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SCHRIFTTUM

EINLEITUNG

Die , Gefaverkalkung® (Atherosklerose) stellt sich durch eine komplexe Atiologie dar.
Charakterisiert ist die Atherogenese durch einen chronisch-inflammatorischen Prozess in der
Gefal3wand, der durch die langjgdhrige Einwirkung pathologischer Stimuli (z.B.
Bluthochdruck, erhéhte Cholesterinwerte, Nikotin, Diabetes mellitus usw.) entsteht.

Fur die Entwicklung der Atherosklerose und deren Manifestation ist aber neben diesen
Stimuli vor allem die Rekrutierung von Leukozyten, im Speziellen Monozyten, die spéter zu
Makrophagen differenzieren, entscheidend. Die ins Subendothel ausgewanderten
Monozyten/Makrophagen fuhren zur Freisetzung einiger proinflammatorischer Chemokine,
Zytokine und Wachstumshormone, die zur Proliferation glatter Muskelzellen und somit zur
Einengung des Geféllumens flhren. Allerdings sind bisang die Mechanismen, die den
Prozess der Monozyteninfiltration einleiten nur unzureichend geklart. Ahnlich wie
Leukozyten setzen auch Thrombozyten, wenn sie an aktivierten Endothelzellen adhérieren,
Wachstumsfaktoren und proinflammatorische Mediatoren frei und steigern so die Expression
von Adhéasionsmolekilen. Die Adhasion von Thrombozyten kénnte daher in der friihen Phase
der Atherosklerose eine entschel dende pathogenetische Rolle spielen.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Rolle der Thrombozyten und Leukozyten in der
Entwicklung der Atherosklerose darzustellen. Durch die angewandte Methode der intravitalen
Fluoreszenzmikroskopie ist es moglich, in vivo das Verhaten dieser beiden Zellpopulationen
wahrend der Atherogenese in der ApoE-Knock-out-Maus sichtbar zu machen und so ihre

Bedeutung fur die Atherogenese zu zeigen.
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1 SCHRIFTTUM

1.1 Allgemeines zur Atherosklerose

Unter Atherosklerose verstent man die variable Kombination von Intimaveranderungen,
bestehend aus herdférmigen Ansammlungen von Lipiden, komplexen Kohlenhydraten, Blut
und Blutbestandteilen, Bindegewebe und Kalziumablagerungen, verbunden mit
Veranderungen der Arterienmedia. Das derzeit diskutierte Modell sieht die Atherogenese al's
zellulére, entziindlich-proliferative Reaktion der Gefél3wand auf eine chronische Reizung,

beziehungsweise Verletzung'"38:3983122,

Der Prozess der Atherogenese vollzieht sich in mehreren Schritten:

Die frihesten Verénderungen, die bel Atherosklerose entstehen, finden sich im Endothel. Dies
zeigt sich in gesteigerter Permesbilitdt der Endothelzellen fur Lipoproteine und andere
Plasmabestandteile®™®¥®'2*  Dieser Prozess der Exsudation von Plasmabestandteilen,
insbesondere von oxidiertem low density lipoprotein (LDL) treibt die endotheliae
Dysfunktion weiter voran. Es kommt zu einer Beeintréchtigung der Sekretion antihasiver
Metabolite, wie Stickstoffmonoxyd (NO) und =zur vermehrten Expression von
Adhasionsmolekilen, wie ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1), VCAM-1 (vascular
adhesion molecule-1) und mehrerer Selektine (P-, L-, und E Selektin). Hieraus resultiert eine
vermehrte Chemotaxis und Migration von Leukozyten in die GefaRwand>1"9%119.130,
Zusatzlich kommt es zu ener Aktivierung ortsstandiger Zellen, vor dlem glatter

Muskelzellen, somit typischer erster Anzeichen einer Entziindung®” 2.
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Enclothedial Loukocyte Enclothafial Leukocyte
permizability miigration adhasion adhasion

Abbildung 1

Schematischer Gefal3schnitt mit adhérierenden Leukozyten, die in Begriff sind, durch
Migration in das Subendothel einzuwandern?,

Der néchste Schritt in der Entstehung der Atherosklerose ist die Bildung der sogenannten
»fatty streaks’. In die Intima eingewanderte Monozyten und Makrophagen nehmen lipidreiche
Partikel aus dem Subendothel auf und differenzieren durch oxidierte LDL-Partikel zu
Schaumzellent®*. Begleitet wird diese Erscheiung durch ein vermehrtes Auftreten glatter
Muskelzellen, gefordert durch monozytére, aber auch endotheliale Freisetzung von platelet
derived growth factor (PDGF), fibroblast growth factor-2 (FGF-2) und transforming growth
factor-3 (TGF-[3). Der Prozess der Rekrutierung von Monozyten, deren Transformation zu
Schaumzellen und die Akkumulation und Proliferation von glatten Muskelzellen induziert die
Verdickung der GefaRintimat*?*.
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Abbildung 2

Es kommt durch eingewanderte und zu Schaumzellen differenzierten Makrophagen

zur Bildung von ,fatty streaks'. Die Proliferation von glatten Muskelzellen bewirkt eine
| ntimaverdickung'?.

Diese ,fatty streaks® entwickeln sich im Verlauf der Atheroprogression weiter zu manifesten
Lasionen. Die so entstandenen atherosklerotischen Plagues besitzen eine fibrose Kappe. Diese
kann im Laufe der Zeit an Starke abnehmen und im schlimmsten Falle rupturieren. Je nach

Verhalten dieser Kappe spricht man von einer stabilen bzw. instabilen Plague.

Macrophage accimailaticon Formaticen of Filiraus-cap Tormation
necratic cone

Abbildung 3

Plaguebildung im atherosklerotischen Gefél3: Die sogenannten , fatty streaks* entwickeln sich
weiter zu manifesten Lasionen. Es kommt zur Ausbildung eines Plagues mit fibroser
K appe'?*.

Aktivierung der Makrophagen in den Plaques fuhrt zu einer Freisetzung von verschiedenen
proteolytischen Enzymen (z.B. Metaloproteinasen), die auf die fibrose Kappe einwirken.

Dadurch kann es zur Plaquedestabilisierung und zur plétzlichen Plaqueruptur kommen. Durch
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Ruptur der atherosklerotischen Lasion mit Freilegen der subendothelialen Matrix, kommt es
zur Adhasion, Aktivierung und Aggregation von Thrombozyten'**!®. Dieses Geschehen

induziert den arteriellen Gefa3verschluss und fuhrt somit zum Herzinfarkt oder Schlaganfall.

Abbildung 4

Plaqueruptur:

Im Plague befindliche aktivierte Makrophagen setzen proteolytische Enzyme frel, die in der
Lage sind, die fibrose Kappe anzugreifen. Folge davon ist die plétzliche Plagueruptur mit
anschlieRender Thrombosierung'?.

Bel einem inkompletten Geféverschluss werden durch Adhésion und Aggregation von
Thrombozyten im Bereich subendothelialer Fasern eine Vielzahl thrombozytérer
proinflammatorischer Mediatoren in das Mikromilieu freigesetzt. Der Thrombozyt vermittelt
also die Komplikationen der Atherosklerose und kann den inflammatorischen Prozess der
Atherosklerose weiter vorantreiber?’.

Thrombozyten adhérieren jedoch nicht nur im Bereich des Subendothels. Sie sind, &nlich
wie Leukozyten, dariber hinaus in der Lage, direkt mit Endothelzellen in Kontakt zu
treter?>®"%, Dort setzen sie proinflammatorische Mediatoren frei und aktivieren
Endothelzeller®®. Eine in den frithen Stadien der Atherosklerose auftretende Thrombozyten
Endothel zell- Interaktion kdnnte daher den proinflammatorischen Prozess in der Geféwand
vorantreiben.

Stimulation von Thrombozyten fuhrt vor allem an Gefal3bifurkationen zu einer erhthten
Kontaktwahrscheinlichkeit zwischen Thrombozyten und Endothelzellen, was die

Voraussetzung fur deren Adhasion am Endothel darstellt. Nach Adh&sion kommt es zu einer

5
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verstarkten Degranulation der Pléattchen mit  Freisetzen von  Zytokinen  und
Wachstumsfaktoren, welche ene Veranderung der adhasiven und chemotaktischen
Eigenschaften des Endothels bewirken. Hierdurch wird unter anderem die Chemotaxis und
Adhésion von Monozyten an das Endothel, sowie die Migration von Monozyten in das
Subendothel begiinstigt - beides frihe Schritte im derzeit diskutierten Modell der
Atherogenese™®.

Lokale chemische Stimuli*?*1?® (oxidiertes oder glykosiliertes LDL), sowie physikalische
Stimuli*?° (niedrige oder turbulente Scherkrafte) filhren an der luminalen Seite des Endothels
zur verstarkten Expression von Adhéasionsmolekilen und Chemokinen. Diese bewirken, dass
Monozyten aus dem Zentrum des Blutstromes zum Rand hin wandern, auf der
Endothel oberflache rollen und schliefllich adharieren %3142 Wichtige Adhésionsmolekille
sind hier die Selektine (P-, E-, L-Selektin)*%®!13 die Adhasionsmolekille VCAM-1, ICAM-
14810 ynd der Vitronektinrezeptor?#*°4°7® Die Wanderung der Monozyten durch das
Endothel in die Gefaiintima wird durch chemotaktische Substanzen, wie monocyte
chemoattractant proteine-1 (MCP-1), colony-stimulating factor (CSF) oder oxidiertes LDL
geforderttt1241%61%2 |m Subendothel differenzieren die Monozyten zu Makrophagen aus,
werden durch Aufnahme von LDL zu Schaumzellen und bilden zusammen mit
eingewanderten T-Lymphozyten die sogenannten Lipidplaques®39124126  Die aktivierten
Makrophagen der Gefallintima schitten ebenso wie adhérierende Pléttchen eine Reihe von
Zytokinen und Wachstumsfaktoren aus, was zur Proliferation von glatten Muskelzellen und
Bindegewebe in der Gef&Rintima fuhrt?>3839124126

Eine der ersten nachweisbaren Zelantworten bel der Bildung atherosklerotischer
Veranderungen ist die Leukozytenadhdrenz an das Endothel an ganz bestimmten
Lokalisationen. Wie bei anderen entziindlichen Reaktionen migrieren die Leukozyten durch
die Endothelzellbarriere und akkumulieren im subendothelialen Raum. Dort nehmen die
Monozyten Lipidpartikel durch Ingestion auf und werden zu Schaumzellerf%"124,
Atherosklerose scheint eine spezielle entziindliche Reaktion zu zeigen, bel der Leukozyten
Rekrutierung vor adlem in lasionsnahen Gebieten dattfindet und in  subendothelialer
Akkumulation von Monozyten und Lymphozyten, nicht jedoch von Granulozyten, endet.
Wahrend dieser Zeit erscheint die Gefal3auskleidung jedoch intakt, sie tragt allerdings durch
Expression spezifischer Leukozytenadhdasionsmolekile zu deren Rekrutierung bei. Die
L eukozytenemigration/-immigration ist ein mehrstufiger Prozess, an dem mindestens drei

molekulare Signale, die entweder zusammen oder in Folge auftreten, beteiligt sind*®%°.
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Der erste Schritt beinhaltet das Ereignis der transienten Adhasion, dies ermdglicht die erste
Kontaktaufnahme mit dem Endothel. An diesem Schritt sind endotheliales P- und E Selektin
beteiligt, aulferdem das spétreagierende Antigen 4, das mit dem endothelial exprimierten
VCAM-1 interagiert. Dieser erste Schritt erlaubt den flief3enden Zellen, am Endothel entlang
zu rollen. Erst im zweiten Schritt adhériert die Zelle. Dies geschieht durch chemotaktische
Substanzen, die direkt aus dem Gewebe stammen, oder auf der Endothel oberflache lokalisiert
sind und Signale tbertragen, die wiederum Integrine aktiviererf12,

VCAM-1 und ICAM-1, Adhasionsmolekile aus der Immunglobulinfamilie, vermitteln die
feste Adhasion. Im letzten Schritt kommt es schliefdich zur Chemotaxis und Transmigration,
die unter anderem durch PECAM-1/CD31 vermittelt wird™®,

Es resultiert also zum einen eine Verdickung der Gefal3wand durch Proliferation von glatten
Muskelzellen und Bindegewebe, was zur Einengung des Gefadumens fuhrt. Zum anderen ist
die Geféaldwand an den Stellen der Lipidplagues sehr vulnerabel und thrombogen, wodurch es
vor allem nach Plagueruptur durch Thrombusbildung zum Verschluss des Gefél3es kommen
kanr129’38’39’58’124.

Die Degranulation der Thrombozyten spielt sich nicht nur im Bereich von Thrombenbildung
mit entzindlich verandertem oder verletztem Endothel ab. Bekannt ist, dass kardiovaskulére
Riskofaktoren, wie Diabetes mellitus, Nikotinabusus, arterieller Hypertonus und
Hyperchol esterinamie mit einer erhéhten basalen Thrombozytenaktivitat
einhergeher?83955.124,

Pathophysiologisch gesehen ist der zentrale Auslsemechanismus der Intimaverénderung die
Monozytenchemotaxis, deren Adhdsion an die Gefdldwand, die Transmigration,
Makrophagendifferenzierung, die Phagozytose von oxidierten LDL-Partikeln und Bildung
von Schaumzellent?®. Weitestgehend ungeklart ist jedoch der Ausldsemechanismus, der zur
Monozyteneinwanderung in die Gefal3wand fuhrt.

1.2 Morphologie und Physiologie der Thrombozyten (Blutplattchen)

1.2.1 Struktur der Thrombozyten

Thrombozyten entstehen im Knochenmark als Abschniirungen der Megakaryozyten. Mit einer
Gesamtzahl von etwa 150 000 bis 300 000/ul zirkulieren sie durchschnittlich sieben Tage im
Blut. Im nicht aktivierten Zustand zeigen sie eine typische diskoide Form mit einer Grof3e von

ca 30,75 um. Die Aktivierung der Thrombozyten, durch Agonisten wie z.B.

7
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Adenosindiphosphat (ADP) oder Thrombin, bzw. Adhéasion fuhrt zu einer Formverénderung,
dem sogenannten ,,shape change” . Hierbel bilden sich Pseudopodien aus, wodurch sich die
Oberfléche des Plttchens vergroRert*® 32,

In ultrastrukturellen/elektronenmikroskopischen  Untersuchungen zeigen Plétchen einen

komplexen Aufbau, der sich in vier Bereiche (siehe Abb.5) einteilen | asst*®:

Periphere Zone
Strukturelle Zone
Membransysteme und

Zoneder Organellen

In der peripheren Zone befindet sich die Plasmamembran, eine polarisierte
Phospholipidschicht. Sie stellt die Substrate fir die Signaltransduktion (sog. ,second
messenger”) und den Arachidonsdurestoffwechsel, sowie nach Aktivierung die
prokoagul atorische Aktivitéat in Form von Plattchenfaktor 3 zur Verfiigung. Ferner sind in der
Plasmamembran eine Vielzahl von Proteinen integriert, welche als Rezeptoren fir Agonisten,
z.B. Adenosindiphosphat (ADP) und Thrombin, oder fir Adh&sionsproteine (z.B. Fibrinogen)
fungiererf*132,

In der strukturellen Zone befindet sich das Zytoskelett, welches aus Mikrotubuli, Aktin und
weiteren Strukturproteinen besteht. Dieses in der Zellmembran verankerte fibrillare,
kontraktile System spielt eine entscheidende Rolle fir die Aktivierung und Formverénderung
(Pseudopodienbildung, , shape change*) der Thrombozyterf®1%.

Die Zone der Membransysteme besteht aus dem offenen kanalikul&ren System, welches ein
weit in das Plattcheninnere hineinreichendes, mit der Plasmamembran verbundenes
Kanalsystem darstellt. Eswird bel der Plattchenaktivierung nach aul3en verlagert und trégt zur
Oberflachenvergrof3erung bei. Das dichte tubulére System ist ein Hauptspeicherort fir freie
Kalziumionen, welche eine entscheidende Rolle bei der Pléttchenaktivierung spielerf®. Zu
den Organellen der Plétchen z&hlen Mitochondrien, Glykogenspeicher und drei

verschiedene Formen von Speichergranula®.
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Abbildung 5
Aufbau und strukturelle Einteilung des Thrombozyterf®.

1.2.2 Sekretorische Funktion der Thrombozyten

Im Thrombozyt existieren drei unterschiedliche Formen von Speichergranula. Diese lassen
sich einteilen in:

Dichtegranula (,, dense bodies*)

a-Granula und

L ysosomen

Die Inhaltsstoffe dieser Granula werden bel Aktivierung der Zelle in den Extrazelluldrraum
abgegeberf®.

Die Dichtegranula (benannt nach ihrer elektronenoptischen Dichte) enthalten Nukleotide
(ADP, ATP), Serotonin und Kalziumionen, also Stoffe, die hauptsachlich fir die Aggregation
von Pléttchen entscheidend sind #0132,
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In den am haufigsten vorkommenden a-Granula sind eine Reihe von Proteinen enthalten,
welche die Adhasion und Aggregation von Pléttchen, sowie die sekunddre Hamostase foérdern.
Diese wirken proliferativ al's Wachstumsfaktoren oder sind tber zytokinghnliche Wirkung an
Chemotaxis und Inflammation beteiligt*®.

Die lysosomalen Granula enthalten, wie die Lysosomen anderer Zellen, hydrolytische
Enzyme*®.

1.2.3 Physiologie der Thrombozytenaktivierung

Thrombozyten konnen durch eine Vielzahl von Agonisten (ADP, Kollagen, Thrombin,
Adrenalin, Thromboxan) stimuliert werden. Hierbei konnen die Stoffe zum Tell vom
Pléttchen selbst (autokrin) oder vom umliegenden Gewebe gebildet oder freigesetzt
werden®1%,

Die Agonisten binden an spezifische Rezeptoren und fuhren Uber Signaltransduktion zur
Bildung von intrazelluléren Botenstoffen (,second messenger”). Als sogenannte ,, second
messenger® fungieren Inositol-1,4,5-Triphosphat (IPs), Diazylglyzerol und Thromboxan,
deren Konzentration bei Pléttchenaktivierung erhoht ist. Weiterhin besteht eine direkte
Korrelation zwischen dem Aktivierungszustand der Pléttchen und der intrazelluldren
K alziumionenkonzentration. Diese nimmt bei Stimulation zu*?*°,

Mit steigendem Aktivierungsgrad kommt es zu folgenden Veranderungen an den Plattchen:

1. Aktivierung des Fibrinogenrezeptors, so dass |6dliches Fibrinogen gebunden und die
Plétchenaggregation ausgel 6st werden kann.

2. Formveranderung mit Pseudopodienbildung, was zu einer Vergroflerung der
Pléttchenoberflache und verstarkter Reagibilitét fuhrt.

3. Freisetzung von Arachidonsdure mit Bildung von Thromboxan.

4. Anderung der Phospholipidorientierung in der Plasmamembran, wodurch die
Anlagerung von Gerinnungsfaktoren ermoglicht wird.
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Abbildung 6
Aktivierter Thrombozyt mit Pseudopodienbildung’™.

Be noch stakerer Aktivierung kommt es zur Freisetzung von gespeicherten
Pléttchensubstanzen, was als Sekretion beziehungsweise Degranulation bezeichet wird. Dies
bewirkt hohe lokale Konzentrationen dieser Stoffe an  Orten mit  verstarkter
Pléttchenaktivierung. Freigesetzt werden zuerst die Substanzen der Dichtegranula, dann die
der a-Granula und zuletzt die lysosomalen Enzyme™®%2,

Die Inhaltsstoffe der Dichtegranula haben vor allem Einfluss auf Pléattchenaggregation und
Vasokonstriktion und fordern somit im Bereich von Gefél3verkalkungen die Bildung eines
Plattchenthrombus*®1%2,

a-Granula setzen eine Vielzahl von Substanzen frei, die neben ihrer Wirkung auf die
Pléttchenadhasion und -aggregation auch Einfluss auf Umbauvorgange im Bereich der
GefaRwand haberP®%%4, Wachstumsfaktoren, wie platelet derived growth factor (PDGF )

oder transforming growth factor-B (TGF-3) fordern die Proliferation von Fibroblasten und
glatten Muskelzellen.  Zytokindhnliche Substanzen, wie R-Thromboglobulin  und
Pléttchenfaktor 4 bewirken die Chemotaxis von Leukozyten und Fibroblasten. Interleukin

181 und CD40-Ligand®?, in Plattchen nachgewiesen und dort vermutlich in den a-Granula

lokalisiert'®!, verandern die adhésiven und chemotaktischen Eigenscheften des Endothels.

1



SCHRIFTTUM

Eine vesérkte endotheliale chemotaktische Aktivitdat stellt enen frihen Schritt der

Atherogenese dar*?44%°.

1.2.4 Thrombozytenmembranrezeptoren

Die Adhdsion von Thrombozyten an das Endothel wird Uber verschiedene spezifische
Rezeptoren reguliert. Das Blutpldttchen besitzt membranstéandige Glykoproteine (GP), die fur
die Interaktion der Pléttchen untereinander (GPIllb-I11a), mit der subendothelialen Matrix
(VWF, Kollagenrezeptor), mit plasmatischen Gerinnungsfaktoren (VWF), mit Endothelzellen
(GPIIb-111a) sowie mit Leukozyten (P-Selektin) verantwortlich sind*’. Aufgrund ihrer
unterschiedlichen molekularen Struktur werden diese Adhasionsrezeptoren in vier Gruppen
eingetei[t*°:

Integrine

Leucinreiche Glykoproteine
Selektine

Rezeptoren vom Immunglobulintyp

Tabellel
Ubersicht tiber die Rezeptoren auf der Plattchenmembrart*’.

Klassifizierung Elektrophoret. | Rezeptorzahl |Ligand
Klassifizierung | pro Plattchen

Integrine

aold GPlalla 1.000 Kollagen

asl3; GPlc-lla 1.000 Kollagen,
Fibrinogen,
Vitronectin

agl’y GPlIc-lla 1.000 Kollagen,
Fibronectin,
Vitronectin
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anyds GPlib-Illa 60.000- Fibrinogen
100.000
a3 GPav-llla 100 Vitronectin
Leucinreiche Glykoproteine
GP1b-V-IX 25.000 VWF
GPIV 15.000-25.000 | Kollagen
Selektine
P-Selektin 12.000 PSGL-1, GPIb
Rezeptoren vom I mmunglobulintyp
ICAM-1 5.000 Fibrinogen,
Mac-1
PECAM-1 3.000 PECAM-1

1.2.4.1 Integrine

Die Integrine sind auf fast allen Zellen des Kdrpers zu finden und bestehen aus einer a- und
einer [3Untereinheit, die zusammen einen funktionellen Rezeptor bilden. Die a-Untereinheit
bezeichnet die Spezifitét, die 3-Untereinheit dient zur strukturellen Einteilung. Diese Integrine
interagieren mit verschiedenen Glykoproteinen, wie z.B. Kollagen, Fibronektin, Fibrinogen,
Laminin, oder von Willebrand Faktor (VWF). Durch Pléttchenagonisten (z.B. ADP,
Thrombin, Thromboxan) kommt es zur intrazelluldren Signallbertragung, die Uber
zytoplasmatische Anteile des Rezeptors zur Aktivierung der Integrine fihrt (,inside-out
signaing®). Die Bindung von Liganden (z.B. Fibrinogen) oder Antikorpern z.B. ligand
induced binding site (LIBS) bewirkt ebenfalls ene Konformationsénderung des
Integrinrezeptors mit nachfolgender Aktivierung intrazellul&rer Signale (,outside-in
signaling”). So kann der integrinvermittelte Adhasionsvorgang mit Mechanismen der
Zellaktivierung kommuniziererf*’.

Bisher wurden flnf verschiedene Integrine auf dem Thrombozyten beschrieben (siehe Tab.1).

Eines davon ist das Glykoprotein I1b-111a, welches zu den &-Integrinen gehort. GPIIb-111a ist
ein Bestandteil der a-Granula und der thrombozytéren Plasmamembran. Mengenmalig ist es
das haufigste Membranglykoprotein des Thrombozyten. Die Aufgabe dieses
Membranrezeptors, dem sogenannten Fibrinogenrezeptor, ist die Bindung von Fibrinogen an
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die Thrombozytenoberflache und stellt somit den ersten Schritt der Pléttchenaggregation dar.
Ist ein Thrombozyt in einem nichtaktivierten Zustand, so ist der GPlIb-1lla-Rezeptor an
dessen Oberfléache in einem Ruhezustand und bindet an immobilisiertem Fibrinogen, nicht
aber an in Plasma gel6stem. Wird der Thrombozyt jedoch aktiviert, so kommt es zu einer
raschen Konformationsanderung des Rezeptors mit Ubergang in einen aktivierten
Funktionszustand. Der aktivierte Rezeptor ist dann in der Lage, auch |6sliches Fibrinogen aus
dem Plasma an den Thrombozyten zu binden'.

Weitere Integrinrezeptoren, die die Adhdsion von Thrombozyten an die Gefaldwand

vermitteln, sind der Vitronektinrezeptor (GPaRs ) und die Familie der R;-Integrine®’.

