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Einleitung 1 

1 Einleitung 

Diese Doktorarbeit beschäftigt sich mit der Herkunft von Gewebemakrophagen der 

Aorta sowie deren Reaktion auf Angiotensin-induzierte Inflammation in der Gefäß-

wand.  

Auf den folgenden Seiten wird zunächst der Weg von der Entdeckung der Makropha-

gen bis hin zum aktuellen Verständnis ihrer Herkunft beschrieben. Daraufhin folgt ein 

kurzer Überblick über die epidemiologische Bedeutung kardiovaskulärer Erkrankun-

gen, damit ein Kontext für die im Anschluss an die Einleitung gestellten Fragen (Ab-

schnitt 2) geschaffen wird. 

1.1 Ursprünge von Gewebemakrophagen 

Dieser Abschnitt stellt dar, wann Makrophagen entdeckt wurden, was ursprüngliche 

Erklärungsansätze zu ihrem Ursprung waren, und wie im Laufe der Zeit neue Erkennt-

nisse zu ihrer Herkunft gewonnen wurden. Abschließend wird der gegenwärtige Stand 

der Forschung auf diesem Gebiet ausführlich dargelegt. 

1.1.1 Entdeckung von Makrophagen und historische Hypothesen zu deren Ur-

sprung 

Das Konzept der Phagozytose, heute definiert als die zelluläre Aufnahme von Partikeln 

einer Größe von über 0,5 Mikrometer (µm) mittels eines von Aktin abhängigen Mecha-

nismus [1], wurde erstmals von Ilja Iljitsch Metschnikow im Jahre 1892 als Abwehrme-

chanismus vielzelliger Lebewesen beschrieben [2]. Erstmals in Seesternen und später 

in zahlreichen Säuglingsspezies wies Metschnikow umherwandernde, amöboide Zel-

len nach, die sich als wahre Spezialisten der Phagozytose erwiesen. Anhand ihrer Fä-

higkeit, lebende Mikroorganismen aufzunehmen und abzutöten, schrieb er ihnen be-

sondere Bedeutung in der zellulären Immunabwehr von Organismen zu. Er erkannte 

weiterhin, dass die amöboiden Zellen eine besondere Rolle bei der Homöostase zahl-

reicher Gewebe einzunehmen schienen. Diese von ihm erstmals als „Makrophagen“ 

beschriebenen Zellen waren in Geweben sowohl von embryofetalen als auch adulten 

Tieren zahlreich vorhanden [3]. 

Früh stellte sich die Frage, woher diese Makrophagen denn kämen. Von der Abstam-

mung von Endothel- [4] oder Adventitia-Zellen [5] über die Herkunft von Monozyten [6] 

oder Lymphozyten [7] bis zur dualen Abstammung von Monozyten und 
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Lymphozyten [8] konkurrierten zahlreiche wissenschaftliche Hypothesen.  

Angesichts zunehmender Evidenz dafür, dass Makrophagen in Zellkultur aus Monozy-

ten entstehen können [9] und neu rekrutierte Makrophagen in Entzündungen am ehes-

ten von zirkulierenden Monozyten abstammen [6, 10-13], beschrieben Ralph van Furth 

und Zanvil Cohn im Jahr 1968 erstmals ein zusammenhängendes System aus mono-

nukleären Phagozyten. Die beiden Autoren zeigten, dass knochenmarksresidente Mo-

nozytenvorläufer, Blutmonozyten sowie Makrophagen ein zusammenhängendes Sys-

tem einkerniger Phagozyten darstellen [14]. 1972 prägten van Furth und Cohn hierfür 

den Begriff „Mononukleäres Phagozytensystem (MPS)“. Des Weiteren postulierten sie, 

dass das gesamte MPS und dadurch impliziert auch sämtliche Gewebemakrophagen 

den Monozyten und damit dem Knochenmark entstammen würden. Im MPS wurden 

Zellen klassifiziert, die eine ausgeprägte Phagozytoseneigung demonstrierten und 

sich fest an Glasoberflächen anheften konnten. Begründet durch die vermeintlich ge-

meinsame Herkunft, fasste man diese Zellen zu einem System zusammen.  

Abbildung 1: Porträt von Ilya  

Metschnikow,  

Erstbeschreiber der Makrophagen 

Aus [3]. Mit freundlicher Genehmigung des 

Elsevier Copyright Clearance Center’s 

RightsLink 
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Bereits im selben Jahr (1972) wurde gezeigt, dass die ersten Makrophagen der Maus 

unabhängig von Monozytenvorläufern im Dottersack entstehen [15]. In den kommen-

den Jahren wies man in Ratten [16], Mäusen [17] und auch Menschen [18] schon vor 

Beginn der knochenmarkabhängigen Hämatopoese nicht nur im Dottersack, sondern 

auch in der fetalen Leber Makrophagen nach. Diese schienen sich in der Embryonal-

entwicklung auf ontogenetisch unterschiedlichem Wege unabhängig von Monozyten-

vorläuferformen zu entwickeln [19-21]. Retrospektiv lässt sich also festhalten, dass 

schon früh Hinweise gegen ein rein vom Knochenmark abhängiges Makrophagen-Sys-

tem aufkamen. Die Relevanz dieser Entdeckungen und mögliche Folgen daraus wur-

den allerdings vorerst nicht erkannt.  

Im Jahr 1993 konnte bei Vögeln demonstriert werden, dass Mikroglia (Gewebemakro-

phagen des ZNS) nicht von zirkulierenden Monozyten, sondern am ehesten von mig-

rierenden Makrophagen mit starker Proliferationskapazität abstammen [22, 23]. 1999 

wurde daraufhin erstmals postuliert, dass Mikroglia der adulten Maus möglicherweise 

von jenen vorbeschriebenen primitiven Dottersackmakrophagen abstammen könnten 

[24]. Diese beachtenswerte Hypothese, welche noch weiterer wissenschaftlicher Be-

stätigung bedurfte, markierte den Wendepunkt im Verständnis der zwei Jahrzehnte 

zuvor gemachten Entdeckung der Dottersackmakrophagen. Sowohl neue Hypothesen 

zur möglichen Bedeutung der Dottersackmakrophagen als auch die Entwicklung neuer 

gentechnischer Methoden wie fate mapping (Abschnitt 3.2.11) ebneten den Weg für 

die Erforschung des eigentlichen Ursprungs der Gewebemakrophagen.  

1.1.2 Aktuelles Verständnis 

In mehreren Pionierarbeiten konnte in den vergangenen 15 Jahren durch zahlreiche, 

teils genetisch hochkomplexe Mausmodelle gezeigt werden, dass in der adulten Maus 

mindestens zwei ontogenetisch unterschiedliche Makrophagenpopulationen existieren 

[25-31]. In zahlreichen Review-Artikeln [32-39] wurde und wird laufend versucht, die 

Flut an neu gewonnener Evidenz zu einer Systematik zu kategorisieren. Auf den fol-

genden Seiten werden aktuelle Ideen zu einem möglichen Gesamtkonzept zusam-

mengefasst. Hierbei sei angemerkt, dass dies lediglich den Stand einer intensiv be-

forschten Thematik vor Veröffentlichung dieser Dissertation darstellt und die Notwen-

digkeit einer Modifikation des Gesamtkonzepts durch neue Evidenz möglich und 

durchaus wahrscheinlich ist. 
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Ein dualer Ursprung von Gewebemakrophagen einerseits aus Makrophagenvorläu-

fern, die dem Dottersack abstammen, sowie andererseits aus hämatopoetischen 

Stammzellen (HSCs), die dem Knochenmark abstammen, ist mittlerweile wissen-

schaftlich allgemein anerkannt. Bezüglich der genaueren Unterteilung in mehrere hä-

matopoetische Wellen besteht hingegen noch eine Kontroverse. An dieser Stelle soll 

– ergänzt durch Ideen weiterer Autoren [39-41] – die von Godin und Cumano erstmals 

aufgebrachte Theorie von drei zeitlich gestaffelten, sich teils jedoch überlappenden 

Wellen beschrieben werden [42]. 

Abbildung 2: Hämatopoetische Wellen des murinen Embryos 

Während der murinen Embryonalentwicklung kann man die Hämatopoese in 3 sequenzielle 

Wellen einteilen: Eine erste, im Dottersack entstehende, „primitive“ Generation an frühen 

EMPs. Eine zweite, ebenfalls im Dottersack entstehende „transient definitive“ Generation an 

EMPs sowie, ab Tag E10.5 beginnend, eine in der AGM-Region entstehende, „definitive“ Welle 

bestehend aus HSCs. Man beachte, dass es eine beträchtliche zeitliche Überlappung der Wel-

len gibt. 

Aus [39]. Mit freundlicher Genehmigung des Elsevier Copyright Clearance Center’s RightsLink 
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1.1.2.1 Erste hämatopoetische Welle: Primitive Dottersackmakrophagen 

Beginnend an Tag 7.5 der Embryonalentwicklung der Maus (E7.5) entstehen die ers-

ten hämatopoetischen Vorläuferzellen, auch als primitive hämatopoetische Vorläufer-

zellen bezeichnet, im extraembryonal gelegenen Dottersack [42, 43]. Es bestehen Hin-

weise darauf, dass diese sich – im Gegensatz zu den hämatopoetischen Vorläuferzel-

len nachfolgender Wellen – nicht aus hämogenen endothelialen Zellen differenzieren, 

sondern möglicherweise von ontogenetisch distinkten Vorläuferzellen abstammen 

[44]. In dieser ersten primitiven Welle wiederum werden zwei unterschiedliche Zell-

linien mit Potenzial zur Differenzierung hin zu Erythrozyten und Megakaryozyten oder 

Makrophagen unterschieden [45]. Die aus dieser Welle hervorgehenden primitiven 

Dottersackmakrophagen, von anderen Autoren auch als „early EMPs“ (frühe erythro-

myeloische Progenitorzellen) bezeichnet [39], begründen nach Ausbildung einer sys-

temischen Blutzirkulation im Mausembryo zum Zeitpunkt E8.25 [46] die Mikrogliapo-

pulation des Gehirns [47].  

Wie in Abschnitt 1.1.1 beschrieben, wurde am Beispiel der Mikroglia erstmals die Hy-

pothese aufgestellt, dass diese auch im adulten Tier von Dottersackvorläufern abstam-

men könnten [24]. Zahlreiche genetische Modelle lieferten starke Evidenz dafür, dass 

Zellen des Dottersacks, welche zu Tag E7.5 Runx1 sowie Csf1r [48], Tie2 [31] und c-

Kit [49] exprimieren, Herkunft der Mikrogliapopulation der adulten Maus sein könnten. 

Diskutiert wird allerdings, ob die zeitliche Auflösung der Markierung von Zellen mittels 

tamoxifenabhängiger Cre-Rekombinase (im weiteren als fate mapping bezeichnet, Ab-

schnitt 3.2.11) ausreicht, um die Herkunft der Mikroglia abschließend der ersten von 

drei hämatopoetischen Wellen zuordnen zu können [37]. 

1.1.2.2 Zweite hämatopoetische Welle: Erythromyeloische Progenitorzellen 

Beginnend ab Tag E8.25 entstehen im Dottersack Zellen der zweiten hämatopoeti-

schen Welle [42]. Diese von Perdiguero et al. 2015 als erythromyeloische Progenitor-

zellen (EMPs) bezeichneten Zellen [31] unterscheiden sich von HSCs in drei Punkten: 

1. mangelndem Differenzierungspotenzial zur lymphozytären Linie hin, 2. fehlendem 

längerfristigen Selbsterhaltungspotenzial, sowie 3. fehlender Expression des Oberflä-

chenrezeptors Sca1 [50]. Während man vor acht Jahren noch davon ausging, dass – 

abgesehen von Mikroglia – sämtliche Gewebemakrophagen der adulten Maus HSC-

abhängig entstünden [48], konnten Schulz et al. 2012 zeigen, dass eine distinkte Linie 

myeloider Zellen existiert, die im Gegensatz zu HSCs von c-myb unabhängig ist [25]. 
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Diese von Perdiguero drei Jahre später in weiteren Fate-mapping-Versuchen als 

EMPs beschriebenen myeloiden Zellen [31] stellen Evidenz dafür dar, dass Gewebe-

makrophagen unabhängig von HSCs entstehen und lebenslang persistieren können.  

EMPs der zweiten Welle wandern ab Tag E10.0 in die fetale Leber des Embryos ein, 

proliferieren dort [51] und differenzieren sich ab E12.5 mit der Ausnahme von Lympho-

zyten zu sämtlichen Zelllinien des Blutes [52, 53]. Als Monozyten treten sie in die Blut-

zirkulation ein und besiedeln nahezu sämtliche Gewebe der Maus als selbsterhaltende 

Makrophagen [54].  

Abbildung 3: Vom Dottersack ausgehende hämatopoetische 

Wellen 

Ab Tag E7.5 entstehen Csf1r+-EMPs im Dottersack, die anschließend 

die Mikrogliapopulation begründen (in grün). Teils zeitlich überlappend 

kommt es ca. ab Tag E8.25 zur Entstehung von c-myb-abhängigen 

EMPs, welche den Ursprung eines Großteils der geweberesidenten 

Makrophagen der meisten Gewebe der Maus darstellen (in blau).  

Aus [54]. Mit freundlicher Genehmigung des Elsevier Copyright 

Clearance Center’s RightsLink 
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1.1.2.3 Dritte hämatopoetische Welle: Hämatopoetische Stammzellen 

Die dritte hämatopoetische Welle umfasst die Entwicklung von fetalen sowie adulten 

HSCs. In diesem Abschnitt soll die Entwicklung des endgültigen hämatopoetischen 

Systems sowie die Bedeutung fetaler HSCs für die Etablierung der Gewebemakropha-

genpopulationen beleuchtet werden. Der Beitrag adulter HSCs zum Erhalt der Gewe-

bemakrophagenpopulationen wird im nächsten Abschnitt abgehandelt. 

HSCs können definiert werden als Zellen mit dem Phänotyp c-kit+ [55], Sca1+ [56, 57], 

CD41+ [58], mit der Potenz zur längerfristigen Reproduktion sämtlicher Blutzellen und 

mit der Befähigung zur Selbsterneuerung [59, 60]. Ab Tag E10.5 [61] entwickeln sich 

im murinen Embryo aus Endothelzellen der ventralen Wand der dorsalen Aorta in der 

Aorto-Gonado-Mesonephros-Region (AGM-Region) erste Runx1-abhängige fetale 

HSCs [62-64]. Auch andere intraembryonale Regionen, wie beispielsweise die Pla-

zenta, können Ursprungsregionen von HSCs darstellen [65]. Von Tag E10.5 bis Tag 

E11.5 nimmt die Zahl von HSCs in der AGM-Region zu, um anschließend rapide ab-

zusinken [55, 61, 66, 67]. Dieser Abfall wird dadurch erklärt, dass diese Zellen ab Tag 

E11.0 die Leber besiedeln [68]. Hier beginnen sie, schnell zu proliferieren [69]. Ihr Bei-

trag zur fetalen Myelopoese hingegen bleibt zunächst gering [54]. Die HSC-Anzahl 

verdoppelt sich von Tag E11.0 bis E15.5 etwa alle 24 Stunden. Trotz weiterhin kon-

stanter proliferativer Aktivität der HSCs nimmt ihre Anzahl in der Leber anschließend 

ab [69], da sie erneut in die Blutzirkulation eintreten, um Milz und Knochenmark als 

Endziel ihrer Reise zu besiedeln [70].  

Es konnte gezeigt werden, dass gegen Ende der Embryonalperiode EMPs der zweiten 

Welle nicht mehr in der Leber nachweisbar sind. Im Blut hingegen lässt sich eine kon-

stante Anzahl fetaler Monozyten nachweisen, was ein indirekter Hinweis für die Diffe-

renzierung fetaler leberständiger HSCs hin zu Monozyten und anschließend Makro-

phagen sein könnte [54]. Perinataler Einstrom von Monozyten, die von fetalen HSCs 

abstammen, sowie deren Differenzierung hin zu Gewebemakrophagen, wurde 2016 in 

der Leber und 2017 im Hoden nachgewiesen [71, 72]. Der genaue Umfang, in dem 

fetale HSCs zur Etablierung der Gewebemakrophagenpopulationen beitragen, kann 

mit den vorhandenen Daten jedoch noch nicht verlässlich bestimmt werden. 

