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1 
Einleitung 

1. Einleitung 

Laut statistischen Bundesamtes verstarben 2018 in Deutschland 345.274 Menschen 

an Herz-/Kreislauferkrankungen (1). Zwar ist dieser Wert im Laufe der Jahre 

aufgrund der stetig besser werdenden Gesundheitsversorgung gesunken, dennoch 

waren ischämische Herzkrankheiten und Schlaganfälle im Jahr 2015 weltweit für 

nahezu 18 Millionen Todesfälle verantwortlich (2). Kardiovaskuläre Erkrankungen, 

einschließlich der Atherosklerose und ihrer Folgeerkrankungen, sind weiterhin die 

Haupttodesursache in den westlichen Industrienationen und werden es aller 

Wahrscheinlichkeit nach auch in den nächsten Jahren bleiben (3–5). Aus diesem 

Grund ist der Bedarf an neuen therapeutischen Ansatzpunkten auf diesem Gebiet 

nach wie vor hoch.  

Es wurde jedoch bereits in den 1990er Jahren erkannt, dass es sich bei der 

Atherosklerose um eine komplexe Erkrankung handelt, bei der entzündliche 

Prozesse eine wesentliche ätiologische Rolle spielen (6). Die genauen 

pathophysiologischen Mechanismen der Atherosklerose sind jedoch trotz 

Jahrzehnten intensiver Forschung nach wie vor nicht vollständig geklärt. 

 

1.1 Atherosklerose 

1.1.1 Makroskopische Entwicklung 

Unter Atherosklerose versteht man einen pathologischen Prozess, bei dem sich in 

der Arterienwand Läsionen entwickeln, die im Laufe von Jahren das Lumen des 

Gefäßes bis zu einer vollkommenen Blockade reduzieren können. Diese Läsionen 

werden atherosklerotische Plaques genannt (Abbildung 1). In frühen Stadien finden 

sich in den Plaques unter dem Endothel hauptsächlich durch Fetteinlagerungen 

aufgetriebene Makrophagen, die Schaumzellen genannt werden. Solche frühen 

Läsionen können bei Menschen in den großen Gefäßen wie dem Aortenbogen 

bereits im ersten Lebensjahrzehnt nachgewiesen werden. Durch physikalische 

Unterschiede in der Dynamik des Blutflusses sind manche Stellen, wie der 

Aortenbogen besonders anfällig für solche Fetteinlagerungen. (5). Hohe 

Plasmakonzentrationen von Low Density Lipoprotein (LDL)-Cholesterol sind ein 
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Risikofaktor für die Entwicklung dieser Plaques während erhöhte High Density-

Lipoprotein (HDL)-Cholesterol-Serumspiegel protektiv wirken (7).  

 

 

Abbildung 1: Im Verlauf von mehreren Jahren kann eine atherosklerotische Plaque 
das arterielle Lumen vollständig blockieren 
Modifiziert nach (8) 
 

Hohe LDL-Cholesterol-Serumspiegel sind ein wesentlicher pathogenetischer 

Risikofaktor, sie können jedoch medikamentös z.B. mit Statinen kontrolliert werden. 

Unter guter Kontrolle lässt sich das Risiko von schweren kardiovaskulären 

Ereignissen wie Myokardinfarkt oder Apoplex um deutlich reduzieren. (9). 

Jedoch spielen auch andere Pathomechanismen eine ätiologische Rolle. Bereits 

frühzeitig wurde erkannt, dass in atherosklerotischen Plaques entzündliche Prozesse 

stattfinden (6,10). In Mausmodellen entstammen die ersten inflammatorischen Zellen, 

die in den Plaques nachweisbar sind, Monozyten, die sich erst am Endothel anlagern 

und anschließend extravasieren. Unter dem Endothel differenzieren sie zu 

Makrophagen, die Lipide aufnehmen und sich so zu Schaumzellen umbilden. Die 

Schaumzellen in der Mitte der Läsion sterben im Laufe der Zeit ab, wodurch sich ein 

nekrotisches Zentrum bildet. Zudem wird zunehmend extrazelluläre Matrix gebildet, 

wodurch sich die Fetteinlagerung allmählich fibrotisch umbaut. Das nekrotische 

Gewebe in den Plaques, das besonders bei koronaren Plaques häufig ist und bei 
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peripheren Plaques weniger in Erscheinung tritt, kann die Plaques instabil und 

Ruptur-anfällig machen (11). Instabile Plaques sind durch eine bindegewebige 

Kappe und einen großen nekrotischen Kern charakterisiert. Durch die Kräfte, die auf 

die Arterienwand wirken, bilden sich am Rand der Läsion oft Risse aus, in denen sich 

vermehrt Leukozyten finden. Letztendlich können die Plaques aufbrechen und Teile 

davon stromab transportiert werden, wo sie ein Gefäß blockieren können und 

dadurch einen thromboembolisches Ereignis verursachen können. Es wird geschätzt, 

dass rupturierte Plaques bis zu 70 % aller Myokardinfarkte auslösen (12).  

 

1.1.2 Entzündliche Prozesse 

Die Schaumzellen produzieren eine Reihe von Zytokinen, die auf weitere Monozyten 

und zudem auf Lymphozyten chemotaktisch wirken. Die Endothelzellen in der Läsion 

produzieren ebenfalls chemotaktisch wirkende Faktoren wie macrophage-colony 

stimulation factor (M-CSF), der auch unter dem Namen colony-stimulating factor -1 

(CSF-1) bekannt ist und Adhäsionsmoleküle wie intercellular adhesion molecule 

(ICAM)-1, vascular adhesion molecule (VCAM)-1 und platelet endothelial adhesion 

molecule (PECAM)-1, sowie P- und E-Selectin, die es verschiedenen Leukozyten 

erlauben, an das Endothel zu adhärieren und aus dem Blutgefäß in die Läsion zu 

extravasieren (5). Chemokine wie chemokine receptor (CCR)3, CCR5, chemokine 

ligand (CCL)2 und (CX3CL1)-CX3C-chemokine receptor 1(CX3CR1) spielen 

ebenfalls eine wichtige Rolle bei der Rekrutierung von Monozyten in die Läsion (13).  

Die Bildung von Schaumzellen und damit der Beginn der Läsion schafft also einen 

positiven Feedbackloop, der das Einwandern weiterer immunologisch aktiver Zellen 

erleichtert (7). Obwohl Neutrophile die zahlenmäßig häufigsten Leukozyten darstellen, 

war bis vor wenigen Jahren nicht bekannt, dass sie zur Ätiologie der Atherosklerose 

wesentlich beitragen (5,7,10). Inzwischen konnte jedoch in Mausmodellen gezeigt, 

dass ein Funktionsverlust von bestimmten Neutrophilenfunktionen durch Knockout 

verschiedenen Proteine neutrophiler Granula zu einer Verminderung der 

Atherosklerose führt (7).  

Dendritische Zellen (DC) erlauben möglicherweise die Aktivierung von B- und T-

Zellen, die sich durch entsprechende Signale von DC in Effektorzellen differenzieren 

können. Dadurch nehmen die DC in der atherosklerotischen Plaque eine Stelle 
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zwischen angeborener und adaptiver Immunantwort ein und verbinden diese beiden 

komplementären Teile des Immunsystems (13).  

 

 

1.2 Eosinophile 

1.2.1 Hämatologische Einordnung  

Blut von Säugetieren und damit des Menschen enthält neben dem Plasma zelluläre 

Bestandteile oder Zellfragmente, die aufgrund ihres Aussehens zunächst in 

Erythrozyten, Leukozyten und Thrombozyten aufgeteilt werden (Abbildung 2). Die 

ersten beiden Gruppen enthalten ganze Zellen, während es sich bei den 

Thrombozyten um Zellfragmente handelt. Die Gruppe der Leukozyten umfasst 

Lymphozyten (Abbildung 2, rechter weißer Pfeil) mit einem großen runden Nukleus 

und relativ kleinen, im Lichtmikroskop homogen erscheinenden Plasmaring. Unter 

ihnen unterscheidet man B- und T-Lymphozyten, oft auch einfach B- oder T-Zellen 

genannt. Die übrigen Leukozyten enthalten als größte Leukozytenpopulation die 

Monozyten (Abbildung 2, linker weißer Pfeil) und die Granulozyten, die sich durch ein 

im Lichtmikroskop granulär erscheinendes Zytoplasma auszeichnen. (14)  

Die Granulozyten wiederum umfassen vier verschiedene Zellarten, nämlich 

Mastzellen, sowie basophile, neutrophile und eosinophile Granulozyten, die 

gemeinsam zuweilen wegen ihrer unregelmäßig geformten Zellkerne auch als 

Polymorphkernige bezeichnet werden (Abbildung 3). Die Differenzierung der 

ungefärbt identisch erscheinenden basophilen, neutrophilen und eosinophilen 

Granulozyten gelang Ende des 19. Jahrhunderts erstmals Paul Ehrlich, der mit 

verschiedenen Anillinfarben experimentierte. Er konnte dabei zeigen dass 3 

verschiedene Sorten von Granulozyten existieren, die sich entweder mit basischen 

Farbstoffen färben lassen und daher Basophile genannte werden, mit sauren 

Farbstoffen wie beispielsweise Eosin (Eosinophile) oder die sich nur sehr schlecht 

anfärben lassen und Ehrlich als Neutrophile bezeichnete (15). Eosinophile machen 

dabei ca. 1-3 % aller peripheren Blutleukozyten aus und sind damit relativ selten (16). 
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Abbildung 2: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der Zellen in menschlichem 
Blut.  
Roter Pfeil: Erythrozyt, weiße Pfeile: verschiedene Leukozyten, Blauer Pfeil, 
Thrombozyten 
Modifiziert nach (14) 
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Abbildung 3: gezeichnete Darstellung eines blutausstrich mit verschiedenen 
Leukozyten 
Schwarzer Pfeil: eosinophiler Granulozyt  
Modifiziert nach (17) 
 

1.2.2 Entwicklung der Eosinophilen 

Eosinophile entwickeln sich im Knochenmark aus Eosinophilen-Vorläuferzellen, die 

der Granulozyten/Makrophagen (G/M)-Linie entstammen (18). Bei Mäusen können 

diese durch die Expression von Cluster of Differentiation (CD) 34, IL-5 Rezeptor 

alpha (CD125) und eine geringe Menge des Proto-Onkogens c-KIT (CD117) 

identifiziert werden (19), während sie sich beim Menschen durch die Expression von 

CD34, CD38 und CD125 auszeichnen (20). Sie werden unter normalen Bedingungen 

nur in einer kleinen Anzahl produziert und wandern vom Knochenmark ins periphere 

Blut (20). Diese Entwicklung ist durch die sequentielle Expression verschiedener 

Transkriptionsfaktoren reguliert (Abbildung 4). Die G/M-Vorläuferzellen exprimieren 

hierbei neben Friend of GATA-1 (FOG-1) vor allem CCAAT/enhancer-binding protein 

(C/EBP) alpha und epsilon, Interferon regulatory factor 8 (IRF8), den an eine Purin-

reiche Box bindenden Transkriptionsfaktor PU.1 und Tribbles homolog 1 (TRIB1). Die 

Expression des Transkriptionsfaktors GATA-1 und/oder GATA-2, die wie PU.1 nach 

ihrem DNA-Bindungsmuster benannt sind, scheint hinreichend und notwendig zu 
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sein, um die Entwicklung der G/M-Vorläuferzellen in Richtung Eosinophile 

festzulegen. Gleichzeitig wird nun auch Krüppel-like family of transcription factors 

(KLF)5 exprimiert. IL-5 ist notwendig für die Differenzierung des eosinophilen 

Vorläufers in einen reifen Eosinophilen (18). 

 

 

Abbildung 4: Transkriptionsfaktoren bei der Entwicklung der Eosinophilen.  
Modifiziert nach (18) 
 

1.2.3 Physiologie und Pathophysiologie der Granulozyten 

Alle vier Zellarten der Granulozyten (Mastzellen, sowie Basophile, Neutrophile und 

Eosinophile) haben überlappende oder komplementäre Funktionen in der Abwehr 

von Parasiten oder pathophysiologisch bei der Entwicklung von Allergien (21). 