1.2.4.2 Leucinreiche Glykoproteine

In dieser Gruppe sind die Rezeptoren GPIb-V-1X und GPIV von Interesse. Der Glykoprotein-
Ib-V-IX-Komplex bildet den Rezeptor fur den VWF und vermittelt so indirekt auch die
Adhasion zirkulierender Thrombozyten an Kollagen. Diese Bindung findet auch unter hohen
Scherkréften, wie sie z.B. in Arterien herrschen, statt. Der GPIb-V-I1X-Komplex besteht aus
mehreren Untereinheiten, wobel die GPIba-Untereinheit eine zentrale Bedeutung fur die

Rezeptorfunktion besitzt*’,

1.2.4.3 Sdektine

Bisher sind drei Selektine in der Literatur beschrieben. Auf aktivierten Endothelzellen findet
man E-Selektin, welches die Granulozytenadhasion vermittelt. L-Selektin ist auf der
Leukozytenoberflache lokalisiert und ist beteiligt an der Interaktion zwischen Leukozyt und
Endothel. RSdektin ist sowohl in Pléttchen, als auch in Endothelzellen zu finden. Dieses
Selektin liegt beim Thrombozyten in den a-Granula und im Endothel in den Weibel-Palade-
Korperchen gespeichert vor. Sind diese Zellen im Ruhezustand, so findet sich dieser Rezeptor
nicht an der Zeloberflache. Nach Aktivierung kommt es jedoch zu einer schnellen
Freisetzung. RSelektin auf Thrombozyten und Endothel fordert zudem die Adhéasion von
Leukozyten an beschadigtes Endothel bzw. bereits adhdrente Thrombozyten und ruft im

L eukozyten inflammatorische Reaktionen hervor®’.
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Tabele2

Einteilung der Selektine nach VVorkommen und Funktion
Modifiziert nach:*°

Selektin Vorkommen Funktion

E-Selektin Endothel Adhasion von Granulozyten und Thrombozyten
an Endothel

L-Selektin Leukozyten L eukozytenadhasion an Endothel

P-Selektin Endothel, Thrombozyten | Adhédsion von Leukozyten an Thrombozyten
und Endothel

1.2.4.4 Rezeptoren vom | mmunglobulintyp

Bisang sind zwei Adhasionsrezeptoren vom Immunglobulintyp im Pléttchen beschrieben.
Dies sind platelet-endothelial cell adhesion molecule-1 (PECAM-1) und intercellular adhesion
molecule-1 (ICAM-1)2%711%  Deren Funktion firr die Thrombozytenadhésion ist im Detail
jedoch noch nicht vollstandig bekannt.

PECAM-1 spielt eine Rolle bei der Plattchenadhésion an das Subendothel und ist zudem an
der Interaktion zwischen Thrombozyten und Leukozyten beteiligt. ICAM-1 ist auf aktivierten

Thrombozyten zu finden und tragt ebenfals zur LeukozytenThrombozytenInteraktion
b ei11,42,44,47, 106 .

1.3 Interaktion zwischen Thrombozyten und Endothelzellen

Das Gefdllendothel besteht aus einer kontinuierlichen, einreihigen Zellschicht, welche die
Innenseite von Gefélen auskleidet. Sie stellt die strukturelle und funktionelle Barriere
zwischen der Gefél3wand und dem Blut dar. Endothelzellen produzieren eine Vielzahl von
Substanzen, welche in die Physiologie und Pathophysiologie der Gefaldwand involviert
snd?®40115  pazy zahlen prokoagulatorische Faktoren, wie von Willebrand Faktor (VWF)
oder Thromboxan A, (TxA2)*®, antithrombotische Faktoren, wie Prostaglandin b (PGl.)
oder Heparansulfat, Substanzen, welche den Geféfdtonus beeinflussen, Wachstumsfaktoren,
sowie Entziindungsmediatoren, wie Interleukine oder Chemokine. Pl&ttchen interagieren mit
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aktivierten oder dysfunktionellen Endothelzeller>*®%8. Wie unter 2.1 bereits dargestellt,
konnte diese Interaktion zwischen Thrombozyt und Endothel fir die Initiierung des
atherosklerotischen Prozesses von herausragender Bedeutung seirf®®.

In unstimuliertem Zustand zirkulieren Pl&ttchen im Blut ohne am Endothel zu adhérieren,
weil das intakte, unstimulierte Endothel eine antithrombogene Oberflache darstel1t*>°. Dies
ist Folge einer hohen negativen Membranladung des Endothels auf der luminalen Seite,
welche durch einen hohen Anteil von Heparansulfat und Chondroitinsulfat an den
Membranproteinen bedingt ist. Dartiber hinaus produzieren unstimulierte Endothelzellen eine
Reihe von Substanzen, die den Stimulationsgrad, die Adhasion und die Aggregation von
Pléttchen vermindern konnen: PGl bewirkt eine Steigerung der cAMP-Konzentration im
Thrombozyten und vermindert so die Bildung von Thromboxan und die Degranulation von
Plattchen, zwei wichtige Schritte bel der Pléttchenaggregation.  Ahnlich  wirkt
Stickstoffmonoxyd (NO), indem es die cGMP-Konzentration im Thrombozyten erhéht. NO
fuhrt zudem zur Vasodilatation. Ferner besitzen Endothelzellen Membranproteine mit
ADPase-Aktivitét, welche ADP, einen starken Agonisten fur die Thrombozytenaggregation,
zu AMP und Adenosin abbauen. Thrombozytenaktivierung und Fibrinbildung werden durch
Thrombomodulin verhindert, ein fiir Endothelzellen typisches Membranproteir*’.

Verletzung und Stimulation des Endothels fihren zu Adhé&sion, Aktivierung und Aggregation
von Thrombozyterf>#3454676124 " piattchen adhérieren dabei tber ihren Membranrezeptor
Glykoprotein Iba an endothelial und subendothelial gebundenen vVWF*®°. Weiter kann die
Adhasion via Fibrinogen Uber Glykoprotein Ilb-llla an den Pétchen und am
Vitronektinrezeptor (ay) von seiten des Endothels erfolgerf®?324566.144 bie Adhasion fihrt
zu einer Aktivierung der Pléattchen mit Bildung, bzw. Freisetzung von ADP, ATP, Serotonin,
Thrombin, Zytokinen und Wachstumsfaktoren. ADP und Thrombin fordern die Aktivierung
und Aggregation weiterer Plattchen. Thrombin ist ferner ein wichtiges Enzym der
plasmatischen Gerinnung, indem es die Bildung von Fibrin katalysiert und somit den
Pléattchenthrombus  stabilisiert.  Zytokine  und ~ Wachstumsfaktoren — fihren  zur

inflammatorischen Reaktion des Endothel %9132,
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Abbildung 7

Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Thrombozyten. Links ein nicht aktiviertes
Plattchen vor Kontakt mit dem Endothel, rechts ein bereits adhérierender und somit aktivierter
Thrombozyt*°.

1.4 Thrombozyten und ihre Funktion im Entziindungsgeschehen

Plattchen spielen nicht nur beim thrombotischen Verschluss eines Geféldes as Folge der
Atherosklerose eine entscheidende Rol|g?#046-48.103.124,

Bel der Aktivierung von Thrombozyten werden eine Reihe von proinflammatorischen
Substanzen, wie Eicosanoide, Zytokine und Wachstumsfaktoren freigesetzt**#+%?. Diese
Substanzen sind in grof3er Menge in den Plattchenvesikeln gespeichert oder werden durch die
Aktivierung gebildet®. Bei hohen lokalen Konzentrationen dieser Substanzen, z.B. an Orten
von Gefélverletzungen mit Mikroaggregat- oder Thrombusbildung, werden in den
Endothelzellen Gene der sogenannten friihen Entziindungsreaktion exprimiert. Wie in vitro
bereits nachgewiesen, verandern sie unter anderem die chemotaktischen und adhésiven
Eigenschaften des Endothels. Die Interaktion zwischen Thrombozyt und Endothel konnte

somit erste Schritte der Atherosklerose-Entstehung (Atherogenese) einleiten24448:5960.70.124

1.5 Hemmung der Thrombozyten-Adhasion

Unter physiologischen Bedingungen adhérieren zirkulierende Thrombozyten nicht am
Endothel>"*%127 Der Vorgang der Adhasion wird durch verschiedene Glykoproteine auf der
Membran der Thrombozyten reguliert. Plattchen besitzen ene Rehe von

membrangebundenen Adhésionsrezeptoren, die spezifische Strukturen auf subendothelialer
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Matrix (und Media) erkennen. Der erste Kontakt zwischen zirkulierenden Thrombozyten im
Blut und der Gefaldwand wird durch die Interaktion von Glykoprotein Iba (im GPIb-I1X-V-
Komplex) mit dem VWF vermittelt?2304856105.107108.152153 " per \A\WF st das grofde lésliche
Protein im Blutplasma®*"*?"1%8 7y finden ist der VWF in Endothelzellen, Megakaryozyten,
Thrombozyten und subendothelidler Matrix'*"1?%1%  Seine Aufgabe ist es, bei der
Plattchenadhdsion mit den belden Hauptrezeptoren GPIb-1X-V und GPllb-llla zu

interagieren. Wobei GPlba eher fir die transiente Adhasion und das Rollen der Pléttchen,
GPllb-111a jedoch fir die feste Adhésion verantwortlich it 1521,

GPIb-V-1X

Thrombin — Leuzinreiche Doméane
GPlba
VWF (251-279) — T
GPIX -S- i GPIlbb GPV
|
Abbildung 8

Schematische Darstellung des GPIb-V-1X-Komplexes.
Modifziert nach: *>

anpb
3
RGD-bindende Doméne ——
(109-171)
bs alp
(GPIlla (GPIIb)
) -SS

Abbildung 9

Schematische Abbildung des GPI1b-I11a-Rezeptors.
Modifiziert nach: *>*
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1.6 Mausmodelle zur Atherosklerose

Um komplexe kardiovaskuldre Krankheiten wie Atherosklerose oder Hypertension
aufzukldren, bedarf es eines Tiermodells’. Tiermodelle, die zur Aufklarung der
kardiovaskuldren Krankheiten dienen, basierten lange Zeit auf groferen Tieren/Spezies. Diese
sind allerdings aufgrund ihrer genetischen Variabilitdt und schwierigen Zuganglichkeit fr
Veranderungen auf molekulargenetischer Ebene nur bedingt geeignet. Deswegen begannen
einige Forscher, sich der Maus als klassschem Versuchsmodell fir kardiovaskuldre
Fragestellungen zuzuwenden. Fortschritte in der Gentechnik, der Mausegenetik und
mikrochirurgischer Technologie initiierten eine Revolution, die zur unerwarteten
Kombination von In-vivo-Molekularphysiologie mit genetisch veranderten Méausen fiihrte>.
Vor 10 Jahren war noch kein Mausestamm verfligbar, der spontan komplexe
atherosklerotische Lasionen entwickelte. Nur durch extrem fette und cholesterinreiche
Nahrung Uber lange Zeit konnten bei C57/BI/6 Mausen kleine Lasionen (sog., fatty streaks’)
induziert werden311%112190  pje Méglichkeit Gene gezielt zu beeinflussen anderte die
Situation schlagartig™3.

Inzwischen gibt es mehrere Mausmodelle zur Atherosklerose. Die bis heute gangigsten sind
die LDL-Rezeptor-defiziente und die Apolipoprotein E-defiziente Maus (im Folgenden
ApoE-Knock-out-Maus genannt). Das Modell der ApoE-Knock-out-Maus entstand 1992 und
ist weit besser validiert, als das der LDL-Knock-out-Maus™®"1%14159 Die bei dieser Maus
(ApoE-Knock-out) entstehenden atherosklerotischen Lasionen gleichen denen des
M enscherll8'84'136'159.

Bei der ApoE-Knock-out Maus liegt das Apolipoprotein E, ein wichtiges Protein im
Fettstoffwechsel’?, inaktiv vor. Apolipoprotein E ist ein Hauptbestandteil der
Plasmalipoproteine und spielt eine wichtige Rolle im Schutz vor Atherosklerose. Das
Apolipoprotein E wird hauptsachlich in der Leber gebildet und ist ein Oberfléchenbestandtell
von Lipoproteinpartikeln, sowie Ligand fir die Erkennung und Clearance durch
Lipoproteinrezeptoren'®*’2. Die antiatherogene Eigenschaft des ApoE beruht auf seiner
Fahigkeit, die Beseitigung der Lipide aus dem Plasma und den Cholesterolefflux aus den
peripheren Zellen fiir den Cholesterintransport zu beeinflusserf>!36137 ApoE besitzt zudem
antioxidative Eigenschaften. Damit wird angerommen, dass es, die Lipidoxidation
limitierend, antiatherosklerotisch wirkt®®. ApoE-defiziente M&use haben eine verminderte
Clearance von Lipoproteinen-*. Sie zigen bei normaler Fiitterung (cholesterin- und fettarm)
einen Plasmacholesterinspiegel von 400 bis 600 mg/dl, verursacht durch eine Anreicherung
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von Chylomikronen, very low density lipoprotein-Resten (VLDL) und freiem Cholesterof*3°.
Im Vergleich dazu liegt der Plasmacholesterinspiegel von Wildtypmausen bei gleicher
Fitterung unter 100 mg/di**1%2. Fiittert man diese ApoE-defizienten M&use nun mit einer fett-
und cholesterinreichen Di&%?, so steigt der Cholesterinspiegel auf 1500 bis 2000,
manchmal bis Uber 4000 mg/di® an. Wildtypen (zB. C57BI/6) mit fett- und
cholesterinreicher Fiitterung erreichen dagegen nur Werte zwischen 150-300 mg/dl%2. Bei
normaler (fettarmer) Fltterung zeigen sich in der ApoE-Maus im Alter von 8-10 Wochen am
Endothel adhérierende Monozyten. Sogenannte , fatty streaks® werden frihestens nach zehn
Wochen, Lasionen mit Schaumzellen nach 15 und fibrose Plagues nach 20 Wochen
beobachtet. Bei fett- und cholesterinreicher Didt sind diese Verénderungen bereits erheblich
friher zu sehen®1%192  \ildtypen hingegen entwickeln selbst bei extrem fett- und
cholesterinreicher  Di& nur  geringe!01210  oder  keine  atherosklerotischen
Veranderungen1%.

Die ApoE-Knock-out-Maus entwickelt also komplexe atherosklerotische Lasionen, die denen
des Menschen sehr dhnlich sind, und verspricht somit ein gutes und praktikables
Atherosklerose-Modell zu sein™. Die Entwicklung dieser Lasionen kann durch fett- und
cholesterinreiche Nahrung, wie oben erwédhnt, zusédtzlich beschleunigt werden. Die
Ausdehnung dieser Verénderungen nimmt ihren Ursprung in der proximalen Aorta und breitet
sich dann nach und nach weliter in die Peripherie aus. Speziell betroffen sind Gebiete, in
denen die laminare Blutstromung gestort ist, z.B. an Gefdabzweigungen wie der
Carotisbifurkation®.

1.7 Methoden zur Charakterisierung der Atherosklerose mit der Duplex-Sonographie

Der klassische Weg atherosklerotische Veranderungen nachzuweisen war bislang die
Anfertigung von histologischen Schnitten und deren Beurteilung. Diese Methode bringt aber
den Nachtell mit sich, dass mit ihr alleine keine funktionelle Aussage mdglich ist. Mit der
technischen Weiterentwicklung der Ultraschalldiagnostik wurde in den letzten Jahren die
Duplex-Sonographie etabliert.

Eine Untersuchung von Gefél3en durch Duplex-Sonographie liefert in der Diagnostik der
HerzKreislauf-Krank heiten sehr wichtige Parameter. Diese Untersuchungsmethode bietet die
Moglichkeit, die Elastizitdt der Geféle zu beurtellen und gibt darlber hinaus noch
Gelegenheit, Stromungsverénderungen festzustellen. Im Rahmen der Atherosklerose kommt
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es zu einer messbaren Reduktion der Gefél3eladtitzitét, die eine Aussage Uber den Grad der
Atherosklerose zulasst. Somit ist die Duplex-Sonographie eine nicht-invasive und eine nicht-
traumatische Methode, hdmodynamische Parameter zu beurteilen'®°26312L138.1%5 - Gemessen
werden konnen dabel unter anderem die Flussgeschwindigkeit, die Wandstérke, der
GefaRdurchmesser und die Elastizitét der GefaRwand> %314,

Bisher wurden jedoch im Mausmodell meist nur Messungen an HerZ191381%

, proximaler

Aorta®>>"® und in der Mikrozirkulatiorf>*? vorgenommen.

1.8 Modédl zur Quantifizierung der Atherosklerose

1.8.1 Charakteriserung der Zdl-Zdl-Interaktion mit Hilfe der Intravitalmikroskopie

Die Methode der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie erlaubt es, physiologische und
pathologische Vorgange im intakten Organismus, sogar in einzelnen Zellpopulationen und -
systemen darzustellen. Dies bringt sehr viele Vorteile gegentiber In-vitro-Versuchen, da sich
die zu untersuchenden Zellen in ihrem physiologischen Milieu und unter den dort Ublich
vorherrschenden Bedingungen befinden. Das Prinzip der Intravitalmikroskopie wird weltweit

37,74,87,90,134 und im

an verschiedenen Organsystemen angewendet. Vor alem am Darnt
System der Rickenhautkammer bei Hamstern und Mausen wurde bislang gearbeitet, aber
auch die Leber'® und andere Organe, wie z.B. das Auge®, das Ohr**® und die MilZ2* wurden
direkt untersucht.

Die Untersuchung des Blutflusses durch die Intravitalmikroskopie ist eine geeignete Methode,
um komplexe biologische Interaktionen zwischen Blutbestandteilen und der GeféRwand
besser zu verstehen. Durch diese Beobachtungen konnen Krankheitsmechanismen erkannt
und daraufhin neue prophylaktische und therapeutische Ansétze getestet werder®™. Diese
Methode ist deswegen sehr gut geeignet, die Erkenntnisse Uber Atherosklerose und

Thrombose weiter auszubauen.

Esist zur Intravitalmikroskopie an der A. carotis communis keine Literatur verflgbar.
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1.8.2 Immunhistologie/VCAM -1-Expression

VCAM-1 ist neben ICAM-1 das wichtigste Adhasionsmolekiil, welches die Leukozyten
Endothelzell- Interaktion beeinflusst. VCAM-1 ist fur die feste Adhasion der Leukozyten
verantwortlich. Es ist zusammen mit P- und E-Selektin beim ersten Schritt der
Leukozytenadhasion, der transienten Adhasion und dem Rollen beteiligt. Die Besonderheit
des VCAM-1 besteht darin, als einziges der drei Adhasionsmolekile (VCAM, ICAM,
PECAM) sowohl beim ersten Schritt der Kontaktaufnahme, als auch bel der stationdren
Adhasion beteiligt zu sein'®?.

Zudem spielt es aber auch bei der Vermittlung der festen Adhasion eine wichtige Rolle.

Eine vermehrte Expression von VCAM-1 findet sich vor allem in |&asionsnahen Gebieten im
Atherosklerosemodell. In der Immunhistologie lassen sich VCAM-1 exprimierende Zellen
darstellen. Zu Beginn der Atherosklerose zeigen sich nur einzelne Zellen positiv, spéter sind
ganze Zellverbdnde anféarbbar. Diese postiven Zellen liegen vor alem nahe an bereits
fortgeschrittenen L&sionen. Die Lage dieser Zellen korreliert mit der Lokalisation von
Schaumzellen. Somit lasst sich nachweisen, dass im Laufe der Atherogenese immer mehr
Endothelzellen positiv auf die VCAM-1-Farbung reagierer?” 8.
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2 EIGENE UNTERSUCHUNGEN

2.1 Zieleder Arbeit

2.1.1 Morphologische Charakteriserung der Atherosklerosein ihrem Verlauf

In der vorliegenden Arbeit soll die Entwicklung der Atherosklerose im Tiermodell der ApoE-
Knock-out-Maus genauer untersucht werden. Dazu werden mehrere Untersuchungsmethoden
angewendet.

Ziel des ersten Abschnittes ist es, die morphologischen Verdnderung in der Atherogenese in
der Maus darzustellen. Bidang stiitzten sich diese Untersuchungen vorwiegend auf die
Histologie. In dieser Arbeit werden die Tiere mit Hilfe der Duplex-Sonographie und der
Intravitalmikroskopie an der Arteria carotis communis untersucht. Von Vortell ist dabei, dass
alle Veranderungen der Blutphysiologie im Gefald wéahrend der Atheroprogression noch in
vivo betrachtet werden kénnen. Sowohl die Duplex-Sonographie an Aorta und Carotis der
Maus, als auch die bisang an der Carotis noch nicht vorgenommene intravitale
Fluoreszenzmikroskopie sollen in der vorliegenden Arbeit entwickelt und etabliert werden.
Anschlielend nitzt man zusétzlich die Histologie zur Beurteilung des Ausmalles der

Atherosklerose.

2.1.2 Charakterisierung der fur die Thrombozytenadhasion an die Gefal3wand

ver antwortlichen Rezeptoren

Durch die Methode der Intravitalmikroskopie ist es moglich, die Thrombozyten und
L elkozyten-Endothel zell-Interaktion wahrend der Atherogenese genau zu beobachten.

An diesem Modell gilt es anschlief3end im zweiten Abschnitt, die molekularen Mechanismen
der Thrombozyten-Endothelzell-Interaktion durch Einsatz blockierender monoklonaler

Antikorper zu charakterisieren.
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2.1.3 Bedeutung der Thrombozytenadhasion fir die Atheroprogression

Im dritten Abschnitt folgt dann die Untersuchung, ob die Thrombozytenadhésion Einfluss auf
das Fortschreiten der Atherosklerose zeigt und ob die Atheroprogression durch langfristige
Adhasionshemmung durch Antikdrperbehandlung verhindert oder zumindest eingedammt

werden kann.

2.2 Kinetik der Zell-Zdl-Interaktion im Verlauf der Atherogenese

2.2.1 Allgemeines zum Versuchsaufbau

Um den Velauf der Atherogenese im Detail darzustellen, werden mehrere verschiedene
Untersuchungsmethoden angewendet. Folgende Vorgehensweise wird bel jedem Versuchstier
verfolgt:

Zunéachst werden alle Tiere mit Duplex-Sonographie an der Aorta abdominalis und der
Carotis communis untersucht. Anschlief3end stellt man die Thrombozyten bzw. Leukozyten
Endothelzell- Interaktion in der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie dar. Am Ende jedes
Versuches werden Organe und Gefél3e bei —80°C gefrierkonserviert und spéter histologisch
aufgearbeitet. In der Histologie werden zundchst Hamatoxylin- Eosin-Féarbungen der Aorta
und der Carotis vorgenommen. Der direkte Nachweis der Atherosklerose in den Gefél3en
erfolgt durch Fettfarbung (Sudan I11) in der pathologisch-anatomischen Untersuchung. Fur
das Messen der Ausdehnung arteriosklerotischer Veranderungen in der Histomorphometrie

verwendet man die van GiessonFarbung.

2.2.2 Versuchstiere

2.2.2.1 DasKnock-out-M oddll

Es werden insgesamt 120 Tiere fUr die vorliegenden Untersuchungen eingesetzt.

AlsKontrolle dienen Wildtyp-Méause (C57BI/6J, Charles River, Frankreich). Beim Knock-out
handelt es sich um C57BI/6-ApoE’ (The Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine, USA). Im
Versuch werden ausschliefdich méannliche Tiere verwendet, da sich beim Knock-out-Modell
hier die atherosklerotischen Léasionen wesentlich friher und auffélliger zeigen as bei

weiblichen Tieren>1%?,
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2.2.2.2 Haltung

Wildtypen und ApoE-Mause werden aus den kommerziell erworbenen Pérchen (siehe oben)
nachgezichtet. Hierzu werden die Elterntiere (jeweils sechs weibliche und drei ménnliche
Tiere) regelmaldig verpaart und die Jungtiere im Alter von vier Wochen abgesetzt. Ab diesem
Zeitpunkt beginnt bel den ApoE-defizienten Méusen die cholesterinreiche Fitterung. Die
Knock-out-Nachzucht wird stichprobenweise genotypisiert, um das Vorhandensein der
homozygoten Genveranderung zu kontrollieren.

Die Méause werden alle in Gruppen zu jewells 6 bis 10 Tieren in Kafigen vom MakrolonTyp
[l gehalten. Wasser und Futter stehen den Méausen ad libitum zur Verfigung, wobel die
Wildtypen herkémmliches Erhatungsfutter (Erhaltungsdiét, Fa. Altromin, Lage), die ApoE
defizienten Tiere jedoch cholesterinreiche Didt (Westerntype-diet, Harlan-Winkelmann,
Niederlande) erhalten.

Die Einstreu besteht aus entkeimtem und entstaubtem Weichholzgranulat (Tiereinstreu
,Faser”, Fa. Altromin, Lage), welches zweima wdochentlich gewechselt wird. Weiterhin
stehen allen Versuchstieren entkeimte Kriechrohren aus Pappe und Nestbaumaterial aus
sterilisiertem  Zellstoff zur Verfigung. Die Raumtemperatur betrégt bei  konstantem
Luftwechsel 20 bis 25°C, die Luftfeuchtigkeit 60 bis 70%. Die Tiere werden bel  geregeltem
Hell-Dunkel-Rhythmus von jeweils 12 Stunden Dauer gehalten. Die Lichtintensitét bel Tag
betrégt 50 bis 100 Lux.