1.1.3 Umfang des knochenmarkabhängigen Ersatzes von Gewebemakrophagen 

Die Bedeutung von adulten HSCs sowie knochenmarkabhängigem Monozyten-Ein-

strom für den Erhalt der Makrophagenpopulation in der adulten Maus ist 
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organabhängig sehr heterogen. Dottersackabhängige Gewebemakrophagen der Der-

mis [29] und des Darms [30] werden bereits innerhalb der ersten Lebenswochen na-

hezu vollständig von knochenmarkabhängigen, sich zu Makrophagen differenzieren-

den Monozyten ersetzt. Dabei weisen die Organe Haut und Darm die Gemeinsamkeit 

auf, dass sie beide als Barriere zur Umwelt dienen und schon früh mit dem Mikrobiom 

konfrontiert werden. In Herz [27, 73] und Pankreas [74] findet der Ersatz durch kno-

chenmarkabhängige Monozyten langsamer statt, sodass sich dort in der adulten Maus 

zwei ontogenetisch unterschiedliche Makrophagenpopulationen wiederfinden. Im Ge-

hirn wurde gezeigt, dass vom Knochenmark abhängige Einwanderung von Monozyten 

unter normalen Bedingungen vernachlässigbar gering ist. Es wurde deshalb die Hypo-

these aufgestellt, dass die intakte Blut-Hirn-Schranke spätestens nach Geburt einen 

relevanten Monozyten-Einstrom verhindert [48, 75]. Experimentell bewiesen ist diese 

Hypothese bis dato allerdings nicht. 

Auch die Kolonisierung von Leber [71] und Lunge [31, 54, 76] mit Gewebemakropha-

gen ist bis wenige Wochen nach der Geburt abgeschlossen. Monozyten-Einstrom 

scheint anschließend nur eine untergeordnete Rolle zu spielen. 

Abbildung 4: Ontogenetische Herkunft der Gewebemakrophagen unterschiedlicher 

Organe in der adulten Maus 

Während die Mikroglia des Gehirns gänzlich ihren Ursprung in primitiven EMPs des Dotter-

sacks haben, finden sich in den meisten Organen der adulten Maus wie Leber, Lunge, Herz 

u. a. mindestens zwei ontogenetisch distinkte Makrophagenpopulationen. Makrophagen der 

Haut (mit Ausnahme der Langerhanszellen) sowie des Darmes werden im Verlauf wahrschein-

lich größtenteils durch von HSCs abstammende Makrophagen ersetzt.  

Aus [32]. Mit freundlicher Genehmigung des Elsevier Copyright Clearance Center’s RightsLink 
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1.2 Epidemiologische Bedeutung kardiovaskulärer Erkrankungen 

Makrophagen sind zentrale Akteure bei kardiovaskulären Erkrankungen. Eine Zusam-

menfassung des aktuellen Wissensstands über ihre Rolle dabei würde den Rahmen 

dieser Einleitung sprengen und ist bereits in mehreren umfassenden Review-Artikeln 

erfolgt, auf welche an dieser Stelle verwiesen sei [77-80]. Im Folgenden werden die 

durch kardiovaskuläre Erkrankungen verursachten epidemiologischen Folgen darge-

stellt, um die Relevanz der Erforschung der Aortenmakrophagenherkunft aufzuzeigen: 

Kardiovaskuläre Erkrankungen stellen den bedeutendsten Mortalitätsfaktor unserer 

Zeit dar [81]. Im Jahr 2015 waren sie für 17,9 Millionen (entsprechend 32 % aller glo-

balen) Todesfälle verantwortlich [82].  

Gemäß der World Health Organization (WHO) können unter dem Begriff kardiovasku-

läre Erkrankungen (CVDs) folgende Krankheiten zusammengefasst werden: Koronare 

Herzkrankheit inkl. Akutes Koronarsyndrom (ACS), zerebrovaskuläre Erkrankungen 

inkl. Schlaganfall, periphere arterielle Verschlusskrankheit (pAVK), rheumatische 

Herzerkrankung, angeborene Herzfehler, Kardiomyopathien sowie kardiale Arrhyth-

mien [83]. Im Zusammenhang mit dieser Arbeit ist insbesondere der ebenfalls von der 

WHO definierte Unterbegriff atherosklerotisch bedingte kardiovaskuläre Erkrankungen 

(aCVDs) bedeutend. Dieser bezieht sich auf jene Erkrankungen der CVD-Definition, 

die nach aktuellem Kenntnisstand maßgeblich durch Atherosklerose mitbedingt sind 

[84]: Koronare Herzkrankheit inkl. ACS, zerebrovaskuläre Erkrankungen inkl. Schlag-

anfall sowie Erkrankungen der Aorta und Arterien, welche Hypertonie und pAVK ein-

schließen [83].  

91 % der 17,9 Millionen durch kardiovaskuläre Erkrankungen bedingten Todesfälle 

werden durch atherosklerotisch bedinge kardiovaskuläre Erkrankungen verursacht, 

wobei 85 % davon auf Herzinfarkte und Schlaganfälle zurückzuführen sind [82]. Der 

durch eine Erkrankung verursachte sozioökonomische Schaden ist jedoch durch an-

dere Kennzahlen als die reine Mortalitätsrate besser abzubilden. Im Rahmen der ers-

ten Global Burden of Disease-Studie 1990, veröffentlicht im World Development Re-

port 1993, wurde die Berechnung der „disability-adjusted life-years“ (DALYs) einge-

führt. DALYs werden aus der Summe der „years of life lost“ (YLLs) und „years lived 

with disability“ (YLDs) berechnet. YLLs sind das Produkt aus der Anzahl der durch die 

Erkrankung verursachten Todesfälle und der verbliebenen Lebenserwartung im Ster-

bealter. YLDs errechnen sich aus der Anzahl der Fälle, multipliziert mit einem 
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Gewichtungsfaktor für den Schweregrad der Erkrankung sowie der durchschnittlichen 

Dauer der Krankheit bis zur Heilung oder zum Tod [85]. Auch in der Rangliste der 

Erkrankungen, welche die meisten DALYs verursachen, nahmen im Jahr 2015 die is-

chämische Herzkrankheit sowie zerebrovaskuläre Erkrankungen, beide aCVDs, 

Platz 1 respektive Platz 2 ein. Mit 303 Millionen DALYs sind aCVDs für 12,3 % aller 

insgesamt durch Krankheiten, Unfälle, Kriege und Naturkatastrophen verursachten 

DALYs verantwortlich. Um diese immense Zahl in ein Verhältnis zu setzen, sei folgen-

der Vergleich angeführt: Sämtliche neoplastische Erkrankungen zusammengefasst 

verschulden nur etwa 69 % der durch aCVDs verursachten DALYs [86].  
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2 Fragestellung 

Seit geraumer Zeit herrscht Konsens über die verheerenden epidemiologischen 

Auswirkungen von atherosklerotisch bedingten kardiovaskulären Erkrankungen 

(Abschnitt 1.2) sowie die herausragende Bedeutung von Makrophagen bei 

inflammatorischen Krankheitsprozessen der Gefäßwand [77-80]. Die Herkunft von 

Gewebemakrophagen ist aktuell noch Gegenstand anhaltender wissenschaftlicher 

Diskussion (Abschnitt 1.1.2) und in der aortalen Gefäßwand nicht ausreichend 

verstanden. 

Im Zentrum dieser Arbeit steht deswegen die Beantwortung der folgenden Fragen: 

Zu welchem Anteil tragen Makrophagen, die von  

dottersackabhängigen erythromyeloischen Progenitorzellen abstammen, 

zum aortalen Makrophagenpool bei? 

Zu welchem Anteil tragen Makrophagen, die von  

knochenmarkabhängigen hämatopoetischen Stammzellen abstammen, 

zum aortalen Makrophagenpool bei? 

Gibt es von der Herkunft abhängige Unterschiede 

im Verhalten der Makrophagenpopulationen?  

Was ist der dominierende Mechanismus  

zum Erhalt des Aortenmakrophagenpools? 

Wie reagieren die  

sich in ihrer Herkunft unterscheidenden Makrophagenpopulationen  

auf Angiotensin-induzierte Inflammation in der Gefäßwand?  

Antworten auf diese Fragen sollen helfen, den Ursprung von Aortenmakrophagen so-

wie deren Verhalten im Rahmen von pathologischen Prozessen in der Gefäßwand 

besser zu verstehen. Perspektivisch könnte ein besseres Verständnis hiervon neue 

Therapieansätze für kardiovaskuläre Erkrankungen aufzeigen. 
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3 Material und Methoden 

3.1 Material 

Tabelle 1: Auflistung verwendeter Reagenzien 

Reagenz Hersteller 

Aceton 
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutsch-
land 

Albumin Fraktion V (BSA) 
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutsch-
land 

DMEM 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachu-
setts, USA 

DNAse I Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

EDTA Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

Eindeckmedium für Fluoreszenzhistologie 
(Mounting-Medium) 

Dako Deutschland GmbH, Hamburg, Deutsch-
land 

Elastase 
Worthington Biochemical Corporation, Lake-
wood, New Jersey, USA 

FCS Bio&Sell GmbH, Nürnberg, Deutschland 

Glyzin Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

Hoechst 33342 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachu-
setts, USA 

Hyaluronidase Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

Immersionsöl Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland 

Kollagenase D 
Roche Diagnostics International AG, Rotkreuz, 
Risch, Schweiz 

Kollagenase I Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

Kollagenase II 
Worthington Biochemical Corporation, Lake-
wood, New Jersey, USA 

Kollagenase IV 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachu-
setts, USA 

Kollagenase XI Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

NaCl 0.9 % 
B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutsch-
land 

PBS (10x Konzentrat) 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachu-
setts, USA 

PFA 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachu-
setts, USA 

Poly(I:C) InvivoGen, SanDiego, Kalifornien, USA 

Saponin Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

Steriles PBS Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

Sucrose Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

Trypsin 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachu-
setts, USA 

Tween 20 Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

Ziegenserum Abcam, Cambridge, Vereinigtes Königreich 
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Tabelle 2: Auflistung der Zusammensetzung verwendeter Lösungen und Puffer 

Lösung/Puffer Zusammensetzung (jeweils gelöst in PBS) 

Blockierlösung 1 % BSA, 0,5 % Saponin, 10 % Ziegenserum 

Durchflusszytometriepuffer 0,5 % BSA, 2mM EDTA 

PBS-T 1 ml/l Tween 20 

Verdauungsenzymmix Adult I 312,5 U/ml Kollagenase II, 5,63 U/ml Elastase 

Verdauungsenzymmix Adult II 
450 U/ml Kollagenase I, 125 U/ml 
Kollagenase XI, 60 U/ml DNAse I, 60 U/ml 
Hyaluronidase 

Verdauungsenzymmix Embryo  
1 mg/dl Kollagenase D, 100 U/ml DNAse I, 3 % 
FCS 

Verdauungsenzymmix Leber 600 U/ml Kollagenase IV, 2,5 mg/ml DNAse I 

 

Tabelle 3: Auflistung verwendeter Hersteller-Kits 

Hersteller-Kit Hersteller 

Alzet micro-osmotic pump, Modell 1002 Durect Corporation, Cupertino, Kalifornien, USA 

Alzet micro-osmotic pump, Modell 1004 Durect Corporation, Cupertino, Kalifornien, USA 

Ammoniumchloridlysepuffer (Erythrozytenlyse-
puffer) 

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

EDTA-Röhrchen (Microvette) Sarstedt AG & Co, Nümbrecht, Deutschland 

EdU-Färbung (Click-iT EdU Alexa Fluor 647 
Bildgebungs-Kit) 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachu-
setts, USA 

Masson-Trichrom-Färbekit 
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutsch-
land 

PCR (DNeasy Blood & Tissue) Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland 

 

Tabelle 4: Auflistung verwendeter Primärantikörper für Immunfluoreszenzhistologie 

Antikörper 
Verdünnung 
in Blockier-
lösung 

Klon Konjugat Katalognummer Unternehmen 

Anti-F4/80 1:50 BM8 ungekoppelt 14-4801-85 eBioscience 

Anti-GFP 1:100 Polyklonal, Hase ungekoppelt A-11122 Invitrogen 

Anti-GFP 1:100 Polyklonal, Ziege ungekoppelt Ab6673 abcam 

 

Tabelle 5: Auflistung verwendeter Isotypen-Kontroll-Antikörper 

Antikörper 
Verdünnung 
in PBS-T 

Klon Konjugat Katalognummer Unternehmen 

Hase Im-
munglobu-
lin Fraktion 

Wie anti-
GFP 

Polyklonal, Hase ungekoppelt X0936 Dako 

Isotyp 
IgG2a, κ 

Wie anti-
F4/80 

MOPC-173 ungekoppelt 400201 BioLegend 
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Isotyp 
IgG2a, κ 

Wie anti-
F4/80 

eBR2a ungekoppelt 14-4321-82 eBioscience 

Ziege IgG 
Wie anti-
GFP 

Polyklonal, Ziege ungekoppelt Sc-2028 Santa Cruz 

 

Tabelle 6: Auflistung verwendeter Sekundärantikörper für Immunfluoreszenzhistolo-

gie 

Antikörper 
Verdünnung 
in PBS-T 

Klon Konjugat Katalognummer Unternehmen 

AF350 
Ziege Anti-
Hase 

1:200 Polyklonal 
Alexa Fluor 
350 

A-11046 Invitrogen 

AF488 
Esel Anti-
Ziege 

1:200 Polyklonal 
Alexa Fluor 
488 

A-11055 Invitrogen 

AF488 
Ziege Anti-
Hase 

1:200 Polyklonal 
Alexa Fluor 
488 

A-11034 Invitrogen 

AF488 
Ziege Anti-
Maus 

1:200 Polyklonal 
Alexa Fluor 
488 

A-11001 Invitrogen 

AF594 
Ziege Anti-
Hase 

1:200 Polyklonal 
Alexa Fluor 
594 

A-11037 Invitrogen 

AF647 
Ziege Anti-
Hase 

1:200 Polyklonal 
Alexa Fluor 
647 

A-21244 Invitrogen 

Cy3 Ziege 
Anti-Ratte 

1:200 Polyklonal Cy3 112-165-003 
Jackson Immu-
noresearch 

Cy5 Ziege 
Anti-Hase 

1:200 Polyklonal Cy5 111-175-144 
Jackson Immu-
noresearch 

Cy5 Ziege 
Anti-Ratte 

1:150 Polyklonal Cy5 112-175-143 
Jackson Immu-
noresearch 

 

Tabelle 7: Auflistung verwendeter Antikörper für Durchflusszytometrie 

Antikörper 

Verdünnung 
in Durch-
flusszyto-
metriepuffer 

Klon Konjugat Katalognummer Unternehmen 

Anti-
CD115 
(CSF-1R) 

1:100 AFS98 
Brilliant Vio-
let 421 

135513 BioLegend 

Anti-Cd11b 1:100 M1/70 PE-Cy7 552850 BD Bioscience 

Anti-Cd11c 1:100 N418 PE 117307 BioLegend 

Anti-
CD16/32 

1:100 2.4G2 ungekoppelt 553142 BD Bioscience 

Anti-CD45 1:100 30-F11 APC-Cy7 557659 BD Bioscience 

Anti-
CD45.1 

1:100 A20 FITC 560579 BD Bioscience 

Anti-
CD45.2 

1:100 104 APC-Cy7 560694 BD Bioscience 

Anti-F4/80 1:50 BM8 
Brilliant Vio-
let 421 

123131 BioLegend 
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Anti-
SiglecF 

1:100 E50-2440 PE 552126 BD Bioscience 

Anti-TER-
119 

1:100 TER-119 PE 116207 BioLegend 

 

Tabelle 8: Auflistung verwendeter Pharmaka 

Pharmakon Hersteller 

Angiotensin II human Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

Buprenorphin (Buprenovet) Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Deutschland 

Dexapanthenol (Bepanthen Augen- und Nasen-
salbe) 

Bayer, Leverkusen, Deutschland 

Fentanyl (Fentadon) Albrecht GmbH, Aulendorf, Deutschland 

Heparin ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland 

Isofluran (Isofluran CP) cp-pharma, Burgdorf, Deutschland 

Medetomidin (Dorbene vet) Zoetis Duetschland GmbH, Berlin, Deutschland 

Midazolam 
B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutsch-
land 

 

Tabelle 9: Auflistung verwendeter Geräte 

Gerät Hersteller 

-20 °C Gefrierschrank GPS Series 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachu-
setts, USA 

-20 °C Gefrierschrank Liebherr Comfort Liebherr-International AG, Bulle, Schweiz 

-80 °C Gefrierschrank HERAfreeze Top 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachu-
setts, USA 

Cryostar NX70 Kryomikrotom 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachu-
setts, USA 

Fluoreszenzmikroskop Zeiss Axio Imager M2 Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland 

FTA-1 Aspirator bioSan, Riga, Lettland 

Isofluranverdampfer Datex-Ohmeda Isotec 5 UniVet Porta Fa. Groppler, Deggendorf 

Konfokalmikroskop LSM-510 Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland 

Kühlzentrifuge Centrifuge 5424 R Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Kühlzentrifuge Centrifuge 5810 R Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Thermomixer comfort Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Vortex Genie 2 
Scientific Industries, Inc., Bohemia, New York, 
USA 

Wärmeplatte EHE-3503-CU-5WCR 
FMI Föhr Medical Instruments, Seeheim/Ober-
Beerbach 

Zentrifuge Centrifuge 5424 Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 
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Tabelle 10: Auflistung verwendeter Software 

Programm Hersteller 

AxioVision SE64 Version Rel. 4.9 Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland 

EndNote Version x9.2 Clarivate, Philadelphia, Pennsylvania, USA 

FlowJo Version 10.6 BD, Franklin Lakes, New Jersey, USA  

GraphPad Prism Version 8.4 
GraphPad Software, San Diego, Kalifornien, 
USA 

Microsoft Office Suite Version 16.0 
Microsoft Corporation, Redmond, Washington, 
USA 
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3.2 Tierversuche 

Alle durchgeführten Tierversuche wurden von der Regierung von Oberbayern unter 

den Aktenzeichen 55.2.1.54-2532-93-13, 55.2-1-54-2532-55-2015, ROB-55.2-

2532.Vet_02-19-1 sowie ROB-55.2-2532.Vet_02-19-17 genehmigt und gemäß den 

Vorgaben des § 8 Tierschutzgesetz durchgeführt. Sämtliche Experimente wurden mit 

einer Mindestanzahl von 3 Mäusen pro (Versuchs-/Kontroll-)Gruppe durchgeführt. 

