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1 Einleitung

In der heutigen Zeit, steht kaum eine Krankheit so im Blickfeld der medizinischen und
biochemischen Forschung wie die Atherosklerose . Die Folgen dieser Erkrankung, wie
etwa arterielle Thrombose, Ischdmie, Herzinfarkt und Schlaganfall, sind in den
Industrienationen fiir etwa die Halfte aller Todesursachen der iiber 60-jdhrigen
verantwortlich. Trotz praventiver Mallnahmen zur Senkung des hohen Blutfettspiegels
durch medikamentdse Behandlung, scheinen sie das Problem nicht zu 1dsen . Das
Tiickische an dieser allgemeinen Erkrankung des Arteriensystems ist, dass sie sich
langsam entwickelt und iiber Jahre und Jahrzehnte symptomlos verlduft, bevor sie sich
klinisch manifestiert und entdeckt wird '>. Kennzeichen der Erkrankung ist eine
chronisch fortschreitende Degeneration der Arterien mit progressiven Verdnderungen
der GefiBwand. Durch Bindegewebswucherung, intra- und extrazelluldre Einlagerungen
von Cholesterin, Fettsduren und Kalk sowie Akkumulation von Kollagen und
Proteoglykanen kommt es zu einer Verhdrtung und Verdickung der Gefifle, die mit
Verengungen und einer abnehmenden Elastizitit einhergeht '2. Die hohe Zahl der
Betroffenen zeigt, wie wichtig die Erforschung der Atherosklerose und deren
Folgeerkrankungen ist.

Es ist bis jetzt nicht moglich die Atherosklerose vollstindig zu heilen. Die teilweise sehr
schweren GefédBwandverdnderungen lassen sich bislang mit Hilfe von Medikamenten
nicht riickgdngig machen. Daher versucht man meist, die zugrunde liegenden
Erkrankungen, wie beispielsweise zu hoher Blutdruck, Stérungen des Fettstoffwechsels
oder Diabetes, zu therapieren. Dafiir gibt es verschiedene und neuartige Arzneimittel,
wie etwa blutdruck- und blutfettsenkende Mittel, die eine individuelle Therapie
ermoglichen. Indem es gelingt, die Ausloser flir die Atherosklerose zu bekdmpfen,
steigt fiir die Patienten die Chance, den Krankheitsverlauf positiv zu beeinflussen und
ein Fortschreiten der GefdBwandschéden zu verlangsamen.

Eine weitaus invasivere, und doch héufig notwendige Therapiemoglichkeit der
Atherosklerose, ist der interventionelle Eingriff. Hier wendet man u.a. im Falle der
koronaren Herzkrankheit, die so genannte perkutane transluminale Angioplastie (PTA)
an. Davon werden derzeit weltweit mehr als 500000 Eingriffe pro Jahr durchgefiihrt. Im
Bereich der Herzkranzgefi3e werden hierbei die verengten Stellen mit Spezialkathetern
und Ballons geweitet (sog. Perkutane transluminale coronare Angioplastie, PTCA). In
einigen Fillen ist die Implantation kleiner GefdB3stiitzen (Stents) notwendig, um die
Blutbahn dauerhaft offen zu halten. Eine weitere Therapieoption, ist die operative
Umleitung der Blutbahn mit einem korpereigenen GeféBstiick oder einer kiinstlichen
Gefidlprothese, einem so genannten Bypass. Dieser leitet das Blut am verengten
GefdBabschnitt vorbei, und gewihrleistet so, die Versorgung der angeschlossenen
Gewebe und Organe.



Ein groBes Problem bei der PTCA ist die so genannte Restenose. Darunter versteht man
die erneute Verengung einer Arterie durch neointimale Proliferation, die bei einigen
Patienten nach einer Behandlung (z.B. Angioplastie oder Stenting) auftreten kann.

Die Restenose im Stent ist nach wie vor eine der Hauptkomplikationen nach koronaren
Interventionen. Nach Implantation eines nicht mit Medikamenten beschichteten
Edelstahlstents (sog. bare metal stent) kommt es in bis zu 35 Prozent der Fille zu einer
Wiederverengung des Gefifles. Bei der erneuten Dilatation einer Restenose betrigt die
Re-Restenoserate 40 bis 50 Prozent.

Durch verschiedenartige medikamentdse Beschichtung der Stents hat man versucht, die
neointimale Proliferation zu verhindern. Bahnbrechende Verbesserungen brachten
medikamentdse Stentbeschichtungen mit Rapamycin und Paclitaxel '* '°. Sie fiihren zu
einer erhebliche Reduktion der Restenoserate konnen allerdings aufgrund des extrem
hohen Preises nicht routineméBig eingesetzt werden. Einige Studien haben gezeigt, dass
endotheliale Progenitorzellen (EPCs, siehe 2.7) einen signifikanten Beitrag zur
Reendothelialisierung im verletzten Gefil3 leisten, und so die neointimale Hyperplasie
hemmen. In neueren Studien wurde kiirzlich ein mit anti-CD34-Antikorper
beschichteter Stahlstent, der die Rekrutierung von EPCs forciert, klinisch als sehr viel
versprechend getestet '* '°. Weitere Forschung auf diesem Gebiet ist allerdings nach
wie vor dringend notwendig.



2 Literaturiibersicht

2.1 Morphologie und Funktion von Arterien

Je nach Beanspruchung durch den im Gefdll herrschenden Druck, und nach
funktionellen Besonderheiten in den verschiedenen Organen, ist der Wandaufbau von
BlutgefiBen unterschiedlich gestaltet . Allen Gefiien ist jedoch gemein, dass sie
grundsitzlich aus drei Schichten aufgebaut sind, die ithnen erlauben, sich an ihre
Aufgaben anzupassen (siehe Bild 1) *”.

Endothel ‘
Membrana ( Intima

elastica int.

Tunica media

Membrana
elastica ext.

Adventitia

Bild 1 Allgemeiner Aufbau eines Gefiifies modifiziert nach °;
Die dufserste Schicht heifit Adventitia; die Membrana
elastica externa trennt die Adventitia von der néichsten
Wandschicht, der Tunica media; eine weitere elastische
Schicht, die Membrana elastica interna bildet die Grenze
zur innersten Gefdfschicht, der Tunica intima

Die innerste Schicht, die so genannte Tunica intima, ist die glattwandige
Innenauskleidung der GefiBe ’. Sie unterteilt sich in das Endothel, die Basalmembran
und eine diinne Lage von subendothelialem Bindegewebe °. Dabei hat das Endothel die
Funktion einer regulierbaren Barriere zwischen Intravasalraum und GefdBwand bzw.
interstitiellem Raum '. Endothelzellen sind in der Lage antithrombogene und
vasodilatative ~ Substanzen, wie zum Beispiel Prostazykline (PGI;) und
Stickstoffmonoxid ~ (NO), freizusetzen '". Durch die Beeinflussung des
Oberflichenbesatzes von Rezeptoren und Adhidsionsmolekiilen ist das Endothel
auBerdem an vielen physiologischen und pathophysiologischen Reaktionen beteiligt '.



Die Membrana elastica interna ist eine elastische Membran welche die Tunica intima
von der nach auBen hin folgenden Schicht, der Tunica media trennt '®. Diese besteht
hauptsichlich aus glatten Muskelzellen, die sich zirkuldr oder leicht spiralig verlaufend
anordnen °. Durch aktive Spannungsentwicklung wirkt die Media der Dehnung des
Gefifles durch den Blutdruck entgegen und kann die Lumenweite aktiv verindern .
Aus diesem Grund spielt sie im Hochdrucksystem des Kreislaufs, also vor allem bei

Arterien, eine wichtige Rolle .

In Abhidngigkeit von der Grofle der Arterie befindet sich an der Grenze zur néchsten
Gewebsschicht eine unterschiedlich stark ausgeprigte Lage elastischer Fasern. Diese
Schicht bezeichnet man als Membrana elastica externa '. Die Tunica adventitia schlieBt
sich aulen an die Tunica media an. Zum GroBteil setzt sie sich aus kollagenen
Faserbiindeln in Scherengitteranordnung und elastischen Fasern zusammen "°. Sie
stabilisiert die GefiBwand als Ganzes, dient dem Einbau in das umgebende Gewebe und
schiitzt vor duBeren Einwirkungen, wie zum Beispiel Lingsdehnungen ®”.

Die arterielle GefdBwand stellt eine hoch plastische dreidimensionale Struktur dar. Sie
hat einzigartige adaptive Fahigkeiten um Verdnderungen von Blutdruck, Blutfluss und
Scherkréften abfangen zu konnen. Dieses funktionelle Verhalten beruht auf der
besonderen Verteilung von Zellen und extrazelluliren Komponenten auf die drei
Schichten Intima, Media und Adventitia. Pathologische Stimuli konnen entweder alle
Gefalischichten gleichzeitig oder einzelne Lagen betreffen. Die Folgen einer Verletzung
konnen initial auf einen spezifischen Bereich der GefiBBwand begrenzt sein, und sich
spéter abhiangig von Zeit, Schweregrad der Lision, Empfindlichkeit und funktionellem
Zusammenhang der einzelnen Gewebeschichten, in der GefiBwand ausbreiten. Als
Reparaturprogramm kommt es zu Neovaskularisation, Infiltration von Entziindungs-
zellen, lokaler Zellproliferation, Differenzierung und Apoptose und zur Ablagerung von
extrazelluldirer Matrix. Im positiven Fall fithren diese Prozesse trotz strukturellen

Umbaus zur Wiederherstellung des GefiBies mit akzeptabler Funktion .

2.2 Atherosklerose

Atherosklerose ist definiert als eine variable Kombination von Intimaverédnderungen mit
fokaler Akkumulation von Lipiden, komplexen Kohlenhydraten, Blut und
Blutprodukten, fibrindsem Gewebe und Kalziumablagerungen, unter Einbeziehung der
Media, in groBen und mittleren, elastischen und muskuldren Arterien. Sie ist eine der
haufigsten Todesursachen beim Menschen und die Ursache fiir Erkrankungen wie
Myokardinfarkt, Schlaganfall und Gangrin **%.

In Verlauf der Erkrankung entstehen die fiir die Atherosklerose charakteristischen
Plaques oder Atherome. Sie werden nach der WHO (World Health Organisation) in drei
Stadien eingeteilt. Die frithe Lasion wird als Fettstreifen, die fortgeschrittene als fibrose
Plaque bezeichnet. Das letzte Stadium ist die komplizierte Lésion mit klinisch
manifesten Folgekrankheiten (siche Bild 2) »*.



Fettstreifen Fibrose Plaque Komplizierte Lision
||

Plaqueruptur

Plaque

Bild 2 Von links nach rechts zunehmende entziindliche und fibroplastische
Verdnderungen der arteriellen Gefdfswand bis hin zur Bildung von Plaque
und Entstehung einer Plaqueruptur (modifiziert nach Stary H.C. et al)

Die atherosklerotischen Verdanderungen sind charakterisiert durch die Ansammlung von
Monozyten, Makrophagen und Lymphozyten in der Tunica Intima der grof3en
Arterien **. Die Plaques konnen das Lumen der betroffenen GefiBe stark einengen und
dadurch zu einer Beeintriachtigung des Blutflusses, und der Sauerstoffversorgung
betroffener Regionen fiihren *°. Die durch Ruptur oder Erosion der fortgeschrittenen
Liasion freigelegte subendotheliale Matrix induziert die Adhdsion von Plittchen, fiihrt
zur Aktivierung von Thrombozyten und zur fortschreitenden Thrombusformation an der
Oberfliche der verletzten atherosklerotischen Plaque *'. Dadurch kann es zum
vollstindigen Verschluss des Gefdlles, mit ischdmischen Episoden wie beispielsweise
dem Coronarsyndrom, oder dem cerebralen Infarkt kommen **.

Verantwortlich fiir die systemische Erkrankung der arteriellen Blutgefie ist ein
aktiviertes Endothel, zum Beispiel durch erhohte Cholesterinwerte im Blut, welches zu
starken entziindlichen und fibroproliferativen Verinderungen in der Gefiiwand fiihrt *.
Es wurde gezeigt, dass Thrombozyten und die Adhdsion von Thrombozyten ans
Endothel, nicht nur im Endstadium, sondern auch in der frithen Initialphase der
Atherogenese, eine wichtige multifaktorielle Rolle spielen *'**.

Thrombozyten binden tiber Gplba an von-Willebrand-Faktor und P-Selektin der
aktivierten Endothelzellen. Dadurch wird Gpllb-Illa auf der Oberfliche der
Blutplattchen aktiviert (siehe 2.3.1). Es kommt zur Aggregation von Thrombozyten und
zu einem Anstieg der cytoplasmatischen Ca®-Konzentration in den Thrombozyten. Die
Pléattchen sezernieren darauthin Granula, und setzen Entziindungsmediatoren in das
umliegende Gewebe frei ** Besonders die beiden Cytokine CD40L und IL-1 fiihren zu
einer gesteigerten Oberflichenexpression der Adhédsionsmolekiile VCAM-1 (vascular
cell adhesion molecule-1) und ICAM-1 (interzelluldres Adhdsionsmolekiil-1) auf den
Endothelzellen und zu einer vermehrten Freisetzung der Chemokine MCP-1 (monocyte
chemoattractant protein-1) und RANTES (regulated-on-activation, normal T-cell-
expressed and —secreted chemokine) aus aktivierten Thrombozyten, Monozyten,
Makrophagen, glatten Muskelzellen oder aktivierten Endothelzellen. MCP-1 und



RANTES initiieren die Rekrutierung, VCAM-1 und ICAM-1 die Adhédsion und
Transmigration von Monozyten und Leukozyten durch die Endothelschicht der
Gefifiwand in die Intima ***°. Die Monozyten differenzieren zu Makrophagen, nehmen
oxidiertes LDL (low density lipoprotein) auf und verwandeln sich in Schaumzellen *°.
Gleichzeitig kommt es zur Migration und Proliferation von glatten Muskelzellen. Diese
bilden vermehrt Bindegewebe innerhalb der Tunica Intima und fithren so zu
fortgeschrittenen atherosklerotischen Lasionen in der Gefiwand »°. Im Inneren einer
Plaque bilden Schaumzellen und extrazellulire Lipidtropfen die so genannte
Kernregion. Sie ist umgeben von einer faserigen Kappe aus einer Lage glatter
Muskelzellen und einer kollagenreichen Matrix (siehe Bild 3). In den Schulterregionen,
in denen reichlich T-Lymphozyten, Makrophagen und Mastzellen vorhanden sind,
findet das Wachstum der Plaque statt .

Bild 3 Verschiedene Stadien bei der Entstehung von atherosklerotischen Plaques;
links: Initialphase mit Adhdision und Transmigration von Monozyten und T-Zellen;
rechts: Kernregion mit Schaumzellen, Kappe und Plaqueruptur
(modifiziert nach ®)

2.3 Physiologie der Hiimostase

Als Hamostase bezeichnet man die Bildung eines GefiaBwandthrombus, welcher zur
Blutstillung fiihrt 7. Dieser Prozess ist duBerst wichtig, um durch den Verschluss von
kleineren GefiBwanddefekten, {ibermiBigen posttraumatischen Blutverlust zu
verhindern.  Andererseits kann eine unkontrollierte  Thrombusbildung zu
GefidBverschluss und Ischdmie, und damit beispielsweise zu Herzinfarkt oder
Schlaganfall fithren. Daher miissen die adhdsiven Eigenschaften der Thrombozyten im
Korper streng reguliert werden °.



Das vaskuldre Endothel stellt eine Barriere zwischen zirkulierenden Blutzellen, und der
subendothelialen Matrix dar. Diskontinuitdt dieser Barriere durch Verletzung oder
Plaqueruptur, legt verschiedene Komponenten der subendothelialen Matrix,
einschlieBlich Kollagen, Fibronektin oder von Willebrandt-Faktor frei. Thrombozyten
adhérieren in kurzer Zeit an die Gefillwandldsion, und filhren so zur
Thrombusbildung *’.

Nach dem zeitlichen Ablauf wird die Himostase in drei Stadien unterteilt '’. Die
primdre Hamostase zeichnet sich durch die Adhdsion und Aggregation von
Thrombozyten und durch die Bildung eines plittchenreichen primiren hamostatischen
Thrombus im Bereich der Lision aus. Dieser stillt vorerst die Blutung, ist aber fragil
und 16st sich leicht. Wahrend der sekundidren Hidmostase kommt es zur Aktivierung des
Gerinnungssystems. Aus Prothrombin entsteht Thrombin, welches durch Degradation
von Fibrinogen zur Bildung von Fibrin fiihrt. Der Thrombus verfestigt sich zum
sekundéren hamostatischen Thrombus. Dieser dichtet die Lasion stabil ab und leitet den
Heilungsprozess ein. Wiahrend des dritten Stadiums, der Fibrinolyse, wird ein Teil des
Thrombus wieder abgebaut. GefiBBwand, Thrombozyten wund plasmatische
Gerinnungsfaktoren miissen sowohl pro- als auch antithrombotisch gut
zusammenarbeiten, um ein Gleichgewicht aufrecht zu erhalten. Bei Ungleichgewicht
kann es zur thrombotischen (Thromboseneigung) oder hédmorrhagischen
(Blutungsneigung) Diathese kommen .

2.3.1 Primire Himostase

Thrombozyten sind ein wichtiger Bestandteil der primdren Hamostase. Sie zirkulieren
im Blut und Uberwachen die Integritit der GefiBwinde **. Ist diese nicht mehr gegeben,
haften sic am Gewebe, aggregieren und bilden einen himostatischen Pfropf '.
Gemeinsam mit dem Gerinnungssystem erlauben die Pldttchen so die Wiederherstellung
eines normalen Blutflusses. Dabei erfolgt keine Unterscheidung zwischen einer
traumatischen Wunde oder einer Lésion, die bei Erkrankung des Gefilles auftritt, wie
zum Beispiel bei Ruptur eines atherosklerotischen Plaques *.

Morphologie und Funktion von Thrombozyten

Thrombozyten spielen eine wichtige Rolle in der Pathogenese von zahlreichen
krankhaften Zustdnden, wie beispielsweise Ischdmie und Reperfusion oder
kardiovaskuliren Erkrankungen wie der Atherosklerose *'. Da sie nach vaskulirer
Verletzung schnell am verletzten (subendothelialen) Gewebe adhérieren und
homotypische Interaktionen eingehen, sind sie bedeutsam fiir die Himostase und die
Atherothrombose **.

Thrombozyten entstethen im Knochenmark durch Abschniirung aus ihren
Vorliuferzellen, den Megakaryozyten ?
zahlreiche zelluldre Eigenschaften, die sie mit Leukozyten teilen **. Sie sind farblos und
spindelformig und haben ein Zytoskelett, welches eine Fortbewegung ermdglicht 2%

. Obwohl sie kernlos sind, besitzen sie



Physiologischer Weise befinden sich im peripheren Blut 150 000 bis 300 000
Thrombozyten pro pl Blut, mit einer durchschnittlichen Uberlebensdauer von 7 Tagen.
Davon ist etwa ein Drittel in der Milz gespeichert . Gealterte Blutplittchen werden im

retikuloendothelialen System von Milz und der Leber durch Makrophagen abgebaut " *
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Betrachtet man Thrombozyten unter dem Mikroskop erkennt man eine zentrale Zone
mit basophilen Kornchen, das so genannte Granulomer '. Hier befinden sich
unterschiedliche Granula. Der schmale periphere Zytoplasmasaum wird als Hyalomer
bezeichnet (siche Bild 4) %,

Hyalomer

1 Mikrotubuli
2 Aktin

3 Myosin

Granulomer

4 dichte Granula

5 a-Granula

6 Lysosomen

7 Glykogenspeicher
8 Mitochondrien

Periphere Zone

9 Plasmamembran
mit Glykokalix
10 Membraneinstiilpung

Membransysteme

11 offenes kanalikulires
System

12 dichtes tubulires
System

Bild 4 Feinbau eines Blutpliittchens modifiziert nach’

Elektronenmikroskopisch ldsst sich erkennen, dass im Randbereich unter der
Plasmamembran ein Ring von 10 bis 15 Mikrotubuli und kontraktilen Filamenten, wie
etwa Aktin und Myosin, verlduft. Dadurch wird der Zelle eine gewisse Stabilitét
verlichen. Die Plasmamembran weist eine gut ausgebildete Glykokalix auf. Sie senkt
sich als Invaginationen in das Innere des Blutplittchens und vergroBert dadurch die
Oberfliche der Zelle. Im Bereich des Granulomers befinden sich Mitochondrien,
Lysosomen, Peroxisomen und verschiedene Granula ’. Die a-Granula enthalten unter
anderem von-Willebrand-Faktor (vWF), Fibronektin, Thrombospondin und Platelet
Derived Growth Faktor (PDGF). In den kleineren sehr dichten Granula befindet sich
neben Serotonin und ADP auch Kalzium und Phosphat %. AuBerdem findet man im
Inneren der Thrombozyten Glykogen, und bei jungen Zellen eine kleinere Zahl von
Ribosomen ’. Eine weitere morphologische Struktur ist das Membransystem im
Thrombozyten. Es besteht aus dem offenen kanalikuldren, und dem dichten tubuldren
System. Ersteres ist charakterisiert durch gewundene Kanidle die mit der
Plasmamembran verbunden, und durch Porenéffnungen vom Extrazellularraum aus



zuginglich sind. Das dichte tubuldre System ist einer der Hauptspeicherorte fiir
Kalzium und spielt eine zentrale Rolle bei der Regulation des Pldttchenmetabolismus.
Uberschreitet die zytoplasmatische freie Kalziumkonzentration eine bestimmte
Schwelle, kommt es zur Aktivierung des Thrombozyten mit Bildung von Pseudopodien
und Degranulierung .

Die meisten Blutpldttchen erfahren bei ihrer Wanderung durch die Zirkulation keine
feste Adhdsion. Erst wenn die Endothelschicht der GefaBwand durch Verletzung oder
pathologische Verdnderungen zerstort wird, tritt das adhédsive Potential der
Thrombozyten zu Tage °. Der Kontakt mit der subendothelialen extrazelluliren Matrix
fiihrt zur Aktivierung der Zelle.

Im nichtaktivierten Zustand weisen Plittchen eine diskoide Form mit einer
durchschnittlichen Oberfliche von 8um?” auf. Die Aktivierung der Thrombozyten fiihrt
zur Degranulation und Formverdnderung mit Bildung von Pseudopodien, welche
Ausstlilpungen der Plasmamembran darstellen. Man bezeichnet diese Zellen als
Echinosphirozyten. Dabei vergroBert sich die Zelloberfliche auf bis zu 13 pm’
(siehe Bild 5) .

Bild 5 Ruhende und aktivierte Blutpldttchen, links: ruhende
diskoide Form; rechts: aktivierte Form mit
Pseudopodien (Echinosphdrozyten),
Elektronenmikroskopie modifiziert nach’

Werden Thrombozyten aktiviert, produzieren sie Sauerstoffradikale und setzen
zahlreiche verschiedene proinflammatorische und vasokonstriktive Mediatoren wie
etwa Thromboxan A, Leukotrien, Serotonin, Platelet factor 4, PDGF, Interleukin 1p,
ADP/ATP oder RANTES (regulated upon activation, normal T-cell expressed and
secreted) frei. Auf der Oberfliche der Blutplittchen befinden sich verschiedene
Adhisionsmolekiile, darunter P-Selektin, PECAM-1 (platelet endothelial cell adhesion
molecule 1) und einige Integrine (z.B. GpVI, Gpllb/Illa, Gplba), die eine Schliisselrolle
bei der Plittchenadhiision an die subendotheliale Matrix spielen *.



Integrine

Integrine sind weit verbreitete heterodimere, transmembrane Glykoproteinrezeptoren,
die zur Regulierung der Interaktionen zwischen Zelle und extrazelluldrer Matrix, oder
zwischen zwei Zellen dienen, und bei einer Vielzahl von physiologischen Prozessen
mitwirken. Sie bestehen aus einer groferen o— und einer kleineren f—Untereinheit, die
nicht-kovalent gebunden sind. Auf ruhenden Thrombozyten befinden sie sich in einem
Stadium niedriger Affinitdt. Durch Aktivierung verwandeln sie sich in einen
hochaffinen Zustand und koénnen so an ihre entsprechenden Liganden binden .
Pléattchen exprimieren zwei verschiedene fs-Integrine, oywPs (Fibrinogenrezeptor) und
ayvB; (Vitronectinrezeptor), und drei p;-Integrine ayf; (Kollagenrezeptor), osp,
(Fibronectinrezeptor) und ogB; (Lamininrezeptor) **'. Von besonderer Bedeutung fiir
die Thrombozytenadhision und —aggregation sind davon der Fibrinogenrezeptor o33
und der Kollagenrezeptor a,f;.

Primére Hamostase

Unter normalen Umstdnden kommt es zu einer Thrombozytenaktivierung, und in der
Folge zu einer Hdmostase nur dann, wenn die subendotheliale extrazellulire Matrix im
GefiB freiliegt **%. Es sei jedoch erwihnt, dass unter bestimmten pathologischen
Bedingungen, Thrombozyten tiiber P-Selektin und dessen Ligand P-Selektin
Glykoprotein Ligand 1(PSGL-1), oder iiber das Glykoprotein Gplb und dessen auf der
Oberfliche von dysfunktionellem Endothel befindlichem Ligand von-Willebrand-
Faktor, auch an der intakten GefdBwand adhdrent werden konnen, was beispielsweise
bei der Entstehung der Atherosklerose eine groBe Rolle spielt * 2! .

Durch die Freilegung der subendothelialen extrazelluliren Matrix kommt es zum
Kontakt von Thrombozyten mit verschiedenen adhédsiven Makromolekiilen wie zum
Beispiel Laminin, Fibronektin, Kollagen und von-Willebrand-Faktor °. In GefiBen mit
hohen Scherkriften, wie sie in kleinen Arterien und Arteriolen vorliegen, wird der
initiale Kontakt zwischen Blutpliattchen und subendothelialer Matrix iiber die
Interaktion von Plittchenrezeptor Gplb, und an Kollagen gebundenem vWF
vermittelt > **. Diese Bindung ist nur kurzweilig und nicht in der Lage eine stabile
Adhision herzustellen, aber sie hilt den engen Kontakt zwischen Zelle und Oberfliche
aufrecht und fithrt zum sogenannten ,,Rollen der Thrombozyten an der Gefiwand °.
Dies erlaubt nun den Kontakt zwischen Kollagen und dem Pléttchen-Kollagenrezeptor
GpVI > ?'. Als Folge kommt es zur Aktivierung von ruhenden Integrinen auf dem
Thrombozyten in einen hoch-affinen Zustand, und zur Freisetzung von ADP und
Thromboxan A °. In der extrazelluliren Matrix freigelegter Tissue Faktor
(Thromboplastin) aktiviert das extrinsische Gerinnungssystem und fithrt zur Bildung
von Thrombin. Gemeinsam mit dem freigesetzten ADP und Thromboxan induzieren
diese Mediatoren, liber die Stimulation von G-Protein-abhingigen Rezeptoren, die
vollstandige Aktivierung der Blutpléttchen (siehe Bild 6).



Rollender Thrombozyt Aktivierung/Degranulation Feste Adhision

Bild 6 Mechanismen der Plittchenadhdision und —aggregation modifiziert nach’
Die Interaktion zwischen Gplb und vWF vermittelt das ,, Rollen * der Thrombozyten und
erlaubt das Zusammenspiel von GpVI mit Kollagen. Das triggert die Umwandlung der
Integrine in einen aktiven hoch-affinen Zustand und die Freisetzung von ADP und anderen
Mediatoren. Gleichzeitig fiihrt freigelegter Tissue Faktor (TF) zur Bildung von Thrombin was
die Aktivierung der Blutplittchen zusdtzlich vorantreibt.

Fiir die feste Plédttchenadhédsion wird das Zusammenspiel verschiedener Integrine auf
der Zelloberfliche des Thrombozyten verantwortlich gemacht *'. Dabei gilt der oypps-
Fibrinogen-Rezeptor Glycoprotein Gpllb/Illa, als wichtigster Mediator fiir die primére
feste Adhédsion an die subendotheliale Matrix, ebenso wie an das dysfunktionale
Endothel " **. Durch die Freisetzung von Stoffen, bewirkt das aktivierte Blutplittchen
aulerdem die Rekrutierung von weiteren Thrombozyten, und fordert dadurch die
Aggregation der Zellen. Die Gesamtheit der Thrombozyten lagert sich zusammen und
bildet innerhalb von kurzer Zeit den so genannten weifen Thrombozytenthrombus '.
Bei Verlust oder Inhibition des Gpllb/Illa-Rezeptors ist kein anderes Integrin in der

Lage, die feste Adhision oder die Aggregation der Blutplittchen zu triggern 2.

Mit der Aggregation der Blutpldttchen ist die primdre Hdmostase abgeschlossen. Die
Dauer dieses Vorgangs betrdgt unter normalen Umsténden 2 bis 4 Minuten und wird als
Blutungszeit bezeichnet '.

2.3.2 Sekundire Himostase

Der entstandene pléttchenreiche, primére himostatische Thrombus verschlie3t zunéchst
den Gefdflwanddefekt, ist aber nicht stabil und kann leicht im Blutfluss abgeschwemmt
werden. Um dieser Gefahr vorzubeugen aktiviert der Korper das Gerinnungssystem. Es
bildet sich ein Maschenwerk aus Fibrinfiden aus, in das auch Erythrozyten eingelagert
werden. Der entstehende Blutpfropf wird daher auch als roter Thrombus bezeichnet '.



Die sekundire Hamostase verlduft in drei Phasen. Zu Beginn wird in der
Aktivierungsphase aus Prothrombin Thrombin. In der Koagulationsphase entstehen
durch Abspaltung von Fibrinopeptiden 16sliche Fibrinmonomere aus Fibrinogen.
SchlieBlich kommt es in der Retraktionsphase durch Kontraktion der Thrombozyten zu
einer Volumenminderung und Verfestigung des Blutgerinnsels (siche Bild 7) .
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Beim exogenen Mechanismus der Blutgerinnung, auch extrinsisches Gerinnungssystem
genannt, verursacht eine Gewebsverletzung den Kontakt des Blutes mit Bestandteilen
der zertrimmerten Zellen, in denen sich Tissue Faktor (Gewebethromboplastin)
befindet. Dieser Lipid-Proteinkomplex aktiviert den Faktor VII, der mit Ca®*" und
Phospholipiden einen Komplex bildet, welcher den Faktor X aktiviert '.

Der endogenen Mechanismus, das so genannte intrinsische Gerinnungssystem, beginnt
im Bereich eines Endotheldefektes *. Er wird eingeleitet durch die Kontaktaktivierung
des Faktor XII an negativ geladenen Oberflichen wie zum Beispiel subendothelialem
Kollagen, Sulfatidgruppen oder Zelloberflichen von aktivierten Thrombozyten ***°.
Xlla aktiviert Prékallikrein zu Kallikrein, das ebenso wie hochmolekulares Kininogen,
die Faktor XII-Aktivierung verstirkt *°. In der Folge werden die Faktoren XI und IX
aktiviert '. Faktor IXa aktiviert wiederum Faktor VII zu Faktor VIla, und beide
aktivierten Faktoren bilden zusammen mit Phospholipiden und Ca®*" einen
Enzymkomplex der den Faktor X aktiviert *°.



Aus Faktor Xa entsteht nun zusammen mit Faktor Va, Phospholipiden und Ca®" ein
weiterer Enzymkomplex, der als Prothrombinaktivator bezeichnet wird. Er leitet durch
Umwandlung von Prothombin (Faktor II) in Thrombin (Faktor Ila) die Fibrinbildung
ein. Thrombin aktiviert Faktor XIII und fithrt zur Spaltung von Fibrinogen in
Fibrinopeptide und Fibrinmonomere '. Faktor XIIla ist eine Transamidase und
verkniipft schlieBlich die Seitenketten der Fibrinmonomere zu einem fest vernetzten
unléslichen Fibrin *°.

