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1. Einleitung

1. Einleitung

Atherosklerose und atherosklerotische Intimaverkalkung haben mit ihren Folge-
erkrankungen wie koronare Herzkrankheit, plotzlicher Herztod, zerebrale Insulte und
pAVK aktuell in den westlichen Industrienationen eine héhere Morbiditit und Mortalitit
als jede andere Erkrankung.'” In Deutschland lassen sich derzeit mehr als 45 % aller

Todesfille direkt oder indirekt auf sie zuriickfiihren.*

Die Atherosklerose weist ausgepragte geografische Divergenzen auf. In den Industrie-
nationen eine Volkskrankheit, zeigt sie in den Entwicklungsldndern Asiens, Afrikas und
Stidamerikas eine signifikant niedrigere Progression und klinische Relevanz. Mit
zunehmender Urbanisierung dieser Lander gleichen sich die epidemiologischen Daten den

0.g. an.””

Gleiches geschieht im Falle von Migration der Personen aus Ent-
wicklungsldndern in die Industrienationen.® Beobachtungen wie diese weisen auf eine
multifaktorielle Genese der Atherosklerose hin, die eng mit den Lebens- und
Erndhrungsgewohnheiten der westlichen Welt korreliert. Zusétzlich spielen genetische

Faktoren eine Rolle.”'°

Durch den demografischen Wandel unserer Gesellschaft wird die Bedeutung der
Atherosklerose auch in Zukunft weiter zunehmen.!' Diese Sachlage, verbunden mit der
immensen Einschrinkung der Lebensqualitéit der betroffenen Personen, und der Tatsache,
dass die Atherosklerose die insgesamt hochsten Behandlungskosten fiir das Gesundheits-
system verursacht, machen es notwendig, die Pathogenese dieser Krankheit genauer zu

erforschen, um eine gezielte Privention und Therapie zu ermoglichen.*



1. Einleitung

1.1. Arterielle Gefiflverkalkung - ein aktiv regulierter Prozess

1.1.1. Historischer Riickblick

Die arterielle GefaBBverkalkung ist, entgegen fritherer Meinungen, keine passive
Ablagerung von Kalziumphosphat im atherosklerotischen Plaque, sondern ein von Zellen,
aktiv regulierter Prozess, der eine groBe morphologische, biologische und molekulare
Ubereinstimmung mit der embryonalen Osteogenese und dem adulten Knochen-
stoffwechsel aufweist.'"'

Erste Hinweise auf eine osteogenetische Metaplasie lassen sich bis in die Antike
zuriickverfolgen. So wurden die steinharten Ablagerungen in den Arterien, auf die man bei
Autopsien stieB, als Ossifikationen bezeichnet.'> Im 19. Jahrhundert beschrieb Rudolf
Virchow (1821-1902) die verkalkten Regionen innerhalb des atherosklerotischen Plaque
als lammellenknochenartig und erwéhnte zusétzlich osteoblastenartige Zellen und
hamatopoetische Elemente.'* 1906 verdffentlichte C. Bunting seine Theorie zum Thema
arterielle Verkalkung. Seiner Auffassung nach handelte es sich dabei um eine
metaplastische Umwandlung von Bindegewebszellen zu Osteoblasten. Er beobachtete die
Bildung von reifem Knochengewebe und eine Kolonisation und Umwandlung von
peripheren Blutstammzellen zu Knochenmark innerhalb der atherosklerotisch verdnderten
GefiBwand."

Entgegen dieser Aussagen war man bis zum Ende des 20. Jahrhunderts der Meinung, dass
es sich bei der arteriellen Verkalkung um einen passiven und unregulierten Prozess
handelte.''"'® 1983 lieferten Tanimura et al. das erste Indiz fiir einen aktiven knochen-
stoffwechselartigen Prozess, indem sie den Nachweis erbrachten, dass Matrixvesikel an der
arteriellen Verkalkung beteiligt sind.'” Matrixvesikel stellen wihrend der physiologischen
enchondralen Ossifikation die Loci der initialen Verkalkung des Knorpelgeriistes dar.'®
Der erste molekularbiologische Hinweis auf aktiven Knochenstoffwechsel wurde von
Bostrom et al. 1993 verdffentlicht. Sie zeigten, dass atherosklerotische Verkalkung auf
einem durch BMP-2a (bone morphogenic protein-2a) und OPN (Osteopontin) regulierten
osteogenetischen Signaltransduktionsweg basiert.'’