3.2.1 Tierhaltung 

Die Tiere wurden teils von The Jackson Laboratory eingeführt, teils von externen Spe-

cific-Pathogen-Free (SPF)-Tierställen bezogen. Anschließend wurden sie unter 

SPF-Bedingungen im Zentrum für Neuropathologie und Prionenforschung sowie im 

Walter-Brendel-Zentrum für experimentelle Medizin gehalten. Vor Versuchsbeginn er-

hielten die Mäuse zur Stressreduktion jeweils eine Eingewöhnungszeit von mindestens 

einer Woche. Zusätzlich zur Schaffung der Bedingungen sowie Umsetzung der Ver-

fahren zur bestmöglichen artgerechten Haltung der Mäuse wurden Score-Sheets zur 

engmaschigen Kontrolle der Versuchstiere verwendet (Abbildung 5). Sämtliche Anfor-

derungen der Regierung von Oberbayern an die Tierhaltung wurden zu jedem Zeit-

punkt erfüllt. 

3.2.2 Mausmodelle 

Tabelle 11: Auflistung verwendeter Mausmodelle 

Genotyp Hintergrund Beschreibung in Abschnitt 

CD45.1/.1 ≙ Wildtyp 
C57BL/6 [87] 

C57BL/6 3.2.13 

CD45.2/.2 ≙ Wildtyp C57BL/6 C57BL/6 3.2.13 

C-KitMer-Cre-Mer/WT [49, 88] C57BL/6 3.2.6 

Csf1rMer-iCre-Mer/WT [89] FVB 3.2.3 

Flt3Cre/WT [90] C57BL/6 3.2.3 

Mx1Cre/WT [91] C57BL/6 3.2.13 

Mybflox/flox [92, 93] C57BL/6 3.2.13 

Rosa26LSL-eGFP/WT [94] C57BL/6 3.2.11 

Rosa26LSL-eYFP/LSL-eYFP [95] C57BL/6 3.2.11 

Tie2Mer-iCre-Mer/WT [31] C57BL/6 3.2.5 
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Abbildung 5: Beispiel eines Score-Sheets 

Score-Sheets dieser Art wurden für alle Tierversuche erstellt und für jedes der Versuchs-

tiere, das einer Intervention wie bspw. der Implantation einer Pumpe unterzogen wurde, 

ausgefüllt. 
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3.2.3 Flt3Cre/WT; Rosa26LSL-eYFP/WT 

In Mäusen des Genotyps Flt3Cre/WT wurde eine Cre-Rekombinase (3.2.11) unter die 

Kontrolle des Flt3 Gens gestellt, das für die „receptor tyrosine kinase Flt3“ (Flt3, Flk-2) 

codiert [96]. Flt3 wird von fetalen sowie adulten HSCs exprimiert, nicht jedoch von 

Zellen der embryonalen Dottersack-Hämatopoese [25, 31]. Flt3Cre/WT-Männchen wur-

den mit Rosa26LSL-eYFP/LSL-eYFP-Weibchen verpaart. In Mäusen mit dem Genotyp 

Flt3Cre/WT; Rosa26LSL-eYFP/WT kommt es in allen Zellen und deren Abkömmlingen, die 

zum Zeitpunkt der Analyse oder jemals zuvor zumindest intermittierend Flt3 exprimier-

ten, zur genetischen Rekombination und dauerhaften Expression von YFP. Wir analy-

sierten die Aorta 3 sowie 9 Monate alter Tiere durchflusszytometrisch. Weiterhin un-

tersuchten wir die Aorta von 9 Monate alten Tieren immunfluoreszenzhistologisch. 

3.2.4 Csf1rMer-iCre-Mer/WT; Rosa26LSL-eYFP/WT 

In Mäusen des Genotyps Csf1rMer-iCre-Mer/WT wurde eine Mer-iCre-Mer-Rekombinase 

(3.2.11) unter die Kontrolle des „c-fms“ Gens gestellt, das für den „Colony-stimulating 

factor-1 receptor“ (Csf1r) codiert [97]. Embryonale Csf1r-exprimierende Zellen etablie-

ren Gewebemakrophagenpopulationen der adulten Maus [25, 89, 98]. 

Csf1rMer-iCre-Mer/WT-Weibchen wurden mit Rosa26LSL-eYFP/LSL-eYFP-Männchen zeitlich ter-

miniert verpaart. Trächtigen Weibchen injizierten wir an Tag E8.5 75 µg/g Körperge-

wicht 4-Hydroxytamoxifen intraperitoneal. Zusätzlich applizierten wir 37,5 µg/g Körper-

gewicht Progesteron, um einen Tamoxifen-induzierten Abort zu unterbinden [99]. In 

Csf1rMer-iCre-Mer/WT; Rosa26LSL-eYFP/WT-Embryonen konnte es folglich zu einer zeitlich li-

mitierten genetischen Rekombination kommen. Die Embryonen wurden an Tag E16.5 

durchflusszytometrisch analysiert. Weitere Mäuse untersuchten wir im Alter von 3 und 

6 Monaten durchflusszytometrisch sowie im Alter von 12 Monaten histologisch. 

3.2.5 Tie2Mer-iCre-Mer/WT; Rosa26LSL-eYFP/WT 

In Mäusen des Genotyps Tie2Mer-iCre-Mer/WT wurde eine Mer-iCre-Mer-Rekombinase 

(3.2.11) unter die Kontrolle des Tie2-Gens gestellt, das für den „Tie2 Tyrosine-protein 

kinase receptor“ (Tie2) codiert [100]. Tie2 wird von Endothelzellen, Vorläuferzellen im 

Dottersack, Zellen der AGM-Region, der fetalen Leber, sowie adulten HSCs exprimiert 

[31, 101, 102]. Tie2Mer-iCre-Mer/WT-Weibchen wurden mit Rosa26LSL-eYFP/LSL-eYFP-Männ-

chen zeitlich terminiert verpaart. An Tag E7.5 respektive Tag E10.5 wurden 2,5 mg 

Tamoxifen sowie zur Unterbindung eines Tamoxifen-induzierten Aborts 1,75 mg 
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Progesteron intraperitoneal appliziert. In Tie2Mer-iCre-Mer/WT; Rosa26LSL-eYFP/WT-Embryo-

nen konnte hierdurch eine zeitlich limitierte genetische Rekombination stattfinden. Im 

Alter von zwei Monaten wurde das Knochenmark der Tiere durchflusszytometrisch so-

wie deren Aorta immunfluoreszenzhistologisch analysiert. Die Versuchstierhaltung 

dieser Tiere sowie die durchflusszytometrische Analyse des Knochenmarks erfolgten 

durch die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Hans-Reimer Rodewald am Institut für Immuno-

logie in Heidelberg. 

3.2.6 C-KitMer-Cre-Mer/WT; Rosa26LSL-eGFP/WT 

In Mäusen des Genotyps c-kitMer-iCre-Mer/WT wurde eine Mer-iCre-Mer-Rekombinase 

(3.2.11) unter die Kontrolle des c-kit-Gens gestellt, das für die „tyrosine-protein kinase 

KIT“ (c-kit, CD117) codiert [97]. C-kit wird sowohl von EMPs als auch von 

embryofetalen sowie adulten HSCs – einschließlich jenen der Adventitia [103] – expri-

miert [55]. Reife Blutzellen sowie Makrophagen exprimieren c-kit nicht mehr [102]. 

C-KitMer-Cre-Mer/WT-Weibchen wurden mit Rosa26LSL-eGFP/WT-Männchen verpaart. Mäuse 

der F1-Generation mit dem Genotyp c-KitMer-Cre-Mer/WT; Rosa26LSL-eGFP/WT wurden im Al-

ter von 6–8 Wochen über einen Zeitraum von 28 Tagen mit Tamoxifen-angereichertem 

Futter (400 mg/kg) gefüttert. Hierdurch konnte in diesen Tieren eine zeitlich limitierte 

genetische Rekombination stattfinden. Wir untersuchten im Anschluss die Aorta der 

Mäuse immunfluoreszenzhistologisch. 

3.2.7 Genotypisierung 

Genotypisierung mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde nach Standardpro-

tokollen der Hersteller (Tabelle 3) mit Material von Mybflox/flox-, Csf1rMer-iCre-Mer/WT-, c-kit-

Mer-Cre-Mer/WT-, Tie2Mer-iCre-Mer/WT- sowie Flt3Cre/WT-Mäusen durch labortechnische Assis-

tenz durchgeführt. 

3.2.8 Zeitlich terminierte Verpaarung 

Da für Fate-mapping-Versuche (Abschnitt 3.2.11) die genaue Kenntnis des Alters der 

Embryonen nötig ist, wurden separat gehaltene Männchen und Weibchen zur Verpaa-

rung abends um 18:00 Uhr zusammengesetzt. Nach 14 Stunden erfolgte die Trennung 

von Männchen und Weibchen sowie die Untersuchung der weiblichen Maus auf Bil-

dung eines Vaginalpropfes. 13:00 Uhr am Tag der Kontrolle des Vaginalpropfes wurde 

als Zeitpunkt E0.5 festgelegt. Vor Injektion von 4-Hydroxytamoxifen respektive 
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Polyinosin-Polycytidyl-Säure (poly(I:C)) wurde die Schwangerschaft des Weibchens 

sonographisch bestätigt. Zur zusätzlichen Kontrolle des Alters bestimmten wir dieses 

durch die Beurteilung des embryonalen Entwicklungsstadiums anhand vorbeschriebe-

ner Entwicklungsspezifika [104]. 

3.2.9 Venöse Blutentnahme 

Vor Beginn der Blutentnahme wurden die Mäuse zur Stressreduktion mit 5 Volumen-

prozent Isofluran und zusätzlichem Sauerstofffluss von 2 Litern pro Minute in einem 

Plexiglasrestrainer in Kurznarkose gelegt. Anschließend wurde eine der Schwanzve-

nen mittels einer 23-Gauge(G)-Kanüle punktiert, und es wurden jeweils maximal 100 

Mikroliter (µl) Blut entnommen. 

3.2.10 Narkose 

Die Narkose wurde zunächst mit Isofluran eingeleitet. Nach Erlöschen des Stellrefle-

xes wurden in rascher Abfolge Medetomidin (0,5 Milligramm (mg)/Kilogramm (kg) Kör-

pergewicht (KG)), Midazolam (5,0 mg/kg KG) sowie Fentanyl (0,05 mg/kg KG) unter 

Verwendung einer 30-G-Kanüle intraperitoneal appliziert. Um die Corneae vor Aus-

trocknung zu schützen, wurde für die Dauer der Narkose Augensalbe aufgetragen.  

Zur Sicherstellung einer ausreichenden Narkosetiefe überprüften wir in regelmäßigen 

Abständen den Zwischenzehenreflex und dosierten bei Auslösbarkeit entsprechend 

nach.  

3.2.11 Fate mapping 

Die Funktionsweise der genetischen Methodik des fate mapping (auch „pulse labelling“ 

genannt) soll an dieser Stelle beispielhaft an Mäusen des Genotyps Csf1rMer-iCre-Mer/WT; 

Rosa26LSL-eYFP/WT erläutert werden. 

Hierbei wird das Cre/loxP-System des Bakteriophagen P1 genutzt [105-107]. Die Cre-

Rekombinase wird unter die Kontrolle eines ubiquitär exprimierten oder zelllinienspe-

zifischen Genpromotors gestellt [108-110]. Als Rekombinase kann das konstitutiv ak-

tive Cre-Protein (bzw. eine effizientere „improved Cre“ (iCre)-Variante [111]) verwen-

det werden. Alternativ kann man das Cre- respektive iCre-Protein an beiden Enden mit 

dem „murine estrogen receptor“ (Mer), der von (4-Hydroxy-)Tamoxifen, nicht jedoch 

von mauseigenem Östrogen gebunden werden kann, fusionieren (im Weiteren als 

Mer-iCre-Mer bezeichnet). Dies führt dazu, dass das Cre-Protein ohne gebundenem 
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(4-Hydroxy-)Tamoxifen sofort wieder abgebaut wird, während es mit gebundenem 

(4-Hydroxy-)Tamoxifen aktiv werden kann [112]. Sämtliche Cre-Varianten sind in der 

Lage, genetische Information, die zwischen zwei speziellen Basenpaarabfolgen, ge-

nannt loxP-Sequenzen, liegt, aus dem Genom herauszuschneiden [113]. Im Csf1r-Mo-

dell wurde eine Mer-iCre-Mer-Rekombinase unter die Kontrolle des Csf1r-Gens ge-

stellt [89, 98]. Mäuse dieser Linie wurden mit einer sog. „Reporter-Linie“ verpaart, in 

der durch homologe Rekombination das Fluoreszenzprotein „enhanced yellow flu-

orescent protein“ (eYFP) in den ubiquitär exprimierten Rosa26-Genlocus eingebracht 

wurde (Abbildung 6 A). Vor die eYFP-Sequenz wurde ein von zwei loxP-Regionen 

Csf1r Mer-iCre-Mer Rosa26 Stopp eYFP

Csf1rMer-iCre-Mer/WT Rosa26LSL-eYFP/LSL-eYFP

loxP loxP

Csf1rMer-iCre-Mer/WT; Rosa26LSL-eYFP/WT

Rosa26 eYFP

loxP

Rosa26 Stopp eYFP

loxP loxP

Zellen ohne Csf1r-Expression und Zellen 

mit Csf1r-Expression ohne Einfluss

von Tamoxifen

Zellen mit Csf1r-Expression und 

gleichzeitigem Einfluss

von Tamoxifen

Abbildung 6: Funktionsweise von fate mapping am Beispiel des Csf1r-Modells 

A: Verpaart werden Mäuse des Genotyps Csf1rMer-iCre-Mer/WT mit Mäusen des Genotyps 

Rosa26LSL-eYFP/LSL-eYFP. In Ersteren unterliegt die Expression einer tamoxifenabhängigen Cre-

Rekombinase dem Promotor des Cfs1r-Gens. In Letzteren wurde eYFP in den Rosa26-Lokus 

eingebracht, der ubiquitär exprimiert wird. Ein eingebrachtes, loxP-flankiertes Stopcodon ver-

hindert die Expression.  

B: In Zellen, die Csf1r und damit die tamoxifenabhängige Cre-Rekombinase exprimieren 

kommt es in Anwesenheit von Tamoxifen zur Exzision des loxP-flankierten Stopcodons, was 

zur dauerhaften Expression von eYFP führt.  

A 

B 
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eingerahmtes Stopcodon eingebracht, das unter normalen Bedingungen die Expres-

sion von eYFP verhindert [95]. Führt man allerdings dem trächtigen Weibchen (4-Hy-

droxy-)Tamoxifen zu (enteral oder parenteral), so wird das Stopcodon in sämtlichen 

Csf1r-exprimierenden Zellen des Embryos herausgeschnitten (Abbildung 6 B). Ab die-

sem Zeitpunkt wird eYFP in jener Zelle sowie sämtlichen Abkömmlingen derselben 

exprimiert.  