2.3.3 Fibrinolyse

Um eine iiberschieende Gerinnung mit Bildung von Thromben und Entstehung von
Embolien zu vermeiden, konnen einerseits freie Fibringerinnsel mittels Fibrinolyse
wieder aufgelost werden, andererseits wird ein Ausufern der Himostase durch zum Teil
riickgekoppelte Hemmfaktoren von vornherein verhindert *°.

Fiir die Fibrinolyse sorgt das Plasmin, eine Serinprotease, die Fibrinogen, Fibrin und die
Faktoren V und VIII spalten kann '. Es entsteht aus Plasminogen, das durch im Blut
vorkommendes Kallikrein, im Gewebe befindliches tPA (Gewebsplasminogenaktivator)
oder durch im Urin vorhandene Urokinase aktiviert werden kann *. Streptokinase und
Staphylokinase sind bakterielle Aktivatoren des Plasminogens, die normalerweise nicht
im Korper vorkommen, therapeutisch aber zur Thrombolyse eingesetzt werden '. Einer
tiberschieBenden Fibrinolyse wirkt physiologischerweise a,-Antiplasmin entgegen
(siche Bild 8) *".
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Bild 8 schmematische Darstellung der Fibrinolyse modifiziert nach '
(tPA=Gewebsplasminogenaktivator)

Weiteren Schutz vor Thrombose bietet zudem das im Blutplasma vorkommende
Antithrombin III. Es bindet an Thrombin und die Faktoren IXa, Xa, XIa und XIIa und
hemmt damit deren Proteaseaktivitit. Wesentlich verstirkt wird diese Hemmung durch
natiirliches oder injiziertes Heparin, sowie durch heparindhnliche Glucosaminoglykane
des Endothels. Zu guter letzt, wirken aulerdem die bei der Fibrinbildung entstehenden
Fibrinopeptide antithrombotisch, indem sie die Fibrinpolymerisierung negativ
beeintrichtigen *°. Fiir die Gerinnungshemmung in vifro werden auBer Heparin, vor
allem Komplexbildner fir Ca’* wie beispielsweise Citrat, Oxalat oder EDTA
verwendet, die die Konzentration freier Ca”*"-Tonen vermindern .



2.4 Pathologie der Himostase

Unter Thrombose versteht man die Bildung eines Blutpfropfes durch lokales intravitales
und intravasales Erstarren des Blutes. Damit unterscheidet sich die Thrombose von der
physiologischen intravitalen aber extravasalen Blutgerinnung. Man unterteilt
pathogenetisch in Abscheidungs- oder Agglutinationsthrombose durch Lésionen der
Gefaflintima, Gerinnungs-, Koagulations,- Pulsions- und Stagnationsthrombose durch
Storungen der Hamodynamik im Sinne verminderter Stromungsgeschwindigkeit und
Wirbelungen, und Thrombose durch erhohte Gerinnungsneigung. Als Folge der
Thrombose kommt es zu Zirkulationsstorungen in den betroffenen Organen °'. Neuere
Untersuchungen geben Hinweise darauf, dass es sich bei der Hadmostase und der
Thrombose wahrscheinlich um zwei vom Entstehungsmechanismus her teilweise
unterschiedliche Prozesse handelt **.

Von einer arteriellen Thrombose spricht man, wenn sich ein Blutgerinnsel in einer
Arterie bildet. Der Thrombus kann in betroffenen Organen zu Durchblutungsstérungen
und Sauerstoffmangel flihren. Besonders préddestiniert sind unter anderem die
HerzkranzgefidBe (Herzinfarkt), die das Gehirn versorgenden Arterien (Schlaganfall)
sowie die Beinschlagadern (arterieller Verschluss) 12,

2.5 Reparatur der geschidigten Gefillwand, Neointimaformation

Perkutane transluminale Koronarangioplastik (PTCA) ist eine weithin anerkannte,
effektive Therapie bei der symptomatischen Koronararterienerkrankung. Allerdings
reduzieren sich der Langzeiteffekt und die Kosteneffizienz dieser Methode signifikant,
durch iiberschieBende Wundheilung und daraus resultierender Restenose, bei bis zu 35
Prozent der Patienten. Es ist bekannt, dass die Zerstorung von Endothelzellen ein
wichtiger Trigger fiir die Restenosierung nach Angioplastik oder Stentimplantation ist
' Verschiedene Strategien, einschlieBlich pharmakologischer Wirkstoffe, neuer
mechanischer Methoden und Gentherapie wurden bereits getestet und etabliert um die
postangioplastische Restenose zu verhindern. Trotzdem bleibt das Problem nicht
vollstindig gelost *. Insbesondere die gestorte Reendothelisierung nach Implantation
von mit antiproliferativen Medikamenten beschichteten Stents, stellt ein grof3es
klinisches Problem dar.

Die Restenose stellt eine spezielle Art von exuberanter Wundheilung dar. Die Bildung
von neuem intraluminalem Gewebe, und die anschlieBende allumfassende
GefaBkonstriktion sind denen der Narbenbildung und -kontraktur wéhrend des
Heilungsprozesses einer Wunde dhnlich. Bei histologischer Untersuchung zeigt sich,
dass humane Koronararterien auf die durch die Angioplasie hervorgerufene
GefdlBwandstreckung und Endothelverletzung, mit Vernarbung in Form einer
proliferativen Neointima reagieren.



Bei der Bildung von Neointima kommt es zu einer exzessiven Proliferation von glatten
Muskelzellen (SMCs) in der Intima. Diese neointimale Hyerplasie wird als
unspezifische Gewebsreaktion angesehen, die im Extremfall so stark ausgepridgt sein
kann, dass sie das GefiBlumen bis hin zur Stenose stark einschrinkt **.

Nach der Verletzung des Endothels eines Gefdles kommt es zunichst zur Bildung eines
Thrombus und zu Thrombusorganisation **. Der Thrombus beinhaltet chemotaktische
und mitogene Faktoren, und funktioniert als eine Matrix fiir die Migration und
Proliferation von vaskuldren glatten Muskelzellen (VSMC) 33 Erst einige Tage nach der
Thrombosierung beginnt der eigentliche Prozess der Neointimaformation. Dieser dauert
Wochen bis Monate und fiihrt schlieBlich zum Ausgleich des Verhiltnisses zwischen
Gefiiwand und Lumen *2. Durch die Vorginge an der verletzten Gefiwand verliert die
Tunica media ihren kontraktilen Charakter **. Dies initiiert die Wanderung von glatten
Muskelzellen aus Adventitia, Media und Intima in den adluminalen Bereich 3233 Hier
replizieren sich aus dem Blut stammende VSMCs und SMCs aus Adventitia, Media und
Intima, und synthetisieren Elemente der extrazelluliren Matrix wie beispielsweise
Kollagen und Proteoglykane **. Es kommt zur Akkumulation von glatten Muskelzellen,
aber auch von Progenitorzellen und Myofibroblasten (differenzierte Fibroblasten) aus
der Adventitia. Innerhalb einer Woche bildet sich eine neointimale Zellschicht **. Dabei
ist die Auspragung der Neointima abhédngig von der Stirke der Gefdverletzung. Vor
allem die Zerstérung der Membrana elastica interna fithrt zu einer Zunahme der
neointimalen Hyperplasie **. Als Anpassung an die neuen Konditionen, kommt es zur
Neugestaltung und Remodellierung der GeféBarchitektur, mit mehr oder weniger stark
bleibender Einengung des GefiaBBlumens (positive oder negative Remodellierung). Die
Mechanismen dieses Prozesses sind sehr komplex, es gibt aber Hinweise darauf, dass
TGF-B (transforming growth factor-p) und die Integrine a,f; und asf; eine regulierende
Rolle spielen **.

2.6 Morphologie und Funktion von Leukozyten

Neben den Thrombozyten sind auch die Leukozyten als wesentlicher zelluldrer
Bestandteil des Blutes bei der Entstehung von Thrombosen und in der Atherogenese
von besonderer Bedeutung. Als Leukozyten bezeichnet man die weillen Blut- und
Lymphzellen, die den roten Blutzellen gegeniibergestellt werden *'. Sie sind kernhaltige
Zellen. Thre Zahl ist viel geringer als die der Erythrozyten, und liegt beim Menschen
normalerweise bei 5000 bis 9000 pro ul Blut. Nur ein kleiner Teil der Zellen zirkuliert
im Blutkreislauf, die meisten Leukozyten befinden sich in den lymphatischen Organen
und im Bindegewebe. Mittels gerichteter Migration durch die GefiBwand konnen sie
die Blutbahn verlassen und ins Gewebe eindringen, bzw. dieses wieder in Richtung Blut
verlassen .



Die weillen Blutkorperchen lassen sich vereinfacht in Granulozyten, Lymphozyten und
Monozyten unterteilen. Das Verhéltnis der drei Zellarten betrdgt beim Erwachsenen ca.
60:30:10 (siche Tabelle 1) "%,

Tabelle 1 Zusammensetzung des humanen Blutes modifiziert nach °

4,6 Mio./ul bei der Frau
Erythrozyten 0,-CO,-Transport
5,2 Mio./ul beim Mann
§ = Granulozyten neutrophile 55-68% | Phagozytose (Mikrophagen)
2|8 eosinophile | 14% |4 e omplenen
g § basophile 0,3-1% | Gerinnungshemmung
ﬁ §” stabkernige 2-3% Jugendliche Granulozyten
nE: % Agranulozyten |Lymphozyten |20-35% |immunologische Abwehr
Monozyten 2-6% Phagozytose (Makrophagen)
Thrombozyten 150000-300000/pl Blutgerinnung

Das Verhiltnis der verschiedenen Zellarten der Leukozyten bei der Maus ist in
Tabelle 2 dargestellt.

Tabelle 2 Zusammensetzung des murinen Blutes modifiziert nach

Erythrozyten 7-11 Mio./ul 0,-CO,-Transport

E _ | Granulozyten neutrophile | 5-20% Phagozytose (Mikrophagen)

S | 2 Lo .
3 . ; Elimination von Antigen-

E 3 eosinophile | 50-100/ul Antikérperkomplexen

9 |

— [0}

N |’

5|

o |3 Agranulozyten | Lymphozyten | 60-90% immunologische Abwehr
- Monozyten | 50-100/ul | Phagozytose (Makrophagen)
Thrombozyten 1-2 Mio./pl Blutgerinnung

2.6.1 Granulozyten

Die Granulozyten sind originidre Blutzellen die auch als Mikrophagen bezeichnet
werden. Sie sind amoboid beweglich und konnen daher jederzeit aus dem Gefdl3
auswandern, um am Ort der Schiadigung spezielle Abwehrvorgédnge in Gang zu setzen.
Bei der akuten Entziindung spielen diese Zellen die Hauptrolle °. Charakteristisch fiir
sie ist ein gelappter Kern und im Zytoplasma lokalisierte Granula. An gefirbten
Blutausstrichen konnen drei Arten von Granulozyten unterschieden werden,



neutrophile, eosinophile und basophile Granulozyten. Die Bildung dieser Zellen erfolgt
im Knochenmark .

Neutrophile Granulozyten

Beim Menschen machen die neutrophilen Granulozyten einen Anteil von 60% der
Leukozytenpopulation aus °. Im Gegensatz dazu sind bei der Maus nur 5 bis 20% der
Leukozyten neutrophile Granulozyten (siche Tabelle 2) *°. Es handelt sich um groBe
Zellen (Durchmesser 9-12pum), die grofe gestaltliche Wandlungsmoglichkeiten haben,
so dass sie trotz ihrer Grofe noch durch 3pm grofle Poren der GefdBwand
hindurchtreten konnen (Diapedese). In der Randzone des Zytoplasmas der Granulozyten
befinden sich zahlreiche Aktinfilamente, die bei der Zytoplasmabewegung und bei der
Ausbildung der Mikrovilli und Pseudopodien eine Rolle spielen. Normalerweise
bewegen sich die weilen Blutkorperchen im langsamen, erythrozytenfreien Randstrom
des Blutes und verlassen erst auf taktische Reize hin die Blutbahn. Thr Zellkern ist
stabformig, gelappt oder segmentiert, wobei die Segmentation des Kernes mit dem Alter
der Zelle zunimmt. Das leicht azidophile Zytoplasma der neutrophilen Granulozyten
zeigt lichtmikroskopisch eine feine, kaum sichtbare, staubartige Granulation (siche Bild
9). Dabei handelt es sich um primére Lysosomen. Der grofite Teil der tibrigen Granula
enthélt alkalische Phosphatasen und basische Proteine, die eine antibakterielle Aktivitét
aufweisen. Durch Bakterien oder Zelltriimmer werden die neutrophilen Granulozyten
angelockt (Leukotaxis), verlassen die Blutbahn, nehmen mit den Fremdelementen
Kontakt auf und phagozytieren sie. Mit Hilfe der Lysosomen werden diese abgebaut,
wobei die Zelle meist apoptotisch zugrunde geht °. Ferner konnen die Zellen bei
Kontakt mit phagozytosefdhigem Material auch ihre Granula nach auflen abgeben und
dieses dadurch extrazelluldr verdauen. Die Lebensdauer der neutrophilen Granulozyten
betrdgt circa 8 Tage, ihre Verweildauer im Blut etwa 7 bis 9 Stunden. Ein grof3er Anteil
der Zellen verldsst den Korper unter physiologischen Bedingungen tiber Mundhohle,
Magen-Darm-Trakt, Harnwege und serose Haute. Sie tragen stdndig dazu bei, den
Organismus vor eindringenden Keimen zu schiitzen .

Bild 9 neutrophiler Granulozyt mit
segmentiertem Kern und
staubartiger Granulation
schematisch (links) und
mikroskopisch (rechts)



Eosinophile Granulozyten

Die eosinophilen Granulozyten (Durchmesser 11-16um) sind durch das Vorkommen
zahlreicher, relativ groer Granula charakterisiert, die sich mit sauren Farbstoffen
intensiv anfdrben. Der hufeisen- oder hantelférmige Kern wird durch die eosinophilen
Granula oft weitgehend bedeckt (siehe Bild 10). Elektronenmikroskopisch lédsst sich an
den Granula eine homogene Matrix (Externum) von einer kristalloiden Innenstruktur
(Internum) unterscheiden. Das Internum enthilt eine Esterase und das argininreiche
basische Hauptprotein. Im Externum finden sich Peroxidase, Katalase, die so genannten
kationischen Eosinophilenproteine und Enzyme des Fettabbaus. Im normalen Blut sind
circa ein bis vier Prozent der weilen Blutkérperchen eosinophile Granulozyten. Im
Unterschied zu den neutrophilen Granulozyten spielen sie bei der Phagozytose von
Bakterien keine wesentliche Rolle. Sie nehmen bevorzugt Antigen-Antikorper-
Komplexe auf. Bei allergischen Erkrankungen ist die Zahl eosinophiler Granulozyten
im Blut deutlich erhoht. Sie wirken auBBerdem ddmpfend auf entziindliche Reaktionen
ein, indem sie die stark entziindlich wirkenden Produkte der Mastzellen, das Histamin
und das Leukotrien C, enzymatisch inaktivieren. Ferner hemmen sie mit
Prostaglandin E; und E, die Freisetzung von Mastzellgranula beziehungsweise
phagozytieren bereits ausgeschleuste Granula. Auch bei Anwesenheit von Parasiten im
Korper kommt es zur Vermehrung der eosinophilen Granulozyten. Man nimmt an, dass
das basische Hauptprotein gegeniiber Parasiten, vor allem gegen Wiirmer, wirksam ist.
Die eosinophilen Granulozyten haben eine Lebensdauer von 8 bis 12 Tagen. lhre
intravasale Verweildauer liegt bei 4 bis 12 Stunden ’.

Bild 10 Eosinophiler Granulozyt mit
hantelférmigem Kern und
eosinophilen Granula
schematisch (links) und
mikroskopisch (rechts)

Basophile Granulozyten

Basophile Granulozyten sind mit 0,3 bis 1 Prozent die seltenste Form der Granulozyten
beim Menschen. Ihre Grofle betrdgt etwa 10pum. Sie enthalten in grofler Zahl basophile,
blauschwarze Granula, die oft den gelappten Zellkern weitgehend iiberdecken konnen
(siche Bild 11). In den Granula sind Heparin, Histamin und zinkhaltige Proteine
enthalten. Man nennt diese Zellen daher auch Blutmastzellen. Die basophilen
Granulozyten besitzen membranstindige Rezeptoren fiir Immunglobulin E (IgE).



Kommen diese Rezeptoren mit IgE in Kontakt, zum Beispiel bei allergischen
Erkrankungen, fiihrt dies zur massiven Freisetzung der Granula. Durch die Wirkung des
freiwerdenden Histamins, kommt es zur Quaddelbildung und zum Juckreiz. Die Zellen
phagozytieren kaum. Thre Verweildauer im Blut ist kurz und betrdgt weniger als 6
Stunden. Im Gewebe halten sie sich circa 24 Stunden auf. Die biologische Bedeutung
der basophilen Granulozyten ist noch nicht vollig geklért. Sie diirfte aber jenen der
Gewebsmastzellen dhnlich sein .

Bild 11 Basophiler Granulozyt mit
gelappten Zellkern und
basophilen Granula
schematisch (links) und
mikroskopisch (rechts)

2.6.2 Lymphozyten

Lymphozyten sind relativ kleine Zellen (Durchmesser 6-8um), die einen rundlichen
heterochromatischen Kern besitzen, der die Zelle weitgehend ausfiillt. Der schmale
Zytoplasmasaum ist oft lichtmikroskopisch kaum zu erkennen (sieche Bild 12). Die
Lymphozyten sind aber morphologisch und funktionell keine einheitliche
Zellpopulation. Es gibt kleine, grof8e und mittelgroBe Zellen, je nachdem in welchem
Stadium der Immunreaktion sie sich befinden. Nur ein kleiner Teil der
Lymphozytenpopulation zirkuliert im Blut. Die meisten Zellen befinden sich in den
lymphatischen Organen, im Knochenmark oder als freie Zellen im lockeren
Bindegewebe. Von dort aus treten sie regelmiBig ins Gefdflsystem tiber, um im Korper
mogliche Antigene aufzuspiiren. Obwohl Lymphozyten nicht amdboid beweglich sind,
besitzen sie doch eine so grofle Migrationsféhigkeit dass sie die Wanderung durch den
Blutkreislauf durchfiihren konnen °. Im Blut des Menschen sind etwa 20 bis 35 Prozent
der weilen Blutzellen Lymphozyten. Sie phagozytieren nicht und besitzen kaum
Lysosomen . Vielmehr spielen sie sowohl bei der Antikdrperproduktion als auch bei
der Gedichtnisfunktion des Immunsystems eine entscheidende Rolle .

Bild 12 Lymphozyt mit rundlichem
Kern und kaum sichtbarem
Zytoplasma schematisch
(links) und mikroskopisch
(rechts)



Lymphozyten sind keine ,,Endzellen®, sie konnen nach Stimulation weiter transformiert
werden . Aus lymphatischen Vorlduferzellen, die noch keine Antigenrezeptoren
besitzen, wird bei der Prigung im Thymus (T-Lymphozyten) und im
Knochenmark (B-Lymphozyten) ein Repertoire von einer Milliarde verschiedenen,
jeweils gegen ein bestimmtes Antigen gerichteten T- beziehungsweise B-Zellen
gebildet. Solche noch ,,naiven* Lymphozyten kreisen durch den Organismus. Entdeckt
eine Zelle dabei ,,ihr*“ Antigen, was meist in lymphatischem Gewebe geschieht,
vermehrt sie sich, und es entstehen zahlreiche, monospezifische Tochterzellen *°. So
werden B-Zellen zu Plasmazellen, die fiir die spezifische humorale Immunabwehr von
Bedeutung sind. T-Zellen werden zu verschiedenen T-Effektorzellen, die sich nach ihrer
Funktion in T-Killerzellen (zytotoxische T-Zellen), T-Gedéchtniszellen und T-
Helferzellen unterscheiden lassen, und fiir die spezifische zelluldre Immunantwort
verantwortlich sind. Ein wichtiges Unterscheidungsmerkmal dieser verschiedenen
Zellen ist die Ausstattung mit Oberflichenrezeptoren. Bei den B-Zellen sind diese
Oberfldachenrezeptoren membranstindige Immunglobuline (IgM-Monomer, IgD). Bei
den T-Zellen sind es die T-Zell-Rezeptoren, welche als zwei zellspezifische Typen von
Heterodimeren (o und B) vorkommen. Die Rezeptoren besitzen zwar eine &hnliche
Grundstruktur, jedoch weisen die antigenerkennenden Abschnitte durch genetische
Rekombination eine grofle Vielfalt auf. So gibt es potenziell eine Billion verschiedene
Immunglobuline und eine Billiarde verschiedene af}-T-Zell-Rezeptoren. Dabei
existieren sowohl auf den B-Zellen als auch auf den T-Zellen weitere Rezeptoren, die
bei Adhésion und Signaltransduktion eine wichtige Rolle spielen. Auf T-Zellen sind das
zum Beispiel CD4- und CD8-Rezeptoren. CD4+-T-Zellen sind ihrer Funktion nach T-
Helferzellen, CD8+-T-Zellen wirken als T-Killerzellen. Beide Rezeptoren verstirken
die spezifische Wechselwirkung zwischen T-Zellen und ihren jeweiligen Zielzellen,
wobei CD8 als Corezeptor mit dem HLA-I-Proteinkomplex (human leucocyte antigen)
und CD4 mit HLA-II-Proteinen in Wechselwirkung tritt ',

T-Lymphozyten

Die ,naiven” CD4+-T-Zellen wandeln sich nach HLA-II-assoziierter Prasentation des
Antigens durch antigenprédsentierende Zellen (z.B. dentritische Zellen), in unreife T-
Effektorzellen um. Aus diesen entstehen durch weitere Differenzierung T-Helferzellen
und zwar entweder inflammatorische Tyj-Zellen, die Makrophagen mittels IFNy
aktivieren, oder Tyy-Helferzellen, die fiir die B-Zell-Aktivierung nétig sind. Ty;- und
Tua-Zellen hemmen sich gegenseitig, so dass, ist die Weiche einmal gestellt, nur einer
der beiden Typen vorherrscht *°.

Zytotoxische T-Zellen (T-Killerzellen) entstehen aus ,naiven® CD8-T-Zellen nach
HLA-I-assoziierter Antigenpridsentation durch antigenpridsentierende Zellen. Die T-
Killerzellen erkennen dann mit ithrem CD8-assoziierten T-Zell-Rezeptor das HLA-I-
gebundene zugehorige Antigen auf infizierten Korperzellen, auf Tumorzellen und auf
Zellen transplantierter Organe wieder und treiben diese Zellen in den programmierten
Zelltod (Apoptose) oder die Nekrose *°.



B-Lymphozyten

Die spezifische humorale Immunantwort nimmt ihren Ausgang von den
B-Lymphozyten. Auf deren Oberfliche sind IgD und IgM-Monomere verankert, von
denen mehrere an das zugehorige Antigen binden. Die dadurch ausgeloste
Antikorpervernetzung 16st in der B-Zelle die Internalisierung und Aufarbeitung des
Antigen-Antikorper-Komplexes aus. Zur anschlieBenden Aktivierung der B-Zelle ist
aber noch ein zweites Signal notwendig. Das kann vom Antigen selbst, oder von Tps-
Zellen stammen, denen die B-Zellen das HLA-II-assoziierte Antigen présentieren.
Erkennt der CD4-assoziierte T-Zell-Rezeptor der Ti,-Zelle das Antigen, so exprimiert
die T-Zelle auf der Oberfliche den CD40-Liganden und sezerniert aullerdem IL-4.
CDA40-Ligand und IL-4 I6sen die klonale Selektion der B-Zelle, die Sekretion von IgM
sowie die Differenzierung zur Plasmazelle aus. Dabei kann, durch unterschiedliches
DNA-Spleissen, von der Expression des IgM auf die von IgA, IgG oder IgE
umgeschaltet werden. Hierbei bleiben aber all diese Ig-Typen, die von einem B-Zell-
Klon stammen, fiir das gleiche Antigen monospezifisch. Die Plasmazellen produzieren
nur jeweils einen Ig-Typ *°.

2.6.3 Monozyten

Der Organismus verfiigt auler den Granulozyten noch tiber ein anders
Phagozytosesystem, das ubiquitdr ist und sich von den Monozyten des Blutes ableitet.
Wihrend die neutrophilen Granulozyten nach der Phagozytose meist absterben, bleiben
die Monozyten am Leben. Thre Phagozytosekapazitdt ist um ein Vielfaches groBer als
die der anderen Zellen. Die Monozyten sind die groBiten Zellen des Blutes
(Durchmesser 12-20um) und machen beim Menschen circa 2 bis 6 Prozent aller
Leukozyten aus °. Bei der Maus findet man etwa 50 bis 100 Monozyten pro ul Vollblut
(siche Tabelle 2) *. Es sind mononukledire Zellen mit einem heterochromatinarmen
Kern und einem leicht basophilen Zytoplasma, das feinste, lichtmikroskopisch kaum
erkennbare, azurophile Granula enthalt.
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Bild 13 Monozyt mit
heterochromatinarmen Kern und
basophilen Zytoplasma schematisch
(links) und mikroskopisch (rechts)

Aufgrund ihres Lysosomenreichtums konnen Monozyten auch grofere Gewebs- oder
Zelltrimmer intrazelluldr verarbeiten und beseitigen. Sie sind amdboid beweglich. An
der Zelloberflache entwickeln sich lange, tentakelartige Zytoplasmafortsitze, die durch
ihre starke Haftfahigkeit mit Gewebstriimmern oder Oberflichen aller Art Kontakt
aufnehmen konnen. Bei den in Monozyten gefundenen Enzymen handelt es sich im



Wesentlichen um Peptidasen, Peroxydasen und Phosphatasen, die innerhalb der
Lysosomen meist in inaktiver Form vorliegen. Die Monozyten entstehen im
Knochenmark . Sie zirkulieren nur ein bis zwei Tage im Blut und wandern rasch ins
Gewebe ein. Dort differenzieren sie zu Makrophagen, werden ortsstindig und konnen
mehrere Monate aktiv bleiben ’. Je nach lokalen Erfordernissen differenzieren sie sich
in verschiedenen Organen noch weiter aus °. So finden sich beispielsweise Kupffer-
Sternzellen in der Leber, Alveolarmakrophagen in der Lunge, Uferzellen in den
Lymphknoten, Langerhans-Zellen in der Haut und viele weitere Makrophagen auf
Darmserosa, in den Milzsinus, den Gelenkspalten, im Gehirn und am Endothel. Mann
nennt sie zusammen auch mononukledres phagozytotisches System (MPS) oder
retikuloendotheliales System (RES). Makrophagen erkennen relativ unspezifisch
Kohlenhydratkomponenten auf der Oberfliche von Bakterien und phagozytieren
diese *°.

2.7 Morphologie und Funktion von embryonalen endothelialen
Progenitorzellen

Neben Leukozyten und Thrombozyten sind im Blut zuséitzlich so genannte endotheliale
Progenitorzellen an der ,,Reparatur® geschadigter bzw. verletzter Gefial3e beteiligt.

Generell wird die Bezeichnung endotheliale Progenitorzelle (EPC) verwendet, um eine
besondere Art von Zelltyp zu beschreiben, der das Potential hat, sich in eine mature
funktionelle Endothelzelle zu differenzieren, die dann das Lumen von Blutgefdflen oder
Kapillaren auskleidet ''.

Zirkulierende EPCs, die nach heutigem Wissen groftenteils aus dem Knochenmark in
den Blutstrom einwandern, tragen zur Bildung von neuen Blutgefifien bei, und
begiinstigen so die Gefdllneubildung und Reendothelialisierung in ischdmischem
Gewebe, nach Gefifverletzung und beim Tumorwachstum ' *% 7. Thnen wird
auBlerdem eine Schliisselrolle bei der Erhaltung der Integritit der GefdBwand
zugesprochen. In neueren Studien wurde gezeigt, dass eine verminderte Anzahl von
zirkulierenden EPCs, nicht nur die Angiogenese beeintrichtigt, sondern auch zur
Entstehung von Atherosklerose beitragen kann. Interessanterweise haben Patienten mit
erhohtem Risiko fiir Coronararterienerkrankungen eine geringere Anzahl zirkulierender
EPCs mit reduzierter Aktivitit >’. Dennoch sind die zugrunde liegenden molekularen
und zelluldren Mechanismen fiir die Rekrutierung und Differenzierung der EPCs noch
nicht genauer bekannt, und bleiben nach wie vor ein zentrales Thema in der
Stammzellbiologie .

Bei der postnatalen GefdBneubildung proliferieren und differenzieren EPCs im
Knochenmark. Verstiarkt durch Cytokine und Wachstumsfaktoren wie GCSF
(granulocyte colony stimulating factor), GMCSF (granulocyte macrophage colony
stimulating factor) und VEGF (vascular endothelial growth factor) und unterstiitzt durch
Ostrogene und Statine, werden die Zellen aus dem Knochenmark in den Blutstrom



mobilisiert, und gelangen so in periphere Blutbahnen und an den Ort der
Vaskulogenese '°. Hier werden die EPCs abgefangen und tragen zur GefiBneubildung
bei (siche Bild 14) '°.

Knochenmark Blutbahn

VEGF , MCP-1, SDF-1
Differenzierung
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Bild 14 Kinetik der EPCs bei der postnatalen Gefdfsneubildung. Zirkulierende EPCs werden aus dem
Knochenmark mobilisiert und an den Ort der Gefdfineubildung rekrutiert. Die Mobilisierung
wird verstdrkt durch Cytokine und Wachstumsfaktoren wie GCSF (granulocyte colony
stimulating factor), GMCSF (granulocyte macrophage colony stimulating factor), VEGF
(vascular endothelial growth factor) '’. VEGF, MCP-1 (monocyte chemottractant protein-1)
und SDF-1 (stromal cell-derived factor-1) sind verantwortlich fiir die Rekrutierung der
Progenitorzellen an den Ort des Geschehens .