Das Tierversuchsvorhaben wurde gemal3 88 des Deutschen Tierschutzgesetzes (TierSchG. in
der Fassung vom 25.05.1998) durch die Regierung von Oberbayern genehmigt.

2.2.2.3 Anzahl und Einteilung der Versuchsgruppen

2.2.2.3.1 Morphologische Charakterisierung der Atherosklerosein ihrem Verlauf

In Vorversuchen zu dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Wildtypen unabhangig von
ihrem Alter im hier angefiihrten Untersuchungszeitraum bel handel stiblichem Erhaltungsfutter
keinerlel atherosklerotische Verénderungen nachweisen. Deswegen werden die in den
folgenden Versuchen verwendeten Wildtypen nach Absetzen von der Mutter (im Alter von
vier Wochen) fur die Dauer von acht Wochen mit cholesterinarmen Futter versorgt, dies liegt
im Mittel der zu untersuchenden A poE-Knock-out-Gruppen. Die in den Versuchen

aufgefuhrten Wildtypen (WT) beziehen sich ausschliefdlich auf die eben genannte Gruppe.
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Die ApoE-Knock-out-Méause setzt man im Alter von vier Wochen von der Mutter ab und

fUttert sie von diesem Zeitpunkt an fUr unterschiedliche Dauer mit einer cholesterinreichen

Dié. Die Versuchsgruppen sind nach der Anzahl der Fitterungswochen geordnet (siehe Tab.
3). Sie werden im folgenden mit Wildtyp (WT) oder mit Knock-out (ApoE) und Anzahl der

Wochen cholesterinreicher Fitterung bezeichnet, z.B. zwei Wochen cholesterinreiche

Futterung: ApoE-2Wo, vier Wochen Fitterung: ApoE-4Wo usw..
Als Bezugsgrof3e dient der Mausestamm C57/BI/6J, der genetische Hintergrund der ApoE -/-

Maus.

Tabdle3

Gruppeneinteilung und Erklérung der folgend verwendeten Abklrzungen

Gruppen- Wildtyp | ApoE- ApoE- ApoE- ApoE- ApoE-
bezeichnung Knock-out Knock-out Knock-out Knock-out Knock-out
2 Wochen 4 Wochen 6 Wochen 12 Wochen 18 Wochen
Cholesterinfutter | Cholesterinfutter | Cholesterinfutter | Cholesterinfutter | Cholesterinfutter
Abklrzung |WT ApoE-2Wo ApoE-4Wo ApoE-6Wo ApoE-12Wo ApoE-18Wo

Zur duplex-sonographische Untersuchung (Duplex) der Atheroprogression werden jeweils 20

Mause verwendet. Anschlief3end werden diese 20 Tiere pro Gruppe der Intravitalmikroskopie

(IVM) zugefiihrt. Dabei werden zehn Mause zur Mikroskopie prapariert, die verbleibenden

zehn Tiere dienen a's Blutspender.

Tabelle4

Tierzahlen und Verwendung pro Gruppe

Gruppe |WT ApoE-2Wo | ApoE-4Wo | ApoE-6Wo | ApoE-8Wo | ApoE-10Wo | ApoE-12Wo | ApoE-18Wo
Duplex |n=20 |n=20 n=20 n=20 n=20 n=20 n=20 n=20

VM

Spend. n=10 |n=10 n=10 n=10 n=10 n=10
Empf. n=10 |n=10 n=10 n=10 n=10 n=10

Spend. = Spendertier fur die Intravitalmikroskopie
Empf. = zur Intravitalmikroskopie prépariertes Tier, dem die Blutzellen eines Spendertieres

verabreicht werden.
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2.2.2.3.2 Charakterisierung der fir die Thrombozytenadhasion an die Gefalwand

ver antwortlichen Rezeptoren

In dieser Versuchsreihe werden die Thrombozyten von Tieren aus der ApoE-6Wo Gruppe mit
verschiedenen Antikdrpern gegen Adhasionsmolekile behandelt. Als Vergleich dienen sechs
Wochen cholesterinreich gefiitterte ApoEMé&use ohne vorbehandelte Thrombozyten (ApoE
6Wo ausKap. 3.2.2.3.1).

Tabedle5

Molekulare Mechanismen der Thrombozytenadhéasion
Gruppen und Anzahl der verwendeten Tiere

Gruppe ApoE-6Wo ApoE-6Wo ApoE-6Wo
Thrombozyten Thrombozyten Thrombozyten
unbehandelt + anti-GPIlba + anti-GPlIb-1l1a

Anzahl n =8 (9+10 verst.) n=4 n=4

2.2.2.3.3 Bedeutung der Thrombozytenadhasion fiir die Atheroprogression

In dieser Versuchsreiche werden die ApoE-Knock-out-Méause nach Beginn der
cholesterinreichen Fitterung fir 12 Wochen mit dem Antikorper gegen GPIba behandelt. Als

Kontrolle dienen mit einem fur die Adhasion irrelevanten Antikérper (1gG) behandelte und
unbehandelte 12 Wochen cholesterin- gefiitterte ApoE-Mause.

Tabelle6

Bedeutung der Thrombozytenadhésion fur die Atheroprogression.

Gruppe ApoE-12Wo | ApoE-12Wo | ApoE-12Wo
+12WoIgG |+ 12 Wo anti-GPIlba

Duplex n=20 n=4 n=4

Histomor phometrie|n=4 n=4 n=4

Anzahl und Art der Untersuchung. Fir die Duplex-Sonographie werden die Werte der unter
32231 Dbeschriebenen ApE12Wo-Tiere verwendet. Zur  histomorphometrischen
Auswertung werden aufgrund des hohen Arbeitsaufwandes nur vier Tiere herangezogen.
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2.2.3 AllgemeinesVorgehen

Am Tag vor der eigentlichen Operation untersucht man dle Tiere einer Gruppe mit der
Duplex-Sonographie an der abdominalen Aorta und der A. carotis. Tags darauf erfolgt dann
die Prégparation und Intravitaimikroskopie der Tieree Am  Ende jeder
intravitalmikroskopischen Untersuchung werden die Tiere durch Entbluten getttet und
anschlief3end beide Carotiden, die Aorta, sowie Herz, Lunge, Milz, Leber, Nieren und Gehirn

fUr histologische Untersuchungen entnommen und eingefroren.

2.2.4 Narkose

Die Mause werden fur kurzfristige und nicht schmerzhafte Untersuchungen (z.B. Duplex-
Sonographie) durch Inhalationsnarkose mit Isofluran (Forene®, Abbott) (Verdampfer:
Ohmeda Isotec 3, Fa. Eickemeyer, Tuttlingen) und Sauerstoff anadsthesiert. Fir die
Préparation zur Intravitalmikroskopie wird jedoch eine Kombinationsanasthesie aus Fentanyl
(0,05 mg/kg, Fa. CuraMed Pharma GmbH) Midazolam (5 mg/kg, Fa. Ratiopharm) und
Medetomidin (0,5 mg/kg, Fa Pfizer) intraperitoneal appliziert®®. Bei dieser Art der
Injektionsnarkose ist eine anhaltende Wirkung Uber zwel bis drel Stunden, somit tber die
ganze Dauer des Versuches gesichert.

Wahrend der gesamten Operation wird dem Versuchstier zur besseren Oxygenierung
Sauerstoff Uber die Nasenmaske zugefuhrt.

Tabelle7
Ubersicht der Narkose-Anwendung bei verschiedenen Eingriffen.

Art des Versuchs Nar kose

Injektion von Antikérpern, Blutentnahme | sofluran-Narkose

Duplex-Sonographie | sofluranNarkose

Intravitalmikroskopie Einleitung mit Isofluran, Erhaltung durch Injektion
der Medetomidin-Midazolam-Fentanyl-Kombination
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2.25 Duplex-Sonographie

Zur Ultraschalluntersuchung erhdlt jede Maus eine Inhalationsrerkose. Das schlafende Tier
wird auf einer Warmematte (39 °C) (Fa. Dehner) mit Klebestreifen in Riickenlage fixiert™®.
Uber eine Nasenmaske wird durchgehend ein Sauerstoff-1sofluran-Gemisch verabreicht. Zur
Narkose-Einleitung liegt der Isoflurangehalt bel 5%, bel ausreichender Anasthesietiefe wird
die Narkose bei 1,5% aufrechterhalten. Anschlief3end wird das Fell an den zu untersuchenden
Stellen, aso in der Bauchregion und lateral am Hals, mit warmer Seifenl6sung befeuchtet,
um Lufteinschlisse zwischen Haut, Fell, Ultraschallgel und Schallkopf zu vermeiden.
Daraufhin wird Ultraschallgel aufgetragen®. Die Duplex-Sonographie erfolgt mit einem
Acuson Sequoia-Gerdt 512 und einem hochauflésenden 15 Megahertz Schallkopf (beides
Acuson, Denver, USA)**%%®  Gemessen werden sodann die Flussraten (V) am Ende der
Diastole (Vgia) und in der Systole (Vgys) in m/s, sowie der sog. , Resistance Index” (RI), der
sich aus der Differenz zwischen Vs und V gia geteilt durch Vs zusammensetzt.

Rl = (Vys- Vdia) Veys

Diese drei Werte (Vsys, Vdia und RI) werden zur Auswertung in eine Excel- Tabelle Uibertragen
(Microsoft Office 2000, Excel). Der RI ist ein Mass fur die Elastizitét der Gefalle. Mit
Zunahme der Atherosklerose nimmt die Elastizitét der Gefélde, z.B. durch Plaque-Bildung und
Kakeinlaberungen ab und der RI steigt an.

Von der Aorta abdominalis werden an jedem Tier sechs Messwerte evaluiert und spater
gemittelt, von der A. carotis hingegen werden drei Messwerte gemittelt. Pro Gruppe werden
jeweils 20 Tiere untersucht und von diesen ein Mittelwert gebildet.

2.2.6 Intravitalmikroskopie

Die Untersuchung des Blutflusses in der A. carotis erfolgt durch ein Fluoreszenz-Auflicht-
Mikroskop (Axiotech®® 100 HD, Fa Zeiss, Goéttingen). Als Lichtquelle dient eine
Quecksilber-K urzbogenHochstdrucklampe (Hg-Hochstdrucklampe, HBO 100W, Fa. Zeiss,
Gottingen), die en fur die verwendeten Fuoreszenzfarbstoffe (siehe unter 4.5)
entsprechendes Strahlenspektrum aufweist. Im Mikroskop befinden sich die fir die

verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe geeigneten Filter (siehe unter 3.1.8).
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Axiotech¥aric 100 HD

Abbildung 10
Mikroskop fiir die Intravitalmikroskopie, Axiotech Y@1° 100 HD (Zeiss, Géttingen) %7

2.2.7 Prinzipien der Fluoreszenzmikroskopie

2.2.7.1 Allgemeine Voraussetzungen

In der Fluoreszenzmikroskopie werden die zu untersuchenden Zellen mit speziellen
Reagenzien behandelt, die in der Lage sind, Licht fur kurze Zeit aufzunehmen und dann
wieder abzustrahlen. Fluoreszierende Zellen absorbieren in das Anregungslicht in einem
bestimmten Spektrallichtbereich (?1) und emittieren das Licht in einer 20 bis 50 nm gréferen

Wellenlange (?72). Dieses Phénomen wird als Stokes-V erschiebung bezeichnet.
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Abbildung 11

Fluorophore absorbieren in einem schmalen Spektralbereich das Anregungslicht (?1) und
emittieren Licht in einem Bereich mit groflerer Wellenldnge (?,). Dazwischen liegt die
Stokes-Verschiebung™®,

Diesen Effekt macht man sich im Strahlengang des Mikroskopes zur Auftrennung von
Anregungslicht (kurzwellig) und Emissiondicht (langwellig) zu Nutze. Die untenstehende
Abbildung (Abb. 12) zeigt den Strahlengang in einem Fluoreszenzmikroskop. Von einer
starken Lichtquelle (HBO 100W) gelangt das kurzwellige Licht Uber einen Kollektor zum
Anregungsfilter (Exzitationsfilter, SP = , short pass‘, wie der Name sagt, lasst dieser Filter
kurzwelliges Licht passieren). Der Farbteiler reflektiert das kurzwellige Anregungslicht tber
das Objektiv auf die zu untersuchenden Zellen. Das durch die Fluoreszenzfarbstoffe
enstehende Emissiondlicht ist langwelliger und kann den Farbteiler ungehindert passieren. Um
evtl. noch vorhandenes Restanregungslicht, welches in der Detektion der Fluoreszenz stérend
wirken wirde, zu vermeiden, wird vor die Kamera ein Sperrfilter eingebaut. Dieser Filter
wird auch als Emissionsfilter (oder LP =, long pass’, lasst nur langwellige Strahlen passieren)

bezeichnet, weil er nur das vom Objekt emittierte Licht passieren |&sst.
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Abbildung 12

Allgemeiner Aufbau eines Epifluoreszenzmikroskopes.

Rechts im Bild: Der Strahl aus der Lichtquelle wird durch einen Exzitationsfilter und einen
Farbteller auf das Objekt gelenkt. Vom Objekt emittierte Strahlen gelangen durch den
Emissionfilter in die CCD-Kamera (charged coupled device). Links im Bild: Aufschltisselung
von Exzitations- und Emissionsspektrum zur Festlegung der Filterwahl am Beispiel des
Fluoreszenzfarbstoffes FI TC (Fluorescei nisothiocyanat). Modifiziert nach:1>8
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2.2.7.2 Aufbau des Arbeitsplatzes

Videgtimer ] VTR

cCcDKamera DEEE O

Abbildung 13

Schematischer Aufbau des IVM-Arbeitsplatzes:

Links: Die praparierte Maus liegt unter dem Fluoreszenzmikroskop, emittierte fluoreszierende
Strahlen (siehe Abb. 11) werden von der CCD-Kamera aufgenommen und Uber einen
Videotimer an den Videorekorder weitergeben.

Rechts: Auswerteeinheit, bestehend aus Videorekorder und Monitor.
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2.2.8 Fluoreszenzfarbstoffe

Fir die Intravitalmikroskopie kdnnen verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe verwendet werden.
Im Vorfeld der Versuche muss geklart sein, welche Zellen angefarbt und betrachtet werden
sollen. In vorliegendem Versuchsvorhaben stehen sowohl Thrombozyten, as auch
Leukozyten im Vordergrund des Interesses.

Um die Leukozyten in vivo anzuférben, werden 100 pl des Fluoreszenzfarbstoffes Rhodamin
6G (Molecular Probes, USA) Uber einen Katheter in der V. jugularis dextra in ener
Konzentration von 0,02% ins Gefél3system eingebracht. Dieser Farbstoff bindet direkt im
GefaRsystem an das Cytochrom C in Leukozyterf. Diese Art der Fluoreszenzmarkierung
macht es mdglich, die Leukozytenpopulation auch bei hoher Flussgeschwindigkeit im
Zentralstrom des Blutflusses gut darzustellen 4 und spéter in der Auswertung zu erfassen. Die
Anregungswellenlange fur Rhodamin 6G liegt bei 530 nm, die Emmissionswellenlénge bel
590 nm (siehe Abb. 14). Anders als bei Leukozyten erfolgt die Farbung der Thrombozyten ex
vivo, da ene spezifische Markierung von Thrombozyten durch i.v.-Injektion eines
Fluoreszenzfarbstoffes nicht moglich ist.

Die zu untersuchenden Thrombozyten werden daher ex vivo mit dem Fluorenszenzfarbstoff
DCF (2,7-Dihchlorodihydrofluorescein- Diacetat, Fa. Molecular Probes, USA) markiert. FUr
diesen Farbstoff liegt die Anregung bel 513 nm und die Emission bei 532 nm (siehe Abb. 15).
Aufgrund der verschiedenen Anregungswellenlénge konnen beide Zelltypen in einem
Untersuchungsgang und somit in identischen Gefél3segmenten betrachtet werden. Dies wird
durch Wechseln der Filtersétze fur den Farbstoff Rhodamin und DCF erméglicht.

Im Mikroskop werden Filter verwendet, die den Fluoreszenzfarbstoffen entsprechen (Filter
fur Leukozytendetektion: Filterset 09, Fa. Zeiss, Gottingen, Thrombozyten: Filterset 15, Fa.

Zeiss, Gottingen) 118,
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Fluoreszenzfilter fiir die LeukozytenDetektion mit Rhodamin 6G'*®
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Abbildung 15
Fluoreszenzfilter fiir die Untersuchung der DCF-gelabelten Thrombozyten'>®
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2.2.9 Thrombozytenpraparation

Das Spendertier wird wie oben aufgefiihrt andsthesiert. Anschlief3end wird cardial punktiert
und Blut gewonnen. Hierbel muss sehr vorsichtig vorgegangen werden, um eine
Thrombozytenaktivierung zu vermeiden. Das gewonnene Blut wird durch Citrat (100pl
Citrat/Iml Blut) ungerinnbar gemacht. Anschlieffend werden aus diesem Vollblut die
Thrombozyten separiert.

Die aus dem Spendertier gewonnene Blutmenge (ca. 1,5 bis 2 ml/Tier) wird mit Tyrodes-
Puffer auf ein Volumen von 2,5 ml aufgefiillt. Dies vereinfacht die spatere Handhabung und
dient gleichzeitig als Waschschritt. Das Blut-Tyrodes-Gemisch wird bei 800 rpm fur 20
Minuten zentrifugiert (Haereus, Megafuge, Hanau). Das hierbei entstehende sogenannte
pléttchenreiche Plasma (PRP) wird anschlief3end mit dem Fluoreszenzfarbstoff DCF (2,7-
Dichlorodihydrofluorescein- Diacetat, Fa.Molecular Probes, USA) versetzt (20 ul/PRP einer
Maus) und wiederum mit Tyrode pH 6,5 (Rezept Tyrode-Losung siehe 3.7.1) aufgefllt,
diesma auf ein Volumen von 5 ml. Das PRP wird nach 2 Minuten Inkubation mit dem
Farbstoff im Dunkeln, bei 2400 rpm fur 10 Minuten zentrifugiert. Das hierbel entstehende
Thrombozyten-Pellet wird in jeweils gleichen Anteilen von Tyrode pH 6,5 und pH 7,4
resuspendiert, um den Thrombozyten ein moglichst physiologisches Milieu zu bieten. Auch
die Resuspension muss vorsichtig vorgenommen werden, um jegliche Voraktivierung zu
vermeiden. Eine relevante Thrombozytenaktivierung im Rahmen der
Thrombozytenseparation nach diesem Protokoll konnte in friheren Untersuchungen bereits
ausgeschl ossen werderf®.

Dem Spendertier werden nach der Blutentnahme beide Carotiden, die Aorta, das Herz, die
Lunge, die Leber, die Milz, beide Nieren, sowie das Gehirn entnommen und fur die spétere

histologische Weiterverarbeitung bei —80°C gefrierkonserviert.

2.2.10 Bestimmung der Thrombozytenzahl

Die Thrombozytenzahl wird mit Tyrodes auf eine Konzentration von 200.000/ul eingestellt.
Von dieser Thrombozytensuspension erhdlt jedes Empfangertier 250 pl. Nur so kann
gewahrleistet werden, dass die Operationsbedingungen fur alle Méuse gleich sind.

Das Auszédhlen der Blutplattchen wird an einem Zellzdhlgerdt (Sysmex Microcellcounter
800, Sysmex Deutschland GmbH, Norderstedt) vorgenommen.
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2.2.11 Préaparation des Empfangertieres

Am egentlichen Versuchstier beginnt die Einleitung der Narkose, wie unter 3.1.4
beschrieben, mit Isofluran. Unter dieser Inhalationsnarkose erfolgt die intraperitoneae
Injektion der Langzeitanasthesie mit Medetomidin-MidazolamFentanyl (Dosierungen siehe
3.1.4). Sobad die Maus eine ausreichende Narkosetiefe (Stadium 1l11,) erreicht hat, wird sie
auf einer Warmematte in Rickenlage fixiert. Die Korpertemperatur wird durch die Heizmatte
konstant bei 39°C gehaten und durch rektale Messung kontrolliert. Wahrend der ganzen
Operationsdauer verabreicht man Uber eine Kopfmaske Sauerstoff und kann hiertiber bel
Bedarf auch Isofluran beimischen. Ob das Tier ausreichend anésthesiert ist, wird durch
Reizung von Zwischenzehen und Schmerzreflex Uberpriift. Ist das Anasthesiestadium 1l
(chirug. Toleranz) erreicht, beginnt man mit dem Hautschnitt. Die folgenden Arbeitsschritte
fuhrt man unter einem Prapariermikroskop (Stemi 2000, Fa. Zeiss, Gottingen) durch. Der
Schnitt wird ventral in der Halsregion vom Sternum bis fast zum Kinnwinkel (Ramus
mandibulae) gefihrt.

Anschlief3end trennt man die nun freiliegenden Speicheldrisen (Glandula mandibularis)
stumpf voneinander. Die rechte Speicheldriise wird herausprépariert, um freien Zugriff auf die
V. jugularis dextra zu schaffen. Diese ligiert man kurz vor dem Verschwinden hinter dem
Unterkieferknochen (Os mandibulare) mit einem Faden (Prolene®, Fa. Ethicon, Norderstedt).
Daraufhin verschliedt man die Jugularvene vor dem Brusteingang mit einem Gefalclip
(Miniclip, Ysargil, Fa. Medicon). In die nun gestaute Vene wird ein Katheter gelegt (SIMS
Portex, Hythe, England)'® und anschlieRend mit einer Ligatur fixiert.

Dieser Zugang dient der Applikation der fluoreszenzgefarbten Thrombozyten, sowie des
Farbstoffes Rhodamin fir die In-vivo-Farbung der Leukozyten. Auf3erdem wird Uber diesen
Katheter wahrend der gesamten Operationsdauer physiologische Kochsal zlsung (10 mi/kg/h,
Isotonische Kochsalzlosung, Delta Pharma GmbH, Pfullingen) Uber einen Perfusor
(Perfusor®fm, Fa. Braun, Melsungen) verabreicht’®. AnschlieBend legt man die rechte A.
carotis communis frei. Unter diese wird zur besseren Kontrastgebung ein kleines Stiick
schwarzer Folie geschoben. Daraufhin legt man das Tier auf der Wéarmematte unter das
Fluoreszenzmikroskop. Nun verabreicht man Uber den Katheter ca. 100 pl einer 0,2%igen

Rhodamin- L 6sung!®-31:65:134.147

, um die Leukozyten in vivo anzuférben. Anschlief3end spiilt
man den Zugang mit physiologischer Kochsalzlésung um daraufhin die DCF-markierten

Thrombozyten zu injizieren.
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Zunéchst wird die A. carotis bei 2,5-facher VergroRerung zur Ubersicht dargestellt und via
charge coupled device (CCD)-Kamera (FK 90-1Q-S, Fa. Pieper, Dusseldorf) in eine Video-
Monitor- Einheit (Videogerat: Panasonic AG-7355, Fa. Videocation, M iinchen, Monitor: Sony
PVM-20M7MDE, Fa. Videocation, Miinchen)*® eingespeist. AnschlieRend erfolgt eine kurze
(15 sec.) Sequenz bei 10-facher Vergroflerung um spéter bel der Auswertung hieran den
Durchmesser des GefalRes zu efassen. Daraufhin  beginnt die egentliche

Intravitalmikroskopie bel 20-facher Vergrof3erung.
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Abbildung 16

Darstellung der einzelnen Préparationsschritte fur die Intravitalmikroskopie.

1. Auf Warmematte fixierte Maus, 2: Tier vorbereitet zum Hautschnitt (enthaart und
desinfiziert), 3: Inzision der Haut, 4: Stumpfe Trennung der Gll. mandibulares, 5: Freilegen
der V. jugularis, 6: Stauung der V. jugularis vor Einbringen des Katheters, 7: Fixation des
Kathetersin der Halsvene, 8: Weitere Praparation bis zum Freilegen der A. caratis, 9:
Vorbereitung der A. carotis zur Intravitalmikroskopie.
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2.2.12 Mikroskopierschema

Erst bei 20-facher VergrofRerung konnen die einzelnen Blutzellen im Fluss in der A. carotis
dargestellt werden. Hierbel wird folgendes Schema angewendet:

Zunéchst werden vier Ausschnitte, von proximal nach distal fortschreitend, an der A. carotis
communis untersucht. Dabei werden jeweils 30 Sekunden im Fuoreszenzfilter der
Leukozytendetektion und 30 Sekunden im Thrombozytenfilter auf das Videoband
aufgenommen. Somit liegt das erste Messfenster herznahe, die folgenden Ausschnitte werden
dann Stick fur Stick weiter distal Richtung Bifurkation gelegt. An der Bifurkation der
Carotis werden dann zwei weitere Fenster untersucht, auch hier jeweils 30 Sekunden im
Leukozyten und im Thrombozytenfilter.