3.2.12 Detektion von Zellproliferation 

Zur Detektion proliferierender Zellen verwendeten wir 5-Ethynyl-2ʼ-Deoxyuridin (EdU). 

EdU ist ein Molekül, das bei DNA-Neusynthese (entsprechend auch bei Zellteilung) 

anstelle von Thymidin in die DNA eingebaut wird [114]. EdU kann anschließend nicht-

immunologisch durch eine chemische Zykloadditionsreaktion mit einem Fluorophor ge-

koppelt werden [115]. Im Fluoreszenz- respektive Konfokalmikroskop können prolife-

rierende Zellen daraufhin durch Detektion des intranukleär lokalisierten Fluoreszenz-

signals spezifisch identifiziert werden. 

Bei der Applikation des EdU verwendeten wir ein standardisiertes Schema. 5 Tage vor 

Versuchsende (Tag -5) wurde den Tieren jeweils 1 mg EdU gelöst in 150 µl Natrium-

chlorid (NaCl) 0.9 % intraperitoneal injiziert. Dies wurde an Tag -3 und Tag -1 in glei-

cher Dosierung wiederholt. Nach Anfertigung der Gefrierschnitte (Abschnitt 3.3.1) er-

folgten die nötigen Schritte zur Durchführung der Zykloadditionsreaktion gemäß dem 

Standardprotokoll des Herstellers (Tabelle 3). 

3.2.13 Bestrahlungsunabhängiges Knochenmarktransplantationsmodell 

In Mäusen des Genotyps Mx1Cre/WT wurde die Cre-Rekombinase unter die Kontrolle 

des durch Interferonderivate induzierbaren Mx1-Promotors gestellt [116, 117]. Nach 

Applikation von Interferonderivaten wird somit auch die Cre-Rekombinase exprimiert. 

Alternativ kann man das günstigere poly(I:C) injizieren, das zur Freisetzung von Inter-

feronen und anderen Zytokinen aus Immunzellen der Maus führt [91]. 

Mäuse des Genotyps Mx1Cre/WT wurden mit Mäusen des Genotyps mybflox/flox, deren 

myb-Gen beidseitig von einer loxP-Sequenz flankiert ist, verpaart. Durch 

Poly(I:C)-Gabe kommt es in Mx1Cre/WT; Mybflox/flox-Mäusen zur Exzision des myb-Gens 

aus der DNA. Myb ist essenziell für HSC-abhängige, nicht jedoch für EMP-abhängige 

Hämatopoese [25, 37, 118]. Folglich führt die Myb-Deletion zur konsekutiven Knochen-

marksdepletion [93]. 
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Mäusen des Genotyps Mx1Cre/WT; Mybflox/flox mit der Leukozyten-Antigenvariante 

CD45.2/.2 (entspricht der Standardvariante der C57BL/6-Linie) injizierten wir insgesamt 

zwischen 3 und 5 Mal alle 48 Stunden intraperitoneal poly(I:C) in einer Dosierung von 

10 µg/g KG. Zur Kompensation des Knochenmarkverlusts wurden den Mäusen am 

Tag nach der letzten Poly(I:C)-Injektion 1x107 Knochenmarkzellen von Mäusen des 

Genotyps CD45.1/.1; myb+/+ transplantiert (Abbildung 7). Per definitionem handelt es 

sich ab diesem Zeitpunkt um knochenmarkschimäre Mäuse. Der CD45.1/.1/CD45.2/.2-

Chimärismus wurde nach 28 Tagen durch durchflusszytometrische Erfassung des An-

teils CD45.1/.1-positiver Monozyten an allen Monozyten im Blut bestimmt. Für die ge-

naue Durchführung der Knochenmarksisolation und -transplantation verwendeten wir 

vorbeschriebene Protokolle [119].  

Für weiterführende Versuche wurden ausschließlich Mäuse mit einem Anteil von 90 % 

oder mehr CD45.1/.1-Monozyten an allen Monozyten verwendet. 

Abbildung 7: Etablierung knochenmarkschimärer Mäuse 

Aus [119]. Mit freundlicher Genehmigung des Elsevier Copyright 

Clearance Center’s RightsLink 
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3.2.14 Subkutane Implantation osmotischer Pumpen 

Kontinuierliche Applikation von Angiotensin II über einen Zeitraum von 28 Tagen mit-

tels eines subkutanen osmotischen Pumpensystems führt in Mäusen mit erhöhten so-

wie – in abgeschwächter Form – in Mäusen mit normwertigen LDL-Cholesterinwerten 

im Blut zur Verdickung der Gefäßwandmedia sowie zur Inflammation und Fibrosierung 

der Adventitia [120-125]. Des Weiteren kommt es zur vermehrten Entstehung von Ge-

fäßwandaneurysmen [125-127]. Folglich stellt das Angiotensin II-Pumpenmodell ein 

etabliertes Modell für vaskuläre Inflammation und Fibrose dar. 

Zur Vorbereitung der Pumpenimplantation befüllten wir die Pumpen der Tiere der Ver-

suchsgruppe mit Angiotensin II in einer Dosierung von 18 (µg/kg KG)/min. Die Pumpen 

der Kontrollgruppe befüllten wir mit NaCl 0.9 %. Das Gesamtfüllvolumen betrug in bei-

den Gruppen 100 µl. Im Anschluss implantierten wir die Pumpe unter Narkose sub-

kutan im kaudalen Nackenbereich in paralleler Ausrichtung zur Wirbelsäule zum opti-

malen Erhalt der Bewegungsfreiheit der Mäuse. Während der OP setzten wir Wärme-

platten zum Wärmeerhalt ein. Das Wohlbefinden der Tiere kontrollierten wir im An-

schluss an die OP anhand von Score Sheets (Abbildung 5). Nach 10 respektive 28 

Tagen wurden die Mäuse durch zervikale Dislokation getötet und die Aorta immunflu-

oreszenzhistologisch (Abschnitt 3.3.1) sowie durchflusszytometrisch (Abschnitt 3.4.4) 

analysiert. Auf eine detaillierte Beschreibung der Pumpenimplantation inkl. Videoan-

leitung, nach der wir uns richteten, sei verwiesen [126]. 
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3.3 Histologie 

3.3.1 Entnahme der Aorta und Anfertigung von Gefrierschnitten 

Unter terminaler Anästhesie wurde zunächst der linke Ventrikel der Mäuse mittels ei-

ner Flügelkanüle punktiert und dessen Spitze dort einliegend belassen. Hierüber per-

fundierten wir das Gefäßsystem der Mäuse mit insgesamt 30 ml Paraformalde-

hyd(PFA)-in-PBS-Lösung (4 %). Anschließend wurde die Aorta mithilfe eines OP-Mik-

roskops freipräpariert, vom Abgang aus dem Herzen bis zur Bifurkation in die Arteriae 

iliacae communes dargestellt, entnommen, in „phosphate buffered saline“ (PBS) ge-

waschen und unverzüglich für 30 Minuten in einem 15-ml-Falcon mit PFA-in-PBS-Lö-

sung (4 %) fixiert. Nach anschließendem einmaligen Waschen mit PBS wurde die 

Aorta über Nacht in Sucrose-in-PBS-Lösung (30 %) bei +4 °C gelagert und am folgen-

den Morgen auf Trockeneis in ein auf Glykolen basierendes Medium (Tissue-Tek) ein-

gebettet. Die Proben wurden bis zur weiteren Verarbeitung bei -80 °C gelagert.  

Mithilfe eines Kryomikrotoms wurden 12 µm dicke Gefrierschnitte angefertigt (Kam-

mer-, Objekt- und Messertemperatur jeweils -20 °C). Nach Aufnahme der Schnitte auf 

Objektträger wurden diese bei -20 °C zwischengelagert und für einen idealen Erhalt 

der Oberflächenantigene innerhalb einer Woche, meist jedoch bereits am folgenden 

Tag, weiterverarbeitet. 

3.3.2 Masson-Trichrom-Färbung 

Gefrierschnitte der Aorta der Mäuse aus Pumpenimplantationsversuchen wurden nach 

zehnminütiger Fixierung in Aceton und anschließendem Waschen in doppelt destillier-

tem Wasser (ddH2O) für 3 Minuten mit Eisenhämatozylinlösung nach Weigert bedeckt. 

Anschließend wurden die Schnitte für 10 Minuten unter fließendem Leitungswasser 

zur Differenzierung gespült. Darauf färbten wir die Schnitte mit Goldner I- (für 5 min), 

Goldner II- (für 3 min) und abschließend Goldner III-Lösung (für 3 min), wobei diese 

nach jedem Arbeitsschritt mit 1 % Essigsäure 30 Sekunden lang gewaschen wurden. 

Es folgte dreifaches Waschen in ddH2O und eine Behandlung der Schnitte in aufstei-

gender Alkoholreihe sowie Xylol (70 % Ethanol für 1 min, 96 % Ethanol für 2 min, 

100 % Ethanol für 2 min, Xylol 100 für 2 min). Zum Schluss wurden die Objektträger 

unter Zuhilfenahme eines schnell härtenden Eindeckmediums (Eukitt) mit Deckgläsern 

bedeckt. Bis zur lichtmikroskopischen Analyse lagerten wir die Objektträger geschützt 

vor Lichtexposition bei Raumtemperatur. 
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3.3.3 Auflichtmikroskopische Analyse und Quantifizierung der Gefäßwand-

fibrose 

Mit einem computergesteuerten Auflichtmikroskop wurden bei 20-facher Vergröße-

rung Bilder von Masson-Trichrom-gefärbten Schnitten der Aorta aus Pumpenimplan-

tationsversuchen aufgenommen. Die Quantifizierung des Fibrosegrades der Gefäß-

wand wurde wie folgt durchgeführt:  

Zunächst maßen wir softwaregestützt anhand farblicher Schwellenwerte den Innen-

durchmesser der Aorta aus. Anschließend wurde – wiederrum softwaregestützt – unter 

Verwendung adaptierter Schwellenwerte die Fläche der Media der Gefäßwand berech-

net. Beide Werte wurden anschließend zueinander ins Verhältnis gesetzt und der sich 

daraus ergebene Quotient als quantitatives Maß für den Fibrosegrad der Aorta ver-

wendet. 

3.3.4 Immunfluoreszenzfärbung 

Die bei -20 °C im Kühlschrank lagernden Gefrierschnitte wurden zunächst für 30 Mi-

nuten bei Raumtemperatur aufgewärmt und getrocknet. Es erfolgte eine Fixierung mit 

PFA-in-PBS-Lösung (4 %) für 15 Minuten und dreimaliges Waschen in Glasküvetten 

mit PBS-T. Die Gefrierschnitte wurden anschließend für eine Stunde mit einer Blo-

ckierlösung bestehend aus PBS, BSA, Saponin und Ziegenserum (Tabelle 2) bedeckt. 

Durch BSA und Ziegenserum werden unspezifische Bindungen der Antikörper redu-

ziert („blocken“). Dies begünstigt eine spezifischere Färbung der Zielantigene. Saponin 

sorgt für eine weitere Permeabilisierung der Zellmembran, sodass intrazelluläre 

Epitope besser zugänglich werden [128]. Nach vorsichtigem Abpipettieren der auflie-

genden Lösung wurden die Primärantikörper (Verdünnungen gemäß Tabelle 4) für 

eine Stunde auf die Präparate aufgebracht. Nach dreimaligem Waschen mit PBS-T 

wurden die Sekundärantikörper (Verdünnungen gemäß Tabelle 6) aufgebracht und für 

eine Stunde in einer lichtgeschützten Feuchtkammer inkubiert. Anschließend wurden 

die Zellkerne für drei Minuten mit dem DNA-anfärbenden Fluoreszenzfarbstoff 

Hoechst 33342 [129] gefärbt und die Objektträger erneut drei Mal in PBS gewaschen. 

Die Präparate wurden unter Verwendung eines Eindeckmediums, das das Ausblei-

chen der Fluorochrome verzögert, mit Deckgläsern bedeckt. Bis zur fluoreszenzmikro-

skopischen Analyse, die wir innerhalb einer Woche, meist jedoch direkt am folgenden 

Tag, durchführten, wurden die gefärbten Präparate geschützt vor Lichtexposition 

bei -20 °C gelagert.  
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Anti-F4/80 verwendeten wir zur Detektion von Makrophagen [130-132]. Anti-GFP 

diente dem Nachweis von GFP bzw. YFP, da deren eigene Fluoreszenz meist nicht 

zur verlässlichen Detektion ausreicht. Mit jeder Färbung wurde stets auch eine 

Isotypenkontrolle mit passenden Antikörpern (Tabelle 5) sowie eine Negativkontrolle, 

bei der keine Primär-, sondern nur Sekundärantikörper aufgetragen wurden, durchge-

führt. 

3.3.5 Fluoreszenz- und konfokalmikroskopische Analyse 

Nach Anregung der an Antikörper gekoppelten Fluorochrome durch eine Fluoreszenz-

lampe (Fluoreszenzmikroskop) oder Laser (Konfokalmikroskop) unterschiedlicher 

Wellenlängen können die von den Fluorochromen emittierten Photonen durch entspre-

chende Optik und Sensorik detektiert werden. Die Verwendung vor- sowie nachge-

schalteter Filter gewährleistet dabei eine selektivere Signaldetektion. Wählt man die 

Fluorochrome entsprechend so aus, dass sich deren Anregungs- und Emissionsspek-

tren möglichst wenig überlappen, können drei oder mehr Fluorchrome für die Färbung 

eines histologischen Schnittes verwendet werden.  

Gefärbte Gefrierschnitte analysierten wir mit einem computergestützten Epifluores-

zenzmikroskop. Mithilfe von Z-Stack-Technologie sowie softwaregestützter Errech-

nung einer gemeinsamen Schärfeebene und Mosaik-Technologie wurden Aufnahmen 

der gesamten Aorta in 20-facher Vergrößerung angefertigt. Dabei wurden jeweils zwi-

schen 10 und 30 Schnitte pro Versuchstier aus unterschiedlichen Abschnitten der 

Aorta aufgenommen und ausgewertet. Die Auszählung der Makrophagen der Aorta 

erfolgte manuell unter Verblindung. Repräsentative Aufnahmen für diese Dissertation 

fertigten wir, sofern nicht anders angegeben, mit einem Konfokalmikroskop an. 

3.3.6 Bestimmung des Abstands von Makrophagen zur Gefäßmedia 

In Gefrierschnitten der Aorta von Flt3Cre/WT; Rosa26LSL-eYFP/WT-Mäusen bestimmten wir 

zunächst die Distanz jeder F4/80+-Zelle der Adventitia zur Media. Dies erfolgte durch 

Messen des kürzesten Abstands der Zelle zur nächstliegenden äußersten elastischen 

Faser (erkennbar an der starken Autofluoreszenz) der Gefäßmedia. Anschließend 

wurden diese Zellen auf ihr Flt3-Expressionsverhalten hin untersucht und die zuvor 

gemessenen Abstände in Abhängigkeit davon verglichen.  
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3.3.7 Untersuchung von Clusterbildung durch Makrophagen 

Qualitativ untersuchten wir Clusterbildung, indem wir ein virtuelles Koordinatensystem 

über die angefertigten fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen von Gefrierschnitten 

der Aorta von Flt3Cre/WT; Rosa26LSL-eYFP/WT-Mäusen projizierten. So konnten die Mak-

rophagen farblich codiert nach ihrem Flt3-Expressionsmuster als Datenpunkte in das 

Koordinatensystem eingetragen werden. 

