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1 Einleitung

1.1 Autotaxin und Lysophosphatidsaure

Autotaxin  (ATX) ist ein sezerniertes Glykoprotein, das der Ectonucleotide
pyrophosphatase/phosphodiesterase 2 (ENPP2) Proteinfamilie angehdort und durch das
ENPP2-Gen kodiert wird'2. Proteine aus der ENPP-Familie hydrolysieren die Pyrophosphat-
oder die Phosphodiesterbindungen in Nukleotiden und Lysophospholipiden?®.

ATX besteht aus zwei Somatomedin B (SMB)-ahnlichen Doméanen (SMB-1 und SMB-2), einer
N-terminalen Signalsequenz, einer katalytisch aktiven zentralen Phosphodiesterase (PDE)-
Domane mit einer tiefen hydrophoben Tasche und einer Kkatalytisch inaktiven
nukleasedhnlichen Domane am C-Terminus (Abbildung 1)34?. Die SMB-2-Doméane und die
zentrale Domane sind durch die L1-Linkerregion verbunden®. Auf der anderen Seite ist die
nukleaseahnliche Domane mit der zentralen Doméane Uber die L2-Linkerregion verbunden
(Abbildung 1)3. Die SMB-ahnlichen Domanen vermitteln Protein-Protein-Interaktionen®. Sie
ahneln der SMB-Domane des Vitronectins, eines Proteins der extrazellularer Matrix, das die
Adhasion und die Migration von Tumorzellen Uber die Interaktion der SMB-Domane mit dem
Plasminogen-Activator-Inhibitor-1 (PAI-1) und dem Urokinase Rezeptor reguliert®>®. Die
katalytische Domane ahnelt strukturell der Domane des bakteriellen NPP Enzyms der
Xanthomonas axonapodis!® und besitzt ein katalytisch aktives Zentrum aus einem
nukleophilen Threonin und zwei Zink-lonen fur die Hydrolyse der Pyrophosphat- und
Phosphodiesterbindungen der Nukleotide und Phospholipide®. Neben diesem katalytisch
aktiven Zentrum liegt eine flache hydrophile Rinne, die das Glyceringerust der
Lysophospholipide bindet und so die Phosphodiesterbindung dem katalytischen Zentrum
zufihrt. Darlber hinaus unterscheidet sich die katalytische Domane des ATX von anderen
Phospholipasen durch eine tiefe hydrophobe Tasche, in der die Fettsaurereste, vor allem
kurze, gesattigte und langere, ungeséttigte, von Lysophosphatidsauren (lysophosphatidic
acids, LPAs) positioniert sind'®. Eine weitere strukturelle Eigenart von ATX ist ein offener
Tunnel der an der hydrophilen Rinne beginnt und dessen Wande durch die SMB-1 und der
katalytischen Domane gebildet werden®. Es wird vermutet, dass dartiber LPA in direkter Nahe
zu dessen Rezeptoren freigesetzt wird. Eine experimentelle Bestatigung dieser Hypothese
steht allerdings noch aus?®. Die nukleaseahnliche Domane ist katalytisch inaktiv?. Sie besitzt
eine ahnliche Struktur, wie bakterielle unspezifische Endonukleasen aus Bakterien, wie zum
Beispiel die Anabaena nuclease A'?. Die genaue Rolle der nukleasedhnlichen Domane ist

allerdings noch unbekannt?.
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Abbildung 1: Autotaxinstruktur. (A) Organisation der ATX-Domanen. (B) Struktur des ATX der Maus.
Zu sehen sind die beiden SMB-Domanen und die Integrin-Bindungsstelle, die katalytische Domane mit
dem aktiven Zentrum, die hydrophobe Tasche mit einer LPA14:0 und dem hydrophoben Tunnel. (C)
Uberlagerung von Maus- (griin) und Ratten-ATX (blau). Links von der katalytischen Domane liegt die

nukleasedhnliche Domane. Die Abbildung wurde modifiziert nach Nishimasu et al.™.

ATX weist als einziges Mitglied der ENPP-Familie eine Lysophospholipase D Aktivitat aufl?,
wodurch es von Lysophospholipiden, wie Lysophosphatidylcholin (LPC), unter Entstehung von
LPA und Cholin, die polare Kopfgruppe abspalten kann’® (Abbildung 2)?8. Die durch die
Lysophospholipase D Aktivitat des ATX gebildeten LPAs besitzen unterschiedliche lange,
gesattigte oder ungesattigte Fettsdurereste®>. Meistens sind die Fettsduren durch die
Esterbindung an der sn-1 Position mit der Glyzeringruppe der LPAs gebunden (Acyl-LPAS),
seltener konnen auch Alkyl-LPAs mit der Etherbindung entstehen (Abbildung 2B)2. Die
biologischen Effekte der LPAs werden durch die Aktivierung von G-Protein-gekoppelten LPA-
Rezeptoren vermittelt. Die insgesamt sechs LPA-Rezeptoren kdnnen in zwei Subgruppen
eingeteilt werden?. Die LPA-Rezeptoren 1 bis 3 werden zur Familie der endothelial
differentiation gene (Edg) Rezeptoren gezahlt, wahrend die LPA-Rezeptoren 4 bis 6 zur
Gruppe der purinergen P2Y Rezeptoren gehoren®!. Die verschiedenen LPAs haben
unterschiedliche biologische Wirkungen??.

Die LPA18:0 hat zum Beispiel keine proatherogene Wirkung, wahrend LPA20:4 die
Atherosklerosebildung durch LPA-Rezeptor 1- und 3-vermittelte Monozytenrekrutierung in die
arterielle GefalRwand fordert'®!, Neben den LPAs kann ATX auch zyklische Phosphatidsédure
(cPA) bilden (Abbildung 2A)'2. cPA ist ein LPA-Analog, das eine Ringstruktur durch die
Bindung der sn-2 Hydroxylgruppe mit dem sn-3 Phosphat besitzt'*14. Funktion der
extrazellularer cPA auf die Blut und GefaRzellen ist weithin unbekannt!2. Intrazellular inhibiert

die cPA den nukledren Rezeptor peroxisom proliferator-activated receptor-y (PPARYy), der die



inflammatorische Aktivierung von Makrophagen unterdriickt'>15, cPA kdnnte deswegen auch

einen Einfluss auf die Atherosklerose haben?16,
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Abbildung 2: Autotaxin spaltet Cholin von LPC. (A) ATX spaltet durch seine PDE-Aktivitat das Cholin
von LPC. Es kann dadurch entweder LPA oder cPA entstehen. (B) Aus LPC kdnnen verschiedene LPAs
entstehen. Gezeigt ist der Unterschied zwischen Acyl-LPA mit der Esterbindung und Alkyl-LPA mit der
Etherbindung. Die Abbildung wurde modifiziert nach Mills et al.?’.

ATX hat durch die Bildung von LPAs einen Einfluss auf verschiedene Blut- und
Gefallwandzellen, wie zum Beispiel auf Thrombozyten, Endothelzellen, glatten Muskelzellen
und Monozyten bzw. Makrophagen®’, ATX bindet durch die SMB-2-Doméane an die f1- und
B3-Integrine von Thrombozyten und fordert dadurch die lokale LPA-Produktion®. Die
Aktivierung von Thrombozyten durch LPAs fuhrt zu deren Formveranderung und
Aggregation®21®, Ferner induziert LPA die Sekretion von Chemokinen, die Expression von
Adhésionsmolekiilen!! und die Migration von Endothelzellen?. In glatten Muskelzellen der
Gefalwand verstarkt LPA die Kontraktion, wodurch es zu einer Vasokonstriktion kommt©2t,
Ferner fordert LPA die Migration und Proliferation von glatten Muskelzellen!®1217, | PAs
steigern die Differenzierung von Monozyten in Makrophagen®? und die Bildung von

Schaumzellen durch eine vermehrte Aufnahme von oxidiertem LDL?324,

ATX hat sowohl lokale als auch systemische Wirkungen, wobei die systemischen vor allem
zur Aufrechterhaltung des Plasma-LPA-Spiegels dienen®. ATX wird in verschiedenen
Geweben exprimiert, wie zum Beispiel im Gehirn, in der Niere, im Fettgewebe, in der Leber

und in Tumorzellen>!8, aber auch in der Lunge und im Riickenmark?. ATX spielt eine wichtige



Rolle in verschiedenen physiologischen Prozessen, wie der Vaskulogenese® und
Neurogenese?® 2, Ferner ist ATX auch der Entstehung verschiedener Erkrankungen beteiligt,
wie der Lungenfibrose, Herzkreislauferkrankungen, Tumoren oder einer Arthritis?®711.27-32,
Eine komplette Deletion des ATX Gens in Mausen ist durch die Effekte von ATX auf die

Vaskulogenese und Neurogenese letal?®3%3,

1.2 Atherosklerose

Atherosklerose ist eine durch Hyperlipidamie vermittelte chronische entzindliche Erkrankung
der groBen und mittelgroRen Arterien®26, Pradilektionsstellen fiir die Bildung der
atherosklerotischen Plaques sind Bereiche in denen der laminare Blutfluss gestort ist, wie zum
Beispiel an GefaRBaufzweigungen®>37-3°. Besonders haufig sind Koronararterien und Karotiden
von der Atherosklerose betroffen®. Durch einen fortschreitenden Verlust des arteriellen
Lumens kann der Blutfluss eingeschrankt werden und es dadurch zu einer Ischamie
kommen!?. Die Plaques koénnen aber rupturieren, wodurch es zu einem akuten
atherothrombotischen Verschluss der betroffenen Arterie kommen kann und dadurch zu einem
Herzinfarkt oder Schlaganfall'2364°, Es gibt mehrere verschiedene Risikofaktoren fir die
Entstehung und Progression der Atherosklerose. Dazu zahlen neben der Dyslipidamie
(erhéhtem LDL-Spiegel und erniedrigtem HDL-Spiegel in Blut) auch die arterielle Hypertonie,

der Diabetes mellitus und das Tabakrauchen*!.

Das arterielle Endothel wird durch eine niedrige Wandschubspannung aufgrund eines nicht
laminaren Blutflusses aktiviert, wodurch sich die endotheliale Permeabilitat erhoht und
vermehrt Leukozyten, insbesondere Monozyten, rekrutiert werden*?43, In der Folge kommt es
in einem jahrzehntelangen Verlauf zur Ablagerung von Lipoproteinen, wie LDL, in der
Arterienwand, das dort durch Oxidation modifiziert wird*®. Je nach Starke der Oxidation
unterscheidet man zwischen ,mildly oxidized* (mox) LDL/“minimally-modified“ LDL (MM-LDL)
und oxidiertem (ox)-LDL, wobei mox-LDL weniger stark oxidiert ist als ox-LDL**. Mox-LDL wird
im Gegensatz zu ox-LDL durch den LDL-Rezeptor, aber nicht durch Scavenger-Rezeptoren
erkannt**. Oxidiertes LDL aktiviert die inflammatorische Reaktion der Endothelzellen, wodurch
verstarkt Adhasionsmolkuile exprimiert und Chemokine freigesetzt und dadurch Monozyten
angelockt werden*3. Bei der Oxidierung von LDL kann durch eine Phospholipaseaktivitat des
Apolipoproteins Bs LPC entstehen, dass durch endotheliale ATX Aktivitat in LPA umgewandelt
wird. Vor allem die dabei entstehenden ungesattigten LPAs binden an die LPA-Rezeptoren
LPA: und LPA; (G-Protein gekoppelte Rezeptoren) auf den Endothelzellen und vermitteln
dadurch die Freisetzung des Chemokins CXCL1, das fur die LPA-abhangige
Monozytenrekrutierung iber CXCR2 verantwortlich ist (Abbildung 3)112:3845 Die Monozyten

rollen zunachst vermehrt, adharieren schliefdlich und wandern dann mittels Diapedese durch
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das arterielle Endothel in die GefaBwand*®#’. Subendothelial differenzieren die Monozyten zu
Makrophagen®4’. Die Makrophagen nehmen (ber verschiedene membranstandige
Scavenger Rezeptoren, wie zum Beispiel den SR-Al und 2, CD36 oder LOX1 Rezeptor*®, das
oxidierte LDL auf*®4°, Im Gegensatz zum LDL-Rezeptor haben die Scavenger-Rezeptoren
keinen negativen Rlckkopplungsmechanismus, der die Lipidaufnahme begrenzt, sondern es
kommt zu einer fortlaufenden Verstarkung der Aufnahme von oxidiertem LDL. Das
Uberschissige Lipid wird intrazellular eingelagert, so dass die Makrophagen sich in
sogenannte Schaumzellen verwandeln®¥*. Die Aufnahme von oxidiertem LDL und die
Einlagerung von Lipiden kann zur Apoptose der Schaumzellen im Verlauf der Atherosklerose
fihren*3, Wenn die apoptotischen Zellen nicht durch Phagozytose von Makrophagen, dieser
Prozess wird als Efferozytose bezeichnet, entfernt werden kénnen, was in fortgeschritten
Plagues immer haufiger der Fall ist (defektive Efferozytose), kann es zur sekundaren Nekrose
der apoptotischen Schaumzellen kommen. Diese abgestorbenen Schaumzellen tragen zur
Bildung des nekrotischen Kernes bei®*5!. Gleichzeitig wandern weiter Monozyten in die durch
die Lipoproteine geschadigte GefalRwand ein und férdern dadurch das weitere Wachstum der
atherosklerotischen Plaques®?. Dieser Prozess wird wesentlich durch anhaltende Bildung von
LPA in der GefaRwand verstarkt'*2, In frGhen Stadien der Atherosklerose tragt auch die

Makrophagenproliferation zum Plaquewachstum bei®*-%°,
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Abbildung 3: Modell der LPA-abhdngige Monozytenrekrutierung in der Atherosklerose.
Endotheliales ATX bildet LPAs aus LPC das bei der Oxidierung von LDL entsteht. Die LPAs binden
an die LPA:- und LPAs-Rezeptoren auf Endothelzellen, wodurch das Chemokin CXCL1 aus den
Endothelzellen freigesetzt und die Monozytenadhasion vermehrt wird. Die Abbildung wurde enthommen

aus Zhou et al.12,



1.3 Nekrotischer Kern

Mit der fortschreitenden Atheroskleroseprogression kommt es in der Plaque durch Bildung
eines nekrotischen Kerns zu Veranderungen in der Zusammensetzung®®. Der nekrotische
Kern ist lipidreich und bestent aus abgestorbenen  Schaumzellen und
Cholesterinkristallen®¢43%, Durch zunehmende GrofRe des nekrotischen Kerns wird die
atherosklerotische Plaque instabiler*®%¢. Die wichtigsten Prozesse bei der Entstehung des
nekrotischen Kerns sind einerseits eine vermehrte Apoptose und Nekrose und andererseits
eine unzureichende Efferozytose®. Die Apoptose ist ein physiologischer, ,programmierter*
Zelltod®" 8, Die Zellen und deren Inhalt werden kontrolliert abgebaut und somit eine
Entziindungsreaktion vermieden®"°. Die apoptotische Zelle schrumpft, das Chromatin wird
kompaktiert und der Nukleus fragmentiert, die Mitochondrien verlieren das Membranpotential
und werden abgebaut, die Zellmembran bildet blasenférmige Ausbuchtungen (,Blebs*)>"~%.
Die Zelle wird schlieBlich in kleinere Apoptosekorper fragmentiert und durch das
Phosphatidylserin, das von der inneren zur aufReren Schicht der Zellmembran wechselt, von
Makrophagen oder anderen phagoyztierenden Zellen erkannt®”. Es gibt verschiedene
Ursachen, die zum Zelltod einer Zelle fihren'®. Die Schaumzellen, die den GroRteil der friihen
atherosklerotischen Lasion ausmachen, sterben unter anderem an der Uberladung mit
oxidiertem LDL, das zu Stress im endoplasmatischen Retikulum (ER) fihrt, oder wegen
anderer Stimuli, wie zum Beispiel oxidativer Stress oder hoher Zytokinkonzentrationen —
beispielsweise TNFa, ab 1538455860 Dyrch die Storung der ER Funktion wegen anhaltendem
ER-Stress kommt es zur falschen Proteinfaltung®®. Folglich wird der unfolded protein response
(UPR)-Weg aktiviert, wodurch proapoptotische Proteine, wie CHOP, verstarkt exprimiert
werde'®. Im Gegensatz zur Apoptose erfolgt die Nekrose unkontrolliert®’. Bei der Nekrose
schwellen die Zellen an und die Zellmembran wird geschadigt, wodurch der Zellinhalt in die

Umgebung freigesetzt wird und es dadurch zu einer Entziindungsreaktion kommt®’.