[ VTR
O

20x

ZEISS

I——Ll CCD Kamera
oo e
Monitor -5 ACE
g AC_(_: ‘

Mikroskop
Videotimer “B

Abbildung 17

Mikroskopierschema:

Links: Der schematische Aufbau des IV M-Arbeitsplatzes

Rechts: Vergroferter Ausschnitt des Untersuchungsfeldes (ACC: A. carotis communis, ACE:
A. carotis externa, ACI: A. carotis interna).
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Alle Sequenzen werden lber die CCD-Kamera und die Videoeinheit aufgenommen und spéter
ausgewertet. Am Ende der Intravitalmikroskopie wird das Tier durch Entbluten geopfert und
alle Organe und Geféf3e werden, wie oben beschrieben, entnommen und bei

—80°C fur die spétere histologische bzw. molekularbiologische Aufarbeitung asserviert.

A. carotis
D E— communis

(herznah)

A. carotis

. — communis

(herzfern)

] o Bifurkation
A. carotis 4 i

externa

A.carotis
j interna

Abbildung 18

Detailaufnahme (Livebild) der rechten A. carotis von proximal (herznah) nach distal
(Bifurkation).

2.2.13 Dokumentation

Alle wichtigen Parameter zum einzelnen Versuch werden bei den Video-Aufzeichnungen mit
einem Mikrofon dokumentiert. Hierbel werden Futterungswoche, Tiernummer, Vergrél3erung,
Lokalisation des Messfensters und der jeweilige Fluoreszenzfilter (fir Thrombozyten bzw.
L eukozyten) angegeben.
Insgesamt setzt sich die Aufzeichnung aus folgenden Komponenten zusammen:
15 Sekunden Ubersicht bei 2,5-facher VergréRerung, um evtl. Verdnderungen am
Gefal3 festzustellen
15 Sekunden Ubersicht bei 10-facher VergroRerung, um den GefalRdurchmesser fir
die spétere Auswertung messen zu kénnen
30 Sekunden Thrombozyten bzw. Leukozyten bel jedem Messfenster mit 20-facher

Vergroflerung, vier Fenster an der A. carotis communis, zwei an der Bifurkation.
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2.2.13.1 Protokall fur die Auswertung der VM

2.2.13.1.1 Datenblatt fur Einzeltierauswertung

Gruppennummer:
Tiernummer:
Datum:

Genotyp:

Diameter A. carotis comm. (10x):

A. Carotis comm.

ROI |DIA (mm) |[LENGTH (mm) |Area(mm) trans.-adh. PI. trans.-adh. PI.
abs. (U/mm?) MW  |SEM
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
ROl [DIA (mm) |LENGTH (mm) [Area(mm) roll. PI. roll. Pl.
abs. (U/mm?) MW [SEM
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
ROI |DIA (mm) |[LENGTH (mm) |Area(mm) adh. PI. adh. PI.
abs (Umm?) MW  [SEM

© 0O ~N O O WN PR

[y
o
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ROI: “region of interest”, Auswerteregion, DIA: ,diameter* , Breite der Auswerteregion,
Area. Féache des Auswertefensters, Pl: Plattchen, trans.-adh.: transient—adharente
Thrombozyten, roll: rollende Thrombozyten, adh: adharente Thrombozyten

MW: Mittelwert

SEM: , standard error mean“, Standardfehler

2.2.13.1.2 Datenblatt fir Zusammenfassung einer OP-Gruppe

A. Carotis communis

Gruppennummer:
Genotyp:

Tier Trans Adh.Tz Rollende Tz Adh. Tz
1/sec/mm MW M [Vsec/mm MW _[SEM 1/mm?2 MW SEM

Nr. 1
Nr. 2
Nr. 3
Nr. 4
Nr. 5
Nr. 6
Nr. 7
Nr. 8
Nr. 9
Nr. 10

MW: Mittelwert
SEM: , standard error mean®, Standardfehler

2.2.14 OP-Protokoll

Uber jede OP-Gruppe (beinhaltet jeweils ein Spender- und ein Empfangertier) wird Protokoll
gefuihrt.

Auf diesem Datenblatt werden Gruppennummer, Datum, Tiernummer und -geschlecht,
Gewicht und Genotyp notiert. Auerdem h&8lt man hier auch die Préparationszeit, die Dauer
der Aufzeichnungsphase und dieZeit von Thrombozytengewinnung bis zu deren Injektion
fed.

Des Weiteren wird die gewonnene Blutmenge der Spendertiere und die daraus resultierende

Thrombozytenzahl, sowie die genaue Anzahl der Videominuten mit Start- und Endzeitpunkt
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und Bandnummer notiert. AulRerdem dokumentiert man eventuelle Besonderheiten bei der

Préparation, Mikroskopie oder Thrombozytenseparation.
IVM A.carotis

Gruppennummer/Fltterungswoche:

Tiernummer:

Datum:

Empfanger-Nummer:

Gewicht (Empféanger): Tierart:
Geschlecht:

Spender-Nummer:
Gewicht (Spender): Tierart:
Geschlecht:

Dauer der Praparation:

Dauer der IVM:

Dauer der Pl.-Isolierung (BE bis Inj.):
Videotape-Nummer:

Plattchencount:

Gewonnene Blutmenge Spender:

Duplex: dja 3 nein
Histologie: dja O nein
Anmerkungen:
Abbildung 19

Schematische Darstellung eines OP-Protokolls
BE: Blutentnahme, IVM: Intravitalmikroskopie, Pl.: Plattchen, Inj.: Injektion

2.2.15 Auswertung der Videoaufzeichnungen

Die Auswertung der Videoaufnahmen erfolgt zetlich unabhéngig von der
Intravitalmikroskopie. Hierbei werden die aufgezeichneten Sequenzen im Bild-zu-Bild-
Verfahren ausgewertet. Das heil¥, es werden ale Bilder nacheinander beurteilt und dort die
transent-adhédrenten, rollenden und fest adhérierenden Zellen einzeln ausgezdhlt. Als
»trangent-adhdrent” wird eine Zelle bezeichnet, die langsamer als der Hauptstrom fliefst und
Uber mehr als funf Einzelbilder an der gleichen Stelle haftet. Wenn Zellen langer als zehn
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Sekunden am gleichen Punkt auf dem Endothel verbleiben, werden sie as ,adharent”
bezeichnet.

Zur Auszdhlung wird auf dem Bildschirm ein ausgemessenes Fenster aufgeklebt. Dieses hat
bei 20-facher Vergroferung eine definierte Seitenlénge von 150" 100 um. Daraus ergibt sich
folgende Formel fur die Zellen/Flache, die Rundung des Gefal3es miteinbezogen.

GefaRdurchmesser in Mikrometer x Kreiszahl p x 2x sinl(Breite des Messfensters in
um/Gefél3durchmesser) x Lange des Messfensters in um

Die ausgezédhlten Zellen werden anschlief3end in eine Tabelle (Microsoft Office 2000, Excel)
eingetragen und zusammengefasst.

2.2.16 Histologie

2.2.16.1 Pathologisch-anatomische Unter suchung (Sudan I11-Farbung)

Zur Darstellung der Progression der Atherosklerose werden von jeder Gruppe funf
makroskopische Praparate angefertigt. Dazu wahit man die Sudan 111-Farbung (Sudan 111 C.I.
26100, Fa. Merck, Darmstadt), weil hier alle Fetteinlagerungen, somit auch die in
atherosklerotischen Plagues, deutlich rot angeférbt werden. Hierzu fixiert man die Carotiden
nach Entnahme in  4%igem Formain (Rezept siehe 3.7.2). Nach maxima 12 Stunden
Fixation in 4%igem Paraformaldehyd werden die Carotiden von jeglichem aufgelagerten Fett-
und Bindegewebe befreit und der Lange nach aufgeschnitten. Anschlief3end verbringt man die
so préparierten Carotiden in 70%igen Alkohol fr finf Minuten und legt danach die Gefél3e in
die Sudan IlI-Farbelosung ein. Dort verbleiben sie fir 15 bis 20 Minuten. Nach dem
Farbeschritt folgt nochmals eine Spllung in Aqua dest.. Dann werden die Gefdle auf
Objekttréagern (Micro Slides, Fa. Brand, Wertheim) ausgebreitet, mit einem Tropfen
Eindeckmedium (Aquatex, Fa. Merck, Darmstadt) versehen und mit Deckglasern (Deckglas
24" 50mm, Fa. Roth, Karlsruhe) abgedeckt.

Die s0 hergestellten Préparate werden mit einem Slide-Scanner digitalisiert und die Plaque-
Flache in pm? im Auswertesystem (Cap Image, Version 7.4, Dr. Zeintl, Heidelberg)'®'*

quantifiziert.
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2.2.16.2 Hamatoxylin-Eosin-Farbung (H & E)

Von den Tieren adler Gruppen werden sowohl von den Carotiden, als auch von den Aorten
histologische Serienschnitte angefertigt und der Hamatoxylin- Eosin-Farbung (Protokoll siehe
Romeis'®®) unterzogen. Die Schnitte der Carotiden beurteilt man anschlieRend
histomorphologisch (siehe unten). Die Objekttrager werden mikroskopiert (Mikroskop: Leica
DMRB, Fa. Leica, Bensheim) und die Schnitte mit einer Digitalkamera (Axiovision, Fa.
Zeiss, Gottingen) dokumentiert und in Abbildungen nach Fitterungswochen sortiert
zusammengestelIt.

2.2.17 Immunhistologie auf ,, vascular cellular adhesion molecule-1* (VCAM -1)

VCAM-1 ist ein Indikator fur das chemotaktische Potential des Endothels und Subendothels.

In der Immunhistologie untersucht man die Schnitte von Aorten aller
Fitterungswochengruppen auf VCAM-1. Von den entnommenen Carotiden werden
Gefrierschnitte mit einer Dicke von funf Mikrometern angefertigt und auf Objekttrager
verbracht. Anschlief3end verbringt man diese Objekttrager fir zehn Minuten zur Antigen
Demaskierung bei 4°C in Aceton. Daraufhin folgt eine dreimalige kurze Spulung in ,, phospate
buffered saline* (PBS). Dann werden die Schnitte fir 20 Minuten in eine Lésung aus 0,3%
Wasserstoffperoxid und Methanol gelegt, anschlief3end, wie oben aufgefihrt, in PBS gesplilt.
Ab diesem Arbeitsschritt erfolgt die weitere Farbung maschinell (Farbeautomat TechM ate,
Fa. Dako, Programm PolyA25M, Vectastain Elite ABC-Kit, Fa. Linaris). Die Verdinnung des
Antikérpers gegen VCAM-1 von 1:500 ergab bel Vorversuchen mit manueller Farbetechnik

die besten Resultate und wurde deswegen auch zur maschinellen Farbung eingeset zt.

Die Beurtellung der Expression dieses Adhasionsmolekils wird in einem subjektiven
Verfahren durchgefihrt.

(Je nach Stérke der Anféarbung werden die einzelnen Schnitte mit + fir wenig, bis +++ fir
maximale Expression gewertet. Wobel die Klassifizierung

»+* fur eine Antikorper-positive Anfarbung von nur einzelnen Zellen steht,

,++* flr mehrere Einzelzellen und kleine Zellgruppen und

,+++* fur ganze Zellverbande.)
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2.3 Molekulare Mechanismen der Thrombozytenadhé&sion

Um die Bedeutung der Thrombozyten fur die Atheroprogression zu kléren, missen zunéchst
die molekularen Mechanismen der ThrombozytenEndothelzell-Interaktion in  der
Atherosklerose verstanden werden.

Da viele verschiedene Membranrezeptoren fir den Kontakt von Pléttchen mit der Geféadwand
verantwortlich sind, stellt sich die Frage, welche dieser Adhasionsmolekile die wichtigste
Rolle spielen. Hierbel ist anzunehmen, dass die wichtigsten Rezeptoren auch in der grofdten
Anzahl auf der Thrombozytenmembran vorhanden sind. Tabelle 1 im Kapitel 2.2.4. zeigt die
Glykoproteine llb-Illa und Iba (im GPlb-V-IX-Komplex) as die am haufigsten

vorkommenden adhasi onsvermittelnden Molekiile.

2.3.1 Glykoprotein Iba

Esist bekannt, dass adhdrente Thrombozyten die Expression von inflammatorischen Genen in
vitro induziererP>®? und somit eventuell in vivo zur Entwicklung der Atherosklerose beitragen
kénnen. Deswegen stellt sich die Frage, ob eine Hemmung der Plattchenadhasion die
Atheroprogression verhindern kann.

Um diese Hypothese bestétigen zu konnen, werden die Thrombozyten ApoE-defizienter
Mause vor Injektion in die Empfangermaus mit einem Antikorper gegen das Glykoprotein
Iba, welches Uber den VWF fir den ersten Kontakt des Plétchens mit dem Endothel
verantwortlich ist’, behandelt.

2.3.2 Glykoproteinlib-llla

Die gleiche Vorgehensweise wendet man fir den GPllb-111a-Rezeptor an. Der Ligand fir
GPllb-1lla auf dem Endothel ist Fibrinogen™*!. Auch hier wird durch Zugabe des
Antikorpers gegen GPI1b-I11a eine Adhas onshemmung angestrebt.

a7
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2.3.3 Hemmung der Thrombozytenadhasion in der Intravitalmikroskopie

Zur Hemmung der Thrombozytenadh&sion in vivo werden sechs Wochen Cholesterin
gefutterten  ApoE-Knock-out-Méausen  antikoOrper-vorbehandelte  Thrombozyten — aus
gleichaltrigen Spendern injiziert (Pr8paration, Menge und Fabung wie unter 3.2.9
beschrieben). Dazu werden die Spender- Thrombozyten fir 10 Minuten mit 25 pg des Fab-
Fragmentes von anti-GPlba (mAB, pOp/B, zur Verfligung gestellt von der Arbeitsgruppe
Nieswandt)’,**oder anti-GPIIb-111a (JON/A-F(ab),, Arbeitsgruppe Nieswandt) inkubiert und
anschlief3end dem Empfanger verabreicht. Der Antikorper pOp/B blockiert die Bindung von
VWF an GPlba und verhindert somit die Thrombozytenadhésion an das Endothel’.

Die gleiche Vorgehensweise wendet man bei dem Antikorper gegen GPIIb-Il1a (JON/A-
F(ab),) an. Auch hier werden die Thrombozyten 10 Minuten vor Injektion in die
Empfangermaus mit dem Antikorper inkubiert und so die Bindung an Fibrinogen verhindert.
Als Bezugsgruppe dienen sechs Wochen gefitterte ApoEdefiziente Mause ohne
Antikorpervorbehandlung der zu injizierenden Thrombozyten, welche ebenfalls aus sechs

Wochen cholesterin-gefltterten ApoE-Mausen stammen.

2.4 Bedeutung der Thrombozytenadhéasion fur die Ather ogenese

2.4.1 Chronische Blockade des GPI ba

In einer weiteren Versuchsreihe werden ApoE-defiziente Méause Uber 12 Wochen mit dem
Antikorper gegen GPlba (pOp/B, Zur Verfigung gestellt von der Arbeitsgruppe Nieswandt,
Witten/Herdecke) behandelt. Hierflr verabreicht man den Tieren eine Anfangsdosis von 100
Hg systemisch durch eine intrakardiale Punktion. Daraufhin werden die Mause alle drei Tage
mit jeweils 50 pg Antikorper durch intraperitoneale Injektion weiterbehandelt. Fir den
Langzeitversuch verwendet man den vollstandigen Antikorper (19G), da dieser eine erheblich
langere Halbwertszeit in vivo besitzt, als das im Akut-Versuch verwendete Fab-Fragment. Als
Kontrollgruppe dienen zum einen unbehandelte Geschwistertiere (n=10) und zum anderen mit
einem irrelevanten 1gG (,purified rat-1gG:", Fa. BD Biosciences, Heidelberg) behandelte
Tiere(n=4).

Nach Ablauf des Behandlungszeitraumes unterzieht man alle Mause einer Duplex-

Sonographie. Anschliefiend werden die Mause euthanasiert, die Organe entnommen und
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gefrierkonserviert. Auch hier fertigt man histologische Schnitte der Gefél3e an und wertet sie
histomorphometrisch aus (Programm: Cap Image Vesion 7.4, Dr. Zeintl, Heidelberg).
Jeweils eine A. carotis fuhrt man der Sudan IlI-Férbung zu, um dort direkt eventuell
entstandene Plagues sichtbar zu machen. Auch diese Prgparate werden histomorphometrisch
bewertet (Programm: Cap Image Version 7.4, Dr. Zeintl, Heidelberg). Auch die Aorten dieser
Antikorper-behandelten Mause kommen zur histologischen Aufbereitung und anschlief3enden

immunhistochemischen Untersuchung.

24.2 Histomorphometrie

Um die Plaquegrof3e in atherosklerotisch veranderten Geféf3en festzustellen und somit einen
Anhaltspunkt for das Ausmald der Arteriosklerose zu erhaten, werden die enthommenen
Gefale histologisch aufgearbeitet und anschlief}end histomorphometrisch ausgewertet® %111,

Fir die Histomorphometrie bendtigt man 40 Serienschnitte der A. carotis, beginnend in der
Mitte der Carotis communis bis zur Bifurkation, mit einer Dicke von 5 pum und férbt sie nach
van Giesson?3, Fiir die Untersuchung der Aorta wahlt man das Gebiet des Aortenbogens. Die
Schnitte werden an einem Mikroskop (LeicaeDMRB, Fa. Leica, Bensheim) bei 10-facher
VergrofRerung mit einer digitalen Kamera (Axiovision, Fa. Zeiss, Gottingen) abfotographiert.
Daraufhin untersucht man diese Bilder im Auswerteprogranm (Cap Image, Version 7.4,
Ingenieurbiiro Dr. Zeintl, Heidelberg) **® histomorphometrisch.

Die Plague-Flache im Gefal3 berechnet sich aus der Differenz zwischen der ,intimal area"
(Fléche, die von der Intima umgeben ist) und der ,luminal area’ (noch freies Lumen) geteilt
durch/normalisiert auf die , vessel area* (von der Adventitia umgebene Flache), um eventuelle
Schwankungen in der Gefal3grofe auszugleichen (siehe Abb. 20).

(,Intimal area“ — ,luminal area’)/ “vessel ared’
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Abbildung 20

Schematische Darstellung der histomorphometrischen Auswertung in der A. carotis

Im linken Bild wird die durch die Adventitia umgebene sogenannte ,, vessel area"
ausgemessen. Im mittleren Bild ist die durch die Intima begrenzte ,,intimal area* dargestellt.
Das rechte Bild zeigt die vom Blut passierbare Flache , die ,luminal area’.

ACE: A. carotis externa, ACI: A. carotisinterna

25 Statistische Berechnungen und Dokumentation

In Vorversuchen wurde gezeigt, dass Wildtypen keinerlei atherosklerotische Verdnderungen
im Zeitrahmen der Untersuchungen aufweisen. Deswegen werden ale ApoE-Versuche zur
Charakterisierung der Atherosklerose mit zwdlf Wochen cholesterinarm  gefitterten
Wildtypen verglichen.

Be den Versuchen zur Adhasionshemmung durch Antikorper-Behandlung werden
ausschliefdlich sechs Wochen cholesterinreich gefiitterte ApoE-Knock-out-Mause verwendet,
da diese die hochste transente Adhasion von Thrombozyten noch ohne atherosklerotische
Lasionen zeigen. Hierbei werden die mit anti-GPlba oder IgG behandelten Tiere mit
unbehandelten Sechs-WochenTieren verglichen.

Im Versuchsansatz der chronischen Blockade der Adhéasionsrezeptoren durch Antikorper

werden nur 12 Wochen cholesterinreich gefitterte  ApoE-Knock-out-Mause verwendet.
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Hierbei werden ebenfalls die mit anti-GPlba oder IgG behandelten Tiere mit unbehandelten
12-Wochen Tieren verglichen.

In der vorliegenden Arbeit wird in allen Versuchen ein ,post hoc*-Verfahren angewendet. Die
Auswahl trifft hierbel auf den ,least significance difference” -Test (LSD-Test). Die
Abweichungen verstehen sich as Standardfehler SEM (,standard error mean®). Alle
angegebenen Zahlen sind Mittelwerte (MW) + Standardfehler.

Als Signifikanzniveau wird die Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 angenommen.

Die statistische Berechung erfolgt mit dem Statistikprogramm SPSS.
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2.6 Ergebnisse

2.6.1 Morphologische Charakterisierung der Atherosklerosein ihrem Verlauf unter

Verwendung der Histologie

2.6.1.1 Hamatoxylin-Eosin Farbung

Um atherosklerotische Veradnderungen in der Gefal3wand darzustellen, werden histologische
Schnitte von Aorten und Carotiden angefertigt und der Hamatoxylin-Eosin-Farbung
unterzogen. Hierbel konnen erste Veranderungen der GefdRauskleidung ab der 8. bis 10.
Woche beobachtet werden. Diese zeigen sich vor alem an Gefél3abgangen, z.B. an der
Abzweigung der A. renalis der Bauchaorta und an der Bifurkation der A. carotis communis,
Massive atherosklerotische Lé&sionen werden erst bei 12- und 18-Wochen cholesterin-
gefitterten Tieren gefunden (siehe Abb. 21).

Abbildung 21
Hamatoxylin- Eosin Farbung

Histologische Schnitte der A. carotis communis von Wildtyp und ApoE-defizienten Mausen
in verschiedenen Stadien der Atherosklerose, gefarbt mit Hamatoxylin-Eosin. Die Pfeile
zeigen auf die atherosklerotischen Plaques, bei ApoE-6Wo noch klein und randstandig, bei
ApoE 12- und 18-Wochen cholesterinreicher Fitterung ist die Plaqueausdehnung erheblich
grof3er.
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2.6.1.2 Nachweisder Fetteinlagerung in ather osklerotische Gefalle

Um Fetteinlagerungen in der Gefél3wand nachzuweisen, wird die Sudan 111-Farbung
angewendet. Hierbel farben sich jegliche Fetteinlagerungen rot an. Bei Wildtyp-Méausen sind
altersunabhangig, wie in Vorversuchen gezeigt (siehe Abb. 22) keinerlel Veranderungen zu
sehen. In der ApoE-Knock-out-Maus sind ab der vierten Woche cholesterinreicher Fitterung
zunéchst vereinzelte, ab sechs Wochen dann deutlich zunehmend regionale Rotfarbungen (vor
allem an der Carotis-Bifurkation) zu finden. Bei 12- und 18-Wochen Tieren ist eine massive
Anférbung der Bifurkation und A. carotis externa zu sehen, welche mit den Ergebnissen der

Hamatoxylin- Eosin-Féarbung Ubereinstimmt.

Wildtyp Wildtyp Wildtyp
4 Wochen 12 Wochen 18 Wochen
cholesterinarmes cholesterinarmes cholesterinarmes
Futter Futter Futter
Abbildung 22

Wildtyp-Mause vergleichend nach verschieden langer cholesterinarmer Fitterung. In keinem
der drei Gefdl3e sind atherosklerotische Lasionen (deutl. regionale Rotféarbung) zu erkennen.
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Abbildung 23

Sudan I11-Férbung der A. carotis communis.

Abgebildet ist die komplette A. carotis communis, an der Bifurkation geht nach links die A.
carotis externa, nach rechts die A. carotis interna ab. Rot angeférbt sind Bereiche mit starker
Fetteinlagerung (atherosklerotische Plagues).

2.6.1.3 Nachweisder Entziindungsr eaktion

Fir den Nachweis inflammatorischer Proteine greift man auf die Methode der
Immunhistologie zurtick. In diesem Falle wird mit Antikdrpern auf VCAM-1 geféarbt. VCAM-
1-positive Zellen férben sich braun an (siehe Abb. 24). Dabei kann festgestellt werden, dass
inflammatorische Ereignisse erst ab einem Zeitpunkt von 8-10 Fitterungswochen auftreten. In
friheren Stadien sind keine oder nur vereinzelt positiv angeférbte Zellen zu sehen. In den
spaten Stadien der Atherosklerose (12-18 Wochen) zeigen sich nicht mehr einzelne Zellen,
sondern ganze Zellverbénde oder gar Geweberegionen positiv (siehe Abb. 24).



Abbildung 24

Immunhistologie: Immunhistologische Farbung auf VCAM-1 an der A. carotis communis der
Maus in verschiedenen Stadien der Atherosklerose. VCAM-1-positive Zellen stellen sich
braun dar.

2.6.1.4 Charakterisierung der Gefal3funktion mittels Doppler-Sonographie

Der Ultraschall-Untersuchung an der A. carotis communis unterzieht man jeweils alle
Spender- und Empféangertiere (insgesamt pro Gruppe n = 20). Gemessen wird der ,, Resistance
Index* (RI), ein Parameter fur die Gefdielagtizitdt. Dieser liegt bei den untersuchten
Wildtypen bei enem Wert von 0,72 (x 0,004). Bereits nach zwewochiger
Cholesterinfiitterung steigt der RI auf 0,77 (+ 0,010), nach vier bzw. sechs Wochen auf 0,79
(x 0,008) bzw. 0,015), nach acht Wochen auf 0,81 (x 0,004). Mit zunehmender
Atherosklerose nach 12 Wochen Futterung liegt dieser Wert bereits bel 0,83 (+ 0,006) und
steigt dann bel den 18-Wochen-Tieren nochmals auf 0,84 (+ 0,003) an. Dies zeigt, dass die A.
carotis communis im Verlauf der Atherogenese durch die atherosklerotischen Veranderungen

an Elagtizitét verliert.
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Abbildung 25

Gefalwiderstandsindex (,, Resistance Index” (RI)) der A. carotis communis
Darstellung des RI im Verlauf der Atherogenese, als Ausgangswert dient die Gruppe der
ungefutterten Wildtypen (Einzelwerte siehe Tab. 8).