Neutrophile sind mit 40-70 % aller Leukozyten die häufigsten Granulozyten und 

spielen eine wichtige Rolle im angeboren Immunsystem. Dabei fungieren sie sowohl 

als wichtige Effektorzellen, durch die Expression von Zytokinen und Chemokinen, 

sowie Effektormolekülen des humoralen Anteils des angeborene Immunsystems und 

als Initiatoren einer allgemeinen Entzündungsreaktion, die in einer Aktivierung des 

adaptiven Immunsystems kulminiert (22,23). Sie haben mit einer Halbwertszeit von 

6-8h die kürzeste Lebenserwartung aller Leukozyten und ihre Produktion im 
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Knochenmark ist wegen ihres cytotoxischen Potentials, das zu Gewebeschäden 

führen kann, strikt reguliert (24). Neutropenie, d.h. pathologisch niedrige 

Neutrophilenzahlen im peripheren Blut wie sie z.B. nach Chemotherapie bei 

Tumorerkrankungen vorkommen kann, führt zu einer immens erhöhten Suszeptibilität 

gegenüber Infektionen aller Art und ist daher lebensbedrohend (25).  

Basophile und Mastzellen sind sich sowohl in ihrer Morphologie als auch Funktion 

ähnlich. Basophile sind die größten und mit circa 1% aller peripheren Leukozyten, die 

seltensten der Granulozyten, während die noch größeren Mastzellen als 

gewebeständige Basophile beschrieben werden können (21,26,27). Obwohl seit 

langem bekannt ist, dass diese Zellen eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung 

von atopischer Dermatitis und ähnlichen allergischen Erkrankungen haben, war ihre 

physiologische Funktion lange Zeit ein Rätsel (21,26–29). Neuere Forschung zeigt, 

dass sie sowohl als Sentinel fungieren können und damit einen der ersten 

Abwehrmechanismen des Immunsystems gegenüber Infektionen bilden, als auch 

immun regulatorisch wirken und damit eine Immunreaktion modulieren können (27). 

Eosinophile galten Langezeit als die Effektorzellen, die sowohl in der Mukosa als 

auch im Blutstrom oder soliden Geweben auf die Abwehr von mehrzelligen Parasiten 

spezialisiert sind (30). Ihre Zytotoxizität geht hierbei hauptsächlich auf ihre Fähigkeit 

zurück, durch Degranulation vorgeformte, kationische Proteine auszuschütten, die 

auf Helminthen toxisch wirken (31). 

In Industrienationen, in denen Infektionen mit Helminthen inzwischen selten 

geworden sind, werden sie zudem mit pathophysiologischen Reaktionen wie Asthma, 

Allergien und Gewebeschäden bei chronisch entzündlichen Prozessen in Verbindung 

gebracht (18,31–36). Diese etwas simplifizierende Sichtweise der Eosinophilen hat 

sich in den letzten 30 Jahren stark geändert. Inzwischen ist bekannt, dass es eine 

Vielzahl unterschiedlicher eosinophile Subtypen gibt, die ein vielfältiges Arsenal 

verschiedener Effektormoleküle besitzen. Dazu gehören eine Reihe von Liganden, 

die eine wichtige Rolle bei der Adhäsion, Chemotaxis, Degranulation, Proliferation 

und bei Zell-Zell-Interaktion spielen (30,31,35). Eine spezielle Unterform von Asthma 

wird durch eosinophile Effektorzellen vermittelt. Eosinophilen-depletierende 

Behandlungen lindern die Symptome bei dieser Erkrankung, wobei sich jedoch auch 

zunehmend eine phänotypische Diversität der beteiligten Eosinophilen zeigt (33). 
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Hypersensitive Hautreaktionen auf bestimmte Medikamente oder Insektenstiche 

werden oft von Eosinophilen vermittelt (32). In jüngerer Zeit zeigte sich zunehmend, 

dass Eosinophile auch wichtig sind für die Abwehr von bakteriellen und viralen 

Infektionen einschließlich HIV und SARS-CoV-2, dem Erreger von COVID-19, für 

deren Erkennung sie unter anderem Toll-like Rezeptoren (TLR) verwenden (37,38).  

Neuere Forschungen konnten zudem eine neue Form des programmierten Zelltods, 

die sich von der klassischen Apoptose unterscheidet, neben Neutrophilen auch bei 

Eosinophilen zeigen. Dieser extracellular trap cell death (ETosis) genannte 

programmierte Zelltod setzt nicht nur den Inhalt der Eosinophilengranula frei, 

sondern auch die DNA, die als extracellular traps (ET) einen weiteren 

Abwehrmechanismus gegen Pathogene aller Art darstellt (39). DNA dient in diesen 

ET als Gerüstmaterial, das nicht nur Pathogene in einem molekularen Netz 

einfangen kann, sondern auch Bindungsstellen für verschiedene Effektormoleküle 

bietet, sodass deren lokale Konzentration entgegen einem Diffusionsgradienten 

erhöht bleiben kann (40). ET von Neutrophilen sind seit längerem bekannt und 

können in thrombotischen Plaques nachgewiesen werden. Eine kürzlich erschienene 

Publikation konnte nun auch ET von Eosinophilen in Thromben aus Myokardinfarkten 

nachweisen (41). 

 

1.2.4 Eosinophile in Inflammation und Atherosklerose 

Vor circa 20 Jahren wurde erstmal beschrieben, dass in menschlichen 

atherosklerotischen Plaques Eotaxin, ein Chemokin, das vor allem auf Eosinophile 

chemotaktisch wirkt, und sein Rezeptor CCR3 überexprimiert werden. In gesunden 

Blutgefäßen lassen sich diese beiden Moleküle aber nicht nachweisen (42). Diese 

Daten lassen darauf schließen, das Eosinophile an der Initiierung und/oder der 

Aufrechterhaltung der chronischen Entzündung in atherosklerotischen Plaques 

beteiligt sind.  

In einer Studie aus dem Jahr 2014 konnten Verdoia und Mitarbeiter nachweisen, 

dass eine höhere Eosinophilen-Zahl im peripheren Blut signifikant positiv mit 

männlichem Geschlecht, verschiedenen Risikofaktoren für chronische koronare 

Arterienkrankheit, vorangegangene Revaskularisierung, Hypertoniemedikation und 

Gebrauch von Plättchenaggregationshemmern assoziiert ist. Es bestand eine 
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negative Korrelation zwischen Eosinophilen-Zahlen und akuten Symptomen (43). 

Kounis et al. bestätigten ein Jahr später, dass periphere Eosinophilen-Zahlen und 

das Verhältnis von Eosinophilen zu allen Leukozyten im Blut prognostischen Wert bei 

akuten Koronarkrankheiten haben (44). Dasselbe Ergebnis wurde auch in einer 

anderen Veröffentlichung aus dem Jahr 2019 berichtet (45). Zudem haben Patienten 

mit allergischen Asthma, an dem oft Eosinophile an der Pathogenese beteiligt sind, 

ein erhöhtes Atheroskleroserisiko (46).  

Eosinophile haben eine zentrale Rolle in der Thrombose, indem sie frühzeitig über 

eine Integrin-abhängige Reaktion in die Läsionen rekrutiert werden und dort von 

Willebrand-Faktor (vWF) auf Endothelzellen besser zugänglich machen. Dabei 

werden zudem Eosinophile ET (EET) gebildet, die durch die dort gebundenen 

kationischen Granulaproteine Thrombozyten aktivieren können. Eine Inhibition der 

EET-Bildung inhibiert zudem die Bildung neuer Thromben in vivo (54).  
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2. Zielsetzung 

Das Ziel der vorliegenden Studie war es, zu untersuchen, ob eosinophile 

Granulozyten zur Entstehung und Progression atherosklerotischer Plaques im 

Mausmodell der Atherosklerose beitragen. Da der Einfluss von Eosinophilen auf die 

Atherosklerose bisher noch nicht beschrieben wurde, ging es darum, Hinweise auf 

Effekte eosinophiler Granulozyten auf die Plaquebildung in der Arterienwand zu 

analysieren.  

Die Fragestellung, ob eosinophile Granulozyten die Entstehung atherosklerotischer 

Plaques fördern, wurde am Mausmodell ermittelt. Hierfür wurden Knockout-Mäuse, 

die keine Eosinophilen entwickeln mit ihren Wildtypgeschwistern verglichen. Mit Hilfe 

verschiedener histologischer Färbungen wurde außerdem untersucht, ob und 

inwiefern eosinophile Granulozyten Einfluss auf die zelluläre Zusammensetzung der 

atherosklerotischen Läsionen nehmen. 

Bei eindeutigen Anzeichen einer Mitwirkung der Eosinophilen sollte zusätzlich 

analysiert werden, welche Faktoren der Atherogenese spezifisch auf eosinophile 

Granulozyten wirken, um dadurch gegebenenfalls neue Therapieansätze der 

Atherosklerose zu identifizieren.  

Folgende Hypothesen sollten dementsprechend untersucht werden: 

1. Eosinophile Granulozyten begünstigen die Entstehung atherosklerotischer 

Plaques im Mausmodell. 

2. Eosinophile Granulozyten beeinflussen die zelluläre Zusammensetzung der 

atherosklerotischen Läsionen. 

3. Eosinophile Granulozyten werden in der Atherogenese durch spezifische 

Mediatoren aktiviert. 
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3. Material und Methoden 

3.1 Versuchstiere 

In den letzten 35-40 Jahren hat sich die Maus zum bei weitem am häufigsten 

verwendeten Tiermodell für die Atheroskleroseforschung entwickelt (47–49). Auch 

die vorliegende Studie griff auf ein Mausmodell zurück, da sich die Maus aufgrund 

ihrer kurzen Generationsdauer, problemlosen Aufzucht, sowie der einfachen und 

günstigen Haltung besonders gut als Versuchstier eignet. 

Die Genehmigung aller Tierstudien wurde durch die Regierung von Oberbayern 

gemäß §8 des Deutschen Tierschutzgesetzes erteilt. 

3.1.1 Mauslinien 

3.1.1.1 ΔdblGATA1 

Die ΔdblGATA1-Mäuse basieren auf einem BalbC-Hintergrund. Das Gata1-Gen ist 

ein X-chromosomales Gen, das eine essentielle Rolle bei der Entstehung erythroider 

Zellen, Megakaryozyten und Eosinophilen aus unreifen myeloischen Zellen spielt 

(50–52), das durch Gen-Targeting bei Mäusen nachgewiesen wurde. Bei 

ΔdblGATA1-Knockout-Mäusen (ΔdblGATA1-/-) führt die Deletion einer hochaffinen 

GATA-Bindungsstelle im GATA-1-Promotor, einem Element, von dem angenommen 

wird, dass es eine positive Autoregulation der GATA-1-Expression vermittelt, zum 

selektiven Verlust der eosinophilen Abstammungslinie. Dadurch wird die Bildung 

eosinophiler Granulozyten gehemmt, während die Entwicklung der anderen GATA-1-

exprimierenden Zelllinien, der Megakaryozyten, Erythroid- und Mastzellen, nicht oder 

nur gering gestört wird. Auf die Lebens- und Fortpflanzungsfähigkeit besteht 

ebenfalls kein Einfluss.  

3.1.1.2 ApoE-/- 

Bei ApoE-Knockout-Mäusen wird durch genetische Veränderung die Bildung des 

Apolipidproteins E ausgeschaltet, welches für die Aufnahme von Lipidproteinen aus 

dem Blut in die Leber zuständig ist (53). Dadurch entwickeln diese Tiere vermehrt 

Arteriosklerose in den Gefäßen, was den Vorgängen in der Entwicklung der 

Arteriosklerose und koronaren Herzerkrankung beim Menschen ähnelt. Bereits nach 

6 Wochen cholesterinreicher Nahrung werden Läsionen an der Aortenwurzel 
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beschrieben, die mit zunehmendem Alter anwachsen und sich nach 15 Wochen zu 

arteriosklerotischen Plaques entwickeln (53). Die in dieser Studie eingesetzte Maus 

hat den C57Bl6/J-Hintergrund. 