Die Efferozytose ist ein Prozess bei dem die abgestorbenen apoptotischen Zellen durch die
Efferozyten phagozytiert werden'®. Die Efferozytose verhindert die Entziindungsreaktion
infolge einer sekundaren Nekrose, da die apoptotischen Zellen vorher entfernt werden?®61-63,
Die anti-inflammatorische Wirkung der Efferozytose in frGhen Stadien der Atherosklerose
vermindert die Zunahme der PlaquegroRe (Abbildung 4A)511561 In spaten Stadien reicht die
Efferozytose nicht aus um die abgestorbenen Zellen zu entfernen'®. Es kommt zur Bildung
eines nekrotischen Kerns und einer verstarkten Entziindungsreaktion (Abbildung 4B)**6%. Ein
groRer nekrotischer Kern ist klinisch problematisch, weil die atherosklerotische Lasion dadurch
instabil wird® und es zur Plaqueruptur kommen kann. Auch die vermehrte
Entziindungsreaktion und die damit einhergehende Ausdinnung der fibrésen Kappe, die den

hoch thrombogenen nekrotischen Kern von den Gerinnungsfaktoren im Blut trennt, erhéhen
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das Rupturrisiko ®. Zu den Ursachen, die zur Bildung des nekrotischen Kerns fiihren, zahit

neben der bereits erwahnten defektiven Efferozytose, ein anhaltender Entziindungszustand?®.

Bei der Progression der Atherosklerose spielen auch die glatten Muskelzellen eine wichtige
Rolle. Sie migrieren aus der Tunica media in die Plaque, proliferieren dort und bilden die
fibrose Kappe®'. Die fibrose Kappe ist die Bindegewebsschicht Giber dem nekrotischen Kern,
die aus glatten Muskelzellen und von denen produzierten extrazelluldren Matrix besteht*°.
Fibrose Kappe wird mit der Zeit durch das Absterben der glatten Muskelzellen immer dinner
und kann mit der Zeit beim Menschen so stark ausdiinnen, dass es zu einer Ruptur der Plaque

kommt, die folglich eine Atherothrombose bewirken kann443,
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Abbildung 4: Efferozytose und Bildung des nekrotischen Kerns. (A) Gezeigt ist die Efferozytose in
den friihen atherosklerotischen Lasionen. Efferozyten sind noch in der Lage die apoptotischen Zellen
aufzunehmen. lhre Wirkung ist antiinflammatorisch, da es nicht zu einer sekundaren Nekrose kommt.
(B) In den fortgeschrittenen Stadien der Atherosklerose werden die apoptotischen Makrophagen nicht
mehr ausreichend efferozytiert. Es kommt zur sekundaren Nekrose mit Freisetzung inflammatorischen
Faktoren und folglich zur Bildung eines nekrotischen Kerns. Die Abbildung wurde entnommen aus
Tabas et al.®®.



1.4 Zielsetzung

ATX spielt eine wichtige Rolle bei der Entstehung von Herzkreislauferkrankungen?. Die
Freisetzung von ATX aus Endothelzellen férdert die Monozytenrekrutierung in den
subendothelialen Raum der Gefaltwand durch die Bildung von LPA aus LPC!%!, Dadurch hat
ATX einen direkten Einfluss auf die Atherosklerose. Die Rolle von ATX in Makrophagen in der
Atherogenese ist allerdings nicht bekannt.

Ziel dieser Arbeit ist es die Rolle von ATX in Makrophagen in der Entstehung der
Atherosklerose zu untersuchen. Anhand von Mausen, die einen zell-spezifischen Knock-out
des ATX Gens in myeloiden Zellen aufweisen, wird die Hypothese geprift, dass ATX in
Makrophagen, ahnlich wie in den Endothelzellen, eine proatherogene Wirkung hat. Dazu wird
die Plaqueausdehnung in den Aorten und den Aortenwurzeln von Mausen mit und ohne den
ATX Knock-out in myeloiden Zellen, nachdem diese fir drei und sechs Monate mit einer
cholesterinreichen Diat geflttert wurden, verglichen. Ein Nebenziel dieses Abschnittes der
Arbeit ist die Bestimmung des geeignetsten Normalisierungsfaktors fir die Bestimmung der

Plaquegrole in der Aortenwurzel.

Zweites Hauptziel dieser Arbeit ist zu untersuchen, ob ATX in Makrophagen an der Bildung
des nekrotischen Kerns beteiligt ist, da durch die zunehmende GréRe die atherosklerotische
Plaque geschwacht und instabil wird und es dadurch zu einer Plaqueablésung oder zu einer
Plagueruptur kommen kann3® und somit die Grofe klinisch relevant ist. Daflr wird die GroRRe
des nekrotischen Kerns in verschiedenen Zeitpunkten der Atherosklerose (nach drei und
sechs Monaten fettreicher Diat) analysiert. Es sollte die Hypothese Uberprift werden, dass

ATX in Makrophagen zu einer vermehrten Bildung des nekrotischen Kerns beitragt.

Drittens ist das Ziel dieser Arbeit mittels Immunfluoreszenz festzustellen, ob ATX in
Makrophagen eine Rolle in der Makrophagenrekrutierung spielt. Die Makrophagen spielen
namlich eine wichtige Rolle in der Bildung des nekrotischen Kerns, da sie meist wegen der
Uberladung mit Lipiden absterben*® und danach nicht abgeraumt werden®®. Die Makrophagen
spielen aber auch allgemein eine entscheidende Rolle in der Pathogenese der

Atherosklerose3843,

Viertens werden die Ursachen flr die Entstehung des nekrotischen Kerns untersucht. Als
Hypothese wird, als Hauptursache der vermehrten Bildung des nekrotischen Kerns, eine
erhohte Rate der Apoptose- und defektiven Efferozytoserate durch M-ATX gestellt. Ziel ist also

den Einfluss von ATX in Makrophagen auf die Apoptose- und Efferozytoserate in den



atherosklerotischen Lasionen zu untersuchen. Das wird mittels kombinierter Mac?2

Immunfluoreszenzfarbung mit TUNEL Assay geprift.

Finftes Ziel dieser Arbeit ist, die geschlechtsspezifische Wirkung von ATX in Makrophagen
auf das Korpergewicht, die Plaquebildung und die Bildung des nekrotischen Kerns zu
untersuchen, da in der Literatur geschlechtsspezifische Wirkungen von ATX beschrieben
wurden. Es wurde namlich gezeigt, dass sich die Plasma-ATX-Spiegel zwischen Frauen und

Mannern unterscheiden kdnnen®.

Durch die Erkenntnisse dieser Arbeit, sowie auch der weiteren wissenschaftlichen
Untersuchungen zum Thema der Rolle von ATX in der Atheroskleroseprogression, kdnnte
Uberlegt werden, ob die Therapie der Atherosklerose durch die ATX-Inhibitoren sinnvoll ware

und ob somit ein weiterer Ansatz zur Atherosklerosebehandlung bestehen wirde.



2 Material und Methoden

2.1 Gerate

Autoklav

Systec VX-95 (Systec GmbH, Wettenberg, Deutschland)

Gewebeeinbettautomat

Leica ASP200 S Vakuum-Gewebeinfiltrationsautomat

(Leica  Biosystems  Nussloch  GmbH, Nussloch,
Deutschland)
Mikroskope Leica DM6000B, Leica DM750 (beide von Leica

Microsystems, Wetzlar, Deutschland), Zeiss 47 30 11-9901
(Carl Zeiss, Oberkochen Deutschland)

Mikroskopkameras

Leica DFC295 und Leica DFC365FX (beide von Leica

Microsystems, Wetzlar, Deutschland)

Paraffinausgief3station

Leica EG 1160 Paraffinausgief3station (Leica Biosystems

Nussloch GmbH, Nussloch, Deutschland)

pH-Meter

WTW Labor-pH-Meters pH 526 (Xylem Analytics Germany
Sales GmbH & Co. KG, Weilheim, Deutschland)

Rotationsmikrotom

Leica RM2235 (Leica Biosystems Nussloch GmbH,

Nussloch, Deutschland)

Vortex Mixer

Vortex-Genie 2 (Scientific Industries, Inc., Bohemia, NY,
USA)

Waagen Sartorius CPA64 analytische Waage (Sartorius AG,
Géttingen, Deutschland; Wiegegenauigkeit: 0.1 mg),
Prazisionswaage EMB 6000-1, (KERN & SOHN GmbH,
Balingen, Deutschland; Wiegegenauigkeit: 0.1 g)

Warmeschrank Memmert U40 (Memmert GmbH + Co. KG, Schwabach,

Deutschland)

Wasseraufbereitungssystem

Milli-Q-Integral Darmstadt,

Deutschland)

3/5/10/15 (Merck-Millipore,

Paraffin-Streckbad

Paraffinstreckbad Typ 1052 (GFL Gesellschaft fur

Labortechnik mbH, Burgwedel, Deutschland)

Zentrifuge

Eppendorf 5415C (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)
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2.2 Software

Mikroskop Software Leica Application Suite (LAS) AF, Version V4.13.0,

LAS X, Version 3.6.0.20104 (Leica Microsystems, Wetzlar,
Deutschland)

Bildanalysesoftware ImageJ, https://imagej.nih.gov/ij/

Bilderbearbeitungsprogramm | Adobe Photoshop CS6 (Adobe Systems Software Dublin,

Irland

Statistiksoftware Prism 7 (GraphPad, San Diego, CA, USA)

2.3 Chemikalien

Vectashield® Eindeckmittel mit DAPI (Vector Laboratories, INC., Burlingame, CA, USA)
Paraformaldehyd (PFA) (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)

Phosphate buffered saline (PBS) Pulver (Biochrom AG, Berlin, Deutschland)
Tween® 20 (Merck Millipore, Schwalbach, Deutschland)

Vitro Clud® Eindeckmedium (R. Langenbrinck, Emmendingen, Deutschland)
Ethanol Absolut (Sigma-Aldrich-Merck, Steinheim, Deutschland)

Xylol (Fisher Chemical, Schwerte, Deutschland)

Natriumcitrat (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Deutschland)

Zitronensaure (Merck Millipore, Schwalbach, Deutschland)

Oil-Red-O Pulver (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Deutschland)

Isopropanol 100% (aus der Apotheke)

Salzsaure, HCI (aus der Apotheke)

Natrium Hydroxid, NaOH (Merck Millipore, Schwalbach, Deutschland)
Natrium Chlorid, NaCl (Merck Millipore, Schwalbach, Deutschland)
Glycerin-Gelatine (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Deutschland)

Vitro-Clud® (R. Langenbrinck GmbH, Emmendingen, Deutschland)
Vectashield® (Vector Laboratories, Peterborough, UK)

11



2.4 Antikorper

Tabelle 1: Primare Antikorper

Antikérper | Wirt Klonalitat Katalognummer | Firma Sonstiges
Mac2 Ratte | Monoklonal |/ / Uberstand der
(M3/38) Hybridomazelllinie
IgG Ratte | n. A. Sc-2026 Santa Cruz |/
Biotechnology,
CA, USA

Tabelle 2: Sekundarer Antikorper

Antigen Wirt Konjugation Katalognummer | Firma

Ratten-1gG Esel FITC 712-095-153 Jackson
ImmunoResearch,
Suffolk, UK

2.5 Losungen
Zur Vorbereitung aller Lésungen und Puffer wurde Reinwasser (Typ |) verwendet, dass durch

das Wasseraufbereitungssystem Milli-Q-Integral 3/5/10/15 generiert wurde.

Citrat-Puffer:

Die Herstellung des Citrat-Puffers erfolgte durch das Zusammenmischen von Aqua dest. (630
ml), Lésung A (12,6 ml), Lésung B (57,4 ml) und Tween 20 (350 ul, pH 6,0). Zur Herstellung
der Lésung A wurde Zitronensaure (2,101 g) in Aqua dest. (100 ml) aufgeldst. Zur Herstellung
der Lésung B wurde Natriumcitrat (14,70 g) in Aqua dest. (500 ml) aufgeldst.

4% Paraformaldehyd (PFA):

Zur Herstellung der 4%-igen PFA-L6sung wurde zunachst 16 g PFA in 184 ml Reinwasser
gegeben. Die Auflésung von PFA erfolgte unter Zugabe von NaOH (10 M, 5 ml) wahrend des
Erhitzens der Losung auf 100°C. Der pH-Wert wurde auf 7,4-8,0 durch die Gabe von 25% HCI
eingestellt. AnschlieBend wurde dasselbe Volumen von 2xPBS hinzugeflgt und die Lésung
wurde durch ein Filterpapier (Dicke 0.20 mm, @ 270mm, Macherey-Nagel GmbH & Co. KG,
Duiren, Deutschland) filtriert. Der pH-Wert wurde schlieBlich auf 7,4-8,0 eingestellt.
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20xKochsalz-Natriumcitrat (SSC) — Puffer:
Der 20xKochsalz-Natriumcitrat (SSC) — Puffer wurde durch die Aufldésung von Natriumcitrat

(0,3 M, pH 7,0) in NaCl (3 M) hergestelit.

Oil-Red-O-Stammlésung (0,5%-ig):
Zur Herstellung von Oil-Red-O-Stammldésung wurde Oil-Red-O Pulver (1 g; Sigma-Aldrich) in
99%-igem Isopropanol (200 ml) (2-Propanol) aufgeldst.

Oil-Red-O-Arbeitslésung:
Die Herstellung der Oil-Red-O-Arbeitslésung erfolgte durch Zugabe von 120 ml Reinwasser
zu 160 ml der Stammlésung. Nach 1 h auf Raumtemperatur wurde die Arbeitslésung durch ein

Filterpapier filtriert.

Glycerin-Gelatine-Sol
Zum Eindecken von Oil-Red-O gefarbten Gewebe wurde Glycerin/Gelatine-Sol vorbereitet,

wobei 2 ml Sol in 7 ml Aqua dest. vermischt wurde.