Für eine zusätzliche quantitative Analyse verglichen wir die minimalen Abstände zum 

jeweils nächstliegenden, im Flt3-Expressionsverhalten gleichartigen Makrophagen. Es 

wurden zunächst sämtliche F4/80+-Zellen markiert sowie deren X- und Y-Koordinaten 

aus dem virtuellen Koordinatensystem ausgelesen. Anschließend wurde für jede die-

ser Zellen bestimmt, ob sie Flt3+ oder Flt3- ist. Anhand der X- und Y-Koordinaten und 

dem Satz des Pythagoras für rechtwinklige Dreiecke bestimmten wir für jede F4/80+-

Zelle die Abstände dieser Zelle zu allen anderen F4/80+-Zellen mit gleichem Flt3-Ex-

pressionsprofil. Anschließend wurde der minimale Wert dieser Abstände verwendet 

und die gemittelten Abstände zwischen F4/80+Flt3+- und F4/80-Flt3--Zellen verglichen. 
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3.4 Durchflusszytometrie  

3.4.1 Aufbereitung des Blutes 

Zunächst wurde den Mäusen Blut entnommen (Abschnitt 3.2.9). Das Blut wurde un-

verzüglich einer Zelllyse mit 3 ml Erythrozytenlysepuffer (Tabelle 3) unterzogen. Diese 

wurde nach 5 Minuten durch Hinzufügen von 4 ml EDTA in PBS (2 x 10-3 mol/l) abge-

stoppt. Bei unzureichendem Erfolg der ersten Zelllyse wurde eine zweite nach glei-

chem Procedere durchgeführt. Das Blut mit nun lysierten Erythrozyten wurde anschlie-

ßend bei 300 g für 5 Minuten zentrifugiert und der Überstand vorsichtig abgesaugt.  

3.4.2 Aufbereitung des Knochenmarks 

Nach zervikaler Dislokation wurden den Mäusen beide Femora entnommen und diese 

durch Abtrennen der Epiphysen mit einem Skalpell eröffnet. Durch anschließendes 

Spülen mit 10 ml PBS wurde Knochenmarkmaterial gewonnen. Dieses siebten wir 

durch ein 40 µm Zellsieb und zentrifugierten die Gewebesuspension für 7 Minuten bei 

350 g. Die Durchführung der Erythrozytenlyse erfolgte wie in Abschnitt 3.4.1 beschrie-

ben. 

3.4.3 Aufbereitung der Leber 

Nach zervikaler Dislokation wurde den Mäusen die Leber entnommen. Wir zerkleiner-

ten diese zunächst mithilfe eines Skalpells und siebten das Gewebematerial anschlie-

ßend durch ein 100-µm-Zellsieb. Es folgte ein Verdau mit „Verdauungsenzymmix Le-

ber“ (Tabelle 2) für 45 Minuten bei 37 °C. Nach Zentrifugation bei 350 g für 7 Minuten 

wurde der Überstand vorsichtig abgesaugt. 

3.4.4 Aufbereitung der Aorta adulter Tiere 

Der linke Ventrikel der Mäuse wurde zunächst unter terminaler Anästhesie mittels ei-

ner Flügelkanüle punktiert und dessen Spitze dort einliegend belassen. Hierüber per-

fundierten wir das Gefäßsystem der Mäuse mit insgesamt 10 ml Heparin in PBS (500 

Internationale Einheiten/ml). Anschließend wurde die Aorta wie in Abschnitt 3.3.1 be-

schrieben entnommen. Nach einmaligem Waschen in PBS wurde die Aorta für 12 Mi-

nuten bei einer Temperatur von 37 °C mit „Verdauungsenzymmix Adult I“ (Tabelle 2) 

angedaut. Im Anschluss wurde die Adventitia unter lichtmikroskopischer Kontrolle von 

Media und Intima abgezogen. Media und Intima wurden für weitere 40 Minuten bei 
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ebenfalls 37 °C einem Verdau mit „Verdauungsenzymmix Adult II“ (Tabelle 2) unterzo-

gen. Adventitia respektive Media und Intima wurden separat mittels eines Spritzenkol-

bens durch 70-µm-Zellsiebe gesiebt und die Zellsuspension bei 350 g für 7 Minuten 

zentrifugiert. Der Überstand wurde anschließend vorsichtig abgesaugt. Das hier be-

schriebene Protokoll stellt eine Modifikation vorbeschriebener Procedere dar [133]. 

3.4.5 Aufbereitung der Aorta von Embryonen 

Die trächtigen Muttertiere wurden zunächst durch zervikale Dislokation getötet. Da-

raufhin wurden die Embryonen entnommen und deren Aorta gemäß Abschnitt 3.3.1 

präpariert. 

Nach einmaligem Waschen in PBS wurde die embryonale Aorta für 20 Minuten bei 

einer Temperatur von 37 °C mit „Verdauungsenzymmix Embryo“ (Tabelle 2) angedaut. 

Anschließend wurde das Gewebe mit einem Spritzenkolben durch ein 100-µm-Zellsieb 

gesiebt und die Zellsuspension bei 350 g für 7 Minuten zentrifugiert. Der Überstand 

wurde anschließend vorsichtig abgesaugt.  

3.4.6 Färbung der Proben 

Zur Herstellung einer Einzelzellsuspension wurden die nach der Zentrifugation verblie-

benen Zellpellets mithilfe einer Pipette in 1:50 verdünnten Anti-CD16/32(FcγRIII/II)-An-

tikörper aufgenommen und in 96-Well-Platten überführt. Hierdurch verhindert man die 

unspezifische Bindung an die FC-Region von Antikörpern aus dem zu analysierenden 

Material, was selektivere Färbungen gewährleistet. Nach 15-minütiger Inkubation wur-

den die gemäß Tabelle 7 verdünnten Antikörper zugegeben und die Proben für weitere 

30 Minuten inkubiert. Anschließend erfolgte zweimaliges Waschen in Durchflusszyto-

metriepuffer (Tabelle 2) mit jeweiliger Zentrifugation bei 350 g für 7 Minuten.  

3.4.7 Analyse und Zellsortierung 

Die durchflusszytometrische Analyse sowie Zellsortierung wurde unter Anwendung 

von in Abbildung 8 und Abbildung 9 beschriebenen Gating-Strategien durchgeführt. 

Für Experimente, die auf Zellsortierung angewiesen sind, konnten die durch Gating 

ausgewählten Zellen anschließend in mit PBS gefüllte Mikroreaktionsgefäße sortiert 

werden. 
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Abbildung 8: Gating-Strategie Blut 

A: Durch Auftragen von FSC-W gegen FSC-A und entsprechendes Gating wurden zunächst Dub-

letten aus der Analyse ausgeschlossen. 

B: Trägt man nun SSC-A gegen FSC-A auf, so kann man anhand der Granularität und Größe der 

Monozyten ein passendes Gate für diese erstellen. Durch Backgating-Strategien wurde dieses 

Gate stets auf Korrektheit überprüft. 

C: CD115 (Csf1r) wurde in Proben des Blutes mit einem Antikörper markiert, an den Brilliant Vio-

let 421 als Fluorochrom gebunden ist. Da CD115 im Blut nur auf Monozyten exprimiert ist, können 

so spezifisch Monozyten selektiert werden. 

D: CD45.1 wurde mit einem FITC-gekoppelten Antikörper gefärbt. CD45.2 wurde mit einem 

APC-Cy7-gekoppelten Antikörper gefärbt. Es ist CD45.1 gegen CD45.2 aufgetragen und ein Gate 

auf die CD45.1+-Population der Makrophagen gelegt.  

A B 

C

  

D 



Material und Methoden 33 

 

Abbildung 9: Gating-Strategie Aorta 

A: Trägt man zunächst SSC-A gegen FSC-A auf, so kann man zunächst ein Gate erstellen, in welchem 

man die Aortenmakrophagen vermutet. Durch Backgating-Strategien wurde dieses Gate stets im 

Nachhinein auf Korrektheit überprüft. 

B: Durch Auftragen von FSC-W gegen FSC-A und entsprechendes Gating wurden Dubletten aus der 

Analyse ausgeschlossen. 

C: CD45 wurde mit einem Antikörper markiert, an den APC-Cy7 als Fluorochrom gebunden ist. Hier-

durch können Leukozyten der Aorta für die Analyse ausgewählt werden. 

D: Den sog. „Lineage“ (Lin)-Ausschluss führten wir durch PE-gekoppelte CD11c-, SiglecF-, sowie 

Ter119-Antikörper durch. 

E: CD11b wurde mit einem PE-Cy7-gekoppelten Antikörper markiert. F4/80 wurde mit einem Antikör-

per markiert, an den Brilliant Violet 421 als Fluorochrom gebunden ist. Hierdurch kann ein Gate auf 

CD11b+F4/80+-Zellen gelegt werden. 

Als Aortenmakrophagen definierten wir gemäß dieser Gating-Strategie CD45+Lin-CD11b+F4/80+-Zel-

len der Aorta. 

A B C 

D E 
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3.5 Statistik 

In den Diagrammen sind jeweils Mittelwert und der Standardfehler von diesem („stan-

dard error of the mean“) dargestellt. Statistische Signifikanz ist in allen Abbildungen 

gemäß Tabelle 12 gekennzeichnet. Zur Überprüfung der Normalverteilung wurde bei 

n ≥ 8 der „D’Agostino & Pearson-Test“ sowie bei n ≥ 3 der „Shapiro-Wilk-Test“ verwen-

det. Bei Normalverteilung wurde zum Vergleich zweier unverbundener Gruppen der 

zweiseitige „unpaired t-Test“ („student t-Test“) bzw. bei Vorliegen von unterschiedli-

chen Fallzahlen oder Varianzen der „Welch’s t-Test“ verwendet. Bei nicht parametri-

scher Verteilung wurde zum Vergleich zweier unverbundener Gruppen der „Mann-

Whitney-Test“ verwendet. Zum Vergleich von mehr als zwei Stichproben wurde der 

einseitige oder zweiseitige „ANOVA-Test“ (wenn nötig mit „Brown-Forsythe and 

Welch“-Korrektur) angewendet. Für Mehrfachtestung wurde mit dem „Dunnet T3-Test“ 

oder „Sidak-Test“ korrigiert. 

Sämtliche statistische Berechnungen wurden mit dem Programm GraphPad Prism 

Version 8.4 durchgeführt.  

Tabelle 12: Graphische Kennzeichnung statistischer Signifikanzniveaus 

Kennzeichnung Statistisches Signifikanzniveau 

ns p > 0.05 

* p ≤ 0.05 

** p ≤ 0.01 

*** p ≤ 0.001 

**** p ≤ 0.0001 
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4 Ergebnisse 

4.1 Ergebnisse I: Zweigeteilte Herkunft von Makrophagen der Aorta 

4.1.1 Etablierung aortaler Makrophagenpopulationen durch Csf1r-exprimierende 

embryonale Vorläuferzellen 

Zunächst untersuchten wir die Fragestellung, ob EMPs langlebige Makrophagenpopu-

lationen in der Aorta etablieren. Hierfür markierten wir Csf1rMer-iCre-Mer/WT; 

Rosa26LSL-eYFP/WT-Embryonen zum Zeitpunkt E8.5 durch intraperitoneale Injektion von 

4-Hydroxytamoxifen in das trächtige Muttertier (Abbildung 10 A). In der 

E0.5 E16.5E8.5

OH-TAM-Injektion

Csf1rMer-iCre-Mer/Mer-iCre-Mer Rosa26LSL-eYFP/LSL-eYFP

Csf1rMer-iCre-Mer/WT; Rosa26LSL-eYFP/WT

YFP

F
S

C

CD11b

F
4

/8
0

Abbildung 10: Nachweis von aus frühen Csf1r-abhängigen Vorläufern hervorgehen-

den Makrophagen in der Aorta von Embryonen 

A: Skizze vom Versuchsablauf  

B: Durchflusszytometrische Analyse der Aorta eines Embryos an Tag E16.5 

Es wurde zunächst ein Gate auf YFP+-Zellen gelegt (links). Anschließend wurden mithilfe eines 

cell sorters F4/80+CD11b+-Zellen isoliert (Mitte). Die isolierten Zellen zeigten nach Durchfüh-

rung einer May-Grünwald-Giemsa-Färbung lichtmikroskopisch die typische Morphologie von 

Makrophagen (rechts). 

A 

B 
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durchflusszytometrischen Analyse der Aorta der Embryonen zum Zeitpunkt E16.5 

konnten wir YFP+F4/80+-Zellen nachweisen. Diese isolierten wir durch durchflusszyto-

metrische Zellsortierung und analysierten sie nach Durchführung einer May-Grünwald-
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Csf1rMer-iCre-Mer/Mer-iCre-Mer Rosa26LSL-eYFP/LSL-eYFP

Csf1rMer-iCre-Mer/WT; Rosa26LSL-eYFP/WT

3 Monate

Abbildung 11: Csf1r-abhängige embryonale Vorläuferzellen etablieren Makrophagen-

populationen in der Aorta adulter Mäuse. 

A: Skizze vom Versuchsablauf 

B: Durchflusszytometrische Analyse der Leber 3 Monate alter Mäuse (links, n = 3) sowie der 

Aorten von 3, bzw. 6 Monate alten Mäusen (rechts, n = 3). Der Anteil von YFP+-Makrophagen 

in der Leber ist mit 1,31 ± 0,15 % etwa gleich hoch wie der von YFP+-Makrophagen in der 

Aorta (3 Monate: 1,36 ± 0,41 %, 6 Monate: 0,88 ± 0,56 %). Die Anteile von YFP+-Makropha-

gen in der Aorta nach 3, bzw. 6 Monaten zeigen keinen statistisch signifikanten Unterschied 

(p = 0,53). 

C: Konfokalmikroskopische Aufnahme der Aorta einer 12 Monate alten, an Tag E8.5 markier-

ten Csf1rMer-iCre-Mer/WT; Rosa26LSL-eYFP/WT-Maus. YFP: Grün; F4/80: Rot; DAPI: Blau. 

Balken = 25 µm 
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Giemsa-Färbung im Auflichtmikroskop. Dabei wiesen die isolierten Zellen die für Ma-

krophagen typische Morphologie auf (Abbildung 10 B). Unter Anwendung des gleichen 

Versuchsprotokolls untersuchten wir durchflusszytometrisch die Aorta von 3 respek-

tive 6 Monate alten Mäusen des Genotyps Csf1rMer-iCre-Mer/WT; Rosa26LSL-eYFP/WT. Zu-

sätzlich analysierten wir die Leber von 3 Monate alten Tieren. Wie in Abbildung 11 B 

zu sehen ist, wiesen Aortenmakrophagen eine der Markierungsrate Kupfferscher Le-

bermakrophagen entsprechende YFP+ Markierungsrate von etwa 1 % auf (Leber 3 

Monate: 1,31 ± 0,15 %, Aorta 3 Monate: 1,36 ± 0,41 %, Aorta 6 Monate: 0,88 ± 0,56 

%). Zwischen der Markierungsrate in der Aorta von 3 Monate alten Tieren im Vergleich 

zu der in 6 Monate alten Tieren bestand kein statistisch signifikanter Unterschied 

(p = 0,53). In der dünnschichtigen immunfluoreszenzhistologischen Aufarbeitung der 

Aorta einer 12 Monate alten, ebenfalls zum Zeitpunkt E8.5 markierten Maus gleichen 

Genotyps zeigten sich in der Adventitia YFP+ und somit von EMPs abstammende Ma-

krophagenpopulationen verteilt über die gesamte Länge der Aorta (Abbildung 11 C). 

An dieser Stelle sei angemerkt, dass sich in unseren Versuchen Makrophagen fast 

ausschließlich innerhalb der Adventitia nachweisen ließen, was sich mit Observationen 

anderer Autoren deckt [134]. Im Weiteren beziehen sich die Aussagen über Makro-

phagen der Aorta deshalb primär auf Makrophagen der Adventitia der Aorta.  

4.1.2 Beitrag von EMPs zum Aortenmakrophagenpool der adulten Maus 

Um den Beitrag von EMPs zum Aortenmakrophagenpool der adulten Maus genauer 

bestimmen zu können, führten wir zwei Fate-mapping-Versuche mit Tieren des Geno-

typs Tie2Mer-iCre-Mer/WT; Rosa26LSL-eYFP/WT durch. 

Im ersten Versuch erhielten die Muttertiere der Mäuse an Tag E7.5 intraperitoneal ap-

pliziertes 4-Hydrodxytamoxifen. In der immunfluoreszenzhistologischen Untersuchung 

der Aorta von 2 Monate alten Tieren der F1-Generation zeigten sich 19,24 ± 2,43 % 

der Aortenmakrophagen YFP+. Gleichermaßen waren in der durchflusszytometrischen 

Analyse des Knochenmarks 16,53 ± 3,68 % der HSCs YFP+ (Abbildung 12 B). 

Im zweiten Versuch erhielten die Muttertiere 4-Hydroxytamoxifen erst an Tag E10.5. 

Erneut analysierten wir Tiere der F1-Generation im Alter von 2 Monaten. Hierbei zeig-

ten sich in der Aorta lediglich 4,16 ± 0,67 % der Makrophagen YFP+. Dieser Unter-

schied zum Vorwert war statistisch signifikant (p = 0,001). Im Gegensatz dazu blieb 

die durchflusszytometrisch ermittelte Markierungsrate von HSCs aus dem Knochen-

mark mit 16,86 ± 3,32 % konstant und unterschied sich nicht signifikant von jener aus 
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Abbildung 12: Beitrag von EMPs zum Aortenmakrophagenpool 

A: Skizze vom Versuchsablauf. Die Versuchstierhaltung und Analyse der HSCs erfolgten 

durch die AG Rodewald am Institut für Immunologie in Heidelberg. 