3.1.1.3 ApoE-/- x ΔdblGATA1 

Um den Einfluss der eosinophilen Granulozyten auf die Plaqueentstehung 

untersuchen zu können, wurden die Eosinophilen-defizienten Gata1-Knockout-

Mäuse mit ApoE-/--Mäusen verpaart und auf einen C57Bl6 Hintergrund 

zurückgezüchtet. Der Nachwuchs aus diesen Verpaarungen mit dem Genotyp (ApoE-

/- x ΔdblGATA1) wurde mit ihren Geschwistertiere mit dem Genotyp (ApoE-/- x 

GATA1+/+), bei welchen das Gata1-Gen nicht ausgeschaltet wurde, verglichen.  

 

3.1.2 Haltung 

Die Versuchstiere wurden kommerziell von The Jackson Laboratory erworben. Bis zu 

3 Mäuse wurden in Abhängigkeit von Größe und Geschlecht in einem Käfig (THKB-

M2V-MPolysulfonkäfig TypMII) mit Anschluss an ein IVC-System (Individually 

Ventilated Cabinet) untergebracht. Die ApoE-/- x ΔdblGATA1-Mäuse erhielten 13 

Wochen nach Absetzen von der Mutter eine cholesterinreiche Diät (Western Type 

Diet, ssniff Spezialdiäten GmbH, Soest) und hatten über Trinkflaschen freien Zugang 

zu Wasser. Außerdem wurde eine Gruppe von reinen ApoE-/--Mäusen 12 Wochen 

ebenfalls mit fettreichem (High Fat Diet, ssniff Spezialdiäten GmbH, Soest) und eine 

Vergleichsgruppe mit dem Genotyp ApoE-/- x ΔdblGATA1 12 Wochen mit 

Standardfutter (Chow Diet, ssniff Spezialdiäten GmbH, Soest) angefüttert. Um einen 

Tag-Nacht-Rhythmus vorzugeben, wurde mittels Zeitschaltuhr automatisch eine 

Beleuchtung im 12-Stundenintervall gewährleistet. Die Raumtemperatur lag konstant 

bei 21°C mit einer Luftfeuchtigkeit von 50-60%. 
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Tabelle 1 Versuchsgruppen 

Stamm Genotyp Fütterung Alter Anzahl 

ApoE-/- x ΔdblGATA1-/- ko/ko x ko/ko 
13 Wochen 

Western Diet 
17 Wochen 19 

ApoE-/- x ΔdblGATA1+/+ ko/ko x wt/wt 
13 Wochen 

Western Diet 
17 Wochen 19 

ApoE-/- ko/ko 
12 Wochen 

High Fat Diet 
16 Wochen 5 

ApoE-/- ko/ko 
12 Wochen 
Chow Diet 

16 Wochen 5 

 

3.1.3 Organentnahme und Fixierung 

Zur Organentnahme wurden die Versuchsmäuse mittels eines Anästhetikums aus 

90µl Fentanyl (Fentanyl HEXAL®, Hexa AG, Holzkirchen), 90µl Midazolam 

(Midazolam-hameln®, Hameln Phamaceuticals GmbH, Hameln) und 15µl 

Medetomidin (Dorbene®, Pfizer GmbH, Berlin) narkotisiert. Es folgte ein medianer 

Hautschnitt von der Leistenregion bis kranial des Brustbeins und die Öffnung des 

Brustkorbes. Nach der Freilegung des Herzens wurde das Gefäßsystem mit 5ml 

NaCl:Heparin (100:0,5) perfundiert. Der Tod erfolgte durch kompletten Blutentzug 

und zusätzliche Durchtrennung des Genicks.  

Die Aorta wurde vom Aortenbogen nach kaudal bis distal der Bifurtatio aortae grob 

freipräpariert und entnommen. Diese wurde für 12-24h in 4%igem Paraformaldehyd 

(PFA) (Thermo Scientific, Rockford, Illinois, USA) fixiert. 

Das Herz wurde nach Entnahme aufrecht mit der Spitze nach unten senkrecht zum 

Boden in einem Einbettmedium (Tissue-Tek®, Sakura, Alphen aan den Rijn, NL) 

positioniert und mit Trockeneis schockgefroren. Für eine bessere Stabilität wurde der 

Apex cordis abgeschnitten. Bis zur Weiterverarbeitung wurden die Herzen bei -80°C 

eingelagert. 

Zusätzlich wurde die rechte A. carotis communis entnommen und in Tissue-Tek 

eingebettet in einem -80°C-Gefrierschrank aufbewahrt. Weitere Untersuchungen, die 

mit den Organen und Geweben der Tiere durchgeführt wurden, waren Gegenstand 

einer anderen Studie und werden im weiteren Verlauf nicht näher erläutert. 
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3.2 Histopathologische Untersuchungen 

3.2.1 En Face Sudan-III-Färbung zur Quantifizierung atherosklerotischer Plaques in 
der Aorta 

Die Sudan-III-Färbung ist eine physikalische Methode, bei der der Farbstoff im 

Konzentrationsgefälle aus dem Lösungsmittel hin zu Neutralfetten diffundiert, 

wodurch sich fetthaltige Gewebseinlagerungen rot anfärben (54–56). Da 

atherosklerotische Plaques zu einem großen Teil aus Cholesterin und anderen 

Lipiden, den sog. „fatty streaks“, bestehen, können diese mit Hilfe der Sudan-III-

Färbung in der Aorta dargestellt und quantitativ erfasst werden (55,56). 

Nach 12-24h in PFA wurde die Aorta nach einem feststehenden Protokoll gefärbt. 

Zuerst wurde das Gefäß 2 Minuten in Aqua bidest und anschließend circa 3 Minuten 

in 75%iges Ethanol (Emsure®, Ethanol absolute for analysis, Merck KGaA, 

Darmstadt) gelegt. Dann wurde die Probe für 25-30 Minuten in die Sudan-III-

Färbelösung (Sudan III C.I. 26100, Merck, Darmstadt) inkubiert. Hierfür wurde 1g 

Sudan III in 200 ml 100 %igem Ethanol gelöst, filtriert und mit Aqua bidest im 

Verhältnis 3:2 (Stammlösung:Aqua bidest) verdünnt. Zuletzt wurde die Probe erneut 

2 Minuten in Aqua bidest gewaschen.  

Nach der Färbung wurde die Aorta unter Zuhilfenahme einer Lupenbrille vorsichtig 

von restlichem periarteriellem Fett- und Bindegewebe, inklusive der Adventitia, 

befreit, um dem Risiko falsch-positiver Ergebnisse vorzubeugen. Daraufhin wurde 

das Gefäß auf einem Objektträger (Thermo Scientific, Superfrost® Plus, 25 x 75 x 

1,0mm Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig) ausgebreitet, mit Aqua bidest benetzt 

und durch das Abdecken mit einem Deckglas (MEDITE GmbH, Burgdorf) fixiert.  

 

3.2.2 Anfertigung histologischer Schnitte 

Die gefrorenen Herzen wurden in einem Kryotom (Thermo ScientificTM CryoStarTM 

NX70) angetaut, aufrecht mit dem Apex nach unten auf einem Stempel fixiert und mit 

Tissue Tek bedeckt. Bei einer Gewebstemperatur von -23°C und einer 

Klingentemperatur von -15°C wurden 8 µm dicke Gefrierschnitte angefertigt. Die 

Schnitte erfolgten von kranial nach kaudal. Dabei wurde der Rest der Aorta 

ascendens zur Orientierung verwendet, wobei die Aorta möglichst quer geschnitten 
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wurde, damit auch der Aortensinus im Querschnitt dargestellt werden konnte. Je 2-3 

Schnitte wurden auf einen beschichteten Objektträger (Thermo Scientific, 

Superfrost® Plus, 25 x 75 x 1,0mm Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig) gezogen 

und beschriftet. Die Carotiden wurden ebenfalls aufrecht auf dem Stempel, wie 

beschrieben, fixiert und bei gleicher Einstellung im Querschnitt geschnitten. Die 

Gewebsschnitte wurden anschließend bis zur weiteren Verwendung bei -20°C 

verwahrt. 

 

3.2.3 Oil-Red-O-Färbung zur Quantifizierung atherosklerotischer Plaques auf Ebene 
der Aortenklappe 

Wie die Sudan-III-Färbung dient auch die Oil-Red-O-Färbung der Darstellung von 

Lipideinlagerungen. Da die Lipidareale mit der Plaquegröße korreliert, ist die Oil-Red-

O-Färbung ein häufig verwendetes Werkzeug zur Quantifizierung atherosklerotischer 

Läsionen (57,58). 

Die Färbung fand nach festem Protokoll bei Raumtemperatur statt. Zunächst wurden 

die Gewebsschnitte für 5 Minuten in eine Glasküvette mit einfacher 

phosphatgepufferter Salzlösung (Dulbecco´s Phosphate buffered saline 1x, Gibco® 

by life technologies, Kalifornien, USA) gelegt. Die luftgetrockneten Objektträger 

wurden anschließend 10 Mal in 60%iges Isopropanol (EMSURE®, 2-Propanol zur 

Analyse, Merck KGaA, Darmstadt) getaucht und dann 15 Minuten lang in der Oil-

Red-O-Lösung inkubiert. Für die Lösung wurde zuvor 180ml Stocklösung, 1g Oil-

Red-O (O0625, Sigma-Aldrich®, Steinheim) in 200ml 99%igem Isopropanol gelöst, 

mit 120ml Reinstwasser (Milli-Q® Reference Wasseraufbereitungssystem, Merck 

KGaA, Frankfurt) unter einem Abzug vermischt und nach einer Stunde filtriert. Um 

die Überschüsse wegzuwaschen, wurden die Objektträger wiederholt 10 Mal in 

60%igem Isopropanol gewaschen und 5 Minuten in der Küvette unter kaltes schwach 

fließendes Wasser gestellt. Zur Kerngegenfärbung wurden die Objektträger für 30 

Sekunden in Hämalaunlösung, bestehend aus Mayers Hämalaunlösung (Mayers 

Hämalaunlösung für die Mikroskopie, Merck KGaA, Darmstadt) und Reinstwasser im 

Verhältnis 1:1, gebläut und danach wieder 5 Minuten unter fließendem Wasser 

gewaschen. Zuletzt wurden die Gewebsschnitte mit je einem Tropfen 
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Eindeckmedium (Dako Fluorescent mounting medium, Dako North America 

Incorporation, CA, USA) und einem Deckglas bedeckt. 

3.2.4 Immunfluoreszensfärbung 

Immunhistochemie beruht auf der Antigen-Antikörper-Reaktion und stellt eine 

Färbemethode dar, mit der Epitope in Gewebeschnitten spezifisch detektiert und 

durch die Bindung mit einem Fluorochrom konjugierten Antikörper Proteine und auch 

andere Strukturen im Fluoreszenzmikroskop visualisiert werden. Man unterscheidet 

zwei verschiedene Methoden der Detektion: zum einen gibt es die direkte Methode, 

bei der ein fluoreszensmarkierter Primärantikörper direkt das Antigen bindet, und 

zum anderen die indirekte Methode, bei welcher ein unkonjugierter Primärantikörper 

das Antigen bindet, und von einem fluoreszierenden Sekundärantikörper, der an die 

Fc-Region des Primärantikörpers bindet, detektiert wird. Bei dieser Methode binden 

mehrere polyklonale Sekundärantikörper an einen Primärantikörper und verstärken 

somit das Signal. (59–61) 

Die gekühlten Objektträger wurden zunächst in eine lichtundurchlässige 

Färbekammer gelegt und auf Raumtemperatur gebracht. Um die Gewebeproben vor 

Austrocknung zu schützen, wurde der Boden der Färbekammer mit Wasser bedeckt 

(62). Zuerst wurden alle Gewebsschnitte mehrfach mit einem Fettstift (Dako Pen, 

Dako Deutschland GmbH, Hamburg) umrandet, um auf dem Objektträger eine 

Barriere zu schaffen und so die Färbelösung auf dem Präparat zu halten. 