2.6 Verwendete Kits
Elastika-van-Gieson-Farbekit (baacklab, Schwerin, Deutschland)
o Weigert Stammlésung A (#10225A.01000)
e Weigert Stammldsung B (#10225B.01000)
e Resorcin-Fuchsin und Van-Gieson Pikrofuchsin-Lésung (#12739)
o 1%ige Salzsaure-Alkohol (#10372.01000)

In situ Cell Death Detection Kit, TMR red (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland)
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2.7 Mauselinien

Fir die Untersuchungen des Einflusses des Makrophagen-ATX auf die
Atheroskleroseprogression wurden Apoe~-LysMCre*ATX"oox (M-ATX~~ Mause) und Apoe™
LysMCre*ATX*"* (M-ATX** Mause) Mause verwendet. Um M-ATX~Mause mit einem
Zellspezifischen Knockout des ATX Gens in myeloiden Zellen zu bekommen, wurden die
Apoe™~ Mause mit ATX gefloxten Mausen (ATX"*MX) via LysMCre-Rekombinase gekreuzt.
Die Wildtyp-Mause (M-ATX**) wurden durch die Kreuzung der Apoe™ Ma&use mit den
LysMCre*ATX** Mausen erhalten. Die ATX"ox Mause wurden von Dr. Vasilis Aidinis
(Alexander Fleming Biomedical Sciences Research Center, Griechenland) zur Verfigung
gestellt?%°, Die LysMCre* und Apoe~~ wurden bei Jackson Laboratory (Jackson Laboratory,
Bar Harbor, ME, USA) gekauft. Die fettreiche Spezialdiat enthielt 21% Fett, 19,5% Casein
und 0,15% Cholesterol (ssniff, Soest, Deutschland) und wurde fir drei bzw. sechs Monate
verabreicht. Das Alter der Mause bei Beginn der FlUtterung mit der Spezialdiat war zwischen
acht und zehn Wochen. Die Versuche mit den lebenden Mausen wurden von Frau Dr.

Karshovska durchgefihrt.

2.8 Tierhaltung und Mausezucht

Die Mause wurden in isoliert ventilierten Kafigen, jeweils vier Mause pro K&fig, in der Zentralen
Versuchstierhaltung (ZVH) des Klinikums der Universitdt Minchen (KUM) bei einem 12-
stiindigem Tag-Nacht-Rhythmus gehalten und hatten freien Zugang zu Wasser und Nahrung.
Das Tierversuchsvorhaben wurde von der Regierung von Oberbayern gemal § 8 des
deutschen Tierschutzgesetzes genehmigt (55.2-1-54-2532-122-2015).

2.9 Wiegen der Mause und Gewebeentnahme

Die Mause wurden am Ende der Diatperiode durch Frau Dr. Karshovska und Frau Rokia
Mohibullah gewogen. AnschlieRend wurde das Gewebe ebenfalls durch Dr. Karshovska
entnommen. Vor Gewebeentnahme wurden die Mause nach drei bzw. sechs Monaten
Fatterung mit fettreicher Diat mit Ketamin (80 mg/kg) und Xylazin (5 mg/kg) anasthesiert. Die
Herzen samt Aorten (von Aortenbogen bis zur iliakalen Aortenbifurkation) wurden entnommen

und anschliel3end Uber Nacht in 4%igem PFA fixiert.
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2.10 Paraffineinbettung und Schnittpraparation mit dem Mikrotom
Am nachsten Tag wurden die Praparate durch Dr. Karshovska ins 70%ige Ethanol tUberflihrt
und danach in einem Einbettautomaten (Leica ASP200 S) entsprechend dem folgenden

Protokoll in Paraffin eingebettet:

1. 70%iges Ethanol 60 min bei 20°C
2. 80%iges Ethanol 60 min bei 20°C
3. 96%iges Ethanol 30 min bei 20°C
4. 96%iges Ethanol 30 min bei 20°C
5. 100%iges Ethanol 30 min bei 20°C
6. 100%iges Ethanol 30 min bei 20°C
7. Xylol 30 min bei 45°C
8. Xylol 30 min bei 45°C
9. Paraffin 30 min bei 62°C
10. Paraffin 30 min bei 62°C
11. Paraffin Uber Nacht bei 62°C

Jede Gewebeprobe wurde anschlielend in je eine Metallform mit flissigem Paraffin
eingegossen und das Paraffin bei —5°C gehartet (Leica EG 1160 ParaffinausgieRstation, Leica
Biosystems). Mittels einem Rotationsmikrotom wurden von den Paraffinblécken 5 um dicke
Serienschnitte (etwa 80-100 Schnitte pro Block) ab Beginn der Aortenklappen gesammelt. Es
wurden jeweils zwei Schnitte der Aortenwurzel auf einen Objekttrager (Superfrost plus glass

slides, Thermo Fisher Scientific) aufgetragen.

2.11 Histologie und Immunfluoreszenz

2.11.1 Elastika-van-Gieson-Farbung (EVG)
Fir die die Analyse der Aortenwurzelmorphologie, der Plaquegrdfle und der GroRe des

nekrotischen Kernes wurden pro Maus drei bis finf Schnitte der Aortenwurzel in ca. 100 ym
Abstanden mit EvG-Farbung gefarbt. Dazu wurde das Gewebe erst entparaffiniert und

gewassert (Tabelle 3).
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Tabelle 3: Entparaffinieren und rehydrieren.

Schritt | Losung Zeit

1. Xylol 10 min
2. Xylol 10 min
3. 100%iges Ethanol 5 min
4, 100%iges Ethanol 5 min
5. 96%iges Ethanol 5 min
6. 70%iges Ethanol 5 min

Danach wurden die Gewebeschnitte fur 20 min in die Resorcin-Fuchsin-Losung eingetaucht,
um die elastischen Fasern zu farben, und anschliellend unter flieRendem Leitungswasser fur
eine Minute gespult. Um die Zellkerne anzufarben, wurden die Objekttrdger dann 15 min in
Weigerts Eisenhamatoxylin-Lésung (bestehend aus der Weigert Stammlésung A und der
Weigert Stammlésung B im Verhaltnis 1:1) inkubiert. Die Gewebeschnitte wurden
anschlieRend fur 10 min unter flieRendem Wasser gewaschen. Zur besseren Differenzierung
der Farbung wurden die Objekttrager fir 5-10 s in 1%ige Salzsaure-Alkohol (1%iges HCI in
70%iges Ethanol) eingetaucht und anschlielend flir 5 s im Leitungswasser gewaschen.
Danach wurden die Gewebeschnitte fir 1 min in die van-Gieson-Pikrofuchsin-Lésung
eingetaucht, um das Kollagen anzufarben, und wieder mit dem Leitungswasser gewaschen.
Zur Dehydration wurden die Gewebeschnitte zweimal fir jeweils 2 min in Isopropanol und
jeweils zweimal flr 5 min in Xylol eingetaucht. Als letztes wurden die Gewebeschnitte mit
einem wasserunldslichem Einschlussmedium (Vitro Clud®, R. Langenbrinck GmbH,
Emmendingen, Deutschland) und einem Deckglas eingedeckt. Die EvG-Farbung wurde zum
Teil von Frau Lourdes Ruiz-Heinrich (MTA) durchgeflhrt.

Die EvG-Farbung farbt die Zellkerne braun bis schwarz, die elastischen Fasern schwarzviolett,
das Kollagen bzw. das Bindegewebe rot und das Zytoplasma gelb bis hellbraun.

Nach der Farbung wurden Bilder mit einem Durchlichtmikroskop (Leica DM6000B, Leica
Microsystems) und einer digitalen Kamera (Leica DFC295) in 5- und 10-facher Vergréf3erung

aufgenommen.

Die Auswertung der mikroskopischen Bilder erfolgte mithilfe einer Bildanalyse-Software
(ImageJ, https://imagej.nih.gov/ij/). Dabei wurden zur Bestimmung der
Atheroskleroseausdehnung die Plaqueflache sowie die Flache und der Perimeter der

Aortenwurzel (Abbildung 5) gemessen. Die Skalierung fur die Messung der Flachen und
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Perimeter erfolgte durch ImageJ Software. Die Distanz, die in ImageJ Software in Pixel
gemessen wurde, wurde mit der bekannten Lange in um, die automatisch durch das LAS AF
Software skaliert wurde, geteilt, um so die Skalierung in um zu bekommen. Als Plaque wurde
die Ablagerung zwischen dem GefalRlumen und der Membrana elastica interna jeweils in
einem Sinus aortae definiert (Abbildung 5B). Die Aortenwurzelbegrenzung wurde durch die
Membrana elastica interna definiert (Abbildung 5A). Aus der Analyse der drei bis flnf
Gewebeschnitte pro Maus wurde ein Mittelwert berechnet und als gemeinsamer Wert in den
Graphen als Plaqueflache pro Klappe, Plaqueflache als Prozent der Aortenwurzelflache und
als Verhaltnis zwischen Plaqueflache und Perimeter der Aortenwurzel dargestellt. In die
Auswertung wurden nur Schnitte aufgenommen, in denen alle drei Klappen in ungefahr

gleicher Ausdehnung zu sehen waren.

Abbildung 5: Auswertung der Plagueausdehnung. (A) Beispiel fir die Messung der

Aortenwurzelflache bzw. des Aortenwurzelperimeters (schwarze Linie). (B) Beispiel fiir die Messung der

Plaqueflache (schwarze Linie).
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In den mit der EvG-Farbung gefarbten Gewebeschnitten wurde auch die Analyse des
nekrotischen Kerns durchgefiihrt. Zum nekrotischen Kern wurden azellulare Areale und
Cholesterinkristallliicken gezahlt (Abbildung 6). Die Quantifizierung des nekrotischen Kerns
erfolgte in denselben Schnitten in denen auch die PlaquegréRe bestimmt wurde. Die Flache
des nekrotischen Kerns wurde mittels ImageJ Software gemessen und als absolute Flache

dargestellt oder als prozentualer Anteil an der gesamten Plaqueflache berechnet.

Abbildung 6: Auswertung des nekrotischen Kerns. Beispiel fir die Messung des nekrotischen Kerns

in einer atherosklerotischen Plaque (schwarz umrandete Areale).
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2.11.2 Oil-Red-O (ORO) Farbung

Nach Aortenenthnahme wurde das Aortenlumen erdffnet und die gesamte Aorta mit der
Innenseite nach oben en face mit Nadeln auf einem gummierten Objekitrager aufgespannt.
Die Aorten wurden in Petrischalen mit 4%igem PFA Uber Nacht inkubiert. Am nachsten Tag
wurde die Adventitia entfernt und die ORO-Farbung durchgeflihrt. Dazu wurden als erstes die
Stammldsung und die Arbeitsldsung vorbereitet (Abschnitt 2.5). Die Aorten wurden zuerst fur
5 min in PBS gewaschen und danach zehnmal in 60%igem Isopropanol eingetaucht.
AnschlieBend wurden sie fur 15 min in der ORO-Arbeitsldsung inkubiert und erneut zehnmal
in 60%igem Isopropanol eingetaucht. Nach der Farbung wurde das Gewebe flr 5 min unter
flieRendem Leitungswasser gewaschen und mittels eines Glycerin-Gelatine-Sols eingedeckt.
Die ORO Farbung wurde zum Teil auch von Frau Rokia Mohibullah durchgefuhrt. Es wurde
einen bis drei Tage gewartet damit sich die rote Farbe der ORO-Farbung in den Arealen mit
Lipideinlagerung entwickeln konnte bevor mikroskopische Bilder von den Aortenpraparaten
mit einem Durchlichtmikroskop (DM6000B) und einer digitalen Kamera (DFC295)
aufgenommen wurden. Die Bilder wurden mit der 2,5-fachen Vergrof3erung aufgenommen und
danach mit Hilfe eines Bilderbearbeitungsprogramms (Adobe Photoshop CS6)

zusammengefugt.

Die Auswertung der ORO-Farbung erfolgte mit der ImageJ Software. Dabei wurden die
Flachen der entnommenen Aorten und die mit ORO gefarbten Flachen gemessen (Abbildung
7B). Die Aorten wurden in drei Bereiche geteilt — in den Aortenbogen, den thorakalen und den
abdominalen Teil der Aorta (Abbildung 7A), um beurteilen zu kdnnen, wo die Lasionen
pradisponiert sind und ob genotypspezifische Unterschiede in der Lokalisation bestehen. Der
Aortenbogen reichte vom Aortenausgang aus dem Herzen bis zum Ende des Bogens. Bei den
aufgenommenen Bildern wurde das Ende des Aortenbogens leicht unterhalb von der durch
das Schneiden vom Aortenbogen verursachte ,Bifurkation“ definiert (Abbildung 7A — der
oberste Abschnitt). Der thorakale Teil wurde als Flache zwischen dem Ende des Aortenbogens
und dem Nierenarterienabgang markiert (Abbildung 7A — der mittlere Abschnitt). Falls die
Nierenarterien durch die Praparation nicht erhalten waren, wurde als Ubergang zwischen dem
thorakalen und dem abdominalen Abschnitt der Bereich der Aorta genommen, bei dem die
Aorta schmaler wurde (Abbildung 7A). Der Abschnitt der Aorta zwischen dem thorakalen Teil
und der iliakalen Bifurkation wurde als abdominaler Teil definiert (Abbildung 7A — der untere
Abschnitt).
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Abbildung 7: Auswertung der Plaque- und Aortenfliche. (A) Beispiel fir die Messung der
Aortenflache und Beispiel der Teilung der Aorta auf den Aortenbogen (oben), den thorakalen (Mitte) und

den abdominalen Teil (unten). Pfeil: ,Bifurkation® (B) Beispiel fir die Messung der Plaqueablagerungen
in der Aorta.
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2.11.3 Kombinierte Mac2 Immunfluoreszenzfarbung und TUNEL Assay

Um den Makrophagenanteil in den Plagues sowie die Apoptose und die Efferozytose der
Makrophagen zu beurteilen, wurde eine kombinierte Mac2 Immunfluoreszenzfarbung mit dem
TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP Nick-End Labeling) Assay durchgefihrt.
Pro Maus wurden drei bis vier histologische Schnitte ausgesucht (Distanz zwischen den
Schnitten: 50-100 um) und gefarbt. Die Schnitte wurden dazu entparaffiniert und rehydriert
(Tabelle 3). Nach einer absteigenden Alkoholreihe wurden die Schnitte fir 5 min in PBS
gewaschen. Zur Antigendemaskierung wurden sie zweimal fur 10 min im Citratpuffer mit den
Detergenzien (630 ml Aqua dest. + 57,4 ml Lésung B + 12,6 ml Loésung A + 350 pl Tween20)
in einer Mikrowelle gekocht. Nach dem Abklhlen wurden die Schnitte in PBS gegeben. Zuerst
wurde der TUNEL Assay (In Situ Cell Death Detction Kit, TMR Red, Roche) durchgefuhrt.
Dazu wurde die ,Enzyme Solution® in die ,Label Solution“ im Verhaltnis 1:10 pipettiert und den
positiven Kontrollen dazugegeben. Da auf dem Objekttrager jeweils zwei histologische
Schnitte vorhanden waren, wurde eins davon immer als positive Kontrolle (mit dem TUNEL
Assay und Mac2 Antikérper) und das andere als negative Kontrolle genommen. Als negative
Kontrolle wurde PBS verwendet. Die Gewebeschnitte wurden anschlieRend fir 15 min in dem
Warmeschrank (Memmert U40, Memmert GmbH + Co. KG, Schwabach, Deutschland) bei
37°C inkubiert und danach dreimal mit PBS gewaschen. Die unspezifischen
Antikérperbindungsstellen wurden mit einem 10%igem Eselserum 30 min blockiert. Nach der
Entfernung des Serums wurde der Mac2 Antikérper — unverdiinnte Uberstinde der
Hybridomazelllinie TIB-166 (ATCC) — auf die positiven Kontrollen gegeben. Die Isotyp- bzw.
die negative Kontrolle erfolgte mittels Ratten-1gG (sc-2026, 400 ug/ml), das im Verhaltnis 1:160
mit PBS verdinnt wurde und 0,1%iges Eselserum enthielt. Die Schnitte wurden Uber Nacht
bei 4°C inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Schnitte dreimal in PBS gewaschen und mit
einem sekundaren, FITC-konjugierten Antikorper gegen Ratten IgG (712-095-153, 1,5 mg/ml,
1:300 mit PBS) fur 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem Waschen mit PBS
wurden die Praparate mit dem Eindeckmedium, das 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)
enthalt (VECTASHIELD®, Vector Laboratories, Peterborough, UK), eingedeckt. Mit Hilfe eines
Fluoreszenzmikroskops (Leica DM6000B, Leica Microsystems) und einer digitalen
Farbkamera (Leica DFC365FX) wurden digitale Bilder aufgenommen und anschlieRend mit
der ImageJ Software ausgewertet.