Ischédmie ist ein dominantes Signal, dass iiber den Aktivator HIF-1 (hypoxia-inducible
factor-1) die Cytokinkaskade aktiviert, und zur Mobilisierung der EPCs aus dem
Knochenmark fiihrt. Bislang sind die Mechanismen, die fiir die Rekrutierung von EPCs
an die verletzte GefaBwand beteiligt sind nicht im Detail geklart. Zytokine wie VEGF
(vascular endothelial growth factor), MCP-1 (monocyte chemottractant protein-1) und
SDF-1 (stromal cell-derived factor-1) scheinen eine Rolle bei der Wanderung der
Progenitorzellen an den Ort des Geschehens zu spielen. Uber die genauen Prozesse, die
Migration und Invasion der EPCs, und die Entstehung neuer Gefifle regulieren, ist ist
jedoch nur wenig bekannt ''. Man weiB allerdings, dass im Bereich von
Gefidlverletzungen adhdrente Thrombozyten, potente Chemokine sezernieren und
verschiedene Adhésionsmolekiile auf ihrer Oberfliche préisentieren. Sie stellen daher
potentielle Mediatoren fiir das Homing von Progenitorzellen dar. In einer Studie konnte
gezeigt werden, dass es tiber die Bindung von PSGL-1 (P-selectin glycoprotein ligand-
1) mit P-Selektin zum Rollen von EPCs entlang der aktivierten Thrombozyten kommt.
Durch VLA-4-Bindung an VCAM-1, wird die feste Adhidsion von EPCs an
Thrombozyten getriggert (siche Bild 15). AuBBerdem wurde nachgewiesen, dass es in
Anwesenheit von aktivierten Blutpléttchen zur Transformierung von embryonalen EPCs
in reife endotheliale Zellen kommt. Thrombozyten kénnen also eine wichtige Rolle bei
der Regulation der Chemotaxis, der Adhésion und der Differenzierung von EPCs bzw.
embryonalen EPCs spielen *’.
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Bild 15 Homing der endotheleialen Progenitorzellen (EPCs) an aktivierte Thrombozyten im Bereich
der verletzten Gefdffwand; P-Selektin/PSGL-1-Bindung vermittelt das Rollen, VCAM-
1/VLA-4-Bindung die feste Adhdsion der EPCs

Endotheliale Progenitorzellen stellen einen Subtyp der Stammzellen dar und besitzen
daher einige Stammzelleigenschaften, wie etwa klonales Wachstum, Proliferation,
Pluripontenz und Stressresistenz ¥ Auf Matrigel zeigen sie eine fiir EPCs typische
Pflastersteinmorphologie und bilden réhrenartige Strukturen. Embryonale endotheliale
Progenitorzelllinien (eEPCs) zeichnen sich durch ein nahezu unbegrenztes Wachstum
aus, welches nur mit dem der embryonischen Stammzellen vergleichbar ist *. Diese
Eigenschaft geht den adulten EPCs allerdings verloren. Adulte EPCs sind in vitro
schwer zu isolieren und zu kultivieren und auBerdem genetisch schlecht zu
manipulieren. Daher werden in der Forschung in der Regel embryonale epitheliale
Progenitorzelllinien als Modell genutzt. Embryonale EPCs exprimieren frithe
endotheliale Marker, differenzieren zu maturen Endothelzellen und bilden wihrend der
Embryogenese BlutgefiBe *’. EPCs lassen sich anhand einiger spezifischer
endothelialer Oberflachenmarker gut identifizieren. Dazu gehdren unter anderem CD34,
AC133, KDR, Flk-1 (entspricht dem murinen VEGFR2) und CD31 (PECAM-1) '* 3%,
Wihrend Vorldufer- und mature Zellen CD34-Marker besitzen, glaubt man, dass die
Koexpression von CD133 und VEGFR-2 auf der Oberfliche der Zellen, eher auf
immature EPCs hindeutet ''. Viele dieser Oberflichenantigene befinden sich auch auf
hidmatopoetischen Stammzellen, so dass fiir eine eindeutige Zuordnung der Zellen
weitere Unterscheidungen anhand morphologischer Charakteristika oder mittels RNA-
Analysen notwendig sind. Im Knochenmark und im peripheren Blut besitzen etwa 0,1
bis 2 Prozent aller mononuklearen Zellen das CD34-Antigen. In vitro differenzieren
sich diese Zellen in endotheliale Zelllinien, in Tiermodellen inkorporieren sie bei
Ischimie-Experimenten in die Bereiche der Gefineubildung '°.

In der vorliegenden Studie wurde in den Mausmodellen die murine embryonale
endotheliale Progenitorzelllinie T17b verwendet. Fiir die Gewinnung dieser Zelllinie
werden embryonale Zellen von 7,5 bis 8,5 Tage alten Mduseembryonen isoliert, mittels
spezifischer Marker flir Zelltyp und Zellstadium, und anhand charakteristischer
morphologischer Eigenschaften als embryonale EPCs identifiziert, und in



0,1-prozentigen gelatinebeschichteten Flaschen kultiviert *°. Das Kulturmedium besteht
aus DMEM (Gibco, Fa. Invitrogen, Karlsruhe) mit 20% hitze-inaktiviertem FCS (Fa.
Invitrogen, Karlsruhe), 0,1 mmol/L B-Mercaptoethanol (Fa. Sigma-Aldrich, Miinchen),
I mmol/L nicht essentiellen Aminosduren und 2 mmol/L L-Glutamin (Gibco, Fa.
Invitrogen, Karlsruhe) .

Die T17b-Zellen zeichnen sich besonders durch robuste Wachstumseigenschaften in
Kultur, einen stabilen morphologischen Phinotyp und die problemlose Isolierung und
Erhaltung einer reinen Zelllinie aus. AuBerdem differenzieren sie verldsslich zu
ausgereiften Endothelzellen, was Vorraussetzung fiir eine standardisierte
Versuchsdurchfithrung ist 2. In einem Fall konnte eine T17b-Zelllinie iiber drei Jahre
vermehrt und kultiviert werden, ohne dass es zu Verdnderungen des Phianotyps oder zu
einem reduzierten Wachstum der Zellen kam *°.

2.8 Die Rolle von Sphingosin-1-Phosphat bei der Regulation von
inflammatorischen und proliferativen Prozessen und in der
Atherogenese

Neben Wachstumsfaktoren wie TGF- und FGF konnen insbesondere auch Lipide an
der Regulation reparativer Prozesse in der verletzten oder geschiadigten GefdBwand von
Bedeutung sein.

Der Lipidmediator Sphingosin-1-Phosphat (S1P), ein Produkt aus dem Sphingomyelin-
Metabolismus, ist in der Natur weit verbreitet *°. Als bioaktives Molekiil reguliert S1P
viele zellulire Prozesse wie etwa Proliferation und Migration von Zellen *'. Obwohl es
urspriinglich als intrazelluldrer sekundérer Botenstoff beschrieben wurde, zeigte sich
mit der Entdeckung der G-Protein-gekoppelten S1P-Rezeptoren, die wichtige Rolle fiir
SIP als extrazellulirer Lipidmediator in hoheren Organismen *°. Intrazelluldr nimmt
S1P Einfluss auf Mitose, Apoptose, Zellwachstum, Calciummobilisation und Motilitét
der Zelle, wohingegen es extrazellulir auf Angiogenese, Herzentwicklung,
Immunsystem und Zellmigration einwirkt.

Sphingosin-1-Phosphat entsteht in Sdugerzellen primér aus durch Abbau von
Ceramiden gewonnenem Sphingosin. Dieses wird, stimuliert etwa durch Zytokine und
Wachstumsfaktoren, durch die Sphingosinkinase Typ 1 und Typ 2 (Sphkl, Sphk2) zu
Sphingosin-1-Phosphat phosphoryliert. Der Abbau von SI1P wird mittels der Enzyme
S1P-Phosphatase und S1P-Lyase (SPL) reguliert, und erfolgt mit einer SI1P-
Halbwertszeit von 15 Minuten. Interessanterweise gibt es Hinweise, dass die Expression
dieser beiden Enzyme in Endothelzellen durch laminare Strémung herunterreguliert,
und so die Freisetzung von SIP stimuliert wird **. SIP-Lyase befindet sich im
endoplasmatischen Retikulum und degradiert S1P irreversibel zu Hexadecanal und
Phosphoethanolamin *. Die S1P-Konzentration in der Zelle ist also abhingig, von der
Aktivitdt der synthetisierenden Enzyme Sphingosinkinase 1 und 2, und der Tétigkeit der
abbauenden Enzyme S1P-Lyase und —Phosphatase (siche Bild 16) *.
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Bild 16 Synthese und Abbau von Sphingosin-1-Phosphat

Hématopoetische Zellen wie Thrombozyten, Erythrozyten und Leukozyten, aber auch
vaskuldre Endothelzellen sezernieren S1P ins Blut, wo es Plasmakonzentrationen von
330-420 nmol/l erreicht, und zu circa 60% an Albumin und Lipoproteine gebunden ist.
Besonders HDL (high-density-lipoprotein) scheint einer der natiirlichen Transport-
molekiile fiir SIP zu sein *> *2. Die Sezernierung von S1P aus Blutplittchen erfolgt iiber
zwel Transportsysteme. Das hiufigere ist ATP-abhéngig und lédsst sich durch Thrombin
stimulieren, das andere ist ein ATP-unabhingiger S1P-Transporter. Bei Erythrozyten
erfolgt die Freisetzung von S1P kontinuierlich *'. Erstaunlicherweise kommt es weder
bei Thrombozytopenie noch bei Leukopenie, zu einem Abfallen der S1P-Konzentration
im Blut. Neben Leukozyten und Thrombozyten scheinen daher nach neuen
Erkenntnissen, auch rote Blutzellen und eEPCs verantwortlich zu sein. Aufgrund der
hohen Blutkonzentration werden die Rezeptoren der im Blut vorhandenen Zellen durch
S1P wahrscheinlich permanent aktiviert. Im Gegensatz dazu findet man im Gewebe
einen bedeutend niedrigeren S1P-Level von circa 0,5-75 pmol/mg. Diesen
Konzentrationsunterschied zwischen Blut und Gewebe bezeichnet man als vaskuldren
S1P Gradienten *.

S1P und seine Rezeptoren nehmen Einfluss auf die Gefiflentstehung im Koérper. Zum
einen haben Untersuchungen gezeigt, dass SIP in vifro in Follikularfliissigkeit
endotheliale Progenitorzellen stimulieren und die ovariale Angiogenese vorantreiben
kann. Des Weiteren werden alle im GefdB3system fiir Interaktionen relevanten Zellen,
wie vaskuldre glatte Muskelzellen, Endothelzellen, und Leukozyten einschlieBlich
Makrophagen, durch den S1P-Signalweg beeinflusst .

Bei Ratten und Méusen hat man durch Untersuchungen herausgefunden, dass es nach
systemischer oder lokaler Applikation von SIP, abhingig vom betroffenen
Gefidllsystem, sowohl zu Vasokonstriktion als auch zu Vasodilatation kommen kann.
Beispielsweise kontrahieren cerebrale und koronale Arterien, wohingegen Aorta,
Arteria carotis und Femoralarterien kaum bis gar nicht auf die Stimulation durch S1P
reagieren. Zusétzlich wurde in verschiedenen in vivo Versuchen dargestellt, dass
systemisch appliziertes S1P fiir kurze Zeit zu einer Erniedrigung des Blutdrucks und zu



einer dosisabhingigen Reduktion des mesenterialen und renalen Blutflusses, und der
myokardialen Perfusion fithrt. Man vermutet eine Beteiligung insbesondere der S1P,-
oder S1P3;-Rezeptoren an diesen Phanomenen.

2.8.1 S1P-Rezeptoren

Sphingosin-1-Phosphat bindet an die fiinf G-Protein-gekoppelte Rezeptoren S1P;, S1P»,
S1Ps, S1P4und S1Ps. Diese Rezeptoren funktionieren iiber den klassischen G-Protein-
Signalweg der in vielen verschiedenen Zellen vorgefunden wird. Die Bindung an G
filhrt zur Stimulierung der Phospholipase C und zur Calcium-Mobilisierung. G;
(inhibitory G-Protein) bewirkt die Aktivierung von ERK (extracellular signal-related
kinase) und PI3-Kinase (Phosphoinositol 3-Kinase) und die Hemmung von
Adenylatcyclase (AC). Uber Gyyy3 kommt es zur Aktivierung von Rho und zur
Neuanordnung von Aktin (siche Bild 17) .
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Bild 17 Signaltransduktion von Sphingosin-1-Phosphat iiber fiinf G-Protein gekoppelte
Rezeptoren in der Plasmamembran von Zellen; EDG=endothelial differentiation gene *

Beim Saugetier findet man die S1P-Rezeptoren in einer grolen Auswahl von Gewebe
und auf verschiedenen Zelltypen *> *°. Sie sind bei vielen wichtigen physiologischen
Aktionen einschlieBlich Immunantwort, Angiogenese, Kontrolle des Gefil3tonus,
Herzfunktion und Regulation der Gefdllpermeablitit von Bedeutung. Zusitzlich
beteiligen sich die Rezeptoren an verschiedenen pathophysiologischen Prozessen. Unter
anderem stellt S1P einen wichtigen Mediator bei einer Reihe von pathophysiologischen
Prozessen wie Autoimmunerkrankungen, Organtransplantationen, Tumorerkrankungen,
Infertilitdt der Frau, myokardialem Infarkt, entziindlichen Gefaf8erkrankungen oder bei
multipler Sklerose dar *.



Es hat sich herausgestellt, dass im kardiovaskuldren System, vor allem die Rezeptoren
S1P;, S1P, und S1P; eine funktionelle Rolle spielen. Mause mit ausgeknockten
Rezeptoren S1P; sind nicht iiberlebensfdhig und zeigen schwerwiegende Defekte im
Gefiallsystem. Bei gleichzeitigem Fehlen aller drei Rezeptoren sind diese Defekte noch
deutlicher und die Embryonen sterben frither ab. Dies zeigt, dass auch S1P, und S1P;
entscheidend fiir die Gefdlfunktion und Himodynamik des Blutes sind, wobei
allerdings der alleinige Knockout von S1P, oder S1P; die Lebensfihigkeit der
Embryonen nicht beeintriichtigt .

2.8.2 Sphingosinkinasen

Die Sphingosinkinasen (Sphkl, Sphk2) sind ubiquitire Enzyme im Zytosol und im
endoplasmatischen Retikulum der Zellen. Teilweise werden die Sphingosinkinasen auch
in den extrazelluliren Raum sezerniert, so dass auch hier eine kleine Menge an S1P
gebildet werden kann *'. Die Sphk1 findet man vorwiegend im Zytosol. Hier wirkt sie
positiv auf das Uberleben der Zelle. Im Gegensatz dazu befindet sich die Sphk2 im
endoplasmatischen Retikulum und stimuliert die Apoptose der Zelle. Méuse, die weder
Sphingosinkinase 1 noch 2 exprimieren, sind nicht iiberlebensfihig. Sie entwickeln
dhnlich ausgepriagte GefiaBBmissbildungen wie S1P;-Rezeptorknockouts, und sterben im
Embryonalstadium. Fehlt nur eine der beiden Sphingosinkinasen, kommt es
phénotypisch zu keiner Verdnderung im GefdB3system der Mause. Wahrscheinlich kann
die zur normalen Gefdfentwicklung benétigte S1P-Konzentration durch nur eine intakte
Sphingosinkinase noch ausreichend gebildet werden *°. Dennoch belegen neueste
Studien, dass bei Sphkl-defizienten Maiusen, die S1P-Konzentration im Plasma
signifikant um etwa 65 Prozent erniedrigt ist. Es scheint, dass die Sphk1-Aktivitdt ein
entscheidender Faktor fiir den S1P-Level im Blut darstellt **.

2.8.3 S1P und Leukozyten

Sphingosin-1-Phosphat ist von funktioneller Bedeutung fiir die Auswanderung von
Lymphozyten aus den lymphoiden Geweben und dem Thymus ins Blut. Hierbei folgen
die Zellen dem vaskuldren S1P Gradienten und wandern vom Ort der niedrigeren
Konzentration im Gewebe, ins Blut mit deutlich hheren S1P-Konzentrationen ab **.

2.8.4 S1P und Endothelzellen

Vaskuldre Endothelzellen sind wichtig fiir S1P-induzierte Aktivitdten. Sie exprimieren
die Rezeptoren S1P;, SIP, und S1P; und triggern iiber die Aktivierung dieser
Rezeptoren diverse Auswirkungen auf Proliferation, Migration, Morphogenese,
Expression von Adhdsionsmolekiilen, Zytoskelettverdnderungen und Lebensdauer der
endothelialen Zelle. Je nach spezifischem Besatz der Endothelzelle mit den S1P-
Rezeptoren, verlduft die Antwort der Zelle auf S1P-Einwirkung anders. Das
Expressionsmuster der Rezeptoren auf der Zelloberfliche wird dabei durch Faktoren
wie Blutfluss, Zytokine und S1P-Plasmaspiegel stark beeinflusst. Das erkldrt die



variierende S1P-Rezeptor-Expression der Endothelzellen von Arterien, Venen und

Kapillaren sowie in Koronar-, Zerebral-, Renal- oder peripheren Arterien *.

Fir die Bildung neuer GefiBle werden zu allererst vaskuldre Endothelzellen (ECs)
bendtigt. Nur durch ordnungsgemaille Proliferation, Migration und Morphogenese dieser
Zellen konnen neue kapilldre Netzwerke entstehen. Die zelluldre Morphogenese der
ECs in tubulire, kapillar-dhnliche Strukturen wird durch SIP eingeleitet. Dabei kommt
es zur Kontaktherstellung zwischen einzelnen Zellen und zur Aktivierung von
Integrinen, so dass die Endothelzellen entlang einer komplexen extrazelluldren Matrix
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wandern konnen “.

Regulation von endothelialer Permeabilitit und Adhésion

Einer der Haupteffekte von S1P am Endothel ist die Herabsetzung der Permeabilitit und
damit die Reduzierung der Diapedese von Zellen in tiefere GefdBBschichten. Bei
verschiedenen humanen und bovinen Endothelzelltypen fiihrt S1P zu einem erhohten
elektrischen Widerstand der Zellwand. Dieser Effekt wird tiber die Bindung von SI1P an
S1P; und S1P; mit nachfolgender Aktivierung von Gj-Protein, Rho und Rac, vermittelt.
Es kommt zu einer vermehrten Bildung von Aktin-Lamellipodien (Rac) und zum
Umbau des Aktinzytoskelett (Rho). Das Ergebnis ist eine deutliche Stirkung der
Barrierefunktion des Endothels. Lee ef al. konnte zeigen, dass S1P zu einer Aktivierung
von tight-junction assoziiertem Protein ZO-1 (zonula occludens-1) fiihrt**. ZO-1 spielt
eine kritische Rolle bei der Regulation von Chemotaxis und Integritit der endothelialen
Barriere und wird nach Stimulation des S1P;-Rezeptors an die Lamellopodien und
Kontaktflichen zu Nachbarzellen umgelagert. Sowohl die Barrierenintegritét als auch
die Zellmotilitdt werden so bei S1P-behandelten Zellen iiber die Aktivierung von Gi-
Protein, PKB (Proteinkinase B) und Rac, signifikant gesteigert. ZO-1 ist fiir diese
Prozesse offensichtlich unabkdmmlich. Zusammengefasst nimmt S1P, abhingig von der
Art des Gefillsystems und der S1P-Rezeptor-Ausstattung, auf viele verschiedene
mogliche Arten, antiinflammatorisch und antiarterosklerotisch Einfluss auf die
Expression von Adhédsionsmolekiilen und die Sekretion von proinflammatorischen
Zytokinen .

Regulation von endothelialer Zellmigration

In einigen Studien wurde nachgewiesen, dass S1P ein sehr starker chemotaktischer
Lockstoff fiir Endothelzellen ist, stirker noch als VEGF (vascular endothelial growth
factor) und FGF-2 (fibroblast growth factor-2). Die S1P-vermittelte Chemotaxis setzt
die Aktivierung von Rho und Rac GTPase iiber die Bindung an S1P;- und S1P;-
Rezeptoren voraus. Uber Gj-Proteine kommt es gleichzeitig zur Aktivierung von
Proteinkinase B welche fiir die chemotaktische Antwort der Endothelzellen
unentbehrlich ist. Fiir die Chemotaxis ist eine gut abgestimmte Regulation der
Zytoskelettremodellierung und der fokalen Kontaktausbildung entscheidend. In der
Folge kommt es zur Ausbildung von stress fibers (Biindel von Mikrofilamenten) und so
genannten membrane rufflings (Ausstiilpung der Zelloberfliche durch neu gebildete
Aktinfilamente) .



Auf murinen vaskuldren Endothelzellen fehlt im Gegensatz zu den humanen Zellen der
S1P;-Rezeptor. Stimulation dieser Zellen mit S1P und EGF (endothelial growth factor)
tiber S1P, und S1P; fiithrt hier ebenfalls zur Aktivierung von Rac, und zur Migration
und Ausbildung von rohrendhnlichen Strukturen. Bei gleichzeitiger Zugabe eines S1P;3-
Rezeptoragonisten bleiben die Effekte iiber die Rac-Aktivierung allerdings aus.
Umgekehrt hat die Antagonisierung des S1P,-Rezeptors eine Verstirkung der Effekte
zur Folge. Dies deutet darauf hin, dass der S1P,-Rezeptor hemmend auf die Rac-
Aktivierung wirkt und infolge dessen, die Migration, die endotheliale Morphogenese
und Angiogenese negativ reguliert »°.

Regulation von endothelialer Apoptose

Endotheliale Dysfunktion, ein Schliisselmechanismus bei der Entstehung von
Atherosklerose, wird hdufig mit endothelialer Zellapoptose in Zusammenhang gebracht.
Der Zelltod dysfunktioneller Endothelzellen tritt besonders bei Storung der
physiologischen Scherkrifte und gestortem Blutfluss, zum Beispiel im Bereich von
GefiaBabzweigungen und —gabelungen, gehduft auf. Der stirkste Hemmstoff der
endothelialen Apoptose ist Stickstoffmonoxid (NO), der besonders bei Scherspannung
kontinuierlich ins Blut sezerniert wird. Hierbei kommt es zur Aktivierung des PI3-
Kinase-Signalwegs und in dessen Folge zur Phosphorylierung der endothelialen NO-
Synthasen (eNOS) die vermehrt NO produziert. Assoziiert mit der PI3-Aktivierung lauft
gleichzeitig die Hochregulierung von antiapoptotischem BCL-2 (B cell lymphoma gene
2) und die Herabregulierung des proapoptotischen Proteins Bisindolylmaeimide (BCL-2
interacting mediator of cell death) ab. Mehrere Studien belegen, dass Endothelzellen
unter Anwesenheit von S1P, eine gesteigerte Resistenz gegen die durch TNF-a
induzierte Apoptose besitzen. Dabei ergab sich kein Unterschied zwischen exogen
zugefithrtem S1P und gesteigerter endogene Produktion von S1P. Die protektiven
Effekte von SIP beruhen auf der Stimulation der NO-Produktion in endothelialen
Zellen. Zusitzlich unterdriickt S1P die kompletten Apoptosemarker indem es die
Aktivierung von Caspase-3, die Zytochrom c-Freisetzung und die DNA-Fragmentierung
in den Zellen hemmt. Hierbei verhindert die Blockade des S1P;-Rezeptors die
protektiven Effekte des S1P, eine Antagonisierung des S1Ps;-Rezeptors fithrt dagegen
nur teilweise zu einer Reduktion der antiapoptotischen Wirkung von S1P *°.

2.8.5 S1P und Neointimaformation

Ein Hauptkriterium bei der Bildung von Neointima ist die exzessive Proliferation von
glatten Muskelzellen (SMCs) in der Intima. In unterschiedlichen Zelllinien der
vaskuldren glatten Muskelzellen (VSMC), findet man eine verschiedenartige Expression
der Rezeptoren S1P;, SIP, und S1P; 45 Bei diesen Zellen ist die Stimulierung des S1P;-
Rezeptors tiber die Aktivierung des Gi-Proteins entscheidend fiir die Migration und
Proliferation der Zellen. Der weitere Signalweg fiihrt tiber die Induktion der
p70 S6 Kinase-Aktivitit und die Expression von Zyklin D1. Uber den S1P;-Rezeptor
kommt es so zu einer gesteigerten Migration der VSMCs . Im Gegensatz zu



immaturen glatten Muskelzellen, exprimieren adulte SMCs, S1P; nur sehr schwach und
haben daher eine verminderte Fahigkeit zu migrieren. Wird dagegen der auf den glatten
Muskelzellen der Tunica media stark exprimierte S1P,-Rezeptor stimuliert, inhibiert
dies die Migration und Proliferation der VSMCs *°. Da auf adulten SMCs der S1P,-
Rezeptor tiberwiegend vorhanden ist, wirkt S1P in diesem Fall also der Migration und
Proliferation der glatten Muskelzellen entgegen. Nur durch die Hochregulierung der
S1P;-Expression oder durch die Blockade des SI1P,-Rezeptors fithrt die SI1P-
Stimulierung zur gesteigerten Wanderung und Vermehrung der glatten Muskelzellen.
Bei fehlendem S1P,-Rezeptor kommt es nach Verletzung des Endothels zu einer
schnellen Entstehung von Neointima mit gesteigerter Replikationsrate und
Beweglichkeit der glatten Muskelzellen *°.

2.8.6 Fingolimod (FTY 720)

Anfang der 90er Jahre entdeckte ein japanisches Forscherteam die immunsuppressive
Wirkung des Myriocins, ein aus der traditionellen chinesischen Medizin bekannter
Wirkstoff des Pilzes Isaria sinclairii '*. Fingolimod ist ein Immunmodulator, der
urspriinglich als eine synthetische Modifikation dieses natiirlich vorkommenden
Sphingoidbasenanalogs entwickelt wurde *. Zunichst wurde er zur Verhinderung der
AbstoBungsreaktion von Nierentransplantaten eingesetzt *°. Aufgrund mangelnden
Erfolges wurde jedoch die Entwicklung von Fingolimod fiir die Transplantations-
medizin eingestellt '*. Gegenwirtig wird Fingolimod bei Patienten mit multipler
Sklerose eingesetzt. Hier zeigten sich erhebliche therapeutische Effekte in klinischen
Studien bei Patienten mit rezidivierenden Schiiben dieser Autoimmunerkrankung *'.
Ein Vorteil von Fingolimod gegeniiber anderen Immunsuppresiva, ist die gute
Vertriglichkeit und die geringe Toxizitit .

Als strukturelles Homolog von S1P, wirkt Fingolimod, nach endogener
Phosphorylierung in den Thrombozyten durch die Sphingosinkinase 2, als starker
Agonist der Rezeptoren S1P; ;5. Dadurch hat es Einfluss auf viele physiologische
Prozesse wie beispielsweise Immunitit, Angiogenese, Zellmigration und Entziindung *°.
AuBerdem bewirkt Fingolimod eine Hemmung der S1P-Lyase, welche dem Abbau von
S1P dient *. Die Sezernierung von Fingolimod-P aus Thrombozyten kann durch die
Aktivierung der Zellen mit Thrombin erh6ht werden. Ebenso wie die Freisetzung von
S1P aus Thrombozyten, erfolgt auch die Freisetzung von Fingolimod-P, sowohl durch
stimulusabhingige als auch durch stimulusunabhingige Transportsysteme *'.

Fingolimod und Leukozyten

Der Immunmodulator Fingolimod wird in Versuchsmodellen der Organtransplantation
und der Autoimmunitit eingesetzt. Im Gegensatz zu anderen Immunsuppressiva
beeintrachtigt Fingolimod nicht die Aktivierung, Proliferation und Funktion der
Leukozyten, sondern greift in die Verteilung der Zellen zwischen lymphoiden Organen
und dem Blut ein »°. Dabei hemmt es unter anderem die Auswanderung von naiven und
aktivierten CD4+-, CD8+- und B-Lymphozyten aus peripheren lymphoiden Organen



und dem Thymus *. Der immunsuppressive Effekt von Fingolimod wird auf die
Herunterregulation des lymphozytiren S1P,-Rezeptors zuriickgefiihrt *°. S1P;, der
vorherrschende S1P-Rezeptor auf Lymphozyten, ist der wichtigste Regulator der
Migration dieser Zellen. Ohne den S1P;-Signalweg konnen extravaskulire
Lymphozyten nicht aus dem Gewebe auswandern *’. Die Bindung von Fingolimod-P an
den S1P;-Rezeptor fiithrt zu einer Internalisierung des Rezeptors. Dadurch werden die
Zellen unempfinglich fir Serum-SIP, und so dem verbindlichen Signal zur
Auswanderung aus lymphoiden Organen entzogen. Lymphozyten sind nun nicht in der
Lage tiber das Blut, in peripheres entziindliches Gewebe zu gelangen. Der
Langzeiteffekt von Fingolimod ist also, im Gegensatz zur initialen agonistischen
Wirkung, eher der eines funktionellen S1P-Antagonisten *’.

Fingolimod und Endothelzellen

Es konnte gezeigt werden, dass Fingolimod-P S1P;- und S1P;3-Rezeptoren auf
Endothelzellen aktiviert. Dadurch kommt es zu vielfiltigen Effekten. Die Aktivierung
der eNOS durch die Bindung von Fingolimod-P an S1Ps, fithrt zur Vasorelaxation in
Arterien. Im Ischdmiemodell verbessert es auBerdem die Wiederherstellung des
Bluflusses, bei Koronarerkrankungen die Funktion der endothelialen Progenitorzellen
23, Zusitzlich fordert Fingolimod-P die Migration von Endothelzellen und reduziert iiber
die Stimulation des endothelialen S1P;-Rezeptors, die VEGF-induzierte Permeabilitét
der Endothelschicht in vivo. Die Passage der endothelialen Barriere fiir andere Zellen ist
somit erschwert *'. Uber Gi-gekoppelte S1P-Rezeptoren und deren Aktivierung von
ERK (extracellular-signal regulated kinase) und PKB (Proteinkinase B), vermittelt
Fingolimod-P den Einbau von Adhédsionsverbindungen (zonula adhaerens) und
begiinstigt die Uberlebensfihigkeit der Zelle ».

Fingolimod und Atherosklerose

Kiirzlich wurde in einem Mausmodell fiir Atherosklerose demonstriert, dass durch die
Behandlung mit Fingolimod die atherosklerotischen Lasionen um mehr als 50 Prozent
reduziert werden. Auch der Gehalt an Makrophagen in den Lisionen war deutlich
geringer und die Freisetzung von MCP-1 gehemmt. In in vitro Versuchen wurden
Hinweise gefunden, dass die antiatherosklerotischen Eigenschaften von Fingolimod
tiber die Aktivierung des S1P;-Rezeptors getriggert wird. Weitere Experimente sind
nétig um den genaueren Mechanismus nachzuweisen >,



2.8.7 Therapeutische Ansitze fiir S1P

Neben den nachgewiesenen positiven Effekten bei der Entstehung von Atherosklerose
gibt es noch einige andere therapeutische Ansétze fiir Sphingosin-1-Phosphat.

Beispielsweise stellt S1P eine potentielle therapeutische Moglichkeit dar,
Krebserkrankungen durch Hemmung der Tumorangiogenese zu beeinflussen *°.

Durch Experimente mit dem selektiven S1P;-Agonisten SEW 2871 fand man zudem
heraus, dass tiber S1P-Bindung an den S1P;-Rezeptor, die Nierenfunktion wihrend
eines akuten ischdmischen Nierenversagens, um signifikante 40 Prozent verbessert
werden kann. Die Behandlung mit SEW 2871 fiihrte zu einer Umkehrung der
Hochregulierung von TNF-a (Tumornekrosefaktor o), P-Selektion und ICAM-I
(intracellular adhesion molecule-1) im Bereich der Ischdmie in der Niere, und zu einer
Reduktion der zirkulierenden Lymphozyten und infiltrierenden Neutrophilen im
duBeren Nierenmark *°.

In einem in vivo Mausmodell fiir Myokardinfarkt, konnte nachgewiesen werden, dass
HDL-assoziiertes S1P iiber einen durch S1Ps;-Rezeptoren vermittelten Signalweg, das
Herz vor ischdmisch bedingten Schidden schiitzen kann. So kommt es nach S1P;-
Aktivierung tiber PI3-Kinase und PKB zur Anregung der eNOS (endotheliale NO-
Synthase) und dadurch zur gesteigerten NO-Produktion. Auch hier kommt es zu einer
signifikanten Reduktion der Leukozytenrekrutierung und -adhision im Infarktgebiet .

Letztlich besteht zudem ein niitzlicher therapeutischer Ansatz fiir Diabetes-induzierte
GefaBerkrankungen, da SIP iiber den Rezeptor S1P; auch die Monozyten-
Endothelzellinteraktionen signifikant reduziert .