3.2.4.1 MPO-Färbung 

Myeloperoxidase (MPO) ist ein lysosomales Enzym aus der Gruppe der Peroxidasen, 

das hauptsächlich in Neutrophilen und zu einem geringeren Grad in Monozyten 

exprimiert wird (63) Zur Markierung neutrophiler Granulozyten wurde daher die MPO-

Färbung nach folgendem Standardprotokoll durchgeführt: 

Zunächst wurden die Proben 15 Minuten mit 4%igen PFA fixiert. Zur Entfernung des 

Formalins, wurden die Präparate dreimal je 5 Minuten mit frisch angesetztem PBS-

Tween-Waschpuffer in Glasküvetten auf einem Linearschüttler (Heidolph Duomax 

1030, Heidolph Instruments, Schwabach) gewaschen. Die Waschlösung enthielt 100 

ml PBS-Puffer (Dulbecco´s Phosphate buffered saline, Sigma-Aldrich®, Steinheim), 

das mit 900 ml destilliertem Wasser verdünnt und mit 1 ml Tween (Tween® 20, 
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Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) gemischt wurde. Bevor der Antikörper zum 

Einsatz kam, wurde ein Goatserumgemisch aufgetragen, um mögliche unspezifische 

Bindungen am Fc-Rezeptor zu blockieren. Dies ermöglichte, dass der primäre 

Antikörper spezifisch band (59,60). Hierfür wurde eine Lösung auf einem 

Magnetrührer (RCT basic, IKA®, Staufen) mit Hilfe eines Rührfisches aus 50 ml PBS, 

0,5 g Bovinem Kälberserum Albumin (BSA, Albumin Fraktion V,) und 0,25 g Saponin 

(Saponin rein, Carl Roth®, Karlsruhe) zusammengerührt und durch ein Spritzenfilter 

mit Polyethersulfon-Membran (Sterile Syringe Filter 0,2 µm PES, VWR™, Darmstadt) 

filtriert. 4,5 ml dieser Stocklösung wurden mit 500 µl Goatserum gemischt. Diese 

Blocklösung wurde für 60 Minuten auf die Gewebsschnitte pipettiert. Danach wurde 

die Lösung lediglich von den Objektträgern abgeklopft. Ohne weiteren Waschschritt 

wurde nun der gegen MPO gerichtete Primärantikörper (A0398, Polyclonal Rabbit 

anti-Human MPO, Dako North America Incorporation, CA, USA) mit der Blocklösung 

im Verhältnis 1:300 verdünnt und auf die Präparate aufgetragen. Die Inkubation des 

primären Antikörpers erfolgte über Nacht in einem Kühlschrank bei 4° C. Am 

nächsten Tag wurden die nichtgebundenen Antikörper, wie bereits beschrieben, 

dreimal je 5 Minuten mit PBS-Tween-Waschpuffer heruntergewaschen. 

Anschließend wurde der fluoreszierende Sekundärantikörper (Cy™5-conjugated 

AffiniPure Goat anti-Rabbit IgG, Jackson Immuno Research Laboratories, Inc., 

Pennsylvania, USA) in einer Verdünnung 1:200 und zur „blauen“ Kernfärbung 

Hoechst (Hoechst 33342 trihydrochloride trihydrate, Invitrogen, Eugene, Oregon, 

USA) 1:1000 mit der Stocklösung gemischt und für weitere 60 Minuten auf die 

Schnitte gegeben. Nach einem letzten Waschschritt von dreimal 5 Minuten wurden 

die Objektträger abgeklopft, und mit je einem Tropfen Dako und einem Deckglas 

bedeckt. Bis zum Fotografieren wurden die gefärbten Gewebsschnitte bei 4°C in 

einer lichtgeschützten Mappe gekühlt aufbewahrt.  

3.2.4.2 LGAL-S3+ACTA-2-Doppelfärbung 

Das Galectin-3 (LGAL-S3) ist ein Galaktose-bindendes Protein, das u.a. in 

Makrophagen in hohem Maße innerhalb menschlicher atherosklerotischer Plaques 

und im Atherom-Modell der Maus exprimiert wird (64,65). Als Reaktion auf 

Gefäßverletzungen werden außerdem die Differenzierung und Proliferation von 

glatten Muskelzellen (SMC) stimuliert (66). Die LGAL-S3+ACTA-2-Doppelfärbung 
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erfolgte nach dem wie in 3.2.4.1 beschriebenen Standardprotokoll mit folgenden 

Antikörpern: 

Als Primärantikörper wurden das gegen Galectin-3 gerichtete anti-LGAL-S3 

(CL8942AP, Purified Rat anti-Mouse/Human Mac-2, Cedarlane, Burlington, Kanada) 

und gegen α-Glattmuskelaktin gerichtete anti-ACTA-2 (F3777, Purified Mouse anti-

Mouse α- SMA, Sigma-Aldrich®, Steinheim), welches mit dem Fluorescein-

Isothiocyanat (FITC)-Isomer I konjugiert ist, verwendet. Der anti-LGAL-S3-Antiköper 

wurde in einer Verdünnung 1:200, der anti-ACTA-2-Antikörper 1:400 mit der 

Blocklösung gemischt und auf die Präparate pipettiert. 

Als fluoreszierender Sekundärantikörper zur Detektion des Mac-2-Antikörpers kam 

Cy5 (Cy™5-conjugated AffiniPure Goat anti-Rat IgG, Jackson Immuno Research 

Laboratories, Inc., Pennsylvania, USA) in der Verdünnung 1:200 zum Einsatz. 

3.2.4.3 Siglec-F-, vWF- und CCL11-Färbung 

Zunächst wurden die Proben mit 4%igen PFA 10 Minuten fixiert. Zur Entfernung des 

Formalins, wurden die Präparate dreimal je 5 Minuten mit frisch angesetztem PBS-

Tween-Waschpuffer in Glasküvetten gewaschen. Zum Blocken wurde vor dem 

Primärantikörper ein Goatserum (10% Normal Goat Serum, life technologies™, 

Kalifornien, USA) aufgetragen und nach 30 Minuten Inkubation abgeklopft. Der 

Primärantikörper wurde jeweils ohne Zwischenwaschschritt direkt auf die Präparate 

pipettiert und für 1-1,5 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die 

ungebundenen Antikörper durch den dreimaligen Waschgang mit Waschpuffer 

entfernt. Anschließend wurde der fluoreszierende Sekundärantikörper, zum „grün 

Färben“ des ersten Antikörpers, für eine weitere Stunde aufgetragen. Nach der 

Inkubationszeit wurde zur Kernfärbung Hoechst 1:1000 mit PBS verdünnt und für 3 

min auf die Präparate gegeben, bevor ein letzter Waschgang erfolgte. Zuletzt wurden 

die Objektträger abgeklopft, die Schnitte mit je einem Tropfen Dako und einem 

Deckglas bedeckt.  

Die gefärbten Gewebsschnitte wurden bei 4°C in einer Mappe lichtgeschützt in 

einem Kühlschrank gelagert. 
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Tabelle 2 Für die immunhistologischen Färbungen Siglec-F, vWF, CCL11 verwendete 
Primärantikörper 

Antigen 1. AK Klon Hersteller 2. AK Hersteller 

Siglec-F Ratte E50-2440 
BD 
Pharmigen 

Goat anti-Rat 
AlexaFluor®488 

Invitrogen 

vWF Mouse F8/86 Dako 
Goat anti-Mouse 
AlexaFluor®488 

Invitrogen 

CCL11 Ratte 42285 Invitrogen 
Goat anti-Rat 
AlexaFluor®488 

Invitrogen 

 

3.2.5 Auswertung 

3.2.5.1 Relative Fläche der atherosklerotischen Plaques 

3.2.5.1.1 En face Analyse der Aorta  

Die Aorta wurde unter einem Hellfeldmikroskop (Axiovert 100, Carl Zeiss AG, Jena) 

bei 0,65-, 1,25- und 1,6-facher Vergrößerung unter direkter Belichtung durch eine 

externe Lichtquelle in einem ansonsten dunklen Raum mit einer Digitalkamera über 

einen Tubus en face abfotografiert (Canon PowerShot G5, Canon Inc., Japan). Der 

Aortenbogen wurde zusätzlich unter dem 2,5- und 4,0-Objektiv aufgenommen. 

Für die Quantifizierung der atherosklerotischen Plaques wurden die Aufnahmen in 

1,6-facher Vergrößerung herangezogen. Hierbei wurde die Fläche der rot 

angefärbten Läsionen unter Verwendung des Computerprogrammes Fiji (Fiji is Just, 

ImageJ 1.52n, Wayne Rasband National Institutes of Health, USA) manuell 

gemessen (Abbildung 5 a) und ins Verhältnis zur Gesamtfläche der Aorta ascendens, 

des Aortenbogens und der thorakalen Aorta (Abbildung 5 b) gesetzt. 

Somit wurde die relative Plaquefläche mit folgender Formel errechnet:  

Relative Plaquefläche = Plaquefläche / Gefäßfläche 

 



21 
Material und Methoden 

a)  b)  

Abbildung 5: Ermittlung der relativen Plaquefläche im erweiterten Aortenbogen 
a) manuell bestimmte absolute Plaquefläche (gelb umrandete Flächen), b) automatisiert 
markierte Gefäßfläche (gelb umrandete Fläche) 

3.2.5.1.2 Aortensinus 

Die Aortenklappen wurden unter einem Mikroskop (Leica DM6 B, Bensheim) mit 

einer Mikroskop-Kamera (Leica DMC4500, Bensheim) unter Verwendung einer 

entsprechenden Software (LAS X, Copyright© Leica Microsystems CMS GmbH) bei 

20-facher Vergrößerung abfotografiert. 

Um das Ausmaß der Atherosklerose zu bestimmen, wurde die Fläche der 

atherosklerotischen Läsionen in Querschnitten des Aortensinus, in denen die 

Aortenklappen satt getroffen waren, ermittelt. Das Ausmessen der Läsionen erfolgte 

mit Fiji, in dem die rotgefärbten Areale an allen drei Aortenklappen automatisiert 

markiert wurden (Abbildung 6 a) und die Gesamtgefäßfläche manuell bestimmt 

wurden ((Abbildung 6 b). Die Plaqueflächen wurden addiert und ins Verhältnis zur 

„vessel area“ (von der Adventitia umgebene Fläche) gesetzt, um Unterschiede in der 

Gefäßgröße auszugleichen. So ergab sich für die Auswertung der Plaquefläche in 

Bezug auf die Gesamtgröße des Gefäßes folgende Formel:  

Relative Plaquefläche = Plaque area / Vessel area 

Für die Quantifizierung der atherosklerotischen Plaques im Aortenursprung wurden je 

Versuchstier fünf Gewebsschnitte herangezogen und deren Mittel errechnet. 
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a)  b)  

Abbildung 6: Ermittlung der relativen Plaquefläche im Aortensinus 
a) absolute Plaque area (gelb markierte Fläche), b) Vessel area = Gesamtgefäßfläche 
(gestrichelte Linie) 

 

3.2.5.2 Auswertung der Immunhistologie 

Um eine optimale Bildqualität und Färbstoffintensität zu erzielen, wurden die 

Präparate innerhalb von 48 Stunden nach der Färbung unter dem 

Fluoreszenzmikroskop (Leica DMRB, Bensheim) mithilfe einer Digitalkamera 

(AxioCam, Zeiss, Göttingen) und entsprechender Software (AxioVision) bei 20-facher 

Vergrößerung abfotografiert. Bei allen Aufnahmen wurden entsprechende 

Farbkanäle und standardisierte Belichtungszeiten verwendet. 

3.2.5.2.1 Relative Fläche an Neutrophilen, Makrophagen und glatter Muskulatur 

Für die quantitative Auswertung der Farbsignale wurde das Computerprogramm Fiji 

verwendet, welches ermöglicht, die Färbungen in verschiedene Farbkanäle zu 

trennen und die einzelnen Farbsignale einzeln auszuwerten. Für die Fläche an 

positiv angefärbten Antigens wurde die jeweilige Farbe automatisiert gefiltert und 

deren Fläche zur manuell bestimmten Plaquefläche ins Verhältnis gesetzt (Area 

fraction). Hierfür wurden je zwei Schnitte pro Versuchstier aus dem Bereich des 

Aortensinus, in der die Klappen gerade angeschnitten wurden, herangezogen und 

deren Durchschnitt errechnet. 

Tabelle 3 Farbsignale 

Neutrophile MPO grün 

Makrophagen LGAL-S3 grün 

glatte Muskultur ACTA-2 rot 
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3.3 Blutanalyse 

Für die Blutanalyse wurde den Mäusen unter Verwendung einer Citrat beschichteten 

1 ml-Spritze (BD DiscarditTM I, Becton Dickinson S.A., Fraga, Huesca, Spanien) mit 

einer 26 G-Kanüle (BD MicrolaneTM 3, Becton Dickinson and Company Limited, 

Drogheda, Louth, Irland) intrakardiales Blut entnommen. 100 µl des gewonnenen 

Blutes wurden zur Erstellung eines Differentialblutbildes einem vollautomatischen 

Analysegerät (ABX Micros ES60 Hämatologie Analysengerät, Horiba ABX, 

Montpellier, Frankreich) zugeführt. 