Es wurden alle Zellen in der Plaque sowie die Anzahl der Makrophagen gezahlt, um den
Makrophagengehalt beurteilen zu kénnen. Fir die Analyse der Apoptose und der Efferozytose
wurden zusétzlich die TUNEL-positiven Signale gezahlt. Dabei wurden drei verschiedene
Zellarten gezahlt: Erstens die apoptotischen Makrophagen mit TUNEL-positivem Nukleus
(DAPI*Mac2*TUNEL") (Abbildung 8A), zweitens die phagozytierten apoptotischen Zellen mit
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einer TUNEL Farbung im Makrophagenzytoplasma (DAPI"Mac2*TUNEL*) (Abbildung 8B) und
drittens die nicht-phagozytierten apoptotischen Zellen mit einer TUNEL Farbung in einem
Zellkern aullerhalb von Makrophagen (DAPI*Mac2-TUNEL") (Abbildung 8C). Die Apoptose
wurde ausgedrickt als prozentualer Anteil der apoptotischen Makrophagen mit TUNEL-
positivem Nukleus (DAPI"Mac2*TUNEL") an der Gesamtzahl an Makrophagen in der Plaque.
Fiur die Efferozytose wurde einerseits der Anteil der phagozytierten apoptotischen Zellen
(DAPI"Mac2*TUNEL") an der Gesamtzahl an Makrophagen analysiert und andererseits das
Verhaltnis zwischen den nicht-phagozytierten apoptotischen Zellen (DAPI*Mac2-TUNEL") und
den apoptotischen Makrophagen (DAPI*"Mac2*TUNEL") bestimmt®®,

Abbildung 8: (A) Beispiel fur den apoptotischen Makrophagen mit TUNEL Farbung im Zellkern

(DAPI*Mac2*Tunel*). (B) Beispiel fir phagozytierte apoptotischen Zellen mit TUNEL Farbung im
Makrophagenzytoplasma (DAPI-Mac2*TUNELY). (C) Beispiel fur nicht-phagozytierte apoptotische Zelle
mit einer TUNEL Farbung in einem Zellkern auflerhalb von Makrophagen (DAPI*Mac2-TUNEL").
MafRstabe: 70 pm.
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2.12 Statistische Analyse

Die statistische Analyse wurde mittels einer Statistiksoftware (Prism 7, GraphPad)
durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind als Mittelwert + SEM ausgedrickt. Bei den Experimenten
mit zwei voneinander unabhangigen Gruppen wurden die Unterschiede mittels dem t-Test
nach Student analysiert. Die Korrelationen wurden mittels Pearson-Korrelation bestimmt. Als
signifikant wurden die Werte mit p<0,05 angesehen. Manche Mause bzw. Schnitte wurden aus
technischen Grinden aus der Auswertung ausgeschlossen — beispielsweise wegen gefalteten

oder zerrissenen Praparaten, oder weil das Gewebe schrag im Mikrotom geschnitten wurde.
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3 Ergebnisse

3.1 Einfluss der ATX Expression in Makrophagen auf das Kérpergewicht

Um herauszufinden, ob die ATX Expression in Makrophagen das Kérpergewicht der Mause
beeinflusst, wurde das Mausgewicht am Ende der Diatperiode bestimmt und zwischen den M-
ATX** und M-ATX"~ Mausen verglichen. Nach einer dreimonatigen fettreichen Diat konnten
unabhangig vom Geschlecht keine Unterschiede im Korpergewicht zwischen den M-ATX**
und M-ATX~~ Mausen beobachtet werden (Abbildung 9A und B). Wahrend bei den weiblichen
Mausen der Knockout von ATX in Makrophagen zu einem héheren Korpergewicht nach sechs
Monaten im Vergleich zu den Kontrollmausen fihrte (Abbildung 9A), konnte bei den
mannlichen Mausen zu diesem Zeitpunkt kein Effekt der ATX Expression in Makrophagen auf
das Koérpergewicht festgestellt werden (Abbildung 9B). Erwartungsgemaf war sowohl bei den
weiblichen M-ATX** als auch bei den weiblichen M-ATX~~ Mausen das Korpergewicht nach
der sechsmonatigen Diat héher als nach der dreimonatigen Diat (Abbildung 9A). Auch bei den
mannlichen M-ATX”7~ Mausen war das Korpergewicht nach der sechsmonatigen Diét
angestiegen im Vergleich zur dreimonatigen Diat (Abbildung 9B). Dagegen war das
Korpergewicht bei den mannlichen M-ATX** Mausen zwischen der drei- und sechsmonatigen
Diat nicht signifikant verschieden (Abbildung 9B). Dies kénnte mit der geringen Gruppengrélie

bei den mannlichen M-ATX** Mausen zusammenhangen.
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Abbildung 9: Einfluss von ATX in Makrophagen auf das Korpergewicht. Korpergewicht der
weiblichen (A, n=5-8 Mause pro Gruppe) und mannlichen (B, n=3-8 Mause pro Gruppe) M-ATX** und
M-ATX-- Mause nach drei und sechs Monaten fettreicher Diat. *p<0,05 und **p<0,01 mit t-Test.
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3.2 ATX Expression in Makrophagen und die Morphometrie der Aortenwurzel
Um die PlaquegrofRe in der Aortenwurzel zwischen beiden Geschlechtern und im Zeitverlauf
vergleichbar zu machen, kann neben der absoluten Plaquegréf3e auch eine Normalisierung
auf den Perimeter der Aortenwurzel oder auf die Aortenwurzelflache in den histologischen
Schnitten vorgenommen werden. Es ist allerdings generell nicht klar, welche Messparameter
und welche Normalisierung am besten geeignet ist. Ferner besteht auch die Moglichkeit, dass
der Perimeter oder die Flache der Aortenwurzel durch den Knockout von ATX in Makrophagen

beeinflusst werden.

3.2.1 ATX Expression in Makrophagen und der Aortenwurzelperimeter

Zunachst sollte beurteilt werden, ob das Aortenwurzelperimeter zur Normalisierung der
Plagueflache bei Mausen unterschiedlichen Alters geeignet ist. Das Perimeter der
Aortenwurzel war sowohl in weiblichen M-ATX** als auch in weiblichen M-ATX~~ M&usen nach
sechs Monaten groRer als nach drei Monaten fettreicher Diat (Abbildung 10A). In den
mannlichen M-ATX~~ Mausen war das Perimeter nach sechs Monaten Diat ebenfalls groRer
als nach drei Monaten Diat (Abbildung 10B). Das Aortenwurzelperimeter in den mannlichen
M-ATX** war tendenziell ebenfalls nach sechs Monaten Diat gréRer als nach drei Monaten
Diat (Abbildung 10B). Dieser Unterschied war aber nicht statistisch signifikant, moglicherweise
aufgrund der kleinen Gruppengrofle. Der Knockout von ATX in Makrophagen hatte
unabhangig vom Geschlecht und der Dauer der fettreichen Diat, keinen Einfluss auf das

Aortenwurzelperimeter (Abbildung 10A und B).
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Abbildung 10: Einfluss der ATX Expression in Makrophagen auf das Perimeter der Aortenwurzel.
Perimeter der Aortenwurzel in weiblichen (A, n=5-8) und mannlichen (B, n=3-8) M-ATX**und M-ATX-

=Mausen nach drei und sechs Monaten fettreicher Diat. *p<0,05 und ****p<0,0001. ns = nicht signifikant.

Zusatzlich wurde untersucht, ob eine Beziehung zwischen Aortenwurzelperimeter und
Korpergewicht besteht. Es zeigte sich nach drei Monaten fettreicher Diat weder bei M-ATX**
(Abb. 11A) noch bei M-ATX~ Mausen (Abb. 11B) eine Korrelation zwischen dem
Aortenwurzelperimeter und dem Kdérpergewicht. Nach der sechsmonatigen Diat war auch bei
den M-ATX** Mausen keine Beziehung zwischen den beiden Parametern zu erkennen (Abb.
11C). Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass das Perimeter der Aortenwurzel und damit
die GroRRe der Aortenwurzel mit dem Alter der Mause unabhangig vom Koérpergewicht
zunimmt. Im Unterschied dazu war bei den M-ATX"~ M&usen eine geringe positive Korrelation
zwischen Korpergewicht und Perimeter festzustellen (Abb. 11D). Dieser Befund kdnnte damit
zusammenhangen, dass das Gewicht bei weiblichen M-ATX7~ Mausen nach der
sechsmonatigen Diat deutlicher angestiegen war und dadurch besser mit dem altersabhangig
vergroRerten Aortenwurzelperimeter korreliert. Ein kausaler Zusammenhang zwischen ATX in
Makrophagen und der Beziehung von Aortenwurzelperimeter und Korpergewicht scheint
unwahrscheinlich.

26



>
w

40 40
°
e® o 9
2 304 g 2 30 ® o
— ° .._. L
< P L] = [ 4
‘E’ e o o o g ]
o 204 ~ % 20- °®
= =2
[)] )]
2 B2
S 104 Pearsonr=-0.3302 S 10 Pearsonr =-0.2896
p =0.2945 p=0.3373
0 1 I 1 1 1 O 1 1 1 1 I 1
40 45 50 55 6.0 65 35 4.0 45 50 55 6.0 6.5
Aortenwurzelperimeter (mm) Aortenwurzelperimeter (mm)
D
¢ 50~ 50 -
L]
® P g0
S 40 . B 40- o .‘ o
5 30 ’ 5 a0
3 . 2 ¢ *
[0) : ° [
()] (=]
5 20 T 20+
e 2
& 1094 Pearsonr=0.3099 & o Pearsonr=0.5546
p =0.4550 p =0.03957
0 1 I 1 1 0 I 1 1 1
5 6 7 8 9 5 6 7 8 9
Aortenwurzelperimeter (mm) Aortenwurzelperimeter (mm)

Abbildung 11: Einfluss der ATX Expression in Makrophagen auf die Beziehung zwischen
Perimeter der Aortenwurzel und Korpergewicht. (A und B) Korrelation zwischen
Aortenwurzelperimeter und Kérpergewicht in M-ATX** (A) und M-ATX~- Mausen (B) nach drei Monaten
fettreicher Diat. (C und D) Korrelation zwischen Aortenwurzelperimeter und Korpergewicht in M-ATX**
(C) und M-ATX-- Mausen (D) nach sechs Monaten fettreicher Diat. Rot = weibliche Mause; Blau =

mannliche Mause.

27



3.2.2 Einfluss der ATX Expression in Makrophagen auf die Beziehung zwischen
Aortenwurzelflache und Aortenwurzelperimeter

Ferner wurden die Flache und das Perimeter der Aortenwurzel korreliert, um einen Hinweis zu
erhalten, ob einer der beiden Parameter flr die Normalisierung der Plaqueflache besser
geeignet ist. Grundsatzlich gingen wir davon aus, dass beide Gréfen in einem direkten
Zusammenhang stehen und Abweichung von diesem Zusammenhang auf ein technisch
bedingtes Artefakt bei der Praparation der Aortenwurzel fur die Anfertigung der histologischen
Schnitte zurlckzufihren sein kdnnte. Nach drei Monaten fettreicher Diat korrelierte das
Aortenwurzelperimeter mit der Aortenwurzelflache in M-ATX** Mausen (Abbildung 12A), aber
nicht in M-ATX” Mausen (Abbildung 12B). Nach sechs Monaten fettreicher Diat stieg das
Perimeter mit der Flache der Aortenwurzel in beiden Gruppen signifikant an, wobei der
Zusammenhang in M-ATX** Mausen (Abbildung 12C) etwas deutlicher zu sein scheint als in
M-ATX’ Mausen (Abbildung 12D).
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Abbildung 12: Einfluss der ATX Expression in Makrophagen auf den Zusammenhang zwischen
Perimeter und Flache der Aortenwurzelflache. (A und B) Korrelation zwischen Perimeter und Flache
der Aortenwurzel in M-ATX** (A) und M-ATX-- Mausen (B) nach drei Monaten fettreicher Diat. (C und
D) Korrelation zwischen Perimeter und Flache der Aortenwurzel in M-ATX** (C) und M-ATX-- Mausen

(D) nach sechs Monaten fettreicher Diat. Rot = weibliche Mause; Blau = mannliche Mause.
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3.3 Einfluss der Expression von ATX in Makrophagen auf die Atherosklerose

3.3.1 ATX Expression in Makrophagen beeinflusst die Bildung fortgeschrittener
Plaques in der Aortenwurzel
Ein zentrales Ziel dieser Arbeit ist die Rolle der ATX Expression in Makrophagen in der Bildung
von atherosklerotischen Plaques zu bestimmen. Deswegen wurde in weiblichen und
mannlichen M-ATX** und M-ATX”~ Mausen, die fur drei oder sechs Monate mit einer
fettreichen Diat gefittert worden waren, die Plaqueflachen in histologischen Schnitten der
Aortenwurzel ausgewertet. In weiblichen (Abbildung 13A, C) und mannlichen (Abbildung 13D)
Mausen zeigte sich, dass nach drei Monaten fettreicher Diat der Knockout von ATX in
Makrophagen keinen signifikanten Einfluss auf die mittlere absolute Plaqueflache hat. Nach
sechs Monaten war die Plaqueflache sowohl in weiblichen (Abbildung 13B, C) als auch in
mannlichen Mausen (Abbildung 13D) grof3er als nach einer dreimonatigen fettreichen Diat.
Erst im fortgeschrittenen Stadium der Atherosklerose, nach einer sechsmonatigen fettreichen
Diat, war die Plaqueflache in weiblichen M-ATX~~ Mausen geringer als in den Mausen der
Kontrollgruppe (Abbildung 13C). In den mannlichen Mausen war zwar durch den ATX

Knockout in Makrophagen die Plaqueflache tendenziell ebenfalls geringer als in der

Kontrollgruppe, allerdings war dieser Unterschiede nicht statistisch signifikant (Abbildung
13D).
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Abbildung 13. Rolle der Expression von ATX in Makrophagen auf die Plaquebildung in der
Aortenwurzel. Reprasentative Aufnahmen von EvG gefarbten histologischen Schnitten der
Aortenwurzel von weiblichen Mausen nach einer dreimonatigen (A) und sechsmonatigen (B) fettreicher
Diat. MaRstabe: 500 um. Mittlere absolute Plaqueflache in den Aortenwurzel in weiblichen (C) und
mannlichen (D) M-ATX** Mausen und M-ATX-- Mausen nach drei Monaten und sechs Monaten
fettreicher Diat. *p<0,05, ***p<0,001 und ****p<0,0001 mittels t-Test.
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Eine eindeutige Aussage zur Rolle von ATX in Makrophagen auf die Atherosklerose in
mannlichen Mausen ist aber leider nicht abschlieRend mdglich, da die Anzahl der Mause in
der Kontrollgruppe nicht ausreicht. Zusammenfassend lasst sich schlussfolgern, dass der
Knockout von ATX in Makrophagen in weiblichen Mausen die Progression der
fortgeschrittenen Atherosklerose verringert. Wahrend bei mannlichen Mausen auch nach der
dreimonatigen fettreichen Diat eine protektive Rolle des Knockouts von ATX in Makrophagen
maoglich scheint, war bei weiblichen Mausen in diesem friiheren Stadium der Atherosklerose
kein Einfluss von ATX auf die Plaqueflache zu erkennen.

