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|. Zusammenfassung

Morbus Crohn und Colitis ulcerosa zihlen zu den chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen (CED), die mit intermittierenden Entziindungen des
Gastrointestinaltrakts einhergehen. Humane Studien konnten zeigen, dass Patienten mit
CED vor allem wihrend der akuten Phase der gastrointestinalen Inflammation ein
erhohtes Risiko fiir kardiovaskulire Erkrankungen wie die der Atherosklerose aufweisen.
Die Atherosklerose ist eine sich langsam entwickelnde und stindig fortschreitende
entziindliche Erkrankung der arteriellen Blutgefilie, deren Charakteristikum die
Plaqueentwicklung ist. Eine entscheidende Rolle in der Atherogenese spielen Lipide und
Immunzellen sowie die Proliferation und Migration der glatten Muskelzellen aus der
Media in die Intima der Arterie mit Formation einer fibrisen Kappe. Im Zusammenhang
mit der Plaqueentwicklung haben die glatten Muskelzellen die Fihigkeit ihren Phinotyp
zu verindem. Dabei exprimieren sie unter anderem Marker, die eigentlich zum Nachweis
der Makrophagen verwendet werden, wodurch eine Differenzierung der verinderten
glatten Muskelzellen mit Makrophagencharakter von echten Makrophagen erschwert
wird. Dieses Phinomen wird als Phinotyp-Switch bezeichnet und konnte in Studien im
Hinblick auf Plaquerupturen als protektiv eingestuft werden.

In einem murinen Kolitismodell konnte bereits gezeigt werden, dass sich die
Plagquezusammensetzung der Kolitis-Tiere stark von der Kontrollgruppe unterscheidet.
Ob dieser Unterschied im Zusammenhang mit dem Phénotyp-Switch der glatten
Muskelzellen steht, sollte im Rahmen dieser Arbeit untersucht werden. Fiir den Nachweis
des Phinotyp-Switches wurden smooth muscle cell (SMC)-spezifische yellow fluorescent
protein (Y FP)-Lineage tracing Miuse mit Apolipoprotein E-Defizienz verwendet, die
spontan atherosklerotische Lisionen ausbilden. Hierzu sollte das Modell der chemisch-
induzierten, chronischen Kolitis in der Lineage tracing Maus validiert werden. Die
Induktion der chronischen Kolitis erfolgte durch die zyklische Gabe von 1%igem
Dextrannatriumsulfat (DSS) iiber das Trinkwasser. Die Kontrolltiere erhielten Wasser.
Die Untersuchung der atherosklerotischen Plaques in den Arteriae brachiocephalicae
ergab einen héheren Anteil echter Makrophagen in der DSS-Gruppe. Die Anzahl der
Zellen, die einen Phianotyp-Switch durchlaufen haben, war in der DSS-Gruppe reduziert.
Auch konnte in diesen Tieren eine schmalere fibrose Kappe detektiert werden.

Die in dieser Arbeit erhobenen Daten deuten darauf hin, dass die atherosklerotischen

Plaques der Kolitis-Tiere aufgrund eines erhéhten Makrophagenanteils eine vermehrte



inflammatorische Eigenschaft besitzen und eine verringerte Stabilitit aufweisen.
Hinsichtlich der mdglichen Translation in Patienten mit CED, miisste auf Basis der hier
ethobenen Befunde die Frage gestellt werden, ob zusitzlich eine antiinflammatorische

Therapie in Betracht gezogen werden sollte.
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[l. Abstract

Crohn's disease and ulcerative colitis are inflammatory bowel diseases (IBD) associated
with intermittent inflammation of the gastrointestinal tract. Human studies have shown
that patients with IBD have an increased risk of cardiovascular disease, such as
atherosclerosis, especially during the acute phase of gastrointestinal inflammation.
Atherosclerosis is a slowly developing and steadily progressive inflammatory disease of
arterial blood vessels with the characteristic to develop plaques. A crucial role in
atherogenesis is played by lipids and immune cells, as well as proliferation and migration
of smooth muscle cells from the media into the intima of the arterial wall with formation
of a fibrous cap. In the context of plaque development, smooth muscle cells have the
ability to change their phenotype. Among other markers, they express markers used to
detect macrophages, making it difficult to differentiate altered smooth muscle cells with
macrophage character from true macrophages. This phenomenon is termed phenotype-
switch and has been shown in studies to be protective against rupture.

In a murine colitis model, it has already been shown that the plaque composition of colitis
animals differs from the control group. Whether this difference is related to the
phenotype-switch of smooth muscle cells will be investigated in this work. Smooth
muscle cell (SMC)-specific yellow fluorescent protein (YFP) lineage tracing mice with
apolipoprotein E deficiency that spontaneously form atherosclerotic lesions were used to
detect the phenotype-switch. For this purpose, the model of chemically-induced chronic
colitis was to be validated in the lineage tracing mouse. Induction of chronic colitis was
achieved by cyclic administration of 1% dextran sodium sulfate (DSS) via drinking water.
Control animals received water.

Examination of the atherosclerotic plaques in the brachiocephalic arteries revealed a
significantly higher proportion of true macrophages in the DSS group. The number of
cells undergoing phenotype-switch was reduced in the DSS group. A narrower fibrous
cap was also detected in these animals.

The data collected in this project suggest that the atherosclerotic plaques of the colitis
animals have increased inflammatory properties due to an increased macrophage content
and reduced stability. With regard to possible translation in patients with IBD, the
question should be asked on the basis of the findings obtained here as to whether

additional anti-inflammatory therapy should be considered.
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1 Einleitung

1.1 Atherosklerose

Bei der Atherosklerose handelt es sich um eine iiber Jahre langsam fortschreitende
entziindliche Erkrankung der arteriellen Blutgefilie, deren Charakteristikum die
chronisch progrediente Plaqueentwicklung ist (Piepoli et al., 2016). Es handelt sich dabei
um ein multifaktorielles Geschehen, welches vor allem die Intima betrifft (Libby et al.,
2002; Russell, 1999). Die Atherosklerose kann sich weiter auf die dulleren Schichten der
Arterie ausbreiten. In der Media kann es zu Verdickung und Verhirtung kommen (Ho
und Shanahan, 2016). Eine Ausbreitung auf die Adventitia ist von einer lokalisierten
Entziindung geprigt (Spagnoli et al., 2007). Abhingig von den Stromungsverhiltnissen
entwickeln sich die Plaques an verschiedenen Stellen des Korpers. Pridilektionsstellen
sind besonders die Verzweigungsstellen der Gefilie, da sie hier einer hiimodynamischen
Belastung unterliegen. Die daraus resultierende Verengung der Gefille fiihrt zu einer
Mangelversorgung des Gewebes mit ischiimiebedingten Symptomen. Nennenswerte
Lokalisationen sind die Herzkranzgefille mit dem filhrenden Symptom der Brustenge,
die Karotiden mit sensomotorischen Ausfillen, die Poplitealarterien mit Schmerzen
sowie Ausfillen der unteren Extremitit und die abdominelle Aorta mit dem Bild eines

akuten Abdomens (Frangos, 1999; Herold, 2021).

1.1.1 Wandaufbau arterieller Gefalie

Die arteriellen Gefilie, die das sauerstoffreiche Blut in die Peripherie fiihren, sind wie
folgt aufgebaut: Die innerste Schicht, die mit dem Blut in Berilhrung kommt, wird als
Intima bezeichnet. Auf die Intima folgt die Media und ganz aullen befindet sich die
Adventitia. Die Intima und die Media werden von der Membrana elastica interna
getrennt, die Media und die Adventitia hingegen von der Membrana elastica externa. Die
Intima teilt sich nochmal in das Endothel mit Endothelzellen sowie in das Stratum
subendotheliale auf und fungiert als Diffusionsbarriere (Wang et al., 2017; Welsch et al.,
2018). In der Media sind reichlich glatte Muskelzellen (smooth muscle cells, SMC)
lokalisiert, welche dem Gefili die Moglichkeit geben, den Widerstand in Abhéngigkeit
zu den GefiBdriicken zu dndem (Wang et al, 2017; Welsch et al., 2018). Uber die



Adventitia ist das GefiBh mit der Umgebung verankert und wird hier durch die Vasa
vasorum versorgt (Mewis et al., 2004). Wihrend der Atherosklerose kommt es zur
Verdickung der sonst diinnen Intima. Zusitzlich entstehen Schaumzellen und es kommt
zur Formierung eines lumenwiirts gerichteten Plaques (Chistiakov et al., 2017; Libby et

al., 2002). Die pathophysiologischen Prozesse werden weiter unten ausfiihrlich erklirt.

1.1.2 Epidemiologie

Kardiovaskulire Erkrankungen gehdren mit zu den hiufigsten Todesursachen. So gab das
statistische Bundesamt bekannt, dass bei 939 520 Todesfillen in Deutschland im Jahre
2019 35,5% auf das Kreislaufsystem zuriickzufiihren waren (*Zahl der Todesfille im Jahr
2019 um 1,6 % gesunken,” 2020).

Die Ergebnisse der beiden Studien GEDA 2014/2015-EHIS und GEDA 2019/2020-EHIS
zeigen einen steigenden Trend hinsichtlich der 12-Monats Privalenz einer koronaren
Herzkrankheit. Wihrend in den Jahren 2014/2015 die Privalenz bei Frauen 3.7 % und
bei Minnem 6 % betrug, stiegt diese in den Jahren 2019/2020 auf 5,1 % bei Frauen und
6,6% bei Miannern (Busch und Kuhnert, 2017; Heidemann et al., 2021). Somit bleibt die
Forschung der kardiovaskuliren Erkrankungen weiterhin ein relevantes Thema.

Dem statistischen Bundesamt ist weiterhin zu entnehmen, dass 201 5 die kardiovaskuliren
Erkrankungen die hochsten Krankheitskosten in Hohe von 46,4 Milliarden Euro
aufwiesen (“Herz-Kreislauf-Erkrankungen verursachen die hichsten Kosten,” 2017).
Nicht nur in Deutschland, sondem auch europaweit rangieren kardiovaskulire
Erkrankungen an erster Stelle hinsichtlich der Todesursachen (Timmis et al., 2020).

2019 starben weltweit 17,9 Millionen Menschen an kardiovaskuliren Erkrankungen. Das

belauft sich aut 32% aller Todesfille (“Cardiovascular diseases (CVDs),” 2021).

1.1.3 Pathogenese

Das Verstindnis iliber die Pathogenese der Atherosklerose beruht auf der Hypothese
.Response to Injury”. Dabei geht man davon aus, dass die Entwicklung der
Atherosklerose eine Antwort auf eine Schidigung des Gefibes ist (Russell, 1999). Es
werden verschiedene Arten von Schidigung, wie z.B. mechanischer oder chemischer
Stress unterschieden (Libby et al., 2002). Mechanischer Stress wird durch besondere

Stromungsverhiltnisse induziert, wie diese bei arterieller Hypertonie vorliegen konnen.

ted



Unter chemischem Stress wird die oxidative Modifikation von in die Intima
eingewanderten Lipoproteinen verstanden.

Diese Verletzungen setzen eine Kaskade von Reaktionen in Gang, die das Fortschreiten
immer weiter fordern. Lange ist man nur von dem Konzept eines vulnerablen Plaques
ausgegangen ist, welcher einen grolien Lipidkem mit Schaumzellen sowie Makrophagen
besitzt und von einer diinnen faserreichen Kappe umgeben ist. Diese kann potentiell
rupturgefithrdet sein (Libby et al., 2019). Durch die z.B. mechanische oder chemische
Schidigung verliert das Endothel seine Funktion als Schutzbarriere und wird permeabel
fiir zirkulierende Lipoproteine. Die in der Intima akkumulierten Lipoproteine oxidieren
durch die Interaktion mit reaktiven Sauerstoffspezies und begiinstigen so die Migration
der Monozyten im Sinne einer Chemotaxis, welche dann weitere entziindliche
Reaktionen ausldsen (Weber et al., 2008; Weber und MNoels, 2011 ). Es werden zusitzlich
Leukozyten- Adhiisionsmolekiile und Chemokine wie CC-Chemokinligand 2 (CCL2) und
CC-Chemokinligand 5 (CCL5) freigesetzt, die das Einwandem von Leukozyten in die
Intima begiinstigen (Combadiére et al., 2008). Infolgedessen werden weitere
Adhisionsmolekiile wie Selektine fiir Monozyten auf den Endothelzellen exprimiert
(Mestas und Ley, 2008).

Monozyten treten durch das Endothel in die Gefiliwand ein und differenzieren zu
Makrophagen (Hansson und Hermansson, 2011). Makrophagen fungieren als
Entziindungszellen, da sie Zytokine wie Tumomekrosefaktor-o (TNF-o) und Interleukin-
Ip (IL-1p) exprimieren. Dariiber hinaus verfiigen Makrophagen iiber sog. Scavenger-
Rezeptoren, die oxidierte Lipoproteine aufnehmen und eliminieren sollen (Moore et al.,
2013). Das Aufnehmen der oxidierten Lipoproteine ist fiir die Entstehung von
Schaumzellen verantwortlich, in welchen abgestorbene Zellen und Lipide internalisiert
sind (Hansson und Hermansson, 2011).

Gleichzeitig wird die Formation der fibrésen Kappe angestoBen. Hierfiir werden in der
Media gatte Muskelzellen stimuliert, die nach Migration in die Intima extrazellulire
Matrixmolekiile, wie Matrix-Metalloproteinasen produzieren und somit die Entstehung
der fibrosen Kappe fordem (Hansson und Hermansson, 201 1; Weber und Noels, 201 1)
(Abbildung 1). Die fibrose Kappe dient dabei der Stabilisierung des Plaques. Es besteht
dabei eine negative Korrelation hinsichtlich der Plaquedicke und des Rupturrisikos. Je
diinner die fibrose Kappe ist, desto griBer das Risiko einer Ruptur (Bentzon et al., 2014).
Weiter verstirkt wird die Formation der fibrésen Kappe durch Wachstumsfaktoren wie

Platelet-derived growth factor (PDGF), Transforming growth facor p (TGFf) und TNF-



a, welche ebenso von Makrophagen sezemiert werden (Fava und Montagnana, 2018).
Fiir SMC ist das ein weiteres Signal zur Translokation in die Intima. Die Lasion wichst
immer weiter, sodass der Gefiilldurchmesser sich verengt (Bentzon et al., 2014).

Heute weill man jedoch, dass man dem Konzept eines rupturierten Plaques auch das
Konzept eines erosiven Plagues mit einer Fissur gegeniiberstellen muss. Es wird
angenommen, dass das angeborene Immunsystem und die Zerstorung der
Endothelzellverankerung eine besondere Rolle bei der Pathogenese spielen. Der genaue
Mechanismus ist aber weiterhin Gegenstand aktueller Forschung. Im Vergleich zum
rupturgefithrdeten Plaque handelt es sich bei den erosiven Plaques um matrixreiche
Strukturen mit weniger Entziindungszellen. Die Unterscheidung beider Plagues ist von
hoher Relevanz, da sie bei Patienten eine differenzierte Therapie erfordem wiirden (Libby

et al., 2019).



Glatte Muskelzellen

Makrophagen Nekrotischer Kern Fibrise Kappe
Schaumzellen

Abbildung 1 Die Entstehung eines atherosklerotischen Plaques mit Formation eines
nekrotischen Kerns und einer fibrosen KEPPE

Das aus den drei Schichten, * Intima, ** Media und *** Adventitia, bestehende GefaR unterliegt
bei einer endothelialen Dysfunktion der Progression atherosklerotischer Plaques. Dabei kommt
es zum Ubertritt von LDL und Immunzellen aus der Blutstrombahn in die Intima. LDL oxidiert und
wird von Makrophagen phagozytiert, woraufhin Schaumzellen entstehen. Zusétzlich kommt es
zur Proliferation und Migration der glatten Muskelzellen aus der Media in die Intima, was die
Entwicklung eines Plagues mit nekrotischem Kern und einer fibrdsen Kappe firdert.
Abkiirzungen: Low Density Lipoprotein, LDL. Abbildung reproduziert und modifiziert nach Ross
et al (Russell, 1999) mit Genehmigung, Copyright Massachusetts Medical Society.

1.1.4 Klinische Bedeutung und Risikofaktoren

Die Entwicklung der Atherosklerose schreitet chronisch iiber einen langen Zeitraum
voran, ohne zuniichst symptomatisch zu sein und entdeckt zu werden. Erste Symptome
manifestieren sich erst nach etwa 10 Jahren, wenn die Plaqueentwicklung bereits
eingesetzt hat. Dann gilt es den weiteren Prozess zu stoppen, ohne die bisherige
Entwicklung riickgéngig machen zu kénnen (Falk, 2006).



Es erfolgt die Differenzierung in stabile und instabile Plaques. Bei stabilen Plaques sind
fibrotische Anteile vorherrschend und besitzen eher einen geringen Fettanteil. Diesen
entgegenzustellen sind instabile Plaques mit entsprechend hoherem Fettanteil und einem
inflammatorischen Hintergrund (Stierle und Weil, 2020). Patienten mit einem stabilen
Plaque kénnen lange Zeit unauffillig bleiben und erst bei Belastung wie korperlicher
Arbeit, emotionalem Schmerz, belastende Mahlzeiten oder bei physikalischer Kilte
Symptome  verspiiren. Bei Belastung iibersteigt der Sauerstoffbedarf das
Sauerstoffangebot. Dieses Missverhiltnis 16st im entsprechenden peripheren Gewebe
Schmerzen aus (Herold, 2021; Stierle und Weil, 2020). Potenziell lebensbedrohlich wird
dieser Pathomechanismus insbesondere in den Koronararterien, was zum typischen
klinischen Bild der Angina pectoris mit Schmerzen in der Brust fiihrt (Herold, 2021).
Patienten mit einem instabilen Plaque laufen Gefahr, eine spontane Ruptur ohne
vorherige Symptome zu erleiden. Zu einer Ruptur kann es z.B. durch hohen Blutdruck
kommen oder durch weitere anhaltende Risikofaktoren. Die schiitzende Endothelschicht
wird kleiner und der Plaque reifit auf. Plaquebestandteile wie Kollagen und tote Zellen
kommen in Kontakt mit dem Blutstrom. Hierdurch werden Thrombozyten, die im
physiologischen Zustand ohne Interaktion zirkulieren, aktiviert. In erster Linie stellt die
freiliegende intrazelluldre Matrix einen Trigger fiir Thrombozyten dar. Innerhalb weniger
Sekunden kommt es zur Okklusion der Koronararterien, was gemeinhin zum Herzinfarkt
mit potenziell letalem Verlauf fithren kann (Furie und Furie, 2008). Der Blutfluss muss
dann unverziiglich wiederhergestellt werden. Vor diesem Hintergrund ist es entscheidend
bereits die Entwicklung zu verlangsamen oder gar zu stoppen.

Folglich versterben Patienten somit nicht an der Atherosklerose selbst, sondem an den
daraus resultierenden Komplikationen. Zu den hiufigsten und auch gefihrlichsten
Komplikationen gehdren Myokardinfarkte und Schlaganfille.

Von Mitte der 80er- bis Mitte der 90er-Jahre wurde von der World Health Organization
(WHO) die weltweite Kohortenstudie mit 13 Millionen Menschen in 21 Lindem, die
Multinational monitoring of trends and determinants in cardiovascular disease
(MONICA)-Studie  durchgefiihrt, welche Aufschluss iiber die wverschiedenen
Risikofaktoren der Atherosklerose brachte (Keil, 2005). Eine weitere schr bekannte
Studie ist die Framingham Studie, die 1948 begann, bis heute andauert und als Ziel hat,
die verschiedenen Risikofaktoren der koronaren Herzkrankheiten (KHK) zu emmitteln
(Kannel et al., 1976). Es konnen modifizierbare und nicht modifizierbare Risikofaktoren

unterschieden werden. In der Gruppe der nicht-modifizierbare Risikofaktoren spielen das



Lebensalter und genetische Pridispositionen eine groBe Rolle (Choudhury et al., 201 5).
Durch den medizinischen Fortschritt steigt die Lebenserwartung sukzessive an und
Patienten kommen in ein Alter, in dem eine Stenose hiimodynamisch relevant wird
(Felder, 2006).

Beiden Gruppen zuzuordnen ist die Hyperlipoproteindmie. Diese kann angeboren sein
oder sekundir durch ungesunden Lifestyle verursacht werden. Der modeme Mensch fiihrt
immer mehr sitzende Titigkeiten aus und emihrt sich aufgrund des Uberangebots
tendenziell unbewusst (Katzmann et al., 2019). Besonders zu nennen ist hier die negative
Auswirkung von gesittigten Fettsiuren auf die Entwicklung koronarer Herzerkrankungen
(Zong et al., 2016). Diese verminderte Fettverbrennung mit vermehrter Fettaufnahme hat
eine negative Auswirkung auf die Entwicklung der Atherosklerose. Die beiden
Lipoproteine Low density lipoprotein (LDL) und High density lipoprotein (HDL) spielen
hierbei die wichtigste Rolle (Castelli ef al., 1992; Hao und Friedman, 2014). LDL wird
in der Leber gebildet und transportiert Cholesterin iiber die Blutbahn in die Peripherie zu
den Organen. Die Aufgabe von HDL ist der Transport von Cholesterin zuriick zur Leber,
wo es z.B. in Form von Galle ausgeschieden werden kann. Bei einem Missverhiltnis von
LDL und HDL zugunsten von LDL, verbleibt viel mehr cholesterinbeladenes LDL in der
Peripherie. LDL oxidiert und wird von Makrophagen iiber Scavenger-Rezeptoren
aufgenommen, worauthin sich Schaumzellen bilden Durch diese Lipidablagerung
schreitet die Atherogenese weiter voran (Heinrich ef al., 2014; Herold, 2021; Moore et
al., 2013).

Ein weiterer modifizierbarer Risikofaktor ist die arterielle Hypertonie (Stokes et al.,
1989). Durch den erhdhten Blutdruck unterliegen die Gefille einer starken
hiimodynamischen Belastung, die zu Verinderungen des Gefillendothels fiithrt. Durch
Mikrotraumen bilden sich vermehrt Plaques, die zusitzlich einem erhfhtem Risiko
unterliegen, zu reilflen (Amett et al., 2019; Poznyak et al., 2022). Zudem fordert ein
erhohter Blutdruck durch Angiotensin 2, ein wichtiger Mediator des Renin-Angiotensin-
Aldosteron-Systems, vermittelte Oxidationsprozesse durch eine Erhdhung der reaktive
Sauerstoffspezies. Folge ist die steigende Oxidation von LDL mit anschlieBender
Akkumulation (Cheng et al., 2005).

Ein wichtiger vermeidbarer Risikofaktor ist der Nikotinkonsum (Freund et al., 1993).
Nikotin fordert oxidativen Stress und damit eine Entziindungsreaktion (Ambrose und

Barua, 2004). Zudem konnte beobachtet werden, dass Patienten mit Nikotinkonsum



Verinderungen im Lipidstoffwechsel aufzeigen mit einem erhohten Anteil von
schidigenden oxidierten LDL-Partikel (Campbell et al., 2008).

Bei einem an Diabetes mellitus erkrankten Patienten fiihrt eine {iberwiegend
hyperglykimische Stoffwechsellage zu imreversiblen Zellschiden. Die Zellschiden
entstehen durch die nicht-enzymatische Reaktion zwischen Glucose und Proteinen. In
arteriellen Gefillen ist es vor allem die Bindung von Glucose an Lipoproteine, die als
oxidierte Lipoproteine in die Intima gelangen und dort oxidativen Stress verursachen
(Arnett et al., 2019; Heinrich et al., 2014; Kannel und McGee, 1979; Kennedy und
Baynes, 1984: Lyons, 1993).

1.1.5 Pravention und Therapie

Die Atherosklerose und ihre Folgeerkrankungen entwickeln sich langsam und graduell,
weswegen priventive Mallnahmen und eine frilhzeitige Reduktion der Risikofaktoren
eine entscheidende Rolle spielen. Zu diesen Mabnahmen zdhlt die Verinderung des
Lebensstils wie Nikotinkarenz, kirperliche Aktivitit und Einhaltung einer mediterranen
Diiat (Dalen und Devries, 2014; Van Trier et al., 2022). Blutdruck und die
Blutzuckerwerte bei Patienten mit Diabetes mellitus sollten streng eingestellt werden
(Mach et al., 2020).