B: Der Anteil von YFP+-HSCs in der durchflusszytometrischen Analyse des Knochenmarks 

unterscheidet sich mit 16,53 ± 3,68 % und 16,86 ± 3,32 % nicht in Abhängigkeit vom Markie-

rungszeitpunkt (links; nE7.5 = 6; nE10.5 = 7; p = 0,95). Der Anteil von YFP+-Makrophagen in der 

Aorta hingegen unterscheidet sich mit 19,24 ± 2,43 % und 4,16 ± 0,67 % statistisch signifikant 

in Abhängigkeit vom Markierungszeitpunkt (rechts; nE7.5 = 6; nE10.5 = 7; p = 0,001). 

C, D: Konfokalmikroskopische Aufnahme der Aorta einer 2 Monate alten, an Tag E7.5 (C) 

bzw. Tag E10.5 (D) markierten Tie2Mer-iCre-Mer/WT; Rosa26LSL-eYFP/WT-Maus. Balken = 25 µm 
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dem vorherigen Versuch (p = 0,95; Abbildung 12 B). 

Da ein biomolekulares Target, das spezifisch von EMPs abstammende Makrophagen 

markiert, bislang nicht bekannt ist, konsultierten wir für weitere Quantifizierungen so-

wie Charakterisierungen das Flt3-Modell.  

4.1.3 Beitrag von HSCs zum Aortenmakrophagenpool der adulten Maus 

Um die allgemeine Markierungseffizienz des Flt3-Modells zu ermitteln, bestimmten wir 

zunächst die Markierungsrate in Blutmonozyten, da Monoyztenvorläuferzellen 

bekannter Weise Flt3 exprimieren [96]. In der durchflusszytometrischen Analyse des 

Blutes von 3 Monate alten Mäusen des Genotyps Flt3Cre/WT; Rosa26LSL-eYFP/WT waren 

88,89 ± 0,54 % aller Monozyten YFP+ (Abbildung 13 B).  

Zur Bestimmung des Beitrags von HSCs zum Aortenmakrophagenpool analysierten 

wir anschließend durchflusszytometrisch die Aorta von 3 Monate respektive 9 Monate 

alten Mäusen. Hierbei waren 49,11 ± 2,93 % respektive 45,50 ± 4,06 % der Aorten-

makrophagen YFP+. Der Unterschied zwischen beiden Gruppen war nicht statistisch 

signifikant (p = 0,49).  

Zur Überprüfung dieser Ergebnisse sowie der allgemeinen Validität der aortalen 

Durchflusszytometrie, die methodisch durch anspruchsvolle Präparation sowie geringe 

Zahlen analysierter Zellen gekennzeichnet ist, werteten wir zusätzlich die Aorta 9 Mo-

nate alter Mäuse immunfluoreszenzhistologisch aus. Abbildung 13 B zeigt, dass in der 

histologischen Aufarbeitung YFP+-Makrophagen 43,47 ± 5,19 % des Aortenmakro-

phagenpools begründen, was die Ergebnisse aus der Durchflusszytometrie bestätigt.  

Das Flt3-Modell ist jedoch nicht geeignet, Erkenntnisse über den dominierenden 

Mechanismus zum Erhalt einer konstanten Zahl an Aortenmakrophagen zu gewinnen. 

Aortenmakrophagen könnten sich einerseits durch lokale Proliferation erhalten, 

andererseits könnten sie kontinuierlich durch Einwanderung von Monozyten aus dem 

Knochenmark ersetzt werden.  
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4.1.4 Ersatz von Aortenmakrophagen durch Monozyten 

Im nächsten Schritt untersuchten wir, in welchem Ausmaß Aortenmakrophagen in der 

adulten Maus unter physiologischen Bedingungen durch einwandernde Makrophagen-

vorläufer wie Monozyten ersetzt werden. 

Hierzu fütterten wir 6–8 Wochen alte Mäuse des Genotyps c-kitMer-Cre-Mer/WT; 

Rosa26LSL-eGFP/WT für 28 Tage mit Tamoxifen-angereichertem Futter (Abschnitt 3.2.6). 
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Abbildung 13: Beitrag von HSCs zum Aortenmakrophagenpool 

A: Skizze vom Versuchsablauf 

B: Unter den durchflusszytometrisch untersuchten Monozyten waren 88,89 ± 0,54 % YFP+
 

(n = 7). In 3 Monate (n = 7) bzw. 9 Monate (n = 5) alten Tieren waren 49,11 ± 2,93 % bzw. 

45,50 ± 4,06 % der Aortenmakrophagen YFP+ (links). Der Unterschied war nicht signifikant 

(p = 0,49). In histologisch analysierten Aorten von 9 Monate alten Tieren (n = 3) waren 43,47 

± 5,19 % der Makrophagen YFP+ (rechts). 

C: Konfokalmikroskopische Aufnahme der Aorta einer 9 Monate alten Flt3Cre/WT; 

Rosa26LSL-eYFP/WT-Maus (links ohne Darstellung von YFP). Balken = 20 µm 
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In der anschließenden durchflusszytometrischen Analyse des Blutes zeigten sich etwa 

44,43 ± 3,64 % der Monozyten GFP+. Im Gegensatz dazu waren bei der histologischen 

Aufarbeitung der Aorta lediglich 4,30 ± 0,73 % der Makrophagen GFP+ (Abbildung 

14 B). Da dieses Modell unter Monozyten des Blutes lediglich eine Markierungsrate 

von etwa 44% erreichte und es weiterhin Hinweise dafür gibt, dass in der Aorta selbst 

c-kit+ HSCs residieren [103], führten wir einen komplementären Versuch mit einem be-

strahlungsunabhängigem Knochenmarkablationsmodell durch (Abschnitt 3.2.13). 
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Abbildung 14: Ersatz von Aortenmakrophagen durch c-kit-abhängige Vorläuferzel-

len 

A: Skizze vom Versuchsablauf 

B: In der durchflusszytometrischen Analyse waren 44,43 ± 3,64 % der Monozyten GFP+ 

(links; n = 4). In der immunfluoreszenzhistologischen Untersuchung waren 4,30 ± 0,73 % der 

Aortenmakrophagen GFP+ (rechts; n = 5). 

C: Konfokalmikroskopische Aufnahme der Aorta einer 12 Wochen alten c-kitMer-Cre-Mer/WT; 

Rosa26LSL-eGFP/WT-Maus, die zuvor für 28 Tage Tamoxifen-angereichertes Futter erhielt. 

Balken = 50 µm 
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Bei der 6 Wochen nach Knochenmarktransplantation durchgeführten durchflusszyto-

metrischen Analyse des Blutes wiesen über 97,40 ± 0,98 % der Monozyten die Anti-

genvariante CD45.1/.1 auf. Als Einschlusskriterium für den weiteren Versuch wählten 

wir einen Monozytenchimärismus von über 90 %. 4 Wochen nach der Ermittlung des 

Chimärismus im Blut (folglich 10 Wochen nach Knochenmarkstransplantation) unter-

suchten wir immunfluoreszenzhistologisch die Aorta der Mäuse. Hierbei exprimierten 

etwa 7,52 ± 2,52 % der Aortenmakrophagen die CD45.1/.1-Variante. 
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Abbildung 15: Ersatz von Aortenmakrophagen durch knochenmarkabhängige Zellen 

A: Skizze vom Versuchsablauf 

B: In der Durchflusszytometrie wiesen 97,40 ± 0,98 % der Monozyten des Blutes die 

CD45.1/.1-Antigenvariante auf (links; n = 3). In der immunfluoreszenzhistologischen Untersu-

chung exponierten 7,52 ± 2,52 % der Makrophagen der Aorta das CD45.1/.1-Antigen (rechts; 

n = 3).  

C: Exemplarischer Durchflusszytometrie-Plot einer Blutanalyse (6 Wochen nach Knochen-

marktransplantation), in der CD45.1 gegen CD45.2 aufgetragen und ein Gate auf CD45.1-

positive Monozyten gelegt wurde. 

D: Konfokalmikroskopische Aufnahme der Aorta einer 18 Wochen alten Mx1CreCre/WT; c-myb-
flox/flox-Maus 10 Wochen nach Knochenmarktransplantation (Cave: CD45.2 in Grün). 

Balken = 50 µm 
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4.1.5 Charakterisierung der zwei ontogenetisch unterschiedlichen Aortenma-

krophagenpopulationen 

Um die zwei distinkten Makrophagenpopulationen der Aorta weiter zu charakterisieren, 

untersuchten wir zum einen die Verteilung der Makrophagen entlang der Längsachse 

der Aorta sowie innerhalb der Gefäßwand, zum anderen die Lokalisation der Makro-

phagen in Relation zu den Makrophagen gleicher Herkunft im Flt3Cre/WT; 

Rosa26LSL-eYFP/WT-Modell. 

Zunächst verglichen wir den Anteil YFP+-Makrophagen unterschiedlicher Abschnitte 

der Aorta. Hierbei zeigte sich kein signifikanter Unterschied (Abbildung 16). 
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Abbildung 16: Verhältnisse der Makrophagenpopulationen entlang der Aorta im 

Flt3Cre/WT; Rosa26LSL-eYFP/WT-Modell 

A: Zwischen den Anteilen YFP+-Makrophagen in Abhängigkeit von der Lokalisation entlang 

der Längsachse der Aorta besteht kein signifikanter Unterschied (p = 0,29; Ab: 40,77 

± 4,52 %; At: 44,51 ± 3,61 %; PAa: 48,05 ± 4,34 %; DAa: 51,49 ± 3,40 %; pAb vs. At = 0,99; 

pAb vs. PAa = 0,81; pAb vs. DAa
 = 0,35; pAt vs. PAa = 0,99; pAt vs. DAa = 0,66; pPAa vs. DAa = 0,99). 

B: Exemplarische epifluoreszenzmikroskopische Übersichtsbilder aus den entsprechenden 

Gefäßabschnitten. Rot: F4/80; Grün: YFP; Blau: DAPI. Man beachte die starke Autofluores-

zenz der elastischen Fasern der Gefäßwand. 

Ab = Aortenbogen, n = 11; At = Aorta thoracalis, n = 11; PAa = Proximale Aorta abdominalis, 

n = 7; DAa = Distale Aorta abdominalis, n = 7 

A B 
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Zur Beantwortung der Frage, ob sich im Flt3-Modell YFP-- bzw. YFP+-Makrophagen in 

ihrem Abstand zum Gefäßinneren unterscheiden, wurde der minimale Abstand jedes 

Makrophagen zur Media bestimmt (3.3.6, Abbildung 17 A). Mit 82,09 ± 3,55 µm res-

pektive 89,98 ± 4,64 µm zeigten sich keine statistisch signifikanten Unterschiede zwi-

schen beiden Gruppen (p = 0,35).  

Abschließend untersuchten wir die Verteilung der Aortenmakrophagen zueinander, um 

potenzielles, von der Herkunft abhängiges Clustering entdecken zu können. Hierzu 

wurden die Positionen der Aortenmakrophagen in ein XY-Koordinatensystem übertra-

gen, und die ontogenetische Zugehörigkeit wurde farblich codiert dargestellt. Wie in 

Abbildung 18 A zu sehen ist, zeigte sich kein offensichtliches Clustering. 

Wir führten anschließend eine Quantifizierung durch, indem wir den minimalen Ab-

stand zum jeweils nächsten ontogenetisch gleichartigen Makrophagen bestimmten 

und verglichen (Abschnitt 3.3.7). Hierbei bestand mit 125,5 ± 14,08 µm respektive 

121,8 ± 16,82 µm kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen YFP+- und YFP--

Makrophagen (p = 0,47; Abbildung 18 B).  
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Abbildung 17: Lokalisation der Makrophagen in der Gefäßwand in Abhängigkeit der 

Herkunft im Flt3Cre/WT; Rosa26LSL-eYFP/WT-Modell 

A: Exemplarische Messung des Abstands eines Makrophagen zur Media 

B: YFP--Makrophagen (n = 330) und YFP+-Makrophagen (n = 251) unterscheiden sich nicht 

statistisch signifikant im Abstand zur Gefäßmedia (82,09 ± 3,55 µm vs. 89,98 ± 4,64 µm; 

p = 0,35). Balken = 25 µm 
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Abbildung 18: Verteilung der Aortenmakrophagen in Relation zu Makrophagen 

gleichartiger Herkunft im Flt3Cre/WT; Rosa26LSL-eYFP/WT-Modell 

A: Exemplarische Darstellung des XY-Koordinatensystems, in das die Positionen der Makro-

phagen im Querschnitt der Aorta eingetragen wurden. 

B: Im geringsten Abstand eines Aortenmakrophagen zum nächsten, im YFP-Expressionsmus-

ter gleichartigen, Makrophagen bestand mit 125,5 ± 14,08 µm (n = 160) bzw. 121,8 

± 16,82 µm (n = 137) kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen (p = 0,47). 

A B 
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4.2 Ergebnisse II: Reaktion der zwei Aortenmakrophagenpopulationen auf 

Angiotensin-induzierte Inflammation  

4.2.1 Vaskuläre Fibrose und erhöhte Aortenmakrophagenanzahl im Angioten-

sin II-Modell 

Zunächst untersuchten wir, ob das Angiotensin II-Modell in den Versuchstieren zu den 

zu erwartenden inflammatorisch-fibrotischen Veränderungen führte.  
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Abbildung 19: Fibrose und Inflammation im Angiotensin II-Modell 

A: Auflichtmikroskopischer Vergleich von Masson-Trichrom gefärbten Schnitten der Aorta. In 

der Aorta der mit Angiotensin II behandelten Maus (rechts) erkennt man eine verdickte Media 

sowie vermehrt kollagenes Bindegewebe in der Adventitia. Balken = 35 µm 

B: Der Quotient aus Fläche der Media in µm2 geteilt durch den Innenumfang des Gefäßes in 

µm ist in mit Angiotensin II behandelten Mäusen mit 44,90 ± 5,11 µm (n = 6) signifikant größer 

als in mit NaCl behandelten Mäusen (30,92 ± 2,56 µm; n = 5; p = 0,04).  

C: In der Aortenwand von mit Angiotensin II behandelten Mäusen zeigte sich mit 1852,00 

± 245,30 Makrophagen (n = 8) eine signifikant erhöhte Anzahl an Aortenmakrophagen im Ver-

gleich zu mit NaCl behandelten Mäusen (341,50 ± 58,25 Makrophagen, n = 6, p = 0,0004). 

A 

B C 
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Abbildung 19 A zeigt vergleichend die Masson-Trichrom-gefärbte Aorta von Mäusen 

28 Tage nach Implantation von Angiotensin II- respektive NaCl-gefüllten Pumpen. Man 

erkennt, dass es in der Angiotensin II-Gruppe zu einer Vermehrung kollagener Fasern 

sowohl in der Media als auch der Adventitia kommt. Die gemäß Abschnitt 3.3.3 durch-

geführte quantitative Analyse belegt, dass sich die Quotienten Media-Fläche/Innenum-

fang mit 30,92 ± 2,56 µm (NaCl) und 44,90 ± 5,11 µm (Angiotensin II) statistisch signi-

fikant unterscheiden (p = 0,04, Abbildung 19 B). 

Weiterhin konnten wir bei mit Angiotensin II behandelten Mäusen durchflusszytomet-

risch mit 1852,00 ± 245,30 (Angiotensin II) im Vergleich zu 341,50 ± 58,25 (NaCl) Mak-

rophagen eine Akkumulation von Makrophagen in der aortalen Gefäßwand feststellen 

(p = 0,0004, Abbildung 19 C). 

Ferner beobachteten wir die vereinzelte Entstehung von Bauchaortenaneurysmen bei 

mit Angiotensin II behandelten Tieren, nicht jedoch in Tieren der Kontrollgruppe (Ab-

bildung 20). 

 

4.2.2 Akute Reaktion der Aortenmakrophagen auf Inflammation und Fibrose 

Im nächsten Schritt untersuchten wir die Akutreaktion der Aortenmakrophagen auf die 

durch kontinuierliche Angiotensin II-Applikation ausgelösten Veränderungen. 
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Abbildung 20: Ausbildung von Aneurysmen im Angiotensin II-Modell 

A: Makroskopische Aufnahme eines in der Angiotensin II-Gruppe entstandenen suprarenalen 

Bauchaortenaneurysmas. 