Zusatzlich wurde die Plaqueflache in diesen Mausen auf die Flache und den Perimeter
der Aortenwurzel normalisiert, um mdgliche Artefakte durch die Praparation des Gewebes zu
korrigieren. Die Normalisierung auf die Aortenwurzelflache ergab bei den weiblichen Mausen
weder einen Unterschied in der Plaqueflache zwischen drei- und sechsmonaten fettreicher
Diat noch zwischen M-ATX** und M-ATX”~ Mausen (Abbildung 14A). Bei den mannlichen
Mausen war nach der Normalisierung auf die Aortenwurzelflache die Plaqueflachen in M-ATX"™
=Mausen tendenziell vermindert gegeniiber den M-ATX** Mausen (Abbildung 14B). Dagegen
war aber nur in den mannlichen M-ATX- Mausen die Plaqueflache nach der sechsmonatigen
fettreichen Diat grofRer als nach der dreimonatigen fettreichen Diat (Abbildung 14B). Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Normalisierung auf die Aortenwurzelflache kein
geeignetes Verfahren ist, weil dadurch selbst die eindeutigen Unterscheide zwischen der
Plaguegrolie nach drei- und sechsmonatiger fettreicher Diat nicht mehr erkennbar waren.

Dagegen ergab die Normalisierung auf den Aortenwurzelperimeter ahnliche Ergebnisse
wie die Bestimmung der absoluten Plaqueflache. Die Plaqueflachen normalisiert auf den
Aortenwurzelperimeter waren sowohl in weiblichen als auch in mannlichen Mausen nach der
sechsmonatigen gréfRer als nach der dreimonatigen fettreichen Diat (Abbildung 14C, D).
Ferner war die Plaqueflache bezogen auf den Perimeter in weiblichen M-ATX~~ M&ausen nach
der sechsmonatigen fettreichen Diat gegenuber der Kontrollgruppe verringert (Abbildung 14C).
In den mannlichen Mausen zeigte sich sowohl nach drei als auch nach sechs Monaten eine
tendenziell verringerte Plaqueflache bezogen auf den Perimeter, ohne ein statistisch
signifikantes Niveau zu erreichen (Abbildung 14D). Méglicherweise ist dies auf eine zu geringe

Zahl an mannlichen Mausen in den Kontrollgruppen zurtckzufihren.
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Abbildung 14: Einfluss der Normalisierung der Plaqueflachen in der Aortenwurzel auf die Effekte
der ATX Expression in Makrophagen. Plagueflache bezogen auf die Aortenwurzelflache in weiblichen
(A) und mannlichen (B) M-ATX** Mausen und M-ATX-~ Mausen nach einer dreimonatigen und einer
sechsmonatigen fettreichen Diat. Plaqueflachen bezogen auf den Perimeter der Aortenwurzel in
weiblichen (C) und mannlichen (D) M-ATX** Mausen und M-ATX-- Mausen nach einer dreimonatigen

und einer sechsmonatigen fettreichen Diat. *p<0,05, **p<0,01 und ***p<0,001 mittels t-Test.
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3.3.2 Einfluss der ATX Expression in Makrophagen auf den Zusammenhang
zwischen Plaqueflache und Kérpergewicht

Als nachstes stellte sich die Frage, ob die Expression von ATX in Makrophagen den
Zusammenhang zwischen Kdrpergewicht und Atherosklerose beeinflusst. Diese Fragestellung
war relevant, weil bei weiblichen Mausen der Knockout von ATX in Makrophagen zu einem
erhdhten Koérpergewicht im Vergleich zu den Mausen der Kontrollgruppe nach einer
sechsmonatigen fettreichen Diat gefiihrt hatte (Abbildung 9A). Wahrend bei den M-ATX*"*
Mausen weder nach drei noch nach sechs Monaten eine Korrelation zwischen dem
Korpergewicht und der Plaqueflache festzustellen war (Abbildung 15A und B), zeigte sich bei
den M-ATX”~ Mausen nach einer dreimonatigen fettreichen Diat eine inverse Korrelation
beider Parameter (Abbildung 15A). Nach sechsmonatiger fettreicher Diat bestand bei den M-
ATX Mausen keine Korrelation mehr zwischen Korpergewicht und der Plaqueflache
(Abbildung 15B). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass durch den Knockout von ATX in
Makrophagen ein hoéheres Korpergewicht protektive Effekte auf frihere Stadien der
Atherosklerose haben konnte.
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Abbildung 15: Einfluss von ATX Expression in Makrophagen auf das Verhaltnis zwischen
Korpergewicht und Plaqueflache. Es wurde die Korrelation zwischen Kérpergewicht und der
Plagueflache in der gesamten Aortenwurzel in mannlichen (blau) und weiblichen (rot) M-ATX** und M-
ATX--Mausen nach drei Monaten (A, n=11-13 Mause pro Gruppe) und sechs Monaten (B, n=8-13

Mause pro Gruppe) einer fettreichen Diat nach Pearson berechnet.
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3.3.3 Kaorrelation zwischen dem Kdorpergewicht und der Aortenwurzelflache.
Zusatzlich wurde die Aortenwurzelflache mit dem Koérpergewicht der Mause korreliert, um zu
beurteilen, ob sich diese beiden ZielgréRen gegenseitig beeinflussen. Die Ergebnisse zeigen,
dass bei M-ATX** Mausen weder nach einer dreimonatigen noch nach einer sechsmonatigen
fettreichen Diat eine Korrelation zwischen Koérpergewicht und Aortenwurzelflache besteht
(Abbildung 16A und B). Im Unterschied fand sich bei den M-ATX~~ M&ausen nach dreimonatiger
fettreicher Diat eine negative Korrelation zwischen Koérpergewicht und Aortenwurzelflache,
allerdings war der Zusammenhang nicht sehr ausgepragt und erreichte gerade noch ein
statistisch signifikantes Niveau (Abbildung 16A). Nach der dreimonatigen fettreichen Diat
bestand dagegen keine Korrelation zwischen beiden Parametern in M-ATX”~ Mausen mehr
(Abbildung 16B).
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Abbildung 16: Einfluss von ATX Expression in Makrophagen auf das Verhialtnis zwischen
Koérpergewicht und Aortenwurzelflache. Es wurde die Korrelation zwischen Kdérpergewicht und der
Aortenwurzelflache in mannlichen (blau) und weiblichen (rot) M-ATX** und M-ATX-~ Mausen nach drei
Monaten (A, n=11-13 Mause pro Gruppe) und sechs Monaten (B, n=8-14 Mause pro Gruppe) einer

fettreichen Diat berechnet.
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3.3.4 Einfluss der ATX Expression in Makrophagen auf die Plaqueflache in der Aorta
Neben der Plaquebildung in den Aortenwurzeln wurde auch der Einfluss der ATX Expression
in Makrophagen auf die Plagueflache in der Aorta nach drei- und sechsmonatiger fettreicher
Diat untersucht (Abbildung 17). Dazu wurden die Lipidablagerung in en face praparierten
Aorten mit Oil-Red-O gefarbt. Die Oil-Red-O* Plaqueflache wurde ausgemessen und auf die

gesamte Aortenflache bezogen.
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Abbildung 17: Einfluss der ATX Expression in Makrophagen auf die Atherosklerose in der Aorta.
Plaueflach gefarbt mit Oil-Red O in der gesamten Aorta einer M-ATX** und einer M-ATX-~ Maus nach
drei Monaten (A) und nach sechs Monaten (B) der fettreichen Diat. Reprasentative Bilder von
mikroskopischen Aufnahmen sind dargestellt. Mal3stab: 1 mm. (C) Vergleich der Plaqueflachen (in
Prozent der Aortenflachen) zwischen weiblichen M-ATX** und M-ATX~- Mausen nach drei- (n=8 Mause
pro Gruppe) und nach sechsmonatiger Diat (h= 5—7 Mause pro Gruppe). (D) Vergleich der Plaqueflachen
(in Prozent der Aortenflachen) zwischen mannlichen M-ATX** und M-ATX-- Mausen nach drei- (n=3-8
Mause pro Gruppe) und nach sechsmonatiger Diat (n= 3—7 Mause pro Gruppe). *p<0,05, **p<0,01,
***n<(0,001 und ****p<0,0001 mittels t-Test. ns = nicht signifikant.

Die Ergebnisse zeigen nach dreimonatiger fettreicher Diat unabhangig vom Geschlecht keinen
Unterschied in der Plaqueflache zwischen M-ATX"* und M-ATX™~ Mausen (Abbildung 17A—
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D). Nach einer sechsmonatigen fettreichen Diat war die Plaqueflache sowohl in weiblichen wie
in mannlichen M-ATX** Mausen deutlich erhoht im Vergleich zu der dreimonatigen Diét
(Abbildung 17A-D). Obwohl die Plaqueflache nach sechsmonatiger Diat auch in weiblichen
und mannlichen M-ATX~ Mausen groRer war als nach einer dreimonatigen Diat (Abbildung
17), war sie signifikant geringer als in den jeweiligen M-ATX** Mausen (Abbildung 17). Diese
Ergebnisse bestatigen bei den weiblichen Mausen eine protektive Rolle des ATX Knockouts
auf die fortgeschrittene Atherosklerose. Ferner weisen die Daten darauf hin, dass auch bei
mannlichen Mausen der Knockout von ATX in Makrophagen die Progression der
Atherosklerose in der Aorta vermindert.

Ferner wurde der Einfluss der ATX Expression in Makrophagen auf die Atherosklerose
in drei verschiedenen Abschnitten der Aorta getrennt untersucht (Abbildung 18). Es zeigte
sich, dass unabhangig vom Geschlecht weder im Aortenbogen noch im thorakalen oder
abdominellen Teil der Aorta ein Unterschied in der Plaqueflache zwischen M-ATX** und M-
ATX™~ Mausen nach einer dreimonatigen fettreichen Diat bestand (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Regionale Effekte von ATX in Makrophagen auf die Atherosklerose in der Aorta
nach drei Monaten einer fettreichen Diat. (A) Vergleich der Plaqueflachen im Aortenbogen, in der
thorakalen und in der abdominellen Aorta bezogen auf die gesamte Aortenflache zwischen weiblichen
M-ATX** und M-ATX-- Mausen (n=8 Mause pro Gruppe). (B) Vergleich der Plaqueflachen im
Aortenbogen, in der thorakalen und in der abdominellen Aorta (bezogen auf die gesamte Aortenflache)
zwischen mannlichen M-ATX** und M-ATX-- Mausen (n=4-8 Mause pro Gruppe). Vergleich zwischen

beiden Gruppen mittels t-Test. ns=nicht signifikant.
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Im Unterschied zu der dreimonatigen Diat, zeigte sich nach der sechsmonatigen Diat im
Vergleich zu den M-ATX** Mausen eine verminderte Plaquebildung im Aortenbogen sowohl
in weiblichen (Abbildung 19A) als auch in mannlichen M-ATX~ Mausen (Abbildung 19B). Im
Unterschied zu den weiblichen M-ATX~~ Mausen war nach der sechsmonatigen Diat die
Plaqueflache in den mannlichen M-ATX~~ Mausen auch in der abdominellen Aorta geringer
als in den M-ATX** Mausen (Abbildung 19B). In der thorakalen Aorta war dagegen weder in
weiblichen noch in mannlichen Mausen ein Effekt des ATX Knockouts auf die Atherosklerose
festzustellen (Abbildung 19A und B).
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Abbildung 19: Regionale Effekte von ATX in Makrophagen auf die aortale Atherosklerose nach
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sechs Monaten fettreicher Diat. (A) Vergleich der Plaqueflachen im Aortenbogen, in der thorakalen
und in der abdominellen Aorta (bezogen auf die gesamte Aortenflache) zwischen weiblichen M-ATX**
und M-ATX-- Mausen (n=5-7 Mause pro Gruppe). (B) Vergleich der Plaqueflachen im Aortenbogen, in
der thorakalen und in der abdominellen Aorta (bezogen auf die gesamte Aortenflache) zwischen
mannlichen M-ATX** und M-ATX-~ Mausen (n=3-7 Mause pro Gruppe). Vergleich zwischen beiden

Gruppen mittels t-test. *p<0,05 mittels t-Test. ns=nicht signifikant.
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3.4 Einfluss der Expression von ATX in Makrophagen auf die

Plaguezusammensetzung
Nachdem die Wirkung von M-ATX auf die Atherosklerose analysiert wurde, stellte sich die
Frage, ob die beobachteten Unterschiede auf Veranderungen des nekrotischen Kerns oder

der zellularen Zusammensetzung der Plaques zurlickzuftihren sind.

3.4.1 Rolle der ATX Expression in Makrophagen auf den nekrotischen Kern

Von besonderen Interesse war die Analyse der Bildung des nekrotischen Kerns in der
atherosklerotischen Plaque, da die GroRe des nekrotische Kerns die Plaquestabilitat, und
damit das Risiko fir Plaqueruptur, Atherothrombose, Herzinfarkt oder Schlaganfall
beeinflusst'2%64°, Um den Effekt der ATX Expression in Makrophagen auf die Bildung des
nekrotischen Kerns zu bestimmen, wurde die Flache der azellularen Areale und der
Cholesterinkristallliicken in den Plaques der Aortenwurzel nach drei und sechs Monaten
fettreicher Diat untersucht (Abbildung 20A, B).