In den letzten 15 Jahren konnte in zahlreichen Untersuchungen gezeigt werden, dass
osteozyten-, osteoklasten- und chondrozytenartige Zellen in der verkalkten GefaBBwand
auftreten und in der Lage sind, die orthotopen Proteine des Knochen- und

Knorpelstoffwechsels zu exprimieren.”’?!
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Diese Erkenntnisse fiihrten schlieBlich Anfang dieses Jahrtausends zu der heute von
Fachleuten anerkannten Auffassung zur arteriellen Verkalkung. Demnach handelt es sich
um einen aktiven, pathobiologischen Prozess, der die embryonale Osteogenese
rekapituliert, und von osteozyten-, osteoklasten- und chondrozytenartigen Zellen reguliert,

aufrechterhalten und aktiv vorangetrieben wird.*

1.2. Grundlagen der arteriellen Gefiaflverkalkung

1.2.1. Uberblick

Grundsitzlich unterscheidet man vier Haupttypen arterieller Gefa3verkalkung, die sich in
Lokalisation, Atiologie, Histologie und klinischer Ausprigung unterscheiden.'?

1.) Die atherosklerotische Intimaverkalkung ist die héufigste Form der extraossdren
arteriellen GefdBverkalkung und Folgeerscheinung der Atherosklerose.'' Das AusmaB der
Verkalkung ist dabei direkt mit der GroBe des atherosklerotischen Plaque und einem
erhdhten kardiovaskuldren Risiko assoziiert.”*

2.) Die Mediaverkalkung (syn. Mdnckeberg-Sklerose) manifestiert sich in der Tunica
media, tritt unabhéngig von Atherosklerose auf und erscheint als lineare Verkalkung,
wobei sich Kalziumapatitkristalle zwischen Schichten von elastischen Fasern und glatten
GefdBmuskelzellen ablagern.”> Diese Form der Erkrankung tritt bei dlteren Patienten mit
Diabetes mellitus Typ II, Urdmie oder chronischem Nierenversagen auf.’*** Sie ist mit
einem hohen Risiko fiir kardiovaskulire Mortalitdt und Amputationen assoziiert.”’
Zelluldre Basis dieser Kalzifizierung sind die glatten GefdaBmuskelzellen der Tunica
media.”’

3.) Die Aortenklappenverkalkung besitzt sowohl Aspekte der Intima- als auch der
Mediaverkalkung und entsteht aufgrund des fortwahrenden mechanischen Reizes, der auf
die Klappe einwirkt. Eine aktive osteochondrozytire Differenzierung mit Knochen- und
Knorpelbildung konnte, wie im Falle der Intimaverkalkung, bereits nachgewiesen werden.
Klinisches Korrelat dieser Form der Verkalkung sind die Aortenklappenstenose und
-insuffizienz.*

4.) Die urdamisch-kalzifizierende Arteriolopathie (syn. Calciphylaxie) ist eine seltene
Erkrankung die etwa 1 % der dialysepflichtigen Patienten mit fortgeschrittener chronischer
Niereninsuffizienz, besonders in Kombination mit Warfarin-Therapie betrifft.’' Diese

schwerwiegende, eher diffus lokalisierte Form der arteriellen Verkalkung fiihrt iiber eine
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pathologische Erhohung des Kalzium- und Phosphatspiegels im Blutserum zu einer
ausgepragten Kalziumphosphateinlagerung in den GefiBwéinden, dem Unterhaut-
fettgewebe und zahlreichen Organen.'” Die Folgen sind Vaskulitis, Pannikulitis und

ischdmische Nekrosen der betroffenen Organe.'!