B: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme desselben Aneurysmas. Aufgrund starker Autoflu-

oreszenz waren die Aneurysmen immunfluoreszenzhistologisch nicht weiter auswertbar. 

A B 
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Abbildung 21: Akute Reaktion auf Inflammation und Fibrose I 

A: Skizze vom Versuchsablauf 

B: Mit 50,50 ± 1,25 % (NaCl; n = 3) respektive 59,64 ± 1,92 % (AT II; n = 4) ist in der Angio-

tensin II-Gruppe ein signifikant größerer Anteil der Aortenmakrophagen YFP+ (p = 0,01). 

C: Mit 11,52 ± 2,31 % (NaCl; n = 3) respektive 28,41 ± 5,29 % (AT II; n = 4) sind in der Angio-

tensin II-Gruppe signifikant mehr Aortenmakrophagen EdU+ (p = 0,005). 

D: Konfokalmikroskopische Aufnahme der Aorta einer Flt3Cre/WT; Rosa26LSL-eYFP/WT-Maus, die 

10 Tage nach Implantation einer Angiotensin II-gefüllten Pumpe analysiert wurde. Bal-

ken = 200 µm 
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Hierfür werteten wir 10 Tage nach Implantation von Angiotensin II- bzw. NaCl-gefüllten 

Pumpen die Aorta von Mäusen des Genotyps Flt3Cre/WT; Rosa26LSL-eYFP/WT, die zusätz-

lich 5 Tage, 3 Tage sowie einen Tag vor Analyse intraperitoneal applizierte EdU-Injek-

tionen zur Markierung proliferierender Zellen erhalten hatten (Abschnitt 3.2.12), im-

munfluoreszenzhistologisch aus. Es zeigte sich ein mit 59,64 ± 1,92 % (Angiotensin II) 

statistisch signifikant erhöhter Anteil von YFP+-Makrophagen in der Angiotensin II-

Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe (50,50 ± 1,25 %, p = 0,01, Abbildung 21 B). 

Zudem konnten wir in Tieren der Angiotensin II-Gruppe gegenüber jenen der NaCl-

Gruppe eine statistisch signifikant vermehrte Anreicherung von EdU in den Zellkernen 

der Makrophagen nachweisen (p = 0,005). In der Subgruppenanalyse der NaCl- res-

pektive Angiotensin II-Gruppe zeigte sich ein Trend zu vermehrter Einlagerung von 

EdU in YFP+-Makrophagen gegenüber YFP--Makrophagen. Dieser Trend war jedoch 

in beiden Gruppen nicht statistisch signifikant (NaCl: p = 0,78; Angiotensin II: p = 0,22; 

Abbildung 21 C). Die Frage, ob die Einlagerung in die DNA der Flt3+-Makrophagen 

bereits im Knochenmark in proliferierenden Monozyten bzw. anderen Makrophagen-

vorläufern oder aber in sich in loco vermehrenden Aortenmakrophagen selbst stattge-

funden hat, kann in diesem Modell nicht abschließend beantwortet werden.  

Um zwischen Einstrom von Monozyten und lokaler Proliferation der Makrophagen dif-

ferenzieren zu können, führten wir den gleichen Versuch mit knochenmarkschimären 
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Abbildung 22: Akute Reaktion auf Inflammation und Fibrose II 

A: Skizze vom Versuchsablauf 

B: Mit 8,01 ± 2,15 % (NaCl; n = 4) respektive 28,83 ± 6,66 % (AT II; n = 4) CD45.1+-Aorten-

makrophagen fanden wir in mit Angiotensin II behandelten Mäusen einen signifikant erhöhten 

Anteil CD45.1-positiver Makrophagen im Vergleich zur Kontrollgruppe vor (p = 0,046). 

A B 
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Mx1Cre/WT; Mybflox/flox-Mäusen durch. 10 Tage nach Pumpenimplantation wiesen in der 

NaCl-Kontrollgruppe 8,01 ± 2,15 % der Makrophagen die CD45.1/.1-Variante auf, was 

etwa den Ergebnissen aus den Steady-state-Versuchen entspricht (Abschnitt 4.1.4). 

In der Angiotensin II-behandelten Versuchsgruppe hingegen stieg der Anteil von 

CD45.1/.1-exprimierenden Makrophagen statistisch signifikant auf 28,83 ± 6,66 % an 

(p = 0,046, Abbildung 22).  

4.2.3 Chronische Reaktion der Aortenmakrophagen auf Inflammation und 

Fibrose 

Um die chronische Reaktion der Aortenmakrophagenpopulationen zu untersuchen, 

verwendeten wir abermals das Pumpenimplantationsmodell. Die Versuchsdauer ver-

längerten wir jedoch von 10 auf 28 Tage.  

In der Aorta von Mäusen des Genotyps Flt3Cre/WT; Rosa26LSL-eYFP/WT bestand mit 

36,16 ± 5,36 % (NaCl) respektive 33,20 ± 1,63 % kein statistisch signifikanter Unter-

schied im Anteil von YFP+-Makrophagen zwischen Versuchs- und Kontrollgruppe 

(p = 0,63, Abbildung 23 B). Auch die Inkorporation von EdU in die Zellkerne der 

Makrophagen von Mäusen der Angiotensin II-Gruppe entsprach den Werten der Kon-

trollgruppe (p = 0,82, Abbildung 23 C).  

Zur Überprüfung, ob auch der Einstrom von Monozyten wieder abgenommen hatte, 

führten wir den 28-Tage-Versuch im Mx1Cre/WT; Mybflox/flox-Modell durch, wobei die Rah-

menbedingung abgesehen von der Versuchsdauer jenen des 10 Tage Versuchs ent-

sprachen. Der Anteil von CD45.1+-Makrophagen unterschied sich zwischen beiden 

Gruppen mit 12,06 ± 2,47 % (Angiotensin II) bzw. 7,30 ± 1,33 % (NaCl) nicht signifi-

kant (p = 0,40, Abbildung 24 B) und war etwa gleich hoch wie unter Steady-state-Be-

dingungen (Abschnitt 4.1.4). 

Abschließend führten wir selbigen Versuch mit c-kitMer-Cre-Mer/WT; Rosa26LSL-eGFP/WT-

Mäusen durch. Diese Tiere erhielten zusätzlich zur Implantation der Pumpen für 28 

Tage Tamoxifen-angereichertes Futter. Auch in diesem Modell bestand zwischen Ver-

suchs- und Kontrollgruppe kein signifikanter Unterschied im Anteil von GFP+-Makro-

phagen an der Gesamtheit der Aortenmakrophagen (p = 0,54). Die Anteile entspra-

chen mit 2,66 ± 1,04 % (Angiotensin II) bzw. 1,28 ± 0,25 % (NaCl) etwa den Verhält-

nissen unter Steady-state-Bedingungen (Abschnitt 4.1.4).  
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Abbildung 23: Chronische Reaktion auf Inflammation und Fibrose I 

A: Skizze vom Versuchsablauf 

B: Mit 33,16 ± 5,36 % (NaCl; n = 4) respektive 33,20 ± 1,63 % (AT II; n = 3) YFP+-Aorten- 

makrophagen besteht kein signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen (p = 0,63). 

C: Mit 4,97 ± 1,04 % (NaCl; n = 4) respektive 5,32 ± 1,25 % (AT II; n = 3) EdU+- Aortenmakro-

phagen besteht kein signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen (p = 0,82). 

D: Konfokalmikroskopische Aufnahme der Aorta einer Flt3Cre/WT; Rosa26LSL-eYFP/WT-Maus, die 

28 Tage nach Implantation einer AT II-gefüllten Pumpe analysiert wurde. Balken = 50 µm 
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c-kitMer-iCre-Mer/WT; Rosa26LSL-eGFP/WT

Versuchstag 1

Abbildung 24: Chronische Reaktion auf Inflammation und Fibrose II 

A: Skizze vom Versuchsablauf 

B: Mit 7,30 ± 1,33 % (NaCl; n = 3) respektive 12,06 ± 2,47 % (AT II; n = 3) CD45.1+- Aorten-

makrophagen besteht kein signifikanter Unterschied im Anteil CD45.1-positiver Makrophagen 

zwischen Versuchs- und Kontrollgruppe (p = 0,40). 

C: Skizze vom Versuchsablauf 

D: Mit 1,28 ± 0,25 % (NaCl; n = 4) respektive 2,66 ± 1,04 % (AT II; n = 10) GFP+-Aortenmak-

rophagen besteht kein signifikanter Unterschied im Anteil GFP-positiver Makrophagen zwi-

schen Versuchs- und Kontrollgruppe (p = 0,54). 
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5 Diskussion 

Neue Erkenntnisse über die Herkunft von Aortenmakrophagen und deren Reaktions-

muster auf Angiotensin-induzierte Inflammation könnten perspektivisch neue Thera-

piemöglichkeiten in der Behandlung kardiovaskulärer Erkrankungen eröffnen. Im Fol-

genden werden die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit diskutiert und daraus Antwor-

ten auf die in Abschnitt 2 formulierten Fragen abgeleitet. 

5.1 Äquivalenter Beitrag von HSCs und EMPs zum Aortenmakrophagen-

pool 

Die ersten Makrophagenvorläufer der Maus entstehen im Dottersack [42]. Im adulten 

Tier lassen sich die Gewebe im Hinblick auf die Herkunft der ortsständigen Makropha-

gen in drei Gruppen einteilen [37, 39, 40]: 

- Gewebe, in denen ausschließlich vom Dottersack abstammende Makrophagen 

vorkommen, 

- Gewebe, in denen sowohl EMP-abhängige als auch HSC-abhängige Makro-

phagen vorkommen sowie  

- Gewebe, in denen – sofern vorhanden – EMP-abhängige Makrophagen mit zu-

nehmendem Alter des Tieres größtenteils durch HSC-abhängige Makrophagen 

ersetzt werden. 

Über die Herkunft der Gewebemakrophagen in der Aortenwand existiert bisher nur 

rudimentäres Wissen. Ensan et al. postulierten im Jahr 2016, dass der Aortenmakro-

phagenpool in Embryonen durch EMP-abhängige Makrophagen dominiert, in der adul-

ten Maus jedoch zum Großteil aus HSC-abhängigen Makrophagen gebildet wird. Ent-

sprechend wäre die Aorta der letzten der drei Gruppen zuzuordnen. Ihre Aussagen 

begründeten die Autoren insbesondere auf Daten aus CX3CR1-abhängigen Fate-

mapping-Versuchen mit Tamoxifen-Injektionen zum Zeitpunkt E8.5 sowie aus Versu-

chen mit Flt3Cre/WT; Rosa26(mT/mG)/WT-Mäusen [134]. 

Wir konnten durch unsere Versuche mit Csf1rMer-iCre-Mer/WT; Rosa26LSL-eYFP/LSL-eYFP-

Embryonen zum Zeitpunkt E16.5 bestätigen, dass der Aortenmakrophagenpool muri-

ner Embryonen von zwei ontogenetisch unterschiedlichen Makrophagenpopulationen 

gebildet wird. Weiterhin zeigten wir – ebenfalls im Csf1r-Modell – durch direkten histo-

logischen Nachweis, dass EMP-abhängige Makrophagen auch in der Aorta 12 Monate 
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alter Mäuse noch nachweisbar sind. Wir konnten im Gegensatz zu Ensan et al. nicht 

feststellen, dass EMP-abhängige Makrophagen in adulten Tieren größtenteils durch 

HSC-abhängige Makrophagen ersetzt würden. Unsere Fate-mapping-Versuche mit 

Tieren der Genotypen Tie2Mer-iCre-Mer/WT; Rosa26LSL-eYFP/WT sowie Flt3Cre/WT; 

Rosa26LSL-eYFP/WT demonstrieren, dass EMPs und HSCs auch in der Aorta adulter 

Mäuse zu jeweils etwa 50 % und damit gleichwertig zum Makrophagenpool beitragen. 

Die Aorta zählt folglich zu den Geweben, in denen sowohl EMP-abhängige als auch 

HSC-abhängige Makrophagen vorkommen. 

5.2 Lokale Proliferation als dominierender Mechanismus für den Erhalt der 

Aortenmakrophagenanzahl 

Ursprünglich wurde angenommen, dass Makrophagen ab dem Zeitpunkt ihrer Ausdif-

ferenzierung nicht mehr in den Zellzyklus eintreten. Man nahm deswegen an, dass 

Makrophagen durch einwandernde Monozyten ersetzt würden [14]. In einer Reihe neu-

erer Arbeiten wurde jedoch gezeigt, dass Makrophagen durchaus das Potenzial zur 

Proliferation bewahren [135-138]. Daraufhin stellte man unter anderem im Gehirn [28] 

sowie der Haut [139] und Lunge [28, 140] fest, dass die regelmäßige Proliferation der 

Gewebemakrophagen ein wichtiger Mechanismus für deren Homöostase zu sein 

scheint. Der Beitrag von einwandernden Monozyten zum Erhalt der Gewebemakro-

phagenpopulationen unterscheidet sich dabei maßgeblich von Gewebe zu Gewebe 

(Abschnitt 1.1.3).  

Durch die Versuche mit Mäusen der Genotypen Mx1Cre/WT; Mybflox/flox sowie 

c-KitMer-Cre-Mer/WT; Rosa26LSL-eGFP/WT konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die 

Einwanderung von Monozyten in die aortale Gefäßwand unter Steady-state-Bedingun-

gen eine untergeordnete Rolle für den Erhalt der Aortenmakrophagenanzahl spielt. 

Des Weiteren konnten wir durch EdU-Injektionsversuche demonstrieren, dass Aorten-

makrophagen beider ontogenetischer Herkünfte auch in Abwesenheit inflammato-

risch-fibrotischer Reize lokal proliferieren. Wir schlussfolgerten daraus, dass die lokale 

Proliferation der Makrophagen der dominierende Mechanismus für den Erhalt der 

Aortenmakrophagenanzahl ist. Der Vergleich von der gemessenen Proliferationsrate 

der Aortenmakrophagen mit der Proliferationsrate in anderen Geweben wäre erkennt-

nisreich. Dieser Vergleich wird allerdings durch die Verwendung einer Vielzahl von 

unterschiedlichen Zellproliferationsmarkern sowie Injektionsregime erschwert. 
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Die Ergebnisse aus unserem auf genetischer Modifikation basierenden Knochen-

marktransplantationsmodell sind besonders aussagekräftig, da das Modell unabhän-

gig von Röntgenbestrahlung funktioniert und mit > 90 % sehr hohe Chimärismus-Ra-

ten im Blut erreicht. Ein bestrahlungsabhängiges Modell war aus zwei Gründen nicht 

geeignet zur Beantwortung von Fragen zur lokalen Proliferation von Makrophagen: 

- Röntgenstrahlung beeinflusst die Funktion von Endothelzellen sowie Fibroblas-

ten der Adventitia und damit auch das lokale Milieu der Makrophagen [141, 

142].  

- Röntgenstrahlung beeinträchtigt die Proliferation von Makrophagen [137]. 

Ensan et al. untersuchten ebenfalls die Proliferation von Aortenmakrophagen sowie 

den Beitrag von monozytärer Einwanderung [134]. Die Ergebnisse sind jedoch auf-

grund methodischer Mängel zu kritisieren: Das Chimärismus-Modell der Autoren be-

ruht zwar auf der ebenfalls bestrahlungsunabhängigen Parabiose, erreicht jedoch ei-

nen mit 30–50 % vergleichsweise niedrigen Monozyten-Chimärismus. Weiterhin er-

folgte die Detektion von proliferierenden Makrophagen mithilfe von 5-Brom-2ʼ-des-

oxyuridin (BrdU). Die Detektion von BrdU erfolgt antikörperbasiert und nicht wie bei 

dem von uns verwendeten EdU durch Zykloadditionsreaktion. Der dadurch methodisch 

notwendige DNA-Denaturierungsschritt im BrdU-abhängigen Verfahren, der die De-

tektion des BrdU durch einen Fluorochrom-gekoppelten Antikörper erst möglich macht, 

beeinträchtigt die Validität der ebenfalls auf der Antigen-Antikörper-Reaktion basieren-

den Detektion der Aortenmakrophagen. Der mit 25 % deutlich höhere Anteil von 

BrdU+-Makrophagen in den Versuchen von Ensan et al. kann allerdings teilweise auch 

auf das unterschiedliche Injektionsregime mit täglichen Injektionen über einen Zeit-

raum von 9 Tagen zurückgeführt werden.  