Nach einer dreimonatigen fettreichen Diat zeigte in beiden Geschlechtern weder die
prozentuale Auswertung des Flachenanteils des nekrotischen Kerns an der Plaque noch die
absolute Quantifizierung des nekrotischen Kernflache einen Unterschied zwischen den M-
ATX* und M-ATX= Mausen (Abbildung 20A, C, D). Nach der sechsmonatigen fettreichen
Diat war der relative Anteil der nekrotischen Kernflache an der Plaqueflache sowohl in
weiblichen als auch in mannlichen M-ATX** Mausen signifikant erhoht im Vergleich zu der
dreimonatigen Diat (Abbildung 20A-D). Auch die absolute Flache des nekrotischen Kerns war
nach der sechsmonatigen gegeniber der dreimonatigen fettreichen Diat deutlich vergréRert.
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass einerseits die Progression der Atherosklerose durch
die VergroRerung des nekrotischen Kerns bestimmt ist und andererseits die Flache des
nekrotischen Kerns einen gréReren Anteil an der Plaqueflache einnimmt.

Der Knockout von ATX in Makrophagen verringerte bei den weiblichen Mausen
tendenziell den relativen Anteil des nekrotischen Kerns nach sechsmonatiger fettreicher Diat
ohne allerdings ein statistisch signifikantes Niveau zu erreichen (Abbildung 20 C). Dagegen
war die absolute Flache des nekrotischen Kerns nach sechsmonatiger Diat in den weiblichen
M-ATX~~ Mausen vermindert im Vergleich zu den M-ATX"* Mausen (Abbildung 20E). In den
mannlichen Mausen reduzierte der Knockout von ATX in Makrophagen nach sechsmonatiger
Diat sowohl die relative als auch die absolute Flache des nekrotischen Kerns (Abbildung 20D,
F). Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die ATX Expression in Makrophagen die Bildung

eines nekrotischen Kerns im fortgeschrittenen Atherosklerosestadium verstarkt.
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Abbildung 20: Einfluss der ATX Expression in Makrophagen auf die Bildung des nekrotischen
Kerns. (A) Reprasentative Bilder von EvG-gefarbten histologischen Schnitten der Aortenwurzeln von
Mausen nach einer drei- (A) und sechsmonatigen (B) fettreichen Diat. Die Pfeile zeigen den
nekrotischen Kern. Mafstab: 200 ym. (C und D) Flache des nekrotischen Kerns in Prozent der
Plaqueflache im Sinus aortae in weiblichen (C, n=4-8 Mause pro Gruppe) und mannlichen (D, n=3-8
Mause pro Gruppe) M-ATX** und M-ATX-- Mausen nach drei und sechs Monaten fettreicher Diat. (E
und F) Absolute Flache des nekrotischen Kerns in weiblichen (E, n=5-8 Mause pro Gruppe) und
mannlichen (F, n=3—-7 Mause pro Gruppe) M-ATX** und M-ATX-- Mausen nach der und sechs Monaten
fettreicher Diat. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 und ****p<0,0001 mittels t-Test. ns=nicht signifikant.
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3.4.2 Auswirkung der ATX Expression in Makrophagen auf die Zellzahl in der Plaque
Zusatzlich wurde die Analyse der Zellzahl durchgefiihrt, um den Einfluss der ATX Expression
in Makrophagen auf die zellularen Bestandteile der Plaque zu beurteilen. Es wurde sowohl die
absolute Zellzahl in der gesamten Plagueflache der Aortenwurzel als auch die relative Zellzahl
bezogen auf die Plaqueflache mittels Farbung der Zellkerne mit DAPI nach drei und sechs
Monaten fettreicher Diat ausgewertet.

Weder in den weiblichen noch in den mannlichen Mausen zeigte sich nach der
dreimonatigen fettreichen Diat ein Unterschied in der absoluten oder relativen Zellzahl
zwischen M-ATX** und M-ATX~~ Mausen (Abbildung 21A-D). Wahrend die absolute Zellzahl
in den weiblichen und mannlichen M-ATX** Mausen nach sechsmonatiger Diat unverandert
im Vergleich zur dreimonatigen Diat blieb, war die relative Zellzahl in beiden Geschlechtern
nach sechsmonatiger Diat deutlich geringer als nach der dreimonatigen Diat (Abbildung 21).
Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass die VergréRerung der Plaqueflache zwischen drei und
sechs Monaten fettreicher Diat im Wesentlichen auf nichtzellulare Bestandteile, wie den
nekrotischen Kern, zuriickzufihren ist.

Der Knockout von ATX in Makrophagen fuhrte in den weiblichen Mausen zu einem Anstieg
der absoluten und relativen Zellzahl in den Plaques nach sechs Monaten fettreicher Diat
(Abbildung 21A, B). In mannlichen M-ATX”~ Mausen war die relative Zellzahl in den Plaques
nach der sechsmonatigen fettreichen Diat hoher als in den M-ATX** Mausen (Abbildung 21D).
Die absolute Zellzahl in den Plaques der mannlichen M-ATX”~ M&usen war nach der
sechsmonatigen Diat nur tendenziell groBer als in den M-ATX** Mausen, moglicherweise
konnte aufgrund der geringen GruppengrofRe kein statistisch signifikanter Unterschied
festgestellt werden. Zusammenfassend sprechen die Ergebnisse daflir, dass der Knockout
von ATX in Makrophagen die Atherosklerose nach sechsmonatiger fettreicher Diat nicht nur
durch die Ausdehnung des nekrotischen Kerns, sondern auch durch eine Erhéhung der

Zellzahl vermindert.

39



ns

A *kkok
ns M-ATX**
& 2000 Mg . M-ATX-
o — i
5 1500 :
©
c . =
< 1000- I : N
g : T G
% . N
N
o 500
=
S
2
< 0 T T
x@ x@
@0{\% @00(0
2o} ©
ns
= 0,055
o B ’ M-ATXH*
% 2500 ns I_l - M_ATX_I_
& 2000 ns | .
3 M
£ 15004 ., ° =
= N
N *le = ©
E 1000 = b N
£ 500-
)
2
< 0 | T
x@ @
S
> ©

*
B ¥k M-ATX**
. 50 ns | M-ATX_”_
-
< *ok
2 1
g 304 I _
o oo . :
NE 20
=2
X3 el L
q) [ ]
=
0 T T
Q@ <
& >
& ¢
2o} ©
sk
D %%k
50— Ms M-ATXH*
- — B M-ATX-
~ .
ﬁ 404 ° Kk
5 |d —
30, .
0- [ ]
NE 20
a3
S 104 &
(0]
=
0 [ |
s@) <<
RO
2o} ©

Abbildung 21: Einfluss der ATX Expression in Makrophagen auf die Zellzahl in den Plaques.

Absolute (A und C) und relative Zellzahl (B und D) in den Plaques von weiblichen (A und B) und

mannlichen (C und D) M-ATX** und M-ATX~- Mausen nach einer drei- oder sechsmonatigen fettreichen
Diat. *p<0,05, **p<0,01 und ***p<0,001 mittels t-Test. ns=nicht signifikant.
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3.4.3 Einfluss der ATX Expression in Makrophagen auf die Makrophagen-
akkumulation in den Plaques

Im nachsten Schritt wurde untersucht, ob der Knockout von ATX in Makrophagen zu einer

Anderung der Makrophagen in den Plaques fiihrt. Es wurde sowohl die absolute Zahl der

Makrophage in der gesamten Plaqueflache der Aortenwurzel als auch die relative Zahl der

Makrophagen bezogen auf eine Plaqueflache mittels Immunfloureszenzfarbung des

Makrophagenantigens Mac2 durchgefihrt.

Nach dreimonatiger fettreicher Diat waren die absolute und die relative Makrophagenzahl
in den Plaques zwischen den weiblichen M-ATX** und M-ATX”- M&usen nicht signifikant
voneinander verschieden (Abbildung 22A-D). Nach der sechsmonatigen Diat war sowohl die
absolute (Abbildung 22C) als auch die relative Makrophagenzahl (Abbildung 22D) in den
weiblichen M-ATX- Mausen hoher als in den weiblichen M-ATX** Mausen. Im Vergleich zur
dreimonatigen Diat war nach sechs Monaten die relative Makrophagenzahl in den Plaques in
den weiblichen M-ATX** Ma&usen vermindert (Abbildung 22D), wéahrend die absolute
Makrophagenzahl unverandert war (Abbildung 22C). Dagegen war bei den weiblichen M-ATX~
= Mausen weder bei der absoluten (Abbildung 22C) noch bei der relativen Makrophagenzahl
(Abbildung 22D) ein Unterschied zwischen der drei- und sechsmonatigen Diat zu beobachten.

Bei den mannlichen M-ATX~~ Mausen war zwar nach der dreimonatigen Diat auch kein
Unterschied in der absoluten Makrophagenzahl im Vergleich zu den M-ATX** Mausen
festzustellen (Abbildung 22E), dafir war aber die relative Makrophagenzahl zu diesem
Zeitpunkt in den méannlichen M-ATX~~ Mausen hoher als in den mannlichen M-ATX** Mausen
(Abbildung 22F). Nach der sechsmonatigen fettreichen Diat zeigte sich bei den mannlichen M-
ATX~~ Mausen nur ein nicht-signifikanter Trend zu einer hoheren absoluten (Abbildung 22E)
und relativen Makrophagenzahl (Abbildung 22F) im Vergleich zur den M-ATX** M&usen. Im
Vergleich zur dreimonatigen fettreichen Diat war nach sechs Monaten die absolute
Makrophagenzahl in den mannlichen M-ATX** Mausen erhéht (Abbildung 22E), wahrend sich
bei der relativen Makrophagenzahl kein Unterschied zwischen den beiden Zeitpunkten zeigte
(Abbildung 22F). Dagegen verringerte sich in den mannlichen M-ATX** Mausen die relative
Makrophagenzahl zwischen drei und sechs Monaten Diat (Abbildung 22F). Die absolute
Makrophagenzahl in den mannlichen M-ATX** Mausen war dagegen nicht statistisch
signifikant verschieden zwischen den beiden Zeitpunkten (Abbildung 22E). Aufgrund der
geringeren GruppengroBe der mannlichen M-ATX"* Mausen ist jedoch die Aussagekraft
dieser Ergebnisse begrenzt.

Zusammenfassend lassen diese Befunde darauf schlieRen, dass die ATX Expression
in Makrophagen die Makrophageninfiltration und damit auch insgesamt die Zelldichte in den

Plaques in der fortgeschrittenen Atherosklerose reduziert.
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Abbildung 22: Einfluss der ATX Expression in Makrophagen auf die Makrophagenakkumulation
in Plaques. (A, B) Reprasentative Aufnahmen von Mac2-Immunfloureszenzfarbungen zur Detektion
von Makrophagen in den Plaques (weiRe Umrandung) von M-ATX** und M-ATX-~ Mausen nach drei
(A) und sechs Monaten (B) fettreicher Diat. Die Zellkerne wurden mit DAPI angefarbt. MaRstab: 120
pm. (C und D) Absolute Zahl der Makrophagen in den Plaques der Aortenwurzel (C und E) und relative
Makrophagenanzahl pro Plaqueflache (D und F) in weiblichen (C und D) und méannlichen (E und F) M-
ATX** und M-ATX~- Mausen. *p<0,05 und **p<0,01 mittels t-Test.

3.5 Einfluss der ATX Expression in Makrophagen auf Apoptose und

Efferozytose in atherosklerotischen Plaques
Es wurde als nachstes die Wirkung der ATX Expression in Makrophagen auf die Apoptose in
der atherosklerotischen Plaque untersucht, um zu beurteilen, ob ATX dadurch zu einem
kleineren nekrotischen Kern flihrt. Dazu wurden histologische Schnitte der Aortenwurzeln von
M-ATX** und M-ATX”~ Mausen nach drei und sechs Monaten fettreicher Diat mit einer

Kombination aus Mac2-Immunfluoreszenz und TUNEL-Assay gefarbt.

3.5.1 Effekt von ATX auf die Apoptose von Plaguemakrophagen
Um den Einfluss der ATX Expression in Plaguemakrophagen auf deren Apoptose zu

untersuchen, wurde in M-ATX** und M-ATX™~ Mausen die Zahl der Makrophagen mit einem

42



TUNEL-positivem Nukleus (DAPI"Mac2*TUNEL") im Verhaltnis zur Gesamtzahl an
Makrophagen (DAPI*Mac2*) in den Plaques bestimmt.

Weder nach drei noch nach sechs Monaten fettreicher Diat konnte ein signifikanter
Unterschied in der Apoptose von Plaquemakrophagen zwischen weiblichen M-ATX** und M-
ATX™~ Mausen beobachtet werden (Abbildung 23A-C). Ebenso war bei den mannlichen M-
ATX** und M-ATX~ Mausen weder nach drei noch nach sechs Monaten ein Unterschied in
der Apoptose der Plaguemakrophagen festzustellen (Abbildung 23D). Zusammengefasst
ergeben diese Daten keinen Hinweis auf eine Rolle von ATX in der Apoptose von

Makrophagen in der Plaque.
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Abbildung 23: Einfluss von ATX in Makrophagen auf deren Apoptose in atherosklerotischen
Plaques. (A und B) Reprasentative Aufnahmen der kombinierten Farbung der Mac2-Immunfloureszenz
und dem TUNEL Assay in Plagues von M-ATX** und M-ATX~- Mausen nach drei (A) und nach sechs
Monaten (B) fettreicher Diat. Die Zellkerne wurden mit DAPI angefarbt. MaRRstab: 70 ym. (C und D)
Vergleich der Apoptose von Makrophagen in der Plaque zwischen den weiblichen (C, n=5) und
mannlichen (D, n=3—-4) M-ATX** und M-ATX-~ Mausen. Ausgewertet wurde die Zahl der Makrophagen
mit einem TUNEL-positiven Nukleus (DAPI*Mac2*TUNEL*) als Prozent der Gesamtzahl an
Makrophagen (Mac2*DAPI*). ns= nicht signifikant mittels t-Test.
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3.5.2 Effekt der ATX Expression in Makrophagen auf die Efferozytose in Plaques
Um die Efferozytose zu beurteilen, wurden phagozytierte apoptotische Zellen, gekennzeichnet
durch eine TUNEL-Farbung im Makrophagenzytoplasma (DAPI"Mac2*TUNEL"), ausgewertet
und in Prozent der Plaguemakrophagen (DAPI*Mac2*) ausgedriickt (Abbildung 24A und B).

ns
o 47 ’ns—‘ MATXH B
. M-ATX-
3 ns
.
]

(% der Plaguemakrophagen)
i

(% der Plaguemakrophagen)

Efferozytierende Makrophagen
Efferozytierende Makrophagen

(9]
(4]
]
?
j
=)
o
|

M-ATX**
. M-ATX -

M-ATX**
m M-ATX

I
I

]j
jJa

Defekte Efferozytose
(% nicht-phagozytierter zu
phagozytierter apoptotischer Zellen)

Defekte Efferozytose
(% nicht-phagozytierter zu
phagozytierter apoptotischer Zellen)

o -
| |
o |[—e]e
#

@
&

.
%

%

©

I3

Abbildung 24: Auswirkung der ATX Expression in Makrophagen auf die Efferozytose. (A und B)
Efferozytose in Plaques weiblicher (A, n=5) und mannlicher (B, n=3-4) M-ATX** und M-ATX-- Mause.
Ausgewertet wurden TUNEL* Zellen im Makrophagenzytoplasma (DAPI-Mac2*TUNEL") in Prozent der
gesamten Makrophagenzahl in der Plaque (DAPI*Mac2*). (C und D) Defekte Efferozytose in weiblichen
(C, n=4-5) und mannlichen (D, n=2-5) M-ATX** und M-ATX-~ Mausen. Ausgewertet wurde das
Verhaltnis von nicht-phagozytierten apoptotischen Zellen, gekennzeichnet durch einen TUNEL*
Nukleus aufRerhalb von Makrophagen (DAPI*Mac2-TUNEL*), zu phagozytierten apoptotischen Zellen
(DAPI-Mac2*TUNELY). *p<0,05 mittels t-Test.