Zusammenfassend konnten Thrombozyten (als Hauptquelle fiir S1P) im Rahmen der
arteriellen Thrombose zentrale Bedeutung fiir die Regulation inflammatorischer
Prozesse, aber insbesondere auch fiir die Rekrutierung von EPCs und damit fiir die
Reendothelisierung nach GefaBBverletzung besitzen.



3 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Obwohl Atherosklerose, arterielle Thrombose und Restenose aufgrund von
Neointimaformation, nach wie vor zu den Haupttodesursachen in den westlichen
Industrienationen zihlen, sind die den Erkrankungen zugrunde liegenden Mechanismen
und Signalwege immer noch nicht im Detail bekannt. Auch die Moglichkeiten der
Pravention und Behandlung sind nach wie vor begrenzt und nicht zufrieden stellend.
Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, aufzuzeigen, inwiefern Sphingosin-1-Phosphat aus
Thrombozyten, Einfluss auf entziindliche und proliferative Prozesse in der arteriellen
Thrombose, der Atherosklerose und wéhrend der Neointimaformation nimmt. Um die
beteiligten molekularen und zelluldren Phdnomene besser zu verstehen, wird in der
Arbeit mit Sphingosinkinase 1-Knockout-Tieren gearbeitet und eine Doppel-
knockoutmaus aus ApoE'/ “und Sphkl'/ " Tieren generiert. Aulerdem kommen die S1P-
Rezeptoragonisten Fingolimod und SEW 2871 zum Einsatz. Die verschiedenen
zelluldren Interaktionen und parakrinen Signalwege wihrend Atherosklerose, arterieller
Thrombose und vaskulirem Remodelling im Rahmen der Neointimaproliferation,
werden mittels intravitaler Fluoreszenzmikroskopie an der Arteria carotis communis in
vivo analysiert. Die Beteiligung von Thrombozyten, Leukozyten und EPCs wird
analysiert. Aullerdem erfolgen histologische und morphologische Untersuchungen von
Carotiden und Aortenbogen der Maus.

Im Einzelnen sollen folgende Fragen bearbeitet werden:

1. Welchen Einfluss hat ST1P auf die inflammatorischen und proliferativen Prozesse
der GefiBwand im Rahmen der Atherosklerose?

2. Welche Rolle spielt S1P bei der Regulation von thrombotischen Ereignissen an
der verletzten oder geschiadigten GefdBwand?

3. Welche Bedeutung besitzt SIP fir die Reendothelialisierung und
GefalBwandreparatur, speziell fiir die Neointimaformation, nach Verletzung oder
Schidigung des Endothels?



4 Material und Methoden

4.1 Substanzen

4.1.1 Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dimethylsulfoxid (Fa. Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) ist ein dipolares
Losungsmittel mit der Summenformel (CH3),SO. Es dient als Trégersubstanz fiir
Arzneimittel und als Gefrierschutzmittel bei der Kryokonservierung von Zellen.
AuBerdem erhoht es die Loslichkeit schwer 16slicher Substanzen **. Dimethylsulfoxid
kann in Konzentrationen bis maximal 10 Prozent fiir Versuche eingesetzt werden **.

4.1.2 Fingolimod (FTY 720)

FTY 720 (Fa. Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA) ist ein strukturelles S1P-
Analog mit der chemische Summenformel C;9H33NO; (siehe Bild 18).
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Bild 18 Chemische Formel von FTY 720

FTY 720 ist als kristallines Pulver erhiltlich und wird zur Vorbereitung fiir die
Versuche, unter Argon in einer Konzentration von 5Smg/ml in DMSO gelost und bei
minus 20°C aufbewahrt. Zur intravenosen oder peroralen Anwendung am Tier wird die
Losung auf Raumtemperatur gebracht, mit Aqua ad injektabile um den Faktor 10
verdiinnt, und moglichst zeitnah dem Versuchstier verabreicht.

4.1.3 SEW 2871

SEW 2871 (Fa. Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA) ist ein selektiver S1P;-
Rezeptor Agonist beim Menschen und in der Maus, mit der Summenformel
C20H10F6NQOS (siehe Bild 19)
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Bild 19 Chemische Strukturformel von SEW 2871

Es ist wie FTY 720, ein kristallines Pulver, das vor Einsatz im Tier unter Argon in
DMSO gelost und bei -20°C konserviert wird. Vor intravendser oder peroraler
Applikation wird es auf Raumtemperatur erhitzt und mittels Aqua ad injektabile 1:10
verdiinnt. Erst dann kommt es zur Anwendung am Tier.

4.1.4 Fluoreszenzfarbstoffe

Um einzelne Zelltypen in vivo visualisieren zu konnen, bedient man sich
unterschiedlicher Fluoreszenzfarbstoffe. Sie haben die besondere Eigenschaft, Licht
nicht nur zu absorbieren, sondern einen Teil des absorbierten Lichts auch wieder als
Fluoreszenz zu emittieren (siche Bild 21 und Bild 20).
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Bild 20 Anregung eines Atoms und Anhebung
auf ein energiereicheres Niveau durch
Absorption von Licht
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Bild 21 Beim Zuriickfallen eines Atoms auf’
ein energiedrmeres Niveau wird
Emissionslicht ausgesendet



Als Fluoreszenz bezeichnet man Leuchterscheinungen, die auf der spontanen Emission
von Licht beim Ubergang eines elektronisch angeregten Systems in einen Zustand
niedrigerer Energie beruhen '*. Dabei kommt es wihrend der Absorption von Licht
einer bestimmten Wellenldnge (=Anregungslicht) zur gleichzeitigen Emission von Licht
mit groBerer Wellenliinge (so genannte Stokes-Regel) '2.

Durch die Anregung mit einer Lichtquelle wird der Fluoreszenzfarbstoff in ein
energiereicheres elektronisches Niveau gehoben. Da er sich hier allerdings nicht halten
kann, fallt er praktisch augenblicklich auf das urspriingliche Energieniveau zuriick.
Dabei wird die Energie, die er kurz zuvor aufgenommen hat wieder frei. Ein Teil davon
wird als Fluoreszenzlicht abgegeben. Weil die Energie aber nicht vollstindig als Licht
freigesetzt wird, ist das Emissionslicht etwas energiedrmer als das Anregungslicht.
Somit hat es auch eine groere Wellenldnge und dadurch eine andere Lichtfarbe als die
energiereichere Lichtstrahlung der Lichtquelle 2.

Fluoreszenzfarbstoffe werden abhingig von Filterausstattung und Fragestellung der
Versuche ausgewdhlt. Dabei differenziert man zwischen in und ex vivo Fiarbung der
Zellen. Man sollte beachten, dass die gefarbten Molekiile bei Belichtung leicht
ausbleichen und daher die Belichtungszeiten moglichst kurz gehalten werden sollen.

5(6)-CFDA

Das Xanthen-Derivat 5(6)-Carboxyfluoreszein Diazetat (Fa. Molecular Probes, Eugene,
OR, USA) mit der Summenformel Cy9H9NOy; ist ein wichtiger Fluoreszenzmarker fiir
die Darstellung verschiedener Zelltypen in vivo (siehe Bild 22). Er ist lipophil und somit
membrangingig und kann passiv in die Zellen diffundieren. Das Reagenz selbst ist
farblos und nicht fluoreszierend. In den Zellen wird CFDA durch intrazelluldre
Esterasen zu Carboxyfluorescein deacetyliert und beginnt hellgriin zu fluoreszieren. Der
Farbstoff muss also erst in der Zelle in den eigentlichen Fluorophor umgewandelt
werden. Dadurch kommt es zu einer Langzeit-Markierung von Zellen. Die
Fluoreszenzmarkierung mit CFDA bleibt dabei auch bei der Fixierung mit Formaldehyd
oder Glutaraldehyd stabil *.
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Bild 22 Chemische Struktur von 5-Carboxyfluorescein”’



Das Absorptionsmaximum des Anregungsspektrums fiir den Farbstoff liegt bei einer
Wellenldnge von 514nm, das Maximum der Emission dagegen bei einer Wellenldnge
von 532nm (siehe Bild 23).
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Bild 23 Absorptions- und Fluoreszensemissionsspektren von 5-Carboxyfluorescein
modifiziert nach*

Rhodamin 6G

Der Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin 6G (Fa. Molecular Probes, Eugene, OR, USA)
dient der in vivo Firbung von Leukozyten *°. Er wird bei der Intravitalmikroskopie zur
Darstellung der weillen Blutkdrperchen im Gefdlsystem unter hohen Fluss-
geschwindigkeiten genutzt °'. Nach intravendser Applikation ist er in der Lage im
Zellkern und den Mitochondrien von lebenden Zellen selektiv zu akkumulieren . Es
kommt zu einer Anfirbung praktisch aller Granulozyten und Monozyten iiber einen
Zeitraum von etwa 60 Minuten °'. Dazu werden 0,1ml des Farbstoffes in einer
Konzentration von 0,02 g/dl verabreicht. Bei den intravitalmikroskopischen
Aufnahmen, sollte man moglichst kurze Belichtungszeiten einhalten .

Zur Anregung von Rhodamin 6G ist eine Wellenldnge von 528nm erforderlich. Die
Emissionswellenldnge liegt bei 590nm.
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Bild 24 Struktur von Rhodamin 6G



4.1.5 Puffer

PBS-Puffer

Der Name dieser Pufferlosung stammt aus dem Englischen und ist die Abkiirzung von
Phosphate Buffered Saline. PBS-Puffer ist isotonisch, gut vertréglich fiir Zellen und hat
als salzhaltige Losung die Eigenschaft eines Puffers. Daher wird er sehr vielfiltig
verwendet, unter anderem um Organe oder Zellen kurzzeitig zur weiteren Verarbeitung
aufzubewahren.

Tyrodes-Puffer

Den Tyrodes-Puffer verwendet man bei der Isolierung von Thrombozyten oder
allgemein beim Umgang mit Blutbestandteilen. Er ermdglicht das Arbeiten bei einem
konstanten pH-Wert und wird fiir jede Anwendung frisch hergestellt. Dabei sollte er
mindestens auf Raumtemperatur gehalten werden um die Blutzellen moglichst wenig in
ithrer Funktion zu beeinflussen.

Fir die Herstellung von 100ml Puffer wiegt man zundchst von den beiden
Trockensubstanzen D(+)-Glucose (0,1%, SIGMA, Taufkirchen) und bovines
Serumalbumin (0,1%, SIGMA, Taufkirchen) mittels geeichter Waage je 0,Img in ein
Becherglas ab. Nach Zugabe von 90ml Aqua bidest und Iml HEPES (Fa. Invitrogen),
werden noch 10ml einer vorbereiteten Tyrodes-10x-Losung zugegeben. Zur Herstellung
dieser Losung werden auf 1000ml Aqua bidest, 80g NaCl (Fa. VWR International
GmbH, Darmstadt), 10,15g NaHCOs; (Fa. VWR International GmbH, Darmstadt) und
1,95g KCI (Fa. VWR International GmbH, Darmstadt) gegeben. Da die Tyrodes-10x-
Losung tiber ldngere Zeit im Kiihlschrank aufbewahrt werden kann, erleichtert sie so
das Zubereiten des Tyrodes-Puffers. Die Flissigkeiten werden nun durchmischt und
mittels 2mM HCL und NaOH auf einen pH-Wert von 7,4 geeicht. Dann werden ca.
50ml des Puffers in ein zweites Becherglas gegeben und dieser dann nochmals auf einen
pH-Wert von 6,5 geeicht. Die beiden Puffer konnen nun sofort fiir die
Thrombozytenpriaparation verwendet werden.

4.2 Tiermodell

Ziel der Arbeit ist es anhand zweier unterschiedliche Modelle Mechanismen bei der
Entstehung der Atherosklerose und der arteriellen Thrombose mit darauf folgender
Neointimaformation darzustellen und zu untersuchen. Die einzelnen Modelle werden
spater im Detail erklért.

4.2.1 Verwendete Versuchstiere

In der vorliegenden Arbeit wurde die Maus als Versuchstier verwendet, da sie durch
schnelle  Generationszeiten, problemlose Aufzucht, leichtes Handling und
kostengiinstige Haltung besonders gut geeignet ist **. AuBerdem prédestiniert die
geringe GroBe diese Tierart besonders fiir intravitalmikroskopische Untersuchungen.



Auch stehen fiir spezielle Fragestellungen diverse transgene Stimme zur Verfligung um
verschiedene molekulare Mechanismen zu erforschen.

Fiir die einzelnen Versuche wurden folgende Méusestimme verwendet:
e (57BIl6/J (Charles River WIGA GmbH, Sulzfeld)

e Sphkl™ (generiert durch **)

e ApoE” (Jackson Laboratory)
e Sphkl” ApoE™”

Da alle verwendeten Méausestimme auf einem C57BL/6J-Hintergrund basieren, wurde
dieser Stamm als Kontrollgruppe verwendet. Die angestrebten Untersuchungen und
Ergebnisse werden mit den von diesen Tieren ermittelten Daten verglichen.

Das vorliegende Versuchsvorhaben ist von der Regierung von Oberbayern geméill §8
des Deutschen Tierschutzgesetzes (TierschG in der Fassung vom 25.05 1998)
genehmigt.

Haltung und Fiitterung

Die in den Versuchen verwendeten Tiere wurden im Klinikum rechts der Isar im
Zentrum fiir préklinische Forschung unter so genannten SPF-Bedingungen (spezifisch
pathogenfrei) gehalten und geziichtet.

Nach Stammen getrennt, befinden sich die Tiere je nach Gewicht, in Gruppen von zwei
bis sechs Tieren, in durchsichtigen, leicht reinig- und sterilisierbaren Makrolonkafigen
vom Typ II (360cm?, Fa. Ehret GmbH, Emmendingen). Dadurch ist gewihrleistet, dass
jedem Tier iiber 20g Korpergewicht mindestens 100cm” Fliche zur Verfiigung
stehen *°. Als Einstreu wir entkeimtes, entstaubtes Weichholzgranulat (Tiereinstreu
»Faser, Fa. Altromin, Lage) verwendet. Dieses zeichnet sich besonders durch gute
Saugfihigkeit und weiche Beschaffenheit aus. Zweimal wochentlich erfolgt der
Wechsel der  Einstreu, um  gesundheitsschiadlicher  Feuchtigkeit — und
Ammoniakbelastung vorzubeugen. Um den Spiel- und Nestbautrieb zu befriedigen und
so das Wohlbefinden der Tiere zu steigern, werden sterilisierter Zellstoff und
Kriechrohren aus Pappe angeboten. Um fiir die Méuse ein gesundes Mikroklima in den
Kifigen zu erhalten, empfiehlt die Gesellschaft fir Versuchstierkunde ein komplexes
Beliiftungssystem, um eine konstante Temperatur von 20 bis 24° Celsius und gleich
bleibende Luftfeuchtigkeit von 60 bis 70 Prozent aufrechterhalten zu koénnen >, Eine
Beleuchtungsanlage garantiert einen fiir die nachtaktiven, stressanfilligen Tiere
wichtigen, geregelten zwolfstiindigen Hell-Dunkel-Rhythmus, mit 50-100 Lux im Kéfig
wéhrend der Tagesphase. Zur Deckung des Wasser- und Futterbedarfs stehen
sterilisiertes Leitungswasser und pelletiertes Alleinfutter fiir Mause (Nr. 1324 Ratte-
/Maushaltungs-Diit, 10mm, vierkant, Fa. Altromin, Lage) ad libitum zur Verfiigung.



Zucht

Die sexuelle Reife tritt bei Mausen sehr frith auf. Ab einem Alter von etwa 6 Wochen
sind sie geschlechtsreif, ab 8 Wochen werden sie zur Zucht eingesetzt. Die Weibchen
sind poly0strisch, neigen aber zum Anéstrus wenn sie in Gruppen ohne Minnchen
gehalten werden. Die Einfithrung eines Minnchens in solch eine Gruppe fiihrt zur
Synchronisation ihres Zyklus (Whitten-Effekt). Wird ein Weibchen innerhalb von 24
Stunden mit einem weiteren Ménnchen verpaart, kommt es zur Resorption der
befruchteten Eizelle und die Triachtigkeit unterbleibt (Bruce-Effekt). Diese beiden
Effekte werden durch Pheromone im Urin des Ménnchens ausgelost. Bis zu 24 Stunden
nach einer Verpaarung kann ein Vaginalpfropf in der Vagina nachgewiesen werden.
Dies ist ein einfacher, aber nicht immer sicherer Nachweis einer Verpaarung. Nach
einer Tragzeit von 19 bis 21 Tagen werden die Jungen nackt und blind geboren.
Frithestens drei Wochen nach der Geburt werden sie von der Mutter abgesetzt.
Verschiedene Zuchtsysteme konnen genutzt werden. Eine Moglichkeit ist, dass das
Minnchen stindig bei dem oder den Weibchen bleibt. Dann kann es zu einer
Postpartum-Verpaarung kommen, und das Muttertier hat drei Wochen nach der ersten
Geburt ihren zweiten Wurf. Die zuerst geborenen Jungtiere miissen vor der zweiten
Geburt von der Mutter getrennt werden. Die andere Variante ist, dass das Mannchen fiir
3 bis 4 Tage zu dem oder den Weibchen gesetzt und dann wieder getrennt wird. Dabei
unterscheidet man zwischen monogamer (ein Minnchen und ein Weibchen) und
polygamer (ein Ménnchen und mehrere Weibchen) Verpaarung >°.

Kontrollstimme

C57Bl6/J:

Dieser Wildtypstamm ist ein weit verbreiteter Inzuchtstamm, der gerne fiir Experimente
verwendet wird. Er zeichnet sich besonders aus durch eine rasche, problemlose
Aufzucht, die mittels polygamer Verpaarung erzielt wird. Er wurde urspriinglich von
Dr. C.C. Little generiert und dient unter anderem als Hintergrundstamm fiir die
Erzeugung kongener, und zur Generierung transgener Mduse. Die C57Bl16/J-Méuse
finden vielfiltig Verwendung auf vielen Forschungsgebieten wie zum Beispiel der
kardiovaskuldren Biologie, der Reproduktions- und Neurobiologie oder der Diabetes-
und genetischen Forschung.

Fiir die eigene Zucht wurden kommerziell erworbene Geschwisterzuchtpaare (Fa.
Charles River WIGA GmbH, Sulzfeld) als genetischer Ursprung verwendet.



Gendefiziente und transgene Mauslinien

Sphkl'/ "

Um die Rolle von thrombozytirem SI1P und der Sphingosinkinase 1 bei der
Atherosklerose, der Entstehung einer arteriellen Thrombose und bei der
Neointimaformation nach Verletzung des Endothels beurteilen zu kénnen, wurde mit
Sphk1”~ Miusen (generiert durch **) gearbeitet. Dieser Stamm ist charakterisiert durch
das Fehlen der Sphingosinkinase 1 in allen Zellen. Neuere Studien zeigen, dass diese
Tiere einen signifikant erniedrigten S1P-Plasmaspiegel besitzen **. Als Kontrollgruppe
wurde der Sphk1”"-Stamm mit C57B16/J-Tieren zuriickgekreuzt und die Sphk1™*-Tiere
zur weiteren Zucht erneut verpaart.

ApoE'/ B

Der ApoE"-Stamm (C57B16/J-ApoE™ "™, Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME) stellt
ein gut charakterisiertes Modell fiir die manifeste Atherosklerose dar. Den M#usen fehlt
das Apolipoprotein E, ein Glycoprotein, welches die Bindung von VLDL und
Chylomikronen an LDL-Rezeptoren vermittelt. Nur so konnen diese Stoffe von der
Leber aufgenommen werden. Bei fehlendem ApoE kommt es zu einer fiinfmal héheren
Konzentration von cholesterolreichen Stoffen im Blut. Unterstiitzt durch eine
cholesterinreichen Diét (Harlan Research diets), entwickeln ApoE'/ " Maduse sehr schnell
spontane atherosklerotische Léasionen. Mit Hilfe dieses Madusestammes erhélt man die
Moglichkeit, die Dynamik von Zell-GefiBwand-Interaktionen wéhrend der Enstehung
und Entwicklung der Atherosklerose direkt zu untersuchen **.

ApoE™ Sphk1”~ Doppelknockouts:

Zur Beurteilung der Rolle von S1P und der Sphingosinkinase 1 bei der Entstehung von
Atherosklerose wurde ein Sphk1”ApoE”-Doppelknockout-Stamm generiert. Dazu
wurde der oben beschriebene Sphk1” Stamm mit dem ApoE” Stamm gekreuzt. In der
ersten Generation entstehen dabei doppelt heterozygote Tiere, die wiederum
miteinander verpaart werden. Nun erhdlt man mit einer 25-prozentigen
Wahrscheinlichkeit (nach Mendel) homozygote Doppelknockout-Méduse, die mittels
Genotypisierung selektiert und fiir die weitere Zucht verwendet werden. Die zu
entstehenden homozygoten Sphk1+/+ApoE+/+-Tiere wurden als Kontrollgruppe weiter
geziichtet.



4.2.2 Priamedikation

In einigen Versuchsprotokollen ist eine Vorbehandlung der Méuse mit verschiedenen
S1P-Rezeptoragonisten vorgesehen. Dabei wird unterschieden zwischen einmaliger
intraperitonealer Verabreichung, und einer peroralen Dauermedikation tiber mehrere
Tage bis Wochen.

Zum intraperitonealen Applikation wird sechs Stunden prédoperativ eine kurze
Inhalationsnarkose mit Isofluran (Isofluran Delta Select, Delta Select GmbH, Deieich)
durchgefiihrt. Bei ausreichender Narkosetiefe wird der Wirkstoff mittels einer Kaniile
durch vorsichtiges Einstechen paramedian, im rechten caudalen Quadranten des
Abdomens, in die Bauchhohle verabreicht. Nach Abfluten des Inhalationsgases wachen
die Tiere rasch aus der Narkose auf.

Bei der Dauermedikation tiber mehrere Tage wird das Mittel alle drei Tage tiber eine
Magensonde verabreicht. Dazu wird die Maus an Nacken und Schwanzansatz gut
fixiert, die Sonde iiber das Maul vorsichtig in den Osophagus vorgeschoben und der
Wirkstoff verabreicht.

4.2.3 Wahl und Durchfiihrung der Narkose

Fir die Gewebeentnahme im Rahmen der Genotypisierung der Tiere, fiir die
intraperitoneale Verabreichung von Medikamenten und im Rahmen der Blutentnahme
durch Herzpunktion (Finalversuch) wird eine Inhalationsanédsthesie mit Isofluran
(Isofluran Delta Select, Delta Select GmbH, Deieich) durchgefiihrt.

Bei den operativen Eingriffen im Rahmen der verschiedenen Versuchsmodelle, wird die
Narkose zundchst durch Inhalationsanésthesie eingeleitet, und anschlieBend durch
Injektionsnarkose fortgesetzt.

Inhalationsnarkose

Die Inhalationsandsthesie erfolgt mit Isofluran (Isofluran Delta Select, Delta Select
GmbH, Deieich) und Sauerstoff iiber einen Verdampfer (Ohmeda Isotec 3, Fa.
Eickmeyer, Tuttlingen, eingerichtet von Volker Vet, Volker GmbH, Kaltenkirchen).
Durch das schnelle An- und Abfluten des Narkosegases ist die Inhalationsanisthesie
besonders fiir kurz dauernde Eingriffe gut geeignet. Die schwache analgetische
Wirkung von Isofluran reicht um leichte Schmerzen auszuschalten, so dass auf ein
zusitzliches Analgetikum verzichtet werden kann.

Injektionsnarkose

Zur Durchfiihrung von Operationen wird die Narkose zundchst wie oben beschrieben
mittels Inhalation eines Isofluran-Sauerstoff-Gemisches eingeleitet. Damit das
chirurgische Toleranzstadium (Stadium III;) erreicht werden kann, wird dann am
schlafenden Tier eine Injektionsnarkose durchgefiihrt.



Eine Narkose ldsst sich beschreiben als ein medikamentds ausgeldster, dynamischer,
reversibler Zustand eines Menschen oder Tieres, in dem operative Stimuli bei
psychischer Dé@mpfung (Sedation) und Bewusstseinsverlust (Hypnose) ohne
Schmerzempfindung  (Analgesie) und ohne vegetative oder muskuldre
Abwehrreaktionen (Muskelrelaxation) ertragen werden. Das Ziel einer Narkose besteht
darin, durch Zufuhr von Substanzen mit moéglichst geringer Toxizitdt, bestmogliche
Operationsbedingungen und eine optimale Stabilisierung des Patienten zu erreichen.
Dies kann nur durch eine Kombination mehrerer Narkotika mit einem Muskelrelaxans
erfiillt werden. Man spricht von einer so genannten Kombinationsnarkose, bei der die
Einzeldosierung der Wirkstoffe deutlich reduziert werden kann, und so unerwiinschte
Nebenwirkungen minimiert werden *.

Fentanyl ist ein stark wirkender Opiatagonist, mit guter analgetischer und leicht
atemdepressiver Wirkung. Es ergénzt sich gut mit dem sedativ-hypnotisch-
analgetischen a2-Adrenorezeptoragonist Medetomidin, welcher aufgrund seiner
Nebenwirkungen (ausgeprdgte Bradykardie und Begiinstigung von Herzarrhythmien)
nur in moglichst geringen Dosierungen eingesetzt werden soll. Zur Muskelrelaxation
und Krampfthemmung dient das leider auch atemdepressiv wirkende Benzodiazepin
Midazolam.

Die Kombination der genannten drei Wirkstoffe erfiillt die Vorraussetzung fiir eine den
Anforderungen entsprechende, komplikationsarme Narkose. Dazu wird nach kurzer
Inhalationsandsthesie, eine Mischung von 5,0 mgkg Midazolam (Midazolam-
ratiopharm®, CuraMED Pharma GmbH, Karlsruhe), 0,5 mg/kg Medetomidin
(Dormitor”™, Pfizer GmbH, Karlsruhe) und 0,05 mg/kg Fentanyl (Fentanyl-Curamed”,
CuraMED Pharma GmbH, Karlsruhe) intraperitoneal verabreicht, und so die Narkose
vertieft und aufrechterhalten **.

Wihrend der Narkose wird in regelmiBigen Abstinden Puls- und Atemfrequenz,
Atemtyp und Korpertemperatur iiberwacht. Zur Feststellung der Narkosetiefe tiberpriift
man das Fehlen des Flexorreflexes. Weitere Narkosesicherheit ist gewihrleistet, durch
die permanente Zufuhr von Sauerstoff {iber eine Narkosemaske und die Verwendung
einer Wiarmematte (ThermoLux-Wérmematte, Fa. Dehner) zur Vermeidung von
Hypothermien. Bei Bedarf kann dem Sauerstoff jederzeit Isofluran zugemischt werden.

In der Regel dauert ein operativer Eingriff in allen Versuchsgruppen circa 1,5 bis 2
Stunden. Danach wird das Tier in tiefer Narkose durch Blutentzug getétet.

Bei der Durchfiihrung der chronischen Versuche zur Neointimaformation, bei denen die
Tiere nach 7, 14, 21 oder 28 Tagen erneut untersucht werden, kann die oben genannte
Tripelnarkose vollstindig antagonisiert werden. Dazu wird nach erfolgtem operativen
Eingriff und ordnungsgemédfem Wundverschluss, eine Mischung aus 1,2 mg/kg
Naloxon (Narvanti®-Vet, CuraMED Pharma GmbH, Karlsruhe), 0,5 mg/kg Flumazenil
(Anexate”, Hoffmann-La Roche AG, Grenzach-Wyhlen) und 2,5 mg/kg Atipamezol
(Antisedan®, Pfizer ~GmbH, Karlsruhe) subkutan appliziert °.  Der
Opioidrezeptorantagonist Naloxon tiberwindet sehr schnell die Blut-Hirn-Schranke und



fiihrt zu einem raschen Wirkungseintritt. Flumazenil bewirkt als hochspezifischer
Antagonist fiir Benzodiazepine eine Verdringung dieser von ihren Rezeptoren im ZNS.
Atipamezol dagegen bindet spezifisch an zentrale und periphere a2-Rezeptoren und
verhindert so die Bindung und Wirkung von Medetomidin. Auch die negativen
Begleiterscheinungen der Tripelnarkose wie etwa Hypotonie, Bradykardie und AV-
Block werden bei der Antagonisierung beseitigt. Durch einen atemstimulierenden
Effekt wird die arterielle Sauerstoffsittigung gesteigert und die durch Medetomidin oft
auftretende Hypothermie verschwindet. 7, 14, 21 oder 28 Tage nach diesem Eingriff
erfolgt eine intravitalmikroskopische Untersuchung unter erneuter Inhalations- und
Injektionsnarkose. Nach Beendigung des Eingriffs werden die Tiere in tiefer Narkose
mittels Blutentzug getotet > .

Tabelle 3 Dosierung der vollstindig antagonisierbaren Andsthesie (VAA) bei der Maus
(Andsthesievorschlag modifiziert nach Henke Julia, Evhardt Wolf, TU Miinchen

2003)
Injektionsnarkotikum Dosierung Antagonist Dosierung
Medetomidin 0,5 mg/kg i.p. Atipamezol 2,5 mg/kg s.c.
Midazolam 5 mg/kg i.p. Flumazenil 0,5 mg/kg s.c.
Fentanyl 0,05 mg/kg i.p. Naloxon 1,2 mg /kg s.c.

4.2.4 Operationstechniken

Obwohl sich durch in vitro Versuchen viele molekulare und zelluldre Funktionen und
Mechanismen gut darstellen lassen, kommt es nicht selten vor, dass in vifro gewonnene
Ergebnisse nicht mit den tatsdchlichen Begebenheiten in vivo tibereinstimmen. Sowohl
himodynamische, als auch lokale zelluldire und molekulare Interaktionen wihrend
zahlreicher Prozesse im lebenden Organismus, lassen sich in vitro nicht immer
ausreichend simulieren. Daher scheint es notwendig, entsprechende Versuchsergebnisse
in vivo nachzuvollziehen. Dazu wurden zahlreiche Tiermodelle entwickelt **. Das ideale
Tiermodell sollte bereits verfiigbar, nicht zu teuer in der Anschaffung und Erhaltung
und leicht zu handhaben sein. Weiterhin sollte es moglichst genau die

pathophysiologischen Vorgéinge im Menschen reproduzierbar imitieren **.

Zur Durchfithrung der operativen Eingriffe wird die oben (siehe 4.2.3) beschriebene
Narkose angewendet. Um ein Austrocknen der Cornea zu verhindern werden die Augen
mit Bepanthen-Augensalbe (Bepanthen” Augen- und Nasensalbe, Hoffmann-La Roche
AG, Grenzach-Wyhlen) geschiitzt. Nach dem Wiegen des Tieres, und der Uberpriifung
der Narkosetiefe mittels Zwischenzehenreflex, wird es in Riickenlage, mit der Nase in
der Narkosemaske, auf einer Wiarmematte positioniert. Zur Fixierung verwendet man



Klebeband (Transpore ™, 3M Health Care, Neuss). Die Enthaarung der Operationsstelle
mit Enthaarungscreme (Pilca® extra soft, GlaxoSmithKline Consumer Healthcare,
Briihl) ermoglicht eine gewissenhafte Desinfektion und Entfettung der Haut mit
Alkohol (Cutasept™F, Fa. Bode Chemie, Hamburg). Die Manipulation der Maus und
Préparation des OP-Bereichs erfolgt unter einem Stereomikroskop (Stemi-2000-C, Fa.
Zeiss, Gottingen) unter Zuhilfenahme einer Schwanenhalslampe (Schott-Kaltlichtquelle
KL200 und Schwanenhals-Lichtleiter, Fa. Zeiss, Gottingen) zur besseren Ausleuchtung
des Operationsfeldes. Wéahrend des gesamten Eingriffs wird sehr behutsam
vorgegangen, um eine Traumatisierung des Gewebes und Blutungen zu vermeiden.
Besonders bei der Durchfithrung der chronischen Versuche, bei denen die Tiere nach
der Untersuchung wieder aufwachen sollen, wird darauf geachtet, dass der Hautschnitt
moglichst klein, und die Préparation so schonend wie méglich vorgenommen werden.