Eine weitere wichtige Sidule der priventiven Malinahme ist die Sekundimprivention
mittels medikamentdser Therapie bei bereits erhthten Lipidwerten. Nach Leitlinie
werden den Patienten fiir die Lipidsenkung in den meisten Fillen Statine verabreicht
(Mach et al., 2020). Bei Statinen handelt es sich um 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-
Coenzym-A  (HMG-CoA)-Reduktasehemmer. Sie hemmen die koirpereigene
Cholesterinsynthese. Durch  den  verminderten  Cholesterinspiegel  steigen
kompensatorisch die Zahl der LDL-Rezeptoren. Diese nehmen vermehrt LDL in die
Zellen auf und der LDL-Spiegel sinkt (Istvan und Deisenhofer, 2001; Yu et al., 2017).
Statine verfligen zusiitzlich iiber pleiotrope Effekte. Das bedeutet, dass sie neben der
Hauptwirkung der Cholesterinsenkung weitere pharmakologische Eigenschafien
vorweisen. Zu diesen Effekten zihlt die gesteigerte Bildung des Transmitters
Stickstoffmonoxid (NO), die reduzierte LDL-Oxidation und die Abnahme
inflammatorischer sowie thrombogener Geschehnisse (Alfon et al., 1999; Aviram et al.,

1992: Laufs et al., 1998; Ridker et al., 1999).



Zu den weiteren lipidsenkenden Medikamenten zihlen die Fibrate, Ezetimib,
Gallensidurebinder und Proproteinkonvertase Subtilisin Kexin Typ 9 (PCSK9)-Hemmer
(Mach et al., 2020).

1.1.6 Atherosklerose im Mausmodell

Atherosklerose ist ein langsam fortschreitender Prozess mit Plaqueablagerungen in den
Gefillwianden (Libby, 2002). Fiir Forschungszwecke ist es von grofier Bedeutung, dass
die Progression in Versuchstieren schneller und gezielter voranschreitet. Im Jahre 1992
wurde das erste Mausmodell entwickelt, in dem Miuse durch das Ausschalten des Gens
fiir Apolipoprotein E (ApoE) atherosklerotische Lisionen entwickeln (Plump et al.,
1992). ApoE ist ein Glykoprotein und wird im physiologischen Zustand in der Leber
synthetisiert und in die Peripherie abgegeben (Mahley und Rall, 2000). Es sorgt fiir die
Entfernung von Lipoproteinen aus dem Blutplasma, sodass ein knockout in einem
Uberschuss von Lipoproteinen resultiert (Plump et al., 1992). Die Inaktivierung des Apoe
Gens erfolgt in embryonalen Stammzellen der Maus durch homologe Rekombination
(Jawied ef al., 2004; Plump et al., 1992). Bevor das Apoe knockowt Modell entwickelt
wurde, konnte man atherosklerotische Lisionen durch fettreiche Difiten induzieren
(Breslow, 1996; Paigen et al, 1987). Fettreiche Diidten sind jedoch weiterhin eine
relevante Methode in der aktuellen Forschung und werden auch mit Apoe knockout
Miusen kombiniert (Getz und Reardon, 2006; Liu et al., 2022). Aulierdem wurde auch
mit Verletzungsmodellen gearbeitet (Schwartz et al., 1995).

Eine Altemative zum Apoe knockout Modell ist heute z.B. unter anderem das LDL-
Rezeptor knockout Modell, bei dem das LDL-Rezeptor Gen ausgeschaltet wird (Ishibashi
et al, 1993). Der LDL-Rezeptor spielt eine groBe Rolle bei der Aufnahme von
Cholesterin in die Leber, in der es weiter verwertet wird (Istvan und Deisenhofer, 2001:
Yuet al., 2017). Bei Fehlen des LDL Rezeptors verbleibt vermehrt Cholesterin im Blut,
wo es durch Ablagerung atherosklerotischen Schaden anrichten kann (Sanan et al., 1998).
Vergleicht man jedoch, das Apoe knockowt Modell mit dem LDL-Rezeptor knockout
Modell, so entwickeln Apoe knockout Miuse eine schwerere und schnellere
Atherosklerose (Nakashima et al., 1994; Zadelaar et al, 2007). Zudem zeigt das Apoe
knockout Modell eine grilBiere physiologische Bedeutung, denn im Lipidstoffwechsel ist
die Funktion von dem LDL-Rezeptor dem ApoE untergeordnet (Getz und Reardon, 2016;
Lo Sasso et al., 2016).



1.2 Chronisch entzindliche Darmerkrankungen

Morbus Crohn und Colitis ulcerosa zdhlen zu den chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen (CED). Dabei handelt es sich um Erkrankungen, die mit
intermittierenden oder permanenten Entziindungen des Gastrointestinaltrakts

einhergehen (Herold, 2021 ; Podolsky, 2002).

1.2.1 Histologie des Verdauungssystems

Zu den Funktionen des Darms gehdren die Resorption von Nihrstoffen, die
Riickresorption von Wasser und die Ausscheidung von Resten. Grundsitzlich zeigt der
gesamte Gastrointestinaltrakt histologisch denselben Grundaufbau mit spezifischen,
lokalen Unterschieden, je nach spezifischer Funktion des jeweiligen Abschnitts. Von
innen nach aullen lisst sich die Darmwand in die Tunica mucosa, die Tela submucosa,
die Tunica muscularis und die Tunica serosa bzw. Tunica adventitia untergliedem. Die
Tunica mucosa ist die Schleimhaut und besteht aus der Lamina epithelialis, der Lamina
propria mucosae und der Lamina muscularis mucosae. Die Tela submucosa beinhaltet
den Plexus submucosus sowie Blut- und Lymphgetilie. Die Tunica muscularis kann man
in ein Stratum circulare und ein Stratum longitudinale unterteilen mit dem
dazwischenliegenden Plexus myentericus. In Abhdngigkeit der Lage der Organe zum
Peritoneum spricht man von intraperitoneal gelegenen Organen, die von einer Tunica
serosa umgeben werden und von extraperitoneal gelegenen Organen, die von einer
Tunica adventitia ummantelt sind (Ulfig, 2019; Welsch et al., 2018). Das Kolon besitzt
in der Epithelschicht zusitzlich Becherzellen zur Schleimproduktion. Typisch sind auch
die fehlenden Zotten und vermehrten Krypten sowie die hohe Anzahl an Lymphfollikeln
(Ulfig, 2019; Welsch et al., 2018).

1.2.2 Epidemiologie

Wihrend im 20. Jahrhundert die chronisch entziindliche Darmerkrankung eher in den
westlichen Industriestaaten dominierte, ist sie heute im 2 1. Jahrhundert eine weltweite
Erkrankung geworden. Die neuen industriellen Staaten prisentieren immer hohere
Fallzahlen. Dem konnte das westlich gepriigte Essen zu Grunde liegen, welches immer

mehr in anderen Teilen der Welt konsumiert wird (Barreiro-de Acosta et al., 2011; Kaplan
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und Ng, 2017; Molodecky et al., 2012; Ng et al., 2013). Verglichen zu 2010 soll sich die
Priivalenz im Jahr 2030 schitzungsweise verdoppeln (Kaplan und Windsor, 2021). Von
1990 bis 2016 lag die Privalenz von Morbus Crohn in Deutschland bei 322 auf 100.000
und von Colitis ulcerosa bei 412 auf 100.000 (Ng et al., 2017). Durch die immer weiter
steigenden Zahlen riicken chronisch entziindliche Erkrankungen immer mehr in den

Fokus.

1.2.3 Pathogenese

Eine konkrete Pathogenese chronisch entziindlicher Darmerkrankungen konnte bisher
nicht vollstindig geklint werden, da komplexe Interaktionen zur Krankheitsentstehung
beitragen. Eine Dysregulation des Immunsystems, die zu einer Schidigung des
Darmepithels fithrt, welche mit einer verinderten Schleimschicht der Darmwand und
einer gesteigerten Durchlissigkeit des Darmepithels einhergeht, scheint von Wichtigkeit
zu sein (Klag ef al., 2013; Podolsky, 2002; Strober et al., 2007). Der Einfluss der oben
genannten Risikofaktoren fiihrt nimlich zu einer Immunantwort im Darm mit Steigerung
der cluster of differentation 4 (CD4)" -Lymphozyten.

Es kinnen drei hypothetische Phasen unterschieden werden. In der ersten Phase kommt
es zu einer Storung der Barriere, die so eine Eintrittspforte fiir Bakterien darstellt. Die
zweite Phase ist von einer pathologischen Abwehrreaktion gekennzeichnet. In der dritten
Phase entstehen als Reaktion auf die ersten beiden Phasen Gewebsschidigungen mit

Erosionen und Nekrosen (Herold, 2021).

1.2.4 Klinik und Risikofaktoren

Patienten mit einer chronisch entziindlichen Darmerkrankung prisentieren sich mit
chronisch-rezidivierenden Abdominalschmerzen und Durchfillen (Herold, 2021). Eine
fettreiche Eméhrung und ein stressdominierender Lebensstil sind mogliche Faktoren, die
zur Pathogenese beitragen (Ananthakrishnan, 2015; Vanuytsel et al., 2014). Zu den
weiteren Risikofaktoren zdhlen Nikotinabusus, eine genetische Pridisposition sowie ein
verandertes Mikrobiom. (De Bie et al., 2015; Shaw et al., 2011; Sheehan er al., 2015).
Ursachen fiir ein veriindertes Mikrobiom konnen die erwihnten Risikofaktoren wie
fettreiche Erndhrung und Nikotinabusus sein. Weiterhin auch verarbeitete Lebensmittel,

Antibiotika und Adipositas (Sheehan et al., 2015).
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In der Klinik miissen die Erkrankungen Morbus Crohn und Colitis ulcerosa differenziert
betrachtet werden, da beide Erkrankungen wesentliche Unterschiede aufweisen. Wihrend
Morbus Crohn den gesamten Gastrointestinaltrakt segmental und transmural befillt, ist
die Colitis ulcerosa durch eine kontinuierliche Ausbreitung im Darm gekennzeichnet, die
sich allerdings auf Mukosa und Submukosa beschrinkt (Podolsky, 2002). Morbus Crohn
manifestiert sich vor allem im terminalen Ileum und im proximalen Kolon. Bei der Colitis
ulcerosa hingegen beginnt der Befall im Rektum und breitet sich dann nach proximal
weiter aus (Herold, 2021). Diese verschiedenen Hauptlokalisationen bedingen
dementsprechend verschiedene Symptome. Beim Morbus Crohn wird durch die
Entziindung vermehrt Wasser in das Darmlumen sezerniert, was eher wissrige Durchfille
zur Folge hat. Bei der Colitis ulcerosa leiden Patienten an blutigen Durchfillen (Herold,
2021).

Beide Erkrankungen verursachen weitere Komplikationen. Beim Morbus Crohn
iberwiegen eher Stenosen, Abszesse und Fisteln. Die Patienten mit Colitis ulcerosa haben
hingegen ein 2 4fach erhdhtes Risiko ein kolorektales Karzinom zu entwickeln (Herold,
2021).

Mehr als die Hilfie der Patienten stellen sich auflerdem mit extraintestinalen Symptomen
vor (DoBlow und Arnim, 2019). Beide Erkrankungen haben Auswirkungen auf Haut,
Augen, Gelenke und Leber (Herold, 2021).

1.2.5 Chronisch entzundliche Darmerkrankungen im

Mausmodell

In experimentellen Studien wird eine Kolitis iiber das Verabreichen wvon
Dextrannatriumsulfat (DSS) iiber das Trinkwasser induziert. DSS ist ein sulfatiertes
Polysaccharid und verursacht in den Versuchstieren eine Entziindung des Darms
(Chassaing et al, 2014). Zu moglichen Alternativen zdhlen =z.B. das
Trinitrobenzolsulfonsiure (TNBS)-Modell und ein Modell mit Interleukin-10 (IL-10)-
defizienten Mausen (Antoniou et al., 2016; Jofra et al., 2019). Die einfache Anwendung
und die Steuerbarkeit des Schweregrades machen das DSS Modell zu einer beliebten
Methode (Chassaing et al., 2014). Je nach Versuchsaufbau mit unterschiedlicher Dauer
und variierenden Zyklen der DSS Gabe kann eine akute oder eine chronische Kolitis
induziert werden. Fiir die Induktion einer akuten Kolitis wird DSS iiber einen bestimmten

Zeitraum hinweg verabreicht mit einer anschlieBenden Regenerationsphase. Fiir die
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chronische Kolitis werden die Ablidufe DSS Gabe und Regeneration iiber mehrere Zyklen
wiederholt (Wirtz ef al., 2007). Die Dauer und die Konzentration sind dabei abhingig
von dem Tiermodell, von der Fragestellung sowie auch von der Erfahrung. Meistens liegt
die Konzentration von DSS zwischen | und 5% (Chassaing et al., 2014; Melgar et al.,
2005). Eine zu hohe Konzentration kann toxisch sein und iiber das Mal} hinausgehende
Schidigung der Darmwand herbeifiihren. Regelmiliige Kontrollen der Miuse mit
Bestimmung des Zustands und des Gewichtsverhaltens sind wihrend des Versuchs

wichtig (Melgar et al., 2005).

1.3 Verbindung zwischen Atherosklerose und chronisch

entzundlichen Darmerkrankungen

Es ist bereits bekannt, dass entziindliche Erkrankungen wie die rheumatoide Arthritis und
Lupus erythematodes mit der Progression einer KHK in Verbindung stehen (Salmon und
Roman, 2008). Eine Studie von Bernstein et al. konnte zeigen, dass auch chronisch
entziindliche Darmerkrankungen einen Effekt auf die Entstehung der KHK haben
konnten. Es wurde gezeigt, dass Patienten mit CED ein 26% hoheres Risiko zeigten einen
ischimischen Herzinfarkt zu erleiden (1,26 IRR; 95% KI, 1,11-1,44) (Bemstein et al.,
2008; Wu et al., 2017).

Weitere Studien konnten diesen Zusammenhang bestitigten. In einer retrospektiven Fall-
Kontroll Studie von Yarur et al. wurden 356 CED Patienten mit 712 Kontrollen iiber 50
Monate verglichen. Dabei wurde in der CED Gruppe ein erhdhtes Risiko eine KHK zu
entwickeln als in der Kontrollgruppe nachgewiesen (2,85 HR; 95% KI, 1,84-4.46) (Yarur
etal.,2011).

In einem Beobachtungszeitraum von 13 Jahren wurden in Danemark 28,833 Patienten
mit CED mit iiber 4,5 Millionen Menschen ohne CED verglichen. Das Ergebnis zeigte
eine 59% (1,59 IRR; 95% KI, 1,50-1,69) hohere Inzidenz von KHK in der CED Gruppe
(Rungoe et al., 2013; Wu et al., 2017).

Eine weitere interessante Tatsache ist, dass diese Patienten diese Korrelation zeigten,
obwohl sie nicht die fiir KHK typischen Risikofaktoren aufwiesen. Diese Patienten litten
echer weniger an Bluthochdruck, Fettstoffwechselstorungen, Diabetes und zeigten
deutlich niedrigere Body-Mass-Index (BMI)-Werte (Yarur ef al., 2011).

Eine dénische Studie konnte zudem den Unterschied zwischen den Aktivitiitsphasen von

CED darlegen. In einer Kohortenstudie wurden 20795 Patienten mit CED und 199978
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Patienten ohne CED verglichen. Wihrend der aktiven und persistierenden Phase zeigten
Patienten ein héheres Risiko einen ischimischen Myokardinfarkt oder Schlaganfall zu
erleiden. In der Remissionsphase wurde kein Unterschied zwischen den beiden Gruppen
ausgemacht (Kristensen et al., 2013). Die Abhingigkeit des KHK-Risikos von der
Aktivititsphase der CED wurde auch in weiteren Studien beobachtet (Aniwan et al.,
2018; Tsai et al., 2014; Zoller et al., 2012). Zur Differenzierung der Phasen verwenden
die meisten Studien Marker wie Steroidgebrauch oder Therapieeskalation und
Krankenhauseinweisung (Weissman ef al., 2020).

Eine franzosische Studie von Kirchgesner ef al. konnte herausfinden, dass Frauen eher
einem erhohten Risiko, eine KHK zu entwickeln, ausgesetzt sind. Auch das Alter scheint
dabei eine Rolle zu spielen. Das hichste Risiko konnte im Alter zwischen 35 und 54
Jahren festgehalten werden (Kirchgesner et al., 201 8).

Im Jahr 2019 wurde eine weitere Studie von Panhwar et al publiziert, die eine
Metaanalyse aus einer Datenbank der Vereinigten Staaten darstellt. Sie konnten ebenso
ein geschlechter- und alterspezifisches Risiko ausmachen (Panhwar et al., 2019).

Noch existiert keine umfassende Erklirung wie eine CED die Entstehung wvon
Atherosklerose fordert. Es wurden aber bereits verschiedene Erklirungsansitze
prisentiert. Zum einen sind bei Patienten mit CED das C-reaktive Protein (CRP) und
proinflammatorische Zytokine wie TNFa und Interleukin 6 (IL6) systemisch erhoht
(Hatoum und Binion, 2005; Schicho et al., 2015; Schinzari et al., 2008). Diese
systemische Inflammation trigt zur Entstehung der KHK bei (Hansson, 2005; Harbord
et al., 2016; Ridker et al., 2008b). Hohe Spiegel der Marker CRP, TNFu und IL6 bei
Patienten mit CED deuten auf eine beschleunigte Atherogenese hin (Bunu et al., 2019).
Durch die systemische Inflammation wird die Antwort des Immunsystems ausgelost und
dieses konnte zur endothelialen Dysfunktion beitragen (Principi et al., 2013).

Zum anderen haben Patienten mit CED eine gestdrte Darmbarriere. Dadurch bietet die
Darmwand eine Eintrittspforte fiir Bakterien und weiterer Produkte aus der Darmflora.
Zu diesen Produkten gehdren Lipopolysaccharide (LPS). LPS ist ein Endotoxin und l6st
durch Bindung an entsprechende Rezeptoren wie z.B. Toll-like Rezeptoren 4 (TLR4) eine
proinflammatorische Reaktion aus (Dunne und O’Neill, 2003; Wiesner et al., 2010).
Diese proinflammatorische Reaktion begiinstigt eine weitere Schidigung des
Gefillendothels durch eine vermehrte Oxidation von LDL und Aktivierung von

Makrophagen (Schicho et al., 2015).
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Eine weitere Schnittstelle zwischen chronisch entziindlichen Darmerkrankungen und der
Atherosklerose bildet die Aminosidure Homocystein. Oussalah e al. zeigten, dass
Patienten mit CED ein héheres Level an Homocystein als die Kontrollgruppe aufwiesen
(Oussalah et al., 2011). Homocystein steht im Verdacht oxidativen Stress sowie eine

endotheliale Dysfunktion zu fordem (Wu et al., 2017).

1.4 Phanotyp-Switch

Die gesamte Erbinformation eines Organismus oder einer Zelle wird durch den Genotyp
beschrieben. Somit macht der Genotyp eine Aussage iiber die urspriingliche Art einer
Zelle. Hingegen beschreibt der Phiinotyp dulierliche Merkmale wie z.B. die Funktion oder
das Ausschen einer Zelle (Churchill, 1974). Dabei definiert ein Genotyp nicht nur einen
Phinotypen. Aus einem Genotypen konnen sich je nach dulierer Einwirkung verschiedene
Phinotypen entwickeln. Die Zellen kdnnen sogar einen bereits ausgeprigten Phinotypen
indern. Diese Fihigkeit wird als phiinotypische Plastizitit bzw. als Phinotyp-Switch
bezeichnet (Fusco und Minelli, 2010; Garland und Kelly, 2008). Diesen Phinotyp-Switch
konnte man bereits in verschieden Zellen beobachten, wie z.B. in Krebszellen oder in
glatten Muskelzellen eines Gefilies (Gomez und Owens, 2012; Hoek und Goding, 2010).
In einem atherosklerotischen Plaque sind mehrere verschiedene Zellarten enthalten. Zu
diesen Zellen gehoren beispielsweise SMC und Makrophagen. Reife SMC weisen
weiterhin eine sehr hohe Plastizitiit auf (Alexander und Owens, 2012). Zu den Aufgaben
der SMC gehort die GefiBentwicklung mit hohen Proliferations-, Migrations- und
Produktionsraten von Extrazellularmatrix (EZM) sowie die Kontraktion zur Regulation
von Gefilidurchmesser, Blutdruck und zur Verteilung des Blutflusses. Weiterhin sind sie
auch fiir die GefiBreparatur bei Verletzungen zustindig (Owens et al., 2004).

Innerhalb der Atherogenese und -progression besitzen sie neben der Proliferation und
Migration auch die Fihigkeit, ihren Phanotyp zu dndern (Owens et al., 2004). Dieses
spezielle Phinomen wird, wie oben bereits erwiihnt auch bei anderen Zellarten beobachtet
und wird als Phinotyp-Switch bezeichnet (Gomez und Owens, 2012; Hoek und Goding,
2010).

Dabei konnen glatte Muskelzellen verschiedene Phinotypen einnehmen.
Literaturbekannt ist bereits die Differenzierung zu Osteoblasten-dhnlichen Zellen,
mesenchymalen Stammzell-dhnlichen Zellen und zu Makrophagen-dhnlichen Zellen

(Badi et al., 2018; Pan et al., 2020; Rong et al., 2003; Zhang et al., 2022). Insbesondere
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auf den Phinotyp-Switch zu Makrophagen-dhnlichen Zellen wurde in dieser Arbeit ein
besonderes Augenmerk gelegt.

SMC kénnen anhand von Markem wie myosin heavy chain 1 | (MYHL 1), actin alpha 2
(ACTA2), smooth muscle (SM)-22a und SM-myosin  heavy chain  (MHC)
immunhistologisch identifiziert werden (Bennett ef al., 2016). Nach dem Phénotyp-
Switch werden diese Marker nicht nur in der Expression unterdriickt. Es werden
zusitzlich auch andere Marker exprimiert, die klassischerweise zur Identifizierung von
Entziindungszellen wie Makrophagen dienen, z.B. Marker vom Typ Galectin 3 (Mac2),
kodiert vom Gen lectin galactoside-binding soluble 3 (LGALS3) (Gomez und Owens,
2012) (Abbildung 2).
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Abbildung 2 Phiinotyp-Switch im atherosklerotischen Plaque

Im unteren Bereich der Abbildung sind die in der Media liegenden differenzierten SMC zu sehen.
Bei Bedarf, wie z.B. bei der Formierung einer fibrésen Kappe, werden diese moduliert und
wandern in die Intima. Ein Teil der differenzierten SMC vediert seine herkdmmlichen SMC-
spezifischen Marker wie ACTA2. Stattdessen werden Makrophagen-Marker exprimiert wie
LGALS3. Dieser Prozess wird auch bei anderen Zellarten beobachtet und wird als Phanotyp-
Switch bezeichnetund ist hier mit einem roten Kasten versehen. Die entstandenen Makrophagen-
ahnlichen Zellen sind durch die zusatzliche Expression entsprechender Marker nicht zu
unterscheiden. Die Entstehung SMC-ahnlicher Zellen konnte ebenso beobachtet werden, soll in
der vorliegenden Arbeit jedoch nicht weiter thematisiert werden. Abbildung modifiziert nach
Gomez und Owens (Gomez und Owens, 2012).

Andreeva, ef al. konnten bereits 1997 das Koexistieren eines Makrophagen Markers und
eines Markers fiir glatte Muskelzellen nachweisen (Andreeva et al., 1997). Weiter wurden
auch Zellen mit alleiniger Expression eines Makrophagenmarkers und Fehlen eines
Markers fiir glatte Muskelzellen entdeckt, die dennoch keinen himatopoetischen
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Ursprung aufweisen (Bentzon ef al, 2014). Als Folge einer Kultivierung von glatten
Muskelzellen mit Beladung von Cholesterol kam es zu einer Verschiebung in Richtung
einer vermehrten Expression von Makrophagenmarkem und gleichzeitiger Reduktion der
Marker fiir glatte Muskelzellen (Rong et al, 2003) Das Charakteristikum fiir
Makrophagen-ihnliche Zellen ohne hidmatopoetischen Hintergrund ist somit die
Herabregulierung wvon Markem fiir SMC und Heraufregulieung von
Makrophagenmarkem (Feil et al, 2014). Dadurch konnen die Zellen eines
atherosklerotischen Plaques ihrem Genotypen nicht mehr eindeutig zugeordnet werden.
(Gomezund Owens, 2012). Shankman et al. weisen daraufhin, dass =80% der SMC nicht
detektiert werden konnen, da sie ihre klassischen Marker herunterregulieren (Shankman
etal.,2015). 2020 wurde diese Tatsache von Alencar et al. bestitigt (Alencar ef al., 2020).
Dariiber hinaus konnten Shankman et al nachweisen. dass etwa 30% aller Zellen im
Plaque einen Phinotyp-Switch durchlaufen (Shankman et al., 201 5).