Tabelle8

Durch Duplex-Sonographie ermittelter ,Resistance Index” (RI) von Wildtyp-Mausen versus
verschieden lang cholesterinreich gefiitterten ApoE-Knock-out-Mausen.

Tier WT 12Wo  ApoE2Wo ApoE4Wo ApoE6Wo ApoE8Wo ApoE10Wo ApoE12Wo ApoE18Wo

1 0,71 0,77 0,78 0,84 0,83 0,83 0,86 0,82
2 0,71 0,75 0,82 0,82 0,82 0,85 0,82 0,84
3 0,72 0,78 0,73 0,80 0,81 0,85 0,84 0,83
4 0,74 0,80 0,77 0,72 0,80 0,83 0,81 0,84
5 0,74 0,69 0,75 0,86 0,80 0,81 0,83 0,83
6 0,73 0,75 0,79 0,80 0,81 0,81 0,86 0,82
7 0,74 0,75 0,80 0,77 0,80 0,79 0,84 0,83
8 0,72 0,78 0,78 0,77 0,80 0,81 0,85 0,85
9 0,73 0,72 0,78 0,75 0,79 0,80 0,83 0,84
10 0,71 0,81 0,77 0,72 0,80 0,83 0,81 0,84
11 0,72 0,77 0,79 0,79 0,81 0,81 0,82 0,83
12 0,72 0,78 0,80 0,80 0,82 0,81 0,83 0,83
13 0,71 0,78 0,79 0,79 0,80 0,81 0,83 0,84
14 0,73 0,79 0,79 0,79 0,80 0,83 0,83 0,84
15 0,73 0,78 0,79 0,80 0,81 0,82 0,83 0,84
16 0,71 0,78 0,80 0,81 0,81 0,82 0,82 0,84
17 0,73 0,78 0,80 0,80 0,81 0,81 0,83 0,84
18 0,73 0,78 0,78 0,79 0,81 0,81 0,82 0,84
19 0,72 0,78 0,79 0,81 0,81 0,79 0,83 0,83
20 0,72 0,78 0,80 0,80 0,81 0,84 0,83 0,83
WT 12Wo | ApoE2Wo | ApoE4Wo | ApoE6Wo | ApoE8Wo | ApoE10Wo | ApoE12Wo | ApoE18Wo

MW 0,72 0,77 0,79 0,79 0,81 0,82 0,83 0,84
+ SEM 0,004 0,011 0,008 0,015 0,004 0,006 0,006 0,003

In der Tabelle aufgefihrt sind die Einzeldaten der jewells 20 Tiere pro Gruppe.
MW = Mittelwert
+ SEM = Standardfehler
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2.6.1.5 Charakterisierung der Zelladhdsion an die Geféaldwand in vivo

In der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie kann das Verhaten von Leukozyten und
Thrombozyten im Verlauf der Atheroprogression dargestellt werden. Gemessen werden zwel

verschiedene Parameter, die transiente und die feste Adh&sion dieser beiden Zelltypen.

2.6.1.5.1 Thrombozytenadhasion

Bei Beobachtung der transienten Adhasion der Plattchen an das Endothel der A. carotis
zeigen Wildtyp-Mause (n = 14) einen Wert von 127 £ 22 Tz/mm2. Dies gilt als Ausgangswert,
mit dem man alle Wochengruppen der ApoE-defizienten Tiere vergleicht. Bereits nach zwei
Wochen cholesterinreicher Diét steigt die Zahl der transient-adhdrenten Thrombozyten um
das 3,2-fache (407 = 189 Tz/mm?), nach vier Wochen um das 7,3-fache (923 + 311 Tz/mm?)
an. Im Gegensatz zum ersten Nachweis histologischer Verénderungen ab der 8. bis 10. Woche
ist schon ab der sechsten Fitterungswoche (1498 + 422 Tz/mm?) die Zunahme der transient-
adhérenten Thrombozyten signifikant. In der 12. Woche liegt die Zahl der adharierenden
Thrombozyten mit 3035 + 548 Tz/mm? bereits beim 24-fachen des Ausgangswertes. Nach 18
Wochen Cholesterindiét ist ein Wert von 4412 + 536 TzZ/mm? (34,8-facher Ausgangswert)
erreicht (siehe Abb. 26).
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Abbildung 26

Darstellung der transient-adhérenten Thrombozyten am Endothel der A. carotis communis.
n/mm? = Anzahl transient adharierender Thrombozyten pro definierter Fléache
* = ggnifikant, p < 0,05
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Tabedle9

Transient adhérente Thrombozyten in der A. carotis communis bei Wildtypen im Vergleich zu

den verschieden lang cholesterinreich gefiitterten ApoE-Knock-out- M ausen.

Einzelwerte:
Tier WT 12Wo ApoE2Wo | ApoE4Wo | ApoE6Wo | ApoE12Wo | ApoE18Wo
1 254,000 589,749 2104,350 1549,528 383,054 2472,437
2 242,836 1665,164 1154,756 4266,983 1967,503 6127,160
3 92,509 138,996 3184,327 226,350 3517,129 1567,038
4 0,000 111,011 736,522 937,467 2438,560 4398,809
5 0,000 194,089 243,243 1030,762 5365,529 7138,727
6 208,938 312,742 468,327 1560,073 3043,637 3534,540
7 156,109 172,934 434,363 1182,361 5065,067 5049,671
8 138,996 69,382 225,869 1236,219 1505,793 4044,994
9 156,302 398,177 4030,891 3935,045
10 140,182 277,527 5853,920
11 174,666
12 115,636
13 0,000
14 92,509
Gruppe WT 12Wo ApoE2Wo | ApoE4Wo | ApoE6Wo | ApoE12Wo | ApoE18Wo
MW 126,620 406,758 922,746 1498,718 3035,240 4412,234
+ SEM 22,416 188,925 310,614 422,398 548,273 535,937

MW = Mittelwert
+ SEM = Standardfehler

Auch bel der permanenten Adhasion der Thrombozyten wird der Wildtyp mit 9 £ 4 TzZ/mn?
als Ausgangspunkt gewahlt. Wie schon bel der transienten Adhasion steigt auch hier die
Anzahl der festadhérierenden Thrombozyten schon nach zwei Wochen leicht an (13 £ 6
TzZimm2, 1,4-fache Steigerung ), nach weiteren zwei Wochen auf 46 + 27 Tz/mm? (5-facher
Anstieg). Ein signifikanter Anstieg wird hier ebenfalls nach sechs Wochen beobachtet 213 +
59 Tz/mm?, 23,4-fache Zunahme). Auch bel 12 und 18 Wochen Cholesterinfiitterung zeigt
sich eine signifikante Steigerung mit 50,2- (458 £ 148 Tz/mm?) bzw. 99,5-facher (908 + 318
Tz/imm?) Zunahme der festen Adhésion gegentber dem Wildtyp.
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Abbildung 27

Darstellung der permanent adhérenten Thrombozyten am Endothel der A. carotis communis.
n/mm?2 = Anzahl permanent adhérierender Thrombozyten pro definierter Flache
* = gignifikant, p < 0,05

Tabelle 10

Permanent adhérierende Thrombozyten in der A. carotis communis bei Wildtypen im
Vergleich zu den verschieden lang cholesterinreich gefitterten ApoE-Knock-out-Mé&usen.

Einzelwerte:
Tier WT 12Wo | ApoE-2Wo | ApoE-4Wo ApoE-6Wo ApoE-12Wo | ApoE-18Wo
1 0,000 52,036 280,580 0,000 800,930 3168,898
2 0,000 23,127 0,000 450,982 228,350 139,679
3 0,000 13,900 0,000 104,469 34,823 0,000
4 46,332 0,000 52,609 69,442 174,421 1928,815
5 0,000 13,863 0,000 445,735 601,309 963,438
6 23,215 0,000 34,691 167,151 1369,637 452,700
7 0,000 0,000 17,375 278,203 634,859 996,099
8 0,000 0,000 34,749 191,527 138,996 156,244
9 0,000 34,624 138,996 92,589
10 35,171 0,000 1185,722
11 0,000
12 0,000
13 0,000
14 23,127
Gruppe WT 12Wo ApoE-2Wo ApoE-4Wo ApoE-6Wo ApoE-12Wo ApoE-18Wo
MW 9,132 12,866 45,463 213,439 458,036 908,418
+ SEM 4,252 6,414 26,820 59,066 145,118 317,871

MW = Mittelwert
+ SEM = Standardfehler
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Abbildung 28

Momentaufnahmen aus Videosequenzen der VM.

Intravitalmikroskopische Bilder von verschiedenen Atherosklerosestadien (2, 4, 6, 12, 18
Wochen) versus Wildtyp. Hier dargestellt ist die Thrombozytenadhéasion im entsprechenden
Fluoreszenzfilter. Weil3e Pfeile zeigen adhdrente Thrombozyten, schwarze Pfeile zeigen
Thrombozyten-Aggregate und Plaques.

2.6.1.5.2 Leukozytenadhéasion

Die transente Adhasion der Leukozyten im Wildtyp liegt bel 152 + 34 LzZ/mm?. Bei den
Zwe-Wochen Tieren steigt dieser Wert auf 245 + 44 Lz/mn? (1,6-fache Zunahme), bei Vier-
Wochen Tieren auf 356 + 100 Lz mm? (2,3 fach). Die Sechs-WochenTiere zeigen mit 465 +
66 LzZ/mm? eine 3-fache, die 12-WochenTiere eine 4,9-fache (751 = 174 Lz/mm?)
Steigerung. 18 Wochen cholesteringefitterte Tiere erreichen 1083 + 140 Lz/mm? (7,1-fach).
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Abbildung 29

Darstellung der transient-adhérenten Leukozyten am Endothel der A. carotis communis im
Verlauf der Atherogenese.

n/mm? = Anzahl transient adharierender L eukozyten pro definierter Flache
* = ggnifikant, p < 0,05

Tabelle 11

Transient adhérierende Leukozyten in der A. carotis communis bei Wildtypen im Vergleich

zu den verschieden lang cholesterinreich gefitterten ApoE-Knock-out-Mausen.

Einzelwerte:
Tier WT 12Wo ApoE-2Wo ApoE4Wo ApoE6Wo ApoE-12Wo ApoE-18Wo
1 416,291 468,327 105,217 381,600 661,638 800,930
2 138,764 300,655 419,911 870,576 225,491 978,657
3 185,018 138,996 1189,749 243,761 1741,153 1149,161
4 69,498 138,764 69,382 555,536 210,776 513,426
5 69,382 221,813 260,618 431,089 208,146 1915,268
6 301,800 208,494 346,909 367,089 847,376 748,696
7 52,036 369,450 364,865 417,304 1048,897 991,488
8 92,664 111,011 374,491 452,700 602,317 1354,118
9 278,812 138,496 1216,217 729,141
10 69,839 291,404 1649,319
11 334,301
12 52,036
13 0,000
14 69,382
Gruppe WT 12Wo ApoE-2Wo ApoE-4Wo ApoE-6Wo ApoE-12Wo ApoE-18Wo
MW 152,130 244,689 356,104 464,957 751,335 860,544
+ SEM 34,505 44,482 100,297 65,704 174,310 135,799

MW = Mittelwert
+ SEM = Standardfehler
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Die permanente Adhésion der Leukozyten liegt (im Gegensatz zu den Thrombozyten) bei
Wildtypen und Zwei-Wochen Tieren anndhernd auf gleichem Niveau (Wildtyp 9 £ 5 Lz/ mm?,
Zwe-WochenTiere 8 + 5 Lz/mm?). Erst nach vierwoéchiger Futterung der ApoE-Mause ist
ein erster Anstieg (9,2-fach) auf 83 + 54 LzZ/mn? zu sehen. Eine deutliche Zunahme der
permanent adhérierenden Leukozyten ist erst ab sechs Wochen (291 + 199 Lz/mn? (32,3-
fach)) festzustellen. Einen leichten Rickgang weisen die 12-Wochen Tiere mit 284 + 58

Lz/mm? (31,5-fach) auf. Die 18-Wochen Tiere zeigen dann aber einen signifikanten Anstieg
(115-fach mit 1034 + 374 Lz/mm?).
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Abbildung 30

Darstellung permanent adhérenter Leukozyten am Endothel der A. carotis communis.
n/mm2 = Anzahl permanent adharierender L eukozyten pro definierter Flache
* = dgnifikant, p < 0,05
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Tabele 12

Permanent adhérierende Leukozyten in der A. carotis communis bel Wildtypen im Vergleich

zu den verschieden lang cholesterinreich gefltterten ApoE-Knock-out-Mausen.

Einzelwerte:
Tier WT 12Wo ApoE-2Wo ApoE-4Wo ApoE-6Wo ApoE-12Wo ApoE-18Wo
1 69,382 35,691 35,072 0,000 139,292 4004,652
2 34,691 0,000 104,978 0,000 104,073 594,389
3 0,000 17,375 69,965 1654,095 243,761 191,527
4 0,000 0,000 555,055 34,721 244,068 1873,310
5 23,127 0,000 15,375 376,089 682,255 696,461
6 0,000 0,000 0,000 69,646 293,988 713,873
7 0,000 0,000 34,749 86,938 400,237 461,157
8 0,000 13,876 17,375 104,469 277,993 138,884
9 0,000 0,000 173,745 225,686
10 0,000 0,000 1440,250
11 0,000
12 0,000
13 0,000
14 0,000
Gruppe WT 12Wo ApoE-2Wo ApoE-4Wo ApoE-6Wo ApoE12Wo ApoE-18Wo
MW 9,086 8,844 130,074 355,759 282,690 1345,702
+ SEM 5,445 6,073 86,401 266,092 103,713 579,244

MW = Mittelwert
+ SEM = Standardfehler

2.6.2 Charakterisierung der fur die Thrombozytenadhasion an die Gefalwand
ver antwortlichen Rezeptoren

Um die genauen Mechanismen der Thrombozyten Endothel zell-Interaktion im Rahmen dieser
Arbeit zu klaren, gilt es, die wichtigsten Rezeptoren der Adh&sion zu ermitteln. Aufschluss
darlber gibt der Grad der Expresson verschiedener Rezeptoren auf der
Thrombozytenoberflache. Adhésionsmolekile, die in sehr grosser Zahl auf der Membran zu
finden sind, nehmen mit grosser Wahrscheinlichkeit auch den wichtigsten Stellenwert im
Adhésionsverhalten ein. Die beiden mestexprimierten Rezeptoren auf  der
Pléttchenoberfléche sind GPIba und GPllb-111a. Deswegen werden die Untersuchungen
genau auf diese beiden Adhasionsmolekile fokussiert, wobel besonders die Effekte nach

gezielter Blockade dieser Rezeptoren durch monoklonale Antikorper interessieren.
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2.6.2.1 DieBlockade des GPlba mittels anti-GPI ba

2.6.2.1.1 Intravitalmikroskopie

Bel diesem Versuch soll die Funktion der jeweiligen Rezeptoren (GPlba und GPlIb-1113)
durch deren gezielte Blockade untersucht werden. Dazu werden die Thrombozyten von sechs
Wochen cholesterinreich gefitterten Tieren vor Injektion in eine gleich lang cholesterin
gefutterte Empfangermaus, fir zehn Minuten mit einem monoklonalen AntikOrper gegen
GPIba bzw. GPIlb-111a vorinkubiert (n = 5). In der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie wird
dann das Verhalten dieser vorbehandelten Pléattchen im Vergleich zu einer unbehandelten
Kontrollgruppe (ebenfalls sechs Wochen gefiittert, Thrombozyten ohne Inkubation mit

Antikorpern) untersucht.

2.6.2.1.2 Transent-adharente Thrombozyten bel Adhasionshemmung

Fur die Untersuchung der Funktionsweise der verschiedenen Membranglykoproteine auf der
Thrombozytenoberfl&che verwendet man sechs Wochen gefiitterte ApoE-defiziente M&use. In
einer Gruppe werden die zu injiziererden Plattchen mit einem Antikorper gegen GPlIb-1l1a
und in einer zweiten Gruppe mit anti-GPlba fur zehn Minuten inkubiert. Als Kontrolle dienen
Pléattchen ohne Antikorper-Zugabe. Bei den transient-adhérenten Thrombozyten zeigt sich
durch die Hemmung des GPllb-I11a eine Abnahme der Adh&sion um 31,1 % von 1499 + 422
Tz/mm?2 auf 1034 + 237 TzZ/mm2 Bel Zugabe von anti-GPIba liegt jedoch die Reduktion bei
79,5 % (307 £ 64 TzZ/mm?).
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Abbildung 31

Darstellung der transient-adhdrenten Thrombozyten nach Rezeptorblockade durch spezifische
monoklonale Antikorper gegen GPllb-llla und GPlba. Als Vergleich dienen gleich lang
cholesterin-gefiitterte, unbehandelte ApoE-defiziente Mause.

n/mm2 = Anzahl transient adharierender Thrombozyten pro definierter Fléache

* = dgnifikant, p < 0,05

Tabelle 13

Transient adhérierende Thrombozyten nach Rezeptorblockade durch spezifische monoklonale
Antikorper gegen GPI1b-111a und GPIba. Als Ausgangsgruppe dienen sechs Wochen
chol esterin- gefutterte ApoE Mause ohne Antikorperbehandlung.

Einzelwerte:
Tier ApoE-6Wo anti-GPllIb-llla anti-GPlba
1 1549,528 1092,764 449,628
2 4266,983 1587,146 190,006
3 226,350 1023,382 208,494
4 937,467 432,335 381,600
5 1030,762
6 1560,073
7 1182,361
8 1236,219
Gruppe ApoE-6Wo anti-GPllIb-llla anti-GPlba
MW 1498,718 1033,907 307,432
+ SEM 422,398 236,562 64,095

MW = Mittelwert
+ SEM = Standardfehler
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Kontrolle + anti-GPlba - anti-GPllb-Illa

Abbildung 32

Intravital mikroskopische M omentaufnahmen von Versuchen, bei denen sechs Wochen
gefltterte ApoEKnock-out-Mause mit Antikérpern gegen GPlba und gegen GPIIb-1l1a
behandelt werden. Als Kontrolle (linkes Bild) dienen unbehandelte gleichalte ApoE-Mause.
Im ersten Bild (ApoE-6Wo ohne AK -Behandlung, zur Kontrolle) zu sehen sind mehrere
adhérente Thrombozyten (weil3e Plnktchen), im Gegenteil zu den beiden folgenden Bildern,
auf denen kaum oder keine adharente Thrombozyten zu sehen sind.

2.6.2.1.3 Permanente Thrombozytenadhésion bei Adhdsionshemmung

Auch bel der permanenten Adhdsion der Thrombozyten an das Endothel kann durch die
Antikorperzugabe eine beachtliche Reaktion erzeugt werden. Nach Inkubation mit anti-
GPllb-111a kommt es zu einer signifikanten Abnahme der Adhasion um 96,5 % von 213 + 59
Tz/mm? bei der Kontrollegruppe ohne Antikorperzugabe auf 9 Tz/mm? (+ 9). Bei Zugabe von
GPIba ist diese Reduktion sogar noch ausgepragter, am Endothel bleiben keinerlei Pléttchen
haften.
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Abbildung 33

Permanente Adhasion von Thrombozyten bel Rezeptorblockade durch Antikorper.
Darstellung der festen Adhasion Antikorper-vorbehandelter Thrombozyten im Vergleich zur
unbehandelten Kontrollgruppe.

n/mm2 = Anzahl permanent adhérierender Thrombozyten pro definierter Flache

* = ggnifikant, p < 0,05

Tabelle 14

Permanent adharierende Thrombozyten nach Rezeptorblockade durch spezifische
monoklonale Antikorper gegen GPlIb-Il11a und GPlba. Als Ausgangsgruppe dienen sechs
Wochen cholesterin- geftterte ApoE-Mause ohne Antikorperbehandlung.

Einzelwerte:
Tier ApoE-6Wo | anti-GPllIb-llla anti-GPlba
1 0,000 0,000 0,000
2 450,982 0,000 0,000
3 104,469 0,000 0,000
4 69,442 34,587 0,000
5 445,735
6 167,151
7 278,203
8 191,527
Gruppe ApoE-6Wo anti-GPllIb-llla anti-GPlba
MW 213,439 8,647 0,000
+ SEM 59,066 8,647 0,000

MW = Mittelwert
+ SEM = Standardfehler
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2.6.3 Bedeutung der Thrombozytenadhéasion flr die Atheroprogression

2.6.3.1 Allgemeines zum Versuchsaufbau

Um die Rolle des Thrombozyten in der Atherogenese darzustellen, behandelt man ApoE
defiziente Mause (n = 5) tber 12 Wochen mit einem monoklonalen Antikérper gegen GPIba.
Als Vergleich dient eine Gruppe von vier Tieren, die mit einem Kontrollantikorper (1gG)
behandelt werden (n = 4). Alle Tiere werden einer duplex-sonographischen Untersuchung
unterzogen und nach der Intravitaimikroskopie getotet, um die Gefél3e der histologischen
Aufarbeitung zuzufUhren. Die Plaquegrdf3e in den Carotiden der einzelnen Tiere wird durch
Histomorphometrie festgestellt und berechnet.

2.6.3.2 Charakterisierung der Gefal¥funktion mit der Duplex-Sonographie

Bel der chronischen Blockade des GPlba ist eine signifikante Abnahme des , Resistance
Index* (RI) der A. carotis communis zu beobachten. Im Vergleich zur Kontrolle (0,830 +
0,005) und den mit 1gG (0,830 + 0,004) behandelten Tieren erreicht der Index hier nur einen
Wert von 0,800 + 0,004.

0,84

0,83 1

0,82 1

0,81 A

0,80 1

Resistance Index (RI)

0,79 1

0,78 -
Kontrolle IgG anti-GP lba

Abbildung 34

Darstellung des ,Resistance Index* nach Antikorper-Behandlung (Kontroll-1gG oder anti-
GPlba).
* = ggnifikant, p < 0,05
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Tabelle 15

Einzelwerte des Rl bel unbehandelten 12 Wochen cholesterin-gefitterten Tieren im Vergleich
zu Tieren, die mit Kontroll- AK (1gG) oder anti-GP Iba behandelt wurden.

Einzelwerte:
Tier |  ApoE12wo | I9G |  anti-GPIba
0,82 0,83 0,81
0,83 0,83 0,80
0,82 0,84 0,80
0,83 0,83 0,80
0,83
0,84
0,83
0,83
0,83
0,82
0,83
0,83
0,83
0,84
0,83
0,83
0,82
0,83
0,83
0,83
Gruppe ApoE-12Wo IgG anti-GPIb
MW 0,83 0,83 0,80
+ SEM 0,005 0,004 0,004

Boo~v~oorwnr

NRERRRRRR R
CQOWO~NOOUIAWNERE

MW = Mittelwert
+ SEM = Standardfehler

2.6.3.3 Morphologische Charakterisierung der Atheroprogression nach chronischer
Blockade des GPIba

Fur den Nachweis von Fetteinlagerungen in der Gefé3wand wird auch hier, wie oben
beschrieben, die Sudan Il1-Farbung angewendet. Die mit IgG behandelten Tiere zeigen
ausgepragte Rotfarbung an der Bifurkation, wie auch die regulédr fir 12 Wochen cholesterin
gefltterten unbehandelten Tiere. Bel der Langzeitbehandlung mit GPlba zeigt sich jedoch

eine massive Reduktion der Rotférbung.
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Abbildung 35

Sudan Il1-Féarbung der Antikorper-behandelten ApoE -/- Méause (anti-GPlba (Mitte) und
Kontroll-1gG (rechts)) im Vergleich zum unbehandelten gleichaltrigen Tier (links).
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2.6.3.4 Histomorphometrie

Fur die histomorphometrische Beurteilung werden die Aorten und Carotiden geschnitten und
mit van Giesson gefarbt. Sowohl bel den unbehandelten, as auch bei den mit Kontroll-1gG
behandelten Tieren zeigt sich eine deutliche Plaquebildung (siehe Abb. 36), die unter
Zuhilfenahme des Auswerteprogramms ermittelt wird. Im Gegensatz dazu weisen die mit
GPlba behandelten Mé&use in der Aorta abdomalis eine um 60% und in der A. carotis

communis eine um 81 % verminderte Plaqueflache auf.

Abbildung 36

Histomorphometrie:

Links: 12 Wochen chol esterin-gefitterte Maus, Mitte: Kontroll-1gG behandelte Maus, Rechts:
mit anti-GPlba behandelte Maus. Van Giesson Farbung. Unbehandelte und 1gG-
Kontrollbehandelte Mause weisen deutlich atherosklerotische Plaques auf. Im Gegensatz dazu
ist in der Antikorper-behandelten Maus keine Plaguebildung zu sehen.

ACE = A. carotis externa, ACI = A. carotis interna
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Abbildung 37

Bestimmung der Plaguegdf3e. Kontroll- und 1gG-kontrollbehandelte Tiere weisen anndhernd
gleiche Plaguegrof3e auf. Die mit anti-GPlba behandelten Tiere sind nahezu plaquefrei.