Weder zwischen weiblichen (Abbildung 24A) noch mannlichen M-ATX** und M-ATX™-
Mausen (Abbildung 24B) konnte nach drei Monaten fettreicher Diat ein Unterschied im Anteil
der efferozytierenden Makrophagen beobachtet werden. Nach sechs Monaten fettreicher Diat

zeigte sich dann sowohl bei den weiblichen (Abbildung 24A) als auch den mannlichen M-ATX~
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= Mausen (Abbildung 24B) ein geringerer Anteil an efferozytierenden Makrophagen in den
Plagues im Vergleich zu den M-ATX** Mausen. Im Vergleich zwischen drei- und
sechsmonatiger Diat wurde kein Unterschied im Anteil der efferozytierenden Makrophagen
weder bei weiblichen (Abbildung 24A) noch bei mannlichen M-ATX** und M-ATX™~ M&usen
(Abbildung 24B) festgestellt. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass der Knockout von ATX
in Makrophagen zu einer geringeren Efferozytose flihrt.

Zweitens wurde das Ausmal der defekten Efferozytose untersucht, indem die nicht-
phagozytierten apoptotischen Zellen, definiert als Zellen mit einer TUNEL-Farbung im Zellkern
ohne von einer Mac2-Farbung umgeben zu sein (DAPI"Mac2 " TUNEL"), im Verhaltnis zu den
phagozytierten apoptotischen Zellen ausgewertet wurden (Abbildung 24C und D). Eine
Erhéhung dieses Verhaltnisses kénnte somit fur eine defekte Efferozytose sprechen.
Allerdings war weder nach drei- noch nach sechsmonatiger fettreicher Diat ein Unterschied
des Verhaltnisses von nicht-phagozytierten apoptotischen Zellen und phagozytierten
apoptotischen Zellen zwischen weiblichen (Abbildung 24C) oder mannlichen Mausen
(Abbildung 24D) durch den Knockout von ATX in Makrophagen festzustellen. Dies kdnnte
mdglicherweise auch damit zusammenhangen, dass der Parameter die defekte Efferozytose
in Plaques nicht genau darstellt.
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4 Diskussion

Die bisherigen publizierten Ergebnisse lassen vermuten, dass ATX eine Rolle in der
Atherosklerose spielt'®!!, Durch die Wirkung von ATX als Lysophospholipase D wird LPC in
LPA und Cholin gespalten?®, LPA wirkt proatherogen, da sie Endothelzellen aktiviert, die durch
Freisetzung von Chemokinen die Adhasion von Monozyten an der Gefallwand sowie die
subendotheliale Infiltration der Monozyten steigern'®t, ATX wird nicht nur in Endothelzellen
exprimiert, sondern auch in den Makrophagen. Hier wurde erstens die Wirkung von ATX in
Makrophagen auf das Koérpergewicht der Mause und zweitens der Einfluss von ATX in
Makrophagen auf die atherosklerotische Plaquebildung diskutiert. Drittens wurde die Rolle von
ATX in Makrophagen bei der Bildung des nekrotischen Kerns erortert. Viertens wurde der
Einfluss von ATX in Makrophagen auf die Makrophagenrekrutierung in die Plaque und am
Ende dieser Arbeit die Rolle vom M-ATX auf die Apoptose- und die Efferozytoserate in der
Plaque diskutiert. Bei allen Abschnitten dieser Diskussion wurden auch die moglichen

geschlechtsspezifischen Einfliisse auf die Ergebnisse erlautert.

4.1 Einfluss der ATX Expression in Makrophagen auf das Kérpergewicht
Aus der Literatur ist bekannt, dass ATX eine Rolle bei Adipositas spielt>*° und Adipozyten bei
einer Adipositas vermehrt ATX sezernieren®, Die erste Publikation zur Rolle von ATX auf das
Kdrpergewicht und Adipositas zeigte, dass ein Knockout in Adipozyten nach einer 13 Wochen
fettreichen Diat nur bei weiblichen Mausen tendenziell zu einem erhdhten Koérpergewicht
fuhrt’®. Bei beiden Geschlechtern war in dieser Studie der adipozyten-spezifische ATX
Knockout mit einer Vermehrung des Fettgewebes verbunden, moéglicherweise aufgrund einer
Hypertrophie der Adipozyten’®. Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung, dass der
Knockout in Makrophagen in weiblichen Mausen nach sechsmonatiger fettreicher Diat zu
einem erhohten Koérpergewicht flhrt, sind vereinbar mit diesen Befunden. Eine durch
inflammatorische Makrophagen hervorgerufene Entziindung des Fettgewebes tragt
entscheidend zu Ubergewicht und Adipositas bei’. Es ware moglich, dass die ATX Sekretion
von Makrophagen im Fettgewebe von weiblichen Mausen die Polarisierung der Makrophagen
zu einem anti-inflammatorischen Phanotyp und damit das Fettgewebe und das Kdrpergewicht
reduziert. In diesem Zusammenhang ist interessant, dass eine fettreiche Diat zu
geschlechtsspezifischen Unterschieden im migratorischen Verhalten von Makrophagen
flhrt2.

Dagegen gibt es aber auch Daten, dass mannliche ATX heterozygote Mause nach
einer 12-wochigen fett- und kohlenhydratreichen Diat ein geringeres Koérpergewicht

aufweisen’. Ferner fiihrte in einer weiteren Arbeit sowohl ein ubiquitérer postnataler als auch
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ein adipozyten-spezifischer Knockout von ATX in mannlichen Mausen nach einer 20-wochigen

fettreichen Diat zu keiner Anderung des Kdérpergewichts oder der Fettgewebsmenge™.

4.2 Die ATX Expression in Makrophagen fordert die Progression der

Atherosklerose

Es ist bekannt, dass die pharmakologische Blockade der LPA Rezeptoren LPAR1 und LPAR3
durch Kil6425 nach einer 12-wochigen oder 8-wochigen fettreichen Diat die Atherosklerose
in Apoe™ bzw. LdIr’~ M&usen reduziert'*’. Auch der LPAR4 Rezeptor verstarkt die
Atherosklerose, da in Mausen die heterozygot sind fir den LPAR4 die Plaqueflache um 25%
reduziert ist’®. Diese Befunde weisen darauf hin, dass LPA eine proatherogene Wirkung hat
und ATX durch eine vermehrte Bildung von LPA zur Atherosklerose beitragen konnte.
Allerdings gibt es bisher keine Studien zur Rolle von ATX oder von zelltyp-spezifische Effekte
von ATX in der Atherosklerose. Da bekannt ist, dass Frauen hohere LPA-Konzentrationen im
Plasma als Manner aufweisen und die LPA Konzentration mit der ATX Aktivitat im Plasma
korreliert’”’, stellte sich auch die Frage, ob im Mausmodell der Atherosklerose
geschlechtsspezifische Effekte der ATX Expression in Makrophagen auftreten.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die ATX Expression in
Makrophagen in einem friheren Stadium der Atherosklerose nach der dreimonatigen
fettreichen Diat weder in weiblichen noch in mannlichen Mausen die Plaquebildung
entscheidend beeinflusst. Dies trifft sowohl auf die Aortenwurzel als auch auf die
Lipidablagerung in der Aorta zu. Daraus kann man schlussfolgern, dass die protektive Wirkung
der LPAR1/3 Hemmung mittels Ki16425 in der frGhen Atherosklerose nicht auf die Hemmung
von LPAs zurlckzufuhren sind, die durch ATX aus Makrophagen gebildet wurde. Dazu wirde
auch passen, dass eine wesentliche Rolle von ATX aus Endothelzellen fir die durch LPAR1/3-
vermittelte Rekrutierung von Monozyten in die arterielle GefalRwand vermutet wurde!l.
Allerdings kann man aufgrund der geringen Grof3e der mannlichen Kontrollgruppe, die
Wirkung des ATX Knockouts in Makrophagen auf die frihe Atherosklerose nach drei Monaten
fettreicher Diat nicht abschlieend beurteilen.

Im Unterschied zu den Ergebnissen nach dreimonatiger fettreicher Diat, zeigte sich in
einem weiter fortgeschrittenen Stadium der Atherosklerose, nach sechs Monaten fettreicher
Diat, dass in weiblichen Mausen die ATX Expression in Makrophagen sowohl in der
Aortenwurzel als auch in der Aorta die Plaques vergré3ert. Obwohl in den mannlichen Mausen
in der Aortenwurzel nur ein Trend zu einer gréReren Plaquebildung durch die ATX Expression
in Makrophagen zu beobachten war, zeigte sich in der Aorta dieser Mause, wie in den

weiblichen Mausen, dass die ATX Expression in Makrophagen zu einer deutlichen Steigerung
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der fortgeschrittenen Atherosklerose fuhrt. Man kann deshalb schlussfolgern, dass die ATX
Expression in Makrophagen in beiden Geschlechtern die Atherosklerose in diesem Stadium
férdert. Es ist davon auszugehen, dass die proatherogene Wirkung der ATX Expression in
Makrophagen auf eine vermehrte Bildung von LPA in den Plaques zurlickzuflhren ist. Aus
Studien in Mausen ist bekannt, dass die LPA Konzentrationen mit der Progression der Plaques
im Zeitverlauf zunimmt’®. Dies konnte erklaren, warum erst nach sechsmonatiger fettreicher
Diat ein Effekt der ATX Expression in Makrophagen auf die Plauguebildung zu beobachten
war. Dazu passt auch die Feststellung, dass die ATX Expression in Makrophagen gerade im
Aortenbogen, wo die Plaquebildung besonders ausgepragt und fortgeschritten ist im Vergleich
zu denen anderen Aortenabschnitten, die Atherosklerose am meisten verstarkt.
Zusammenfassend kann man sagen, dass diese Ergebnisse daflrsprechen, dass eine
pharmakologische Hemmung von ATX das Fortschreiten der Plaquebildung vermindern und

damit eine potentielle therapeutische Option darstellen kdnnte.
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4.3 Die ATX Expression in Makrophagen steigert die Bildung des nekrotischen
Kerns

Die Bildung des nekrotischen Kerns tragt entscheidend bei zur VergroRerung der
Plagues in einem fortgeschrittenen Stadium. Der nekrotische Kern wird erst in den
fortgeschrittenen Stadien der Atherosklerose gebildet, da er laut Tabas® erst entsteht, wenn
die apoptotischen Zellen nicht abgerdumt werden und es dadurch zu einer sekundaren
Nekrose mit folgender Entzindungsreaktion kommt oder wenn die Entziindungszellen
vermehrt freigesetzt werden oder die Entziindung langer bestehen bleibt. Zusatzlich findet
man regelmafig auch eine Anhaufung von Cholesterinkristallen in nekrotischen Kernen, deren
Entstehung aus der extrazellularen Ansammlung von freiem Cholesterin aus unterschiedlichen
Quellen, wie der Zellmembran abgestorbener Zellen oder LDL Partikeln, erklart wird. Aufgrund
der Beobachtungen, dass die ATX Expression in Makrophagen bei Mausen nach sechs
Monaten einer fettreichen Diat eine proatherogene Wirkung zeigt, stellte sich die Frage, ob
ATX in Makrophagen auch eine Rolle bei der Bildung des nekrotischen Kerns spielt und ob
das die Ursache der vermehrten Plaquebildung in diesem spaten Stadium der Atherosklerose
ist.

In der vorliegenden Arbeit bestatigte sich, dass bei der Progression der Atherosklerose,
zwischen drei- und sechs Monaten fettreicher Diat, die Ausdehnung des nekrotischen Kerns
eine wesentliche Rolle spielt, unabhangig vom Geschlecht. Die Flache des nekrotischen Kerns
nahm nicht nur absolut, sondern auch relativ zur Plaquegréf3e zu, so dass der nekrotische
Kern einen groReren Anteil der Plague ausmacht. Parallel dazu kam es zu einer Abnahme der
relativen Zellzahl bezogen auf die Plaqueflache. Der nekrotische Kern nahm also auf Kosten
der zelluldren Plaquebestandteile geschlechtsunabhangig zu, wobei die absolute Zellzahl im
Verlauf der Plaqueprogression zwischen drei und sechs Monaten Diat unverandert blieb. Bei
den weiblichen Mausen ist die Veranderung der relativen Zellzahl grof3tenteils auf die Mac2+
Makrophagen zurtckzuflhren, die etwa 50% der Zellen im frihen Plaguestadium ausmachen.
Bei den mannlichen Mausen scheint dagegen die Zahl an Mac2+ Makrophagen zwischen drei
und sechs Monaten Diat zuzunehmen, wahrend der relative Anteil unverandert bleibt. Diese
Befunde, die einer weiteren Bestatigung durch zusatzliche Mause in der Kontrollgruppe
bedurfen, deuten darauf hin, dass bei den mannlichen Mausen andere Zellen, mdglicherweise
Mac2- Makrophagen, der Veranderung der relativen Zellzahl im Verlauf der Plaqueprogression
zu Grunde liegen.

Es konnte ferner in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die verminderte
Plagueprogression durch den Knockout von ATX in Makrophagen tatsadchlich auf eine
geringere Bildung des nekrotischen Kerns nach sechsmonatiger fettreicher Diat

zurtckzufiihren war. Gleichzeitig erhéhte der ATX Knockout in Makrophagen die relative und
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absolute Zellzahl in den fortgeschrittenen Plaques. Beide Effekte, der auf die Flache des
nekrotischen Kerns als auch der auf die Zellzahl, waren in weiblichen und mannlichen Mausen
nachweisbar. Diese Befunde weisen darauf hin, dass die ATX Expression in Makrophagen
den nekrotischen Kern in fortgeschrittenen Plaques durch eine Verminderung der Zellzahl
vergrofRert. In weiblichen Mausen waren die durch ATX vermittelten Effekte auf die Zellzahl
begleitet durch entsprechende Veranderungen der Mac2* Makrophagen. Man kann deshalb
davon ausgehen kann, dass in weiblichen Mausen die verminderte Anreicherung von Zellen
in den fortgeschrittenen Plaques durch die ATX Expression in Makrophagen auf eine geringere
Akkumulation von Mac2* Makrophagen verursacht ist. In mannlichen Mausen war zwar
ebenfalls eine Tendenz zu einer verminderten Akkumulation von Mac2* Makrophagen durch
die ATX Expression in den Plaques vorhanden, es sollten aber noch weitere M&ause
diesbezuglich untersucht werden, um eine endglltige Aussage treffen zu kénnen. Nicht
auszuschlieen ist auch, dass es in mannlichen Mausen andere Subpopulationen an
Makrophagen als bei weiblichen Mausen gibt.