Die Ursachen fiir diesen Phanotyp-Switch sind nicht génzlich geklirt. Die Exposition
gegeniiber Einfliissen aus den atherosklerotischen Lisionen scheinen dabei eine grofie
Rolle zu spielen. Zu diesen Einfliissen gehoren die Cholesterinbeladung, Platelet derived
growth factor-BB (PDGF-BB) und IL-1§ (Dandré und Owens, 2004; Gomez et al., 2018;
Rong et al., 2003). Hervorzuheben ist aullerdem, dass eine vermehrte Expression von
Makrophagenmarkem in Makrophagen-dhnlichen Zellen keine Makrophagen-ihnliche
Funktion nach sich zieht. In einem Experiment von Vengrenyuk et al. wurde die
Phagozytoseaktivitit dieser Zellen mit der Phagozytoseaktivitit echter, urspriinglich von
Myolidzellen stammender Makrophagen in Miusen verglichen. Die Ergebnisse belegten
eine signifikant verringerte Aktivitit in Makrophagen-ihnlichen Zellen (Vengrenyuk et
al., 2015).

Dariiber hinaus sind in der Literatur sowohl positive als auch negative Auswirkungen des
Phinotyp-Switches auf atherosklerotische Lisionen beschrieben (Alencar et al., 2020).
Shankman et al. analysierten in Miusen den Effekt eines knockouts fiir Kriippel-like
Sfactor 4 (KLF4). In der Folge konnte beobachtet werden, dass Makrophagen mit SMC
Hintergrund, also Zellen mit Phinotyp-Switch, in ihrer Zahl reduziert waren. Gleichzeitig
wurden die Abnahme der Lisionsgrolie sowie eine Zunahme der Plaquestabilitit durch
Ausbildung einer massiveren fibrisen Kappe festgestellt (Shankman et al., 2015). Gemil
dieser Arbeit hat der Phinotyp-Switch negative Auswirkungen auf atherosklerotische
Lisionen. Negative Auswirkungen wurden auch in der Arbeit von Rong et al. beobachtet.

Die Arbeitsgruppe belud aortale glatte Muskelzellen von Mausen fiir 72 Stunden mit
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Cholesterol. So konnte sowohl der Einfluss einer Cholesterinbeladung auf den Phénotyp-
Switch als auch eine Akzeleration der Atherosklerose in diesem Zusammenhang
nachgewiesen werden (Rong et al., 2003). Dem gegeniiberzustellen ist z.B. der knockout
des octamer-binding transcriptional factor 4 (OCT4) in Miusen. Eine vermehrte
Expression von OCT4 ist mit einem Phinotyp-Switch vergesellschaftet. Ein knockout
hingegen fiihrt zu einer vergriberten Lisionsfliche mit verringerter Plaquestabilitit
(Cherepanova et al., 2016). Wirka et al. konnten aulerdem nachweisen, dass die
Expression des transcription factor 21 (TCF21) Gens sowohl mit steigendem Phénotyp-
Switch als auch mit abfallenden Ereignissen von koronaren Herzkrankheiten korreliert.
Diesen Ergebnissen zur Folge konnte dem TCF21 Gen und somit dem Phénotyp-Switch
eine eher atheroprotektive Rolle zugesprochen werden (Wirka et al., 2019).

Das Wissen liber den Phinotyp-Switch ist von grolier Relevanz, da es zum einen bedeutet,
dass durch den fehlenden Nachweis potentieller SMC Zellen vergangene Experimente im
Hinblick auf die Ergebnisse kritisch hinterfragt werden miissen, zum anderen kinnte es

neue Moglichkeiten der Therapie der Atherosklerose bieten (Bennett et al., 2016).

1.5 Ziel der Arbeit

In Vorarbeiten konnte in Apoe-defizienten (Apoe”) Miusen der atherogene Einfluss einer
chemisch induzierten Kolitis nachgewiesen werden. Es wurde nicht nur eine grofiere
Plaquebelastung in Tieren mit einer chemisch induzierten Kolitis beobachtet, sondem
auch eine unterschiedliche Plaque-Zusammensetzung. Im Rahmen der Dissertation
beschiftige sich Dr. rer. nat. Yanina Ostendorf am Institut fiir Pharmakologie und
Klinische Pharmakologie unter anderem mit der Entwicklung der Plaguebelastung in der
Aorta und des Plaquevolumens in der Arteria (A.) brachiocephalica (BCA) von Miusen,
die vorher mit DSS behandelt wurden im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die Ergebnisse
zeigen eine signifikante Erhohung der Plaquebelastung mit einer verinderten
Plagquekomposition in der mit DSS behandelten Gruppe. Dr. med Helena Schiffer konnte
in ihrer Dissertation zudem Verdnderungen in der extrazelluliren Matrix und in der

Lipidretention nachweisen (Ostendorf, 2019; Schiiffer, 2022).

Ziel dieser Arbeit war es die Plaquekomposition im kombinierten Atherosklerose-Kolitis
Modell im Hinblick auf den Phinotyp-Switch weiter zu untersuchen, wobei zunichst das
Modell in der SMC-spezifischen Yellow fluorescent protein (YFP)-Lineage tracing Maus

etabliert werden musste.
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Um in dem Modell der kombinierten Atherosklerose und DSS induzierten chronischen
Kolitis die Plaqueentwicklung als auch den Phinotyp-Switch verfolgen zu kdnnen und
um einzelne Komponenten der Plaques priizise identifizieren zu konnen, soll das bereits
bestehende DSS-Mausmodell auf Lineage tracing Miuse mit Apoe-Defizienz libertragen
werden. Lineage tracing ist eine Methode, die es ermdglicht sich die Entwicklung oder
Differenzierung von Zellen anzusehen. Dafiir werden die zu untersuchenden Organismen
gentechnisch so verindert, dass sie ein fluoreszierendes Protein exprimieren. In der
Forschung erméglicht diese Methode bestimmte Krankheitsentwicklung zu verstehen,
indem Kenntnisse iiber zellulire Mechanismen gewonnen werden (Kretzschmar und
Watt, 2012). Die Apoe-Defizienz sorgt hier fiir die Entwicklung von Lisionen und

Plaques in den Gefillen (Nakashima et al., 1994; Plump et al., 1992).



2 Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Gerate
Tabelle 1 Gerate
Bezeichnung Modell Firma
Brutofen Heraeus Typ B 5050 Heraeus Holding
GmbH, Hanau, DE
cDNA Cycler Eppendorf Master Cycler Eppendorf AG,
gradient Hamburg, DE
Digitalkamera Canon Power Shot G10  Canon, Tokio, JPN
Dissoziator genteMACS™ Miltenyi Biotec,
Dissociator Bergisch Gladbach,
DE
Gewebeentwasserungs- Tissue-Tek VIP Sakura Finetek
automat GmbH, Alphen aan
den Rijn, NLD
Kuhlplatte Leica EG 1150c Leica, Wetzlar, DE
Mikroskop Axio Imager.M2 Carl Zeiss AG,
Oberkochen, DE
Mikroskop Axio Observer.Z1/7 Carl Zeiss AG,
Oberkochen, DE
Paraffinstreckbad Medax 25900 MEDAX,
Neumdunster, DE
Pipetten Einkanalpipetten, Eppendorf AG,
Mikroliterpipetten: 0,5- Hamburg, DE

10ul, 10-100pl, 20-
200pl, 100-1000yl

Realtime-PCR System

StepOnePlus™

Life Technologies,
Eugene, OR, USA

RENA-Spektrometer

Manodrop-1000

Peglab, Erlangen, DE




Rotationsmikrotom RM2255 Leica , Wetzlar, DE
Stereomikroskop mit Stemi 2000-C Carl Zeiss AG,
Kaltlichtquelle KL 1500 LCD Oberkochen, DE
Zentrifuge Centrifuge 5810 R Eppendorf AG,
Hamburg, DE
Zentrifuge Centrifuge 5481 R Eppendorf AG,
Hamburg, DE

2.1.2 VVerbrauchsmaterial

Tabelle 2 Verbrauchsmaterial
Verbrauchs materialien
Deckglaschen 24x60mm

Hersteller, Ort
Engelbrecht, Medizin- und
Labortechnik GmbH, Ederminde, DE

Einbettkassetten

Leica, Wetzlar, DE

Einmal-Injektions-Kanule, Grofte 17

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
DE

Eppendorf-Cups: 0,5ml, 1,5ml, 2ml

Eppendorf AG, Hamburg, DE

Falcons 50ml

Coming Science Mexico, MEX

gentleMACS™ M Réhrchen

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
DE

Objekttragerkasten

CEESEM, Marburg, DE

Objekttrager weilt mit Mattrand,
SuperFrost Plus®

25mm x 75mm

R. Langenbrinck Labor- und

Medizintechnik, Emmendingen, DE

Pipettenspitzen mit Filter: 10pl, 100ul,
200 pl, 1000ul

Starlab GmbH, Hamburg, DE

Spritzen: 1ml

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
DE

Stripetten: 5ml, 10ml, 25mi

Coming Incorporated, New York,
USA

Tilcher

WEPA Profssional GmbH, Amsberg,
DE




12-Well-Platten

2.1.3 Chemikalien

Tabelle 3 Substanzen

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Substanz Katalognummer Hersteller, Ort

Antigen Unmasking H-3300-250 Vector Laboratories,

Solution (Auf Burlingame, CA, USA

Citratbasis)

Chloroform Y015.2 Carl Roth GmbH & Co KG,
Karlsruhe, DE

DAB-Substrate Kit DAB-530 Zytomed Systems, Berlin,

DAB + Chromogen DE

Ethanol absolut 85033.360 VWR Chemicals, Radnor,
USA

Fischhautgelatine G7765 Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA

Formaldehyd 4%, 3105.1 Carl Roth GmbH & Co KG,

phosphatgepuffert Karlsruhe, DE

Hoechst 33342 H1399 Invitrogen, CA, USA

Lithiumchlorid 105679 Merck KGaA, Darmstadt,
DE

Mayers 1092490500 Merck KGaA, Darmstadt,

Hamalaunlésung DE

Methanol 106012 Merck KGaA, Darmstadt,
DE

Natriumacetat 106281 Merck KGaA, Darmstadt,
DE

Natriumhydroxid 109137 Merck KGaA, Darmstadt,

(NaOH) DE

Ol-rot-0 00625 Sigma-Aldrich, St. Louis,

MO, USA




Pferdeserum H1270 Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA
Roticlear A538.5 Carl Roth GmbH & Co KG,
Karlsruhe, DE
Roti-Mount HP68.1 Carl Roth GmbH & Co KG,
(Eindeckmedium) Karlsruhe, DE
TRIzol™ Reagenz 15596018 Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts,
USA
Tween20 9127.1 Carl Roth GmbH & Co KG,
Karlsruhe, DE
2.1.4 Puffer und Losungen
Tabelle 4 Puffer und Losungen
Puffer / Lésung Zusammensetzung Hersteller, Ort

Blockierldsung

(Dreifachfarbung)

Pferdeserum wird 1:10 in

Gelatine-Mix eingesetzt

Blockierldsung (Mac2-

10 % 10xTBS, 10 %FCS,

Farbung) 1 % BSA ad destilliertes
Wasser

EDTA 100 mM EDTA Carl Roth GmbH &
0.9 % NaCl Co KG, Karlsruhe,
pH 7 DE

Eosin 1% 1g Eosin Y Dinatrium-Salz  Sigma-Aldrich, St.

in 100ml destilliertem
Wasser

0,05% Essigsaure

Louis, MO, USA

Ethanol 96% 159010 Otto Fischar GmbH &
Co. KG,
Saarbrucken, DE

Ethanol 70% 85825.360 VWR Chemicals,

Radnor, USA




Gelatine-Mix

3 g Fischhautgelatine in
500 ml 1xPBS

Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA

H202

3% Hz202 1:10 mit 1xPBS

Carl Roth GmbH &
Co KG, Karlsruhe,
DE

~Ol-rot-O-Farbelbsu ng

35 ml 0,5% Olrot-O (in
Methanol)
10 ml 1 M NaOH

Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA
Merck KGaA,
Darmstadt, DE

PBS-PFuffer

137 mM NaCl
2,7 mM KCI

1,5 mM KHzPO4
8,3 mM NaHzPO4
pH 7.4

Carl Roth GmbH &
Co KG, Karlsruhe,
DE

Salzsaure (HCI) 1%

1 % HCI in destillietem

Wasser

Carl Roth GmbH &
Co KG, Karlsruhe,
DE

1% BSA

1 g BSAin 100 ml 1xPBS

Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA

2.1.5 Arzneimittel und Substanzen fur die Behandlung der

Tiere

Tabelle 5 Arzneimittel und Substanzen fiir die Behandlung der Tiere

Arzneimittel/Substanzen Zusammensetzung

zur Behandlung
Dextrannatriumsulfat
(dextran sodium sulfate,
DSS) 36-50 kDa

1% DSS in

destillietem Wasser

Hersteller, Ort

MP Biomedicals
Germany GmbH,
Eschwege, DE

Tamoxifen

20 mg Tamoxifen in 2

ml Erdnussdl gelost

Sigma- Aldrich Chemie
GmbH, Taufkirchen, DE



2.1.6 Kits

Tabelle 6 Kits
Autofluorescence-Quenching- SP-8400-15 Vector Laboratories,
Kit TrueVIEW® Burlingame, CA, USA
Platinum™ SYBR™ Green 11733046 Invitrogen, CA, USA
gPCR SuperMix-UDG Kit
QuantiTect Reverse 205313 Qiagen, Hilden, DE
Transcription Kit
RNA Clean & Concentrator- R1018 Zymo Research, Irvine,
25 Kit CA, USA

2.1.7 Erstantikorper

Tabelle 7 Erstantikbrper

Monoklonaler Anti-Aktin, Sigma- C6198 1:400
a-Glattmuskel-Cy3™ Aldrich, St.
Maus-Antikérper Louis, MO,
USA
Ratte-Anti-Mac2 Cedarlane, CL8942AP 1:1000
(Mac2-Farbung) Burlington, (Mac2-Farbung)
CAN 1:100
(Dreifachfarbung)
Ziege-Anti-GFP Abcam, AbB673 1:50
Cambridge,
UK
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2.1.8 Zweitantikorper

Tabelle 8 Zweitantikorper
Zweitantikorper Hersteller, Ort Katalognummer Verdiinnung

Esel-Anti-Ziege- Invitrogen, CA, A32814 1:200
lgG-Alexa Fluor®  USA

488

Ziege-Anti-Ratte- Invitrogen, CA, A-21247 1:200
Alexa Fluor® 647  USA

Ziege-Anti-Ratte Novus Biologicals, NB7126 1:1500
lgG2a HRP Wiesbaden, DE

2.2 Versuchstiere

Verwendet wurden minnliche SMC YFP**Apoe’- (Myhii-CreER™ ROSA26 floxed
STOP eYFP** Apoe”™) Miuse im Alter von 6 Wochen, die auf Grund der Apoe-Defizienz

spontan atherosklerotische Lisionen ausbilden.

Durch Kreuzung einer Myh11-CreER™ ROSA floxed STOP e YFP**-Maus und einer
Apoe’-Maus wurden in dieser Mauslinie zwei Modelle, die Apoe-Defizienz und das
Lineage tracing System, vereint. Durch die Apoe-Defizienz wird das Ausbilden von
Lisionen inden Gefilien sichergestellt (Plump et al., 1992). Indieser Arbeit exprimierten
die Miuse kein ApoE-Protein, welches unter normalen Umstinden Cholesterin aufnimmt
und zur Leber transportiert. Die Miuse sind somit nicht mehr in der Lage Cholesterin
abzubauen und es reichert sich in den Gefillen weiter an. Durch Akkumulation entstehen
ohne zusitzliche fettreiche Didten atherosklerotische Plaques (Kennedy et al., 2010;
Plump et al., 1992). Das Lineage tracing System dient hier der Verfolgung der SMC.
Die Miuse wurden aus dem Owens Labor der Universitit von Virginia in Charlottesville,
USA bezogen und in der Zentralen Einrichtung fiir Tierforschung und wissenschaftliche
Tierschutzaufgaben (ZETT) der Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf unter
Standardbedingungen geziichtet und gehalten. Den Tieren standen Futter und pathogen-
freies Trinkwasser ad libitum zur Verfligung. Alle geplanten Versuche wurden nach den
gesetzlichen Vorgaben nach § 8 des Deutschen Tierschutzgesetzes durchgefiihrt und
wurden vom Landesamt fiir Natur, Umwelt und Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen

(LANUV) gepriift und genehmigt. Das Aktenzeichen lautet: Az 84-02.04.2015.A364.



Alle in vive Behandlungen inklusive der Totung und der Organentnahme wurden
freundlicherweise von Dr. rer. nat. Yanina Ostendorf durchgefiihrt. Es wurde jedoch bei
der Organentnahme unterstiitzt. Die der Priparatgewinnung folgende Paraffineinbettung
wurde ebenso von Dr. rer. nat. Yanina Ostendorf iibemommen. Alle weiteren ex vivo
Gewebepriparationsschritte wie das Anfertigen von Paraffinschnitten, das Durchfiihren
der Firbungen mit H&E, Ol-rot-0, Mac2 und einer Dreifachfirbung fiir YFP, Mac2 und
ACTA2 wurden von der Verfasserin unternommen. Die Schritte der Bestimmung der
mRNA-Expression bis auf die quantitative polymerase chain reaction (QPCR), welche
von der technischen Assistentin, Peggy Marra-Mann durchgefiihit wurden, wurden
ebenfalls von der Verfasserin erledigt sowie die nachfolgende Auswertung der

Ergebnisse.

2.3 Das Lineage tracing Modell zum Nachweis des

Phanotyp-Switches

Das Lineage tracing Modell beruht auf dem Prinzip der Expression eines
fluoreszierenden Gens und gibt somit die Mdoglichkeit die Zelle zu einem spiteren
Zeitpunkt mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops zu identifizieren. Dadurch kann der
Genotyp auch bei Anderung des Phinotyps weiterhin ausfindig gemacht werden. In der
Abbildung 3 ist das fluoreszierende Gen, das YFP-Gen, welches im Nukleus der
Kontrolle des Promoters Reverse oriented splice acceptor 26 (ROSA26) und einer
gefloxten STOP-Sequenz unterliegt, dargestellt. Fiir die Aktivierung des YFP-Gens ist
die Behandlung mit Tamoxifen entscheidend. Da die cvelization recombinase (CRE-
Rekombinase) unter Kontrolle eines SMC spezifischen MYH11 Promoters steht, wird
sichergestellt, dass nur SMC detektiert werden (Miano et al., 1994). Wichtig fiir das
Verstindnis ist also, dass nur SMC die CRE-Rekombinase herstellen. Damit die CRE-
Rekombinase nicht durchgehend aktiviert ist, wurde die CRE-Rekombinase mit dem
liganden-abhiingigen Ostrogenrezeptor Typ 2(ER(T2)) fusioniert, der durch Zugabe von
Tamoxifen aktiviert wird (Chakraborty et al., 2019; Feil et al., 1996). Die sich im
Cytoplasma befindliche CRE-Rekombinase gelangt als Komplex mit dem ER(T2) und
mit Tamoxifen in den Zellkern (Herring et al., 2014). Im Zellkern befindet sich das YFP
Gen, welches am Promoter ROSA26 sowie an einer STOP-Sequenz sitzt, die wiederum
die Expression von YFP verhindert. Der Komplex aus CRE-Rekombinase, ER(T2) und

Tamoxifen induziert eine Rekombination mit Schleifenbildung der gefloxten Stellen und
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nachfolgender Abspaltung der STOP-Sequenz (Chakraborty et al., 2019). Nach
Abspaltung liegt das YFP-Gen frei und kann fiir die Transkription abgelesen werden. Die

SMC kénnen anschlieBend mit dem Mikroskop detektiert werden.

Zytoplasma d

Praenator Myh11

Mukleus Keine Transkription l—. Transkripticn

Abbildung 3 Aktivierung der YFP Expression

Die Abbildung zeigt das Zytoplasma oben und den Nukleus unten. Nach Andocken von
Tamoxifen an den ER(T2)}-Rezeptor, ist der Komplex aus Cre-Rekombinase, ER(T2) und
Tamoxifen in der Lage, in den Nukleus zu gelangen und dort durch Entfernen der STOP-Sequenz
die Transkription des YFP-Gens zu aktivieren. Die Abbildung wurde in Anlehnung an die
Beschreibungen des Systems von Chakraborty ef al. und Herring et al. hergestellt. Abkirzungen:
Cre, cyclization recombinase; ER, Ostrogenrezeptor; flox, flanked by loxP, Myh11, myasin heavy
chain 11; ROSA 26; reverse oriented splice acceplor clone 26, T, Tamoxifen.

2.4 Studiendesign

Die oben beschriebenen Versuchstiere wurden in zwei Gruppen aufgeteilt. Die
Interventionsgruppe bekam Trinkwasser mit DSS und die Kontrollgruppe nur Wasser.
Um die YFP-Expression zu aktivieren, wurde den Tieren zunichst ab der 6. Woche fiir
zwei Wochen 100 pl Tamoxifen intraperitoneal injiziert (Abbildung 4 A). Zuvor wurden
20 mg Tamoxifen in 2 ml Erdnussél auf einem 55 °C warmen Heizblock geldst. Die
anschlieBende Aufbewahrung erfolgte lichtgeschiitzt bei 4 °C. Die Tamoxifen-Injektion
wurde an 5 aufeinanderfolgenden Tagen durchgefiihrt mit anschlieBender 2-tigigen
Pause. Nach insgesamt 2-wichiger Behandlung mit Tamoxifen folgte eine 4-wichige

Auswaschphase bevor mit der DSS-Applikation begonnen wurde. Die Induktion der
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chronischen Kolitis erfolgte in der Interventionsgruppe durch die Gabe von 1%igem DSS
(36-50 kDa grofies DSS-Salz) iiber das Trinkwasser. Um eine chronische Kolitis zu
erreichen, wurde das DSS ab der achten Lebenswoche in 5 Zyklen verabreicht. Dabei
bestand jeder Zyklus aus einer 6-tigigen DSS-Applikation und einer 14-tigigen
Erholungsphase mit Trinkwasser (Abbildung 4 B). Die Kontrollgruppe erhielt ebenso

Trinkwasser.
A
Tamoxifen-
gabe
DSS vs. Wasser
Wochen 6 8 12 25 27
Organentnahme
B
ol 6 Tage D55 | —= [ 14 Tege Wasser |
[ Zyklus 1 if'ﬂ _ -
£ 6 Tage Wasser | —= [ 14Tage Wasser |
| 6 Tage D55 | 14 Tage Wasser
[ Zykdus 2 ] < = [ ]
Uil | 6 Tage Wasser | —=[ 14 Tage Wasser |
| & Tage D55 | —| 14 Tage Wasser ] 11 Intervantionsgruppe
[ Zyklus 3 ] =
N [ 6 Tage Wasser ] %[ 14Tage Wasser |  K:Kontrollgruppe
=g 3 D55 | —[ 14 Wasser |
[ ks a '] N Tage Tage
| 6 Tage Wasser | —= [ 14Tage Wasser |
W | & | ——»| 14 Tage Wasser |
[ Fyklus 5 J < -
Ll | & Tage Wasser | —* [ 14Tage Wasser |

Abbildung 4 Studiendesign

(A) Dargestellt ist der zeitliche Verdauf des Studiendesigns. In den Wochen sechs bis acht wurden
den Tieren beider Gruppen Tamoxifen injiziert. Ab Woche zwdlf wurde der Interventionsgruppe
DSS verabreicht und der Kontrollgruppe Trinkwasser. Mach der 27. Woche wurden die Tiere fiir
die Organentnahme getdtet. (B) Zu sehen ist der Plan fiir die Induktion der chronischen Kolitis,
bestehend aus 5 Zyklen. Die Interventionsgruppe wird hier mit einem roten | und die

Kontrollgruppe mit einem schwarzen K bezeichnet.
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2.5 Gewebepraparation und Vorbereitung der Praparate

Fiir die Untersuchung der Kolitis, der Plaqueentwicklung und des Phinotyp-Switches
wurden immunhistologische Bilder vorbereitet, anhand derer die Auswertung der Plaques
hinsichtlich der Plaqueprogression und des Phidnotyp-Switches vorgenommen werden
konnte sowie die Beurteilung des Schweregrades der Kolitis an Darmpriparaten. In der
Abbildung 5 ist die Aorta mit thren GefiBlabgingen dargestellt. Die fiir die Auswertung

der Plagues zu untersuchenden Strukturen sind markiert.
Arteria brachiocephalica A

Aortaler Ursprung —
mit
der Aortenklappe

~ Aorta

Abbildung 5 Die Aorta

Dargestellt ist die Aorta mit ihren Abgangen. Fiir diese Arbeit wurde die gesamte Aorta im
Langsschnitt untersucht. Zusatzlich wurden Praparate von der Arteria brachiocephalica und der
Aortenklappe des aortalen Ursprungs im Querschnitt erstellt. Die gekennzeichneten Strukturen
wurden in dieser Arbeit ndher untersucht

2.5.1 Praparatgewinnung

Die Tiere wurden in einem Lebensalter von 27 Wochen durch Kohlendioxid (CO2)
tierschutzgerecht euthanasiert. Zuniichst wurde Blut aus dem rechten Ventrikel des
Herzens entnommen, mit Ethylendiamintetraessigsiure (EDTA) antikoaguliert und nach
abgeschlossener Priparatgewinnung zur Plasmagewinnung fiir weitere Auswertungen
aulierhalb dieser Dissertation aufgearbeitet. Bevor die Organe fiir die Weiterverarbeitung
herausgenommen wurden, wurde das GefilBisystem mit phosphate buffered saline (PBS)
gesplilt, um ein moglichst blutfreies Arbeiten zu gewihrleisten. Der Darm wurde
zwischen Rektum und Appendix entfemt und lings in zwei Teile geteilt, wobei ein Teil

fiir die Histologie schneckenformig aufgerollt wurde, sodass das aborale Ende in der
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Mitte zu liegen kommt und das orale Ende aullen (Abbildung 6). Der zweite Teil wurde
fiir die Ribonukleinsiure (RNA)-Extraktion in 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefilien in
StickstofT tiefgefroren.

aboral

oral

Abbildung 6 Schematische Darstellung des schneckenformigen Aufrollens des
Darmpriparates

Nachdem das entnommene Darmstiick zwischen Rektum und Appendix langs geteilt wurde, wird
es fiir die Paraffineinbettung schneckenférmig aufgerollt, sodass der aborale Teil zentral zu liegen
kommt und sich der orale Teil aulten befindet.

