasions-stindigen Makrophagen in der Kolitisgruppe. Auch in der
Normalfutter-Gruppe blieb der Nachweis eines Unterschiedes aus. Diese Ergebnisse decken sich
mit den Resultaten von Stanic ef al., die in 24 Wochen alten LDLR”" Miusen in SLE-Modellen
keine Unterschiede im Makrophagenanteil der Plaques fanden. Vielmehr scheinen in diesem
Modell bzw. zu diesem Zeitpunkt T-Zellen eine Rolle zu spielen (159). Die Untersuchung der T-
Zell-Populationen im DSS-Modell kénnen zukiinftig zur Einordnung der Rolle dieser

Entziindungszellen beitragen.

4.4.3 Proteoglykane und GAGs

Im Rahmen der Atherosklerose sind insbesondere die Proteoglykane und GAGs HA,

Biglykan und Decorin bedeutsam und modulieren vielfaltig den Progress der Atherogenese.
4.4.3.1 Decorin

Die hier dargestellten Ergebnisse zeigen eine signifikant erhdhte Decorinexpression in
Kolitis-Tieren unter Normalfutter nach 19 Wochen Fiitterung. Decorin spielt in Bezug auf
Atherosklerose eine ambivalente Rolle. Zum einen findet es sich gehduft in der fibrotischen
Kappe der Plaques (55), wirkt kollagenstabilisierend (67) und kann so von Bedeutung fiir die
Plaquestabilitit sein. Zum anderen kann es durch Unterstiitzung inflammatorischer Prozesse
proatherogen wirken (as reviewed by Hultgdrdh-Nilsson, Borén, und Chakravarti (160)). Im
hier eingesetzten Modell ist die Frage nach mdglichen weiteren Induktoren der
Decorinexpression, wie zum Beispiel durch Adiponectin (161), zu kléren.

Auch scheinen weitere Untersuchungen zum Verlauf des Decorinanteils {iber
verschiedene Reifegrade der atherosklerotischen Plaques und zum Einfluss auf die

Plaquestabilitdt sind in Zukunft sinnvoll.
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4.4.3.2 Biglykan

Biglykan wird im inflammatorischen Milieu vermehrt von Makrophagen exprimiert und
wirkt selbst proinflammatorisch (51,52). Weiterhin ist Biglykan an der Retention von
Lipoproteinen als zentrales Ereignis der Atherogenese beteiligt (61,162). Zu erwarten wire,
bedingt durch die systemische Entziindung der Kolitis, eine erhdhte Biglykanexpression und
damit einhergehend ein erhohter Anteil von Biglykan-induzierter Lipidretention in
atherosklerotischen Plaques. Dieser Effekt zeigte sich jedoch in den CED Tieren nicht. Die
Lipidakkumulation war, wie bereits beschrieben, sogar vermindert. Biglykan zeigte keinen
Unterschied zwischen der Kolitis- und der Kontroll-Gruppe. Zukiinftig bleibt zu untersuchen, ob
im Apoe”-DSS-Modell Biglykan vermehrt exprimiert wird und zu welchem Zeitpunkt dies bei

der Atherogenese eine Rolle spielt.
4.4.3.3 Hyaluronsaure

Untersuchungen zur HA-Verteilung in atherosklerotischen Lésionen sind insbesondere
aufgrund der variablen Rolle von HA im Zuge der Atherogenese interessant. So hat HA als
Glykokalyxbestandteil antiatherogenes Potential, wird bei Stérung der endothelialen Integritét
aber auch vermehrt in der Intima und Media exprimiert und wirkt bei Uberproduktion in
GefdfBmuskelzellen proatherogen. Ebenso divers ist die Bedeutung von HA fiir CED, durch eine
vielseitige Modulation inflammatorischer Prozesse (163).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen keinen Unterschied im Gesamt-HA-Anteil
der Plaques. Eine Untersuchung der Expression speziell des LMW-HA konnte jedoch weitere
Informationen zum Einfluss der Kolitis auf die Atherosklerose geben. In inflammatorischem
Gewebe akkumuliert vermehrt LMW-HA, welche Makrophagen zu stimulieren und den

inflammatorischen Prozess weiter zu fordern vermag (48,49).

4.5 Schlussfolgerung

Zusammengefasst zeigt die hier vorliegende Arbeit die Etablierung eines murinen
Modells zur Kombination der Pathologien Atherosklerose und chronische Kolitis. Hierbei erwies
sich die Fiitterung einer WD als sehr starker atherogener Stimulus, welcher mogliche Effekte der
chronischen Darmentziindung wahrscheinlich {iberdeckte. Tatséchlich zeigen neuere Arbeiten,
dass die WD selbst ein inflammatorisches Potenzial besitzt. Bei den untersuchten 13 und 19
Wochen alten Tiere unter WD =zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der
Atheroskleroselast. Die Tiere der élteren Gruppe von 19 Wochen zeigten mogliche Trends, wenn

auch keine signifikanten Unterschiede, sodass fiir die weiteren Versuche ein Endpunkt von 19
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Wochen und fiinf Zyklen DSS mit Normalfutter festgelegt wurde. In diesem Setting zeigten sich
sowohl signifikante Unterschiede in der Atheroskleroselast, als auch in der Plaquekomposition.

Bemerkenswert war die regionale Verteilung der Plaques in der Aorta. Durch Induktion
einer chronischen Darmentziindung in Apoe”~ Miusen konnen zu dem von uns untersuchten
Zeitpunkt auch regionale, parakrine Effekte der Atherogenese eine Rolle spielen. Als Bindeglied
konnte Fettgewebe von Bedeutung sein, welches als mesenteriales Fettgewebe bei CED
Entziindungsmediatoren bildet und als PVAT zur Atherosklerose speziell der Bauchaorta beitragt.

Die systemische Auswirkung der chronischen Entziindung, vor allem der Einfluss auf die
Plaquezusammensetzung, bedarf weiteren Untersuchungen. Unklar bleiben die Ursachen und
Folgen von geringerer Lipideinlagerung und erhdhter Decorinexpression, wie es die hier
dargestellten Experimente zeigten. Die Plaquekomposition zu verschiedenen Zeitpunkten der
Atherogenese sowie beteiligte Zellpopulationen koénnen weitere Aufschliisse iiber die
Pathophysiologie geben. Auch diirften die hier erhobenen Befunde einen Einfluss der CED auf
die Plaquestabilitit und die Gefahr einer Plaqueruptur nahelegen, was klinisch von grofiter
Relevanz ist. Weiterhin steht der Vergleich mit anderen chronisch-entziindlichen Erkrankungen
wie SLE, sowie die Untersuchung des Einflusses klassischer Risikofaktoren (z.B. Lipidprofile)
aus.

Zusammenfassend erweist sich Das Apoe”-DSS-Modell unter Normalfutter zur
Untersuchung des Einflusses der CED auf die Entwicklung von Atherosklerose als
vielversprechendes, einfach zu handhabendes Modell mit potentiell weitreichenden

Untersuchungsmoglichkeiten.
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