2.7 Verwendete Reagenzien

2.7.1 Tyrode-Puffer

0,4g Bovines Serumalbumin (A-8022, SIGMA Chefhical, Steinheim)
0,4g D(+)-Glucose (G-8270, SIGMA Chemical, Steinheim)

in 40 ml Tyrodes 10x aufldsen

mit Aquadest. auf 400 ml auffdllen

pH-Wert auf 7,4 bzw. 6,5 einstellen

2.7.2 Paraformaldehyd 4%

40 g Paraformaldehyd ad 900 ml Aqua dest.
dazu 320 pl NaOH (10N)

bei 65°C im Wasserbad riihren

nach 30 min. wird die Lésung klar

dann Zugabe von 100 ml PBS

pH-Wert auf 7,4 einstellen
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3 DISKUSSION

3.1 Einletung und Zielsetzung

Die Definition der Atherosklerose wurde 1958 von der WHO (,,world health organisation®)
wie folgt festgelegt:

,Die Atherosklerose ist eine variable Kombination von Veranderungen der Intima (mittel-)
groRer Arterien. Dabel kommt es zur lokalen Ansammlung von Lipiden, komplexen
Kohlenhydraten, Blutprodukten, Bindegewebe und Calciumkomplexen, die mit
Veranderungen der Media assoziiert sind.”

Die Diagnostik und Verlaufskontrolle atherosklerotischer Prozesse steht in engem
Zusammenhang mit der klinischen Manifestation. Die typischen Symptome treten allerdings
erst im Spétstadium der Atherosklerose auf und haben dann héufig fatale Folgen. Deswegen
ist es ein Ziel der Forschung, eine zuverlassige Methode zu entwickeln, die Aussagen Uber
frihe Stadien der Atherosklerose zuldsst. Angiograpie, Ultraschall, Computertomographie
und Magnetresonanztomographie sind hier oft zu wenig spezifisch und sengitiv.

Im Tiermodell gibt es die Mdoglichkeit, atherosklerotische Verénderungen uUber den
Zeitverlauf histologisch darzustellen. Die Histologie ist zwar sehr gut geeignet, Ausmalie der
Atherosklerose nachzuweisen, sie bringt jedoch den ertscheidenden Nachteil mit sich, keine
funktionelle Aussage Uber den genauen Pathomechanismuns der Krankheit treffen zu konnen.
Somit steht man vor dem Problem, jewells nur die Folgen bzw. das Ausmal3 einer Krankheit
ermitteln zu kénnen, aber keine dieser Methoden zeigt die dynamischen Auswirkungen im
|ebenden Organismus auf.

Um die Atherosklerose jedoch in ihrer tatséchlichen Entwicklung des Krankheitsbildes zu
untersuchen, bedarf es eines Modells, welches erlaubt, die Vorgange im einzelnen wéhrend
der Atherogenese zu verfolgen und zu beurteilen.

Mit der Methode der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie ist es moglich, die Zellen in ihrem
physiologischen Milieu zu beobachten und zu beurteilen.

Mit der vorliegenden Arbeit soll die Rolle der Thrombozyten bel der Enstehung der
Atherosklerose geklart werden. Bei diesen Versuchen sollte zunéchst die Dynamik der Zell-
Zél-Interaktion (Thrombozyten Endothelzelle/LeukozytenEndothelzelle) im Verlauf der
Atherogenese geklart werden. Dabel war es wichtig, zu welchem Zeitpunkt welche
Zellpopulationen an der Entwicklung der Gefélverkalkung beteiligt sind. Bisang war es

jedoch nur Uber histologische Schnitte moglich, beteiligte Zellen nachzuwelisen.
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3.2 Diskussion der angewandten Methoden

3.2.1 DasMausmoddl

Bel der Versuchsplanung stellte sich unweigerlich die Frage, an welchem Tiermodell die
Untersuchungen vorgenommen werden sollten. Hierbei fiel die Wahl aus zwei Grinden auf
die Maus. Zum einen ist bel dieser Tierart die Herstellung bestimmter Knock-out-Stamme
sehr gut erforscht und entwickelt'%2°, Somit kann ein krankheitsspezifisches Modell, hier die
ApoE-defiziente Maus, welche dem Menschen sehr dhnliche atherosklerotische Lasionen
entwickelt, gewahlt werdent3®71%0139159  7ym anderen ist die Intravitalmikroskopie an der
Arteria carotis technisch durch die Schichtdicke des zu durchdringenden Materials limitiert.
Bel der Maus ist jedoch die Gefaldwand diinn genug, um den Blutfluss und das Verhalten
einzelner Zellen im Gefal beurteilen zu koénnerf®. Bei der Ratte wére das aufgrund der
Wanddicke der Carotis bereits nicht mehr praktikabel. Ein zusétzlicher vorteilhafter Aspekt
ist die einfache Handhabung, Nachzucht und Verflgbarkeit der Maus. Des Weiteren sind fur
die Maus verschiedenste Reagenzien, wie z.B. Antikdrper kommerziell erhdtlich, was eine

weitere biochemische Aufarbeitung ermdglicht.

3.2.2 Duplex-Sonographie

Eine Untersuchung mit der Duplex-Sonographie liefert in der Diagnostik der HerzKreid auf-
Krankheiten sehr wichtige Parameter. Hier ist die gezielte Beurteilung des Zustandes der
Gefdlle moglich. Diese Untersuchungsmethode bietet die Moglichkeit, die Elastizitdt der
Gefdle zu bestimmen und erlaubt daneben noch Strdmungsverdnderungen (z.B.
Strémungsbeschleunigung  an Stenosen)  festzustel|ent9235257:6393116.12L1381%5 g
Untersuchungen am Menschen zur Beurteilung der Atheroprogression wird tblicherweise die
Intimadicke verschiedener Geféle (Coronararterien, Carotis) bestimmt®> 12114 dies it im
Mausmodell gréfzenbedingt nicht moglich. Daher beschrankt sich die Duplex-Sonographie an
der Maus aufgrund der GroRRenverhdltnisse und Grenzen der AuflGsbarkeit durch Gerét und
Schallkopf auf die Beurtellung der Gefé3elastizitdt. Diese verringert sich im Verlauf der
Atherosklerose'®! mit zunehmender Versteifung der Gefawand und somit steigt der hier
gemessene Gefdldwiderstandsindex (,Resistance Index) an. Die Zunahme des
Gefa3widerstandes im Verlauf der Cholesterin-Fitterungswochen und somit  der
Atheroprogression ist begriindet auf einer Abnahme der GefaRelastizitat'?*, bedingt durch die
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Entstehung atherosklerotischer Verénderungent*!. Durch die zunehmende Rigiditat der
GefalRwand kommt es zum Verlust der sogenannten Windkesselfunktion der Aorta®™ und
somit zum Anstieg des Gefé3widerstandes. In den vorliegenden Untersuchungen fand sich
eine konstante Zunahme des , Resistance Index”. Dieser korrelierte mit der histologisch
manifestierten Progression der atherosklerotischen Lé&sionen. Allerdings konnte in
Vorversuchen (mit bis zu 24 Wochen cholesterin-geftterten Tieren) gezeigt werden, dass &
einem gewissen Zeitpunkt (18 Wochen) kein weiterer Anstieg des RI festzustellen ist. Diesist
wahrscheinlich auf Umbauvorgénge in den elastischen Regionen der Gefal3wand
zurtckzufuhren, die nur in einem gewissen Zeitraum ablaufen und danach eine stationére

Phase erreichen.

3.2.3 Charakteriserung der Zdl-Zdl-Interaktion mittels Intravitalmikroskopie

In den vorliegenden Untersuchungen wurde die intravitale Fluoreszenzmikroskopie als

darstellendes Medium gewdhit. Die Intravitalmikroskopie ist bisher an verschiedenen

Organsystemen Zu Untersuchungen des Blutflusses angewendet
worderf+631:547494118134.147.148 * Biqang wendete man dieses Verfahren vor alem in der

quantitativen Analyse der Mikrozirkulation a>®® . Der Vorteil dieser Methode liegt in der
direkten Visualisierung physiologischer und pathologischer VVorgange der Hadmodynamik im
lebenden Tier. Ex-vivo-Versuche konnen diese Prozesse nicht in notwendigem Malde
nachahmen.

An der ApoE-defizienten Maus wurden bislang nur an der Aorta®, nicht aber an der Arteria
carotis intravitalmikroskopische Untersuchungen vorgenommen. Ein Ziel dieser Arbeit war
es, die Methode der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie an der A. carotis communis und
deren Aufzweigung zu entwickeln und zu etablieren.

Fur die Zielsetzung dieser Arbeit in Bezug auf die Atheroskleroseforschung wéhlte man ein
moglichst aussagekréftiges und klinisch relevantes Untersuchungsgebiet. Einer der
wichtigsten Manifestationsorte der Atherosklerose ist neben den Coronargeféf3en und dem
Aortenbogen die Carotis, vor alem an ihrer Aufzweigung (Carotisbifurkation)*>°%13,

Die In-vivo-Untersuchung der Coronararterien und des Aortenbogens ist ein schwer
zugangliches und nur mit erheblichem chirurgischen Aufwand durchzufihrendes
Unterfangen, welches zudem einen schwerwiegenden Eingriff in die Physiologie des

Blutflusses darstellt. Die Exploration der Arteria carotis hingegen stellt durch den
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unkomplizierten chirurgischen Zugang und eine schonend durchfiihrbare Praparation einen

weitaus geringeren und praktikableren Eingriff in den Organismus dar.

3.2.4 Morphologische Charakterisierung und Quantifizierung der Atherosklerose

Zur Beurteilung der Atherosklerose und deren Progression wurden verschiedene histologische
Farbungen eingesetzt. So wahite man die klassische Hamatoxylin- Eosin-Féarbung (H & E), um
Veradnderungen am Endothel in der Atherogenese darzustellen. Mit Hilfe dieser Methode
waren die Entwicklung von Plagues und die friihe Gefal3wandverfettung (,fatty streaks*) gut
darzustellen. Weiterhin fiel eine Intimaverdickung auf, die jedoch bereits in vielen anderen

Arbeiten untersucht und aus diesem Grunde hier nicht weiter verfolgt wurde®.

Fur die pathol ogisch-anatomische Untersuchung fiel die Wahl auf die Sudan I11-Farbung. Bei
vergleichender Testfarbung von Sudan [l und Olrot O, einer in der Literatur>131% oft
beschriebenen Farbemethode fir Fetteinlagerungen, stellte sich erstere as die
aussagekréftigere heraus. Das Ausgangsmaterial muss fur solche Fettfarbungen allerdings
sehr sorgféltig von auf3en am Gefél3 anhaftendem Fett- und Bindegewebe befreit werden, um
keine falsch-positiven Resultate zu erhalten.

Um den Zeitpunkt der Aktivierung des Endothels darzustellen, wurde der immunhistol ogische
Nachweis von VCAM-1 gewahlt. Dieses Adhasionsmolekil wird bei Endothelaktivierung
vermehrt exprimiert und spielt eine wichtige Rolle fur die Chemotaxis und Endothel-
Migration der Monozyterf®®. Hier konnte gezeigt werden, dass erst in spateren Stadien der
Atherosklerose eine deutliche Aktivierung des Endothels zu finden war.

Fur die Histomorphologie wurde die van GiessonFarbung gewahlt, weil diese Methode die
unterschiedlichen Geféidstrukturen (Intima, Media, Adventitia) am differenziertesten
darstellen kann und sich somit besser zur Auswertung eignet, als die HE-Farbung. Das
Ausmessen der Serienschnitte der GefaRe durch Histomorphometrie ist eine héaufig
angewandte Methode®* > die sich sehr gut dazu eignet, die Ausdehnung von Lé&sionen
oder Plaques darzustellen.

Durch diese Art der Messung werden die Ergebnisse der makroskopischen Sudan I11-

Untersuchung validiert.
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3.3 Ergebnisse

3.3.1 DieAtherosklerosein ihrem Verlauf

Der algemein akzeptierte Weg der Atherogenese, mit der typischen Einwanderung von
Monozyten/Makrophagen, deren Aufnahme von Lipoproteinen und Differenzierung zu
Schaumzellen und spéterer Plague-Bildung, stellt noch immer die bedeutende Rolle der
Leukozyten an der Atheroskleroseentstehung in den Vordergrund!>179%119124130 = pia
vermehrte Leukozytenadhasion an das Endothel als Zeichen der Inflammation war allerdings
in der vorliegenden Arbeit erst im fortgeschrittenen Stadium der Atherosklerose festzustellen.
Die entscheidende Rolle der Pétchen in der Komplikation der Atherosklerose (bei
Plagueruptur) mit Thrombusbildung und Geféverschluss ist inzwischen waelthin
bekannt!?124127 |n der eigenen Arbeit konnte jedoch gezigt werden, dass bereits im
Initialstadium der Atherosklerose eine vermehrte Plattchenadh&sion stettfindet, welche bei
Wildtypen nicht anzutreffen war. Dies kann folgendermal3en erklart werden:

Thrombozyten  exprimieren  inflammatorische ~ Mediatoren, Chemokine  und
Wachstumsfaktoren, wie z.B. den platelet-derived- growth factor (PDGF) und sind in der
Lage, vasoaktive und proaggregatorische Substanzen, wie Thromboxan A freizusetzen''®.
Bisher ist man davon ausgegangen, dass Blutpléttchen nur mit subendothelialer Matrix, z.B.
nach Endothelzelldenudation, interagieren. In der Arbeitsgruppe von Wagner®™>® und in
Vorarbeiten von Massberg?’®® konnte gezeigt werden, dass eine Thrombozytenadh&sion auch
an unverandertem Endothel auftreten kann. Auch in der vorliegenden Arbeit zeigen die Daten,
dass Thrombozyten an intaktes Endothel adhérieren, aso noch bevor histologisch
nachweisbare Veranderungen in der Gefdldwand nachweisbar sind. Wie bereits in vitro
festgestellt wurde, fordert eine Stimulation des Endothels durch Thrombozyten die Sekretion
von Chemokinen und Adhasionsmolekilen und steigert somit die Adh&sion von

L eukozyterf?4462

, was bis heute as erster Schritt in der Entwicklung atherosklerotischer
L &sionen angenommen wird und treibt somit das Fortschreiten der Atherosklerose voran. Das
Auftreten vermehrter Leukozytenadhasion (ab der 12. Woche) korrelierte mit dem Erscheinen
histologisch und immunhistologisch nachweisbarer Verdnderungen in der Geféwand
(ebenfals in der 12Woche). So konnte gezeigt werden, dass eine vermehrte
Pléttchenadhésion der gesteigerten LeukozytenEndothelzell-Interaktion vorausgeht und

somit der Thrombozyt in der friihen Atherogenese eine wichtige Rolle spielen muss.



DISKUSSION

3.3.2 Molekulare Mechanismen der Adhasion

Im néchsten Schritt befasste sich die eigene Arbeit mit den zugrunde liegenden Mechanismen
der Thrombozytenadhasion in der friihen Phase der Atherosklerose, also noch vor Entstehen
der Gefal3wandveranderungen.

Be in vitro-Versuchen konnte bereits gezeigt werden, dass sowohl GPIba, als auch GPllb-
[lla in der  ThrombozytenEndothelzell-Interaktion  von  grofder  Wichtigkeit
sindt 7 11:34117.127.15L1521%6 - Bechalh scheinen diese beiden Rezeptoren dazu pradestiniert, die
Adhasion durch antikorper-vermittelte Blockade zu verringern oder gar aufzuhebent> 13,
Nach den Resultaten der Versuche mit Gruppen unterschiedlich lang andauernder
cholesterinreicher Fitterung stellte sich die Frage, zu welchem Zeitpunkt der Atherogenese
man mit gezielter Adhasionshemmung eingreifen sollte. Da der erste signifikante Anstieg der
Thrombozytenadhéasion nach sechs Wochen Fiitterung auftrat, wurde dieser Zeitraum gewahlt,
um die Rezeptorblockade zu untersuchen. Denn wenn die Antikdrperbehandlung der
Thrombozyten eine Hemmung oder Minderung der Plattchenadhé&sion verursacht, dann wére
diese zum Zeitpunkt der hoéchsten transient-adhéarenten Adhasion (hier im Falle der sechs
Wochen cholesterin-gefiitterten Tiere), vor Enstehung von atherosklerotischen Lésionen, am
besten sichtbar zu machen. Durch die Blockade von GPlba und GPlib-llla auf der
Plattchenmembran konnte sowohl die transiente, als auch die permanente Adhasion
signifikant verringert werden. Hierbel war auffalig, dass anti- GPiba einen ausgepragten
hemmenden Einfluss auf die transiente (Reduktion um 85%) und permanente Adhasion
(Reduktion um 99%), anti-GPllb-111a hingegen nur zum Tell Einfluss auf die transiente
Adhasion hatte, jedoch eine deutliche Wirkung, mit 95% Reduktion, auf die permanente
Adhésion zeigte. Dies |&% vermuten, dass die beiden Rezeptoren im Mechanismus der
Thrombozytenadhdsion an Endothel verschiedene Aufgaben zu erflllen haben. Das
Glykoprotein Iba ist hayptsachlich verantwortlich fur den ersten Kontakt mit dem Endothel,
wahrend GPIIb-111a wohl hauptverantwortlich fir die nachfolgend permanente Adhésion des
Thrombozyten an das Endothel ist"'?°, Dieses Phanomen konnte in dieser Arbeit erstmals

direkt in vivo gezeigt werden.
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3.3.3 Bedeutung der Thrombozytenadhasion fir die Atheroprogression

Aufgrund dieser beeindruckenden Ergebnisse stellte sich die Frage, ob eine langerfristige
Hemmung der Thrombozytenadhésion das Fortschreiten der Atherosklerose beeinflussen
konnte.

Dazu wurde, auf obigen Ergebnissen basierend, der Adhasionsmechanismus des Glykoprotein
Iba mit einem spezifischen monoklonalen Antikorper chronisch inhibiert. Der Antikorper
gegen GPlba blockiert die Interaktion zwischen dem von Willebrand Faktor und dem
Glykoprotein Iba und unterbindet so die Adhasion des Pl&ttchens an das Endothef® 991153,
Fur diese Versuchsreihe wurden die Tiere bereits zwei Wochen nach Beginn der Fitterung
mit Antikorpern behandelt. Nach 12 Wochen Antikorpergabe wurden die Tiere geopfert.
Dieser Zeitpunkt wurde gewahlt, weil hier in unbehandelten, cholesterinreich gefitterten
Mausen bereits deutliche atherosklerotische Verdnderungen nachweisbar sind und somit ein
Unterschied bel der Hemmung der Atheroprogression erkennbar sein misste. Der bis zu
dieser Versuchsreihe Ubliche Endpunkt der Versuche mit 18 Wochen Fitterung wurde
deshalb nicht angestrebt, weil eine zu lange Behandlung mit dem Antikoérper und somit eine
zunehmende Gefahr an drohenden Komplikationen (wie z.B. die Bildung von Auto-
Antikorpern, oder eventuelle Infektionen durch die peritoneale Injektion der Antikorper)
ausgeschlossen werden sollte.

Die Hemmung der GPlba -vermittelten Thrombozytenadh&sion Uber einen Zeitraum von 12
Wochen fihrte zum einen zu einem verringerten Anstieg des ,,Resistance Index* und zum
anderen zu einer substantiellen Reduktion in der Entwicklung atherosklerotischer Plagues im
ganzen Tier, so z.B. um 60% in der Aorta abdominalis und um 81% in der A. carotis im
Vergleich zu gleichaltrigen unbehandelten Tieren. Um einen eventuellen Einfluss von
Fremdprotein (Antikorperapplikation) auf die Atherosklerose auszuschlief3en, wurden in einer
Vergleichsgruppe Méause mit einem fir die Adhasion irrelevaten Immunglobulin behandelt.
Diese Tiere zeigten keinerlei Abweichung in ihrem Krankheitsverlauf und in der Ausprégung
ihrer atherosklerotischen Veradnderungen im Vergleich zu génzlich unbehandelten 14-
Wochen Tieren.

Die signifikante Reduktion des , Resistance Index” in der Duplex-Sonograpie, die nahezu
fehlenden atherosklerotischen Veranderungen in der  pathologisch-anatomischen
Untersuchung mit der Sudan |11-Férbung, sowie in der Histomorphometrie nach Hemmung
der Thrombozytenadhésion bekraftigten nochmals die Hypothese, dass der Thrombozyt an der

frihen Atherogenese beteiligt sein muss.
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3.4 Aushlick

Die Grundlage dieser Arbeit, die Validierung der Atheroprogression in der ApoE-defizienten
Maus in vivo durch die Intravitalmikroskopie, die Duplex-Sonographie und spéter der
Histologie und der pathologisch-anatomischen Untersuchung zeigt, dass der Thrombozyt
nicht nur im spaten Stadium der Atherosklerose bei Plaqueruptur und anschlief3endem
Gefal3verschluss und dessen Folgeerscheinungen eine Rolle spielt, sondern schon viel friher,
also im Initialstadium der Atherogenese wesentlich, wenn nicht sogar ausschliefdlich beteiligt
Sein Muss.

Dies konnte das Blutplditchen zu einem interessanten Kandidaten fir die préaventive
Medikation in Hinblick auf die Einddmmung der Atheroprogression, bzw. sogar zur
Atherosklerosevermeidung machen.

Mit Sicherheit gibt es jedoch noch weitere Adh&sionsmechanismen, neben den GPIlb-111a-
und dem GPlba-vermittelten, die bel der Thrombozytenadh&sion in der Atherogenese
beteiligt sind. Es ist aber nun mit Etablierung dieses aussagekréftigen Modells ein Leichtes,
auch andere Wege der ThrombozytenEndothel zell- Interaktion auszutesten. Durch die Breite
der eingesetzten Untersuchungsmethoden (Duplex-Sonographie, Intravitalmikroskopie,
Histologie, Histomorphometrie, Immunhistologie, pathologischanatomische Untersuchung)
ist gesichert, dass hier nicht nur Einzeleffekte gemessen werden, sondern ein gesamter
Organismus in vivo beurteilt werden kann.

Ein interessanter Ausblick ist auch, dass das enthnommene Gewebe spéter molekul arbiol ogisch
aufgearbeitet werden kann. So ist es z.B. ein nédchstes Ziel dieses Projektes, sich der
Veranderung der Genexpression in atherosklerotisch veranderten Gefal3gebieten zu widmen,

um so noch genaueren Aufschluss Uber beteiligte Mechanismen zu bekommen.
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4 ZUSAMMENFASSUNG

Thrombozyten spielen eine wesentliche Rolle bel thrombembolischen Komplikationen der
fortgeschrittenen arteriosklerotischen L&sion. Ob sie jedoch ausschlaggebend fur den Beginn
des arteriosklerotischen Prozesses sind, ist bisher unklar.

Die Thrombozytenadh&sion am Endothel reguliert die Sekretion \on intrazellulér gelagerten
proinflammatorischen und proliferativen Mediatoren. In vitro rufen Plattchen eine Expression
von inflammatorischen Genen, Adhasionsrezeptoren und Chemokinen in Endothelzellen
hervor, was auf eine proatherogenetische Funktion/Rolle schlief3en lassen kdnnte.

Diese Studie zeigt, dass Thrombozyten am Endothel der A. carotis in der Apo E-/- Maus
bereits vor der Entwicklung atherosklerotischer Plaques/Lasionen adhérieren. Schon nach
sechs Wochen cholesterinreicher Fitterung war die Adhasion von Thrombozyten an das
Endothel signifikant erhéht, wohingegen die Leukozytenadhdsion erst sehr viel spater
zunahm. Diese Tatsache macht den Thrombozyt zu einem wichtigen Faktor in der Entstehung
der Atherosklerose.

Um dies zu belegen wurden Versuche mit Antikdrpern durchgefihrt, die die Adhésion von
Thrombozyten an das Endothel durch Blockade von Glykoprotein lba, bzw. GPIlb-11ia,
verhindern.

Die Glykoproteine Iba und GPlIb-Illa sind die wichtigsten Adhé&sionsrezeptoren bei der
Thrombozyten-Endothel-Interaktion und spielen somit eventuell eine grof3e Rolle bei der
Entstehung der ,, Thrombozyten-vermittelten“ Atherosklerose.

Es konnte nachgewiesen werden, dass beide Antikorper im Akutversuch grof3en Einfluss auf
die Adhasivitat der Thrombozyten aufweisen. Wobei anti- GPIba die Thrombozytenadhasion
um 85% (transiente Adhasion) bzw. sogar um 99% (permanente Adhé&sion) verringern konnte
und anti-GPlIb-111a mit 95%iger Reduktion vor alem bei permanenter Adhdsion Wirkung
zeigte.

Eine Langzeitbehandlung mit dem Antikérper GPIba konnte sogar das Fortschreiten der
Atherosklerose wesentlich beeinflussen. In den mit anti-GPlba behandelten Tieren konnte
eine signifikante Reduktion der Plaquebildung um 81% erreicht werden.