Die Arteria (A.) brachiocephalica (BCA) wurde an ihrem Abgang aus der Aorta sowie
an der Bifurkation zu der rechten A. subclavia und der rechten A. carotis communis
getrennt. Zudem wurde die Aorta mit dem Herzen entnommen und anschlieBend kurz
tiber dem Ursprung vom Herzen abgetrennt. Der Darm, die BCA, die Aorta und das Herz
wurden in 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefilien mit 4% Formaldehyd fiir die weitere
Aufarbeitung gelagert. Nach 24-stiindiger Fixation wurden die Gewebeteile bei 4 °C in
IxPBS bis zur weiteren Verarbeitung aufbewahrt. Die Aorta wurde unter einem
Stereomikroskop von umliegendem Gewebe vorsichtig freipripariert und Gefillabginge
wurden entfemnt.

Folgend wurden auch Leber, Milz und epifasziales Fettgewebe fiir andere Versuche oder
fiir zusdtzliche aufkommende Fragestellungen aufierhalb dieser Dissertation in 2 ml
Eppendorf-Reaktionsgefilien tiefgefroren. Alle in Stickstoff eingefrorenen Organe
wurden anschliefiend bei -80 °C bis zur weiteren Verarbeitung autbewahrt.

2.5.2 Histologische Aufarbeitung des Gewebes

Die Gewebeteile Herz, Darm und BCA wurden, nach der Lagerung in 1xPBS, entwiissert
und von Dr. rer. nat. Yanina Ostendorf in Paraffin eingebettet. Dafiir wurde das Herz in
der Mitte geteilt, da der untere Teil mit der Herzspitze in dieser Dissertation nicht von

Interesse ist und wurde anschliefiend in die Einbettkassetten aufgestellt. Die BCA wurden
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ebenso aufgestellt und die zuvor schneckenformig eingerollten Darmabschnitte wurden
in die Einbettkassetten gelegt.

Zum Herstellen von Schnitten vom eingebetteten Gewebe wurde ein Rotationsmikrotom
verwendet. Die Paraffinblocke wurden dabei priizise in Scheiben gleicher Dicke
geschnitten, welche anschlieBend im Wasserbad gestreckt wurden, um sie dann auf
beschichtete Objekttriiger aufzuziehen. Bei ca. 62 °C wurden diese fiir eine Stunde
hitzefixiert und bis zum weiteren Vorgehen in Objekttrigerkisten bei Raumtemperatur

(RT) gelagert.

2.5.3 Anfertigung von Paraffinschnitten

Im gesamten Gefillsystem herrschen  verschiedene  Strimungsverhiltnisse.
Atherosklerotische Plaques bilden sich dabei bevorzugt an Verzweigungen da hier ein
turbulenter Blutfluss herrscht (Conway und Schwartz, 2013; Prado et al., 2008). Aus
diesem Grund wurden in dieser Arbeit verschiedene Abschnitte analysiert.

Die Aortenklappe bildet den zuvor erwihnten Ursprung der Aorta und trennt somit den
linksventrikuldren  Ausflusstrakt vom  Aortenbulbus. Sie ist aufgrund der
hiimodynamischen Verhiltnisse pridisponiert fiir Plaques. Die Schnittrichtung erfolgte
von der Herzmitte in Richtung Herzbasis. Die Aortenklappe setzt sich aus drei Taschen
zusammen und wird deshalb auch als Taschenklappe bezeichnet. Sobald eine der drei
Taschen zu sehen war wurde jeder Schnitt mit einer Dicke von 5 pm aufgenommen. Im
Verlauf musste der Block mit dem Priparat fallweise nachjustiert werden, bis eine
Ansicht erreicht werden konnte, die der Abbildung 7 glich. Dabei ordnete man jeweils
zwei Schnitte auf einen Objekttriger und schnitt konsekutiv weiter bis die Aortenklappe
bzw. der Ursprung nicht mehr zu sehen war. Fiir jede Maus wurde anschlieBend ein

Schnitt mit allen drei Taschen ausgewihlt und mit Mac2 gefirbt.

Abbildung 7 Die Aortenklappe des aortalen Ursprungs im Querschnitt

Dargestellt ist die Aortenklappe des aortalen Ursprungs im Querschnitt mit den drei Taschen.
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Die BCA wurde so in Paraffin eingebettet, dass sich beim Schneiden eine
Schneiderichtung von dem Aortenabgang in Richtung Aufzweigung in die rechte
A.subelavia und die rechte A carotis communis ergab und sich somit Querschnitte des
Gefilles prisentierten. Sobald eine runde geschlossene Struktur zu erkennen war und der
Querschnitt somit eingestellt war, wurden die Schnitte der BCA auf Objekttriger
transferiert. Fiir jeden Schnitt wurde an dieser Stelle eine Dicke von 10 um gewihlt, da
diese Dicke fiir die anschlieBende Dreifachfirbung fiir YFP, Mac2 und ACTA2 bendtigt
wurde. Es wurden konsekutiv drei Schnitte auf einen Objekttriger aufgezogen und erst
bei der Aufteilung der Arterie in die rechte 4. subclavia und die rechte A. carotis communis
wurde das Schneiden beendet. Da auch innerhalb eines GefiBles die
Atheroskleroseprogression variiert, wurden anschlieBend drei Ebenen im Abstand von
300 um zueinander betrachtet. Die Bereiche in 180 um, 480 pm und 780 pm Entfernung
zur Aorta wurden mit H&E (Kapitel 2.6.1) gefirbt und die Bereiche in 210 pm, 510 pm
und 810 pm Entfernung zur Aorta wurden einer Dreifachfirbung fiir YFP, Mac2 und

ACTAZ2 (Kapitel 2.6.4) unterzogen.

1 1 1
—_——
Schneiderichtung

[ looo| [ looo] [ jooo]

Abbildung 8 Eine Illlustration der BCA im Langs- und Querschnitt

Dargestellt ist auf der linken Seite die BCA im Langsschnitt. Die Schneiderichtung erfolgte von
dem Aortenabgang in Richtung Aufeweigung in die rechte A.subclavia und die rechte A.carotis
communis. Die Plaques konnen sich im Gefaltverlauf an verschiedenen Stellen in unterschiedlich
starker Auspragung entwickeln. So wurden definiete Bereiche gewahlt und fiir jeden Bereich
ergab sich ein Objekttrager mit drei konsekutiv aufgenommenen Schnitten. Auf der rechten Seite

ist ein Gefalt mit einem Plague im Querschnitt zu erkennen.

Die Schnittebene fiir den zuvor in schneckenform eingerollten Darm so ausgewihlt, dass
die meisten Krypten parallel ausgerichtet waren. Fiir die Auswertung wurde anschlielend

ein 5 um Schnitt verwendet und mit H&E gefirbt.
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2.6 Farbungen
2.6.1 H&E-Farbung

Die Himatoxylin-Eosin (HE)-Firbung ist eine Standardfirbung, die der morphologischen
Untersuchung einen Uberblick von verschiedenen Gewebearten erméglicht und somit
Hinweise auf pathologisch verinderte Strukturen gibt. Dafiir wurden zwei verschiedene
Farbstoffe verwendet: Himalaun firbt basophile Strukturen, wie z.B. DNA und ist somit
zur Kernfirbung geeignet. Eosin wird als Gegenfirbung genutzt und fiirbt eosinophile
Strukturen, wie z.B. Komponenten des Zytoplasmas, Zellproteine und Kollagen. Vor der
Firbung erfolgte fiir dreimal 15 Minuten die Entparaffinierung der Paraffinschnitte mit
Roticlear sowie eine Rehydrierung in einer in der Konzentration absteigenden
Alkoholreihe mit Ethanol absolut, 96% und 70 % fiir je zwei Minuten. Anschlieffend
wurden die Schnitte zweimal fiir 5 Minuten in 1xPBS und fiir eine Minute in destilliertem
Wasser gewaschen, bevor sie fir eine Minute in Himalaun {iiberfilhrt wurden.
Hiamatoxylin ist ein natiirliches Farbemittel, welches als basischer Farbstoff saure
Komponenten blau anfirbt. Damit Himatoxylin die Firbeeigenschaft erhilt, wird es
zuniichst zu Hamalaun oxidiert. Im sauren Bereich geht es mit basophilen Strukturen eine
Bindung ein und erscheint zunichst rot. Im Folgenden wurden die Schnitte kurz in
Leitungswasser und in 1% Salzséure (HCl) getaucht. Erst mit dem Anheben des potentia
hvdrogeni (pH)-Wertes erreicht man den Farbumschlag in die blau/violette Farbe. Dieser
Prozess wird als Blduen bezeichnet. Dafiir wurden die Schnitte fiir 10 Minuten in
flieBendes Leitungswasser gehalten. Dafiir wurde die Kiivette so unter den Wasserstrahl
platziert, dass in der gesamten Kiivette ein gerichteter Fluss herrscht, ohne dabei direkt
mit Druck auf die Objekttriger zu fliefien.

Eosin wurde anschlieBend fiir die Gegenfiirbung genutzt. Im Gegenzug zu Himalaun ist
Eosin ein synthetischer Farbstoff, welcher negativ geladen ist und eosinophile Strukturen
rot anfiirbt. Fiir ein intensiveres Farbergebnis wurden 10 pl Eisessig zu 150 ml Eosin
hinzugefiigt und fiir eine Minute zu den Schnitten gegeben. Nach der Farbung wurden die
Schnitte wiederrum fiir je 2 Minuten in eine aufsteigende Alkoholreihe mit Ethanol 70%,
96% und absolut gebracht, 5 Minuten mit Roticlear geklirt und dann mit Roti-Mount
eingedeckt, was dem gefirbten Gewebe zum einen Schutz vor Staub oder Schidigungen
bietet, sodass damit auch das Lagern der Schnitte ermdglicht wird. Zum anderen

verbessert es die Qualitit der Schnitte fiir die mikroskopische Betrachtung.
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2.6.2 Ol-rot-O-Farbung

Ol-rot-0 (ORO) ist ein synthetischer Farbstoff der Gruppe der Azofarbstoffe. Die Farbe
kommt durch die Stickstoff-Doppelbindung zustande, durch die auch energiearmes und
langwelliges Licht absorbiert und sichtbar gemacht werden kann. Der rote fettlosliche
Azofarbstoff wird fiir die quantitative Analyse der atherosklerotischen Plaques
verwendet, indem Triglyzeride und proteingebundene Lipide angefirbt werden.

Fiir die Waschschritte wurde 78%iges Methanol bendtigt. Zur Herstellung der ORO-
Firbelosung wurde ORO in einer Konzentration von 0,5% in Methanol geldst und
anschliebend mit Natriumhydroxid (NaOH) vermischt (Tabelle 4). Diese Firbelosung
wurde anschliebend durch ein Filterpapier filtriert, um grobe Farbriickstinde zu
entfernen. Fir die Fiarbung wurde wie in der Abbildung 9A dargestellt eine
Mikrotiterplatte benutzt, wobei die erste sowie die dritte Reihe fiir das Waschen mit
78%igem Methanol vorgesehen waren und die zweite Reihe mit der Firbeldsung
aufgefiillt wurde. Nachdem die Aorten sorgfiltig von der Adventitia befreit wurden,
wurden sie zundchst fiir 5 Minuten in die erste Reihe mit Methanol gebracht, darauthin
fiir 90 Minuten in die Fiarbeldsung iiberfiihrit und abschlieBend nochmals 5 Minuten in
Methanol gewaschen. Im Anschluss wurden die Aorten der Linge nach aufgeschnitten

und aufgeklappt (Abbildung 9 B).
A B

5 Minurm :
Farbe- Firhe- Fiirbee- i
e Msung Wsung a0 Minuten

S

Abbildung 9 Ol-rot-O-Firbung
(A) Die Abbildung zeigt die schematische Abfolge der drei Schritte der Ol-rot-O-Farbung. Nach
5-minitigem Eintauchen der Schnitte in Methanol folgt eine 90-mindtige Inkubation in der
Farbeldsung und abschliefend ein emeutes Waschen in Methanol fir 5 Minuten. (B) Die Aorta
wurde entlang der gestrichelten Linie in Pfeilrichtung aufgeschnitten und aufgeklappt.
Abkiirzungen: Methanol, MeOH.
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2.6.3 Mac2-Farbung
Fiir die Identifizierung von Makrophagen wurde der spezifische Marker Mac2, welcher

von dem LGALS3 Gen kodiert wird. verwendet. Die immunhistochemische Mac2-
Firbung wurde nach einem bereits etablierten Protokoll durchgefiihrt.

Zunichst erfolgte der Schritt der Entparaffinierung. Dafiir wurden die Schnitte dreimal
fiir 15 Minuten in Roticlear getaucht und anschlieBend fiir jeweils zwei Minuten in die
absteigende Alkoholreihe mit Ethanol absolut, 96% und 70% gebracht. Darauthin
erfolgte ein |5-miniitiger Waschschritt in 1xPBS. Sich diesem anschlieffend wurde ein
Blockierschritt mit einer Blockierldsung bestehend aus tris buffered saline (TBS), fetal
calf serum (FCS) und hovine serum albumin (BSA) fiir eine Stunde bei RT eingeleitet.
Der Blockierschritt ist wichtig, um die erforderliche chemische Basis zu schaffen und
unspezifische Signale durch Ldsen unspezifischer Proteinbindungen zu verhindem.
Folgend wurde der 1. Antikorper, Ratte-Anti-Mac2 in einer Verdiinnung von 1:1000 in
1%BSA/1xPBS auf einen Schnitt pro Objekttriiger pipettiert. Auf den zweiten Schnitt
wurde eine Negativkontrolle, bestehend aus 1% BSA/1xPBS ohne Antikdmper gegeben.
Die Schnitte wurden in eine feuchte Kammer gelegt und iiber Nacht bei 4 °C inkubiert.
Am nichsten Tag wurden die Schnitte zuniichst dreimal fiir 5 Minuten mit 1|xPBS
gewaschen. Im Anschluss daran erfolgte fiir 5 Minuten eine Blockierung mit 3%
Wasserstoffperoxid (H202) und dann ein erneuter Waschschritt in 1xPBS. Der 2.
Antikorper, anti-rat 1gG2a HRP wurde in einer Verdiinnung von 1:1500 in 1xPBS auf
alle Schnitte gegeben und fiir eine Stunde bei RT inkubiert. Nach der Inkubation wurden
die Schnitte emeut dreimal fiir 5 Minuten in 1xPBS gewaschen. Darauthin wurde der
Detektionsschritt eingeleitet. Dafiir wurden die Schnitte fiir 10 Minuten in tris buffer (TB)
gewaschen und anschlieBend mit Diaminobenzidin (DAB) inkubiert. Die Detektion
erfolgte unter stindiger Beobachtung und wurde nach 5 Minuten bei ausreichendem
Signal mit einer erneuten S-miniitigen Waschung in TB gestoppt. Die Schnitte wurden
dann zusitzlich fiir eine Minute in destilliertem Wasser gewaschen.

Fiir die Kemfirbung wurden die Schnitte fiir eine Minute in Himalaun getaucht.
AnschlieBend wurden sie kurz in Leitungswasser gegeben und dann in 1% HCI, bevor sie
fiir 10 Minuten unter flieBendem Leitungswasser gebliut wurden. Nach dem Bliuen
erfolgte ein letzter Waschschritt fiir eine Minute in destilliertem Wasser. Vor dem

Eindecken wurden die Schnitte in eine aufsteigende Alkoholreihe mit Ethanol 70%, 96%
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und Ethanol absolut iiberfithrt und fiir 5 Minuten in Roticlear getaucht. Abschliefend
wurden die Schnitte mit Ro#i Mount permanent eingedeckt.

2.6.4 Dreifachfarbung fur YFP, Mac2 und ACTAZ2

Die Dreifachfarbung fiir YFP, Mac2 und ACTA2 dient der Identifizierung der Zellen im
atherosklerotischen Plaque. Mit dem Antikérper green fluorescent protein (GFP) wird
YFP detektiert. Wihrend GFP direkt von der Qualle Aequorea Victoria stammt, ist YFP
eine genetische Mutante des GFP-Proteins (Daabrowski et al., 1999). Der GFP-
Antikorper ist in der Lage auch Varianten des GFP-Proteins wie YFP zu erkennen. Wie
bereits im Kapitel 1.5 erklirt, befindet sich YFP in Zellkermen von glatten Muskelzellen
und ermdglicht somit deren Identifizierung. Mac2 ist ein Marker fiir Makrophagen und
Cvanid 3 (Cy3) ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der an den Anti-ACTA2-Antikdrper
gebunden ist und so der Ermittlung von glatten Muskelzellen dient.

Die Fiarbung wurde an drei aufeinander folgenden Tagen durchgefiihrt. Dafiir wurden fiir
jedes Tier drei Schnitte der BCA mit einem Abstand von 300 pm ausgewihlt, um eine
reprisentative Aussage zu gewihrleisten. Zuniichst wurden die Schnitte fiir die
Entparaffinierung dreimal einer jeweils 10-miniitigen Roticlearreihe zugefithit und
anschliebend zum Rehydrieren dreimal einer jeweils 2-miniitigen absteigenden
Alkoholreihe mit Ethanol absolut, 96% und 70% (Abbildung 10A). Dann folgte fiir
zweimal fiinf Minuten ein Waschschritt in destilliertemm Wasser. In der Zeit wurde das
Antigen Retrieval vorbereitet, indem 750 pl Antigen Unmasking Solution in 80 ml
destilliertem Wasser verdiinnt wurde. Das Antigen Retrieval ist notwendig, um die
Antigene besser zuginglich zu machen. Durch die Fixierung der Gewebeproben verlieren
diese ihre iibliche Anordnung. Mit dem Antigen Retrieval wird die Sensitivitit wieder
hergestellt. Die Schnitte wurden zunéchst fiir 15 Minuten mit Dampf behandelt und dann
fiir 30 Minuten bei RT abgekiihlt. Es folgte ein 10-miniitiger Waschschritt in |xPBS. Als
niichstes wurde ein Gelatine-Mix fertiggestellt, der bei 4 °C gelagert wird und die
darauffolgenden Tage ebenso genutzt wurde. Fiir den Gelatine-Mix wurden 3 g Fisch-
Gelatine ad 500 ml 1xPBS verwendet. Fiir die Blockierschritte und fiir die Verdiinnung
der Antikdrper wurde eine Blockierlosung hergestellt, wobei ein Pferdeserum 1:10 im
Gelatine-Mix verdiinnt wurde. Zur Blockierung wurden auf jeden Gewebeschnitt 20 pl
Blockierlosung pipettiert und fiir eine Stunde bei RT inkubiert. Dann wurde der 1.
Antikorper, Ziege-Anti-GFP 1:50 in Blockierlésung verdiinnt und pro Objekttrdiger auf

38



zwel Schnitte gegeben. Auf den dritten wurde eine Negativkontrolle, nur aus
Blockierlsung bestehend, gegeben. Bis zum nichsten Tag wurden die Schnitte bei 4 °C
in einer feuchten Kammer inkubiert. Am zweiten Tag wurde zuerst der Waschpu fter fiir
den nichsten Waschschritt vorbereitet. Fiir die Herstellung des Waschpuffers wurde dem
Gelatine-Mix Tween20 in einer Konzentration von 0,1% (v/v) beigefiigt. Die Schnitte
wurden fiir 5 Minuten im Waschpuffer und 10 Minuten in 1xPBS gewaschen (Abbildung
10B). AnschlieBend wurde der 2. Antikirper, Esel-Anti-Ziege-lgG-Alexa Fluor 488
1:200 mit der Blockierlosung verdiinnt und auf alle Schnitte pipettiert. Die Schnitte
wurden fiir eine Stunde bei RT in einer feuchten und dunklen Kammer inkubiert. Fiir die
weitere Durchfithrung war das Arbeiten im Dunkeln von grofier Bedeutung, um das
Ausbleichen der Schnitte zu minimieren. Durch wiederholte Lichteinstrahlung kann sich
niimlich die Leuchtkraft verringern und die Qualitit kann damit beeintrichtigt werden.
Nach einem weiteren Waschschritt fiir 15 Minuten in 1xPBS wurde der |. Antikdrper,
Monoklonaler Anti-Aktin o -Glattmuskel Cy3 in einer Verdiinnung 1:400 mit der
Blockierlosung und der 1. Antikérper Ratte-Anti-Mac2 in einer Verdiinnung 1:100
fertiggestellt und auf die Positivkontrollen der Objekttriger gegeben. Als
Negativkontrolle wurde reine Blockierldsung verwendet. Die Objekttriger wurden zum
Inkubieren bei 4 °C iiber Nacht in einer Feuchtkammer gelassen (Abbildung 10B). Am
dritten Tag wurden die Schnitte zundchst fiir 5 Minuten im Waschpuffer sowie fiir 10
Minuten in IxPBS gewaschen (Abbildung 10C). Darauthin wurde der 2. Antikdrper
Ziege-Anti-Ratte-Alexa Fluor 647 in der Verdiinnung 1:200 mit Blockierlosung auf alle
Schnitte gegeben und fiir | Stunde bei RT in einer Feuchtkammer inkubiert. Als nichstes
wurden die Schnitte fiir 15 Minuten in IxPBS gewaschen. Dem schloss sich der
Quenching Step an, um die Autofluoreszenz auszultschen. Dafiir wurde nach
Herstellerangaben das Awtofluorescence-Quenching-Kit  TrueVIEW®  verwendet.
Darauthin wurden die Schnitte einem weiteren Waschschritt fiir 5 Minuten in 1xPBS
unterzogen. Fiir die anschlieBende Kernfarbung wurde Hoechst 33342 in der Verdiinnung
1:10.000 in 1xPBS verwendet. Bevor die Schnitte mit Vectashield Vibrance Antifade
Mounting Medium, das zum oben genannten Awlofluorescence-Quenching-Kit
TrueVIEW® dazugehdirt, eingedeckt wurden, wurden diese ein letztes Mal fiir 5 Minuten

im Waschpuffer und fiir 10 Minuten in 1xPBS gewaschen.
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Abbildung 10 Dreifachfarbung fiir YFP, Mac2 und ACTA2