 

3.4 ELISA.  

Um Plasma zu gewinnen, wurde das Blut in einem 1,5 ml Eppendorf-Gefäß 

(Eppendorf Tubes®, Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH, Wesseling) für 10 

Minuten bei 15°C in einer Tischzentrifuge (Centrifuge 5424 R, Eppendorf Vertrieb 

Deutschland GmbH, Wesseling) bei 2000g zentrifugiert und dessen Überstand ein 

weiteres Mal bei gleicher Einstellung. Der beim zweiten Zentrifugationsschritt 

entstandene Überstand wurde abpipettiert, schockgefrostet und in einem -80°C-

Gefrierschrank gelagert.  

Die Plasmakonzentrationen des Gesamtcholesterins wurden mit dem im Handel 

erhältlichen Cholesterin-Assay-Kit (Cholesterol/Cholesteryl Ester Assay Kit-

Quantitation, Abcam®, Cambridge, UK) bestimmt. IL-5 (IL-5 Quantikine ELISA Kit, 

R&D System, Bio-Techne GmbH, Wiesbaden-Nordenstadt), CCL11 (CCL11/Eotaxin 

Quantikine ELISA Kit, R&D System, Bio-Techne GmbH, Wiesbaden-Nordenstadt) 

und vWF (Mouse Von Willebrand Factor A2 ELISA Kit, Abcam®, Cambridge, UK) 

wurden ebenfalls mit Hilfe von ELISA-Kits nach Angaben des Herstellers quantifiziert  

Die Auswertung der ELISAs wurde mit Hilfe eines ELISA-Readers (infintite F200, 

Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim) und der entsprechenden Software i-control 

1.9 (2011, Tecan Austria GmbH) vorgenommen, welche die Absorption der sich 

entwickelten Farbe auslas. Diese konnten mit der Software ReaderFit (Hitachi 

Solutions America, Ltd.) gegen bekannte Standardkonzentrationen entsprechend 

interpretiert werden. 
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3.5 Statistische Auswertung 

Die statistische Analyse dieser Arbeit erfolgte unter Anwendung des Programms 

IBM® SPSS® Statistics 21.0 (SPSS Inc, Chicago, IL, USA). Deren graphische 

Darstellung wurde mit GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, 

USA) realisiert. 

Die Unabhängigkeit der Variablen und Messergebnisse wurde durch das 

Studiendesign sichergestellt. Zum Test, ob die Daten normalverteilt waren, wurde der 

Shapiro-Wilk-Test durchgeführt. Beim Vorliegen einer Normalverteilung erfolgte die 

Signifikanzprüfung für den Vergleich einer Gruppe zu ihrer Kontrollgruppe mittels T-

Test. Sofern die Werte nicht normalverteilt waren, wurde der nichtparametrische, 

unabhängige Mann-Whitney-U-Test verwendet. P=Werte von p < 0,05 wurden als 

signifikant betrachtet. 

In den Graphen wurden die Daten als Mittelwerte ± Standardabweichung (SD) durch 

entsprechende Querbalken dargestellt  
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4. Ergebnisse  

4.1 Verminderung der Atherosklerose in Eosinophilen-defizienten Tieren 

4.1.1 Atherosklerotische Läsionsgröße in der Aorta  

Um den Einfluss von eosinophilen Granulozyten auf die Entstehung 

atherosklerotischer Plaques zu untersuchen, wurden ApoE-/-- mit Eosinophilen 

defizienten ΔdblGATA1-/--Mäusen gekreuzt und mit der Kontrollgruppe ApoE-/-x 

ΔdblGATA1+/+ verglichen. Nachdem die Versuchsmäuse 13 Wochen lang mit 

cholesterinreicher Nahrung angefüttert wurden, entwickelten die Knockout-Mäuse im 

Vergleich zu ihren Wildtypgeschwistern signifikant vermindert atherosklerotische 

Läsionen (Abbildung 7 bis Abbildung 10), was sich sowohl in der en face-Analye der 

Aorta (Abbildung 7 und Abbildung 8) als auch im Aortensinus auf Klappenebene 

(Abbildung 9 und Abbildung 10) zeigte. 

 

Abbildung 7: Mittels en face-Technik ermittelte relative Plaquefläche im Aortenbogen 
ApoE-/-xΔdblGATA1-/- (n=19) vs. ApoE-/-xΔdblGATA1+/+ (n=19), *p < 0,05 
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Abbildung 8: En face Sudan-III-Färbung im Aortenbogen 
Atherosklerotische Läsion einer ApoE-/-xΔdblGATA1-/--Maus links im Vergleich zu einer der 
Kontrollgruppe (ApoE-/-xΔdblGATA+/+) rechts. Maßstab = 200 µm 
 

 

Abbildung 9: Mittels Oil-Red-O-Färbung ermittelte relative Plaquefläche im 
Aortensinus  
ApoE-/-xΔdblGATA1-/- (n=14) vs. ApoE-/-xΔdblGATA1+/+ (n=13), *p < 0,05 
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Abbildung 10: Oil-Red-O-Färbung des Aortensinus  
Atherosklerotische Läsion (gestrichelte Linie) einer ApoE-/-xΔdblGATA1-/--Maus links im 
Vergleich zu einer der Kontrollgruppe (ApoE-/-xΔdblGATA+/+) rechts. Maßstab = 300 µm  
 

Zusätzlich wurde mittels Siglec-F Färbung untersucht, ob in den atherosklerotischen 

Plaques der Eosinophilen-suffizienten Kontrollgruppe (ApoE-/-xΔdblGATA+/+-Maus) 

auf Aortenklappenebene eosinophile Granulozyten nachweisbar waren. Doch wie 

bereits für stabile humane atherosklerotische Plaques berichtet, konnten auch in der 

ApoE-/-xΔdblGATA+/+-Maus keine Eosinophilen innerhalb der Läsionen detektiert 

werden (Abbildung 11).  

  

Abbildung 11: Siglec-F Färbung des Aortensinus einer Wiltyp-Maus (ApoE-/-

xΔdblGATA+/+) 
Abwesenheit von eosinophilen Granulozyten innerhalb der atherosklerotischen Läsion 
(gepunktete Linie) auf der Ebene der Valva aortae, Siglec-F: grün, Maßstab = 300 µm 
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4.1.2 Zelluläre Analyse der atherosklerotischen Plaques 

Um zu untersuchen, ob die Rekrutierung anderer Leukozyten durch das Fehlen von 

Eosinophilen beeinträchtigt wird, wurde in einem nächsten Schritt die Infiltration 

entzündlicher Immunzellen in Läsionen der Aortenklappe analysiert.  

4.1.2.1 Verminderte Einwanderung neutrophiler Granulozyten in Eosinophilen-
defizienten Tieren 

Granulozyten stellen 50 % der Leukozyten dar, wobei neutrophile Granulozyten den 

Hauptanteil ausmachen. Die Anwesenheit von Neutrophilen wurde mittels MPO-

Färbung ermittelt. Die Auswertung dieser Färbung ergab, dass die Kontrollgruppe im 

Vergleich zur Eosinophilen-defizienten Gruppe eine deutlich stärkere Rekrutierung 

von Neutrophilen in Plaques aufweist. Der Prozentsatz der Fläche an neutrophilen 

Granulozyten (Abbildung 12) in Bezug auf die Plaquegesamtfläche war damit bei 

ApoE-/-xΔdblGATA+/+-Mäusen signifikant geringer (Abbildung 13,  

p<0,01). 

 

Abbildung 12: MPO-Färbung des Aortensinus 
Fläche an neutrophilen Granulozyten (Pfeil) bei einer ApoE-/-xΔdblGATA1-/--Maus links im 
Vergleich zu ApoE-/-xΔdblGATA+/+ rechts, MPO: grün, Maßstab = 300 µm 
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Abbildung 13: Mittels MPO-Färbung ermittelte relative Fläche an Neutrophilen 
ApoE-/-xΔdblGATA1-/- (n=10) vs. ApoE-/-xΔdblGATA1+/+ (n=10), **p < 0,01 
 

4.1.2.2 Verminderte Makrophageneinwanderung und glatte Muskelzellen in 
Eosinophilen-defizienten Tieren 

Neben der atherosklerotischen Plaquefläche zeigten sich beim Vergleich 

Eosinophilen-suffizienter mit Eosinophilen-defizienten Mäusen erhebliche 

Unterschiede bezüglich der in den Plaques anwesenden Zellen. So war die relative 

Fläche, die in den Läsionen von Makrophagen und glatten Muskelzellen (SMC) 

eingenommen wurde, bestimmt Es zeigten sich sowohl in Bezug auf SMC als auch 

Makrophagen signifikante Unterschiede (Abbildung 10), wobei die von diesen Zellen 

besetzen Flächenanteile bei den Eosinophil-suffizienten ApoE-/-xΔdblGATA+/+-

Mäusen signifikant grösser waren.  
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a)                  b)  

Abbildung 14: Mittels LGAL-S3-ACTA-2-Doppelfärbung im Aortensinus ermittelte 
relative Flächen an a) Makrophagen b) glatter Muskulatur 
ApoE-/-xΔdblGATA1-/- (n=10) vs. ApoE-/-xΔdblGATA1+/+ (n=10), **p < 0,01 

 

Neben der atherosklerotischen Plaquefläche weist auch deren Zusammensetzung im 

Vergleich erhebliche Unterschiede bezüglich der Immunzellen auf. Wie die 

Auswertung der LGAL-S3-ACTA-2-Doppelfärbung zeigte, waren bei den Knockout-

Mäusen geringere Makrophagenansammlungen vor allem aber deutlich vermindert 

SMC-Präsenz im Verhältnis zur Gesamtfläche der Läsion zu messen (Abbildung 15). 

Die relativen Anteile der glatten Muskelzellen (rot) und der durch Makrophagen 

besiedelten Flächen (grün) bleiben bei der Kontrollgruppe, wie zuvor bei der 

Plaquefläche beschrieben, stets auf einem höheren Niveau (Abbildung 16). 
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Abbildung 15: LGAL-S3-ACTA-2-Doppelfärbung im Aortensinus einer ApoE-/-

xΔdblGATA-/--Maus 
a) SMC: rot, b) Makrophagen: grün, c) Zellkerne: blau, d) Overlay, Maßstab = 300 µm 

 

 

Abbildung 16: LGAL-S3-ACTA-2-Doppelfärbung im Aortensinus einer ApoE-/-

xΔdblGATA+/+-Maus 
a) SMC: rot, b) Makrophagen: grün, c) Zellkerne: blau, d) Overlay, Maßstab = 300 µm 

a) b) 

d) c) 

a) b) 

d) c) 
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Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass Eosinophile die Entzündungsreaktion bei 

Atherosklerose fördern und die Plaquebildung begünstigen, die die Rekrutierung von 

Immunzellen unterstützt (67,68). Darüber hinaus weist deren Abwesenheit in den 

Läsionen eher auf eine systemische Wirkung von Eosinophilen als auf eine lokale 

innerhalb der Plaques selbst hin. 

 

4.1.3 Analyse des Körpergewichtes und des peripheren Blutes 

Nach 13 Wochen Fütterung mit cholesterinreicher Nahrung wiesen Eosinophilen-

defiziente ApoE-/--Mäuse gegenüber der Kontrollgruppe signifikant geringere Mengen 

an eosinophilen Granulozyten (Abbildung 17 b) im peripheren Blut auf, während 

bezüglich Körpergewicht (Abbildung 17 a), Plasma-Cholesterin (Abbildung 17 c), 

Thrombozyten (Abbildung 17 d), Erythrozyten (Abbildung 17 e) und Hämoglobin 

(Abbildung 17 f) keine signifikanten Unterschiede detektierbar waren. 