Diese Ergebnisse zeigen die Wichtigkeit des Thrombozyten in der Entstehung der
Atherosklerose und machen ihn somit zu einem wichtigen Ansatzpunkt fir eine neue anti-

atherosklerotische Therapie
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5 SUMMARY

Therole of thrombocyte- and leukocyte-endothelial cell-interaction in ather ogenesis

- an in vivo-study in the ApoE-knock-out-mouse -

Patelets play a crucial role in thromboembolic complications of advanced atherosclerotic
lesions but their involvement in the initiation of the atherosclerotic process in unclear. Platelet
adhesion regulates secretion of intracellulary stored proinflammatory and proliferative
mediators. In vitro, platelets promote the expression of inflammatory genes in endothelia

cells, including adhesion receptors and chemokines suggesting a proatherogenic role of
platelets. Here, we show in vivo that platelets adhere to the vascular endothelium of the
carotid artery in ApoE-deficient mice prior to the development of manifest atherosclerotic
lesions.

Glycoprotein (GP-)Iba and GPllb-111a are the predominant adhesion receptors mediating
platelet adhesion to the endothelium of the carotid artery and may play a crucia role in the
genesis of platelet-mediated atherosclerosis.

In this experiments we could demonstrate the crucial role of these two receptors for platelet
adhesion. While anti-GPlba reduced transient adhesion for 85% and permanent adhesion for
99%, anti-GPIIb-I11a shows a 95%-reduction of permanent adherent platelets.

Long-term antibody-treatment (anti-GPlba) shows by a substantial reduction of plaque area
from 60% in the aorta and 81% in the carotid arterya a crucial influence of atheroprogression.
Together, prolonged inhibition of platelet adhesion (with anti-GPIba) in ApoE-deficient mice
profoundly inhibited arterisclerotic lesion formation.

These findings establish platelets as major players in initiation of the atherogenic process and

may have important implications for the development of novel anti-atherosclerotic therapies.

82



LITERATURVERZEICHNIS

6 LITERATURVERZEICHNIS

1. ANDRE,P., B ARBEILLE, V.DROUET, P.HAINAUD, C.BAL DIT SOLLIER,
JP.CAEN & L.O.DROUET. 1996. Optimal antagonism of GPIlb/lllafavors
platelet adhesion by inhibiting thrombus growth. An ex vivo capillary perfusion
chamber study in the guinea pig. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 16: 56-63.
Ref ID: 1802

2. ANDRE,P,, C.V.DENIS, JWARE, SSAFFARIPOUR, R.O.HYNES, Z.M.RUGGERI
& D.D.WAGNER. 2000. Platelets adhere to and translocate on von Willebrand
factor presented by endothelium in stimulated veins. Blood 96: 3322-3328.
Ref ID: 2615

3. ARISTIZABAL,O., D.A.CHRISTOPHER, F.S.FOSTER & D.H.TURNBULL. 1998.
40-MHZ echocardiography scanner for cardiovascular assessment of mouse
embryos. Ultrasound Med. Biol. 24: 1407-1417.
Ref ID: 3179

4, BAATZH., M.STEINBAUER, A.G.HARRIS & F.KROMBACH. 1995. Kinetics of
intravital white blood cell staining by intravascular administration of rhodamine
6G. Int JMicrocirc 15: 85-91.
Ref ID: 553

5. BECKERK.D., K.R.GOTTSHALL & K.R.CHIEN. 1996. Strategies for studying
cardiovascular phenotypes in genetically manipulated mice. Hypertension 27:
495-501.
Ref ID: 3168

6. BECKER,M.D., S.CRESPO, T.M.MARTIN, SR.PLANCK, M.NARAMURA &
JT.ROSENBAUM. 2001. Intraocular in vivo imaging of activated T-
lymphocytes expressing green-fluorescent protein after stimulation with
endotoxin. Graefes Arch. Clin. Exp. Ophthalmol. 239: 609-612.

Ref ID: 3180

7. BERGMEIER,W., K.RACKEBRANDT, W.SCHRODER, H.ZIRNGIBL &
B.NIESWANDT. 2000. Structural and functional characterization of the mouse
von Willebrand factor receptor GPIb-1X with novel monoclonal antibodies.
Blood 95: 886-893.

Ref ID: 2765

8. BERMAN,M.E,, Y .XIE & W.A.MULLER. 1996. Roles of platelet/endothelial cell
adhesion molecule-1 (PECAM-1, CD31) in natura killer cell transendothelial
migration and beta 2 integrin activation. J. Immunol. 156: 1515-1524.
Ref ID: 1519

9. BEUMER,S,, H.F.HEIINEN, M.J.IJSSELDIJK, E.ORLANDO, P.G.DE GROOT &
JJSIXMA. 1995. Platelet adhesion to fibronectin in flow: the importance of von
Willebrand factor and glycoprotein 1b. Blood 86: 3452-3460.

Ref ID: 2994



LITERATURVERZEICHNIS

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

BIBERTHALER,P., B.LUCHTING, SMASSBERG, D.TEUPSER, SLANGER,
R.LEIDERER, FKROMBACH & K.MESSMER. 2001. Ischemia at 4 degrees
C: anovel mouse mode to investigate the effect of hypothermia on postischemic
hepatic microcirculatory injury. Res. Exp. Med. (Berl) 200: 93-105.
Ref ID: 2533

BOMBELI,T., B.R.SCHWARTZ & JM.HARLAN. 1998. Adhesion of activated
platelets to endothelial cells: evidence for a GPI1bll1a dependent bridging
mechanism and novel roles for endothelial intercellular adhesion molecule 1
(ICAM-1), alphavbeta3 integrin, and GPlbalpha. J. Exp. Med. 187: 329-339.
Ref ID: 1952

BRASS,L.F., D.R.MANNING, K.CICHOWSKI & C.SABRAMS. 1997. Signaling
through G proteins in platelets: to the integrins and beyond. Thromb. Haemost.
78: 581-589.
Ref ID: 1742

BRESLOW,J.L. 1996. Mouse models of atherosclerosis. Science 272: 685-688.
Ref ID: 2259

CAPRON,L. 1988. New concepts of atherogenesis. Presse Med. 17: 980-984.
Ref I1D: 3234

CAPRON,L. 1989. Inflammation and atherosclerosis. J. Ma Vasc. 14 Suppl A:3-12.: 3-
12.
Ref ID: 3235

CAPRON,L. 1991. Leukocytes and arteriosclerosis. Arch. Mal Coeur Vaiss. 84: 1845-
1850.
Ref ID: 3232

CAPRON,L. 2000. Is atherosclerosis an infectious disease. Rev. Med. Interne 21; 499-
501.
Ref ID; 3236

CELLETTI,F.L., JM.WAUGH, P.G. AMABILE, A.BRENDOLAN, P.R.HILFIKER &
M.D.DAKE. 2001. Vascular endothelial growth factor enhances atherosclerotic
plaque progression. Nat. Med. 7: 425-429.
Ref ID: 2640

CHAVESA.A., D.M.WEINSTEIN & JA.BAUER. 2001. Non+-invasive
echocardiographic studies in mice: influence of anesthetic regimen. Life Sci. 69:
213-222.

Ref ID: 3181

CHERESH,D.A. 1987. Human endothelial cells synthesize and express an Arg-Gly-
Asp-directed adhesion receptor involved in attachment to fibrinogen and von
Willebrand factor. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A 84: 6471-6475.

Ref ID: 3212



LITERATURVERZEICHNIS

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

CHERESH,D.A., SA.BERLINER, V.VICENTE & Z.M.RUGGERI. 1989. Recognition
of distinct adhesive sites on fibrinogen by related integrins on platelets and
endothelial cells. Cell 58: 945-953.

Ref ID: 3211

CLEMETSON,K.J. & JM.CLEMETSON. 2001. Platelet collagen receptors. Thromb.
Haemost. 86: 189-197.
Ref ID: 3045

COATNEY ,R.W. 2001. Ultrasound imaging: principles and applications in rodent
research. ILAR. J. 42: 233-247.
Ref ID: 3182

CONFORTI,G., CDOMINGUEZ-JMENEZ, A.ZANETTI, M.A.GIMBRONE, Jr.,
O.CREMONA, P.C.MARCHISIO & E.DEJANA. 1992. Human endothelial
cells express integrin receptors on the luminal aspect of their membrane. Blood
80: 437-446.

Ref I1D: 3213

DAVIES,M.J. 1996. The contribution of thrombosis to the clinical expression of

coronary atherosclerosis. Thromb. Res. 82: 1-32.
Ref ID: 3214

DAVIESM.J., JL.GORDON, A.JGEARING, R.PIGOTT, NNWOOLF, D.KATZ &
A.KYRIAKOPOULOS. 1993. The expression of the adhesion molecules ICAM-
1, VCAM-1, PECAM, and E-sdlectin in human atherosclerosis. J. Pathol. 171:
223-229.
Ref ID: 3170

DAVIESM.J., JL.GORDON, A.JGEARING, R.PIGOTT, NWOOLF, D.KATZ &
A.KYRIAKOPOULOS. 1993. The expression of the adhesion molecules ICAM-
1, VCAM-1, PECAM, and E-selectin in human atherosclerosis. J. Pathol. 171:
223-229.
Ref ID: 3170

DEJANA E. 1993. Endothelial cell adhesive receptors. J. Cardiovasc. Pharmacol. 21
Suppl 1:518-21.: S18-S21.
Ref ID: 3171

DEJANA E., F.BERTOCCHI, M.C.BORTOLAMI, A.REGONESI, A.TONTA,
F.BREVIARIO & R.GIAVAZZ|. 1988. Interleukin 1 promotes tumor cell
adhesion to cultured human endothelial cells. J. Clin. Invest 82: 1466-1470.
Ref ID: 3216

ENDENBURG,S.C., R.RHANTGAN, L.LINDEBOOM-BLOKZIJL, H.LANKHOF,
W.G.JEROME, JC.LEWIS, JJSIXMA & P.G.DE GROQT. 1995. On therole
of von Willebrand factor in promoting platel et adhesion to fibrin in flowing
blood. Blood 86: 4158-4165.

Ref ID: 2993



LITERATURVERZEICHNIS

31

32.

33.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

ERIKSSON,E.E., JWERR, Y.GUO, P.THOREN & L.LINDBOM. 2000. Direct
observations in vivo on the role of endothelial selectins and alpha(4) integrinin
cytokine-induced |eukocyte-endothelium interactions in the mouse aorta. Circ.
Res. 86: 526-533.

Ref ID: 2504

FELDING-HABERMANN,B. & D.A.CHERESH. 1993. Vitronectin and its receptors.
Curr. Opin. Cell Biol. 5: 864-868.
Ref ID: 2794

FRAUCHIGER,B., H.P.SCHMID, C.ROEDEL, PMOOSMANN & D.STAUB. 2001.
Comparison of carotid arteria resistive indices with intima- media thickness as
sonographic markers of atherosclerosis. Stroke 32: 836-841.

Ref ID: 3269

FREDRICKSON,B.J., JF.DONG, L.V.MCINTIRE & JA.LOPEZ. 1998. Shear-
dependent rolling on von Willebrand factor of mammalian cells expressing the
platelet glycoprotein Ib-1X-V complex. Blood 92: 3684-3693.

Ref ID: 3303

FRENETTE,P.S., R.C.JOHNSON, R.O.HYNES & D.D.WAGNER. 1995. Plateletsroll
on stimulated endothelium in vivo: an interaction mediated by endothelial P-
selectin. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92: 7450-7454.

Ref ID: 1548

FRENETTE,P.S,, TN.MAYADAS, H.RAYBURN, R.O.HYNES & D.D.WAGNER.
1996. Susceptibility to infection and altered hematopoiesis in mice deficient in
both P- and E-selectins. Cell 84: 563-574.
Ref ID: 1713

FRENETTE,P.S.,, CMOYNA, D.W.HARTWELL, JB.LOWE, RO.HYNES &
D.D.WAGNER. 1998. Platelet-endothelial interactions in inflamed mesenteric
venules. Blood 91: 1318-1324.

Ref ID: 1954

FUSTER,V., L.BADIMON, JJBADIMON & JH.CHESEBRO. 1992. The
pathogenesis of coronary artery disease and the acute coronary syndromes (1).
N. Engl. J. Med. 326: 242-250.
Ref ID: 3217

FUSTER,V., L.BADIMON, JJBADIMON & JH.CHESEBRO. 1992. The
pathogenesis of coronary artery disease and the acute coronary syndromes (2).
N. Engl. J. Med. 326: 310-318.
Ref ID: 3218

FUSTER,V., JT.FALLON, JJBADIMON & Y.NEMERSON. 1997. The unstable
atherosclerotic plague: clinical significance and therapeutic intervention.
Thromb. Haemost. 78: 247-255.

Ref ID: 3169

GALLAGHERK. & B.SUMPIO. 1997. The Basic Science of Vascular disease. Futura
Publishing Company. Armonk, New Y ork.
Ref ID: 3205

86



LITERATURVERZEICHNIS

42.

45.

46.

47.

49,

50.

51.

GAWAZ M., K.BRAND, T.DICKFELD, G.POGATSA-MURRAY, S.PAGE,
C.BOGNER, W.KOCH, A.SCHOMIG & F.NEUMANN. 2000. Platelets induce
alterations of chemotactic and adhesive properties of endothelial cells mediated
through an interleukin-1-dependent mechanism. Implications for atherogenesis.
Atherosclerosis 148: 75-85.

Ref ID: 2297

GAWAZ M., T.DICKFELD, C.BOGNER, SFATEH-MOGHADAM &
F.JNEUMANN. 1997. Platelet function in septic multiple organ dysfunction
syndrome. Intensive Care Med. 23: 379-385.

Ref ID: 2492

GAWAZ M., FIJNEUMANN, T.DICKFELD, W.KOCH, K.L.LAUGWITZ,
H.ADELSBERGER, K.LANGENBRINK, S.PAGE, D.NEUMEIER,
A.SCHOMIG & K.BRAND. 1998. Activated platelets induce monocyte
chemotactic protein-1 secretion and surface expression of intercellular adhesion
molecule-1 on endothelial cells. Circulation 98: 1164-1171.

Ref ID: 2262

GAWAZ M., FJNEUMANN, T.DICKFELD, A.REININGER, H.ADEL SBERGER,
A.GEBHARDT & A.SCHOMIG. 1997. Vitronectin receptor (al pha(v)beta3)
mediates platelet adhesion to the luminal aspect of endothelia cells: implications
for reperfusion in acute myocardia infarction. Circulation 96: 1809-1818.

Ref ID: 1956

GAWAZ M., FIJNEUMANN, |.OTT, A.SCHIESSLER & A.SCHOMIG. 1996. Platelet
function in acute myocardia infarction treated with direct angioplasty.
Circulation 93: 229-237.

Ref ID: 2596

GAWAZ,M.P. 2001. Blood Platelets. physiolgy, pathophysiology membrane receptors,
antiplatelet principles and therapy for atherothrombotic diseases. Thieme Verlag.
Stuttgart, New Y ork. S.30-42.

Ref ID: 3208

GAWAZ,M.P. 2001. Blood Platelets: physiology, pathophysiology,membrane receptors,
antiplatelet principles and therapy for atherothrombotic diseases. Thieme Verlag.
Stuttgart, New York. S.97-108
Ref ID: 3206

GAWAZ,M.P. 2002. Blood Platelets: physiology, pathopysiology, membrane receptors,
anitplatelet principles and therapy for atherothrombotic diseases. Thieme Verlag.
Stuttgart, New York. S.2-21
Ref ID: 3207

GIMBRONE,M.A., Jr. 1986. Vascular Endohelium in Hemostasis and Thrombosis.
Churchill Livingstone. Edinburgh.
Ref ID: 3209

GIMBRONE,M.A., Jr. 1999. Vascular endothelium, hemodynamic forces, and
atherogenesis. Am. J. Pathol. 155: 1-5.
Ref ID: 3302

87



LITERATURVERZEICHNIS

52.

53.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

GOERTZ,D.E., D.A.CHRISTOPHER, JL.YU, RSKKERBEL, P.N.BURNS &
F.S.FOSTER. 2000. High-frequency color flow imaging of the microcirculation.
Ultrasound Med. Biol. 26: 63-71.

Ref ID: 3183

GONZALEZA.P., SSEPULVEDA, SMASSBERG, R.BAUMEISTER &
M.D.MENGER. 1994. In vivo fluorescence microscopy for the assessment of
microvascular reperfusion injury in small bowel transplantsin rats.
Transplantation 58: 403-408.

Ref ID: 692

GRAY SON,M.H., D.D.CHAPLIN, I.E.KARL & R.SHOTCHKISS. 2001. Confocal
fluorescent intravital microscopy of the murine spleen. J. Immunol. Methods
256: 55-63.
Ref ID: 3184

HACKENG,C.M., M.HUIGSLOOT, M.W.PLADET, H.K.NIEUWENHUIS, HJVAN
RIIN & JW.AKKERMAN. 1999. Low-density lipoprotein enhances platel et
secretion via integrin-alphal | bbeta3- mediated signaling. Arterioscler. Thromb.
Vasc. Biol. 19: 239-247.

Ref ID: 3226

HANTGAN,R.R., G.HINDRIKS, R.G.TAYLOR, JJSIXMA & P.G.DE GROOQT.
1990. Glycoprotein Ib, von Willebrand factor, and glycoprotein l1b:llla are all
involved in platelet adhesion to fibrin in flowing whole blood. Blood 76: 345-
353.

Ref ID: 2209

HARTLEY,C.J, G.E-TAFFET, L. HMICHAEL, T.T.PHAM & M.L.ENTMAN. 1997.
Noninvasive determination of pulse-wave velocity in mice. Am. J. Physiol 273:
H494-H500.

Ref ID: 3185

HAWIGER,J. 1995. Mechanisms involved in platelet vessel wall interaction. Thromb.
Haemost. 74: 369-372.
Ref ID: 1639

HAWRYLOWICZ,CM., G.L.HOWELLS & M.FELDMANN. 1991. Platelet-derived
interleukin 1 induces human endothelial adhesion molecule expression and
cytokine production. J. Exp. Med. 174: 785-790.

Ref ID: 3219

HELLER,R. & E.M.BEVERS. 1997. Platelet and their factors. Springer Verlag. Berlin.
Ref ID: 3210

HENKE,J., U.ROBERTS, K.OTTO, C.LENDL, U.MATIS, T.BRILL & W.ERHARDT.
1996. Clinical investigations of an i.m. combination anesthesia with
fentanylclimazolam/xylazine and postoperative i.v. antagonism with
nal oxone/sarmazenil/yohimbine in guinea pigs. Tierarztl. Prax. 24: 85-87.

Ref ID: 3309



LITERATURVERZEICHNIS

62.

63.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

HENN,V., JR.SLUPSKY, M.GRAFE, . ANAGNOSTOPOULOS, R.FORSTER,
G.MULLER-BERGHAUS & R.A.KROCZEK. 1998. CD40 ligand on activated
platelets triggers an inflammatory reaction of endothelial cells. Nature 391: 591-
594.

Ref ID: 1991

HOEKSA.P., PJBRANDS, JM.WILLIGERS & R.S.RENEMAN. 1999. Nor-invasive
measurement of mechanical properties of arteries in health and disease. Proc.
Inst. Mech. Eng [H. ] 213: 195-202.
Ref ID: 3186

HOLT,J.C. & SNIEWIAROWSKI. 1985. Biochemistry of alpha granule proteins.
Semin. Hematol. 22: 151-163.
Ref ID: 2432

HORIE,Y., RWOLF, JRUSSELL, T.P.SHANLEY & D.N.GRANGER. 1997. Role of
Kupffer cells in gut ischemia/reperfusion induced hepatic microvascular
dysfunction in mice. Hepatology 26: 1499-1505.

Ref ID: 1936

HOSHIGA,M., CEALPERS, L.L.SMITH, CM.GIACHELLI & SM.SCHWARTZ.
1995. Alpha-v beta-3 integrin expression in normal and atherosclerotic artery.
Circ. Res. 77: 1129-1135.
Ref ID: 2450

ISHIBASHI,S., JHERZ, N.MAEDA, JL.GOLDSTEIN & M.S.BROWN. 1994. The
two-receptor model of lipoprotein clearance: tests of the hypothesisin
"knockout" mice lacking the low density lipoprotein receptor, apolipoprotein E,
or both proteins. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 91: 4431-4435.

Ref ID: 2275

ISHIGAMI,M., D.K.SWERTFEGER, M.S.HUI, N.A.GRANHOLM & D.Y.HUI. 2000.
Apolipoprotein E inhibition of vascular smooth muscle cell proliferation but not
the inhibition of migration is mediated through activation of inducible nitric
oxide synthase. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 20: 1020-1026.

Ref ID: 3187

JEROME,S.N., M.DORE, J.C.PAULSON, CW.SMITH & R.JKORTHUIS. 1994. P-
selectin and |CAM-1-dependent adherence reactions: role in the genesis of
postischemic no-reflow. Am. J. Physiol. 266: H1316-H1321.

Ref ID: 1116

KAPLANSKI,G., R.PORAT, K.AIURA, JK.ERBAN, JA.GELFAND &
C.A.DINARELLO. 1993. Activated platelets induce endothelial secretion of
interleukin: 8 in vitro via an interleukin-1- mediated event. Blood 81: 2492-2495.
Ref ID: 2034

KELLY ,K.J, WW.WILLIAMS, J., R.B.COLVIN, SM.MEEHAN, T.A.SPRINGER,
J.C.GUTIERREZ RAMOS & J.V.BONVENTRE. 1996. Intercellular adhesion
mol ecul e-1-deficient mice are protected against ischemic rena injury. J. Clin.
Invest. 97: 1056-1063.

Ref ID: 1884



LITERATURVERZEICHNIS

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

KNOUFF,C., M.E.HINSDALE, HMEZDOUR, M.K.ALTENBURG, M.WATANABE,
S.H.QUARFORDT, P.M.SULLIVAN & N.MAEDA. 1999. Apo E structure
determines VLDL clearance and atherosclerosis risk in mice. J. Clin. Invest 103:
1579-1586.

Ref ID: 3279

KNOWLES,JW. & N.MAEDA. 2000. Genetic modifiers of atherosclerosis in mice.
Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 20; 2336-2345.
Ref ID: 3188

KOSEKI,S., SMIURA, H.FUJMORI, RHOKARI, SKOMOTO, Y.HARA,
T.OGINO, H.NAGATA, M.GOTO, SHACHIMURA, SKAMINOGAWA &
H.ISHII. 2001. In situ demonstration of intragpithelial lymphocyte adhesion to
villus microvessels of the small intestine. Int. Immunol. 13: 1165-1174.

Ref ID: 3189

LABROPOULOSN., M.M.ASHRAF, S.SKANG, D.S.OH, JBUCKMAN &
W.H.BAKER. 2000. Viscoelastic properties of normal and atherosclerotic
carotid arteries. Eur. J. Vasc. Endovasc. Surg. 19: 221-225.

Ref ID: 3272

LAFRENIE,R.M., T.JPODOR, M.R.BUCHANAN & F.W.ORR. 1992. Up-regulated
biosynthesis and expression of endothelial cell vitronectin receptor enhances
cancer cell adhesion. Cancer Res. 52: 2202-2208.
Ref ID: 3225

LAWRENCE,M.B. & T.A.SPRINGER. 1991. L eukocytes roll on a selectin at
physiologic flow rates: distinction from and prerequisite for adhesion through
integrins. Cell 65: 859-873.

Ref ID: 2568

LI,H., M.I.CYBULSKY, M.A.GIMBRONE, J. & P.LIBBY. 1993. Inducible
expression of vascular cell adhesion molecule-1 by vascular smooth muscle cells
in vitro and within rabbit atheroma. Am. J. Pathol. 143: 1551-1559.
Ref I1D: 3190

LI, M., RS.PODOLSKY, M.JROHRER, B.SCUTLER, M.T.MASSIE,
M.R.BARNARD & A.D.MICHELSON. 1996. Adhesionof activated platelets to
venous endothelia cells is mediated via GPIIb/l11a. J. Surg. Res. 61: 543-548.
Ref ID: 1638

LI,L., EMESSAS, E.L.BATISTA, J., RA.LEVINE & SAMAR. 2002.
Porphyromonas gingivalis infection accel erates the progression of
atherosclerosis in a heterozygous apolipoprotein Edeficient murine model.
Circulation 105: 861-867.

Ref ID: 3300

LIBBY,P., PM.RIDKER & A.MASERI. 2002. Inflammation and atherosclerosis.
Circulation 105: 1135-1143.
Ref ID: 3263



LITERATURVERZEICHNIS

82.

83.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

LINDEMANN,S,, N.D.TOLLEY, D.A.DIXON, T.M.MCINTYRE, SM.PRESCOTT,
G.A.ZIMMERMAN & A.SWEYRICH. 2001. Activated platelets mediate
inflammatory signaling by regulated interleukin 1beta synthesis. J. Cell Biol.
154: 485-490.

Ref 1D: 2643

LUSIS A.J. 2000. Atherosclerosis. Nature 407: 233-241.
Ref ID: 2641

LUTGENSE., L.GORELIK, M.JDAEMEN, E.D.DE MUINCK, I.S.GREWAL,
V.EKKOTELIANSKY & R.A.FLAVELL. 1999. Requirement for CD154 in the
progression of atherosclerosis. Nat. Med. 5: 1313-1316.

Ref ID: 2487

MAHLEY ,R.W. 1988. Apolipoprotein E: cholesterol transport protein with expanding
rolein cell biology. Science 240: 622-630.
Ref ID: 3296

MASSBERG,S., SEISENMENGER, G.ENDERS, F. KROMBACH & K.MESSMER.
1998. Quantitative analysis of small intestinal microcirculation in the mouse.
Res. Exp. Med. (Berlin) 198: 23-35.
Ref ID: 1990

MASSBERG,S., G.ENDERS, R.LEIDERER, S.EISENMENGER, D.VESTWEBER,
F.KROMBACH & K.MESSMER. 1998. Platelet-endothelia cell interactions
during ischemialreperfusion: the role of P-selectin. Blood 92: 507-515.