(A) Am ersten Tag wurden die Schnitte zunichst entparaffiniert sowie mit Alkohol behandelt und
anschlielfend einem Antigen Retrieval unterzogen. Nach einem Waschschritt wurden die Schnitte
mit einer Blockierldsung blockiert und anschlieffend mit GFP gefarbt. (B) Der zweite Tag bestand
aus einem Waschschritt und der Zugabe des Erstantikérpers Affe-Anti-Ziege-Alexa Fluor 568.
Bevor die Schnitte mit den Erstantikdrpern Anti-ACTAZ2-AK und Mac2 gewaschen wurden,
erfolgte eine Waschung mit 1xPBS. (C) Am dritten Tag wurden die Schnitte erneut gewaschen
bevor der Zweitantikorper Ziege-Anti-Ratte 647 zugegeben wurde. Esfolgten der Quenching Step
und die Kernfarbung mit Hoechst 33342 mit dazwischen stattfindenden Waschschritten.
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2.7 Bestimmung der mRNA-EXxpression

2.7.1 RNA-Isolation

Das DSS., das den Miusen tiber das Trinkwasser zur Induktion der Kolitis verabreicht
wurde, hemmt die reverse Transkriptase und die TagPolvmerase und erschwert damit die
qPCR. Amplifikation. Um diese Hemmung zu umgehen ist der Waschschritt mit 8M
Lithiumchlorid (LiCl) von besonderer Wichtigkeit und gibt die Mdaglichkeit, die RNA
trotz DSS-Behandlung vollstindig zu reinigen (Viennois ef al., 2013).
Der erste Schritt beinhaltete die Gewebehomogenisierung. Dafiir wurden die zuvor bei
80 °C gefrorenen Darmproben mit 700 pl Trizolin gentleMACS ™M Réhrchen gebracht
und in einem mit thnen kompatiblem Dissoziator lysiert. Die Rohrchen wurden dann fiir
eine Minute bei 4 °C und bei einer Beschleunigungsgrobie von 3000 g zentrifugiert. Der
Inhalt wurde in 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefiie iiberfilhrt und mit jeweils 140 pl
Chloroform vermengt. Nach 15 Minuten Zentrifugation bei 4 °C und einer
Beschleunigungsgrifie von 14000 g entstanden drei Phasen, wobei sich die RNA in der
oberen fliissigen Phase befand (Abbildung 11A). Dieser fliissige Uberstand wurde im
Verhiltnis 1:1 mit Ethanol absolut in ein 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefill versetzt. In
den weiteren Schritten wurde das RNA Clean & Concentration Kit von Zymo Research
nach Herstellerangaben verwendet. Die Technik beruht auf einem einzigen Puffersystem
sowie auf einem Zymo Spin Siulenmechanismus. Die in den Sdulen integrierten Filter
enthalten positiv geladene Silica-Partikel, die in der Lage sind, die negativ geladene RN A
zu binden. Der Inhalt aus dem 1,5 ml Eppendorf -Reaktionsgefill wurde in die Sdule
tiberfiihrt und fiir 30 Sekunden bei 4 °C und einer Beschleunigungsgrifie von 14000 g
zentrifugiert. Die abzentrifugierte Fliissigkeit wurde verworfen und es wurden jeweils
400 ul RNA prep buffer pipettiert. Es erfolgte anschlieBend ein erneuter
Zentrifugationsschritt und die sich in der Siule befindliche Fliissigkeit wurde verworfen.
Als nichstes wurden 700 pl RNA wash buffer pipettiert und nachfolgend wieder der
Zentrifugationsschritt bei 14000 g durchgefiihrt. Die Fliissigkeit wurde ein weiteres Mal
verworfen und es wurden anschlieBend 400 pl RNA wash buffer hinzugegeben. Die
darauthin folgende Zentrifugation erfolgte 2 Minuten bei 4 °C und einer
Beschleunigungsgrofie von 14000 g. Der Filter wurde in ein 1,5 ml Eppendort-
Reaktionsgefili gesetzt und es wurden 50 pl RNase freies Wasser zugegeben, um die
aufgereinigte RNA zu eluieren. Abschlieffiend wurden die Proben bis zum nichsten
Schritt bei —80 °C eingefroren.
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Der niichste Schritt begann mit der Zugabe von 8M LiCl in das RNase freie Wasser mit
der aufgereinigten RNA in einem Verhiltnis von 1:10. Die Proben wurden fiir zwei
Stunden auf Eis inkubiert und anschlieBend fiir 30 Minuten bei 4 °C und einer
Beschleunigungszahl von 14000 g zentrifugiert, so dass sich ein Pellet am Boden mit der
darin enthaltenen RNA bildete (Abbildung 11B). Der Uberstand wurde abgesaugt und es
folgte ein emeuter Waschschritt mit 200 pl RNase freiem Wasser und zusitzlich 20 pl
LiCl. Nach 2 Stunden Inkubation und 30 Minuten Zentrifugation bei 14000 g wurde der
Uberstand abgesaugt und es folgte ein Waschschritt mit 200 ul RNase freiem Wasser, 20
ul Natriumacetat (NaAc) und 400 ul Ethanol 100%. Die Proben wurden wieder fiir zwei
Stunden auf Eis inkubiert, anschlieflend zentrifugiert und der Uberstand wurde erneut
abgesaugt. Es wurde dann 1 ml Ethanol 70% zugegeben und 30 Minuten zentrifugiert.
Der Uberstand wurde abgesaugt und die Proben wurden auf einer Wirmeplatte bei 60 °C
gewidrmt, bis keine Fliissigkeit mehr vorhanden war. Das verbliebene Pellet wurde mit 15

ul RNase freiem Wasser resuspendiert und es folgte die RNA-Quantifizierung.

A B

Flidssige Phase |
] Dwischenphase ||
\ :)E Organische Phase \ |
II II

\

I".J Dz."l

Abbildung 11 RNA-Isolation

(A) Die Abbildung zeigt die drei entstandenen Phasen, nachdem der Darm in Trizol lysiert und
mit Chloroform vermengt wurde. Dazwischengeschaltet waren mehrere Zentrifugationsschritte.
Die RMA befindet sich in der oberen flissigen Phase und wurde fiir die weiteren Schritte
verwendet. (B) Das fir die Induktion der Kolitis iber das Trinkwasser den Mausen verabreichte
DSS beeinflusst die reverse Transkrptase und die TagPolymerase und macht damit die gRT-
PCR Amplifikation unmdéglich, weswegen die RNA in mehreren Schritten mit Lithiumchlorid
gewaschen wurde. Dabei entstand nach jedem Wasch- und Zentrifugationsschritt ein Pellet, in
dem die RNA enthalten ist. Der fliissige Uberschuss wurde abgesaugt.

2.7.2 RNA-Quantifizierung

Die RNA Quantifizierung erfolgte mit dem RNA-Spektrometer Nanodrop-100{). Dabei

wurden die Konzentration und Probenreinheit photometrisch bestimmt.
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Zundchst musste ein Blindwert gemessen werden, indem RNase freies Wasser auf den
Messsockel gegeben wurde. Dann wurde | pl der in Wasser geldsten RNA gemessen.
Die Konzentration wurde vom Programm unter Verwendung des Lambert-beerschen
Gesetzes berechnet. Sie wurde bei einer Absorption bei 260 nm bestimmt und als ng/ul
angegeben. Die Probenreinheit errechnet sich aus dem Verhiltnis des
Absorptionsmaximums fiir die RNA bei 260 nm (A260) und des Absorptionsmaximums

fiir Proteine bei 280 nm (A280). Ein Wert von A260/A280 = 2 wird als rein angesehen.

2.7.3 cDNA-Synthese

Die Synthese der complementary deoxyribonucleic acid (cDNA) aus der mRNA als
Vorlage erfolgte mit dem QuantiTect Reverse Transcription Kit von Qiagen. Das Kit
besteht aus einem DNA Wipeout Buffer, aus der reversen Transkriptase (RTase), einem
RTase Bufferund einem RTase Primer Mix. Zuniichst musste die RNA so in 12 pl Wasser
verdiinnt werden, dass in der Probe eine RNA-Konzentration von | pug enthalten war. In
einem (.5 ml Eppendorf-Reaktionsgefill wurde zur RNA 2 ul Wipeout Buffer gegeben
und im Cyeler fiir 2 Minuten bei 42 °C inkubiert (Abbildung 12). In jedes Eppendorf Cup
wurden | pl Primer, | pl Enzym und 4 pl Puffer pipettiert. Fiir die reverse Transkription
wurde das Gemisch fiir 30 Minuten automatisch bei 42 °C erwiirmt und anschlieflend fiir
die Inaktivierung des Enzyms 3 Minuten auf 95 °C erhitzt (Abbildung 12). AbschlieBend
wurden 100 pl RNase freies Wasser hinzugegeben und bei 4 °C im Dunkeln gelagert.

N
Rfase” .~
RNA ,.f/ RTase Primer Mix_ -~
‘Wipeout Buffer RTase Buffer
I —

2 Minuten, 427C 30 Minuten, 82°C 3 Minuten, 95°C

Abbildung 12 cDNA-Synthese

Dargestellt sind die Schritte der cDNA-Synthese. Die RNA und ein Wipeout Buffer wurden
zusammen in ein Eppendorf-Reaktionsgefalt pipettiert. Nach einer Inkubation von 2 Minuten bei
42 °C im Cycler wurden RTase, RTase Buffer und Primer dazugegeben. Der Cycler erwarmte
das Gemisch zundchst 30 Minuten bei 42 "C und anschlieBend 3 Minuten bei 95 °C.
Abkiirzungen: reverse Transkrptase, RTase.
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2.7.4 Quantitative RealTime PCR

Die nachfolgend beschriebene quantitative RealTime (qRT) PCR  wurde
freundlicherweise von Peggy Marra-Mann durchgefiihrt. Fiir die PCR wurde die SYBR
Green Methode mit dem Platinum™ SYBR™ Green qPCR Super-Mix-UDG Kit
herangezogen. Nach Herstellerangaben wurde das Expressionslevel der Zielgene Tnfa
und //7h analysiert. Der Reaktionsmix bestand aus 5pul Platinum SuperMix-UDG mit dem
ROX-Referenzfarbstoff, 2,5ul ¢DNA (2,083 ng/ul) und der 2,5ul Primerlosung
(Endkonzentration 0,625uM). Zur endogenen Kontrolle wurde 18S verwendet. Die
verwendeten Primersequenzen sind in der Tabelle 9 gelistet. Zur Analyse diente das
StepOnePlus RealTime PCR System. Zur Ermittlung der Genexpression wurde die 2
AMCT_Methode herangezogen (Livak und Schmittgen, 2001).

Tabelle 9 gPCR-Primersequenzen

Gen Vorwarts-Primer (5°-3°) Riickwarts-Primer (5°-3°)
18S GCAATTATTCCCCATGAACG GGCCTCACTAAACCATCCAA
b GGATGAGGACATGAGCCCT CGTCACACACCAGCAGGTTA

Tnfa TCGAGTGACAAGCCTGTAGC AAGGTACAACCCATCGGCTG

2.8 Auswertung

2.8.1 Mikroskopie
Das Aufnehmen der mit H&E gefiirbten Schnitte erfolgte am Mikroskop Axio Imager.M2

von Zeiss mit dem Programm ZEN blue. Fiir die Durchlichtaufhahmen des Darms wurden
drei Objektive verwendet. Ein Objektiv mit 2.5-facher VergroBerung diente der
Ubersichtsaufnahme. Detailaufnahmen erfolgten mit einer 5-fachen und einer 10-fachen
VergroBerung. Fiir die BCA wurde das 1 0-fache Objektiv verwendet. Die Mac2 Fiarbung
wurde ebenfalls mittels Durchlicht mikroskopiert. Dafiir wurde das 5-fache Objektiv
benutzt.

Die Fluoreszenzaufnahmen der Dreifachfirbung erfolgten am Mikroskop Axio
Observer. Z1/7 mit Apotome. Bei dem hier verwendeten Objektiv handelte es sich um das
Plan-Apochromate 20x. Je nach charakteristischer Eigenschaft der einzelnen
Fluoreszenzfarbstoffe wurden die fiir sie passenden Filter am Mikroskop mit den
richtigen Emissionsmaxima ausgewihlt. Wichtig war hier die Erstellung von Z-Stapeln

und Mosaikaufnahmen, um ein prizises und qualitatives Bild von den Zellen in



unterschiedlichen Fokusebenen zu erreichen. Fiir jede Aufnahme wurden Z-Stapel,
orientierend am YFP-Signal mit einer Dicke von | pm erstellt. So konnte die Sichtbarkeit
auf alle Zellen aus den unterschiedlichen Fokusebenen eingestellt werden.

Die mit ORO gefirbten Aorten wurden unter Verwendung eines Stereomikroskops
untersucht. Die Aufnahme der Bilder erfolgte mit einer Digitalkamera, die an das

Okularstiick gehalten wurde.

2.8.2 Auswertung mit dem Programm ImageJ

Sowohl die Auswertung der ORO-Firbung der Aorta als auch die Auswertung der
immunhistochemischen Firbung mit Mac2 des aortalen Ursprungs wurde mittels ImageJ
durchgefiihrt.

Fiir die Auswertung der Aorta wurde das Bild in der Software gedffnet und die Fliche
der Aorta wurde mit dem Selection Brush Tool eingegrenzt. In diesen eingegrenzten
Bereich wurde eine region of interest (ROI) gesetzt, damit nur die zu untersuchende Aorta
beriicksichtigt wird. Der Hintergrund wurde mit der Einstellung Subtract background
reduziert und das Bild in 8-bit konvertiert. Anhand von drei Bildem wurde ein Threshold
ermittelt, welcher fiir alle Bilder einer Firbung beibehalten wurde, um durch diese
einheitliche Analyse eine Vergleichbarkeit der Bilder zu gewihrleisten. Die dann vom
Programm automatisch erfasste Plaquebelastung wurde auf die gesamte Fliche der Aorta
bezogen.

Wichtig fiir die Bestimmung des Makrophagenanteils im aortalen Ursprung war die
Funktion Color Deconvolution, die das Bild in drei verschiedene Farbkanile teilt. Der
griine und blave Kanal, welche die Kernfirbung und weitere unspezifische
Hintergrundfirbungen enthalten, wurden nicht untersucht. Im roten Farbkanal wurde mit
dem Selection Brush Tool die Fliche der Plaques in den drei Taschen zusammen bestimmt
und es wurde auch hier ein Threshold ausgewihlt, welcher fiir alle Bilder einer Farbung
galt. Mit dem ROl Manager wurden eine ROI in den zu untersuchenden Bereich gelegt.
Das Programm erkannte den gefirbten Makrophagenanteil und detektierte die
unterschiedliche Intensitit je nach Menge der Makrophagen im Plaque. Der
Makrophagenanteil wurde anschlieffend automatisch auf die gesamte Plaquefliche

bezogen.
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2.8.3 Auswertung mit dem Programm ZEN

Sowohl die Ermittlung der Plaquefliche in der BCA und im aortalen Urpsrung als auch
die Untersuchung des Phiinotyp-Switches nach der Dreifachfirbung fiir YFP, Mac2 und
ACTA2 wurden mit der Softiware ZEN blue durchgefiihrt.

Nach dem Offnen der Dateien mit den BCA in ZEN wurde der Plaque umrandet und
dessen Fliche bestimmt. Weiterhin wurden auch die Flichen der Lamina elastica interna
und der Lamina elastica externa bestimmt und miteinander verglichen. Fiir die
Bestimmung der PlagquegrdBe im aortalen Ursprung wurde die Fliche des kompletten
Ursprungs und die Plaquefliche der drei einzelnen Taschen herangezogen. Die drei
Plaqueflichen wurden addiert und auf die Fliche des gesamten Ursprungs bezogen.

Zur Untersuchung des Phinotyp-Switches wurden die BCA an drei verschiedenen
Lokalisationen in 300 pm Abstinden zueinander mit der Dreifachfirbung fiir YFP, Mac2
und ACTA2 behandelt. Glatte Muskelzellen tragen das YFP Gen und konnen auch mit
GFP sichtbar gemacht werden. Mac2 ist ein Makrophagenmarker. Der Anti-ACTA2-
Antikorper firbt Aktinfilamente der glatten Muskelzelle an. Fiir die genaue Betrachtung
der 10 pum dicken Schnitte wurden Z-Stapel erstellt. Zur Auswertung dieser Firbung
wurde das Programm Zen-blue 2.5 genutzt. Im ersten Schritt wurde der atherosklerotische
Plagque mit einer farblichen Umrandung eingegrenzt. Nur in diesem Bereich wurden
anschliebend die Zellkeme, die glatten Muskelzellen mit Makrophagencharakter, die
glatten Muskelzellen und die Makrophagen gezihlt. Die verschiedenen Symbole, die als
Markierung fiir die verschiedenen Zellen dienten, sind in der Tabelle 10 dargestellt. Beim
Durchgehen der einzelnen Fokusebenen in den Z-Stapeln wurden zunichst alle mit blau
gefirbten Zellkerne mit einem roten Kreuz versehen. Darauthin wurden die Zellen mit
einem YFP-Signal mit einem griinen Kreuz markiert. Den glatten Muskelzellen wurde
ein blaues Kreuz zugeordnet und den Makrophagen ein gelbes Kreuz. Zur Detektion der
glatten Muskelzellen mit Phinotyp-Switch wurden die Zellen mit einem gelben Quadrat
markiert, die positiv fiir YFP und Mac2, aber negativ fiir ACTA2 waren. Glatte
Muskelzellen mit einem YFP-Signal, die positiv fiir ACTA2, jedoch negativ fiir Mac2
waren, wurden rot eingekreist. Mit einem Pfeil wurden die Zellen kenntlich gemacht, die
sowohl fiir YFP und Mac2 als auch fiir ACTA2 positiv waren. Alle einzelnen Zellen und
die verschiedenen Signalkonstellationen wurden manuell gezihlt und in einer Excel-
Tabelle gegeniibergestellt. Ein Beispiel mit markierten Zellen ist in der Abbildung 13
dargestellt.
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Tabelle 10 Symbole fiir die Signalmarkierung

Die Tabelle listet alle Symbole auf, die zur Identifizierung einzelner Signale und fiir die

verschiedenen Signalkonstellationen genutzt wurden.
Signal Symbol
Hoechst 33342 b 4
YFP
ACTA2
Mac2
YFP+ Mac2- ACTA2+ o
YFP+ Mac2+ ACTAZ-
YFP- Mac2+ ACTA2+ D

-~

YFP+ Mac2+ ACTA2+

Abbildung 13 Einzelne Zellen und Zellkombinationen werden mit entsprechenden
Symbolen markiert

Dargestellt ist ein beispielhaftes Bild eines atherosklerotischen Plagues nach der Dreifachfarbung
fir YFP, Mac2 und ACTAZ zur Verdeutlichung der Zellzahlung mit den Symbolen. Rotes Kreuz:
Hoechst 33342; Grines Kreuz: YFP+; Gelbes Kreuz: Mac2+; Blaues Kreuz: ACTAZ+; gelbes
Viereck: YFP+MacZ+ACTAZ- moter Pfeil: YFP+Mac2+ACTAZ2+, roter Kreis: YFP+Mac2-
ACTAZ+ Der Malistabbalken entspricht 50 pm.
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2.8.4 Kolitis-Score

Zur Beurteilung des Entziindungsgrads des Darms wurde ein Kolitis-Score genutzt. Bei
dem Kolitis-Seore handelt es sich um einen Punktescore, welcher von Annette von
Glinski in Anlehnung an Lahat ef al. modifiziert wurde (Lahat et al., 2007). Er beinhaltet
die fiir eine durch DSS-induzierten Kolitis spezifischen histologischen Kriterien,
dargestellt in der Tabelle 11. Zuvor wurden repriisentative Schnitte fiir jede Maus der
Versuchsgruppen mit Himalaun und Eosin gefirbt und mit dem Mikroskop Axio
Imager.M2 aufgenommen. Mit dem 2.5x Objektiv wurden Ubersichtsaufnahmen
gemacht und die mit dem 5x Objektiv und 10x Objektiv erstellten Bilder wurden als
Detailaufnahmen genutzt. AnschlieBbend wurden fiir jedes Kriterium Punkte von 0 bis 3
verteilt. Je hoher die Summe aller vergebenen Punkte, desto stirker ist die histologische
entziindungsbedingte Verinderung im Darmm. Die Abbildung 14 zeigt eine
Detailaufnahme eines Abschnittes mit den fiir die Bewertung relevanten mikroskopischen

Strukmren.

Tabelle 11 Kolitis-Score

Der dargestellte Kolitis-Score wurde von Annette von Glinski in Anlehnung an Lahat et al.
modifiziert und beinhaltet mehrere entziindungsspezifische Kriterien mit Punktzahlen von 0 bis
maximal 3. Der hdchste erreichbare Wert betragt 18. Abklrzungen: Bindegewebe, BGW;
Gesamter Darmwandabschnitt, GDWA,; Lymphfollikel, LF; Lamina muscularis, LM; Lamina

muscularis mucosae, LMM; Mukosa, Lamina propra, LP; Mucosa, M; Submukosa, SM;

Punkte Beschreibung
I. Kryptentiefe
0: normal bis LMM

1: leicht abgenommen auf 2/3 M (lokal, < 10 % GDWA)
2: stark abgenommen auf 2/3 M (generalisiert, > 10 % GDWA) oder < 1/3

der M

3: nicht beurteilbar volliger Verlust der Kryptenstruktur

Il. Kryptenstruktur

0: normal tubular, scharf abgrenzbarer geschlossener
Zellverband

1: vereinzelt entformt < 10 % des GDWA

2: malig entformt 10 -70 % des GDWA

3: stark entformt > 70 % des GDWA
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lll. Submukosa

0: normal

kompakt, sehr dunn, schwer abgrenzbar

1: verbreitert

BGW/Zellen vermehrt, aufgelockerte SM

2: abgesetzt

zusatzlich komplette Absetzung zur LM

IV. Zelluntergang

0: physiologisch

kompaktes Gewebe, Zellzusammenhalt,

Homogenitat

1: gering gesteigert

Oberflachenepithel verstarkt abgelost

2: stark apoptotisch

Krypten der M apoptotisch, unklare Abgrenzung
des Zylinderepithels, faserig, locherige
Zelloberflache

3: komplett zerstort

GDWA zerstonrt

V. Inflammation

0: nicht gesteigert

LP schmal, unscharfe Abgrenzung zur LMM und

Kryptenepithel

1: leicht LP umgibt komplett basale Anteile des
Kryptenepithels

2: malbig Zunahme der Zellen der LP bis 10 % des
gesamten M oder 1 markanter Lokus

3: stark Zellzunahme mit Verbreiterung der LP = 10 %

gesammte M

Vla. Lymphfollikel

0: Nicht vorhanden

Kein LF vorhanden

1: <2

<2LF

2: =2

>2LF

Vib. Becherzellen

0: 50 % - 100 %

Becherzellen fullen Krypten nahezu komplett aus

1:10 % - 50 %

10 % - 50 % Becherzellen vorhanden

2:<10 %

< 10 % Becherzellen vorhanden
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Abbildung 14 Histologische Aufnahme des Darms

Die Detailaufnahme des Damms zeigt die charakteristische Aufteilung der Darmwand mit den
verschiedenen fiir den Darm typischen Strukturen. Es sind mehrere Ebenen zu sehen, da der
Darm fiir die Aufnahme aufgerollt wurde.