Vendser Zugang iiber die rechte Vena jugularis

Fluoreszenzfarbstoffe oder gefirbte Zellen werden dem Empfiangertier {iber einen
venosen Zugang appliziert. Dazu eignet sich bei der Maus die Vena jugularis. Zunéchst,
wird nach medianem Hautschnitt in der Halsregion vom Kinnwinkel (Ramus
mandibularis) bis zum Sternum, die rechte Speicheldriise (Glandula mandibularis)
dargestellt und vorsichtig nach kranial vorgelagert. Die Vena jugularis kommt zum
Vorschein. Moglichst nah am Kinnwinkel wird diese mit einem Faden (Prolene®
Polypropylen, 7-0 metric, Fa. Ethicon, Norderstedt) ligiert und der Faden mit einer
Moskitoklemme fixiert. Durch Spannung des Fadens wird die Jugularvene gestreckt,
dadurch der Blutfluss minimiert, und die weitere Manipulation erleichtert. Der
Polyethylene-Katheter (Katheterschlauch Portex®, Polythene Tubing, 0,28mm ID,
Smiths Medical, Keene, NH, USA) wird durch eine kleine Inzision der Vena jugularis
eingefiihrt und mittels Ligatur befestigt. AnschlieBend wird die korrekte Lage des
Katheters, durch die Spililung mit isotoner Natriumchloridlosung (Isotone
Kochsalzlosung, Delta Pharm GmbH, Pfullingen) tiberpriift, und ein Herausrutschen des
Katheters durch weitere Fixierung mittels Klebeband verhindert.

Darstellung der Arteria carotis communis dexter und sinistra

Zu Darstellung der rechten und linken Arteria carotis communis flir die intravitale
Fluoreszenzmikroskopie, erfolgt zunéchst, dhnlich wie oben beschrieben (siehe 0), ein
medianer Hautschnitt in der Halsregion vom Kinnwinkel (Ramus mandibularis) bis zum
Sternum, und die Vorlagerung der beiden Speicheldriisen (Glandula mandibularis) nach
kranial. Um die beiden Carotiden zu finden, prépariert man nun vorsichtig beidseits der
Trachea in die Tiefe. Parallel zu den groBBen Arterien verlduft der Nervus vagus, der
duBerst behutsam von den Gefdllen separiert wird. Nun kann ein schwarzes, flexibles
Plastikstiick unter die Carotiden gelegt werden. Die Arterien treten dadurch aus der
Tiefe hervor und sind fiir die intravitalmikroskopischen Aufnahmen besser zugénglich.
Gleichzeitig verbessert die Unterlage die Kontrastierung bei der mikroskopischen
Aufnahme der Zell-Zell- und Zell-GefdBwandinteraktionen.



Denudation der Arteria carotis communis sinistra

Die endotheliale Denudation mittels Drahtmodell dient der Zerstérung der
Endothelschicht im Gefdll. Es kommt zur Exposition von subendothelialer Matrix mit
allen Folgen wie Thrombozytenadhision, -aggregation und Thrombusbildung bis hin
zur Neointimaformation und Reendothelisierung. Die Denudation der Arteria carotis
stellt ein Modell fiir arterielle Thrombose und Neointimaformation dar. In den
verschiedenen experimentellen Gruppen wird die linke Arteria carotis communis
denudiert. Die rechte Arterie bleibt unverletzt und dient als Kontrolle.

Um die Denudation durchfiihren zu konnen, wird die linke Arteria carotis communis,
wie oben beschrieben, frei prapariert. Um das kaudale Ende und um die Arteria carotis
externa wird jeweils ein Fadenziigel (Prolene® Polypropylen, 6-0 metric, Fa. Ethicon,
Norderstedt) gelegt und an je einer Moskitoklemme befestigt. Bei Zug auf die
Fadenziigel wird das Gefdll gespannt und eine temporére Blutleere erzeugt. Die Arteria
carotis interna wird moglichst weit kranial mit einem Faden (Prolene® Polypropylen, 7-
0 metric, Fa. Ethicon, Norderstedt) ligiert und dieser als Haltezligel genutzt. Ein
weiterer Faden (Prolene® Polypropylen, 7-0 metric, Fa. Ethicon, Norderstedt) wird
moglichst nahe der Bifurkation um die Arteria carotis interna als Ligatur vorgelegt.
Unter Blutleere wird ein Angioplastiedraht (Floppy® II Guide Wire 0,014"" (0,36mm),
Guidant Corporation, Diegem, Belgien) iiber eine kleine Inzision der Arteria carotis
interna circa 1 cm weit in das Lumen der Arteria carotis communis eingefiihrt. Je nach
Versuchsgruppe wird durch ein-, zwei- oder dreimaliges vor- und zuriickschieben des
Drahtes eine unterschiedlich starke Verletzung der GefiBwand erzielt. Nach Entfernung
des Drahtes wird die vorgelegte Ligatur um die Arteria carotis interna verschlossen und
der Zug auf die Moskitoklemmen gelost. Der Blutstrom ist wiederhergestellt. Nun
beginnt man mit den intravitalmikroskopischen Untersuchungen.

A car. communis

P

Fadenzugel

Blutfluss —

Yorgelegte
Ligatur

A car. interna

Fadenzligel
Haltezligel

Bild 25 Schematische Darstellung der Prdparation der Arteria carotis zur Durchfiihrung der
endothelialen Denudation



Wundverschluss

Sollen die Tiere in den chronischen Versuchen nach der Untersuchung wieder
aufwachen, erfolgt nach beendeter Untersuchung eine Hautnaht (Prolene®
Polypropylen, 7-0 metric, Fa. Ethicon, Norderstedt) und die postoperative
Wundversorgung mit Betaisodona (Betaisodona® Losung, Mundipharma GmbH,
Limburg). Die Wunde wird téglich kontrolliert und die Faden nach 7 Tagen gezogen. Je
nach Eingriff und Verfassung der Tiere erfolgt die analgetische Versorgung
postoperativ durch die subkutane Injektion von 0,05-0,1ml/Maus (30g KM) Temgesic
(Fa. Essex Pharma, Miinchen) iiber zwei bis drei Tage.

4.2.5 Intravitale Videofluoreszensmikroskopie

Die intravitale Videofluoreszenzmikroskopie von Zellen im lebenden Organismus dient
der Darstellung molekularer Mechanismen und Zell-Zell-Interaktionen an der verletzten
Gefiaflwand in Echtzeit. Damit die Zellen sichtbar werden, farbt man sie in oder ex vivo
mit nicht-toxischen, gut vertrdglichen Fluoreszenzfarbstoffen und untersucht sie mittels
Fluoreszenz-Auflicht-Mikroskop (Axiotech’™ 100 HD, Fa. Zeiss, Géttingen oder
Olympus BXS51WI, Fa. Olympus, Hamburg). FEine Quecksilber-Kurzbogen-
Hochstdrucklampe (Hg-Hochstdrucklampe, HBO 100W, Fa. Zeiss, Gottingen) die
kurzwelliges ~ Anregungslicht  emittiert, dient als Lichtquelle, um die
fluoreszenzmarkierten Zellen in vivo sichtbar zu machen. Die verwendeten Fluorophore
in den gefirbten Zellen absorbieren das Anregungslicht, und strahlen es kurz darauf in
einer 20 bis 50 nm grofBeren Wellenldnge als Emissionslicht wieder ab. Im Strahlengang
des Mikroskops wird das Anregungslicht (kurzwellig) vom Emissionslicht (langwellig)
getrennt.
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Bild 26 Prinzip des Strahlenganges bei der Auflichtmikroskopie. Das Licht
wird durch den Anregungsfilter und den Strahlteiler auf das Objekt
gelenkt. Die vom Objekt reflektierten Strahlen gelangen durch den
Sperrfilter und konnen mit einer Kamera aufgenommen werden.




Im oben gezeigten Bild (Bild 26) ist die typische Strahlenfiihrung in einem
Auflichtmikroskop (Epifluoreszenzmikroskop) dargestellt. Die Lichtquelle emittiert
kurzwelliges Licht, welches zusitzlich durch einen Anregungs- bzw. Exzitationsfilter
gefilhrt wird. Dieser hat die Eigenschaft, nur kurzwelliges Exzitationslicht
(Anregungslicht) durchzulassen. Das Anregungslicht wird durch einen Strahlteiler
(Farbteiler) auf das zu untersuchende Objekt und die gefirbten Zellen gelenkt. Es
entsteht, aufgrund der Stokes-Verschiebung, das langwelligere Emissionslicht. Dieses
von den Fluorophoren emittierte Licht, kann den Strahlteiler ungehindert passieren und
trifft auf den Emissions- oder Sperrfilter. Hier werden die letzten Reste an storendem
Anregungslicht zuriickgehalten. Da das Strahlenspektrum der Lichtquelle mit den
verwendeten Fluoreszenzfarbstoffen kompatibel sein muss, konnen im Mikroskop
entsprechende Filterblocke eingesetzt werden.

Arbeitseinheit fiir das Epifluoreszenzmikroskop Olympus BX51WI (Fa. Olympus,
Hamburg)

Es handelt sich hierbei um ein Epifluoreszenzmikroskop wie oben (siche 4.2.5)
beschrieben. Das Emissionslicht wird mittels der Realtime-Imaging-Station Cell® (Fa.
Olympus, Hamburg) aufgezeichnet, auf den Computerbildschirm projiziert, und
verarbeitet. Die wichtigsten Komponenten von Cell® sind ein ,,All-in-one“-
Beleuchtungsystem MT20, eine besonders lichtempfindliche Digitalkamera und die
hoch prézise arbeitende Hardwaresteuerung (siehe Bild 27).
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Bild 27 Schematischer Aufbau der Arbeitseinheit zur intravitalen fluoreszenzmikroskopischen
Untersuchung mit dem Epifluoreszenzmikroskop Olympus BX51WI (Fa. Olympus, Hamburg) und
der Realtime-Image-Station Cell® (Fa. Olympus, Hamburg)



Das zentrale Steuerungselement, der Realtime-Controller, kann unterschiedliche
Hardwarekomponenten wie Lichtquelle, Kamera und Shutter mikrosekundengenau
simultan regulieren und synchronisieren. Das grafische Bedienkonzept der Software,
der Experiment-Manager, ermoglicht es, hoch komplexe Prozesse mit grofer
Leichtigkeit zu planen und mit besonderer Genauigkeit auszufiihren ®',

Arbeitseinheit fiir das Epifluoreszenzmikroskop Axiotech'™® 100 HD (Fa. Zeiss.
Gottingen)

Das Axiotech"™™ 100 HD ist ebenfalls ein Auflichtmikroskop. Vom Objekt emittierte
Strahlen werden von einer CCD-Kamera (Charged Coupled Device Kamera) erfasst, auf

einen Monitor projiziert, und mit einem Videorecorder in Echtzeit aufgezeichnet (siche
Bild 28).
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Bild 28 Schematischer Aufbau der Arbeitseinheit zur intravitalen fluoreszenzmikroskopischen
Untersuchung mit dem Epifluoreszenzmikroskop Axiotech™" 100 HD (Fa. Zeiss, Gdttingen)

Durchfithrung der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie

Mittels Videofluoreszenzmikroskopie konnen Zelladhdsion und —aggregation, vor und
nach GefdBverletzung in situ verfolgt werden.

In den durchgefiihrten Versuchen wird die Thrombozyten-, Leukozyten- und T17b-Zell-
rekrutierung im Rahmen der arteriellen Thrombose, der Atherosklerose und der
Neointimaformation in der Arteria carotis communis der Maus untersucht. Aufgrund
der unterschiedlichen Fiarbeverfahren der einzelnen Zellpopulationen greift man,
entsprechend den verwendeten Fluoreszenzfarbstoffen, auf zwei verschiedene
Intravitalmikroskope (Axiotech’ 100 HD, Fa. Zeiss, Gottingen; Olympus BX51WI,
Fa. Olympus, Hamburg) mit kompatiblen Filtersitzen zuriick. Mit dem Axiotech*™
werden Ubersichtsaufnahmen der Gefile mit einer 100fachen (Objektiv 10x0,25; Carl



Zeiss Microlmaging, Inc.) VergroBerung gemacht. AnschlieBend wird fiir die
Untersuchung der zelluldren Mechanismen, die 200fache (Wasserimmersionsobjektiv,
W 20x0,5; Carl Zeiss Microlmaging, Inc.) Vergroferung genutzt. Die Aufnahmen mit
dem Olympus BXS5IWI erfolgen immer mit der 200fachen Vergroferung
(Wasserimmersionsobjektiv, XLUMPIlanFI 20x/0,95W, Fa. Olympus, Hamburg).

4.2.6 Firbeprotokolle ex vivo

Thrombozytenpriparation und Fiarbung mit 5(6)-CFDA

Fiir die Thrombozytenpréparation wird zunichst Vollblut einer syngenen Spendermaus
mittels Herzpunktion gewonnen (Finalversuch). Dazu wird eine Inhalationsanisthesie
mit Isofluran (Isofluran Delta Select, Delta Select GmbH, Deieich) (Verdampfer
Ohmeda Isotec 3, Fa. Eickemeyer, Tuttlingen eingerichtet von Voélker Vet, Volker
GmbH, Kaltenkirchen) und Sauerstoff durchgefiihrt. Die Maus befindet sich bei der
Punktion in Riickenlage. Die Kaniile wird im dem Bereich, in dem der Herzspitzenstof3
am besten fiihlbar ist, senkrecht zur Koérperoberfliche eingestochen. Dabei kann eine
ausreichend grofle Menge an Blut von circa 1,5 bis 2,0 ml Blut pro Maus entnommen
werden. Das gewonnene Blut wird mit 100ul/ml Citrat (aus S-Monovetten, Sarstedt
AG&Co., Nimbrecht) ungerinnbar gemacht. Da die Herzpunktion mit dem Risiko sehr
schmerzhafter Komplikationen wie Pneumothorax oder Herzbeuteltamponade

verbunden ist, empfiehlt Svendsen diese nur bei terminalen Experimenten einzusetzen
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Bei der weiteren Verarbeitung des Blutes muss unbedingt darauf geachtet werden,
sorgfiltig und schonend mit dem Blut umzugehen, da die Gefahr besteht, die
Thrombozyten zu aktivieren und damit die Versuchsergebnisse zu verfilschen. Wichtig
dabei ist, dass man Fliissigkeiten langsam an der Oberfldche der verwendeten Gefille
abflieBen ldsst, vorsichtig miteinander vermengt, und darauf achtet, bei physiologischer
Temperatur (37°C) zu arbeiten. Dazu werden frisch angesetzte Substanzen und
beheizbare Zentrifugen verwendet. Durch frithere Untersuchungen konnte gezeigt
werden, dass das hier verwendete Protokoll der Thrombozytenseparation und 5(6)-
CFDA -Firbung zu keiner relevanten Thrombozytenaktivierung fiihrt '’ % %2,

Nach der intrakardialen Blutgewinnung, wird das Vollblut in einem Rohrchen mit
Tyrodes-Puffer pH 6,5 auf 2ml Gesamtvolumen aufgefiillt. Dieses Gemisch wird fiir 20
Minuten bei 92g ohne Bremse zentrifugiert (Haereus, Megafuge, Hanau). Der dabei
entstehende Uberstand wird als plittchenreiches Plasma (PRP) bezeichnet. Er wird
vorsichtig abpipettiert und mit Tyrodes-Puffer pH 6,5 auf 4ml Gesamtvolumen
verdiinnt. Nun werden 20ul des oben beschriebenen Fluoreszenzfarbstoffes 5(6)-CFDA
(Fa. Molecular Probes, Eugene, OR, USA) zugegeben und das Gemisch fiir 2 Minuten
unter Lichtabschluss inkubiert. Die darauf folgende erneute Zentrifugation erfolgt fiir
10 Minuten bei 1277g mit Bremse. Danach befindet sich am Boden des R6hrchens ein
Thrombozytenpellet, welches nach AbgieBen des Uberstandes, mit jeweils 250ul



Tyrodes-Puffer pH 6,5 und pH 7,4 vermischt wird. Da die gefdarbten Thrombozyten
ausbleichen konnen, miissen sie mittels braunen Eppendorf-Gefilies vor
Lichteinstrahlung geschiitzt werden.

Um die genaue Thrombozytenzahl der hergestellten Zellsuspension zu ermitteln wird
ein Zellzéhlgerit verwendet (Sysmex Microcellcounter XE-2100, Sysmex Deutschland
GmbH, Norderstedt).

Damit schlieBlich jedes Versuchstier genau gleiche Fliissigkeitsmengen mit der gleichen
Anzahl von Thrombozyten erhélt, wird als letzter Schritt die Thrombozytenzahl mit
Tyrodes-Puffer pH 6,5 auf eine Konzentration von 150 x 10° Blutplittchen pro pl
Flissigkeit eingestellt. Die Empfangertiere erhalten alle genau 250ul dieser
Zellsuspension iiber einen Venenkatheter. Dadurch erhilt jedes der Tiere eine Gesamt-
Thrombozytenzahl von 37,5x10° Zellen in einem Gesamtvolumen von 250ul.

Die mittlere Uberlebenszeit der gefirbten Thrombozyten in der Maus betriigt circa 3
Tage. Es konnte gezeigt werden, dass sich der Farbstoff 5(6)-CFDA in vivo nicht auf
andere ungefirbte Zellen iibertrdgt. Die Thrombozyten zeigen dquivalente Funktionen
zu nativen Blutplittchen mit normaler Lebensdauer .

T17b-Zell-Priparation und Farbung mit 5(6)-CFDA

In der vorliegenden Studie werden in den Versuchen murine embryonale endotheliale
Progenitorzellen der Linie TI17b verwendet. Die Zellen werden auf 0,1%
gelatinebeschichteten Platten kultiviert *°. Das Kulturmedium besteht aus DMEM mit
20% hitze-inaktiviertem FBS, 0,1 mmol/L B-Mercaptoethanol, 1 mmol/LL nicht
essentiellen Aminosduren, 100 U/mL Penicillin, 100 pg/mL Streptomycin und 2

mmol/L L-Glutamin ’.

Fiir die Versuche werden die T17b-Zellen zweimal mit PBS gewaschen und mittels
Citrat Saline vom Medium geldst. Die abgelosten Zellen werden in PBS aufgenommen
und fiir drei Minuten bei 400rpm zentrifugiert (Haereus, Megafuge, Hanau). Der
entstehende Uberstand wird abgenommen und erneut fiir drei Minuten bei 1200rpm
zentrifugiert. Dieses mal wird der Uberstand verworfen, und das Pellet in DCF-PBS-
Losung (1:200) resuspendiert und fiir fiinf Minuten lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur
inkubiert. SchlieBlich werden die Zellen nochmals mit PBS gewaschen, abzentrifugiert
(drei Minuten bei 1200rpm) und in PBS resuspendiert. Danach erfolgen die Feststellung
der Zellzahl/ml mittels Neubauer-Zéhlkammer, und die Einstellung auf eine
Endkonzentration von 5x10° Zellen/ 500ul PBS. Diese Losung wird dann zur
intravitalmikroskopischen Untersuchung iiber den Venenkatheter sehr langsam
intravends appliziert.



4.2.7 Fiarbeprotokolle in vivo

Um die Leukozytenrekrutierung und -interaktionen in vivo darstellen zu konnen
verwendet man den Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin 6G. Er akkumuliert im Zellkern
und den Mitochondrien von lebenden Zellen selektiv und firbt insbesondere

Granulozyten und Monozyten tiber einen Zeitraum von circa 60 Minuten (siche Bild 29)
51

Bild 29 Beispiel einer intravitalmikroskopischen Aufnahme der Arteria carotis communis mit dem
Auflichtmikroskop Axiotech™" (Fa. Zeiss, Géttingen), die Pfeile zeigen auf adhdirente, mit
Rhodamin 6G angefirbte Leukozyten

Um den Farbstoff verabreichen zu koénnen, wird zunidchst ein intravendser
Venenkatheter in der Vena jugularis platziert (siche 4.2.4). Unmittelbar vor Beginn der
Aufzeichnung werden 0,1ml des Fluorophors in einer Konzentration von 0,02 g/dl iiber
den Katheter verabreicht. Die Anfirbung der Zellen erfolgt innerhalb weniger
Sekunden. Bei langer andauernden Aufnahmezeitrdumen verblasst die Leuchtkraft der
gefarbten Zellen mit der Zeit, und eine erneute Gabe des Farbstoffs wird notig.

4.2.8 Organentnahme (Carotiden, Aortenbogen)

Nachdem die intravitalmikroskopische Untersuchung beendet ist, wird das Tier durch
Ausbluten in Narkose getotet. Da verbleibende Blutreste in den Gefillen die
Auswertung erschweren oder verfilschen konnen, wird das Gefd3system nun iiber den
Venenkatheter vorsichtig mit PBS gespiilt. Die einzelnen Organe werden entsprechend
der Fragestellung (Atheroprogression bei ApoE” Mausen oder Neointimaformation
nach endothelialer Gefél3verletzung) auf unterschiedliche Art und Weise entnommen.

Zur Untersuchung der Plaquebildung bei der Atherogenese wird die linke Arteria carotis
communis mitsamt der Bifurkation, und der Aortenbogen vorsichtig frei prépariert,
entnommen und in eine verdiinnte und gepufferte Formaldehyd-Losung (Formaldehyd-
Losung 4,5%, Otto Fischer GmbH, Saarbriicken) eingelegt. Durch die Fixierung des
Gewebes mit Formaldehyd sollen autolytische Vorgénge verhindert, und die



Zellstruktur in einem moglichst natiirlichen Zustand erhalten werden. Dariiber hinaus
werden durch das Fixierungsmittel auch Bakterien und Mikroorganismen abgetotet, die
zu Féulnis und damit gleichfalls zu Gewebsabbau fithren wiirden. Formaldehyd ist
neben Glutaraldehyd das am hiufigsten verwendete Fixierungsmittel und fiihrt zu einer
guten Ubereinstimmung des Erscheinungsbildes der fixierten Zelle mit einer lebenden
Zelle. Durch Eiweiffillung erhélt das Gewebe eine festelastische Konsistenz, die fuir die
weitere Verarbeitung von Vorteil ist ’. Nach etwa 24 Stunden in Formaldehyd ist die
Fixierung von Arteria carotis communis und Aortenbogen abgeschlossen und die
weitere Vorbereitung fiir die Plaquebestimmung kann beginnen.

Fiir die Auswertung der Neointimaformation nach endothelialer Denudation werden
rechte und linke Arteria carotis communis mitsamt der Bifurkation, nach vorsichtiger
Spiilung der GefdBe mit PBS, entnommen, fiir 24 Stunden in Formaldehyd-Losung
(Formaldehyd-Losung 4,5%, Otto Fischer GmbH, Saarbriicken) fixiert und dann in
70%-igem Ethanol (Fa. Merck, Darmstadt) fiir die spitere Einbettung in Paraffin
(medite tissuewax”, Fa. Medite, Burgdorf) konserviert.

4.2.9 Dokumentation

Fiir die Nachvollziehbarkeit der Versuchsergebnisse ist eine liickenlose und korrekte
Dokumentation aller Daten und Eingriffe unabdinglich. Angefangen bei Pramedikation,
Andésthesie, Blutentnahme und Operationsverlauf werden auch das Verfahren der
Intravitalmikroskopie und die Auswertungsmodalititen festgehalten. Mittels
schriftlicher Protokolle werden Projektbezeichnung, Versuchs- und Auswertedatum,
verwendete Versuchstiere mit Art, Tierstamm, Geschlecht, spezifischer Tiernummer,
Geburtsdatum und Gewicht, sowie Anésthesie- und Totungsmethoden und auftretende
Komplikationen vermerkt. Dadurch ist sichergestellt, dass die richtigen Spender- und
Empfingertierkombinationen eingehalten und tberpriift werden konnen. Auch
verabreichte Medikamente, Farbstoffe oder Antikorper, ebenso wie verwendete
Antikoagulantien werden dokumentiert. Dies ermoglicht Riickschliisse —auf
Versuchsergebnisse. Um eine korrekte Auswertung zu ermoglichen, erfolgt eine
gewissenhafte Beschriftung der Videokassetten und Datenordner, und stets die Notiz
der VergroBerungsobjektive. Nur so konnen die Aufnahmen jederzeit einem Versuch
zugeordnet werden.



4.3 Auswertung

4.3.1 Auswertung der Videoaufnahmen

Anhand der Videoaufnahmen sollen Zelladhdsion und —aggregation vor und nach
GefaBverletzung beurteilt und ausgewertet werden. Untersucht werden Thrombozyten-,
Leukozyten- und T17b-Zell-Rekrutierung im Rahmen der arteriellen Thrombose, der
Atherosklerose und der Neointimaformation in der Arteria carotis der Maus. Dabei
werden aufgrund der unterschiedlichen Férbeverfahren der Zellpopulationen, zwei
verschiedene Intravitalmikroskope (Axiotech’™ 100 HD, Fa. Zeiss, Gottingen;
Olympus BX51WI, Fa. Olympus, Hamburg), mit entsprechenden Filtersidtzen
verwendet.

Prinzipiell werden die intravitalmikroskopischen Aufnahmen immer an drei gleich
bleibenden Lokalisationen der Arteria carotis gemacht. Die erste ist im Bereich der
Aufzweigung in Carotis externa und interna (Bifurkation), zwei weitere Aufnahmen
erfolgen im Bereich der Carotis communis (sieche Bild 30). AnschlieBend werden an
allen drei Aufnahmefenstern nach festem Zeitschema die zu untersuchenden Zellen
ausgezihlt.

Olympus Axiotech
A. car. externa A. car. interna .
BX51WI vario
Bifurkation
Com2distal | mep-
(Carotis communis)
Com1 proximal

(Camtis - \ - -

Bild 30 Links: Schematische Darstellung der Arteria carotis communis mit drei Aufnahmefenstern
Coml, Com2 und Bifurkation fiir die intravitalen Fluoreszenzmikroskopie;
Rechts: intravitalmikroskopische Aufnahmen an den drei Aufnahmefenstern der Arteria carotis
communis mit den Fluoreszenzmikroskopen Olympus BX51WI (Fa. Olympus, Hamburg) und
Axiotech”™™ (Fa. Zeiss, Gottingen)

I

Blutfluss

A. car. communis




Allgemeine Definition von adhirenten, transient adhirenten und rollenden Zellen

Bei der Zahlung der Zellen unterscheidet man zwischen adhérent, transient adhdrent
und rollend. Zu den adhidrenten Zellen zidhlt man alle Zellen, die an der Gefiallwand
langer als 10 Sekunden fest anhaften. Alle Zellen die kiirzer als 10 Sekunden an einer
Stelle festsitzen, zdhlt man zu den transient adhdrenten Zellen. SchlieBlich gibt es
Zellen die sich sehr langsam an der Zellwand entlang bewegen und immer wieder kurz
Kontakt zum Endothel haben. Es sieht so aus, als wiirden sie an der GefaBwand entlang
,,rollen‘ 21,63

Evaluation der Zahl adhirenter Leukozyten im Atherosklerosemodell

Fiir die Beurteilung der Leukozyteninteraktionen mit dem dysfunktionellen Endothel in
der Atherogenese werden Aufnahmen mit dem Epifluoreszenzmikroskop Axiotech*™"
100 HD (Fa. Zeiss, Gottingen) gemacht.

Dazu wird folgendes Aufnahmeschema gewahlt:

Tabelle 4 Aufnahmeschema der analogen Videodokumentation zu den Versuchen zur
Atherosklerose

VergroRerung Aufnahmezeitpunkt Aufnahmedauer  Aufnahmeort Aufnahmeart
Ubersichts-

aufnahme
(Bestimmung

gesamte Arteria

. carotis communis
Zu Beginn der

100fach 30 Sekunden dexter und
Aufnahmen e ; des
sinister incl. .
. . Gefalldurch-
Bifurkation
messers)
je zwei Fenster
an zwei
Lokalisationen
200fach Nach den 100-fach 15 Sekunden der Arterl_a carotis Leukozyten-
Aufnahmen communis dexter Interaktionen
und sinister
(Bifurkation,
Communis)

Anhand der Aufnahmen der Carotiden bei 100facher VergroBerung wird durch eine an
den Bildschirm angepasste Malstabschablone der Gefd8durchmesser ermittelt.
Anschliefend wird die Anzahl von rollenden und fest adhédrenten Leukozyten am
dysfunktionellen Endothel bei ApoE-defizienten Médusen ermittelt. Dazu verwendet
man ein Auswertungsfenster, welches bei 200facher VergroBerung die Seitenldngen 150
x 100 um aufweist, und fixiert dieses am Monitor. Es werden zwei Fenster im Bereich
der Bifurkation ausgezdhlt und gemittelt und das Vorgehen im Bereich der Carotis
communis wiederholt. Die so ermittelten Werte an Bifurkation und Arteria carotis
communis konnen nun in den verschiedenen Versuchsgruppen verglichen werden.



Thrombozytenzihlung im Modell der arteriellen Thrombose

Fiir die Erfassung der Thrombozyteninteraktionen mit dem verletzten Endothel nach
Drahtverletzung werden Aufnahmen mit dem Epifluoreszenzmikroskop Olympus
BXS51WI (Fa. Olympus, Hamburg) gemacht.

Folgendes Aufnahmeschema wurde hierbei gewahlt:

Tabelle 5 Aufnahmeschema der digitalen Videodokumentation zu den Versuchen zur
arteriellen Thrombose

VergroBerung Aufnahmezeitpunkt Aufnahmedauer Aufnahmeort Aufnahmeart

drei
Lokalisationen
der Arteria
carotis
200fach vor Drahtverletzung 15 Sekunden communis Thromquyten-
.. Interaktionen
sinister
(Bifurkation,
Communis1,
Communis2)
drei
5 Minuten nach Lokallsano_nen
der Arteria
Drahtverletzung, carotis
200fach dgnn alle 15 15 Sekunden communis Thrombo_zyten-
Minuten nach .. Interaktionen
. sinister
Drahtverletzung bis . .
. (Bifurkation,
Minute 60 :
Communis1,
Communis2)
eine
vor Drahtverletzung Lokalisation der
200fach . _der A. carotis 15 Sekunden Arteria car_otls Thromquyten-
sinister, dann alle 15 communis Interaktionen
Minuten dexter
(Bifurkation)

Nach Verletzung des Endothels mittels Denudation wird die Anzahl von adhirenten
Thrombozyten an der GefiBwand ermittelt. Die GroBe des Auswertungsfensters wird
mit Hilfe der Experimentmanagersoftware der Realtime-Imaging-Station Cell® (Fa.
Olympus, Hamburg) auf 100 x 150 um eingestellt. Dann werden in jeder Filmsequenz
der drei Lokalisationen (Bifurkation, Communisl, Communis2), zu allen Zeitpunkten,
anhand jeweils sechs Auswertungsfenster die Thrombozyteninteraktionen ausgezéhlt,
gemittelt und verglichen.



Bestimmung der Aggregationsfliche der Thrombozyten im Modell der arteriellen
Thrombose

Zusétzlich zur Ermittlung der Anzahl von adhdrenten Thrombozyten, wird anhand der
oben beschriebenen Aufnahmen, die Aggregationsfliche der Blutplittchen beurteilt.
Auch hier bedient man sich des Bildanalyseprogramms Cap Image (Cap Image 7.1; Dr.
H. Zeintl, Ingenieurbiro Dr. Zeintl, Heidelberg, Deutschland) **. Von jeder
Filmsequenz, die an den drei Lokalisationen Bifurkation, Communisl und Communis2
zu den verschiedenen Zeitpunkten aufgenommen wurden, werden jeweils drei
repriasentative  Standbildaufnahmen ausgewdhlt. Die Flidche der aggregierten
Thrombozyten pro mm” GefiBwandfliche in jedem Bild wird mit Hilfe von Cap Image
ausgemessen und untereinander gemittelt. Die so erhaltenen Zahlen koénnen dann
miteinander verglichen werden.