Es ist bekannt, dass ungesattigte LPAs, wie LPA20:4, die Rekrutierung von Monozyten
in die atherosklerotische GefalBwand sowie die Akkumulation von Makrophagen in den
Plaques fordern'!. Dieser Effekt ist auf die durch LPAR1- und LPAR3-vermittelte Freisetzung
von CXCL1 aus Endothelzellen zurlickzufiihren!!. Entsprechend dirfte die Hemmung der
Atherosklerose durch Behandlung mit einem LPAR1 und LPAR3 Antagonisten durch die
reduzierte endotheliale Rekrutierung von Monozyten bedingt sein, insbesondere da auch die
Makrophagenakkumulation in den Plaques vermindert wird!’, Ferner gibt es Hinweise, dass
die Freisetzung von ATX aus Endothelzellen entscheidend zur Bildung von ungesattigten
LPAs und damit zur CXCL1-vermittelten Monozytenrekrutierung beitragt'*. Im Gegensatz dazu
scheint die ATX Expression in Makrophagen keine Rolle bei der Monozytenrekrutierung in der
frihen Atherokslerose zu spielen, so dass vermutlich zell-spezifische Effekte von ATX in der
Atherosklerose existieren. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind damit vereinbar, dass
die ATX Expression in Makrophagen in fortgeschrittenen Atherosklerosestadien vor allem
lokalen Einfluss auf die Plaquezusammensetzung hat. Ahnlich wie bei dem vermuteten Effekt
von endothelialem ATX auf die Atherosklerose, durfte auch die Wirkung der ATX Expression
in Makrophagen auf die Plaquebildung durch die Bildung von LPAs und deren Interaktion mit
LPA-Rezeptoren verursacht sein.

Aus der Literatur ist bekannt, dass autokrine Effekte von LPAs zu einer
inflammatorischen Aktivierung von Makrophagen fuhren, unter anderem durch LPAR1 und
LPAR2%-81 Es ist allerdings unwahrscheinlich, dass dieser Mechanismus eine Rolle spielt bei
der gesteigerten Plaquebildung durch die ATX Expression in Makrophagen, weil man dann
vermutlich  durch  die  gesteigerte  Zytokinsekretion eher eine  vermehrte

Makrophagenakkumulation erwarten wurde. Denkbar ware aber, dass eine Uberschiellende
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inflammatorische Aktivierung der Makrophagen, z.B. durch die Produktion von reaktiven
Sauerstoffspezies oder einen akuten ATP Mangel, zu einem nekrotischen Zelltod flihrt. Dieser
Mechanismus liegt der Bildung eines nekrotischen Kerns durch die Aktivierung des
inflammatorischen Transkriptionsfaktors HIF-1o in Makrophagen zu Grunde®2.

Darlber hinaus férdert LPA in vitro die Lipidakkumulation in Makrophagen, unter
anderem durch eine LPAR3-induzierte Expression von Scavenger-Rezeptoren?38384, Obwohl
auch in der vorliegenden Arbeit die Lipidakkumulation in der GefalRwand durch die ATX
Expression in Makrophagen in einem spaten Atherosklerosestadium verstarkt wird, kénnte
dies auf die extrazellulare Ablagerung von Lipiden im nekrotischen Kern zurtickzufiihren sein.
Ferner ist bekannt, dass LPA die Differenzierung von Monozyten in Makrophagen und das
Uberleben von Makrophagen férdert??®>,  Der Befund, dass die ATX Expression in
Makrophagen die Akkumulation dieser Zellen verringert, spricht gegen eine entscheidende

Beteiligung dieses Mechanismus an der ATX-vermittelten spaten Atherosklerose.

51



4.4 Rolle von ATX in der Apoptose von Makrophagen und der Efferozytose

Im Initialstadium der Atherosklerose ist die Efferozytose noch effizient!>%, Durch die
regelmaflige Phagozytose der apoptotischen Zellen wirken Efferozyten antiinflammatorisch
und verlangsamen die Atheroskleroseprogression®®. Im fortgeschrittenen Stadium sterben
Makrophagen vermehrt ab'®*® und die Efferozyten sind immer weniger in der Lage alle
abgestorbenen Zellen zu phagozytieren®. Dieses Ungleichgewicht zwischen Zelltod und
Efferozytose wird als wesentlicher Mechanismus fir die zunehmende Bildung des
nekrotischen Kerns in spaten Stadien der Atherosklerose angenommen®®®!, Es wurde
deswegen untersucht, ob die ATX Expression in Makrophagen einen Einfluss auf die Apoptose
und die Efferozytose hat und dadurch die Bildung des nekrotischen Kerns verstarkt.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit ergaben keinen eindeutigen Hinweis darauf,
dass die ATX Expression in Makrophagen im frihen oder spaten Atherosklerosestadium eine
Rolle bei der Apoptose der Makrophagen spielt. Es war auch kein eindeutiger Zusammenhang
zwischen Plaquestadium und dem Ausmal der Apoptose festzustellen. Daraus lasst sich
schlielen, dass weder die vereinzelten Berichte Uiber pro-apoptotische noch die bekannten
anti-apoptotischen Effekte von LPA eine zentrale Funktion in der ATX-vermittelten Bildung des
nekrotischen Kerns haben?2858¢,

Uberraschenderweise zeigte sich in den fortgeschrittenen Plaques, dass der Knockout
von ATX in Makrophagen zu einem geringeren Anteil an Plaguemakrophagen flhrt, die aktiv
apoptotische Zellen phagozytieren oder phagozytiert haben. Dieser Befund wirde eher
daflirsprechen, dass der nekrotische Kern durch das Fehlen von ATX vergrofiert statt
verkleinert wird. Moglicherweise ist dieses Ergebnis eher dadurch bedingt, dass die Zahl an
Makrophagen in den Plagues bei einem Knockout von ATX stark erhdht sind ohne dass sich
die Zahl an efferozytierenden Makrophagen verandert. Es ist deshalb nicht unwahrscheinlich,
dass die ATX Expression in Makrophagen keinen Einfluss auf die Efferozytose hat. Zu dieser
Hypothese passt, dass ATX den Grad an defekter Efferozytose nicht veranderte.

Es konnte folglich in der vorliegenden Arbeit nicht abschlieRend geklart werden, wie
die ATX Expression in Makrophagen die Bildung des nekrotischen Kerns verstarkt. Eine
Méglichkeit, die weiter untersucht werden sollte, ist ob ATX die Ablagerung von
Cholesterinkristallen im nekrotischen Kern verstarkt und dadurch zur Plaqueprogression

beitragt.
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5 Zusammenfassung

Atherosklerose ist eine stark verbreitete chronische GefalRRerkrankung, bei der es zur Bildung
von atherosklerotischer Plaque durch die Lipideinlagerung in die GefalBwand kommt. Durch
die Plaquevergroflerung wird das Lumen des GefalRes immer kleiner und es kann zu
Sauerstoffunterversorgungen in distal liegenden Geweben kommen. Noch problematischer
und lebensbedrohlich wird es, wenn es zu einer Plaqueablésung oder Ruptur mit folgender
Atherothrombose kommt, da daraus ein Herzinfarkt oder Schlaganfall resultieren kann. Eine
Rolle in der Bildung von Atherosklerose spielt auch Autotaxin (ATX). ATX ist ein sezerniertes
Glykoprotein, das eine Lysophospholipase D Aktivitat aufweist. Es spaltet die polare
Kopfgruppe von Lysophospholipiden, wie Lysophosphatidylcholin (LPC), unter Entstehung
von LPA und Cholin ab. ATX in Endothelzellen hat eine proatherogene Wirkung durch die LPA-

abhangige Anlockung und vermehrte Monozytenadhasion*?.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Rolle von ATX Expression in Makrophagen bei der
Progression der Atherosklerose zu untersuchen. Genauer wurden die Einflisse der ATX
Expression in Makrophagen auf das Koérpergewicht der Mause, sowie die Plaquebildung, die
Bildung des nekrotischen Kerns, die zellulare Zusammensetzung der Plaque und letztlich auf
die Apoptose und Efferozytose in frtherem und weiter fortgeschrittenem
Atherosklerosestadium untersucht. Auflerdem wurde analysiert, ob die ATX Expression in
Makrophagen eine geschlechtsspezifische Wirkung bei den genannten Prozessen aufwies.

Daflr wurden die Mause vor der Einschlaferung durch meine Betreuerin gewogen. Nach der
Einschlaferung der Mause und Vorbereitung der Praparate wurden die Gewebeschnitte
gefarbt und mittels Bildanalyseprogramm ImageJ Software ausgewertet. Die Analyse der
Atheroskleroseprogression erfolgte nach der Farbung der Aortenwurzeln mit EvG. Dafir
wurden die Plaques in den Aortenklappen der Aortenwurzel gemessen und miteinander
verglichen. Die Grofle und die Lokalisation der atherosklerotischen Lasionen wurden
zusatzlich in der Aorta nach ORO Farbung analysiert. Um die Wirkung des ATX in
Makrophagen auf die Bildung des nekrotischen Kerns zu beurteilen, wurden die nekrotischen
Kernflachen in den Plaques der mit EvG gefarbten Aortenwurzel gemessen. Der Einfluss von
ATX Expression in Makrophagen auf die zellularen Plaquebestandteile sowie auf die
Apoptose- und Efferozytoserate in der Plaque wurde mittels Immunfarbung (Dapi-Mac2-
TUNEL) dargestellt.
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In frihem Stadium der Atherosklerose gibt es keine Unterschiede im Korpergewicht. Nach
sechsmonatiger fettreicher Diat flihrt der Knockout in Makrophagen in weiblichen Mausen zu
einem erhohten Korpergewicht.

Durch die Analyse der Plaqueausdehnung in den Aortenwurzeln zeigte ATX
Expression in Makrophagen eine proatherogene Wirkung bei weiblichen Mausen erst in
fortgeschrittener Atherosklerose. Mannliche Mause mit dem ATX Knockout zeigten nur einen
Trend zu geringerer Atheroskleroseprogression, allerdings war die GruppengroRe klein. Die
Ergebnisse der Plaqueanalysen in Aorta bestatigten eine protektive Rolle des ATX Knockouts
auf die fortgeschrittene Atherosklerose bei weiblichen Mausen, zeigten aber auch bei
mannlichen Knockoutmausen eine verminderte Progression der Atherosklerose. Die ATX
Expression in Makrophagen fordert in diesem Stadium also in beiden Geschlechtern die
Atherosklerose. Die Ursache dafir kdnnte die vermehrte LPA Bildung sein, deswegen ist der
Effekt der ATX Expression in Makrophagen eventuell erst nach sechs Monaten fettreicher Diat
sichtbar.

Auch die Bildung des nekrotischen Kerns wird durch die ATX Expression in
Makrophagen erst im fortgeschrittenen Atherosklerosestadium verstarkt. Daraus bestatigt
sich, dass die Ausdehnung des nekrotischen Kerns eine wesentliche Rolle bei der Progression
der Atherosklerose spielt, unabhangig vom Geschlecht der Mause. Genauere Betrachtung der
zelluldaren Plaquezusammensetzung ergibt geschlechtsunabhangig keinen Unterschied der
Zellzahl nach dreimonatiger fettreicher Diat. Nach sechs Monaten fettreicher Diat flhrt der
Knockout von ATX in Makrophagen zu einem Anstieg der absoluten und relativen Zellzahl in
den Plaques bei den weiblichen Mausen. Die mannlichen Mause zeigen ebenfalls eine erhéhte
relative Zellzahl durch das Fehlen des ATX in Makrophagen. Die absolute Zellzahl ist nur
tendenziell groRer, aber die Gruppengrolie ist gering. Der nekrotische Kern nimmt also durch
eine Verminderung der Zellzahl geschlechtsunabhangig zu. Die Makrophagenakkumulation ist
in den fortgeschrittenen Plaques weiblicher Mause durch die ATX Expression in Makrophagen
verringert, deswegen kann angenommen werden, dass die verminderte Zellanreicherung in
den Plaques durch eine geringere Makrophagenakkumulation zustande kommt. Bei den
mannlichen Mausen ist die Tendenz dazu zwar auch da, allerdings kann aufgrund von
geringen Gruppenzahl keine genaue Aussage getroffen werden.

Es gibt ebenfalls keinen eindeutigen Hinweis, dass die ATX Expression in
Makrophagen eine Rolle bei der Apoptose der Makrophagen spielt, weder im friihen noch im
spaten Atherosklerosestadium. Entgegen den Erwartungen zeigt die ATX Expression in
Makrophagen geschlechtsunabhangig erhéhte Anzahl der efferozytierenden Makrophagen in
den fortgeschrittenen Plaques. Die ATX Expression in Makrophagen hat keinen Einfluss auf

die defekte Efferozytose unabhangig vom Geschlecht oder Atherosklerosestadium.
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In der vorliegenden Arbeit bleibt es ungeklart, wie die Expression von ATX in Makrophagen
die Bildung des nekrotischen Kerns in fortgeschrittenem Atherosklerosestadium verstarkt. Um
noch genauer die Mechanismen der Wirkung des ATX in Makrophagen auf die
Atheroskleroseprogression zu verstehen und vor allem die geschlechtsspezifische Wirkung
besser beurteilen zu koénnen, missten mehrere vor allem mannliche Mause mit
fortgeschrittener Atherosklerose analysiert werden. Aul3erdem sollten unter anderem weitere
Untersuchungen durchgefiihrt werden, um herauszufinden, ob die verstarkte Ablagerung vom

Cholesterinkristallen im nekrotischen Kern zur Progression der Atherosklerose fuhrt.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Ergebnisse dieser Arbeit daflirsprechen, dass
eine pharmakologische Hemmung von ATX das Fortschreiten der Plaquebildung vermindern
und damit eine potenzielle therapeutische Option darstellen kénnte. Da die Forschung des
ATX in Makrophagen aber relativ am Anfang ist, bleibt der therapeutische Einsatz von ATX-
Inhibitoren noch eine offene wissenschatftliche Frage.
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7 Abkurzungsverzeichnis

Apoe Apolipoprotein E

ATX Autotaxin

BMDM Bone marrow-derived macrophage — Makrophagen, die aus Knochenmark
abstammen

cPA zyklische Phosphatidsaure

CXCL1 Chemokin (C-X-C Motiv) Ligand 1

DAPI 4' 6-Diamidin-2-phenylindol

ENPP Ectonucleotide Pyrophosphatase/Phosphodiesterase

ENPP2 Ectonucleotide Pyrophosphatase/Phosphodiesterase 2

EvG Elastika van Gieson

FITC Fluorescein-Isothiocyanat

HDL High-density Lipoprotein = Lipoprotein hoher Dichte

LDL Low-density Lipoprotein = Lipoprotein inedriger Dichte

LdlIr LDL-Rezeptor

LOX1 Lectin-like oxidized low-density lipoprotein (LDL) receptor-1

LPA Lysophosphatidsaure

LysmCre Lysosom M Cre Rekombinase

M-ATX Autotaxin in Makrophagen

MM-LDL Minimally modified LDL = minimal modifiziertes LDL
mox LDL mildly oxidized LDL = leicht oxidiertes LDL
NPP Enzym Nucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase

ORO Oil-red-O

ox LDL oxidized LDL = oxidiertes LDL

PBS Phosphate buffered saline = Phosphat-gepufferte Salzlésung
PDE - Phosphodiesterase

PFA Paraformaldehyd

PAI-1 Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1

SMB Somatomedin B

SR-Al1 und 2 Scavenger Rezeptor Typ 1 und 2

TMX Tamoxifen

Tunel Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP Nick-End Labeling

UP-Wasser Ultra-purified Wasser

Wiv Gewicht pro Volumen
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