2.8.5 Statistik

Die statistische Auswertung der Ergebnisse wurde mit der Software Graphpad PRISM
durchgefiihrt. Der Test nach Grubbs diente der Detektion und dem Ausschluss von
Ausreilern zum Niveau alpha = 0,05, Von Bedeutung war die Ermittlung der
Normmalverteilung mit dem Shapiro-Wilk-Test und die Kontrolle der Varianzen mit dem
F-Test. Fiir normalverteilte Daten ohne Varianzunterschiede wurde der ungepaarte t-Test
genutzt und bei Vorliegen von Varianzunterschieden der Welch-Test. Bei nicht-
normalverteilten Daten wurde zur Analyse der Mann-Whitney-U-Test herangezogen. Die
Auswertung der Gewichtsverliufe, der mit H&E gefirbten BCA und der mit der
Dreifachfirbung fiir YFP, Mac2 und ACTA2 gefirbten BCA erfolgte mittels Two-Way
Analysis of Variance (ANOVA) und Sidak-Test. Die Ergebnisse sind angegeben als
Mittelwerte + Standardabweichung (SD). Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von P < 0,05
wurde als statistisch signifikant angesehen.
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3 Ergebnisse

Die oben beschriebenen Experimente wurden durchgefiihrt, um die Auswirkung einer
durch DSS induzierten Kolitis auf den Phanotyp-Switch in atherosklerotischen Plaques
im murinen Modell analysieren zu kénnen. Zuniichst wurde das kombinierte Modell der
Kolitis und Atherosklerose in Lineage tracing Miusen etabliert und validiert. Neben dem
Lineage tracing System besteht bei den Tieren eine Apoe-Defizienz, die die Ausbildung
atherosklerotischer Plagques auch ohne atherogener Didten fordert. Die Kolitis wurde liber
die zyklische Gabe von DSS, einem Polysaccharid, das die Darmbarriere zerstort und

damit einen entziindlichen Prozess initiiert, induziert. (Chassaing et al., 2014).

3.1 Etablierung des DSS-Kolitismodells in Lineage tracing

Mausen

Die Auswirkung der DSS Gabe auf den Darm wurde anhand von drei verschiedenen
Aspekten beurteilt. Erstens wurden iiber Gewichtsverinderungen Riickschliisse auf das
Wohlergehen der Miuse und deren Krankheitsgeschehen geschlossen. Zweitens wurde
der Darm mikroskopisch untersucht, um Verinderungen hinsichtlich Kryptentiefe,
Kryptenstruktur, Zelluntergang und Inflammation festzustellen. Drittens wurde das
Entziindungsgeschehen auf molekularer Ebene durch die Analyse wvon
Inflammationsmarkern erfasst. Durch die Beriicksichtigung aller drei Aspekte, konnte

eine umfassende Beurteilung der Kolitis vorgenommen werden.

3.1.1 Gewichtsverlauf

Patienten, die an einer chronisch entziindlichen Darmerkrankung leiden und sich noch in
keiner Therapie befinden, fallen unter anderem mit Gewichtsverlust auf (Preil’ er al,
2014). Experimentelle Studien an Miusen zeigen ebenfalls einen Gewichtsverlust im
Falle einer Kolitisinduktion mit DSS auf (Chassaing ef al., 2014; Perfe und Cerar, 201 2).
Da das Gewicht somit als Parameter fiir die Ausprigung einer chronischen entziindlichen
Darmerkrankung dient, wurde es hier aus diesem Grund auch als Parameter fiir die
Induktion einer Kolitis verwendet. Dariiber hinaus ldsst das Gewicht Riickschliisse auf

das Wohlbefinden der Miuse zu.
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Das Gewicht wurde iiber einen Zeitraum von |5 Wochen zwischen der 12. und 27.
Lebenswoche beobachtet. In der Abbildung 15 zeigt die Abszisse das Alter in Wochen
und die Ordinate die relative Gewichtszunahme in Prozent. Der graue Balken stellt
jeweils die DSS Gabe dar. Die weilie Fliche dazwischen bildet die Remissionsphase ab.
Die repetitive Gabe von DSS simuliert den Krankheitsverlauf in der humanen Situation.
Das Gewicht in Woche 12 wurde auf 100% gesetzt und die weiteren Gewichtsangaben
beziehen sich jeweils auf Woche 12 als Startgewicht. Im weiteren Verlauf wurde das
Gewicht weiterhin immer vor und nach jedem DSS-Zyklus bestimmt sowie in der 27.
Woche nach der zweiwichigen Remissionsphase bzw. vor der Organenmahme der
Miuse. Die mit DSS behandelte Gruppe (roter Graph) zeigt insgesamt bis zur 24. Woche
einen Gewichtszuwachs, der aber im Vergleich zur Referenzgruppe geringer ausfillt. In
den DSS-Zyklen 3.4 und 5 ist sogar ein Gewichtsverlust zu erkennen. In den
Remissionsphasen nach der DSS Gabe nehmen die Miuse emeut an Gewicht zu
Insgesamt bleibt die Gewichtszunahme der Miuse in der DSS-Gruppe unter dem Wert
der Kontrollgruppe. Einen signifikanten Unterschied sieht man bereits in der 16. Woche
nach dem 2. DSS-Zyklus. Besonders nach dem 4. und 5. Zyklus ist ein Unterschied mit
hoher Signifikanz (P<0,0001) zwischen den beiden Gruppen zu verzeichnen. Die mit dem

schwarzen Graphen dargestellte Kontrolle nimmt in jeder Phase an Gewicht zu.

180-

E N NN

o 160-

= n*k

S 140- .

= —= Kontrolle

g 120- = DSS

(% 100 DSS-Behandlung
80 . | -

12 1I4 1:‘5 18 EI'D 22 24 2

Alter [Wochen]
Abbildung 15 Relativer Gewichtsverlauf
Das Diagramm zeigt den relativen Gewichtsverlauf der Konfrollgruppe sowie der mit DSS
behandelten Gruppe. Das Gewicht ist dber einen Zeitraum wvon 15 Wochen aufgefihrt.
Angegeben sind die Mittelwerte + SD, n = 20,19 (Kontrolle, DSS). Statistik: Two-way ANOVA,
Sidak-Test * P = 0,05; ** P = 0,01; * P = 0,001; ** P = 0,0001. Abkirzungen: DSS,

Dextrannatriumsulfat.



3.1.2 Histologische Beurteilung der Darmstruktur

Chronisch  entziindliche  Dammerkrankungen  verursachen  charakteristische
Verinderungen in der Darmwand, die auf mikroskopischer Ebene beurteilt werden
kénnen. Fiir die Untersuchung wurden Lingsschnitte von Darmproben angefertigt und
mit H&E gefirbt. Die mit DSS behandelten Tiere zeigten eine vergleichsweise zerstirte
bzw. deformierte Kryptenstruktur. AuBerdem war durch die Vermehmung wvon
Bindegewebe und Zellen eine aufgelockerte Submukosa zu sehen. In dieser Gruppe
waren vermehrt Lymphfollikel zu erkennen, die auch in den repriisentativen Schnitten in
der Abbildung 16A zu sehen sind. Um die Verdnderungen beurteilen zu konnen, wurden
je nach Ausprigung Punktewerte vergeben und fiir jedes Tier ergab sich somit eine
Punktesumme. Die Abbildung 16B fasst dieses Ergebnis zusammen. Die mit DSS
behandelte Gruppe nahm Werte zwischen 3 und 16 an, die Kontrollgruppe hingegen
Werte zwischen 0 und 3. Somit erreichte die DSS-Gruppe insgesamt signifikant
(P<0,0001) héhere Punktewerte.
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Abbildung 16 Signifikant hohere Werte im Kolitis-Score in der mit DSS behandelten
Gruppe nach der 27. Lebenswoche

(A) Dargestellt sind exemplarische Bilder der Darmabschnitte, aufgenommen mit einem 2,5x
Okular (links) und einem 5x Okular (rechts). Die oberen zwei Bilder zeigen die Kontrolle und die
unteren zwei Bilder die DSS-Gruppe. Der Malstabsbalken entspricht links 2000 pm und rechts
500 pm. (B) Dargestellt ist die Auswertung des Kolitis-Scores. Angegeben sind die Mittelwerte +
SD, n = 10,11 (Kontrolle, DSS). Statistik: Welch-Test, *™* P = 0,0001. Abklrzungen: DS5,

Dextrannatriumsulfat.

3.1.3 Gewebestandige Inflammation

Bei Entziindungsreaktionen werden verschiedene Entziindungsmarker exprimiert. Zu
diesen gehoren beispielsweise Tnfa und {/1b. Um sich vor allem das entziindliche
Geschehen lokal anzusehen, wurden beide Marker mittels gRT-PCR. direkt aus dem Darm
bestimmt. Die Darstellung erfolgt als relative Quantifizierung der Genexpression. Dafiir
wurde der Ct-Wert von dem Referenzgen, dem housekeeping gene, als Kontrollwert
genommen, weil dieser stabil ist und konstant exprimiert wird. Die Differenz der Ct-
Werte der zu untersuchenden Gene und des Referenzgens wird als ACt bezeichnet. Zur
Berechnung des AACt-Wertes wurde die Differenz aus dem ACt und einer weiteren
Kontrolle bestimmt. Um den Faktor zu berechnen, um den die zu untersuchenden Gene
im Vergleich zum Referenzgen exprimiert werden, wurde die 2-*4“T-Formel angewandt.
Die mit DSS behandelte Gruppe zeigte eine signifikant (P<0,001) stirkere Expression
der Entziindungsmarker Tnfa und /16 als die Kontrollgruppe im Vergleich (Abbildung
17).
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Abbildung 17 Die Expression der gewebestindigen Entziindungsmarker Tnfa und I1b ist
in der mit DSS behandelten Gruppe signifikant hoher nach der 27. Lebenswoche
Dargestellt ist die vielfache Expression der Entzindungsmarker {A) Tnfa und (B) /1B im Darm
der mit DSS behandelten Tieren im Vergleich zur Kontrollgruppe. Angegeben sind die Mittelwerte
+ 5D, n=16,12 (Kontrolle, DSS) (A), 15,11 (Kontrolle,DSS) (B). Statistik: Mann-Whitney-U-Test,
* P=0,01. Abklrzungen: DSS, Dextrannatriumsulfat.

3.2 Einfluss der Kolitis auf die Progression der

Atherosklerose

Atherosklerose entwickelt sich vor allem dort, wo in den arteriellen Blutgefilien
turbulente  Stromungsverhiltnisse  vorliegen (Frangos, 1999; Malek, 1999).
Dementsprechend kann sich die Atherosklerose im gesamten Korper an unterschiedlichen
Stellen manifestieren. Um die wichtigen Entstehungsorte im Gefilisystem abzubilden,

wurde die Plaquebelastung an unterschiedlichen GefiBabschnitten analysiert.

3.2.1 Plaque-Entwicklung in der Aorta

Zundchst wurden die aortalen Lisionen in der gesamten Aorta untersucht. Dafiir wurde
an den zuvor freipriparierten aber noch geschlossenen Aorten der Tiere eine ORO-
Firbung durchgefiihrt, bei der Lipidansammlungen innerhalb eines Plaques rot angefiirbt
werden (Abbildung 18A). AnschlieBend wurden sie aufgeschnitten und mit Hilfe eines
Stereomikroskops untersucht. Dabei war zwischen der mit DSS behandelten Gruppe und

der Kontrollgruppe kein signifikanter Unterschied zu erkennen (Abbildung 18B).
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Abbildung 18 Kein Effekt der DSS Gabe auf die Progression atherosklerotischer Plaques
in der Aorta nach der 27. Lebenswoche

(A) Dargestellt sind exemplarische Bilder der Aorten aus der Kontroligruppe (links) und aus der
mit DSS behandelten Gruppe (rechts). Die Farbung erfolgte mit Ol-Rot-O. Der MaRstabsbalken
entspricht 5 mm. (B) Das Diagramm zeigt die Plaquebelastung in der gesamten Aorta.
Angegeben sind die Mittelwerte + SD, n = 16,18 (Kontrolle,DSS). Statistik: ungepaarter t-Test.
Abkiirzungen: DSS, Dextrannatriumsulfat.

3.2.2 Plaque-Entwicklung in der A. brachiocephalica

Als nichstes wurde die Plaguebelastung in der BCA bestimmt. Dafiir wurden drei
reprisentative Schnitte im Abstand von 300 um ausgewihlt, der erste Schnitt bei einer
Entfernung zur Aorta von 180 pm, der zweite bei 480 um und der letzte bei 780 pm
(Abbildung 19A). Zunichst wurden die Flichen der Lamina elastica interna sowie der

Lamina elastica externa bestimmt. Beide ergaben keinen signifikanten Unterschied
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hinsichtlich der FlichengriBbe (Abbildung 19B und 19C). Der Vergleich der
Lisionsfliche wies einen signifikanten Unterschied in 180 um Entfernung zur Aorta mit
einer reduzierten Plaquefliche in der mit DSS behandelten Gruppe auf (Abbildung 19D).
Fiir eine stirkere Aussagekraft wurde die Lisionsfliche auf die Fliche der Lamina
elastica interna bezogen. Hier bestand ebenso ein signifikanter Unterschied im Bereich

von 180 um Entfemung zur Aorta (Abbildung 19E).
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Abbildung 19 Kein Unterschied in der Plaquebelastung in der A. brachiocephalica nach
der 27. Lebenswoche

(A) Dargestellt sind exemplarische Bilder der A. brachiocephalica aus der Kontrollgruppe sowie
aus der mit DSS behandelten Gruppe. Die Entfernungen 180 pm, 480 pm und 780p stellen die
Distanz zum Aortenbogen dar. Die Farbung erfolgte mit H&E. Der Malistabsbalken entspricht
200 pm. (B) zeigt die Flache der Lamina elastica intema und C) zeigt die Flache der Lamina
elastica externa. (D) Die Darstellung prasentiert die Lasionsflache in der A. brachiocephalica.
(E) Die Darstellung prasentiert die Lasionsflache bezogen auf Lamina elastica interna. Bei den
Diagrammen sind auf der x-Achse die Abstande zum Aortenbogen zu erkennen. Der weille
Balken reprasentiert die Kontrollgruppe und der rote Balken die mit DSS behandelte Gruppe.
Angegeben sind die Mittelwerte + SD, n = 15,14 (Kontrolle,DSS). Statistik: Two Way ANOVA,
Sidak-Test * P = 0,05. Abklrzungen: DSS, Dextrannatriumsulfat.

3.2.3 Plaque-Entwicklung im aortalen Ursprung und das

VVorkommen von Makrophagen im Plaque

Wie bereits beschrieben existieren verschiedene Pridilektionsstellen fiir die Ablagerung
von Plaques. Besonders am Ubergang vom Herzen zur Aorta bestehen turbulente
Stromungsverhiltnisse. Aus diesem Grund war es von grofler Bedeutung sich auch den
Aortenursprung anzusehen. Dafiir wurde fiir jedes Tier eine reprisentative Stelle
ausgewertet. Die Stelle wurde so ausgewihlt, dass alle drei Taschen der Aorta im Bild zu
ertkennen waren (Abbildung 20A). Zur Firbung wurde die Makrophagen-spezifische
immunhistochemische Mac2-Firbung herangezogen, da sich damit sowohl das
Plaguevolumen als auch der Makrophagenanteil bestimmen lassen. Hierbei konnte in den
beiden Behandlungsgruppen kein signifikanter Unterschied ermittelt werden (Abbildung
20B).
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Der Makrophagenanteil lieli sich mittels ImageJ bestimmen. Es konnte kein Unterschied
in beiden Gruppen nachgewiesen werden. Sowohl unter Behandlung mit DSS als auch in

der Kontrollgruppe war der Makrophagenanteil gleich (Abbildung 20C).
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Abbildung 20 Kein Unterschied hinsichtlich der Plaguegrofe und des
Makrophagenanteils im aortalen Ursprung nach der 27. Lebenswoche.

(A) Dargestellt sind exemplarische Bilder des aortalen Ursprungs. Die Schnitte wurden
immunhistochemisch mit Mac2 gefarbt. Der Malistabsbalken entspricht 500 pm. Das linke
Diagramm (B) zeigt die Plaquegrélte bezogen auf die Ursprungsflache in Prozent und das rechte
Diagramm (C) zeigt den prozentualen Makrophagenbesatz in der Lasion. Angegeben sind die
Mittelwerte + SD, n = 13,12 (Kontrolle, DSS). Statistik: ungepaarter t-Test {B), Mann-Whitney-Test
(C). Abkirzungen: DSS, Dextrannatriumsulfat.
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3.3 Auswertung der Dreifachfarbung fur YFP, Mac2 und
ACTAZ2

Ein weiterer zentraler Aspekt dieser Arbeit war die Analyse des Phinotyp-Switches in
den atherosklerotischen Plaques der BCA. Beim Phinotyp-Switch kommt es zu
Verinderungen der Expression von Oberflichenmarkern. So verlieren glatte
Muskelzellen ihre urspriinglichen Marker und exprimieren Marker von Makrophagen.
Um diesen Prozess bei der Atherosklerose festzuhalten und nachzuvollziehen. sollten die
einzelnen Zellen mittels sog. Lineage tracing Miuse detektiert und verglichen werden.
Die Abbildung 21A zeigt einen Querschnitt der BCA der mit DSS behandelten Gruppe
sowie der Kontrollgruppe in die einzelnen Farbkanile aufgeschliisselt. Um die
unterschiedlichen Flichen der BCA zu beriicksichtigen, wurden die Zellzahlen auf diese
normiert. Das in der Abbildung 21B dargestellte Diagramm legt nahe, dass die Zahl der
Makrophagen, also alle Mac2+ Zellen, in der mit DSS behandelten Ggruppe und in der
Kontrollgruppe gleich ist. Durch die Hinzunahme des YFP Signals war es moglich glatte
Muskelzellen, die einen Makrophagenmarker tragen, ausfindig zu machen und somit
Aussagen iiber den Phinotyp-Switch zu treffen. In der mit DSS behandelten Gruppe war
der Phinotyp-Switch signifikant (P < 0,05) reduziert (Abbildung 21C). Hingegen zeigte
sich in der mit DSS behandelten Gruppe ein Trend, der darauf hindeutet, dass in der mit
DSS behandelten Gruppe eine erhéhte Anzahl echter Makrophagen, also Mac2+ aber
YFP- Zellen, im Vergleich zur Kontrollgruppe beobachtet wird ( Abbildung 2 1D).

Zur Formation atherosklerotischer Plaques gehdrt die Ausbildung einer fibrosen Kappe.
Diese verleiht dem Plaque Stabilitit und Schutz vor Rupturen (Hansson, 2005). Die
Ergebnisse veranschaulichen, dass die Plaques der mit DSS behandelten Gruppe
verglichen zur Kontrolle eine kleinere fibrose und somit vulnerable Kappe ausbilden.
Dieses Ergebnis konnte in der 210 um zur Aorta entfermten Ebene als statistisch

signifikant (P<0,001) eingestuft werden (Abbildung 2 1E).
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Abbildung 21 Reduzierter Phanotypen-Switch und tendenziell erhohte
Makrophagenanzahl in DSS-behandelten Tieren nach der 27. Lebenswoche

(A) Dargestellt sind reprasentative Bilder der Dreifachfarbung fir YFP, Mac2 und ACTAZ. Fir die
Kontrolle und fiir die mit DSS behandelte Gruppe wurde je ein Bild aus der 210 pm enffernten
Ebene zur Aorta ausgewahlt. Die ersten beiden Reihen zeigen die Kontrolle und die letzten
beiden Reihen zeigen die mit DSS behandelte Gruppe. Die weilte Box in der ersten und dritten
Reihe entspricht dem wvergrolterten Bereich in der zweiten und vierten Reihe. Der
Malstabsbalken entspricht 100 pm. Die Diagramme zeigen (B) die totale Menge an
Makrophagen im Plague, {C) die Menge an Zellen, die positiv flir Mac2 sowie YFP sind und somit
einem Phanotyp-Switch unterliegen und (D) die Zellen, die positiv fir Mac2 sind, aber kein YFP
exprimieren, weswegen es sich somit um echte Makrophagen handelt. (E) Die Dicke der fibrGsen
Kappe in pm wurde anhand des ACTAZ Signals bestimmt. Angegeben sind die Mittelwerte + SD,
n = 6. Statistik: Two Way ANOVA, Sidak-Test * P=0,05; ** P=0,01; ™ P = 0,001. Abklrzungen:
DSS, Defrannatiumsulfat; YFP, yellow fluorescent protein; ACTAZ, actin alpha 2.



4 Diskussion

In dieser Arbeit sollte die Entwicklung und Progression atherosklerotischer Plaques sowie
die Plaquekomposition im kombinierten Atherosklerose-Kolitis-Modell untersucht
werden. Ein Fokus lag hierbei auf den sog. Phiinotyp-Switch, daher wurde das Modell
erstmalig in der YFP-Lineage tracing Maus genutzt. Mittels Kombination des murinen
Modells der DSS-induzierten chronischen Kolitis und der akzelerierten Atherosklerose in
Apoe-defizienten Tieren wurde weiterhin ein Lineage tracing System inkludiert, mit
dessen Hilfe sich der Verbleib glatter Muskelzellen auch nach Verlust der spezifischen
Marker nachweisen lieli.

Der Zusammenhang zwischen einer CED und der Entwicklung von Atherosklerose ist
bereits bekannt. Humane Studien zeigten, dass CED Atherosklerose fordern (Bernstein et
al.. 2008: Cainzos-Achirica et al . 2020: Nasiret al., 2022: Wu et al., 2017 Yarur et al.,
2011). Es ist bisher jedoch noch nicht geklirt welche Pathomechanismen diesem
Zusammenhang unterliegen. Bekannt ist zudem, dass der Phinotyp-Switch glatter
Muskelzellen einen Einfluss auf die Plaquezusammensetzung und -stabilitit in der
Atherosklerose hat (Gomez und Owens, 2012). In der vorliegenden Arbeit sollte daher
untersucht werden, ob ein gesteigerter Phanotyp-Switch auch im Rahmen der chronischen

Kolitis eine Rolle spielen kinnte.

4.1 Etablierung und Validierung der Kolitis in Lineage

tracing Mausen
Im murinen Modell kann die Kolitis durch die Zugabe von DSS in das Trinkwasser

induziert werden. Je nach Studiendesign kénnen akute und chronische Verlaufe durch
unterschiedliche Dosierung in Menge und Frequenz sowie Dauer der Gabe im
Mausmodell imitiert werden (Chassaing et al., 2014; PerSe und Cerar, 2012). In dieser
Arbeit sollte eine chronische Kolitis etabliert werden. Wie bereits im Abschnitt 2.4
beschrieben, wird diese durch die wiederholte Exposition gegeniiber DSS erreicht.

Die 6-tigige DSS-Applikation stellt hierbei die akute inflammatorische Phase dar und die
die 14-tigige Erholungsphase imitiert nachfolgend die Remissionsphase der humanen
Erkrankung. Auch im Patienten wird die CED in eine aktive und in eine ruhige Phase
eingeteilt. Die aktive Phase &duflert sich durch Bauchschmerzen, Durchfille und
Gewichtsverlust. Es kommt zu Schidigung und Entziindung der Darmschleimhaut. Es

kann eine ruhige Phase, die Remission, folgen, in der die Symptome abnehmen. In dieser
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Phase erholt sich der Darm und es besteht die Zeit fiir Reparaturvorginge (Herold, 2021).
Mittels des gewihlten murinen Modells liell sich genau dieser Wechsel zwischen aktiver
und ruhiger Phase simulieren. Sowohl im murinen Modell als auch im Menschen fiihrt
dies zu Entziindungsreaktionen und zur Gewebeschidigung und macht damit die Prozesse
vergleichbar (Chassaing et al., 2014; Herold, 2021).

Das vor und nach jeder DSS-Behandlung ermittelte Gewicht illustriert eine reduzierte
Gewichtszunahme in der mit DSS behandelten Gruppe im Vergleich zur Kontrolle iiber
den gesamten Verlauf der Behandlung. Wie die Abbildung 15 zeigt, verlieren die Tiere
der mit DSS behandelten Gruppe in der akuten Phase an Gewicht.

Das Kriterium Gewichtsverlust wurde hier als Marker der Stirke der induzierten Kolitis
gewihlt, da CED im humanen Organismus ebenso mit einem Gewichtsverlust assoziiert
sind und dieser bei nicht therapierten Patienten sogar zu den prignanten
Kardinalsymptomen gehdért (Cushing und Higgins, 2021). Elsherif und Kollegen fiihrten
an 494 Patienten eine retrospektive Studie zur Emmittlung der Privalenz der
Gewichtsabnahme durch. Dabei wurde festgestellt, dass mehr als die Hilfte der Patienten
noch vor Diagnose mit Gewichtsabnahme konfrontiert waren. Der BMI der Patienten mit
Morbus Crohn war bei Diagnose um 9,76% reduziert zum Ursprungswert. Bei Patienten
mit Colitis ulcerosa betrug der Riickgang 7.63% (Elsherif ef al., 2014).