Rekrutierung von embryonalen endothelialen Progenitorzellen im Modell der arteriellen
Thrombose

Zur Beurteilung der Rekrutierung von eEPCs (T17b) in die verletzte GefaBwand nach
Drahtverletzung werden ebenfalls Aufnahmen mit dem Epifluoreszenzmikroskop
Olympus BXS5IWI (Fa. Olympus, Hamburg) gemacht. Das Aufzeichnungsschema
entspricht dem der Thrombozytenzéhlung (siehe Tabelle 6).

Tabelle 6 Aufnahmeschema der digitalen Videodokumentation zu den Versuchen zur
T17b-Zellrekrutierung

Vergroferung Aufnahmezeitpunkt Aufnahmedauer Aufnahmeort  Aufnahmeart

drei
Lokalisationen
der Arteria
carotis communis T17b-Zell-
sinister Interaktionen
(Bifurkation,
Communis1,
Communis2)

200fach vor Drahtverletzung 15 Sekunden

drei
5 Minuten nach Lokalisationen
Drahtverletzung, der Arteria
200fach '\ignn alle 15 15 Sekunden carotis_ c_ommunis T17b-_ZeII-
inuten nach sinister Interaktionen
Drahtverletzung bis (Bifurkation,
Minute 60 Communis1,

Communis2)

vor Drahtverletzung eine Lokalisation

. der Arteria
200fach . _der A. carotis 15 Sekunden  carotis communis T17b-_ZeII-
sinister, dann alle 15 Interaktionen
Minuten dexter

(Bifurkation)



Nach Verletzung des Endothels mittels Denudation wird die Anzahl von rekrutierten
T17b-Zellen an die GefiBwand ermittelt. Die GroBe des Auswertungsfensters wird wie
oben beschrieben mit Hilfe der Experimentmanagersoftware der Realtime-Imaging-
Station Cell® (Fa. Olympus, Hamburg) auf 100 x 150 pm eingestellt. Dann werden
wieder in jeder Filmsequenz der drei Lokalisationen (Bifurkation, Communisl,
Communis2), zu allen Zeitpunkten, anhand jeweils sechs Auswertungsfenster, die
T17b-Zell-interaktionen ausgezihlt, gemittelt und verglichen.

4.3.2 Histologie und Histomorphometrie

Sudanrotfirbung der Gefilie

Sudanrot (Sudan III, Fa. Merck, Darmstadt) ist ein rétlichbraunes Pulver, das wie alle
Sudan-Farbstoffe in Fetten, Olen, Wachsen, Harzen und Kohlenwasserstoffen 16slich, in
Wasser dagegen praktisch unloslich ist. Mit der Sudanrot-Farbung werden fettreiche
atherosklerotische Plaques in Gefdllen rot dargestellt.

Zur Herstellung einer Stammlosung wird 1g Sudan I1I (Fa. Merck, Darmstadt) in 200ml
100% Ethanol (Fa. Merck, Darmstadt) gelost und anschlieBend filtriert. Fiir die
Gebrauchslosung verdiinnt man die Stammlosung im Verhéltnis 2:1 mit destilliertem
Wasser. Die zu farbenden Organe werden aus der Formaldehyd-Losung (Formaldehyd-
Losung 4,5%, Otto Fischer GmbH, Saarbriicken) fiir zwei Minuten in Aquadest und
danach fiir drei Minuten in 75%-igen Ethanol gegeben. Nun folgt die Féarbung der
Fettzellen fiir 25 bis 30 Minuten in Sudan III-Stammldsung. Nach weiteren zwei
Minuten in Aquadest konnen die Gefdle in die Formaldehyd-Losung zuriickgegeben
und fiir die Auswertung weiter vorbereitet werden.

Vorbereitung der Gefiille zum Abfotografieren

Nach der Fixierung der Arteria carotis communis und des Aortenbogens fiir ungefihr 24
Stunden in Formaldehyd-Losung (Formaldehyd-Losung 4,5%, Otto Fischer GmbH,
Saarbriicken) und nach Sudanrotfirbung der GefdBe, werden sie in einer Petrischale
vorsichtig von umgebenden Fett- und Bindegewebe befreit. Damit die Gefille nicht
austrocknen, werden sie mit PBS-Losung feucht gehalten. AnschlieBend positioniert
man sie unter einem Deckgldschen und fotografiert sie mit einer hochauflésenden
Kamera (Axiocam MRcS, Fa. Zeiss, Gottingen) unter einem Inversionsmikroskop
(Axiovert 100, Fa. Zeiss, Gottingen) ab. Dabei wird fiir die Aufnahme der Arteria
carotis communis eine 40fache Vergroferung (Achroplan 4x/0,10, Fa. Zeiss, Gottingen)
(siehe Bild 31), und fiir die Aortenbogen eine 25fache Vergroferung (Plan-Neofluar
2,5%/0,075, Fa. Zeiss, Gottingen) (siche Bild 32) verwendet. Anhand der Vergroferung
kann spiter bei der Auswertung die genaue Fliche der Plaqueregionen berechnet
werden.
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Bild 31 Arteria carotis dexter einer ApoE ™ Bild 32 Aortenboen einer ApoE "~ Maus mit
Maus mit atheroskler: otischen"P laques atherosklerotischen Plaques (dunkelrot)
(dunkelrot) nach Sudan I1I-Férbung, nach Sudan III-Férbung, 25fach
40fach

Auswertung der Plaquegrof3e mit Cap Image

Cap Image (Cap Image 7.1; Dr. H. Zeintl, Ingenieurbiiro Dr. Zeintl, Heidelberg,
Deutschland) ist ein Computer-Programm fiir die Bildanalyse in der
Mikrozirkulationsforschung **. Neben vielen anderen Leistungen, ist diese Software in
der Lage die geometrische Fliache von Rechtecken, beliebigen Polygonen und auch von
beliebig geformten Flichen, die mit der Maus umrandet werden, zu berechnen **. Dabei
wird der Maf3stab des Programms anhand der verwendeten Vergroflerungen angepasst.
Man erhidlt also mittels Umrandung der eindimensionalen Fliache die das Gefdf3
einnimmt, zundchst die Gesamtfliche des Gefidlles in mm?. Setzt man nun die Fliche
der Plaques zur Gesamtfliche ins Verhéltnis, lassen sich die Daten untereinander
vergleichen und auswerten.

Histologische Darstellung der Neointimaformation

Um die Neointimaformation in den Gefdllen nach endothelialer Denudation beurteilen
zu konnen werden die Organe histologisch untersucht. Die in Ethanol (Fa. Merck,
Darmstadt) konservierten Arterien werden durch eine Alkoholreihe von zunehmender
Konzentration gefithrt und dabei schrittweise entwissert. Durch Behandlung mit
geeigneten Intermedien wie etwa Xylol, die sowohl mit Alkohol, als auch mit Paraffin
(medite tissuewax®, Fa. Medite, Burgdorf) mischbar sind, wird der Alkohol aus dem
Gewebe verdringt, und Paraffin kann eindringen und die Arterien durchtrinken. Das
Paraffin wird dazu auf circa 60°C erwédrmt und erstarrt anschlieBend beim Auskiihlen zu
einem Priparatblock, der dann geschnitten werden kann . Dabei wird die Arteria
carotis communis im Paraffinblock mit der Bifurkation nach unten eingebettet.



Anfertigung von histologischen Schnitten

Zur Anfertigung der histologischen Schnitte wird ein Rotationsmikrotom (Microtom
HM 335 E, MICROM GmbH, Walldorf) verwendet. Die Arterien in den
Paraffinblocken werden, beginnend bei der Bifurkation, iiber 1000um seriell
durchgeschnitten, wobei jeder Schnitt exakt 2um dick ist. Insgesamt entstehen so 500
Schnitte. Diese werden zum Strecken und Glédtten mit einem Pinsel in ein
Warmwasserbad (Paraffin Streckbad TB 35, MEDITE Medizintechnik, Burgdorf)
tiberfithrt. Dann nimmt man jeweils fiinf Schnitte auf einen sauberen, fettfreien,
beschrifteten Objekttragern (SuperFrost®Plus, Menzel GmbH & Co KG,
Braunschweig) auf, und bewahrt diese zum trocknen und anhaften der Schnitte, bis zum
Farben, in einem 37°C warmen Brutschrank auf. Der erste Schnitt, bei dem, von der
Bifurkation ausgehend, die Arteria carotis externa und interna das erste Mal ein
gemeinsames Lumen bilden, stellt den Startpunkt fiir die Auswertung dar
(siehe Bild 33).
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Bild 33 Schematische Darstellung der Anfertigung serieller histologischer Schnitte der Arteria
carotis communis tiber 1000 um, beginnend an der Bifurkation; griin: erster Schnitt bei dem
Carotis externa und interna ein gemeinsames Lumen bilden; die Dicke der Schnitte betrdgt
2um. Beispielbilder mit 100- und 200facher Vergrioferung.

Firbetechnik

Nach dem Antrocknen der Schnitte auf den Objekttragern, muss fiir die
lichtmikroskopische Untersuchung, zunichst das Paraffin entfernt und anschlieend die
Schnitte mittels erprobter Verfahren spezifisch gefirbt werden. Durch unterschiedliche
Anfirbung entstehen im Gewebe Kontraste, durch die bestimmte Strukturen besonders
hervorgehoben werden. Daneben ist es moglich, durch spezifische Farbstoffe und
Techniken selektiv Zellen und Gewebsstrukturen anzufiarben. Viele Standardmethoden
der Histologie verwenden dazu eine Farbung mit je einem sauren und einem basischen



Farbstoff 7. Samtlichen Firbeschritte werden dabei von einem Firbeautomaten

tuibernommen.

Himatoxylin-Eosin-Fiarbung (H.E.)

Die H.E.-Firbung ist eine der gebriauchlichsten Ubersichtsfirbungen, die Zellkerne und
zytoplasmatische Bestandteile darstellt. Durch den basischen Farbstoff Hématoxylin
werden Zellkern sowie saure Komponenten anderer Zellstrukturen und extrazelluldrer
Bestandteile blau bis violett. Der saure Farbstoff Eosin fiarbt zahlreiche zelluldre und
extrazelluldre Strukturen in einem roten Farbton (siche Tabelle 7 und Bild 34) "%,

Van Gieson Firbung (v.G.)

Die van Gieson-Farbung ist eine in der Histologie hdufig verwendete Farbung zur
Darstellung von Bindegewebe und Muskulatur. Die Zellkerne stellen sich hier durch
Weigerts Eisenhdmatoxylin schwarzbraun dar. Pikrinséure-Saurefuchsin farbt das

Zytoplasma gelbbraun, kollagenes Bindegewebe rot, elastische Fasern sowie
Bindegewebe und Erythrozyten gelb (siehe Tabelle 7 und Bild 35).
Tabelle 7 Resultate bei der H.E.- und Van G.-Férbung modifiziert nach’
Zellkerne | Zvtoplasma elast. kollag. hyaliner | verkalkter | Muskel-
ytop Bindegew. | Bindegew. | Knorpel Knochen zellen
H.E. blau blaRrot rosa rot blablau- rot dunkelrot
violett
braun- gelb od.
v. G. schwarz gelb-braun gelb rot rot gelb-rot gelb

Bild 34 Arteria carotis communis,
H.E.-Fdrbung
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Histomorphometrische Quantifizierung

Die Arteria carotis communis wird von der Bifurkation ausgehend, seriell iiber 1000 pm
durchgeschnitten. Seriell bedeutet hierbei, dass die Schnitte von 2 pum Dicke,
durchgehend angefertigt und auf Objekttrager aufgenommen werden, ohne
zwischendurch Gewebe zu verwerfen. Da bei der Denudation, die Verletzung des
Endothels, fast tber die gesamte Lange der Arterie erfolgt, kann man so die
Morphologie des ganzen Gefi3es ausnahmslos beurteilen.

Um vergleichbare Daten zu erhalten muss fiir jedes einzelne Prdparat, die gleiche
Lokalisation untersucht und ausgewertet werden. Es werden jeweils 500 Schnitte von je
2 um analysiert. Begonnen wird mit dem ersten Schnitt, von der Bifurkation ausgehend,
bei dem die Arteria carotis externa und interna ein gemeinsames Lumen haben (siche
Bild 36).

Carotis
externa

AN

Start —»

Carotis /
interna

Bild 36 Schematische Darstellung der Arteria carotis communis, griin: erster Schnitt, von der
Bifurkation ausgehend, bei dem die Carotis externa und interna ein Lumen bilden

Carotis communis

Folgende Kriterien miissen auBBerdem bei jedem Schnitt erfiillt werden. Der maximale
Durchmesser des Gefdles darf 600 um nicht tberschreiten (der physiologische
Durchmesser der Arteria carotis communis der Maus liegt bei etwa 350-400um).
AuBerdem werden GefiBle mit komplett zerstorter Intima nicht in die Auswertung
genommen.

Hat man die den Kriterien entsprechenden Geféf3schnitte ausgewéhlt, wird jeder fiinfte
Schnitt mittels einer hochauflésenden Kamera (Axiocam MRc5, Fa. Zeiss, Gottingen)
unter einem Durchlichtmikroskop (Leica DMRB, Fa. Leica Microsystems GmbH,
Wetzlar) mit 200facher VergroBerung (PL Fluotar 20x/0,50, Fa. Leica Microsystems
GmbH, Wetzlar) abfotografiert. Die Flichenberechnung der Neointima erfolgt mit Hilfe
des Bildanalyseprogramms Cap Image (Cap Image 7.1; Dr. H. Zeintl, Ingenieurbiiro Dr.
Zeintl, Heidelberg, Deutschland) **.



Zunichst wird die Gesamtfldche ausgemessen (sieche Bild 37). Als dullere Grenze dient
die in der van Gieson-Férbung in dunkelviolett gut sichtbare Membrana elastica interna.
Von der Gesamtfliche wird die Flache des Gefifllumens abgezogen. Man erhiélt so die
Flache die von Intima und Neointima eingenommen wird, und kann diese mit anderen
Bildern vergleichen.

Bild 37 histologischer Schnitt der Arteria carotis communis,; Schematische Darstellung der
Berechnung der Neointimafldiche; als dufere Begrenzung dient die Membrana
elastica interna; von der Gesamtfliche wird die Fliche die das Gefdflumen
einnimmt, abgezogen, 100fach

4.4 Versuchsprotokolle und experimentelle Gruppen

4.4.1 Rolle der durch Sphk1 vermittelten S1P-Synthese fiir die Atherosklerose

Um den Einfluss der Sphk1 vermittelten Sphingosin-1-Phosphat-Synthese und von S1P-
Rezeptoren auf die Atherogenese zu analysieren, werden zwei unterschiedliche
Versuchsmodelle verwendet.

Vergleich von Sphk1+/+ApoE'/' mit Sphkl'/'ApoE'/' Maiusen

Zundchst wird die Rolle der Sphingosinkinase Typ 1 bei der Entstehung von
atherosklerotischen ~ Verdnderungen  untersucht. Dazu  werden  ApoE-S1P-
doppeldefiziente Méuse mit ApoE”~ S1P"* Tieren (als Kontrolle), bei unterschiedlich
starker Ausprigung der Atherosklerose verglichen. In drei Versuchsgruppen wird jeder
Miusestamm {iber 7, 10 und 13 Wochen, mit cholesterinreicher Didt gefiittert. Dann
werden Aortenbogen und die Carotiden entnommen, und die Plaquegrofle mittels Sudan
[II-Féarbung ermittelt (siche Tabelle 8).



Tabelle 8 Versuchsprotokoll zum Einfluss von SIP auf die Atherogenese; Vergleich von
ApoE”" Sphk1™" mit Sphkl” ApoE"" Miiusen

Stamm Cholesterinfutter Anzahl Geschlecht Alter Auswertung
-/~ +/+ _ 10'1 2 n

ApoE™ Sphk1 7 Wochen n=5 sex matched Wochen Plaquegréfie

ApoE™ Sphk1™ 10 Wochen n=8 sex matched 191 PlaquegroRe
Wochen

ApoE” Sphk1** 13 Wochen n=12  sexmatched 0 18 PlaquegroRe
Wochen

ApoE'/' Sphk1'/' 7 Wochen n=4 sex matched 10-12 Plaquegréfe
Wochen

ApoE™ Sphk1”™ 10 Wochen n=8 sex matched 15719 Plaquegrofie
Wochen

ApoE™ Sphk1”™ 13 Wochen n=11  sexmatched 018 PlaquegroRe
Wochen

Behandlung von ApoE'/ " Miusen mit dem S1P-Agonisten Fingolimod und DMSO

Im zweiten Versuchsmodell werden ApoE-defiziente Méduse iiber 11 Wochen mit
DMSO oder dem S1P-Agonisten Fingolimod behandelt. Es soll untersucht werden,
welche S1P-Rezeptoren bei der Atherogenese eine Rolle spielen. Da Fingolimod in
DMSO gelost ist, dient die Behandlung mit diesem Losungsmittel als Kontrolle zur
Fingolimodverabreichung. Die Applikation erfolgt alle drei Tage mittels
Magensondenfiitterung in einer Dosierung von 2,5mg/kg Fingolimod tiber 11 Wochen,
wobei Fingolimod in einer Konzentration von 5mg/ml in 10% DMSO gelost ist.
Entsprechend erfolgt die Gabe von 10% DMSO. Nach 11 Wochen Medikation erfolgt
eine intravitalmikroskopische Untersuchung der Leukozyten-Zellwand-Interaktionen.
Man farbt die Leukozyten in vivo mittels Venenkatheter mit dem Fluoreszenzfarbstoff
Rhodamin 6G, und verwendet das oben beschriebene Aufzeichnungsschema.
AnschlieBend werden der Aortenbogen und die beiden Carotiden entnommen und
mittels Sudan III-Farbung die PlaquegroB3e festgestellt (siche Tabelle 9).



Tabelle 9 Versuchsprotokoll zum Einfluss von SIP auf die Atherogenese; Vergleich von ApE™
Mcusen mit Fingolimod- bzw. DMSO-Behandlung

Stamm Behandlung Anzahl  Geschlecht  Alter Auswertung
11 Wochen
perorale IVM: n=4 14-16 Leukozyten-
ApoE"' Behandlung mit Plaque: sex matched Wochen Adhasion,
Fingolimod in 10% n=7 PlaquegréiRe
DMSO
11 Wochen IVM: n=3 Leukozyten-
ApoE-  Perorale Plaque: sexmatched 416 Aghasion
Behandlung mit laque: Wochen oo rége
10% DMSO n=7 queg
" Plaque: 14-16 -
ApoE unbehandelt n=2 sex matched Wochen PlaquegréiRe

4.4.2 Rolle von Sphingosin-1-Phosphat in der arteriellen Thrombose

Um die mogliche Rolle von S1P in der Entstehung der arteriellen Thrombose néher zu
bestimmen, werden fiinf Versuchsgruppen in zwei unterschiedlichen Modellen
untersucht. Bei allen Tieren erfolgt die Verletzung des Endothels mittels Denudation.
Die Aufnahmeschemata sind alle identisch und sind im Kapitel 4.3 genau
beschriebenen. Um die Interaktion der Thrombozyten mittels
Videofluoreszenzmikroskopie beurteilen zu konnen werden zunichst Blutplittchen
eines Spendertieres isoliert und ex vivo mit dem Fluorophor 5(6)-CFDA angefirbt.
Dann erfolgt die Injektion der gefarbten Thrombozyten tiber einen Venenkatheter in das
Empfiangertier. Anschliefend beginnen die intravitalmikroskopischen Aufnahmen.

Vergleich von S]:)hlir/+ mit Sphkl'/' Maiusen

" und Sphk1”~ Miuse miteinander verglichen,

Im ersten Versuchsmodell werden Sphk1
um eine mogliche Einwirkung der Sphingosinkinase Typ 1 auf die arterielle Thrombose
zu analysieren. Anhand intravitalmikroskopischen ~ Aufnahmen  der
fluoreszenzmarkierten Thrombozyten, wird die Anzahl der adhdrenten Blutplittchen
und das Ausmall der Aggregation dieser Zellen, an der verletzten GefifSwand

dargestellt, ausgewertet und verglichen (siehe Tabelle 10).

von



Tabelle 10 Versuchsprotokoll zum Einfluss von SIP auf die arterielle
Thrombose; Vergleich von Sphk1"" und Sphk1” Mciusen

Stamm Anzahl  Geschlecht Alter Auswertung
Thrombozyten-

Sphk1*”*  n=5 sex matched 6-8 Wochen  adhasion und
-aggregation

Thrombozyten-
Sphk1"' n=5 sex matched 8-11 Wochen adhésion und
-aggregation

Behandlung von S1P"* Miusen mit den S1P-Rezeptoragonisten Fingolimod und SEW
2871, und dem Losungsmitte]l DMSO

Im zweiten Versuchsmodell geht es darum, den Einfluss einzelner S1P-Rezeptoren auf
die Entstehung der arteriellen Thrombose darzustellen. Dazu werden den Tieren die
S1P-Rezeptoragonisten Fingolimod (2,5mg/kg) oder SEW 2871 (20mg/kg)
intraperitoneal verabreicht. Da diese Wirkstoffe in DMSO gelost sind, dient eine dritte
mit DMSO (15ul, 1:10 mit Aqua ad injektabile verdiinnt) behandelte Tiergruppe, als
Kontrolle. In allen drei Versuchsgruppen bekommen sowohl Spender- als auch
Empfingertiere 6 Stunden vor Versuchsbeginn eine intraperitoneale Injektion der
entsprechenden  Stoffe. Nach fiinf Stunden erfolgt die Blutabnahme und
Thrombozytenprédparation bei den Spendertieren. Die Vorbereitung und Féarbung der
Blutpléttchen zur intravendsen Injektion in das Empfingertier, erfolgt nach bekanntem
Protokoll (siehe 4.2.7). Abweichend davon werden die Thrombozyten vor intravendser
Injektion mit Fingolimod (180pug/ml), SEW 2871 (440png/ml) oder DMSO (36ul/ml)
zusdtzlich vorinkubiert. So ist gewihrleistet, dass das Empfingertier und die
Thrombozyten des Spendertiers ausreichend mit den Wirkstoffen in Kontakt gekommen
sind. SchlieBlich erfolgt 6 Stunden nach Medikation die intravitalmikroskopische
Aufnahme der Thrombozyteninteraktion in der Arteria carotis der Empfingertiere. Man
bewertet die Thrombozytenadhdsion und- aggregation an die verletzte GefaBwand nach
Denudation bei unterschiedlicher Behandlung mit S1P-Rezeptoragonisten (siche
Tabelle 11).

Tabelle 11 Versuchsprotokoll zum FEinfluss von SIP auf die arterielle Thrombose;
Behandlung mit Fingolimod, SEW 2871 und DMSO

Stamm Behandlung Anzahl  Geschlecht Alter Auswertung
. . Thrombozyten-
Sphk1** gLng?;'rg%d n=5 sex matched 7-10 Wochen adhasion und
P -aggregation
SEW Thrombozyten-
Sphk1** 6horsop "0 sex matched 8-14 Wochen adhasion und
P -aggregation
DMSO Thrombozyten-
Sphk1*"* 6h pra OP n=5 sex matched 7-8 Wochen  adhasion und

-aggregation



4.4.3 Rolle von Sphingosin-1-Phosphat fiir die Rekrutierung von eEPCs in der
arteriellen Thrombose

Anhand der folgenden zwei Versuchsmodelle wird die Rolle von SIP fiir die
Rekrutierung der endothelialen Progenitorzellen an die verletzte GefidBwand nach
Denudation eruiert. Die Prdparation und Farbung der T17b-Zellen erfolgt nach
bekanntem Protokoll (siehe 4.2.6). Bevor man mit den intravitalmikroskopischen
Aufnahmen beginnt, werden die fluoreszenzmarkierten T17b-Zellen dem Empfiangertier
mittels Venenkatheter injiziert. Nach erfolgter Denudation wird die Anzahl der
adhérenten Zellen mittels Auswertungsfenster bestimmt und miteinander verglichen.

Vergleich von Sphkl”+ mit Sphkl'/' Maiusen

Zundchst wird der Einfluss der durch Sphingosinkinase Typ 1 vermittelten S1P-
Freisetzung aus den Thrombozyten im Bereich der defekten GefdBwand auf die
Interaktion zwischen T17b-Zellen und der denudierten GefiBwand untersucht. Dazu
vergleicht man Mausestimme mit ausgeknockter Sphkl mit dem dazugehdrigen
Kontrollstamm (siehe Tabelle 12).

Tabelle 12 Versuchsprotokoll zum Einfluss von SIP auf die TI7b-
Zellrekrutierung; Vergleich von Sphk1™"" und Sphk1” Musen

Stamm Anzahl  Geschlecht Alter Auswertung

Rekrutierung

+/+ _
Sphk1 n=3 sex matched 7-13 Wochen T17b-Zellen

Rekrutierung

/- _
Sphk1 n=3 sex matched 6 Wochen T17b-Zellen

Behandlung von Sphkl“+ Miusen mit den S1P-Agonisten Fingolimod und SEW 2871,
und dem Losungsmittel DMSO

Die verschiedenen SI1P-Rezeptoren konnen unterschiedliche Wirkung auf die
Rekrutierung von T17b-Zellen haben. Daher werden Sphkl”+ Miduse mit den S1P-
Rezeptoragonisten Fingolimod und SEW 2871 und dem dazugehérigen Losungsmittel
DMSO behandelt und mittels Drahtverletzung eine arterielle Thrombose induziert. Die
nach beschriebenem Protokoll priparierten und fluoreszenzgefirbten T17b-Zellen
werden intravends appliziert. Danach folgt die intravitalmikroskopische Aufzeichnung
der Zellinteraktionen nach vorgegebenem Aufnahmeschema. Die Anzahl der adhirenten
T17b-Zahlen wird ausgezihlt und mit den anderen Versuchsgruppen verglichen (siehe
Tabelle 13).



Tabelle 13 Versuchsprotokoll zum FEinfluss von SIP auf die TI17b-Zellrekrutierung,
Behandlung mit Fingolimod, SEW 2871 und DMSO

Stamm Behandlung Anzahl Geschlecht Alter Auswertung
Sphk1*"* gihng(r)él_lirg%d n=5  sexmatched  7-10 Wochen .'?18 ?tr)ugzlrluel:lg
Sphk1*"* SE\F/)Y'a oP n=5 sex matched  6-11 Wochen 13?;&;2[;?19
Sphk1™* gf?ﬂggop n=5  sexmatched  7-10 Wochen 13?;&;2{;;?19

4.4.4 Rolle von Sphingosin-1-Phosphat in der Neointimaformation

Um die Einwirkung von S1P auf die Bildung von Neointima beurteilen zu kénnen
werden Sphk1™" und Sphkl”™ Miuse zu verschiedenen Zeitpunkten nach
Gefilverletzung untersucht. Die Neointimaformation wird mittels Drahtverletzung der
Arteria carotis communis induziert. Dabei erfolgt die Verletzung des Endothels
oberflachlich. Im Vergleich dazu wird in zusétzlichen Tiergruppen als Modell fiir eine
starke Thrombose, ein tiefer Media-Schaden hervorgerufen. 7, 14, 21 bzw. 28 Tage
spiter werden die Carotiden entnommen und die Flidche der gebildeten Neointima
histomorphometrisch vermessen und verglichen(siehe Tabelle 14).



Tabelle 14 Versuchsprotokoll zum FEinfluss der Sphkl bei der Neointimaformation nach

Stamm

Sphk1*"*

Sphk1*"*

Sphk1*"*

Sphk1*"*

Sphk1*"*

Sphk1”

Sphk1”

Sphk1”

Sphk1”

Sphk1”

Endothelverletzung
Untersuchungs-
Behandlung zeitpunkt
7 Tage nach
keine Denudation,
Endothelschaden
7 Tage nach
keine Denudation, tiefer

keine

keine

keine

keine

keine

keine

keine

keine

Mediaschaden

14 Tage nach
Denudation,
Endothelschaden

21 Tage nach
Denudation,
Endothelschaden

28 Tage nach
Denudation,
Endothelschaden

7 Tage nach
Denudation,
Endothelschaden

7 Tage nach
Denudation, tiefer
Mediaschaden

14 Tage nach
Denudation,
Endothelschaden

21 Tage nach
Denudation,
Endothelschaden

28 Tage nach
Denudation,
Endothelschaden

Anzahl

n=5

=]
1
~

n=5

n=5

n=5

n=5

n=5

n=5

n=5

Geschlecht Alter
sex 8-10
matched Wochen
sex 6-7
matched Wochen
sex 7-9
matched Wochen
sex 7-10
matched Wochen
sex 7-10
matched Wochen
sex 7-10
matched Wochen
sex 7-8
matched Wochen
sex 7-14
matched Wochen
sex 7-14
matched Wochen
sex 6-9
matched Wochen

Auswertung

Neointima-
formation

Neointima-
formation

Neointima-
formation

Neointima-
formation

Neointima-
formation

Neointima-
formation

Neointima-
formation

Neointima-
formation

Neointima-
formation

Neointima-
formation



In einer weiteren Versuchgruppe werden Sphk1™" Mause iiber 7 Tage mit Fingolimod
behandelt um die Rolle der S1P-Rezeptoren fiir die Neointimaformation zu beurteilen.
Auch hier erfolgt eine tiefe GefiBwandverletzung mit Media-Schaden mittels
Denudation (siehe Tabelle 15).

Tabelle 15 Versuchsprotokoll zum Einfluss der S1P-Rezeptoren bei der Neointimaformation
nach Endothelverletzung

Stamm Behandlung ;J;::Lsnukcthungs- Anzahl Geschlecht Alter Auswertung
7 Tage nach e
++ 7 Tage o _ sex 9 Neointima-
Sphk1 Fingolimod Denudation, tiefer  n=6 matched Wochen formation

Media-Schaden

4.5 Auswertung und Statistik

Alle Daten wurden mit Hilfe des Programms Excel (Microsoft Corporation)
ausgewertet und graphisch dargestellt. Die Ergebnisse wurden als Mittelwerte mit
dazugehorigen Standardfehlern angegeben.

Um verléssliche Aussagen treffen zu konnen, werden in dieser Arbeit zur Auswertung
der Daten einige Methoden der deskriptiven Statistik verwendet. Damit ldsst sich eine
bestimmte Menge von gesammelten Daten summarisch darstellen und auswerten. Als
signifikant bezeichnet man in der Statistik Ergebnisse, bei denen der Unterschied
zwischen den Ergebnissen nur mit einer definierten geringen Wahrscheinlichkeit durch
Zufall zustande gekommen ist. Mittels eines Signifikanztest kann diese Signifikanz
tiberpriift werden. Dazu wird anfangs eine Irrtumswahrscheinlichkeit p festgelegt. Ein
Unterschied wird als signifikant bezeichnet wenn p<0,05, also kleiner 5 Prozent ist.
Wenn p<0,001 spricht man von hochsignifikanten Ergebnissen. Zur Auswertung und
Berechnung der hier erhobenen Daten wurde mit Hilfe des Auswertungsprogramm
SigmaStat® der Man Whitney Rank Sum Test durchgefiihrt.