 

a)  b)  
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c)  d)  

e)        f)  
Abbildung 17: Quantitative Analyse ApoE-/-x ΔdblGATA1-/- vs. ApoE-/-x ΔdblGATA1+/+ 
a) Körpergewicht (beide Gruppen n=11), b) eosinophile Granulozyten (beide Gruppen n=9), 
c) Cholesterin (beide Gruppen n=7), d) Thrombozyten (beide Gruppen n=9), e) Erythrozyten 
(beide Gruppen n=8), f) Hämoglobin (beide Gruppen n=8), ns = nicht signifiknat, **p < 0,01 

 

4.1.4 Bedeutung des von-Willebrand-Faktors 

Zusätzlich wurde geprüft, inwiefern eosinophile Granulozyten Einfluss auf die 

Atherogenese nehmen könnten. Da Thrombozyten an der Atheroprogression beteiligt 

sind, wurde untersucht, ob Eosinophile die Atherosklerose durch eine Steigerung der 

Thrombozytenadhäsion verstärken können. Eine Determinante der 

Thrombozytenadhäsion ist die vWF-Exposition am Endothel, welche an der Carotis 

ermittelt wurde. Die Analyse ergab eine signifikant geringere endotheliale vWF-

Exposition bei Eosinophilen-defizienten ApoE-/--Mäusen im Vergleich zur 

Kontrollgruppe (Abbildung 18 a), was sich auch in der Plasmakonzentration des vWFs 

widerspiegelte (Abbildung 18 b).  
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Diese Resultate geben Hinweise darauf, dass Eosinophile Atherosklerose u.a. 

dadurch fördern, dass sie eine erhöhte vWF-Exposition auf Endothelzellen und somit 

eine verstärkte atherogene Thrombozytenadhäsion an der Gefäßwand bedingen. 

a)               b)  

Abbildung 18: vwF-Exposition  
a) mittels Immunhistologie ermittelte endothelialer vWF von ApoE-/-x ΔdblGATA1-/- (n=16) vs. 
ApoE-/-x ΔdblGATA1+/+ (n=13), b) vWF-Plasmakonzentration in ApoE-/-x ΔdblGATA1-/- vs. 
ApoE-/-x ΔdblGATA1+/+ (beide Gruppen n=5), ns = nicht signifikant, *p < 0,05 

 

 

4.2 Einfluss der Ernährung auf Eosinophile stimulierende Zytokine 

Um zu ermitteln, ob Eosinophile im Rahmen der Atherosklerose aktiviert werden, 

wurden Eosinophilen-stimulierende Faktoren analysiert. Hierfür wurde eine Gruppe 

von ApoE-/- Mäusen, die 12 Wochen lang mit fettreicher Nahrung gefüttert wurden, 

mit einer ApoE-/--Kontrollgruppe verglichen, die 12 Wochen Standardfutter erhielten. 

 

4.2.1 Erhöhung der Eotaxin-1-Plasmakonzentration bei fettreicher Ernährung 

Eotaxine sind die stärksten Chemoattraktanten eosinophiler Granulozyten (37,69). 

Als Reaktion auf fettreiche Nahrung resultierte eine signifikant höhere 

Plasmakonzentration an Eotaxin-1 (CCL11) im Vergleich zu den ApoE-/--Mäusen mit 

Standardfutter (Abbildung 19 a). Zudem war Eotaxin-1 auch in den 

ns 
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artherosklerotischen Plaques und dem darunter liegenden Endothel nachweisbar 

(Abbildung 19 b). 

 

a) 

 

b) 
 

     
 
 

Abbildung 19 Eotaxin-1 
a) Plasmakonzentration ApoE-/--Mäuse mit High Fat Diet (HFD) vs. Chow Diet (no HFD), 
beide Gruppen n=5, *p < 0,05 

b) mittels Immunhistologie Nachweis von CCL11: grün in atherosklerotischer Läsion der 
Aortenwurzel von ApoE-/-, Endothel (gestrichelte Linie), Lamina elastica interna 
(durchgezogene Linie), Maßstab = 50 µm  

 

 

4.2.2 Interleukin-5 

Interleukin 5 (IL-5) ist der Hauptfaktor, der die terminale Differenzierung eosinophiler 

Vorläuferzellen fördert (18,37,69). Dieser war in Eosinophilen-suffizienten Mäusen 

unter fettreicher Nahrung leicht, aber nicht statistisch signifikant erhöht (Abb. 16). 
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Abbildung 20: Interleukin-5 
Plasmakonzentration ApoE-/--Mäuse mit High Fat Diet (HFD) vs. Chow Diet (no HFD), beide 
Gruppen n=5, ns = nicht signifikant 
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5. Diskussion 

Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, welchen Einfluss 

eosinophile Granulozyten auf die Atheroskleroseentwicklung bei Mäusen hat, die 

genetisch prädisponiert sind Atherosklerose zu entwickeln. In Übereinstimmung mit 

der Situation bei Menschen bestimmen Umweltfaktoren wie fettreiches Futter, wie 

stark die Atherosklerose in einer bestimmten Zeitspanne bei diesen Mäusen 

ausgebildet ist. Hier konnte gezeigt werden, dass atheroskleroseanfällige Mäuse, die 

genetisch bedingt keine Eosinophilen produzieren, geringere atherosklerotische 

Plaques im Aortenbogen aufweisen. Die Plaques enthalten zudem weniger 

inflammatorische Zellen wie Neutrophile und Makrophagen und zudem weniger glatte 

Muskelzellen im Vergleich zu atheroskleroseanfällige Mäusen mit Eosinophilen. Die 

Konzentrationen von endothelialem und Plasma-vWF waren zudem bei den Tieren 

ohne Eosinophile geringer als in den Eosinophilen-suffizienten Kontrollen. 

 

5.1 Diskussion der Versuchstiere 

Zur Untersuchung der Rolle eosinophiler Granulozyten in der Atherogenese wurde 

das Versuchstier Maus ausgewählt, da sie sich aufgrund ihrer kurzen 

Generationsdauer, problemlosen Aufzucht, sowie ihrer einfachen und günstigen 

Haltung besonders gut eignet. Außerdem ist die Verfügbarkeit von Knockout- und 

Inzuchtlinien ein Vorteil. Dadurch reichen bereits geringe Gruppengrößen aus, um 

biologische Effekte ableiten zu können. Andererseits hat die geringe genetische 

Vielfalt den Nachteil, dass die beobachteten Effekte nicht automatisch auf andere 

genetische Hintergründe, Spezies oder gar den Menschen übertragen werden 

können (70–72). 

GATA-1 wurde zuerst als ein wichtiger Transkriptionsfaktor in der Entwicklung von 

Erythrozyten beschrieben (52). Er ist aber auch notwendig, um die Differenzierung 

von G/M-Vorläuferzellen in Richtung Eosinophile festzulegen, was bedeutet, dass 

ΔdblGATA1-/- Mäuse, die eine Deletion in der für die Entwicklung der Eosinophilen 

genutzten Bindungsstelle im GATA-1-Promotor haben, selektiv keine Eosinophilen 

produzieren (18). Diese transgene Mauslinie ist sehr nützlich bei der Untersuchung 

des Effekts von Eosinophilen auf bestimmte Krankheitsbilder, wie beispielsweise die 
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Atherosklerose, die im Zentrum der hier vorgestellten Arbeit stand. Genetisch 

veränderte Organismen haben auch immer die Gefahr der Beeinträchtigung anderer 

Strukturen als der gewünschten. Die verwendete ΔdblGATA1-Linie ist allerdings eine 

etablierte Mauslinie, deren genetischer Knockout vollständig beschrieben ist (73). Da 

diese Linie in der Regel keine Atherosklerose entwickelt, wurde sie für die hier 

vorliegende Arbeit mit ApoE-Knock-out-Mäusen gekreuzt Die resultierenden 

ΔdblGATA1-/-/ApoE--/--Mäuse wurden zudem mit einer fettreichen Diät gefüttert, um 

die Atherogenese zu maximieren. 

ApoE-Knock-out-Mäuse exprimieren kein Apolipoprotein E, das normalerweise in der 

Leber exprimiert wird und dessen Funktion die Aufnahme von Lipidproteinen aus 

dem Blut ist (53). ApoE-/--Mäuse haben daher eine Dyslipidämie und sind besonders 

anfällig für Atherosklerose, insbesondere, wenn sie fettreich ernährt werden. Erste 

Läsionen an der Aortenwurzel können bereits nach 6 Wochen cholesterinreicher 

Nahrung nachgewiesen werden und entwickeln sich im Verlauf von 15 Wochen zu 

reifen atherosklerotischen Plaques (53). Die in der hier vorliegenden Arbeit 

eingesetzten ΔdblGATA1-/-/ApoE-/--Mäuse haben zum einen die Anfälligkeit, 

atherosklerotische Plaques zu entwickeln, die durch den Knock-out des ApoE-Gens 

vermittelt wird. Zum anderen haben sie durch den ΔdblGATA1-/- Genotyp keine 

Eosinophilen. Daher erlaubt der Vergleich zwischen ΔdblGATA1+/+/ApoE--/--Mäusen 

und ΔdblGATA1-/-/ApoE--/--Mäusen Rückschlüsse auf die Wirkung von Eosinophilen 

bei der Entwicklung von atherosklerotischen Plaques im Mausmodell, was die 

zentrale Fragestellung dieser Arbeit ist. 

ΔdblGATA1-Mäuse basieren auf einem BalbC-Hintergrund, während die ApoE-Tiere 

von Mäusen mit C57BL/6J-Hintergrund abstammen. Deren Verpaarung bedingt eine 

größere genetische Variabilität, wodurch auch die Inhomogenität innerhalb der 

Gruppe erhöht ist. Dies wurde bereits in einem Asthmamodell beobachtet, in dem 

phänotypische Unterschiede zwischen C57BL/6- und BalbC-Mäusen mit 

unterschiedlicher Verteilung von pro-inflammatorischen Zytokinen und 

Entzündungszellen resultierten (74). 
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5.2 Diskussion der Ergebnisse 

5.2.1 Eosinophile Granulozyten tragen zur Bildung atherosklerotischer Plaques bei 

Arterielle Thrombosen sind eine lebensbedrohliche Komplikation der Atherosklerose 

(54). Beiden liegt eine sterile inflammatorische Komponente zugrunde bei der auch 

Eosinophile eine Rolle spielen, die jedoch bisher nur unzureichend verstanden wird 

(75,76). Bei Menschen konnte beispielsweise in der Vergangenheit nachgewiesen 

werden, dass die Anzahl der Eosinophilen im peripheren Blut positiv mit dem 

Vorkommen der koronaren Herzerkrankung und von thrombotischen Erkrankungen 

wie dem Myokardinfarkt assoziiert ist (45,67,77). Daraus wurde die Hypothese 

abgeleitet, dass Eosinophile an der Entwicklung von atherosklerotischen Plaques 

ursächlich beteiligt sind und daher Tiere ohne Eosinophile gegenüber der 

Entwicklung atherosklerotischer Plaques ganz oder teilweise resistent sind. 

Entsprechend dieser Erwartung hatten ApoE-/-xΔdblGATA-/--Mäuse nach 13 Wochen 

fettreicher Ernährung eine signifikant geringere Plaquefläche im Aortenbogen im 

Vergleich zu ApoE-/ xΔdblGATA+/+-Mäusen. Dass sie dennoch atherosklerotische 

Plaques entwickeln, zeigt allerdings, dass Eosinophile wohl bei der Entwicklung der 

Plaques eine Rolles spielen, jedoch auch andere komplementäre Faktoren daran 

beteiligt sind.  