Ref ID: 1989

MASSBERG,S., G.ENDERS, F.C.MATOS, L.I.TOMIC, R.LEIDERER,
S.EISENMENGER, K.MESSMER & F.KROMBACH. 1999. Fibrinogen
deposition at the postischemic vessel wall promotes platelet adhesion during
ischemia-reperfusion in vivo. Blood 94. 3829-3838.

Ref ID: 2290

MASSBERG,S., A.P.GONZALEZ, R.LEIDERER, M.D.MENGER & K.MESSMER.
1998. In vivo assessment of the influence of cold preservation time on
microvascular reperfusion injury after experimental small bowel transplantation.
Br. J. Surg. 85: 127-133.

Ref ID: 1122

MASSBERG,S., A.P.GONZALEZ, M.D.MENGER & K.MESSMER. 1994. Anaysisof
microvascular perfusion of small intestine after heterotopic transplantation in the
rat. Br. J. Surg. 81: 122.
Ref ID: 1124

MATSUNO,H., O.KOZAWA, M.NIWA & T.UEMATSU. 1997. Inhibition of von
Willebrand factor binding to platelet GP Ib by a fractionated aurintricarboxylic
acid prevents restenosis after vascular injury in hamster carotid artery.
Circulation 96: 1299-1304.

Ref ID: 2819

91



LITERATURVERZEICHNIS

92.

93.

94,

95.

96.

97.

98.

99.

MAY A.E., F.JNEUMANN & K.T.PREISSNER. 1999. The relevance of blood cell-
vessdl wall adhesive interactions for vascular thrombotic disease. Thromb.
Haemost. 82: 962-970.

Ref ID: 3172

MENETON,P., M.BLOCH-FAURE, A.A.HAGEGE, H.RUETTEN, W.HUANG,
S.BERGAYA, D.CEILER, D.GEHRING, I.MARTINS, G.SALMON,
C.M.BOULANGER, JNUSSBERGER, B.CROZATIER, JM.GASC,
D.HEUDES, P.BRUNEVAL, T.DOETSCHMAN, JMENARD & F.ALHENC-
GELAS. 2001. Cardiovascular abnormalities with normal blood pressure in
tissue kallikrein-deficient mice. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A 98: 2634-2639.
Ref ID: 3191

MENGER,M.D., SRICHTER, JI.YAMAUCHI & B.VOLLMAR. 1999. Intravital
microscopy for the study of the microcirculation in various disease states. Ann.
Acad. Med. Singapore 28: 542-556.
Ref ID: 3192

MOGHADASIAN,M.H., BM.MCMANUS, P.H.PRITCHARD & J.JFROHLICH.
1997. "Tall oil"-derived phytosterols reduce atherosclerosis in ApoE-deficient
mice. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 17: 119-126.
Ref ID: 3301

MONTRUCCHIO,G., G.GEMANUELLI, A.VENCO & G.CAMUSSI. 1995. Functional
changes of the endothelium and atherosclerotic process. Ann. Ital. Med. Int. 10:
31-40.
Ref ID: 3244

MUNRO,JM. & R.S.COTRAN. 1988. The pathogenesis of atherosclerosis:
atherogenesis and inflammation. Lab Invest 58: 249-261.
Ref ID: 3245

MURPHY ,JF., JC.BORDET, B.WYLER, M.C.RISSOAN, P.CHOMARAT,
T.DEFRANCE, P.MIOSSEC & JL.MCGREGOR. 1994. The vitronectin
receptor (alphav beta 3) isimplicated, in cooperation with P-selectin and
platelet-activating factor, in the adhesion of monocytes to activated endothelial
cells. Biochem. J. 304: 537-542.

Ref ID: 3221

NAGAIY ., JHELWEGEN, JL.FLEG, M.K.KEMPER, C.JEARLEY, T.M.RYWIK,
P.WIIN & E.JMETTER. 1999. Decay Index: a new carotid Doppler waveform
measure associated with the Windkessel function of elastic arteries. Ultrasound
Med. Biol. 25: 1371-1376.

Ref ID: 3275

100. NAKASHIMAY ., A.SPLUMP, EW.RAINES, JL.BRESLOW & R.ROSS. 1994.

ApoE-deficient mice develop lesions of all phases of atherosclerosis throughout
the arterial tree. Arterioscler. Thromb. 14: 133-140.
Ref ID: 3193

92



LITERATURVERZEICHNIS

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

NAKASHIMA)Y., EW.RAINES, A.S.PLUMP, JL.BRESLOW & R.ROSS. 1998.
Upregulation of VCAM-1 and ICAM-1 at atherosclerosis-prone sites on the
endothelium in the ApoE-deficient mouse Arterioscler Thromb Vasc Biol 18:
842-851.

Ref ID: 2317

NAKASHIMA)Y., EW.RAINES, A.S.PLUMP, JL.BRESLOW & R.ROSS. 1998.
Upregulation of VCAM-1 and ICAM-1 at atherosclerosis-prone sites on the
endothelium in the ApoE-deficient mouse. Arterioscler Thromb Vasc Biol 18:
842-851.

Ref ID: 2317

NEMERSON,Y . 1992. The tissue factor pathway of blood coagulation. Semin. Hematol.
29: 170-176.
Ref ID: 3173

NIESWANDT,B., W.BERGMEIER, K.RACKEBRANDT, JE.GESSNER &
H.ZIRNGIBL. 2000. Identification of critical antigen-specific mechanismsin the
development of immune thrombocytopenic purpurain mice. Blood 96: 2520-
2527.

Ref ID: 2418

NIEUWENHUISH.K., K.S.SAKARIASSEN, W.P.HOUDIJX, P.F.NIEVELSTEIN &
JJ.SIXMA. 1986. Deficiency of platelet membrane glycoprotein la associated
with a decreased platelet adhesion to subendothelium: a defect in platel et
spreading. Blood 68: 692-695.

Ref ID: 3023

NOLTE,D., RHECHT, P.SCHMID, A.BOTZLAR, M.D.MENGER,
C.NEUMUELLER, F.SINOWATZ, D.VESTWEBER & K.MESSMER. 1994.
Role of Mac-1 and ICAM-1 in ischemiareperfusion injury in a microcirculation
mode of BALB/C mice. Am. J. Physiol. 267: H1320-8.
Ref ID: 1757

NURDEN,A.T. & JP.CAEN. 1975. Specific roles for platelet surface glycoproteinsin
platelet function Nature 255: 720-722.
Ref ID: 3174

NURDEN,A.T., D.DIDRY, N.KIEFFER & R.P.MCEVER. 1985. Residual amounts of
glycoproteins I1b and I11amay be present in the platelets of most patients with
Glanzmann's thrombasthenia. Blood 65: 1021-1024.

Ref ID: 2754

OGURA A, K.INOUE, K.TAKANO, TWAKAYAMA & R.YANAGIMACHI. 2000.
Birth of mice after nuclear transfer by electrofusion using tail tip cells. Mol.
Reprod. Dev. 57: 55-59.

Ref ID: 3266

PAIGEN,B., AAMORROW, C.BRANDON, D.MITCHELL & P.HOLMES. 1985.
Variation in susceptibility to atherosclerosis among inbred strains of mice.
Atherosclerosis 57: 65-73.

Ref ID: 3195



LITERATURVERZEICHNIS

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

PAIGEN,B., A AMORROW, P.A.HOLMES, D.MITCHELL & RA.WILLIAMS. 1987.
Quantitative assessment of atherosclerotic lesionsin mice. Atherosclerosis 68:
231-240.

Ref 1D: 3299

PAIGEN,B., A.SPLUMP & E.M.RUBIN. 1994. The mouse as a model for human
cardiovascular disease and hyperlipidemia. Curr. Opin. Lipidol. 5: 258-264.
Ref 1D: 3194

PALABRICA,T., R.LOBB, B.C.FURIE, M.ARONOVITZ, C.BENJAMIN, Y.M.HSU,
SA.SAJER & B.FURIE. 1992. Leukocyte accumulation promoting fibrin
deposition is mediated in vivo by P-selectin on adherent platelets. Nature 359:
848-851.

Ref ID: 1683

PIEDRAHITA,JA., SH.ZHANG, JRHAGAMAN, PM.OLIVER & N.MAEDA.
1992. Generation of mice carrying a mutant apolipoprotein E gene inactivated by
gene targeting in embryonic stem cells. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A 89: 4471-
4475.
Ref ID: 3196

POBER,J.S. & R.S.COTRAN. 1990. Cytokines and endothelial cell biology. Physiol
Rev. 70: 427-451.
Ref ID: 2559

POLLICK,C., SL.HALE & R.A.KLONER. 1995. Echocardiographic and cardiac
Doppler assessment of mice. J. Am. Soc. Echocardiogr. 8: 602-610.
Ref 1D: 3197

RADOMSKILA., M.\W.STEWART, PJURASZ & M.W.RADOMSKI. 2001.
Pharmacological characteristics of solid-phase von Willebrand factor in human
platelets. Br. J. Pharmacol. 134: 1013-1020.

Ref ID: 3175

READ,T.A., M.FARHADI, R.BJERKVIG, B.R.OLSEN, A.M.ROKSTAD,
P.C.HUSZTHY & P.VAJKOCZY. 2001. Intravital microscopy reveas novel
antivascular and antitumor effects of endostatin delivered locally by alginate-
encapsulated cells. Cancer Res. 61: 6830-6837.

Ref ID: 3198

REINER,Z. & E.TEDESCHI-REINER. 2001. New information on the pathophysiology

of atherosclerosis. Lijec. Vjesn. 123: 26-31.
Ref ID: 3250

RESNICK,N. & M.A.GIMBRONE, Jr. 1995. Hemodynamic forces are complex
regulators of endothelial gene expression. FASEB J. 9: 874-882.
Ref ID: 3223

RIEGER,H., W.SCHOPP, A.L.STRAUSS, A.SCHEFFLER, G.DRIESSEN &
B.KLEUREN. 1998. Klinische Angiologie. Springer Verlag. Berlin.
Ref 1D: 3307



LITERATURVERZEICHNIS

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

ROBBIE,L. & P.LIBBY. 2001. Inflammation and atherothrombosis. Ann. N. Y. Acad.
Sci. 947:167-79; discussion 179-80.: 167-179.
Ref ID: 3258

ROMEIS B. 1989. Mikroskopische Technik. Urban und Schwarzenberg. Minchen.
Ref ID: 3308

ROSS,R. 1993. The pathogenesis of atherosclerosis: a perspective for the 1990s. Nature
362: 801-809.
Ref ID: 2197

ROSS,R. 1999. Atherosclerosis-an inflammatory disease. N Engl J Med 340: 115-126.
Ref I1D: 2316

ROSS,R. 1999. Atherosclerosis is an inflammatory disease. Am Heart J 138: S419-
$420.
Ref ID: 2315

RUGGERI,Z.M. 1997. von Willebrand factor. J. Clin. Invest. 99: 559-564.
Ref ID: 2228

RUGGERI,Z.M. 1999. Structure and function of von Willebrand factor. Thromb.
Haemost. 82: 576-584.
Ref ID: 3176

SAVAGE,B., E.SALDIVAR & Z.M.RUGGERI. 1996. Initiation of platelet adhesion by
arrest onto fibrinogen or translocation on von Willebrand factor. Cell 84: 289-
297.
Ref I1D: 1610

SCHNEIDER,J. 1993. Morphological basis of atherosclerosis. Schweiz. Rundsch. Med.
Prax. 82: 1335-1338.
Ref I1D: 3248

SEDLMAYR,P., A.BLASCHITZ, M.WILDERS-TRUSCHNIG, A.TIRAN & G.DOHR.
1995. Platelets contain interleukin-1 alpha and beta which are detectable on the
cell surface after activation. Scand J Immunol 42: 209-214.
Ref ID: 2332

SIESS,W. 1989. Molecular mechanisms of platelet activation. Physiol. Rev. 69: 58-178.
Ref ID: 2147

SMITH,J.D. & JL.BRESLOW. 1997. The emergence of mouse models of
atherosclerosis and their relevance to clinical research. J. Intern. Med. 242: 99-
109.
Ref ID: 3199

SORIANO,A., A.SALAS, A.SALAS, M.SANS, M.GIRONELLA, M.ELENA,
D.C.ANDERSON, JM.PIQUE & JPANES. 2000. VCAM-1, but not ICAM-1
or MAdCAM-1, immunoblockade ameliorates DSS-induced colitis in mice. Lab
Invest 80: 1541-1551.

Ref ID: 3200

9%



LITERATURVERZEICHNIS

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

STAPRANS|I., X.M.PAN, JH.RAPP, C.GRUNFELD & K.R.FEINGOLD. 2000.
Oxidized cholesterol in the diet accelerates the development of atherosclerosisin
LDL receptor- and apolipoprotein E-deficient mice. Arterioscler. Thromb. Vasc.
Biol. 20: 708-714.
Ref ID: 3285

STEIN,O. & Y.STEIN. 1999. Atheroprotective mechanisms of HDL. Atherosclerosis
144: 285-301.
Ref ID: 3286

SULLIVAN,P.M., HMEZDOUR, Y.ARATANI, C.KNOUFF, JNAJB,
R.L.REDDICK, SH.QUARFORDT & N.MAEDA. 1997. Targeted replacement
of the mouse apolipoprotein E gene with the common human APOES3 allele
enhances diet-induced hypercholesterolemia and atherosclerosis. J. Biol. Chem.
272: 17972-17980.

Ref ID: 3298

TANAKA,N., N.DALTON, L.MAO, H.A.ROCKMAN, K.L.PETERSON,
K.R.GOTTSHALL, JJHUNTER, K.R.CHIEN & JROSS, Jr. 1996.
Transthoracic echocardiography in models of cardiac disease in the mouse.
Circulation 94: 1109-1117.

Ref ID: 2795

TANGIRALA,RK., EM.RUBIN & W.PALINSKI. 1995. Quantitation of
atherosclerosis in murine models. correlation between lesions in the aortic origin
and in the entire aorta, and differences in the extent of lesions between sexesin
LDL receptor-deficient and apolipoprotein E-deficient mice. J. Lipid Res. 36:
2320-2328.

Ref ID: 2270

THOMPSON,J.S. 1969. Atheromatain an inbred strain of mice. J. Atheroscler. Res. 10:
113-122.
Ref ID: 3201

TOMOCHIKA)Y ., N.-TANAKA, SONO, K.MURATA, AMURO, TYAMAMURA,
T.TONE, M.IWATATE, K.UEDA, K.MORIKUNI & M.MATSUZAKI. 1999.
Assessment by transesophageal echography of atherosclerosis of the descending
thoracic aorta in patients with hypercholesterolemia. Am. J. Cardiol. 83: 703-
709.

Ref ID: 3278

VALENTE,A.J, M.M.ROZEK, E.A.SPRAGUE & C.JSCHWARTZ. 1992.
Mechanisms in intima monocyte- macrophage recruitment. A specia role for
monocyte chemotactic protein-1. Circulation 86: [1120-11125.

Ref ID: 3224

VAN DE POLL,SW., TJROMER, O.L.VOLGER, D.JDELSING, T.C.BAKKER
SCHUT, H.M.PRINCEN, L.M.HAVEKES, JW.JUKEMA, L.A.VAN DER &
G.J.PUPPELS. 2001. Raman spectroscopic evaluation of the effects of diet and
lipid-lowering therapy on atherosclerotic plaque development in mice.
Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 21: 1630-1635.

Ref ID: 3287



LITERATURVERZEICHNIS

144.

145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.

152.

VAN ZANTEN,G.H., SDE GRAAF, P.J.SLOOTWEG, H.F.HEIINEN,
T.M.CONNOLLY, P.G.DE GROOT & JJ.SIXMA. 1994. Increased platelet
deposition on atherosclerotic coronary arteries. J. Clin. Invest 93: 615-632.
Ref ID: 2448

VLOT,A.J., SJKOPPELMAN, B.N.BOUMA & JJSIXMA. 1998. Factor VIII and von
Willebrand factor. Thromb. Haemost. 79: 456-465.
Ref ID: 3177

VOLLMAR,B., JGLASZ, M.D.MENGER & K.MESSMER. 1995. L eukocytes
contribute to hepatic ischemialreperfusion injury viaintercellular adhesion
molecule-1-mediated venular adherence. Surgery 117: 195-200.

Ref ID: 1046

VOLLMAR,B., M.W.LASCHKE, R.ROHAN, JKOENIG & M.D.MENGER. 2001. In
vivo imaging of physiological angiogenesis from immature to preovulatory
ovarian follicles. Am. J. Pathol. 159: 1661-1670.

Ref 1D: 3202

VOLLMAR,B., M.MORGENTHALER, M. AMON & M.D.MENGER. 2000. Skin
microvascular adaptations during maturation and aging of hairless mice. Am. J.
Physiol Heart Circ. Physiol 279: H1591-H1599.

Ref I1D: 3203

WAKAYAMAT., V.TABAR, |.RODRIGUEZ, A.C.PERRY, L.STUDER &
P.MOMBAERTS. 2001. Differentiation of embryonic stem cell lines generated
from adult somatic cells by nuclear transfer. Science 292: 740-743.
Ref ID: 3265

WERTHEIMER,S.J., CL. MYERS, RW.WALLACE & T.P.PARKS. 1992.
Intercellular adhesion molecule-1 gene expression in human endothelial cells.
Differential regulation by tumor necrosis factor-apha and phorbol myristate
acetate. J. Biol. Chem. 267: 12030-12035.

Ref ID: 2567

WU,D., M.MEIRING, H.F.KOTZE, H.DECKMYN & N.CAUWENBERGHS. 2002.
Inhibition of platelet glycoprotein Ib, glycoprotein I1b/I11a, or both by
monoclonal antibodies prevents arterial thrombosis in baboons. Arterioscler.
Thromb. Vasc. Biol. 22: 323-328.

Ref 1D: 3305

WU,D., KVANHOORELBEKE, N.CAUWENBERGHS, M.MEIRING,
H.DEPRAETERE, H.F.KOTZE & H.DECKMY N. 2002. Inhibition of the von
Willebrand (VWF)-collagen interaction by an antihuman VWF monoclonal
antibody results in abolition of in vivo arterial platelet thrombus formation in
baboons. Blood 99: 3623-3628.

Ref ID: 3306

97



LITERATURVERZEICHNIS

153.

154.

155.

156.

157.

158.

159.

WU,Y.P.,, T.VINK, M.SCHIPHORST, G.H.VAN ZANTEN, M.JI1JSSELDIX, P.G.DE
GROOT & JJ.SIXMA. 2000. Platelet thrombus formation on collagen at high
shear rates is mediated by von Willebrand factor-glycoprotein Ib interaction and
inhibited by von Willebrand factor- glycoprotein 11b/I11a interaction. Arterioscler.
Thromb. Vasc. Biol. 20: 1661-1667.

Ref ID: 2972

WWW.AKH-WIEN.AT. 2002. the platelet page Homepage der AKH-Wien.
Ref ID: 3313

YANG,X.P.,, Y.H.LIU, EG.SHESELY, M.BULAGANNAWAR, F.LIU &
O.A.CARRETERO. 1999. Endothelial nitric oxide gene knockout mice: cardiac
phenotypes and the effect of angiotensin-converting enzyme inhibitor on
myocardial ischemialreperfusion injury. Hypertension 34: 24-30.

Ref ID: 3204

YAP,C.L., SC.HUGHAN, S.L.CRANMER, W.SNESBITT, M.M.ROONEY,
S.GIULIANO, SKULKARNI, SM.DOPHEIDE, Y.YUAN, H.H.SALEM &
S.P.JACKSON. 2000. Synergistic adhesive interactions and signaling
mechani sms operating between platelet glycoprotein Ib/IX and integrin alpha
[1bbeta 3. Studies in human platelets ans transfected Chinese hamster ovary
cells. J. Biol. Chem. 275: 41377-41388.

Ref ID: 3178

ZEISS. 1998. Bedienungsanleitung fir das Mikroskop Axiotech vario 100.
Ref ID: 3315

ZEISS. 2002. Mikroskopieren von Anfang an. Informationsbroschtire.
Ref ID: 3314

ZHANG,SH., R.L.REDDICK, JA.PIEDRAHITA & N.MAEDA. 1992. Spontaneous
hypercholesterolemia and arteria lesions in mice lacking apolipoprotein E.
Science 258: 468-471.

Ref ID: 2482



TABELLENVERZEICHNIS

7 TABELLENVERZEICHNIS

TADEIE L ... e 12
TADEIIE 2 ...t r e r e 15
= 07 1= S USRS TP PP 26
TADEIIE A ... e 26
TADEIIE S . e e r e r e ens 27
TADEIE B ... n s 27
TADEIIE 7 .t b et e e r e e ns 28
TADEIE B ... e 56
TADEIIE O . r Rt p e r e r e e 58
TADEIE L0 ... e 59
TADEIIE LI ... et E bR R R n e n e r e ens 61
TADEIE L2 ... s 63
TADEIIE LS .. r e r e 65
TADEIIE LA ...t b b bbbttt b nns 67
TADEIE LS ...t e e n s 69



ABBILDUNGSVERZEICHNIS

8 ABBILDUNGSVERZEICHNIS

N o1 o 1 o 0 PR 3
Y o] o1 o 10T 2T P PP 4
N o1 o 01T IR PR 4
ADDIAUNG 4 ...t b bbbt bbbt et e et et e b e ene e 5
N o o] [ (1T [ SRS 9
ADDIHAUNG B ...ttt bbbttt b e b e 11
N o o1 o [0 S 17
ADDIHAUNG 8 ...t bbbt n e n e n e e 18
N o o] o (10 I S 18
2N o1 o 017 100 0 L PS PSRRI 30
N oo o [ o 0 31
N o1 o 01T 0 2 PSPPI 32
Y o] 11 o 10 Te Rt SRS P PP 33
N o o1 o [0 Rt S 35
ADDIHAUNG 15 ... bbbt b et e e e b e b e nns 35
N o o] o [ o 0 S 39
N o o1 o [ 0 T 40
N o o] o [T 0 41
ADDIAUNG L9 ... et s e e et e e b e et e e ae e aaeenreeeneea 44
2N o o] o [ o S 50
72N o1 o 01T 10220 PRSPPI 52
ADDIHAUNG 22 ...ttt bbbttt sae st e ens 53
ADDIAUNG 23 ... e e e bbb e e e e reeane e 54
ADDIHAUNG 24 ...ttt bbbttt e et se b e ens 55
N o o] o [ T 22 S 56
ADDIHAUNG 26 ...ttt e bbb e 57
N o o] o [ S 59
N o o] o [F g 22 S 60
2N o o] o [T 22 S 61
ADDIHAUNG 30 ... e e b b e ae e s aeenreeereea 62
N o o] o [ o o S 65
ADDIAUNG 32 ... et e et b e b e e e e e reeane e 66



ABBILDUNGSVERZEICHNIS

N o o] o [ 0T 3 S 67
N oo [ [ 0T R SRR 68
N o o] T [T S 70
N o] o1 [ [0 T R PSPPI 71
ADDIHAUNG 37 ..t bbbttt b e e b e 72

101



ABKURZUNGSVERZEICHNIS

9 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

A.. Arteria (lat.)

Abb. : Abbildung

Abk. : Abkirzung

ACC : A. carotis communis
ACE : A. carotis externa

ACI : A. carotis interna

ADP : Adenosindiphosphat
AK : Antikorper

AMP : Adenosinmorophosphat
ApoE : Apolipoprotein E

ATP : Adenosintriphosphat
°C: Grad Celsius

CCD : charged-coupled-device
DCEF : Dichlorodihydrofluorescein-Diacetat
Duplex : Duplex-Sonographie
Empf. : Empfanger

Fa. : Firma

FGF : fibroblast growth factor
GP: Glykoprotein

h : Stunde

HE : Hamatoxylin/Eosin
ICAM : intercellular adhesion molecule
IP5: Inositol-1,4,5- Triphosphat
IVM : Intravitalmikroskopie
kg : Kilogramm

LDL : low density lipoprotein
Lz : Leukozyten

Mg : Mikrogramm

pl : Mikroliter

pum : Mikrometer

ml : Milliliter

Min. : Minuten
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MW : Mittelwert

n : Anzahl

nm : Nanometer

NO : Stickstoffmonoxyd

OP : Operation

PBS : phosphat buffered saline

PDGF : platelet derived growth factor
PECAM : platelet-endothelial cell adhesion molecule
PRP : platelet rich plasma

Rl : ,Resistance Index*

rpm : rounds per minute

SEM : standard error mean

sin: Sinus

Tab. : Tabelle

TGF-[3 : transforming growth factor-13

TXA> : Thromboxan A,

Tz : Thrombozyten

VCAM : vascular cellular adhesion molecule
V. : Vena(lat.)

Vdia: Enddiastolische Flussgeschwindigkeit
VLDL : very low density lipoprotein

Vsys: Systolische Flul3ggeschwindigkeit
VWE : von Willebrand Faktor

WT : Wildtyp

z.B. : zum Beispiel
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