S5 Ergebnisse

Durch die in diesem Tiermodell verwendeten intravitalmikroskopischen
Untersuchungen ist es moglich, zellulire und molekulare Mechanismen in der
Atherosklerose, der arteriellen Thrombose und bei der Neointimaformation detailgetreu
und in Echtzeit darzustellen.

Im Modell der spontanen Atherosklerose konnen zelluldre Prozesse und deren
Regulation in der nicht verletzten aber dysfunktionellen GefaBwand definiert werden.

Die verwendete Methode der Denudation, stellt eine gute Moglichkeit dar, die
Zerstorung der intakten antiadhdsiven Endothelzellschicht, wie sie beispielsweise
wihrend koronarer Interventionen mittels Katheterisierung auftreten kann, zu
simulieren. Es kommt zur Freilegung der subendothelialen kollagenen Matrix mit allen
Folgen, von der Anlagerung der Thrombozyten, iiber die arterielle Thrombose bis hin
zur Neointimaformation und schlieBlich zur Ausheilung des Defekts.

5.1 Einfluss von Sphk1 und S1P-Rezeptoren auf die Atherosklerose

Mit Hilfe der ApoE-defizienten Maus, kénnen verschiedene Stadien der Entstehung von
atherosklerotischen Verdnderungen auf molekularer und zelluldrer Ebene untersucht
werden. Durch das Einkreuzen einer Sphk1-Knockouts in den ApoE” “-Hintergrund soll
eruiert werden, welche Rolle der Sphingosinkinase Typ 1 bei der Atherogenese
zukommt. Die Sphk1”" ApoE'/ " Tiere werden entsprechend der mendelschen Verteilung
geboren. Es wird keine erhohte prinatale Mortalitit durch Sphkl” im ApoE™
Hintergrund beobachtet.

Vergleich von Sphk1+/+Ap0E'/’ mit Sphkl'/'ApoE'/' Miusen

Bei der Erforschung der Rolle von Sphingosinkinase Typ 1 bei der Entstehung der
Atherosklerose, werden Versuchsgruppen iiber 7, 10 und 13 Wochen mit einer
cholesterolreichen Diét gefiittert. Anschliefend werden die Tiere geopfert, und mittels
Sudan III-Farbung, die atherosklerotischen Plaques an Arteria carotis communis und
Aortenbogen dargestellt und analysiert.

Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 38 und 39 dargestellt. Man erkennt, dass die
Flache der atherosklerotischen Plaques an der Arteria carotis communis und am
Aortenbogen, mit zunehmendem Alter und steigender Fiitterungsdauer, stetig zunimmt.
Zum anderen zeigt sich, dass an beiden Lokalisationen (Aortenbogen und Arteria
carotis communis) und zu allen Zeitpunkten, kein signifikanter Unterschied zwischen
den Tieren mit ausgeknockter Sphingosinkinase Typ 1 und den entsprechenden



Kontrolltieren zu erkennen ist. Weiterhin ist zu beachten, dass die Plaqueentwicklung
am Aortenbogen deutlich stirker ausgeprigt ist als an der Arteria carotis communis
(siehe Bild 38 und Bild 39).
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Bild 38 Vergleich Sphkl™ ApoE” mit Sphkl”ApoE™"; mittlere Plagquegrdfie in
Prozent der Gesamtfliche am Aortenbogen der Maus, Cholesterinreiche
Dicit iiber 7, 10 und 13 Wochen
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Bild 39 Vergleich Sphk1™* ApoE” mit Sphkl” ApoE™"; mittlere Plagquegrdfie in
Prozent der Gesamtfldche an der Arteria carotis communis der Maus;
Cholesterinreiche Dicit iiber 7, 10 und 13 Wochen

Behandlung von ApoE'/ " Miusen mit dem S1P-Rezeptoragonisten Fingolimod und
DMSO

Um die Rolle von S1P-Rezeptoren fiir die Entstehung von atherosklerotischen Plaques
an der Arteria carotis communis und am Aortenbogen der Maus zu ermitteln, werden
ApoE-Knockoutméuse tiber 11 Wochen mit dem S1P-Rezeptoragonisten Fingolimod
behandelt. Als Kontrolle dient eine Tiergruppe die iiber den gleichen Zeitraum DMSO
appliziert bekommt. Zusédtzlich erfolgt fiir alle Gruppen die Fiitterung mit



Cholesterinfutter. Dann wird mittels intravitalmikroskopischer Aufnahmen, die
Leukozytenrekrutierung an das dysfunktionelle Endothel der Arteria carotis communis
beurteilt. Dazu wird iiber einen Venenkatheter der Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin 6G
verabreicht, welcher in den Zellkernen der Leukozyten akkumuliert und unter dem
Epifluoreszenzmikroskop detektiert werden kann (siehe Bild 40).
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Bild 40 Links: intravitalmikroskopische Aufnahmen der Arteria carotis communis einer
ApoE"" Maus nach Behandlung mit DMSO an drei Lokalisationen (von oben:
Communisl, Communis2, Bifurkation)

Rechts: intravitalmikroskopische Aufnahmen der Arteria carotis communis einer
ApoE™" Maus nach Behandlung mit Fingolimod an drei Lokalisationen (von
oben: Communisl, Communis2, Bifurkation)

Pfeile: Leukozyten

Bei der Auszdhlung der Leukozyten unterscheidet man zwischen adhédrenten und
rollenden Leukozyten. Es werden drei Lokalisationen ausgewertet. Zum einen
untersucht man die Bifurkation der Arteria carotis. Die Ergebnisse zwei weiterer
Auswertungsfenster an der Arteria carotis communis (Communis 1 und Communis 2)
werden gemittelt und sind in Bild 40 dargestellt.

Betrachtet man die Ergebnisse an der Aufzweigungsstelle der Arteria carotis communis
in die Arteria carotis externa und interna, siecht man, dass die Anzahl rollender und
adhédrenter Leukozyten nach Fingolimod-Applikation deutlich vermindert ist. Dabei ist
die Reduktion statistisch signifikant (siehe Bild 41).



ApoE™ Tiere: 11 Wochen Fingolimod/DMSO-Behandlung,
Leukozytenadhasion (/mm?) an der Bifurkation
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Bild 41 ApoE-/- Tiere; 11 Wochen Fingolimod- /DMSO-Behandlung,
Leukozytenadhdsion pro mm2 an der Bifurkation der Arteria carotis;
links die rollenden und rechts die fest adhdrenten Leukozyten

Auch im weiteren Verlauf der Arteria carotis communis sieht man deutlich
herabgesetzte Zahlen an fest und transient adhédrenten und rollenden Leukozyten bei den
Maiusen mit Fingolimod-Behandlung im Vergleich zu den Kontrolltieren (siehe Bild
42).

ApoE-/- Tiere: 11 Wochen Fingolimod/DMSO-Behandlung,
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Bild 42 ApoE-/- Tiere; 11 Wochen Fingolimod- /DMSO-Behandlung und
Cholesterinfutter; Leukozytenadhdision pro mm?2 an der Arteria carotis
communis; links die rollenen und rechts die fest adhdrenten Leukozyten



Nach Beendigung der intravitalmikroskopischen Aufnahmen, werden die Tiere getotet
und der Aortenbogen sowie die beiden Carotiden zur Beurteilung der
atherosklerotischen Verdnderungen entnommen und mit Sudan III-Losung angefarbt
(siehe Bild 43).

DMSO-Behandlung Fingolimod-Behandlung

Aortenbogen Aortenbogen Ta.

25-fach . . =

Carotis gommums
40-fach

Bild 43 Links: Aortenbogen und Arteria carotis communis einer mit DMSO
behandelten ApoE”~ Maus, Sudan I1I-Féirbung
Rechts: Aortenbogen und Arteria carotis communis einer mit
Fingolimod behandelten ApoE”~ Maus, Sudan ITI-Férbung

Bei der statistischen Auswertung der Daten zeigt sich eine signifikante Reduktion der
Plaqueflache bei Tieren, die iiber 11 Wochen mit dem S1P-Agonisten Fingolimod
behandelt worden waren (siehe Bild 44).
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Bild 44 ApoE-/- Tiere; 11 Wochen Fingolimod- /DMSO-Behandlung und
Cholesterinfutter; mittlere Plaquegrdfe in Prozent der Gesamtfliche an
Aortenbogen und an der Arteria carotis communis



5.2 Rolle von Sphk1 und S1P-Rezeptoren in der arteriellen
Thrombose

Zur Induktion einer arteriellen Thrombose erfolgt die Verletzung des Endothels mittels
Denudation. Dann wird die Interaktion der Thrombozyten mit der freigelegten
subendothelialen Matrix mittels Videofluoreszenzmikroskopie beurteilt. Dazu werden
Blutpléttchen eines Spendertieres isoliert, ex vivo mit dem Fluorophor 5(6)-CFDA
angefdrbt und tiber einen Venenkatheter in das Empfingertier injiziert. Nun wird die
Anzahl der fest adhdrenten Thrombozyten bestimmt, das Ausmal} der Aggregation von
Thrombozyten an der verletzten GefiBwand berechnet, und die Ergebnisse statistisch
bewertet.

Vergleich von S]:)hlir/Jr mit Sphkl'/' Maéiusen

Durch den Vergleich von Sphkl-defizienten Tieren mit Kontrolltieren, soll die
Einwirkung der Sphingosinkinase 1 auf die Mechanismen der arteriellen Thrombose
demonstriert werden. Dazu wird zundchst die Anzahl einzelner fest adhirenter
Thrombozyten 1i1m Bereich der Endothelverletzung ermittelt. Wie die
intravitalmikroskopischen Bilder und das Diagramm zeigen, macht die Abwesenheit
von Sphingosinkinase Typ 1 keinen Unterschied fiir die Thrombozytenadhdsion, im
Vergleich zu den Mausen mit intakter Sphk1 (siehe Bild 45 und Bild 46).

Sphk1** Sphk17”-

Bifurkation

Communis 2

Communis 1

Bild 45 intravitalmikroskopische Aufnahmen bei
Sphk1™"* und Sphkl™” Mcusen:
Thrombozytenadhdsion und -aggregation nach
Denudation an drei Lokalisationen
(Bifurkation, Communis 2, Communis 1)
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Bild 46 Vergleich Sphkl™"" und Sphk1™" Tiere; Adhdision einzelner Thrombozyten
pro mm’ nach Denudation an der Arteria carotis communis

Im Gegensatz dazu zeigt sich in der Darstellung der Aggregationsfliche der
Thrombozyten, eine Tendenz, dass die Neigung der Thrombozyten, sich aneinander zu
lagern und einen Thrombus zu bilden, in den Sphkl-defizienten Maéusen, leicht
gesteigert ist. Bei den Aufnahmen der Arteria carotis, die 60 Minuten nach Denudation
erfolgt, ist dieser Unterschied statistisch signifikant (siche Bild 47).
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Bild 47 Vergleich Sphk1™" und SphkI™" Tiere; Aggregationsfliche der
Thrombozyten in mm’ nach Denudation an der Arteria carotis communis

Behandlung von Sphle+ Miusen mit den S1P-Rezeptoragonisten Fingolimod und
SEW 2871. und dem Losungsmittel DMSO (Vehikel-Kontrolle)

Nachstes Ziel war es, den Einfluss von S1P-Rezeptoren auf die
Regulationsmechanismen der arteriellen Thrombose aufzuzeigen. Dazu werden die
Maiuse mit den S1P-Rezeptoragonisten Fingolimod (bindet an S1P; 3.5) und SEW 2871
(bindet an S1P;) behandelt, und anschliefend untersucht. Mittels Drahtverletzung wird
die Endothelschicht in der Arteria carotis communis zerstért und die arterielle
Thrombose initiiert. Die Behandlung mit den Agonisten erfolgt sowohl beim
Empfinger- als auch beim Spendertier. Zusitzlich werden die préparierten und



gefirbten Thrombozyten mit Fingolimod bzw. SEW 2871 vorinkubiert. Dann erfolgt
die Beurteilung der Thrombozytenadhdsion und —aggregation im denudierten Bereich
des Gefiles.

Wie die Ergebnisse der Fluoreszenzaufnahmen zeigen, wird die feste Adhision
einzelner Blutplittchen sowohl durch Fingolimod, als auch durch SEW 2871 signifikant
reduziert, wobei der Unterschied zu den  Kontrolltieren bei  der
Fingolimodverabreichung deutlicher ist als bei der Applikation von SEW 2871 (siche
Bild 48).
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Bild 48 SphkI™" Miuse behandelt mit Fingolimod, SEW 2871 oder
DMSO; Thrombozytenadhdsion pro mm’ nach Denudation an
der Arteria carotis communis

Die Analyse der Ergebnisse der Thrombozytenaggregation im Bereich der arteriellen
Thrombose ergibt ein dhnliches Bild. Auch die Fliche, die durch aggregierte
Blutpléttchen an der exponierten subendothelialen Matrix eingenommen wird, ist durch
Fingolimod-, ebenso wie durch SEW 2871-Medikation, deutlich reduziert. Aufgrund
der hohen Standardabweichung bei den mit SEW 2871 behandelten Tieren, der
Unterschied nicht signifikant (sieche Bild 49).
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5.3 Rolle von Sphk1 und S1P-Rezeptoren fiir die Rekrutierung von
eEPCs in der arteriellen Thrombose

Bei diesem Tiermodell wird die Rolle von S1P fiir die Regulation der Rekrutierung von
T17b-Zellen an die durch Denudation verletzte GefaBwand eruiert. Dazu werden T17b-
Zellen ex vivo mit einem Fluoreszenzfarbstoff angefarbt und dem Empféangertier iiber
einen intravendsen Katheter injiziert. Die anhaftenden T17b-Zellen werden mittels
Videofluoreszenzauthahmen gezihlt und ausgewertet.

Vergleich von Sphle " mit Sphkl'/ “Maéusen

Zunichst wird der Einfluss der Sphingosinkinase Typ 1 auf die Interaktion zwischen
eEPCs und der freigelegten subendothelialen Matrix nach GefiBwandverletzung
untersucht. Dazu vergleicht man Maiusestimme mit ausgeknockter Sphkl mit dem
dazugehorigen Kontrollstamm wund analysiert die Anzahl von am Thrombus
adhidrierenden T17b-Zellen im Bereich der Arteria carotis communis der Maus.

Stellt man die Ergebnisse der Versuche mit Sphk1™" und Sphk1™ Tieren einander
gegeniiber, wird kein Unterschied ersichtlich. Die Rekrutierung der T17b-Zellen erfolgt
bei beiden Mausestimmen in gleicher Auspréagung (siche Bild 50).
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Bild 50 Vergleich Sphkl™" und Sphkl™" Tiere; adhcrente T17b-Zellen pro mm’ nach
Denudation an der Arteria carotis communis

Behandlung von S1P™* Miusen mit den S1P-Agonisten Fingolimod und SEW 2871,
und dem Losungsmittel DMSO

Der Versuch wird in gleicher Weise mit Wildtyptieren wiederholt, wobei dieses Mal die
Empfingermiuse mit den SI1P-Agonisten Fingolimod und SEW 2871 vorbehandelt
werden. Zusétzlich werden auch die priparierten T17b-Zellen vor Injektion in das zu
untersuchende Tier mit den Agonisten vorinkubiert. Es schlieft sich die
intravitalmikroskopische Untersuchung der T17b-Zell-Interaktion in der Arteria carotis
communis an.



Deutlich kann man erkennen, dass in diesem Versuchsmodell, SEW 2871 keinen Effekt
auf die Rekrutierung der T17b-Zellen hat. Fingolimod hingegen, erhoht die Anzahl der
an der verletzten GefaBwand anhaftenden T17b-Zellen signifikant (siche Bild 51).
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5.4 Rolle von Sphk1 und S1P-Rezeptoren in der Regulation von Zell-
Zell-Interaktionen und in der Neointimaformation nach
Gefifiverletzung

Durch Drahtverletzung der Endothelschicht in der Arteria carotis communis wird initial
eine Thrombose induziert. Im Verlauf kommt es zur Inflammation in der GefiBwand
und schlieBlich zur Neointimaproliferation. Im letzten Teil werden die Tiere zu
verschiedenen Zeitpunkten nach Gefiverletzung videofluoreszenzmikroskopisch
untersucht und anschlieBend geopfert. Beurteilt werden die Leukozytenadhdsion mit
Hilfe der Videoaufnahmen am Tag der Verletzung, und die Dickenzunahme der Intima
mittels histomorphometrischer Quantifizierung 7, 14, 21 und 28 Tage nach Verletzung.
Verglichen werden Sphk1™" und Sphk1” Tiere. AuBerdem wird eine Wildtypgruppe
nach der Denudation iiber sieben Tage mit Fingolimod behandelt.

Insgesamt ergibt sich kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Tierstimmen
mit und ohne funktionelle Sphingosinkinase Typ 1 (sieche Bild 52).
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Auch die Quantifizierung der histologischen Schnitte zeigte im Ganzen keinen
Unterschied zwischen den beiden Mausestimmen. In zwei Versuchsgruppen (7 Tage
und 14 Tage nach Denudation) gibt es zwar eine signifikante Reduktion der
Neointimaformation, in den drei anderen Gruppen ist die Bildung von Neointima jedoch
nahezu identisch. Auch die Behandlung mit Fingolimod nach erfolgter Denudation
zeigte keinen Effekt auf die intimale Proliferation (siehe Bild 53)
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5.5 Zusammenfassung der Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit sollte die Relevanz des iiberwiegend durch Thrombozyten
sezernierten Sphingosin-1-Phosphats flir inflammatorische und proliferative Prozesse
im Rahmen der Atherosklerose, der artericllen Thrombose und des vaskulédren
Remodellings im Rahmen der Neointimaformation nach Verletzung der GefiBBwand
genauer untersucht werden. Dazu wurden Zell-Interaktionen zwischen Thrombozyten,
Leukozyten, eEPCs und der freigelegten subendothelialen Matrix mit Hilfe von
fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung in vivo analysiert. Aullerdem erfolgte die
quantitative Auswertung der Plaquegr6Be mittels Sudan-III-Farbung in ApoE-
defizienten Médusen, und die histomorphometrische Ausmessung der Neointimabildung,
anhand von histologischen Schnitten der Arteria carotis communis der Maus.

5.5.1 Rolle von Sphk1 und S1P-Rezeptoren in der Atherosklerose

a) Das vollstindige Fehlen von Sphingosinkinase Typ 1 in allen Zellen, hat keinen
Einfluss auf die Entstehung atherosklerotischer Plaques am Aortenbogen und
der Arteria carotis communis der ApoE-defizienten Maus.

b) Die Behandlung der Versuchstiere mit Fingolimod (S1P;;.s-Rezeptoragonist)
bewirkt eine signifikante Reduktion der Leukozytenrekrutierung und der
Plaquegr68e an Aortenbogen und Arteria carotis communis der ApoE-
defizienten Maus.

5.5.2 Rolle von Sphk1 und S1P-Rezeptoren in der arteriellen Thrombose

a) Das vollstdndige Fehlen von Sphingosinkinase Typ 1 in allen Zellen, hat keinen
Einfluss auf die Adhédsion einzelner Thrombozyten an das mittels
Drahtverletzung zerstorte Endothel.

b) Das vollstdndige Fehlen von Sphingosinkinase Typ 1 in allen Zellen, bewirkt
eine gesteigerte Aggregationsbereitschaft der Thrombozyten im Bereich des
verletzten Endothels.

c¢) Die Behandlung der Versuchstiere mit Fingolimod (S1P;;s-Rezeptoragonist)
bewirkt eine signifikante Reduktion der Anzahl von adhidrierenden und
aggregierenden Thrombozyten.

d) Die Behandlung der Versuchstiere mit SEW 2871 (S1P;-Rezeptoragonist)
bewirkt eine signifikante Reduktion der Anzahl von adhérierenden, und eine
deutliche Reduktion der Anzahl aggregierender Thrombozyten (nicht so stark
wie Fingolimod).



5.5.3 Rolle von Sphk1 und S1P-Rezeptoren fiir die Rekrutierung von eEPCs in
der arteriellen Thrombose
a) Das vollstindige Fehlen von Sphingosinkinase Typ 1 in allen Zellen, hat keinen
Einfluss auf die Rekrutierung von T17b-Zellen an das mittels Drahtverletzung
zerstorte Endothel.

b) Die Behandlung der Versuchstiere mit Fingolimod (S1P;3.s-Rezeptoragonist)
bewirkt einen signifikanten Anstieg der Anzahl von rekrutierten T17b-Zellen an
das mittels Drahtverletzung zerstorte Endothel.

c¢) Die Behandlung der Versuchstiere mit SEW 2871 (S1P;-Rezeptoragonist) hat
keinen Einfluss auf die Anzahl von rekrutierten T17b-Zellen an das mittels
Drahtverletzung zerstorte Endothel.

5.5.4 Rolle von Sphk1 und S1P-Rezeptoren in der Neointimaformation

a) Das vollstindige Fehlen von Sphingosinkinase Typ 1 in allen Zellen, hat keinen
Einfluss auf die Bildung von Neointima nach Drahtverletzung des Endothels.

b) Die Behandlung der Versuchstiere mit Fingolimod (S1P;s.s-Rezeptoragonist)
hat keinen Einfluss auf die Bildung von Neointima nach Drahtverletzung des
Endothels.

5.5.5 Schlussfolgerung

Der nachgewiesenermallen signifikant erniedrigte S1P-Plasmaspiegel bei der Sphkl-
Knockoutmaus hat scheinbar keine Auswirkungen auf die Entstehung von
atherosklerotischen Veridnderungen und die Rekrutierung von Leukozyten und T17b-
Zellen im Rahmen der arteriellen Thrombose und die Proliferation von Intimazellen
wihrend des vaskuldren Remodellings. Lediglich auf die Aggregationsbereitschaft der
Thrombozyten hat der erniedrigte S1P-Spiegel einen steigernden Effekt.

Die Bindung von Fingolimod an die S1P-Rezeptoren S1P; und S1P;s.5 hat einen starken
hemmenden Einfluss auf die Rekrutierung, Adhdsion und Aggregation von
Thrombozyten und Leukozyten. Bei der T17b-Rekrutierung bewirkt Fingolimod das
Gegenteil, es steigert die Anzahl der rekrutierten Zellen an das Endothel.

SEW 2871 hat iiber die Bindung an den S1P;-Rezeptor gleiche Effekte wie Fingolimod,
wirkt aber insgesamt schwicher und hat keinen Einfluss auf die Rekrutierung von
T17b-Zellen. Dies legt die Beteiligung weiterer Rezeptoren zusétzlich zu S1P; nah.



6 Diskussion

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen, dass Sphingosin-1-Phosphat eine
entscheidende Rolle bei der Rekrutierung von Thrombozyten, Leukozyten und T17b-
Zellen an verletztes Endothel spielt. AuBerdem konnte gezeigt werden, dass, obwohl der
Verlust der Sphingosinkinase Typ 1 zu einer signifikanten Erniedrigung des S1P-
Plasmaspiegels fiihrt, dies nahezu folgenlos fiir die Entwicklung der Atherosklerose, die
Rekrutierung von Thrombozyten, Leukozyten und T17b-Zellen und auch fiir die
Entstehung von Neointima nach GefaBwandverletzung bleibt.

6.1 Wahl der Miuselinien

In diesem Versuchsaufbau wird auf das Versuchstier Maus zuriickgegriffen. Es gibt
zahlreiche genetisch modifizierte Maiuselinien, die eine Untersuchung spezifischer
Fragestellungen ermoéglichen. Zur Durchfithrung der Intravitalmikroskopie ist die Maus
aufgrund ihrer GroBe geradezu priadestiniert. Die schnelle Aufzucht dieser Tiere und die
niedrigen Haltungskosten sind weitere Vorteile fiir dieses Versuchsmodell. Schlielich
gibt es gut etablierte Mausmodelle zur Initiierung einer arteriellen Thrombose, die fiir
den hier gewéhlten Versuchansatz gut geeignet sind.

Der C57BIl6/J-Stamm dient in dieser Studie der Erzeugung eines Kontrollstamms fiir
den Sphk1™”-Stamm. Dieser besitzt als Hintergrundstamm die C57BI6/J-Linie. Durch
Kreuzung der beiden Stimme erhdlt man in der zweiten Generation Sphle "_Tiere, die
dann als Kontrollstamm fiir alle anderen verwendeten Méusestimme herhalten. Anhand
der Sphk1™*-Tiere, wird das Modell zur Erzeugung der Neointima etabliert und die
Kontrollwerte fiir Thrombozyten-, Leukozyten- und T17b-Zell-Rekrutierung, -adhdsion
und —aggregation, sowie die Normwerte fiir die Entstehung von Neointima nach
GefdlBwandverletzung ermittelt. Diese Ergebnisse dienen in den spdteren Versuchen als
Vergleichswerte zu den genetisch modifizierten Mauselinien.

Als Modell fiir Atherosklerose wird in dieser Arbeit eine ApoE-defiziente Méuselinie
verwendet. Sie zeichnet sich durch einen deutlich erhohten Cholesterol-Plasmaspiegel
aus. Ab einem Alter von 3 Monaten findet man bei diesen Méusen erste Anzeichen von
atherosklerotischen Verdnderungen in der proximalen Aorta. Mit zunehmendem Alter
verstiarkt sich das Erkrankungsbild der Atherosklerose und typische fortgeschrittene
Lasionen entstehen. Durch die zusitzliche Fiitterung eines cholesterolreichen Diétfutters
wird die Ausprdgung der Verdnderungen zusitzlich verstiarkt. Mit Hilfe der ApoE-
Knockoutmiuse werden Richtwerte fiir die Plaquentstehung und die
Leukozytenrekrutierung an das dysfunktionelle Endothel in verschiedenen Stadien der
pathophysiologischen Entstehung der Atherosklerose bestimmt. Sie werden als



Kontrollwerte zu den genetisch modifizierten Maiuselinien verwendet. Die ApoE-
Knockoutmaus ist problemlos in der Zucht, entwickelt aber mit steigendem Alter
entzlindliche Hautverdnderungen mit Juckreiz.

Zur Erforschung der Bedeutung der Sphingosinkinase Typ 1 (Sphkl) fir
inflammatorische und proliferative Prozesse an der denudierten bzw. atherosklerotisch
verdnderten GefdBwand wird ein Sphkl-Knockoutstamm verwendet. Charakteristisch
ist hier das Fehlen der Sphkl in allen Zellen der Tiere. Studien haben gezeigt, dass bei
diesen Tieren der S1P-Plasmaspiegel signifikant erniedrigt ist . Die Tiere lassen sich
dennoch problemlos ziichten und zeigen keine phénotypischen Abweichungen.

Um schlieBlich die Rolle der Sphingosinkinase Typ 1 bei der Entstehung der
Atherosklerose analysieren zu kénnen, werden die beiden Stimme ApoE” und Sphk1”-
gekreuzt und eine Doppelknockoutlinie generiert. Als Kontrollgruppe dienen
Sphk1**ApoE™-Tiere.

6.2 Tiermodell der arteriellen Thrombose

Da im arteriellen System die Thrombusbildung immer mit einer Endothelverletzung und
Plattchenaktivierung einhergeht, ist fiir alle arteriellen Thrombosemodelle die
Zerstorung der intakten Endothelschicht die Methode der Wahl. Dazu werden
unterschiedliche Verfahren, basierend auf mechanischer, elektrischer, photochemischer
oder chemischer Verletzung, angewandt.

In der vorliegenden Arbeit wird auf das bestehende Denudationsmodell zur Induzierung
einer arteriellen Thrombose zuriickgegriffen. Erstmals wird diese Methode, bei der ein
flexibler Draht in die Arteria carotis communis eingefiihrt und die Endothelzellen durch
mehrmaliges Drehen komplett zerstort werden, von Lindner et al. beschrieben ®. Der
grofziigige Endothelschaden fiihrt zur Pléttchenadhdsion und —aggregation und zur
muralen Thrombose. Meist kommt es zum raschen Verschluss der Arteria carotis
communis durch einen wandstindigen Thrombus und zur anschlieBenden
Rekanalisierung des Gefidles. Zur Durchfithrung der Versuche in dieser Arbeit wird das
Denudationsmodell nach Lindner leicht modifiziert. Die Stirke des endothelialen
Schaden wird so gewihlt, dass es nicht zum Verschluss des GefiaB3es kommt. Dazu wird
der Draht nicht gedreht, sondern in der Arterie vor- und zuriickgeschoben. So bleibt der
Blutfluss wihrend der gesamten Untersuchungszeit erhalten und diverse zelluldre
Prozesse, wie Zelladhision, -migration und —proliferation kénnen zeitnah und im Detail
beurteilt werden.



6.3 Tiermodell der Neointimaformation

Auch bei der Induktion der Formation von Neointima nach endothelialer Verletzung
bedient man sich des oben beschriebenen modifizierten Drahtmodells. Diese Methode
ist kliniknah und kommt der Situation bei der Katheterisierung von Herzkranzgefdf3en
sehr nahe. Durch Einfiihren des flexiblen Drahtes in die Arteria carotis communis wird
die Endothelschicht der GefdBwand moglichst gleichmiBig zerstort. Die Bewegung des
Drahtes und die Durchfiihrung der Operation miissen immer exakt gleich sein um die
Varianz der Lasionen moglichst gering zu halten. Kurz nach erfolgter Denudation wird
der endotheliale Defekt durch die Adhdsion und Aggregation von Thrombozyten
abdeckt. Es kommt bald zur Thrombusorganisation. Nach einigen Tagen proliferieren
glatte Muskelzellen aus der Tunica media und die Formation von Neointima beginnt.
Das vaskuldre Remodelling und die Reendothelialisierung mit Herstellung des normalen
GefiaBlumens konnen Wochen bis Monate dauern. Aus diesem Grund werden in dem
hier verwendeten Tiermodell vier Zeitpunkte gewahlt an denen die Dickenzunahme der
Tunica intima analysiert wird. So erfolgt die Organentnahme in jeweils einer Gruppe
nach 7, 14, 21 und 28 Tagen, nachdem die Arteria carotis communis denudiert wurde.
Ein Nachteil an diesem Tiermodell ist, dass die Bildung der Neointima nur in sehr
geringem Maf3e induziert wird. Meist sieht man Neointimaformation nur an den Stellen
des Gefilles, an denen die Membrana elastica interna verletzt wurde. Wahrscheinlich
lasst sich das AusmalBl der Intimaproliferation durch eine stirkere Verletzung der
Endothelschicht verbessern. Leider stellt sich dann das Problem der vollstindigen
Okklusion des GefiBles. Ohne Rekanalisierung bleibt die Arterie verschlossen und die
Neointimaformation kann nicht beurteilt werden. Kritisch zu betrachten ist auch die
Wahl der gewihlten Lokalisation fiir die Induktion der Neubildung von Intima. Die
Arteria carotis communis der Maus stellt scheinbar ein Gefdfl dar, in dem es nur in
geringem Mall zur Proliferation der Intima nach Endothelschaden kommt. FEine
Alternative in diesem Fall ist die Denudation der Femoralisarterie der Maus. In neueren
Studien zeigt sich an dieser Lokalisation eine deutlicher ausgeprigte
Neointimaformation nach Drahtverletzung als an der Arteria carotis communis ®’.

6.4 Die Rolle der Sphk1 fiir die Regulation von inflammatorischen
und proliferativen Prozessen nach arterieller Gefilwandverletzung
und in der Atherogenese

Durch den Vergleich von Sphingosinkinase 1-defizienten Mé&usen mit den
dazugehorigen Kontrollstimmen sollte die Funktion der Sphingosinkinase Typ 1 bei der
Regulation der inflammatorischen und proliferativen Prozesse nach arterieller
GefiaBwandverletzung und wihrend der Atherogenese genauer untersucht werden.