Interessanterweise zeigte die Siglec-F-Färbung, die spezifisch Eosinophile anfärbt, 

dass die Plaques keine Eosinophilen enthielten. Dieser überraschende Befund war 

bereits in der Vergangenheit für stabile humane atherosklerotische Plaques berichtet 

worden (41,78). Das Chemokin RANTES, von dem bekannt ist, dass es für 

eosinophile Granulozyten chemotaktisch wirkt, wird jedoch durch zirkulierende 

Thrombozyten auf der Plaqueoberfläche abgelagert, die durch Chemokinabgabe die 

Atherosklerose verschlimmern (80–82). Eine mögliche Erklärung für die Abwesenheit 

von Eosinophilen in den Plaques ist die relativ kurze Lebenszeit der Eosinophilen in 

vivo, die mit einer Halbwertszeit von 8–18 h angegeben wird (79). Es ist denkbar, 

dass Eosinophile an der ursprünglichen Formation der atherosklerotischen Plaques 

beteiligt sind, aber sobald die Plaques etabliert sind, absterben. Darüber hinaus ist 

Eotaxin, das ein bekanntes spezifisches Chemoattraktant und Aktivator von 

Eosinophilen ist, in atherosklerotischen Plaques stark überexprimiert (42), was in der 

vorliegenden Studie bestätigt wurde. Rupturierte, entzündete oder thrombotische 
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Plaques enthalten dagegen Eosinophile (41). Dabei ist es möglich, dass 

Umweltfaktoren, wie fettreiche Ernährung, dazu beitragen, dass die Plaques von der 

stabilen in die instabile, rupturierte Form evolvieren. Auf der anderen Seite weist das 

Fehlen von Eosinophilen in stabilen atherosklerotischen Plaques möglicherweise auf 

eine systemische Wirkung hin (54).  

Zusammenfassend kann konstatiert werden, dass in dieser Studie an einem 

etablierten Mausmodell der Atherosklerose ein atherogener Effekt von Eosinophilen 

nachgewiesen werden konnte. Dies wurde in dieser Arbeit aber nicht an anderen 

Eosinophilen-defizienten Stämmen wie der PHIL-Mäuse untersucht (83). 

 

5.2.2 Analyse der atherosklerotischen Plaques – weniger inflammatorische Zellen 
ohne Eosinophile 

Granulozyten stellen 50% der Leukozyten dar, wobei neutrophile Granulozyten den 

Hauptanteil ausmachen (44). Sie wurden in der Vergangenheit mit 

atherosklerotischen Plaques assoziiert (84–86), weswegen auch in der hier 

vorliegenden Arbeit untersucht wurde, ob sie in den Plaques vorkommen und ob die 

An- oder Abwesenheit von Eosinophilen im Tier einen Einfluss auf ihre Anzahl in den 

Plaques hat.  

Sowohl in ApoE-/-xΔdblGATA+/+- also auch in ApoE-/-xΔdblGATA-/--Mäusen konnten 

in den Plaques neutrophile Granulozyten nachgewiesen werden, allerdings war der 

prozentuale Anteil von Neutrophilen an der Gesamtfläche der Plaques bei eosinophil-

suffizienten ApoE-/-xΔdblGATA+/+-Mäusen signifikant höher. Eosinophile produzieren 

selbst eine Vielzahl chemotaktisch wirksamer Substanzen (30,35). Zudem 

produzieren Eosinophile ET (41), die als Gerüstmaterial möglicherweise 

chemotaktische Substanzen anderen Ursprungs binden und an atherosklerotischen 

Plaques halten können. Es ist daher denkbar, dass die Anwesenheit von 

Eosinophilen notwendig ist, um Neutrophile in die Plaques zu rekrutieren und dies zu 

einer Vergrößerung der Plaques führt. Eine andere Möglichkeit ist, dass Eosinophile 

eher systemisch wirken und so insgesamt ein systemisches inflammatorisches Milieu 

schaffen, dass lokale Entzündungsreaktionen begünstigt, was die Abwesenheit von 

Eosinophilen selbst in den atherosklerotischen Plaques erklären würde. 
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Andere Zellpopulationen konnten ebenfalls in verschiedenen publizierten Studien in 

atherosklerotischen Plaques nachgewiesen werden. So konnte gezeigt werden, dass 

Galectin-3-Expression in atherosklerotischen Plaques Monozyten und Makrophagen 

chemotaktisch in die Plaques rekrutiert, mit diesen Zellen co-lokalisiert und seine 

Inaktivierung sowohl zu einer Reduktion der Makrophagenzahlen in den Plaques als 

auch zu einer Verringerung der Plaquefläche führt (65,87,88). Ob die Anwesenheit 

von Eosinophilen die Rekrutierung von Makrophagen beeinflusst, ist jedoch nicht 

bekannt. 

In der hier vorliegenden Arbeit wurde daher auch die Makrophageneinwanderung in 

Abhängigkeit von der An- oder Abwesenheit von Eosinophilen in den Tieren 

untersucht. In GATA+/+-suffizienten Tieren, die Eosinophile besitzen, konnten dabei 

signifikant mehr Makrophagen nachgewiesen werden als in ApoE-/-xΔdblGATA+/+-

Mäusen. Auch hier stellt sich die Frage, ob Makrophagen direkt durch Faktoren 

rekrutiert werden, die von Eosinophilen produziert werden oder ob Eosinophile 

dagegen eher in der Erzeugung einer inflammatorischen Umgebung mitwirken, in der 

andere Zellen auf Makrophagen wirkende chemotaktische Substanzen produzieren.  

Glatte Muskelzellen proliferieren in atherosklerotische Plaques und tragen zur 

Pathogenese bei. Dabei spielen Eotaxin und andere mit Eosinophilen assoziierte 

Substanzen eine wesentliche Rolle (42,66,89,90). So konnten beispielsweise Kodali 

et al (2004) zeigen, dass Eotaxin chemotaktisch auf glatte Muskelzellen wirkt und 

diesen dabei dieselben Rezeptoren (CCR3) verwenden, wie Eosinophile (90). 

Eotaxin ist in atherosklerotischen Plaques überexprimiert (42), wobei Makrophagen 

und Fibroblasten in den Plaques die Hauptproduzenten von Eotaxin sind (91). Das 

Major Basic Protein, das in den Granula der Eosinophile in hoher Konzentration 

vorkommt, erhöht die Reaktivität von glatte Muskelzellen, was beispielsweise bei 

Asthma mit zur Pathologie beiträgt (37,69). Effekte zwischen Eosinophilen und 

glatten Muskelzelle können also in den atherosklerotischen direkt durch von 

Eosinophilen produzierten Effektorstoffen oder indirekt durch von ihnen produzierte 

auf Makrophagen und andere Immunzellen und Fibroblasten chemotaktisch und 

aktivierende wirkende Botenstoffe hervorgerufen werden.  

Es konnte daher erwartet werden, dass auch in Bezug auf den prozentualen Anteil 

der von glatten Muskelzellen bedeckten Fläche der atherosklerotischen Plaques ein 
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signifikanter Unterschied zwischen Eosinophil-suffizienten und -defizienten Tieren 

besteht. Die experimentellen Daten der hier vorliegenden Arbeit bestätigten diese 

Annahme. Die von glatten Muskelzellen bedeckte Fläche in atherosklerotischen 

Plaques war in Eosinophil-suffizienten ApoE-/-xΔdblGATA+/+-Mäusen signifikant 

größer als in Eosinophil-defizienten ApoE-/-xΔdblGATA-/--Mäusen.  

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass Eosinophile die Entzündungsreaktion bei 

Atherosklerose fördern und die Plaquebildung begünstigen, die die Rekrutierung von 

Immunzellen unterstützt (67,68).  

 

5.2.3 Endotheliale Aktivierung durch Eosinophile verstärkt die 
Thrombozytenadhäsion in Atherosklerose 

In atherosklerotischen Plaques kann exponierter endothelialer vWF Thrombozyten an 

die Plaqueoberfläche rekrutieren, die dann zu einer Vergrößerung der Plaques 

sorgen. vWF- defiziente Mäuse haben entsprechend eine gewisse Resistenz 

gegenüber Atherosklerose (92). Eosinophile können die Exposition von vWF 

verstärken. Auf der anderen Seiten rekrutieren aktivierte an vWF-gebundene 

Thrombozyten Eosinophile, die dadurch wiederum aktiviert werden (54). 

Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit wurde daher erwartet, dass in ApoE-/-

xΔdblGATA-/--Mäusen weniger endothelial exponierter vWF nachweisbar ist als in 

ApoE-/-xΔdblGATA+/+-Mäusen. Die Ergebnisse bestätigten diese Erwartung und 

zeigen gleichzeitig die Möglichkeit auf, dass die geringere Rekrutierung und 

Aktivierung von Thrombozyten in den Plaques einer der Mechanismen ist, über die 

ApoE-/-xΔdblGATA-/--Mäuse vor der Entwicklung von atherosklerotischen Plaques 

zumindest teilweise geschützt sind.  

Diese Resultate geben Hinweise darauf, dass Eosinophile Atherosklerose u.a. 

dadurch fördern, dass sie eine erhöhte vWF-Exposition auf Endothelzellen und somit 

eine verstärkte atherogene Thrombozytenadhäsion an der Gefäßwand bedingen. Der 

vWF vermittelt über GPIbalpha auf Thrombozyten deren Adhäsion am Endothel. 

Aktivierte Thrombozyten rekrutieren zahlreiche Leukozyten, dabei hauptsächlich 

Makrophagen und Granulozyten, aber auch Lymphozyten in die Läsion (93). Auch 

Eosinophile werden von aktivierten Thrombozyten verstärkt rekrutiert(54). 
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Da Eosinophile-suffiziente Mäuse in der hier vorliegenden Arbeit auch erhöhte 

Plasmakonzentrationen von vWF im Vergleich zu den Eosinophil-defizienten Mäusen 

hatten, kann zudem von einer systemischen Aktivierung des Endothels ausgegangen 

werden. Diese erlaubt Thrombozyten, sich an atherosklerotischen Plaques 

anzulagern und nicht-aktivierte Thrombozyten zu rekrutieren, wodurch ein 

Teufelskreis entsteht. Zum anderen können aktivierte Thrombozyten im Blutstrom an 

Monozyten binden, sie aktivieren und mit ihnen Aggregate bilden, die ebenfalls zur 

Vergrößerung von atherosklerotischen Plaques beitragen können (82). Eosinophile 

können auch direkt über EET in den Plaques mit Thrombozyten interagieren und 

diese aktivieren. 

 

5.2.4 Erhöhung der Eotaxin-1 Expression durch fettreiche Ernährung 

Das wichtigste Zytokin für Eosinophile ist Eotaxin (35). Es wirkt hauptsächlich 

chemotaktisch (37,69). Bei Eosinophil-suffizienten ApoE-/--Tieren konnte eine 

signifikant höhere Plasmakonzentration festgestellt werden, wenn sie mit fettreicher 

Nahrung gefüttert wurden. Da dies nicht unbedingt bedeutet, dass Eotaxin auch in 

den atherosklerotischen Plaques vermehrt vorhanden ist, wurde auch dies untersucht 

und konnte dort sowohl in den Plaques selbst als auch im darunter liegenden 

Endothel nachgewiesen werden. Es ist möglich, dass Eotaxin zumindest teilweise für 

Proliferation von glatten Muskelzellen in den atherosklerotischen Plaques 

verantwortlich ist, da in der Vergangenheit gezeigt werden konnte, dass glatte 

Muskelzellen in Plaques zum einen den Eotaxin-Rezeptor CCR3 exprimieren und 

zum anderen Eotaxin auch auf diese Zellart chemotaktisch wirkt (90).  

Das Eotaxin wird wahrscheinlich in den atherosklerotischen Plaques selbst von den 

dort anwesenden Makrophagen produziert. Diese sorgen zudem für ein 

entzündliches Milieu, in dem auch Fibroblasten Eotaxin produzieren (91). Fettreiche 

Nahrung wirkt also sowohl in diesem Tiermodell als auch in aller Wahrscheinlichkeit 

beim Menschen als erster Schritt in einem Teufelskreis, in dem in 

atherosklerotischen Plaques ein entzündlicher Prozess beginnt, der sich mittels 

positiver Rückkopplung selbst stetig steigert. 

In der Differenzierung der Eosinophilen-Vorläuferzellen ist Interleukin 5 (IL-5) der 

Hauptfaktor, der die letzten Differenzierungsschritte induziert (18,37,69). Die 
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Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit zeigten nur eine leichte, statistisch nicht 

signifikante Erhöhung der Plasmakonzentration dieses Faktors bei Tieren, die mit 

fettreicher Nahrung gefüttert wurden. Dies könnte so interpretiert werden, dass die 

Differenzierung von neuen Eosinophilen eine geringere Rolle in der Atherosklerose 

spielt. Allerdings waren die Eosinophilenzahlen im peripheren Blut gegenüber Tieren 

unter Standardfutter signifikant erhöht. Um diesen scheinbaren Widerspruch zu 

erklären, könnte vermutet werden, dass Atherosklerose die Lebensspanne der 

Eosinophilen verlängert. Dadurch würden sich die Eosinophilenzahlen im peripheren 

Blut bei gleichbleibenden Eosinophilenproduktion erhöhen. Dafür gibt es keine 

experimentellen Hinweise (16,24). Es ist daher eher wahrscheinlich, dass das 

Plasma wenig aufschlussreich ist für die Zytokinumgebung, die für die 

Differenzierung von Eosinophilen im Knochenmark wichtig ist. Eine Untersuchung 

der Zytokinexpression im Knochenmark, die aller Wahrscheinlichkeit nach eine 

signifikant erhöhte IL-5-Expression gezeigt hätte, ist allerdings methodisch sehr viel 

aufwendiger und diese Untersuchung wäre über den Rahmen der hier vorgestellten 

Arbeit hinausgegangen. 