Das Endgewicht ist vor allem auch ein wichtiges Vergleichskriterium zwischen einer
klassischen Atherosklerose und einer durch CED induzierten Atherosklerose, weil
Patienten ohne CED als Risikofaktor eher dem metabolischen Syndrom unterliegen und
somit oft adipds sind (Visseren et al., 2021). Patienten mit CED als Risikofaktor leiden
eher an Gewichtsverlust und sind dennoch dem Risiko ausgesetzt, Atherosklerose zu

entwickeln (Elsherif et al., 2014; Wu et al., 2017).

Stellt sich ein Patient mit den entsprechenden Symptomen vor und es besteht der Verdacht
auf CED, wird eine weitere Diagnostik mittels Koloskopie eingeleitet. Diese ermdglicht
die Emittlung der genauen Lokalisation sowie der Ausdehnung der entziindlichen
Erkrankung und bietet die Moglichkeit Gewebe fiir die Histologie zu entnehmen (Maaser
et al., 2019). Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit auch der Darm der Versuchstiere
histologisch untersucht. Um die Ausprigung der Erkrankung messbar zu machen, wurde
ein sogenannter Kolitis-Score herangezogen. Dabei wurden Punkte fiir bestimmte
Kriterien wie Kryptenarchitektur und Inflammation vergeben. Alle Kriterien mit den

entsprechenden Punktewerten sind in der Tabelle 11 im Abschnitt 2.8 4 zu finden. Die



Kriterien wurden in einer Dissertation aus dem hiesigen Labor (Annette von Glinski) in
Anlehnung an Lahat et al. (Lahat ef al., 2007) in einem Score zusammengestellt, um die
erfolgreiche Induktion einer Kolitis durch das zugefilhrte DSS einheitlich fiir alle
Darmproben beurteilen zu konnen. In der Pathologie findet man Kriterien wie Verlust der
Kryptenarchitektur, Inflammation und Reduzierung von Becherzellen wieder (Kucharzik
et al., 2018; Sturm et al., 2022). Die mormphologische Beurteilung der Darmpriiparate,
dargestellt im Abschnitt 3.1.2, weisen in der mit DSS behandelten Gruppe pathologische
Verinderungen mit verinderter Darmstruktur und vermehrter Inflammation verglichen
zur Kontrollgruppe auf. Unter dieser Befundkonstellation ldsst sich demnach
konstatieren, dass das oral zugefiihrte DSS sich nachteilig auf das Darmgewebe auswirkt
und auch der humanen Situation dhnelt. Dabei ist zu erwihnen, dass weder Morbus
Crohn, noch Colitis ulcerosa exakt in ihrer Komplexitit herbeigefiihit werden konnen.
Zwar dhneln die pathologischen Ergebnisse vor allem der Colitis ulcerosa, dennoch
handelt es sich eher um ein Modell, dass chronisch entziindliche Darmerkrankungen mit
ihren Symptomen und Merkmalen allgemein darstellen soll (Solomon et al., 2010). Es
bietet die Maoglichkeit, Erklarungsansitze fiir Entziindungsgeschehen und ihre Folgen

heranzufiihren (Chassaing et al., 2014; Solomon ef al., 2010).

Zudem wurden die Inflaimmationsmarker Tnfa und //1h im Darm beider Gruppen
bestimmt. TNF-a ist ein proinflammatorisches Zytokin und wird wihrend entziindlicher
Vorginge w.a. von Makrophagen ausgeschiittet (Shurety et al., 2000). Bei Patienten mit
CED sind die TNF-a Plasmaspiegel erhoht und so stellen diese bei der Behandlung der
CED einen moglichen Angriffspunkt dar (Adegbola et al., 2018; Gareb et al., 2020). Fiir
die Bestimmung von Tnfa wurden in dieser Arbeit Darmproben der Versuchstiere
hinsichtlich der relativen mRNA Expression untersucht. Die Ergebnisse zeigen eine
hohere Expression in der mit DSS behandelten Gruppe. Einen zusitzlichen
proinflammatorischer Marker stellt IL-1§ dar (Lopez-Castejon und Brough, 2011). Auch
dieser wies in der vorliegenden Arbeit eine relativ erhdhte mRNA Expression auf in
Gegeniiberstellung mit der Kontrollgruppe. In Studien wurde bereits der Einfluss von
DSS auf die Produktion inflammatorischer Mediatoren im murinen Modell untersucht.
Es wurden ebenso hohere Werte fiir Tnfa und /11 b verzeichnet (Yan ef al., 2009). Yan et
al. verabreichten Miusen iiber fiinf Tage DSS in einer Konzentration von 3,5%. Wihrend
der fiinf Tage stieg die ///h Expression im Darm kontinuierlich an und erreichte ihr

Maximum am fiinften Tag. Nach Abbruch der DSS Gabe sank der Wert wieder ab. Die
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Tnfa Expression war bereits am ersten Tag deutlich erhdht, stieg zum fiinften Tag hin
nochmal etwas, sank nach Abbruch der DSS Gabe ebenso wieder ab. Sowohl I[1h, als
auch Tnfa erreichten auch am 14. Tag nach Start des Experiments den Ausgangswert nicht
(Yan et al, 2009). Somit sprechen diese Ergebnisse fiir ein deutlich hoheres
inflammatorisches Geschehen im Darmgewebe der mit DSS behandelten Miuse als
Ausdruck der induzierten Kolitis. Folglich stehen die in der vorliegenden Arbeit
gefundenen Resultate im Einklang mit den Erkenntnissen vorheriger Studien und
bestitigen die Entwicklung einer intestinalen Inflammation. In dieser Arbeit wurde die
Expression von Tnfa und [/1b in der 27. Lebenswoche bestimmt. Auch hier wire es
interessant die Expression in einer zeitlichen Sequenz zu betrachten, um einen méglichen
Zusammenhang zwischen einer kontinuierlich ansteigenden Expression und anderen
Pathomechanismen wie z.B. der Atheroprogression herzustellen. In der praktischen
Umsetzung miisste man mehrere Tierkohorten planen, die zu unterschiedlichen Zeiten

untersucht werden.

Wie im Kapitel 1.2.5 erwihnt, handelt es sich bei dem durch DSS induzierten Kolitis-
Modell um ein bereits etabliertes Modell (Chassaing et al., 2014; Wirtz et al., 2007). Die
Daten lassen somit die Annahme einer gesicherten Reproduktion dieses Modells auch in
den hier verwendeten Apoe-defizienten Lineage tracing Miusen zu. Dieser Schritt stellt
eine wichtige Voraussetzung zur Erdrterung des Zusammenhangs zur Entwicklung der
Atherosklerose dar und musste daher zweifelsfrei im ersten Schritt belegt werden. Auf
makroskopischer, mikroskopischer und molekularer Ebene konnte somit die Kolitis wie
oben beschrieben sicher nachgewiesen werden. Die erhobenen Daten sind zudem
kongruent mit den Ergebnissen anderer Studien (Chassaing et al., 2014; Ito et al., 2008;
Lama et al., 2020; Shea-Donohue ef al., 2008). Die Resultate in dieser Arbeit legitimieren

weitere Forschungsabsichten auf diesem Gebiet.

4.2 Validierung des Einflusses der Kolitis auf die

Progression atherosklerotischer Plaques

Die Atherosklerose bildet sich im ganzen Gefilisystem nicht gleichméBig aus. Es konnten
unterschiedliche Flusssituationen beobachtet werden. Wihrend Stellen mit einem
laminaren Fluss eher ausgespart bleiben, ist die Progression der atherosklerotischen

Plaques in einem Gebiet turbulenter Strdmungen verstirkt (Frangos, 1999; Malek, 1999).
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Infolgedessen wurden die zu untersuchenden Gefillabschnitte entsprechend den
beschriebenen Pridilektionsstellen ausgewihlt.

Im ersten Ansatz wurde die gesamten Aorten der Versuchstiere im Hinblick auf die
Plaguebelastung untersucht. Die Untersuchung erbrachte keinen Unterschied in der mit
DSS behandelten Gruppe verglichen mit der Kontrollgruppe.

Eine weitere Pridilektionsstelle ist der Ursprung der Aorta im Herzen (Nakashima et al.,
1994). Die nach der Mac2-Férbung durchgefiihrte Auswertung der Urspriinge konnte
keine Differenz in der Plaquegrifie nahelegen. Unter Beriicksichtigung dieser Daten
scheint die induzierte Kolitis weder einen nennenswerten positiven noch negativen Effekt
auf das Ausmal der Atherosklerose auszuiiben. Der aortale Ursprung wurde erstmals im
Jahre 1980 als Pridilektionsstelle von atherosklerotischen Plaques bei Miusen
beschrieben und wird bis heute iiblich als mogliche Lokalisation fiir die Quantifizierung
von Plaques genutzt (Chen et al., 2022; Kayashima und Maeda-Smithies, 2020; Paigen
et al, 1987). Von daher wiirde man bei einem moglichen Effekt von DSS auf die
Entwicklung der Atherosklerose auch vor allem im aortalen Ursprung vermehrt Plaques
erwarten. Vor allem der direkte Vergleich zum Menschen ist hier ein wichtiger Punkt.
Hiufig entwickelt sich die Atherosklerose an der Aortenklappe im aortalen Ursprung und
wird bei Manifestation als Aortenklappenstenose bezeichnet (Goody et al., 2020). Eine
kalzifizierte Aortenklappe ist auch beim Menschen ein Zeichen fiir eine vermehrte
Atherosklerose (Pohle et al., 2001).

Zur Analyse der Plaquebelastung eignet sich als Lokalisation weiterhin die BCA
(Rosenfeld et al., 2000). Auf die BCA folgt im GefiBsystem die Karotis und diese wird
in der Humanmedizin als frither Priidiktor fiir médgliche atherosklerotische Lisionen in
anderen Teilen des GefiBlsystems genutzt. Praktisch wird dies als nicht-invasive Methode
durch die Messung der Intimadicke der Karotis mit Hilfe der Sonografie umgesetzt
(Darabian ef al., 2013). Die Plaqueentwicklung kann auch in diesem Gefill an mehreren
lokalen Stellen mit unterschiedlicher Auspriigung beginnen. Um die Wahrscheinlichkeit
zu erhdhen, einen Plaque zu detektieren, wurden drei Schnitte in 300 pm Entfernung
zueinander aufgenommen. In 180 pm Entfemung zur Aorta war ein signifikanter
Unterschied mit weniger Plaques in der mit DSS behandelten Gruppe zu verzeichnen. In
480 um und 780 pm entfemter Entfernung zur Aorta bestand hingegen kein Unterschied
in der Plaquebelastung.

Zusammengenommen bestand an drei unterschiedlichen Lokalisationen nach drei

verschiedenen Firbungen kein Hinweis auf eine vermehrte Plaqueprogression in der
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DSS-Gruppe. Nun bleibt es zu kliren ob das in dieser Arbeit verwendete Modell noch
optimiert werden sollte, um den Effekt darstellen zu konnen. Bei den Versuchstieren
handelt es sich um Tiere auf Apoe-defizientem Hintergrund, die spontan
atherosklerotische Plaques ausbilden kénnen. Wie oben erwiihnt, kénnen abhingig von
der Konzentration des zugefilhrten DSS unterschiedliche Kolitis-Modelle erzeugt
werden. Die Tiere in der vorliegenden Arbeit erhielten DSS in 1%iger Konzentration.
Das wirft die Frage auf, ob eine eventuell hthere Konzentration an DSS die Ausbreitung
der Atherosklerose in der mit DSS behandelten Gruppe begiinstigen wiirde. Die
verwendete Konzentration konnte offensichtlich zwar eine Kolitis auslosen, jedoch ist an
dieser Stelle fraglich, ob die Dosierung auch ausreicht, um Einfluss auf die Progression
der Atherosklerose auszuiiben, zumindest im Hinblick auf die Quantitit. Zur Klirung
dieser Frage miisste der Versuchsautbau durch hohere Dosierungen und weniger Zyklen
modifiziert werden. Exemplarisch konnte 2,5%iges DSS bei drei Zyklen verwendet
werden (Deng ef al., 2022).

Eine weitere Ursache konnte die zeitliche Verzogerung der DSS Gabe bedingt durch die
zusiitzliche Tamoxifen-Injektion sein. Das verwendete Apoe” Mausmodell beinhaltet ein
Lineage tracing System und bendtigt fiir die Aktivierung des Systems die Injektion von
Tamoxifen. Erst das Tamoxifen ermdglicht die liickenlose Nachverfolgung der glatten
Muskelzellen. Durch diesen Eingriff hat sich der Zeitpunkt der DSS Gabe nach hinten
verschoben. Dementsprechend spiter startete die Immunantwort und letztendlich auch
die Entwicklung einer miglichen Atherosklerose. Eine Manifestation im frilheren Alter
konnte miglicherweise andere Ergebnisse bringen. Alternativ hitte eventuell auch eine
im Anschluss an die Tamoxifengabe verlingerte DSS Anwendung ein anderes Resultat
erbracht. Es ist bisher nicht bekannt wie sich das DSS Modell im Lineage tracing System
auswirkt bzw. ob das Studiendesign beziiglich der DSS Zyklen Anpassungen bedarf. Eine
Uberlegung wiire, die DSS Gabe auf mehr als die hier angewendeten 5 Zyklen
auszuweiten und erst zu einem spiteren Zeitpunkt die Entnahme der Organe
vorzunehmen. Durch die verldngerte Exposition bliebe mehr Zeit fiir einen méglichen
atherosklerotischen Umbau.

Weiterhin ist zu iiberlegen, ob das Tamoxifen selbst Eigeneffekte auf die
Atheroprogression im Mausmodell ausiiben kann. Tamoxifen gehort zur Gruppe der
selektiven Ostrogenrezeptor-Modulatoren und wird vorwiegend in der Therapie des
Mammakarzinoms eingesetzt (Clarke et al., 2001). Es ist bekannt, dass ﬁstmgcn eine

protektive Auswirkung auf die KHK-Entstehung hat, so dass sich Frauen vor allem erst
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nach der Menopause bei sinkenden Ostrogenspiegel mit einer symptomatischen KHK
vorstellen (Hodis et al., 2001: Pedersen et al., 2016; Prabakaran et al., 2021). In Studien
konnte dargelegt werden, dass ein positiver Nebeneffekt der Therapie des
Mammakarzinoms mit Tamoxifen die Reduktion von Myokardinfarkten ist (McDonald
und Stewart, 1991). Der genaue Mechanismus ist nicht vollstindig verstanden. Clarke et
al. rekrutierten 31 Minner mit einer koronarangiografisch nachgewiesenen KHK. Die
Interventionsgruppe, bestehend aus 16 Minnern, bekam fiir 56 Tage tiglich 40 mg
Tamoxifen verabreicht. Die Kontrollgruppe, bestehend aus 15 Minnern, blieben
diesbeziiglich unbehandelt. Beide Gruppen bekamen dariiber hinaus Statine und
Acetylsalicylsdure. Bei allen Patienten wurde regelmiflig die endothelabhingige
flussvermittelte Dilatation der A. hrachialis gemessen. Die Endothelfunktion verbesserte
sich signifikant in der Interventionsgruppe um 2,1% bis 7.5% (2,1 £ 0,3% bis 7,5 £ 0,7%,
p<0.0001) (Clarke ef al., 2001). Somit scheint Tamoxifen Eigeneffekte auf das Endothel
und damit auch wohlmdglich auf die Atheroprogression zu besitzen.

Die Tiere in dieser Arbeit wurden somit mit zwei chemischen Substanzen behandelt:
zuniichst mit Tamoxifen in der 7. und 8. Lebenswoche und ab der 12. Lebenswoche mit
DSS.  Beide Substanzen wurden zeitlich versetzt auf unterschiedlichen
Applikationswegen verabreicht. Tamoxifen wurde subkutan injiziert und DSS oral
angewendet. Dennoch ist eine Interferenz des Tamoxifens mit DSS nicht auszuschliefien.
Es konnte dariiber hinaus beobachtet werden, dass Tamoxifen eine verinderte
gastrointestinale Motilitit hervorruft (Bhave et al., 2022). Vor diesem Hintergrund kann
ein verindertes Wirkprofil des DSS durch Beeinflussung seiner gastrointestinalen
Passage nicht ginzlich ausgeschlossen werden. Dass ein toxischer Effekt des DSS auf
den Darm besteht, wurde in dieser Arbeit nachgewiesen. Es kann keine definitive
Aussage dazu gemacht werden, ob die toxische Potenz des DSS in diesem Mausmodell
ohne Tamoxifen stirker ausgepriigt wire. Denkbar kinnte sein, dass eine Dosisanpassung
des DSS bei gleichzeitigem Einsatz von Tamoxifen in einem Mausmodell notwendig ist.
In dieser Arbeit wurde bewusst auf eine fettreiche Western Didit zusitzlich zum Apoe-
defizienten Modell verzichtet, damit diese nicht als Co-Variable zu mdglichen
Fehlinterpretationen fithrt. Zum einen ist bekannt, dass die Western Diéit selbst einen
Einfluss auf Inflammationsprozesse hat (Christ et al., 2018). Zum anderen konnte es
durch die Western Didt als zweiten Atherosklerose fordernden Faktor zu einer starken
akzelerierten Atherosklerose kommen, die durch dieses schnelle Wachstum wichtige

Zwischenprozesse maskieren konnte (Meir und Leitersdorf, 2004; Nakashima ef al.,
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1994). Da man in dieser Arbeit kaum vergroBerte Plaques feststellen konnte, ist es
dennoch zu iiberlegen, ob man hier eine Western Didit zusitzlich integriert unter
Beachtung der mdiglichen Interaktionen. Insbesondere vor dem Hintergrund einer
potenziellen Beeinflussung der Plaqueentwicklung durch Tamoxifen bzw. auch einer
gewissen Interferenz mit dem DSS konnte eine Western Didtals athersoklerosefordernder
Faktor eine Uberlegung wert sein.

Wie bereits erwihnt legen die Ergebnisse aus dem Abschnitt 3.1 nahe, dass in den Tieren
erfolgreich eine Kolitis induziert werden konnte. Die Analyse der gewebestindigen
Inflammation zeigte signifikante Unterschiede zugunsten der mit DSS behandelten
Gruppe. Somit wurde durch die Bestimmung von Tnfa und /1 b vor allem im Darm ein
entziindliches Geschehen in den mit DSS behandelten Tieren dokumentiert. Zusitzlich
zu den hier erzielten Ergebnissen konnte auch als Ausblick ergiinzend die systemische
Inflammation iiberpriift werden. Hierzu miissten die zirkulierenden Werte fiir TNF-¢ und
IL-1f in den Blutseren der Tiere ermittelt werden. Dariiber hinaus wire es von grolier
Bedeutung, weitere Entziindungszellen wie z.B. Leukozyten in der fluoreszenzaktivierten
Fluoreszenzanalyse (FACS-Analyse) zu bestimmen.

In Vorarbeiten von Dr. rer. nat. Yanina Ostendorf konnten groBere Plaques in der DSS-
Gruppe verglichen zur Kontrollgruppe gesichert werden. Dabei waren die Plaques
insgesamt kleiner als die Plaques, die in der vorliegenden Arbeit analysiert wurden. Ein
Erklirungsansatz dafiir kinnte sein, dass die Versuchstiere in den Vorabreiten zu einem
Zeitpunkt untersucht wurden, in dem die Atheroprogression noch nicht stark
vorangeschritten war. Somit waren die Unterschiede noch gut detektierbar. Eventuell
wiirde also ein fritherer Untersuchungszeitpunkt auch fiir das in dieser Arbeit untersuchte
Modell eher Unterschiede sichtbar machen. Wenn die Atheroprogression sowohl in der
DSS-Gruppe, als auch in der Kontrollgruppe vorangeschritten ist, so lassen sich
GroBenunterschiede nicht mehr herauskristallisieren. Die Ergebnisse aus dem Kapitel 3.2
heben zudem die Bedeutung einer genaueren Analyse der Zellzusammensetzung hervor.
Aus diesem Grund wurde im nichsten Schritt der Fokus auf die Uberprifung der
Plaquequalitit auf Zellebene gelegt. Obschon die Auswertung der Gesamtmakrophagen
keine Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen zeigte, offenbarten sich diese
nach detaillierter Analyse hinsichtlich des Phanotyp-Switches. Hierbei konnten erstmalig
Unterschiede sichtbar gemacht werden, welche ohne die Nutzung des Mausmodells
verborgen geblieben wiren. Auch wenn die GroBe des Plaques keine Unterschiede zeigte,

konnen doch bereits ﬂndcmngcn auf zellulirer Ebene vorhanden sein, die die
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Plaquequantitit noch nicht bestimmen. Sollte es bereits in dieser Phase zu zelluldren
Abweichungen in der mit DSS behandelten Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe
kommen, so wiirde dies neue Optionen fiir frithe Interventionstherapien ermdglichen.
Atherosklerotische Plaque verfiigen iiber einen komplizierten Aufbau, in den
verschiedene Zellen und verschiedene Bestandteile der Extrazellulirmatrix involviert
sind (Falk, 2006; Hansson und Hermansson, 2011; Libby, 2002). So kommt es z.B. in
Apoe”-Miusen zu einer Uberexpression von Decorin aus der Extrazelluliren Matrix und
damit zu Verinderungen wihrend der Plaqueprogression, die je nach weiteren
Einflussfaktoren einen anderen Verlauf nehmen konnen (Al Haj Zen et al., 2006).
Wihrend der Atheroskleroseentwicklung kénnen Zellen ihre urspriinglichen Funktionen
dndern. Sie verlieren dabei ihre charakteristischen Marker und gewinnen dafiir andere.
Dieses Phiinomen wird als Phinotyp-Switch bezeichnet und wurde im Kapitel 1.4
ausfithrlich erklart (Alexander und Owens, 2012; Pan et al., 2020). Es ist in seiner
Komplexitit noch nicht hinreichend erfasst und verstanden worden ist. Dieser
Themenkomplex ist somit noch Gegenstand aktueller Forschung und soll in dieser Arbeit

genauer untersucht werden.

4.3 Einfluss der Kolitis auf den Phanotyp-Switch

Das Wissen um den Phinotyp-Switch ist essentiell, da das Herab- und Heraufregulieren
von Markern eine genaue Zuordnung der Zellen gerade in histologischen Farbungen
erschwert (Bennett ef al.,, 2016). Angesichts dieser Dynamik bleibt es herausfordernd
endgiiltige Aussagen iiber die Zellzusammensetzung zu treffen. Um unvollstindige
Ergebnisse zu vermeiden, ist eine detaillierte Analyse der Zellen mittels eines Lineage
tracing Systems unabdingbar geworden.

Im niichsten Schritt sollte analysiert werden, ob eine Kolitis Auswirkungen auf die
Plagquekomposition hat und ob der Phiinotyp-Switch ein moglicher Mechanismus dessen
ist. Dafiir wurde die Anzahl von Zellen bestimmt, die unter anderem Marker fiir
Makrophagen tragen oder positiv fiir YFP sind. Vergleicht man in beiden Gruppen
allgemein die Makrophagen, so findet man keinen Unterschied. Es ist bekannt, dass glatte
Muskelzellen in atherosklerotischen Plaques ihre herkommlichen Marker wie ACTA2
herunterregulieren und stattdessen Mac2 exprimieren. Daher war es besonders interessant
sich die doppelpositiven Zellen, also Mac2+YFP+, anzusehen. Durch die Hinzunahme

des YFP Signals war es moglich glatte Muskelzellen, die einen Makrophagenmarker
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tragen, ausfindig zu machen und somit Aussagen iiber den Phinotyp-Switch zu treffen.
Nach Hinzunahme dieses YFP Signals konnte beobachtet werden, dass der Phinotyp-
Switch in der mit DSS behandelten Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe reduziert
war. Weiter war es zudem interessant sich die Anzahl echter Makrophagen anzusehen.
Diese Makrophagen sind charakterisiert als die Zellen, die Mac2+ sind aber YFP-. Das
fehlende YFP Signal deutet darauf, dass diese Zellen nie glatte Muskelzellen und bereits
von Beginn an Makrophagen waren. Die Zahl echter Makrophagen war in der mit DSS
behandelten Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe erhoht. Unter Wiirdigung der
Erkenntnisse in dieser Arbeit ldsst sich vermuten, dass die atherosklerotischen Plaques in
der mit DSS behandelten Gruppe von inflammatorischer Genese sind. Als unmittelbare
Folge der Kolitis scheint der Phidnotyp-Switch in diesen Plaques im Vergleich zur
Referenzgruppe herunterreguliert zu sein, da die Zahl der Zellen mit einem
doppelpositiven Signal fiir YFP und Makrophagen vermindert ist. Somit existierten hier
weniger SMC, die einen Phianotyp-Switch zu Makrophagen unterliefen. Es erfolgte hier
also weder ein spezifischer Markerverlust noch eine gesonderte Expression von
Makrophagen-Markern. Stattdessen ist der Anteil echter Makrophagen, also
Makrophagen, die urspriinglich auch schon Makrophagen waren und keinem Phénotyp-
Switch unterliegen, tendenziell erhdht. Dies duberte sich in den Experimenten durch ein
negatives Signal fiir YFP und ein positives fiir Makrophagen. Dieses Ergebnis ist
vereinbar mit der inflammatorischen Hypothese.