Bei der Sphingosinkinase 1-Knockoutmaus fehlt die Sphingosinkinase 1 (Sphkl) in
allen Zellen. Neuere Studien haben gezeigt, dass bei dieser Mauslinie der SI1P-
Plasmaspiegel signifikant um etwa 65% erniedrigt ist. Es scheint, dass die Sphkl-



Aktivitit ein entscheidender Faktor fiir den S1P-Level im Blut darstellt **. Fehlen beide
Sphingosinkinasen in den Zellen, sind die Tiere nicht liberlebensfahig. Fehlt nur eine
der beiden Kinasen, kommt es unter physiologischen Bedingungen, phianotypisch zu
keiner Verinderung im GefiBsystem der Maus *.

Bei den Versuchsmodellen zur Atherosklerose und Neointimaformation zeigten sich
zwischen Sphk1” und Sphk1™" Tieren keine Unterschiede in Bezug auf Leukozyten-
und EPC-Rekrutierung und —Adhésion, und Schweregrad der atherosklerotischen
Verdnderungen bei der ApoE-defizienten Maus. Man kann also prinzipiell davon
ausgehen, dass die Produktion von S1P durch die Sphingosinkinase Typ 2 hier noch
ausreichend erfolgt, um die untersuchten physiologischen und pathophysiologischen
Prozesse in der Atherosklerose und bei der Neointimaformation, nicht zu beeinflussen.

Auftillig ist, dass der reduzierte S1P-Plasmaspiegel der Sphkl'/' Maus, offensichtlich
Einfluss auf die Aggregationseigenschaften der Thrombozyten hat. Die Auswertung der
Vidoefluoreszensaufnahmen ergibt eine signifikante Zunahme der Aggregationsfldche
der Thrombozyten an der verletzen GefiBwand 60 Minuten nach Denudation bei den
Sphk1”~ Miusen. Dies wiirde bedeuten, dass die Anwesenheit von S1P die Aggregation
der Thrombozyten hemmt. Mdglicherweise wird dieser Mechanismus sehr sensibel
reguliert und reagiert auf Anderungen der S1P-Konzentration frither als die anderen
untersuchten Mechanismen, wie etwa die Thrombozytenadhédsion. Man sollte allerdings
beachten, dass die hohen Standardabweichungen der Ergebnisse auf grofle
Schwankungen bei der Auswertung hindeuten.

6.5 Die Rolle der Sphk1 und der S1P-Rezeptoren fiir die Regulation
der Atherogenese

In klinischen Studien wurde nachgewiesen, dass HDL (high-density lipoprotein) ein
eigenstindiger Faktor bei der Vorbeugung von koronaren Herzerkrankungen ist ®.
Verschiedene gut dokumentierte Funktionen des HDL sprechen fiir dessen
antiatherosklerotischen Effekt. Eine der wichtigsten ist die Fiahigkeit des HDL,
Cholesterol von der Peripherie zur Leber zu transportieren, und so die Ablagerung an
der Arterienwand zur verhindern. Weitere atheroprotektive Eigenschaften des HDL sind
zudem seine antioxidative und antiinflammatorische Aktivitdt. Vor einigen Jahren
konnte demonstriert werden, dass HDL-assoziierte Lysophospholipide wie zum Beispiel
das  Sphingosin-1-Phosphat, wahrscheinlich als potente antiinflammatorische
Substanzen wirken. Man nimmt an, dass HDL-assoziiertes S1P die endotheliale
Stickstoffmonoxidsynthase (eNOS) aktivieren und dadurch die Freisetzung von NO
(Stickstoffmonoxid) triggern kann, wobei NO ein antiinflammatorisches und
antiatherosklerotisches Signalmolekiil darstellt. Aulerdem wurde nachgewiesen, dass
S1P die Permeabilitit der Endothelschicht stark herabsetzt. Dadurch wird das
Einwandern von Zellen in die Intima deutlich erschwert und so das Fortschreiten der
Atherosklerose verzogert. Ein weiterer Punkt ist die durch endotheliale Dysfunktion



hervorgerufene Apoptose von Endothelzellen, die bei der Pathogenese der
Atherosklerose eine Schliisselrolle spielt. Hier zeigte sich, dass die Anwesenheit von
S1P einen antiapoptotischen und damit ebenso antiatherosklerotischen Effekt besitzt
(siche 2.8.4) ».

Ein weiterer Bestandteil atherosklerotischer Lisionen sind die vaskuldren glatten
Muskelzellen (VSMCs). Auch diese Zellen besitzen verschiedene S1P-Rezeptoren.
Auffillig ist, dass im Bereich von atherosklerotischen Lasionen der S1P;-Rezeptor der
VSMCs verhéltnisméBig stark exprimiert wird, wobei dessen Stimulation zur
gesteigerten Migration der glatten Muskelzellen fiihrt. Der aktivierte S1P,-Rezeptor
dagegen, bewirkt genau das Gegenteil, ndmlich eine Hemmung der Migration der
VSMCs (siche 2.8.5) .

In den hier durchgefiihrten Versuchen wurden ApoE'/ " Tiergruppen iiber 11 Wochen mit
dem S1P-Rezeptoragonisten Fingolimod behandelt. Die Ergebnisse zeigten eine
eindeutige Verbesserung der klinischen Ausprdgung der Atherosklerose. Fingolimod
bindet, nach Phosphorylierung zu Fingolimod-P, an die S1P-Rezeptoren S1P; und
S1P55. Uber die Aktivierung von S1P; und S1P; auf den Endothelzellen fiihrt es zu
einer herabgesetzten Permeabilitit des Endothels. Die zellprotektive Wirkung von
Fingolimod-P durch Aktivierung der eNOS, wird vornehmlich {iber die Bindung an den
endothelialen S1P;-Rezeptor vermittelt. AuBerdem bewirkt Fingolimod-P eine
Reduktion der Thrombozytenadhésion an geschéddigtes Endothel, was in der Initialphase
der Atherosklerose von Bedeutung sein kann. Die hierbei beteiligten S1P-Rezeptoren
und Mechanismen sind bisher nicht bekannt, allerdings koénnen auch hier die
Stimulierung der eNOS und der antiadhdsive Effekt von NO eine Rolle spielen.
Insgesamt  zeigte die  Auswertung eine  signifikante = Reduktion  der
Leukozytenrekrutierung an das dysfunktionelle Endothel der ApoE”"Maus ebenso wie
eine signifikant herabgesetzte Plaqueentwicklung, so dass hier sicherlich ein
therapeutischer Ansatz fiir Fingolimod in der Atherosklerosebehandlung besteht. Ein
entscheidender Nachteil der Fingolimod-Dauerbehandlung ist allerdings seine iiber
S1P;-Rezeptoren vermittelte bradykarde Wirkung.

6.6 Die Rolle der Sphingosin-1-Phosphat und S1P-Rezeptoren fiir die
Regulation der Thrombozytenadhiision und -aggregation nach
arterieller Gefilwandverletzung

Der in diesem Versuchsmodell eingesetzte S1P-Rezeptoragonist Fingolimod kann in
vielfiltiger Weise auf die Zellen des GefiaBsystems einwirken. Das besondere Interesse
dieser Arbeit lag auf der Kldrung der Rolle von Sphingosin-1-Phosphat bei der
Regulation von zelluldiren Mechanismen und molekularen Signalwegen wéhrend der
Adhidsion und Aggregation von Thrombozyten im Bereich einer endothelialen
Gefidlverletzung. Fingolimod-P ist prinzipiell ein Aktivator der Rezeptoren SI1P; und
S1Ps.s und wirkt hier als S1P-Rezeptoragonist 4, Gleichzeitig ist bekannt, dass die



Bindung von Fingolimod-P an den S1P;-Rezeptor von Lymphozyten, zu einer
Internalisierung der Rezeptoren fiihrt. In diesem Fall hat Fingolimod-P einen
antagonistischen Effekt *°. SchlieBlich bewirkt Fingolimod-P eine Hemmung der S1P-
Lyase, welche dem Abbau von S1P dient #_ Dadurch steigt die S1P-Konzentration, was
einer S1P-agonistischen Wirkung von Fingolimod entspricht. SEW 2871 ist ein
spezifischer S1P;-Rezeptoragonist, und wird in den Versuchen in gleicher Weise wie
das Fingolimod eingesetzt.

Die Behandlung von Sphkl™" Miusen mit Fingolimod fiihrt in den hier gezeigten
Versuchen zu einer signifikanten Reduktion der Thrombozytenadhdsion und
—aggregation. Die Ergebnisse bei den mit SEW 2871 behandelten Tieren zeigen die
gleichen Effekte in weniger starker Ausprigung. Welche S1P-Rezeptoren auf
Thrombozyten exprimiert werden ist bisher nicht im Detail bekannt. Aus den hier
gezeigten Resultaten ldsst sich schliefen, dass die Stimulation von S1P;-Rezeptoren
mittels SEW 2871, einen deutlich hemmenden Effekt auf die Thrombozytenadhision
und —aggregation an das verletzte Endothel besitzt. Der stirkere Effekt von Fingolimod
im Vergleich zu SEW 2871 ldsst sich durch die zusétzliche Stimulierung der
Rezeptoren S1Ps;s durch Fingolimod erkliren. Um die genaue Beteiligung der
Rezeptoren herausfinden zu konnen, muss zundchst geklart werden, welche S1P-
Rezeptoren von Thrombozyten exprimiert werden. Dann erst kann eine weitere
Differenzierung mit Hilfe von Rezeptorknockoutmdusen oder anderen spezifischen
S1P-Agonisten oder —Antagonisten erfolgen.

6.7 Die Rolle von Sphingosin-1-Phosphat und S1P-Rezeptoren fiir die
Regulation der Rekrutierung von eEPCs nach arterieller
Gefiflwandverletzung

Endothelzellen besitzen auf ihrer Oberflache die S1P-Rezeptoren S1P;, S1P, und S1P;.
Bei der TI17b-Zelllinie handelt es sich um murine embryonale endotheliale
Progenitorzellen. Das besondere der Endothelzellen der Maus ist, dass sie nur die
Rezeptoren S1P; und S1P; besitzen. Dies konnte durch unsere Versuche mit dem S1P;-
Rezeptoragonist SEW 2871 bestitigt werden. Bei Vorbehandlung der Mause mit SEW
2871 ergab sich kein Unterschied bei der Rekrutierung von T17b-Zellen an die verletzte
GefiaBwand im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Im Gegensatz dazu fiihrt die Medikation mit Fingolimod zu einem signifikanten Anstieg
der rekrutierten T17b-Zellen. Da die murine Zelllinie nur die Rezeptoren S1P, und S1P;
exprimiert, wiahrend Fingolimod an die Rezeptoren S1P; und S1P5.s bindet, kann dieser
Effekt nur durch die Stimulation des S1P3;-Rezeptors hervorgerufen werden. Fingolimod
reduziert die Anzahl von adhdrenten Thrombozyten an der Verletzung. Gleichzeitig
bewirkt es eine gesteigerte Rekrutierung von T17b-Zellen. Daraus ldsst sich schlie3en,
dass interessanterweise der Mechanismus der T17b-Zell-Rekrutierung nicht alleine auf
die Anwesenheit von Thrombozyten angewiesen zu sein scheint. SIP vermittelt



folglich, iiber die Aktivierung von endothelialen S1P3-Rezeptoren, die Rekrutierung von
murinen T17b-Zellen nach arterieller GefdBBwandverletzung, unabhingig von der
Aktivitdt der Thrombozyten. Dabei funktioniert S1P als chemischer Lockstoff und
aktiviert iiber G;-Proteine die Proteinkinase B, welche fiir die chemotaktische Antwort
der Endothelzellen verantwortlich ist . Die endothelialen Progenitorzellen haben dabei
eine besondere Bedeutung fiir die Reendothelialisierung im verletzten Gefdl3, und
konnen die Bildung neointimaler Hyperplasien hemmen.

6.8 Die Rolle der Sphingosin-1-Phosphat und S1P-Rezeptoren fiir die
Regulation der Neointimaformation nach arterieller
GefilBlwandverletzung

Ein groBes Problem nach angioplastischen Eingriffen ist die {iberschieende
Wundheilung und daraus resultierende Restenose bei bis zu 35 Prozent der Patienten,
ausgelost durch die Zerstéorung von Endothelzellen. Wie weiter oben beschrieben,
besitzt S1P zahlreiche Effekte auf Endothelzellen, angefangen bei der Steigerung der
Endothelpermeabilitdt tiber die Aktivierung der eNOS bis hin zu chemotaktischen
Eigenschaften bei der Rekrutierung von endothelialen Progenitorzellen.

Bei der Entstehung von postangioplastischen Restenosen, kommt es zu einer exzessiven
Proliferation von glatten Muskelzellen (SMC) in der Tunica intima des Gefilles. Wie
oben bereits erwihnt, hat die Reduktion des S1P-Plasmaspiegels in Sphingosinkinase 1-
Knockout Tieren keinen Einfluss auf die Dickenzunahme der Intima nach endothelialer
Verletzung. Durch die Behandlung von Sphkl™" Tieren mit dem SI1P-
Rezeptoragonisten Fingolimod, sollte in der vorliegenden Studie die Rolle der S1P-
Rezeptoren fiir die proliferativen Prozesse an der denudierten GefiBwand eruiert
werden. Glatte Muskelzellen exprimieren auf ihrer Zelloberflache die Rezeptoren S1Py,
S1P, und S1Ps. Studien haben gezeigt, dass die Stimulierung der S1P; Rezeptoren iiber
die Aktivierung von Gi-Protein die Migration und Proliferation von glatten
Muskelzellen steigert. Die Bindung an S1P,-Rezeptoren hat den gegenteiligen Effekt
und hemmt die Proliferation und Migration von SMCs. Auf adulten glatten
Muskelzellen wird tiberwiegend der S1P,-Rezeptor exprimiert wihrend auf jugendliche
Zellen vermehrt S1P, vorkommt *. So wird bei Vorhandensein von S1P die immature
SMC zu Migration und Proliferation stimuliert, wohingegen die adulten glatten
Muskelzellen die Intimaproliferation eher hemmen. Fingolimod kann auf den SMCs
sowohl S1P; als auch S1P; stimulieren. Bei der Behandlung der Mause mit Fingolimod
ist kein Effekt auf die Neointimaformation nach endothelialer Verletzung festzustellen.
Ein moglicher Grund dafiir ist die reduzierte Expression von S1P;-Rezeptoren auf den
adulten glatten Muskelzellen, so dass Fingolimod moglicherweise keine Wirkung auf
diese Zellen ausiibt. Um weitere Riickschliisse auf die zugrunde liegenden
Mechanismen und die Rezeptorbeteiligung muss in diesem Zusammenhang auflerdem
die Funktion des S1P3-Rezeptors genauer abgeklart werden.



6.9 Schlussfolgerung

Man kann sagen, dass S1P und dessen pharmakologische Pendants Fingolimod und
SEW 2871, starke Effekte auf entziindliche Mechanismen im GeféBsystem, und auf fiir
die Entstehung der Atherosklerose hat. Die Regulation dieser Effekte erfolgt in der
Regel tiber die Rezeptoren S1P;_;. Teilweise ist es schwierig den spezifischen Rezeptor
des zelluldren Targets fiir einzelne Effekte von S1P-Modulatoren herauszufinden. Dafiir
gibt es mehrere Griinde. Zum einen gab es bis vor kurzem keine spezifischen Agonisten
oder Antagonisten fiir die einzelnen Rezeptoren, zum anderen bestehen viele komplexe
Interaktionen zwischen S1P-Rezeptoren und anderen Rezeptorklassen, wodurch die
Interpretation iiber prizise Mechanismen der S1P-Aktionen sehr schwierig wird »°. Dass
die Ergebnisse einzelner Studien zum Thema S1P teilweise divergieren, ldsst sich
aullerdem durch die unterschiedlichen verwendeten Tiermodelle und Zelllinien erkléren.
Des Weiteren ist bekannt, dass das Expressionsmuster der Rezeptoren auf der
Zelloberfliche durch Faktoren wie Blutfluss, Zytokine und S1P-Plasmaspiegel stark
beeinflusst wird und die Bedeutung von S1P davon abhingt, ob es frei vorliegt, oder an
Lipo- oder Plasmaproteine gebunden ist 3,

6.10 Ausblick

Grundlage fiir alle prophylaktischen und therapeutischen Interventionen bei der
Atherosklerose, der arteriellen Thrombose und bei der Restenosierung durch
Neointimaformation im Organismus, ist das umfangreiche Verstdndnis der zugrunde
liegenden Mechanismen und Signalwege.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie geben einen ersten Einblick in die
Wirkungsweise von S1P bei der Regulation zelluldrer und molekularer Mechanismen
bei  inflammatorischen = und  proliferativen = Prozessen @ nach  arterieller
GefilBwandverletzung und am dysfunktionellen Endothel. Aufgrund der Vielfalt an
S1P-Rezeptoren und der unterschiedlichen Expression dieser Rezeptoren auf einzelnen
Zelltypen, sowie der Interaktion mit anderen Rezeptorklassen sind die Effekte von S1P
im Gefidllsystem sehr vielgestaltig und komplex.

Durch die Entwicklung neuartiger Wirkstoffe wie die spezifischen S1P-Antagonisten
JTE-013 (S1Py) oder VPC-44116 (S1P;) eroffnen sich neue Moglichkeiten fiir die
weitere Erforschung der Signalwege und Wirkmechanismen der S1P-Rezeptoren. Auch
wurden inzwischen S1P;- und S1P4-Rezeptorknockoutméuse generiert, die zusétzliche
Einblicke bei der Erforschung der Funktion von S1P erméglichen.



7 Zusammenfassung

Die exakten molekularen und zelluliren Mechanismen die zur Entstehung der
Atherosklerose, der arteriellen Thrombose und zur Intimaproliferation nach Zerstérung
endothelialer Zellen fiihrt, sind nach wie vor nur unzureichend verstanden. Die Folgen
wie Herzinfarkt und Schlaganfall sind auch in der heutigen Zeit noch fiir die Hélfte aller
Todesfdlle  verantwortlich. In der vorliegenden Arbeit werden daher
Atherosklerosemodelle und eine Denudationsmethode zur FErzeugung arterieller
Thrombosen verwendet, um zellulire und molekulare Details in den verschiedenen
pathologischen Zustdnden nachvollziehen zu konnen.

Anhand der ApoE-Knockout Maus, die ein etabliertes Modell fiir die manifeste
Atherosklerose darstellt, wurde der Einfluss von Sphingosinkinase 1 (Sphkl) und den
Sphingosin-1-Phosphat (S1P) -Rezeptoren auf die Atherogenese nédher untersucht.
Dabei zeigte sich, dass ein erniedrigter S1P-Plasmaspiegel, wie er bei der Sphk1” Maus
vorliegt, keinen Einfluss auf das Fortschreiten der Gefdllerkrankungen hat. Die
Behandlung von ApoE” Miusen mit dem S1P-Rezeptoragonist Fingolimod, fiihrte zu
einer deutlichen Verbesserung des Krankheitsverlaufs mit signifikant geringerer
Bildung atherosklerotischer Plaques.

Betrachtet man die Ergebnisse der Untersuchung der Rolle von Sphkl und der S1P-
Rezeptoren bei der arteriellen Thrombose zeigte sich, dass die herabgesetzte S1P-
Konzentration im Plasma der Sphkl'/' Maus zu einer gesteigerten Adhédsion und
Aggregation von Thrombozyten an die verletzte Gefa3iwand fiihrt.

Die Behandlung von Wildtyp-Mdusen mit Fingolimod und SEW 2871 fiihrte
demgegeniiber zu einer deutlichen Reduzierung der Thrombozytenadhédsion und
—aggregation {liber die Aktivierung von SIP;3s- bzw. S1P;- Rezeptoren. Welche
genauen thrombozytiren S1P-Rezeptoren hierbei eine Rolle spielen, muss durch
weiterfithrende Untersuchungen geklart werden.

Die Verabreichung von Fingolimod fithrte wie bereits erwédhnt zu einer reduzierten
Thrombozytenadhésion. Gleichzeitig erhoht sich aber die Anzahl der rekrutierten
embryonalen endothelialen Progenitor Zellen (T17b) durch die Stimulierung von
endothelialen S1P;-Rezeptoren signifikant. S1P fordert somit, wahrscheinlich auf
chemotaktischem Weg, die Migration von endothelialen Progenitorzellen in den
Bereich des verletzten Gefil3es.

Analysiert man die Ergebnisse der Versuche zur Entstehung von Restenosen nach
Zerstorung endothelialer Zellen, zeigt sich, dass weder eine niedrige S1P-Konzentration
bei Sphk1”-Tieren, noch die Behandlung von Wildtyp-Tieren mit Fingolimod einen



Effekt auf die Neointimabildung hat. Hier miissen zusitzliche Untersuchungen erfolgen,
um beispielsweise die Rolle der S1P;-Rezeptoren auf den glatten Muskelzellen
beurteilen zu kénnen. Interessant wire auch die Arbeit mit S1P,-defizienten Méiusen, da
in diesem Mausmodell die Proliferation von glatten Muskelzellen iiberméBig leicht
induziert werden kann.

Zusammenfassend zeigen die hier erarbeiteten Ergebnisse, dass S1P und die
dazugehorigen S1P-Rezeptoren starke Effekte auf entziindliche und proliferative
Prozesse im GefidB3system, und auf die Entstehung der Atherosklerose haben. Gerade
Fingolimod als Immunmodulator findet bereits therapeutischen Einsatz beispielsweise
bei der Behandlung der Multiplen Sklerose. Hier sollten dringend weitere Studien
erfolgen, um neue prophylaktische und therapeutische Strategien zu entwickeln.



8 Summary

Recruitment of platelets, leukocytes and endothelial cells to the injured vessel wall
— the role of the lipidmediator sphingosine 1-phosphate

The detailed molecular and cellular mechanisms that lead to the development of
atherosclerosis, arterial thrombosis and neointimaformation after endothelial injury are
not yet very well understood. Currently the consequences of atherosclerosis such as
heart attack and stroke are the main causes of death in the industrialised nations.
Therefore models of atherosclerosis and arterial thrombosis are used in the present
study to analyse cellular and molecular processes that contribute to the different
pathological situations in vivo. Specifically we focus on the role of S1P and its receptors
on the development of atherosclerotic lesions, the appearance of arterial thrombus at
sites of dysfunctional vessel wall or ruptured plaques and the healing of the injured
endothelial layer in the form of media proliferation and neointima formation.

By using ApoE-deficient mice, which represents a well characterized model of manifest
atherosclerosis, the influence of sphingosine 1-phosphate (S1P) and its receptors in
atherogenesis was examined. We found that a decreased S1P-concentration in plasma,
which is found in sphingosinekinase 1 (sphk1) -deficient mice, has no influence on the
development of atherosclerotic vascular lesions. When we treated ApoE-deficient mice
with the S1P-receptor agonist Fingolimod, we observed an improved course of the
disease and a significant reduction of the atherosclerotic plaques.

Next we examined the effects of S1P and its receptors in arterial thrombosis. The
findings show that the reduced S1P-level in Sphk1-deficient mice leads to an increased
number of adherent platelets and platelet aggregates at sites of vascular injury.

Then we treated wild type mice with the S1P-agonists Fingolimod (S1P;, SIP 35) or
SEW 2871 (S1P;). We found a significant reduction of thrombocyte adhesion and
aggregation following vessel injury.

Finally we defined the role of S1P and the SI1P-receptors for the recruitment of
embryonic endothelial progenitor cells (T17b) to sites of arterial injury. While treatment
with Fingolimod reduced thrombocytic adhesion, the amount of recruited T17b-cells
was significantly elevated presumably by stimulating the SI1P;-receptor on the
endothelial progenitor cells. Thus S1P enhances the migration of endothelial progenitor
cells to the injured vessel wall probably in a chemotactic manner.

When we determined the role of SIP and the S1P-receptors in neointima formation after
endothelial deletion, neither a reduced plasmatic S1P-level in Sphk1”™ mice nor the
treatment with Fingolimod showed any effect on the proliferation of the intimal tissue.



This suggests differential, presumably diverse effects of S1P signalling in different cell
types involved in this process.

To summarize, our results show that S1P and the S1P-receptors have strong effects on
inflammatory and proliferative processes in the diseased vascular system and in
atherogenesis. Further research has to be done to see whether Fingolimod might serve
as a new prophylactic and therapeutic strategy to prevent cardiovascular diseases.



9 Abkiirzungen

5(6)-CFDA:
A.:
Abb.:
AC:
ADP:
ApoE:
ATP:
BCL-2:
bzw.:
CD:
DMEM:
DMSO:
DNA:
EDTA:
eEPC:
EGF:
eNOS:
EPC:
ERK:
FCS:
FGF-2:
GCSF:
GMCSF:
Gp:
HDL.:
H.E.
HIF-1:

5(6)-Carboxyfluoreszein Diazetat
Arteria

Abbildung

Adenylatcyclase
Adenosindiphosphat

Apolipoprotein E
Adenosintriphosphat

B cell lymphoma gene 2
beziehungsweise

cluster of differentiation

Dulbecco's Modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsdure
Ethylendiamintetraessigsdure
embryonale endotheliale Progenitorzelle
endothelial growth factor
endotheliale NO-Synthase
endotheliale Progenitorzelle
extracellular signal-related kinase
fetal calf serum

fibroblast growth factor-2
granulocyte colony stimulating factor
granulocyte macrophage colony stimulating factor
Glykoprotein

high density lipoprotein
Héamatoxylin-Eosin

hypoxia-inducible factor-1



HLA: human leucocyte angigen (frither MHC)

ICAM-1: intercellular adhesion molecule-1

IFN: Interferon

Ig: Immunglobulin

KDR: kinase insert domain receptor

IL: Interleukin

LDL: low density lipoprotein

MCP-1: monocyte chemottractant protein-1

MPS: mononukledres phagozytotisches System

NO: Stickstoffmonoxid

OP: Operation

PBS: phosphate buffered saline

PDGF: platelet derived growth factor

PECAM-1: platelet endothelial cell adhesion molecule-1

PI3: Phosphoinositol 3

PKB: Proteinkinase B

PRP: platelet rich plasma

PSGL-1: P-selectin glycoprotein ligand-1

PTCA: perkutane transluminale coronare Angioplastie

RANTES:  regulated upon activation, normal T-cell expressed and secreted
chemokine

RES: Retikuloendotheliales System

RNA: Ribonukleinsdure

S1P: Sphingosin-1-Phosphat

SDF-1: stromal cell-derived factor-1

SK: Sphingosinkinase

SMC: smooth muscle cell

SPL: Sphingosin-1-Phosphat-Lyase

TGF-B: transforming growth factor-f3

TNF-a: Tumornekrosefaktor o

tPa: Gewebsthromboplastinaktivator



VAA: vollstdndig antagonisierbare Anisthesie
VCAM-1: vascular cell adhesion molecule-1
VEGF: vascular endothelial growth factor

VEGFR-2:  vascular endothelial growth factor receptor-2

v.G.: van Gieson

VLA-4: very late antigen-4

VSMC: vascular smooth muscle cell
WHO: world health organisation
z.B.: zum Beispiel

70: zonula occludens
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Bild 32 Aortenbogen einer ApoE "~ Maus mit atherosklerotischen Plaques (dunkelrot) nach Sudan III-
Férbung, 25fach

Bild 33 Schematische Darstellung der Anfertigung serieller histologischer Schnitte der Arteria carotis
communis iiber 1000 um, beginnend an der Bifurkation

Bild 54 Arteria carotis communis; H.E.-Fdrbung
Bild 55 Arteria carotis communis; v. G.-Fédrbung
Bild 36 Schematische Darstellung der Arteria carotis communis

Bild 37 histologischer Schnitt der Arteria carotis communis, Schematische Darstellung der Berechnung
der Neointimafldche

Bild 38 Vergleich Sphkl ™ ApoE” mit Sphkl” ApoE™; mittlere Plaquegrdfie in Prozent der Gesamtfliiche
am Aortenbogen der Maus,; Cholesterinreiche Didt iiber 7, 10 und 13 Wochen

Bild 39 Vergleich Sphk1™* ApoE" mit Sphkl™ ApoE™; mittlere Plaguegrdfie in Prozent der Gesamtfliche
an der Arteria carotis communis der Maus, Cholesterinreiche Dicit iiber 7, 10 und 13 Wochen



Bild 40 Links: intravitalmikroskopische Aufnahmen der Arteria carotis communis einer ApoE” Maus
nach Behandlung mit DMSO an drei Lokalisationen (von oben: Communisl, Communis2,
Bifurkation) Rechts: intravitalmikroskopische Aufnahmen der Arteria carotis communis einer
ApoE"" Maus nach Behandlung mit Fingolimod an drei Lokalisationen (von oben: Communis1,
Communis2, Bifurkation); Pfeile: Leukozyten

Bild 41 ApoE-/- Tiere; 11 Wochen Fingolimod- /DMSO-Behandlung; Leukozytenadhdision pro mm2 an
der Bifurkation der Arteria carotis; links die rollenden und rechts die fest adhdirenten
Leukozyten

Bild 42 ApoE-/- Tiere; 11 Wochen Fingolimod- /DMSO-Behandlung und Cholesterinfutter,
Leukozytenadhdision pro mm2 an der Arteria carotis communis; links die rollenden und rechts
die fest adhdrenten Leukozyten

Bild 43 Links: Aortenbogen und Arteria carotis communis einer mit DMSO behandelten ApoE™" Maus,
Sudan IlI-Fdrbung; Rechts: Aortenbogen und Arteria carotis communis einer mit Fingolimod
behandelten ApoE”~ Maus, Sudan III-Fiirbung

Bild 44 ApoE-/- Tiere; 11 Wochen Fingolimod- /DMSO-Behandlung und Cholesterinfutter; mittlere
Plaguegrdfie in Prozent der Gesamtfliche an Aortenbogen und an der Arteria carotis communis

Bild 45 intravitalmikroskopische Aufnahmen bei Sphkl™" und Sphkl™" Mciusen: Thrombozytenadhdision
und -aggregation nach Denudation an drei Lokalisationen (Bifurkation, Communis 2,
Communis 1)

Bild 46 Vergleich Sphk1™" und SphkI™" Tiere; Adhdision einzelner Thrombozyten pro mm’ nach
Denudation an der Arteria carotis communis

Bild 47 Vergleich Sphkl™" und Sphkl™" Tiere; Aggregationsfliche der Thrombozyten in mm’ nach
Denudation an der Arteria carotis communis

Bild 48 Sphk1™"* Mciuse behandelt mit Fingolimod, SEW 2871 oder DMSO; Thrombozytenadhdision pro
mm’ nach Denudation an der Arteria carotis communis

Bild 49 Sphk1™"" Mcuse behandelt mit Fingolimod, SEW 2871 oder DMSO; Aggregationsfliiche der
Thrombozyten in mm’ nach Denudation an der Arteria carotis communis

Bild 50 Vergleich Sphk1™* und Sphkl™”" Tiere; adhdirente T17b-Zellen pro mm’ nach Denudation an der
Arteria carotis communis

Bild 51 Sphkl™" Miuse behandelt mit Fingolimod, SEW 2871 oder DMSO; Anzahl der rekrutierten
T17b-Zellen pro mm’ nach Denudation an der Arteria carotis communis

Bild 52 Vergleich Sphk1™* und Sphkl”" Tiere; rollende und adhéirente Leukozyten pro mm’ sieben Tage
nach Denudation an der Arteria carotis communis

Bild 53 Vergleich Sphk1"" und Sphk1™" Tiere; Neointimaformation in um’ pro Schnittfliche an Tag 7,
14, 21 und 28 nach Denudation an der Arteria carotis communis; rechts: Versuchsgruppe 7
Tage nach Denudation mit DMSO- und Fingolimod-Behandlung
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