 

 

5.3 Fazit und Ausblick 

Über lange Zeit wurden Eosinophile als Effektorzellen betrachtet, die in der 

Entstehung von Asthma eine wichtige Rolle spielen. In neuerer Zeit wurde nicht nur 

eine Korrelation mit Eosinophilenzahlen, Asthma und Atherosklerose erkannt, 

sondern es wird auch immer klarer, dass Eosinophile nicht nur als Effektorzellen 

wirken, sondern andere Zellen aktivieren und durch die Produktion von 

chemotaktisch wirksamen Molekülen in die atherosklerotischen Läsionen bringen 

können. Die Daten in der hier vorliegenden Arbeit zeigen eindeutig, dass Eosinophile 

in der Entstehung und Weiterentwicklung von atherosklerotischen Plaques eine 

wichtige Rolle spielen. Die genauen molekularen Prozesse, die hierbei wichtig sind, 

sind aber noch immer ungeklärt. Wahrscheinlich wirken sich hier verschiedene von 

Eosinophilen produzierte Stoffe synergistisch aus. Diese verschiedenen 

Effektorwege genauer zu untersuchen sollte der Fokus zukünftiger Forschung sein. 

In der hier vorliegenden Arbeit wurde ein Mausmodell verwendet, dass keine 
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Eosinophile produzieren kann. Für die zukünftige Forschung wäre es denkbar 

Mausmodelle zu verwenden, die zwar Eosinophile produzieren, die aber defizient für 

bestimmte Eosinophilenfunktionen sind und die Atheroskleroseentwicklung in diesen 

Tieren mit der in Tieren mit voll funktionsfähigen Eosinophilen vergleicht. 

Beispielsweise ist es bekannt, dass das Major Basic Protein aktivierend auf glatte 

Muskelzellen wirkt und glatte Muskelzellen die Weiterentwicklung von 

atherosklerotischen Plaques fördert. Atherosklerotische Plaques in Tieren mit Major 

Basic Protein-defizienten Eosinophilen könnten daher möglicherweise in einem 

früheren Stadium gestoppt bleiben. Eine weitere interessante Studie könnte 

untersuchen, ob sich extrazelluläre Traps durch intravenöse DNase-Gabe reduzieren 

lassen und ob sich dies auf die Atherosklerose auswirkt.  

  



46 
Zusammenfassung 

6. Zusammenfassung 

Atherosklerose ist die Grunderkrankung, die zu einer Vielzahl verschiedener 

thromboembolischer Erkrankungen führen kann, die in der Form von 

Myokardinfarkten und Schlaganfällen die Haupttodesursache in Industrienationen 

darstellt. Während in der Vergangenheit die Einlagerung von Cholesterol aus der 

Nahrung und bei entsprechender genetischer Veranlagung als Hauptursache 

betrachtet wurde, was sicherlich immer noch eine Rolle spielt, ist heute bekannt, 

dass entzündliche Prozesse ebenso wesentlich an der Pathogenese der 

Atherosklerose beteiligt sind. Eosinophile, die früher lediglich als Effektorzellen 

bekannt waren, haben sich in letzter Zeit immer mehr als Zellen etabliert, die eine 

Entzündungsreaktion nicht nur fördern, sondern auch perpetuieren können.  

Um den Einfluss von Eosinophilen auf die Atherosklerose zu untersuchen, wurden im 

Rahmen dieser Arbeit ApoE-/--Mäuse, die eine genetisch bedingte 

Atherosklerosesuszeptibilität besitzen, mit GATA1-/--Mäusen gekreuzt, die keine 

Eosinophile produzieren können. Die resultierenden ApoE-/-xΔdblGATA1-/--Mäuse 

entwickelten nach Fütterung mit fettreicher Nahrung signifikant weniger 

atherosklerotische Plaques sowohl im Aortenbogen als auch auf Klappenebene als 

Eosinophil-suffiziente ApoE-/-xΔdblGATA1+/+-Kontrollmäuse, obwohl Faktoren wie 

Plasmacholesterol, Thrombozyten- und Erythrozytenzahlen sowie Hämoglobin 

zwischen den beiden Mäusestämmen gleich waren. Außerdem zeigten sie einen 

höheren Prozentsatz an Neutrophilen und Makrophagenfläche und der Fläche an 

glatten Muskelzellen im Vergleich zur atherosklerotischen Läsionsfläche. Bei ApoE-/-

xΔdblGATA1+/+-Mäusen konnte zudem mehr vWF in den atherosklerotischen 

Plaques und im Plasma detektiert werden, was auf eine vermehrte Thrombozyten-

Rekrutierung und -Aktivierung hinweist, die ebenso in der Pathogenese der 

atherosklerotischen Plaques eine Rolle spielt.  

Die Untersuchung von Eosinophil-suffizienten ApoE-/--Mäusen, die entweder mit 

fettreicher Nahrung oder Standardnahrung gefüttert wurden, zeigt zudem, dass eines 

der wichtigsten Zytokine für Eosinophile durch fettreiche Nahrung induziert wird, was 

die Rolle von Eosinophilen bei der Atherosklerose weiter unterstreicht.  
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CSF-1 Colony-stimulating factor -1 

CX3CR1 (CX3CL1)-CX3C-chemokine receptor 1 

DC Dendritische Zellen 

EET Eosinophile ET 

ET extracellular traps 

ETosis extracellular trap cell death 

FOG-1 Friend of GATA-1 

G/M Granulozyten/Makrophagen 

HDL High-Density-Lipoprotein 

HFD High fat diet 

ICAM Intercellular adhesion molecule 

IRF8 Interferon regulatory factor 8 

KLF Krüppel-like family of transcription factors 

LDL Low Density Lipoprotein 

LGAL-S3 Galectin-3 

M-CSF Macrophage-colony stimulation factor 

MPO Myeloperoxidase 

PECAM Platelet endothelial adhesion molecule 

PFA Paraformaldehyd 

SD Standard diet 

SMC Glatte Muskelzellen 

TierSchG. Deutsches Tierschutzgesetz 

TLR Toll-like Rezeptoren 

TRIB1 Tribbles homolog 1 

VCAM Vascular adhesion molecule 

vWF von-Willebrand-Faktor 

WT Wildtyp 



58 
Abkürzungsverzeichnis 

ΔdblGATA1-/- ΔdblGATA1-Knock-out-Mäuse 

  



59 
Abbildungsverzeichnis 

9. Abbildungsverzeichnis 

Abbildung 1: Im Verlauf von mehreren Jahren kann eine atherosklerotische Plaque 

das arterielle Lumen vollständig blockieren ........................................... 2 

Abbildung 2: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der Zellen in menschlichem 

Blut. ....................................................................................................... 5 

Abbildung 3: gezeichnete Darstellung eines blutausstrich mit verschiedenen 

Leukozyten ............................................................................................ 6 

Abbildung 4: Transkriptionsfaktoren bei der Entwicklung der Eosinophilen. ............... 7 

Abbildung 5: Ermittlung der relativen Plaquefläche im erweiterten Aortenbogen ..... 21 

Abbildung 6: Ermittlung der relativen Plaquefläche im Aortensinus .......................... 22 

Abbildung 7: Mittels en face-Technik ermittelte relative Plaquefläche im Aortenbogen

 ............................................................................................................ 25 

Abbildung 8: En face Sudan-III-Färbung im Aortenbogen ........................................ 26 

Abbildung 9: Mittels Oil-Red-O-Färbung ermittelte relative Plaquefläche im 

Aortensinus ......................................................................................... 26 

Abbildung 10: Oil-Red-O-Färbung des Aortensinus ................................................. 27 

Abbildung 11: Siglec-F Färbung des Aortensinus einer Wiltyp-Maus (ApoE-/-

xΔdblGATA+/+) ..................................................................................... 27 

Abbildung 12: MPO-Färbung des Aortensinus ......................................................... 28 

Abbildung 13: Mittels MPO-Färbung ermittelte relative Fläche an Neutrophilen ....... 29 

Abbildung 14: Mittels LGAL-S3-ACTA-2-Doppelfärbung im Aortensinus ermittelte 

relative Flächen an a) Makrophagen b) glatter Muskulatur .................. 30 

Abbildung 15: LGAL-S3-ACTA-2-Doppelfärbung im Aortensinus einer ApoE-/-

xΔdblGATA-/--Maus.............................................................................. 31 

Abbildung 16: LGAL-S3-ACTA-2-Doppelfärbung im Aortensinus einer ApoE-/-

xΔdblGATA+/+-Maus ............................................................................ 31 

Abbildung 17: Quantitative Analyse ApoE-/-x ΔdblGATA1-/- vs. ApoE-/-x ΔdblGATA1+/+

 ............................................................................................................ 33 



60 
Abbildungsverzeichnis 

Abbildung 18: vwF-Exposition .................................................................................. 34 

Abbildung 19 Eotaxin-1 ............................................................................................ 35 

Abbildung 20: Interleukin-5 ....................................................................................... 36 

 

 

 

  



61 
Tabellenverzeichnis 

10. Tabellenverzeichnis 

Tabelle 1 Versuchsgruppen ...................................................................................... 14 

Tabelle 2 Für die immunhistologischen Färbungen Siglec-F, vWF, CCL11 

verwendete Primärantikörper .............................................................. 20 

Tabelle 3 Farbsignale ............................................................................................... 22 

 

 

 

 



62 
Danksagung 

11. Danksagung 

Mein Dank gilt Herrn Prof. Dr. med. Steffen Massberg für die Möglichkeit, diese 

Arbeit in seiner Arbeitsgruppe anfertigen zu können. 

Besonders danke ich meinem Betreuer, Herrn Prof. Dr. med. Konstantin Stark für die 

freundliche Überlassung des wissenschaftlichen Themas, seine hilfreiche 

Unterstützung, die konsequente Betreuung und Durchsicht dieser Arbeit. 

Des Weiteren möchte ich allen Mitgliedern der AG Massberg für die angenehme 

Arbeitsatmosphäre danken. Insbesondere möchte ich mich an dieser Stelle bei Dr. 

med. vet. Charlotte Marx für die Hilfe bei den Versuchen und bei Dr. med. vet. 

Susanne Sauer für ihre Unterstützung bedanken.  

Zuletzt gilt mein Dank meiner Familie und meinen Freunden für ihre grenzenlose 

Unterstützung, Geduld und Liebe. 

 

  



63 
Eidesstaatliche Versicherung 

12. Eidesstaatliche Versicherung 

 

 

 
________ 

Salbeck, Danby__________________________________________________________ 

Name, Vorname 

 

Ich erkläre hiermit an Eides statt, dass ich die vorliegende Dissertation mit dem Titel:  

 

Die Rolle eosinophiler Granulozyten in der Entstehung atherosklerotischer 

Plaques – am Mausmodell 

 

selbständig verfasst, mich außer der angegebenen keiner weiteren Hilfsmittel bedient 
und alle Erkenntnisse, die aus dem Schrifttum ganz oder annähernd übernommen 
sind, als solche kenntlich gemacht und nach ihrer Herkunft unter Bezeichnung der 
Fundstelle einzeln nachgewiesen habe. 

 

Ich erkläre des Weiteren, dass die hier vorgelegte Dissertation nicht in gleicher oder in 
ähnlicher Form bei einer anderen Stelle zur Erlangung eines akademischen Grades 
eingereicht wurde. 

 

 

 

München, 24.08.2022________                           Danby Salbeck________________ 

Ort, Datum                                                                                                    Unterschrift Doktorandin bzw. Doktorand 

 

 

 

Eidesstattliche Versicherung 