5.3 Kein Unterschied zwischen EMP- und HSC-abhängigen Makrophagen 

in Lokalisation oder Tendenz zur Clusterbildung 

Die Frage nach der Relevanz der ontogenetischen Herkunft für die spätere Funktion 

der Makrophagen ist von großem Interesse und im aktuellen wissenschaftlichen Dis-

kurs mit der Frage „Does origin matter?“ prägnant auf den Punkt gebracht worden. 

Mehrere Arbeitsgruppen konnten demonstrieren, dass die Funktion der Makrophagen 

maßgeblich durch Umgebungsfaktoren der Gewebe, in denen sie residieren, geprägt 

wird. So lieferten Gautier et al. durch Microarray-Analysen Evidenz dafür, dass sich 
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die RNA-Expressionsprofile von Makrophagen unterschiedlicher Gewebe stark unter-

scheiden [143]. Gosselin et al. sowie Lavin et al. demonstrierten diesen gewebeab-

hängigen Unterschied zusätzlich auf epigenetischer Ebene durch Chromatinanalysen 

[144, 145]. Auch Ensan et al. konnten – ebenfalls durch Microarray-Analysen – zeigen, 

dass Aortenmakrophagen erwartungsgemäß eine Makrophagenpopulation darstellen, 

die sich in ihren RNA-Expressionsprofilen von denen anderer Gewebe unterscheidet 

[134].  

In dieser Arbeit wurden erstmalig Aortenmakrophagen in Bezug auf ihre ontogenetisch 

unterschiedliche Herkunft charakterisiert. Schon lange ist bekannt, dass Läsionen bei 

vaskulären Erkrankungen nicht in zufälliger Verteilung entlang der Aorta entstehen 

[146-148]. Weiterhin wird zunehmend klar, dass nicht nur die Gefäßintima, sondern 

auch die Adventitia eine wichtige Rolle in der Entwicklung kardiovaskulärer Erkrankun-

gen spielt [149-152]. Es scheint, als würden besonders relevante strategische Positio-

nen von Makrophagen bei pathologischen Prozessen der Gefäßwand existieren. Aus 

diesen Gründen führten wir Lokalisationsanalysen durch. Wir konnten durch histologi-

sche Untersuchungen zeigen, dass es keinen Unterschied zwischen den ontogene-

tisch unterschiedlichen Aortenmakrophagenpopulationen in ihrer Lokalisation entlang 

der Aorta sowie innerhalb der Adventitia gibt. Auch konnten wir keinen Unterschied 

der beiden Populationen in der Tendenz zur Ausbildung von Clustern feststellen. Me-

thodisch sei hierbei angemerkt, dass die quantitative Untersuchung von Clustering bei 

einer Verteilung der zu untersuchenden Messpunkte (d. h. Makrophagen) um eine 

manchmal zirkuläre, manchmal ovale Struktur (d. h. Aorta im Querschnitt) mathema-

tisch problematisch ist. Voraussetzungen, die etwa zur Berechnung von Ripley’s K er-

füllt sein müssten, sind nicht gegeben. Der von uns deswegen angewandte Vergleich 

des minimalen Abstands zum nächsten gleichartigen Makrophagen besäße die 

höchste Aussagekraft, wenn die Anteile der beiden Makrophagenpopulationen exakt 

50 % entsprächen. 

Die Charakterisierung der Makrophagen erfolgte in dieser Arbeit primär deskriptiv und 

es wurden keine Untersuchungen auf molekularer Ebene durchgeführt. Insbesondere 

ein Vergleich zwischen EMP- und HSC-abhängigen Makrophagen durch Single-cell-

RNA-Sequenzierung wäre aufschlussreich. Diese Methode eignet sich dafür, auch bei 

geringen Zellzahlen – wie es bei der Zellsortierung von Aortenmakrophagen der Fall 

ist – Unterschiede in der Genexpression zu untersuchen. Hierdurch könnte letztlich auf 
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mögliche Unterschiede in der Funktion der Makrophagen in Abhängigkeit von ihrer 

Herkunft rückgeschlossen werden.  

5.4 Vorübergehend erhöhter Einstrom von Monozyten in akuter Inflamma-

tion und Fibrose 

Bei Arbeiten zur Erforschung der Herkunft von Gewebemakrophagen standen neben 

den Verhältnissen unter Steady-State-Bedingungen häufig auch mögliche Verände-

rungen in Krankheitsmodellen im Mittelpunkt. Die Wahl eines Krankheitsmodells, wel-

ches für das zu untersuchende Organ oder Gewebe etabliert ist, gewährleistet dabei 

die externe Validität der Ergebnisse. Erste Daten von Ensan et al. zeigten, dass ein 

Großteil der Aortenmakrophagen bei bakterieller Sepsis durch einwandernde Monozy-

ten ersetzt wird. Die Wiederherstellung der Steady-State-Verhältnisse erfolge im An-

schluss durch lokale Proliferation [134]. Das Herbeiführen einer bakteriellen Sepsis 

durch intraperitoneale Injektion von Lipopolysacchariden gramnegativer Bakterien so-

wie durch chirurgische Punktion des Zökums ist allerdings ein untypisches Modell für 

vaskuläre Krankheitsgeschehen. Die Aussagekraft der Ergebnisse kann deshalb hin-

terfragt werden.  

In dieser Arbeit verwendeten wir das als Modell für vaskuläre Inflammation und Fibrose 

etablierte Angiotensin II-Pumpenimplantationsmodell [120-127]. Zunächst reevaluier-

ten wir die Eignung des Modells als vaskuläres Krankheitsmodell und konnten diese 

Eignung durch den Nachweis von Makrophagen-Akkumulation in der aortalen Gefäß-

wand, aortaler Fibrosierung sowie vermehrter Ausbildung von Bauchaortenaneurys-

men bestätigen. 

Zur Untersuchung der Akutreaktion der Aortenmakrophagen wählten wir eine Ver-

suchsdauer von 10 Tagen. Anhand unserer Ergebnisse aus Pumpenimplantations-

versuchen mit Mäusen der Genotypen Flt3Cre/WT; Rosa26LSL-eYFP/WT sowie Mx1Cre/WT; 

Mybflox/flox konnten wir zeigen, dass es im akuten inflammatorischen Krankheitsgesche-

hen zu einem vermehrten Einstrom knochenmarkabhängiger Monozyten in die aortale 

Gefäßwand kommt. Hierdurch verschieben sich die Verhältnisse von EMP- und HSC-

abhängigen Makrophagen zugunsten letzterer. Weiterhin konnten wir nachweisen, 

dass es zu einer Zunahme der Proliferationsaktivität der Makrophagen innerhalb bei-

der ontogenetisch unterschiedlichen Populationen kommt. Signifikante Unterschiede 

in der Proliferationsaktivität zwischen beiden Makrophagenpopulationen stellten wir 

dabei nicht fest. Hierbei muss angemerkt werden, dass wahrscheinlich auch 
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einwandernde Monozyten während ihrer Expansion und Differenzierung im Knochen-

mark durch Inkorporation des insgesamt über 6 Tage injizierten EdU markiert wurden. 

Dies könnte die Aussagekraft des Versuches über Unterschiede in der Proliferations-

aktivität beider Makrophagenpopulationen beeinträchtigt haben. 

Zusammengefasst deuten unsere Ergebnisse darauf hin, dass es im akuten Krank-

heitsgeschehen einerseits zu einer beträchtlichen Einwanderung von Monozyten in die 

Gefäßwand kommt, andererseits aber auch ortsständige Makrophagenpopulationen 

einen Beitrag zur lokalen Entzündungsreaktion durch vermehrte Proliferation leisten. 

Epelman et al. zeigten – ebenfalls unter Verwendung des Angiotensin II-Pumpenmo-

dells –, dass es auch im Herzen durch inflammatorische Stimuli zunächst zu einer kurz 

andauernden, stark vermehrten Einwanderung von Monozyten kommt, der sich eine 

Phase starker proliferativer Aktivität gewebeständiger Makrophagen anschließt [27]. 

Davies et al. wiesen nach, dass es in peritonealem Fettgewebe nach Zymosan-indu-

zierter Peritonitis ebenso zu dieser stark vermehrten Einwanderung von Monozyten 

kommt. Auch hier schloss sich eine Phase verstärkter proliferativer Aktivität der Ge-

webemakrophagen an [153]. Dasselbe Reaktionsmuster beobachteten Jenkins et al. 

in Makrophagen der Pleurahöhle nach intrathorakaler Injektion von Thioglycollat [135]. 

Das Verhalten, das wir in den aortalen Makrophagenpopulationen beobachteten, 

scheint folglich einem gewebeübergreifenden Reaktionsschema zu folgen. 

5.5 Partielle Rekonstitution von Steady-state-Verhältnissen in chronischer 

Inflammation und Fibrose 

Die aus epidemiologischer Sicht bedeutendsten kardiovaskulären Erkrankungen sind 

chronischer Natur (Abschnitt 1.2). Die Reaktion von Aortenmakrophagen auf anhal-

tende Veränderungen in Abhängigkeit ihrer ontogenetischen Herkunft ist noch nicht 

ausreichend verstanden. In dieser Arbeit wurde erstmalig die Reaktion der 

Aortenmakrophagenpopulationen auf chronische Angiotensin-induzierte Inflammation 

untersucht.  

Hierfür verwendeten wir abermals das Angiotensin II-Pumpenimplantationsmodell, 

wählten allerdings eine Versuchsdauer von 28 Tagen. In Flt3Cre/WT; Rosa26LSL-eYFP/WT-

Mäusen konnten wir so zeigen, dass sich die relativen Anteile EMP- und HSC-abhän-

giger Makrophagen wieder jenen, die wir unter Steady-state-Verhältnissen vorfanden, 

angleichen. Durch 28-Tage-Pumpenimplantationsversuche in c-KitMer-Cre-Mer/WT; 
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Rosa26LSL-eGFP/WT- sowie Mx1Cre/WT; Mybflox/flox-Mäusen lieferten wir Evidenz dafür, 

dass diese Angleichung durch den Rückgang der monozytären Einwanderung im Ver-

gleich zu jener im Akutversuch verursacht sein könnte. Darüber hinaus stellten wir eine 

Abnahme des Anteils proliferierender Zellen in beiden aortalen Makrophagenpopulati-

onen fest. Dies weist darauf hin, dass die als Teil der Akutreaktion auftretende, stark 

vermehrte Proliferationsaktivität der gewebeständigen Makrophagen zeitlich begrenzt 

stattfindet. Basierend auf diesen Ergebnissen schlussfolgerten wir, dass es unter chro-

nisch-pathologischen Veränderungen der Gefäßwand wohl zu einer partiellen Rekon-

stitution von Steady-state-Verhältnissen kommt.  

Ergänzend zu unseren Erkenntnissen wären insbesondere Versuche mit Mäusen, die 

einerseits die Möglichkeit zur Unterscheidung EMP- und HSC-abhängiger Makropha-

gen erlauben, andererseits zusätzlich einen genetischen LDLR-/-- oder ApoE-/-- Hinter-

grund aufweisen, von wissenschaftlichem Interesse. Sowohl beim LDLR-/-- als auch 

beim ApoE-/--Modell handelt es sich um etablierte Modelle für aCVDs [154-157]. So 

ließen sich unter anderem Erkenntnisse über die potenziell von der ontogenetischen 

Herkunft abhängige Reaktion der in diesen Modellen vermehrt in der Gefäßintima auf-

tretenden Makrophagen gewinnen.  

5.6 Ausblick 

Die zunehmende Verfügbarkeit biochemischer Methoden, die zur Erforschung des 

Transkriptoms (z. B. Single-cell-RNA-Sequenzierung) respektive Proteoms (z. B. Mas-

senspektrometrie) benötigt werden, wird ermöglichen, detailliertere Charakterisierun-

gen der Gewebemakrophagen auf molekularer Ebene durchzuführen. Hierdurch kön-

nen eventuelle herkunftsabhängige Unterschiede in der biomolekularen Ausstattung 

der Makrophagen untersucht werden. Als Ausblick seien passend hierzu einige Fra-

gestellungen, die es perspektivisch zu beantworten gilt, aufgeführt:  

- Existieren Gene, die spezifisch nur in einer der beiden Makrophagenpopulatio-

nen dauerhaft exprimiert werden?  

- Prädestiniert die ontogenetische Herkunft der Makrophagen – beispielsweise 

durch pro- oder antiinflammatorische Polarisierungen – für die Übernahme be-

stimmter Funktionen?  

- Existieren biomolekulare Targets, durch die sich spezifisch Einfluss auf die on-

togenetisch unterschiedlichen Populationen nehmen lässt? 
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Neue therapeutische Konzepte, die durch Fortschritte auf dem Gebiet der kardiovas-

kulären Immunologie ermöglicht werden, stehen noch am Anfang. Dass allerdings 

erstmals eine groß angelegte klinische Studie mit einer antiinflammatorischen Thera-

pie, deren Plausibilität letztlich auf Erkenntnissen aus der Immunologie gründet, maß-

gebliche Erfolge in der Behandlung kardiovaskulärer Erkrankungen gezeigt hat [158], 

lässt mit Spannung in die Zukunft blicken. 
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6 Zusammenfassung 

In zahlreichen wegweisenden Arbeiten wurde demonstriert, dass sich ein Großteil der 

gewebeständigen Makrophagen aus embryonalen, zuallererst im Dottersack auftre-

tenden Vorläuferzellen entwickelt. Hierdurch wurde die lange bestehende Annahme 

widerlegt, dass sich Makrophagen ausschließlich aus Monozyten des Knochenmarks 

entwickeln würden. Dieser Anteil an Makrophagen, der gewebeabhängig unterschied-

lich groß ist, erhält sich dauerhaft durch lokale Proliferation und ist folglich vom Kno-

chenmark unabhängig. 

Ziel dieser Arbeit war es, die Anteile der vom Dottersack und der vom Knochenmark 

abstammenden Makrophagen in der murinen Aorta zu erforschen. Des Weiteren sollte 

eine erste Charakterisierung dieser beiden Populationen erfolgen.  

Da kardiovaskuläre Erkrankungen von epidemiologisch herausragender Bedeutung 

sind, sollte zudem die Reaktion der beiden ontogenetisch unterschiedlichen Makro-

phagenpopulationen auf Angiotensin-induzierte Inflammation untersucht werden. 

Für unsere Versuche verwendeten wir eine Vielzahl genetischer Tiermodelle und führ-

ten mit ihnen verschiedene Fate-mapping-Experimente und Knochenmarktransplanta-

tionsversuche durch. Wir konnten durch immunfluoreszenzhistologische und durch-

flusszytometrische Analysen zeigen, dass in der Aortenwand sowohl von Embryonen 

als auch von adulten Tieren Makrophagen existieren, die von Vorläuferzellen aus dem 

Dottersack abstammen. Der Beitrag dottersack- bzw. knochenmarkabhängiger 

Makrophagen zum Aortenmakrophagenpool beträgt dabei jeweils etwa 50 %. Der Ein-

strom von Monozyten ist unter Steady-state-Bedingungen niedrig, während lokale 

Proliferation ein wichtiger Mechanismus für den Erhalt der Makrophagenanzahl zu sein 

scheint. Die beiden Makrophagenpopulationen unterscheiden sich nicht in ihrer Loka-

lisation entlang verschiedener Abschnitte der Aorta und auch nicht innerhalb der aor-

talen Adventitia.  

Durch die Verwendung eines Angiotensin II-Pumpenimplantationsmodells als Modell 

für Inflammation und Fibrose der Gefäßwand konnten wir zeigen, dass die Akutreak-

tion auf inflammatorisch-fibrotische Reize von einer stark vermehrten Einwanderung 

von Monozyten in die aortale Gefäßwand sowie einer gesteigerten Proliferationsakti-

vität unter den ortsständigen Makrophagen geprägt ist. Dabei verschiebt sich das 
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Verhältnis zwischen dottersack- und knochenmarkabhängigen Makrophagen zuguns-

ten letzterer.  

Unter 28 Tage anhaltenden inflammatorisch-fibrotischen Einflüssen nähern sich so-

wohl der Umfang an einwandernden Monozyten sowie das Ausmaß lokaler Prolifera-

tion als auch die Anteile dottersack- und knochenmarkabhängiger Makrophagen wie-

der Steady-state-Verhältnissen an.  

In Zukunft könnten charakterisierende Untersuchungen auf molekularer Ebene mögli-

che funktionale Unterschiede zwischen beiden Makrophagenpopulationen aufdecken 

und perspektivisch neue therapeutische Optionen eröffnen.  
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