Die inflammatorische Hypothese beschiftigt sich mit dem Einfluss der Inflammation im
Korper auf die Atherogenese (Blankenberg und Yusuf, 2006). Lange Zeit wurde als einer
der Hauptrisikofaktoren der Atherosklerose der Cholesterin-Level gezihlt (Bergheanu et
al., 2017; Peters et al., 2016). Heutzutage erfolgt eine differenziertere Betrachtung. Der
Tatsache, dass eine Erhohung des inflammatorischen Markers CRP im Zusammenhang
mit der Entstehung kardiovaskulirer Erkrankungen steht, wird eine zunehmende
Bedeutung beigemessen (Badimon ef al., 2018; Libby, 2021; Sun et al., 2005). Folgende
Studien kommen in diesem Kontext zum Tragen: Fiir die Jupiter-Studie (Justification for
Use of statins in Prevention: an Intervention Trial Evaluating Rosuvastatin) wurden
17802 Probanden mit normalen Cholesterinwerten unter 130 mg/dl (3,4 mmol/Liter)
rekrutiert (Ridker et al., 2012). Im Gegenzug sollte als weiteres Einschlusskriterium der
CRP Wert iiber 2,0 mg/l liegen. Das Studiendesign war dabei eine randomisierte, doppel-
blinde und placebokontrollierte Studie, die multizentrisch an 1315 Orten in 26 Lindem

durchgefiihrt wurde. In diese wurden sowohl Minner iiber 50 Jahre als auch Frauen iiber
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60 Jahre eingeschlossen. Der Hilfte der Probanden wurden 20 mg Rosuvastatin, ein
HMG-CoA-Reduktasehemmer, verabreicht und der anderen Hilfte ein Placebo.
Insgesamt wurde die Studie fiir 5 Jahre angelegt. Nach 12 Monaten wurde eine mediane
LDL Senkung von 50% erreicht und eine mediane Senkung des CRPs von 37%.

Nach 1,9 Jahren wurde die Studie aufgrund stark abweichender Ergebnisse hinsichtlich
der primidren Endpunkte gestoppt. Zu den Endpunkten zihlen Herzinfarkte,
Schlaganfille, instabile Angina pectoris, invasive Koronareingriffe sowie
kardiovaskuldrer Tod. In der Rosuvastatin Gruppe erreichten 142 der Probanden
mindestens einen der kardiovaskuliren Endpunkte, wihrend in der Kontrollgruppe sogar
251 Probanden betroffen waren. Somit filhrte die Rosuvatatineinnahme zu einer
deutlichen Risikoreduktion von 44% (HR 0,56; 95% KI 0,46-0,69 P <0,00001) (Ridker
et al., 2008).

Unklar war an dieser Stelle jedoch weiterhin, auf welchen Effekt diese signifikante
Reduktion der Inzidenz zuriickzufiihren war. Als Ursache fiir den positiven Nutzen stand
einerseits das stark gesenkte LDL, andererseits das gesenkte CRP zur Debatte. Auch das
Zusammenwirken beider Parameter konnte einen Einfluss haben. zumal Statine sowohl
zu einer starken LDL-Cholesterinsenkung fiithren als auch anti-inflammatorische
Eigenschaften besitzen. Um der Frage auf den Grund zu gehen, wurden weitere Studien
konzipiert und durch die Entwicklung neuer Medikamentenklassen wie den PCSK9-
Hemmern ermdglicht (Ridker et al., 2017; Tardif et al., 2019).

In der praktischen Anwendung existieren bereits Therapieoptionen, die diese
unterschiedlichen Ansiitze adressieren. Klassischerweise haben sich die Statine in der
Primir- und Sekundirprivention kardiovaskulirer Erkrankungen durchgesetzt. Sie
fiihren nachweislich sowohl zu einer Senkung der LDL-Konzentration als auch des CRP-
Levels durch pleiotrope Effekte und schliefen somit beide Therapiekonzepte ein
(Kavalipati et al., 2015; Ridker ef al., 2008). Zur Senkung der Lipidwerte existiert ein
Leitfaden, der die Hinzunahme oder den Austausch von weiteren Medikamenten
beinhaltet (Mach et al., 2020). Zusitzlich wurden die neuartigen PCSK9-Hemmer
eingefiihrt und haben Einzug in die alltigliche Praxis genommen. Im Gegensatz zu den
Statinen entfalten sie ihre Wirkung durch eine isolierte LDL-Senkung und werden
eingesetzt, wenn andere Medikamente nicht greifen (Barale et al., 2021; Mach et al,
2020). Eine isolierte LDL-Senkung wiirde vermutlich aber bei Patienten mit Plaques
inflammatorischer Genese keinen optimalen Nutzen erzielen. Diese konnten stattdessen

von Medikamenten aus dem antiinflammatorischen Formenkreis profitieren. Ein
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Medikament, das zur CRP-Absenkung fiihrt ist z.B. das Canakinumab, welches in der
CANTOS (Canakinumab Antiinflammatory Thrombosis Outcome Study)-Studie einer
Priifung unterzogen wurde. Die im New England Jowrnal of Medicine publizierte
CANTOS-Studie startete im Jahr 2011 und ging bis 2017. Es handelte sich um eine
randomisierte und placebokontrollierte Doppelblindstudie, fiir die insgesamt an 1132
Zentren in 39 Lindem 10.061 Probanden mit einem Myokardinfarkt in der Anamnese
und hohen CRP-Level rekrutiert wurden. Es wurden insgesamt vier Gruppen angesetzt:
Der ersten Gruppe wurde alle drei Monate 50 mg Canakinumab injiziert, der zweiten
Gruppe 150 mg und der dritten Gruppe 300 mg. Bei der vierten Gruppe handelte es sich
um eine Placebogruppe (Ridker et al, 2017). Canakinumab ist ein monoklonaler
Antikorper, der seine antientziindliche Wirkung iiber die Hemmung des Zytokins IL-1f
entfaltet (Dhimolea, 2010). Beide Gruppen wurden hinsichtlich der primiren Endpunkte
verglichen, zu denen der Tod durch kardiovaskulire Ursachen, nicht-tddlicher
Herzinfarkt und nicht-todlicher Schlaganfall gehorten. Kardiovaskuldre Ereignisse
konnten in er 150mg-Gruppe um bis zu 15% der Fille gesenkt werden (Ridker et al.,
2017). Da die Zahl todlicher Infektionen jedoch anstieg, wurde eine Prophylaxe mit
Canakinumab verworfen (Ridker et al., 2017).

Der Einsatz in der Sekundirprophylaxe muss jedoch individuell entschieden werden.
Nach Leitlinie bekommen die betroffenen Patienten zunichst eine Hochdosis eines
Statins zur Sekundirprophylaxe (Mach et al., 2020). Die Blutwerte der Patienten kinnen
sich jedoch erheblich unterscheiden, was unterschiedliche Konsequenzen zur Folge haben
wiirde. Bei fehlendem Therapieerfolg mit weiterhin erhdhten LDL-Werten sollte ein
zweites Medikament zur reinen LDL-Senkung in Betracht gezogen werden.
Demgegeniiber stehen Patienten, die trotz Statinen weiterhin hohe CRP-Werte aufweisen
und konsequenterweise ein zweites Medikament mit antiinflammtorischem
Wirkungsprofil erhalten. Lange Zeit galt die vorherrschende Meinung, dass eine LDL-
Senkung zur Prophylaxe ausreicht (Corti ef al., 2005). Heutzutage ist man hiervon jedoch
abgeriickt und ist der Uberzeugung, dass Patienten ebenso von einer antientziindlichen
Therapie profitieren kénnen (Forrester und Libby, 2007; Libby, 2021; Ridker et al.,
2017). Isoliert erhdhte Entziindungswerte konnen somit ebenso behandlungsbediirftig
sein. Herzinfarktpatienten sind in der Pathogenese auf zellularer Ebene nicht identisch
und erfordem somit eine multimodale Behandlungsstrategie.

Die Ergebnisse dieser Arbeit kniipfen hier an und lassen darauf schlieBen, dass zwischen

der Atherosklerose mit und ohne CED unterschieden werden muss. Wie oben beschrieben
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konnte eine unterschiedliche Zusammensetzung der Plaques in beiden Tiergruppen
nachgewiesen werden. Die Plaques in der Kolitis-Gruppe waren durch das vermehrte
Vorkommen von Makrophagen charakterisiert, was eher fiir einen entziindlichen Prozess
spricht. Obwohl dieser Zusammenhang statistisch gesehen keine eindeutige Signifikanz
aufwies, zeichnete sich doch ein Trend als Fingerzeig ab und konnte méglicherweise auf
eine potenzielle Bedeutung der Makrophagen in der Pathophysiologie der Atherosklerose
bei CED hinweisen. Weitere umfangreichere Untersuchungen und Analysen, die eine
hohere Zahl von Versuchstieren einschlieBen. ist erforderlich, um diesen Trend zu
bestitigen und ein tieferes Verstindnis fiir die mogliche Rolle der Makrophagen in
diesem Zusammenhang zu erlangen. Vor diesem Hintergrund muss die Frage
aufgeworfen werden, ob Patienten mit einer durch CED bedingten Atherosklerose mit
inflammatorischen Plaques nicht zusitzlich von einer antientziindlichen Therapie
profitieren und eher weniger auf eine isolierte LDL-Senkung ansprechen. Inshesondere
die Tatsache, dass Patienten mit CED keine klassischen Risikofaktoren fiir
Atherosklerose und auch keine erhidhten LDL-Level aufweisen, unterstreicht die
Relevanz dieses Themas (Yaruret al., 201 1). Zudem zeigten institutsinterne Vorarbeiten
von Dr. med. Helene Schiffer eine verminderte Lipidretention in den Plaques der mit
DSS behandelten Gruppe (Schitfer, 2022).

Ein weiteres anti-entziindliches Medikament, das neben Canakinumab therapeutisch
denkbar ist, ist das Colchicin. Colchicin wird in der Therapie der Gicht und Perikarditis
eingesetzt (Imazio ef al.,, 2005). Mit der COLCOT (Colchicine Cardiovascular Outcome
Trial)-Studie konnte belegt werden, dass die antientziindliche Therapie mit Colchicin
eine Verbesserung der Langzeitkomplikation nach Myokardinfarkt mit sich bringt und
als zusiitzliches Medikament in der Postinfarktprophylaxe in Erwigung gezogen werden
kann (Tardif et al., 2019). Die Nebenwirkungen in der COLCOT-Studie sind mit 16% in
der Colchicin-Gruppe und 15.8% in der Kontrollgruppe in etwa gleich. Das verstirkt
nochmal den potentiellen Einsatz von Colchicin in der Sekundirprophylaxe von Infarkt-
Patienten (Tardif er al., 2019). In der COLCOT-Studie wurden Patienten mit CED
ausgeschlossen (Tardif et al., 2019). Die Daten aus dieser Arbeit konnten durch eine
entsprechende Studie, die genau diese Patienten einschlielit, bestitigt werden und
letztendlich einen Colchicineffekt auf die Plaquemodifikation von CED Patienten
untersuchen. Eine entziindungssenkende Therapie mit Colchicin bei CED Patienten
konnte einen grollen Nutzen gegeniiber der herkdmmlichen Statintherapie in Aussicht

stellen. Gleichzeitig muss auch gepriift werden, ob Patienten mit CED iiberhaupt auf
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einen Statineinsatz ansprechen. Die bisherigen Kolitis-Studien konnten nimlich
aufzeigen, dass auch CED Patienten ohne klassische Risikofaktoren anfillig fiir
kardiovaskuldre Erkrankungen sind und lediglich das Merkmal der Inflammation
aufwiesen (Yarur et al., 2011).

Obwohl die Analyse der Plaquequantitit keinen Unterschied in der mit DSS behandelten
Gruppe verglichen zur Kontrollgruppe erbrachte, ergeben sich Hinweise fiir Unterschiede
in der Plaquequalitit mit vermindertem Phanotyp-Switch und einem Trend zu einer
hoheren Zahl echter Makrophagen in der mit DSS behandelten Gruppe. Die
Plaquebildung in den mit DSS behandelten Tieren scheint schon in der frithen
Entwicklung anders abzulaufen. Hinsichtlich einer potenziellen therapeutischen
Intervention kann sich hieraus die Konsequenz ergeben, diese Form der Plaques bereits
in der sehr frithen Entstehungsphase effektiv behandeln zu kénnen und ihre Progression
aufzuhalten.

Hervorzuheben ist nochmals die Relevanz des Phiinotyp-Switches als tragender anti-
inflammatorischer Trigger, auf welchen ein besonderes Augenmerk gelegt werden muss.
Der Makrophagenanteil ist nach der Mac2-Firbung im aortalen Ursprung der
Versuchstiere in beiden Gruppen gleich, was aus der Auswertung im Abschnitt 3.2.3
hervorgeht. Der gesamte Makrophagenanteil zeigt auch in den BCAs in der Abbildung
21B keine Unterschiede. Erst durch die Aufschliisselung anhand des YFP-Signals in echte
Makrophagen und  Makrophagen-dhnliche Zellen kann der tatsichliche
Makrophagenanteil errechnet werden (Abbildung 21D). Eine Dreifachfirbung fiir YFP,
Mac2 und ACTA2 der aortalen Urspriinge sollte ebenso erginzend durchgefiihrt werden
und konnte hier ndmlich aufschlussreiche Informationen iiber den realen
Makrophagenanteil bieten. Um Aussagen iiber die Anzahl von Makrophagen treffen zu

konnen, sollte immer eine Aufschliisselung anhand des YFP-Signals erfolgen.

4.4 Einfluss auf die Plagquestabilitat

In dieser Arbeit wurde speziell der Phinotyp-Switch von glatten Muskelzellen zu
Makrophagen durch Herunterregulierung von Markern fiir glatte Muskelzellen und
Heraufregulierung von Markern fiir Makrophagen untersucht. Dariiber hinaus existieren
Arbeiten zum Phiinotyp-Switch anderer Zellarten (Hartmann et al., 2021; Wirka ef al,

2019).
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Wissenschaftliche Arbeiten deuten darauf, dass der Phinotyp-Switch anderer Zellarten
eine protektive Rolle in der Plaqueentwicklung spielen kénnte. Wirka et al. haben eine
Einzelzell-RNA-Sequenzierung der phinotypisch verinderten glatten Muskelzellen
vorgenommen mit dem Ergebnis, dass hierdurch nicht klassische Makrophagen-ihnliche
Zellen entstehen, sondem eher fibroblasten-ihnliche Zellen. Diese besitzen die Fihigkeit
extrazelluldre Matrix herzustellen. (Wirka et al., 2019). Extrazellulire Matrix ist ein
Bestandteil der fibrisen Kappe der atherosklerotischen Plaques und verleiht diesen
Stabilitit und Bestindigkeit (Hansson, 2005). Zusitzlich legen die Ergebnisse von
Hartmann et al. nahe, dass ein Fehlen der Hyaluronsiure-Synthase 3 mit dem vermehrten
Aufireten von phinotypisch modulierten Zellen und dadurch gleichzeitig auch von
hoheren Menge Kollagen einhergeht (Hartmann ef al., 2021). Da Kollagen zu einem sehr
hohen Anteil in EZM enthalten ist, scheint hier ein protektiver Zusammenhang zu
herrschen. Die Protektion ist auf eine dicke und kollagenreichere fibrose Kappe des
atherosklerotischen Plaques zuriickzufiihren, welche das Rupturrisiko minimiert (Bazan
et al., 2022; Bentzon et al., 2014; Kurihara et al., 2021).

Vor diesem Hintergrund lassen die Ergebnisse dieser Arbeit die Vermutung zu, dass die
Induktion der Kolitis durch DSS instabile Plaques durch Herunterregulation des
Phinotyp-Switches tordert. Mikroskopisch konnte dies dann auch durch Beobachtung der
schmaleren fibrotische Kappe belegt werden, was in der Abbildung 21E dargestellt ist.
Es konnte in dieser Arbeit also gezeigt werden, dass die Herunterregulation des Phinotyp-
Switches mit einer schmaleren fibrotischen Kappe einhergeht. Eine schmale fibrotische
Kappe definiert wiederum gemeinsam mit den weiteren Kriterien wie Kollagenarmut, das
Fehlen glatter Muskelzellen und das Vorhandensein von Makrophagen einen instabilen
Plaque, welcher pridestiniert ist fiir Rupturen (Kurihara et al., 2021; Libby et al., 201 1).
Atherosklerotische Plaques sind gemeinhin mit einer fibrotische Kappe versehen, die zum
Schutz vor spontanen Rupturen dienen soll (Bentzon et al., 2014). Die mit DSS
behandelte Gruppe in dieser Arbeit hingegen bildete eine sehr diinne fibrotische Kappe
aus. Die Kontrollgruppe ohne Kolitis wies eine fibrotische Kappe vor, die reich an glatten
Muskelzellen war. Anhand dieser Befundkonstellation kann darauf zuriickgeschlossen
werden, dass die Tiere aus der Versuchsgruppe anfilliger fiir spontane Rupturen sind als
die Tiere der Kontrollgruppe. Interessant wire es das Endstadium der Atherosklerose,
eine Plaqueruptur, genauer zu erforschen. Diesbeziiglich muss jedoch erwihnt werden,
dass eine Limitation hinsichtlich der Ubertragbarkeit auf den menschlichen Organismus

besteht, weil die Ruptur im murinen Modell unterschiedlich zum menschlichen
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Organismus verlduft (Schwartz et al, 2007). Jedoch wire es ebenso von groliem
Interesse, sich weitere Stabilititsmarker wie z.B. den Erythrozytenmarker TER119 oder
auch die Kollagenmenge mithilfe einer Pikrosiriusrot-Firbung sowie den Decorinanteil
mit einer DAB-Firbung anzusehen. Weitere Aussagen wiirde man auch mit der Analyse
des Phinotyp-Switch anderer Zellen erhalten, wie z.B. die Untersuchung der oben

genannten Fibroblasten-dhnlichen Zellen.

4.5 Ausblick

Eine uneingeschrinkte Ubertragung vom murinen Modell auf den menschlichen
Organismus ist aufgrund der Komplexitit nicht ohne weiteres moglich, auch wenn es eine
sehr gute Basis fiir die Erforschung von Erkrankungen bietet.

Zur weiteren Erforschung fiir die klinische Relevanz miissten daher klinische Studien
generiert werden, die sich Patienten mit CED widmen. Die Interventionsgruppe miisste
z.B. ein antiinflammatorisches Medikament wie Colchicin erhalten und einem
Kontrollkollektiv mit Statinbehandlung als bereits bestehendes Behandlungsangebot
gegeniibergestellt werden (treatment-as-usual). Dafiir miisste man eine prospektiv
geplante klinische Studie iiber mehrere Jahre ansetzen und dann das Outcome
entsprechend protokollieren.

In diesem Experiment wurden zudem nur ménnliche Miuse untersucht, da bisher nur bei
diesen das Lineage tracing System etabliert werden konnte. Das liegt daran, dass der
Myhl1-Promotor, der speziell fiir SMC ist, nur auf dem Y-Chromosom detektiert wurde.
Das schriinkt die Aussagekraft auf den menschlichen Organismus weiter ein. Frauen und
Minner sind gleichermallen an Colitis ulcerosa erkrankt, wihrend mehr Frauen von
Morbus Crohn betroffen sind (Greuter er al., 2020; Okoro und Kane, 2009). Auch
hinsichtlich der Atherosklerose herrschen geschlechterspezifische Unterschiede.
Wihrend Frauen im primenopausalen Alter eine geringere Inzidenz aufweisen, einen
Myokardinfarkt zu erleiden, steigt diese im postmenopausalen Alter (Patell, 2014;
Pedersen et al., 2016; Prabakaran et al., 2021). In einer Arbeit von Singh et al. konnte
gezeigt werden, dass insbesondere Frauen gefiihrdet sind, eine durch CED bedingte
ischimische Herzerkrankung zu entwickeln (Singh et al., 2014). Das unterstreicht die
Relevanz geschlechter-abhingiger Untersuchungen und zunehmend auch gleichermalen
Frauen in Studien einzuschliefien. Liao ef al. konnten Miuse ziichten, die Myhl 1-ER(T2)

auf dem X-Chromosom tragen (Liao et al., 2017). Damit ist es moglich sowohl ménnliche
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als auch weibliche Miuse auf dieses Merkmal hin zu untersuchen. Auch Deaton et al.
konnten in dem Labor, aus dem die Miuse fiir diese Arbeit bezogen wurden, neuerdings
eine neue Mauslinie etablieren, die den Myhl1-Promotor auf dem Chromosom 2 trigt
und somit sowohl in ménnlichen als auch in weiblichen Miusen zu finden ist (Deaton et
al., 2023). Es ist interessant herauszufinden, ob sich dieselben Ergebnisse auch fiir die
weiblichen Tiere reproduzieren lassen. Heute riickt die Gendermedizin immer weiter in
den Vordergrund und ist ein grofies Thema. Vor allem Frauen sind haufig in den
vergangenen Studiendesigns in der Forschung unterrepriisentiert. Fiir klinische Studien
werden hiufiger Ménner rekrutiert, da Frauen hormonellen Schwankungen unterliegen
und immer auch das Risiko einer Schwangerschaft mit potenzieller Gefihrdung vorliegt.
Hormonelle Schwankungen sind auch ein Grund, warum eher minnliche Versuchstiere
in experimentelle Studien einbezogen werden. Dabei ist schon lange klar, dass Frauen
und Minner hiufig Unterschiede in Krankheitsverldufen und Therapieansprechen bieten.
Als Beispiel kann an dieser Stelle angefiiht werden, dass Minner zwar hiufiger
Herzinfarkte erleiden, Frauen jedoch eine hohere Mortalitit aufweisen (Nichols ef al.,
2014, 2012; Pedersen et al, 2016). Als Ursache wird eine unterschiedliche
Symptomkonstellation und Krankheitsbewusstsein vermutet. Wie bereits erwihnt, konnte
eine franzosische Studie von Kirchgesner ef al. herausfinden, dass eher Frauen einem
hoheren Risiko, eine durch CED bedingte KHK zu entwickeln, ausgesetzt sind
(Kirchgesner et al., 2018).

4.6 Fazit

Insgesamt zeigt sich bei der Betrachtung der Daten zusammenfassend, dass die
experimentelle DSS-induzierte Kolitis in den atherosklerotischen Plaques des murinen
Modells den Phéanotyp-Switch hemmt. Durch das vermehrte Vorhandensein von
Makrophagen erhalten die Plaques eine instabile Struktur mit ausgediinnter fibrotischen
Kappe. Diese instabile Struktur konnte ein grileres Risiko fiir eine Plaqueruptur
darstellen. Diese Form der atherosklerotischen Plaques ist eher auf eine inflammatorische
Kaskade zuriickzufiihren. Ubertragen auf den menschlichen Organismus kinnte dies
bedeuten, dass eine herkdmmliche Therapie mit Statinen fiir eine solche Konstellation
keine ausreichende medikamentdse Therapie darstellt und erginzt werden muss. Hier

miisste ein zusitzlicher antiinflammatorischer Ansatz in Erwiigung gezogen werden.
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