1.3. Pathophysiologie der atherosklerotischen Intimaverkalkung

Die atherosklerotische Intimaverkalkung manifestiert sich im Spitstadium der
Atherosklerose,  allerdings  lassen  sich  bereits im  Friihstadium  erste
Kalziumphosphatkristalle nachweisen.*> Es handelt sich bei der Atherosklerose um eine
chronisch inflammatorische Systemerkrankung der Arterienwand.”> Nach der heute
allgemein anerkannten, im Jahre 1976 von R. Ross postulierten, responce-to-injury
Hypothese, ist der initiale Stimulus zur Ausbildung der Atherosklerose eine
Endothelschiddigung jedweder Herkunft.** Die Atherosklerose beginnt als endotheliale
Dysfunktion, entwickelt sich iiber eine Schaumzell-Lésion zum atherosklerotischen Plaque
und schlielich zur komplizierten atherosklerotischen Lidsion. Nahezu alle komplizierten
atherosklerotischen Léasionen verkalken. Besonders Patienten mit Diabetes mellitus
und chronischem Nierenversagen zeigen eine deutliche Progression der Gefal-

verkalkung.*>

1.3.1. Endotheliale Dysfunktion und Schaumzell-Lision

Nach A.J. Lusis lassen sich genetische und umweltbedingte kardiovaskuldre
Risikofaktoren fiir Atherosklerose unterscheiden.’’ Einen weiteren wichtigen Einfluss auf
die Genese der Atherosklerose hat die Art des im jeweiligen GeféBabschnitt
vorherrschenden Blutflusses. Man unterscheidet die laminidre von der turbulenten
Stromung. An GefédBbifurkationen und -abgidngen, sowie in Klappenebenen und im
Aortenbogen liberwiegt die turbulente Stromung. Diese erzeugt Scherkrifte, welche einen
mechanischen Reiz fiir das Endothel darstellen. Ferner konnte gezeigt werden, dass
Scherkrifte die Endothelzellen zu vermehrter Expression von proatherogenen Leukozyten-
adhisionsmolekiilen anregen.’® Aufgrund des mechanischen Reizes sind GefiBregionen
mit turbulenter Stromung préadisponiert fiir Atherosklerose, wihrend Regionen mit
lamindrer Strémung cher verschont bleiben.”” Die Risikofaktoren bewirken oxidativen,

mechanischen, metabolischen, toxischen oder immunologischen Stress auf das Endothel.
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Unter ihrem Einfluss kommt es zur endothelialen Dysfunktion. (Abbildung 1)

Genetische Disposition: Turbulente Stromung Umweltfaktoren:
[LDL/VLDL]? ﬁ Fettreiche Erndhrung
[HDL] l . Nikotinabusus
Diabetes mellitus Stress

Arterielle Hypertonie Bewegungsmangel
Geschlecht ﬂ Infektionen

Systemische Entziindung Endotheliale Dvsfunktion Antioxidantien |

Abbildung 1: Modell der arteriellen GefaBwand mit kardiovaskuldren Risiko-
faktoren und endothelialer Dysfunktion.

Die Folge ist eine vermehrte Permeabilitdt fiir LDL (low density lipoprotein), das durch
das Endothel eindringt und sich innerhalb des intimalen Bindegewebes ablagert. Zusétzlich
exprimiert das Endothel vermehrt die Leukozyten-Adhésionsmolekiile [ICAM-1
(intercellular cell adhesion molecule-1), VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1),
E-Selektin und P-Selektin,”® sowie die Chemokine MCP-1 (monocyte chemoattractand
protein-1) und IL-8 (Interleukin-8).*'* Die Expression dieser Molekiile fiihrt zur
Adhidsion von Makrophagen und T-Lymphozyten an das Endothel und zur gerichteten
Migration dieser Zellen in die GefdBwand. Es kommt zu einer lokalen Entziindungs-
reaktion.” (Abbildung 2)

Die ersten morphologischen Anzeichen fiir Atherosklerose lassen sich bereits im
Kindesalter nachweisen. Sie manifestieren sich als sogenannte ,(fatty streaks* (syn.
Schaumzell-Lésionen), treten unabhidngig von geografischen, ethnischen, geschlechtlichen
und Umweltfaktoren auf und entwickeln sich risikofaktorabhéngig {iber atherosklerotische
Plaqueablagerungen zur komplizierten atherosklerotischen Lision.***’ Im intimalen
Bindegewebe wird das eingedrungene LDL von endothelialen Lipoxygenasen und
reaktiven Sauerstoffspezies iiber mo-LDL (minimal oxidiertes LDL) zu ho-LDL (hoch-
oxidiertes LDL) oxidiert. Aufgrund der Oxidation sind die eingewanderten Makrophagen

in der Lage dieses mit Hilfe ihrer Scavenger Rezeptoren (SR-A = scavenger receptor
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class A) zu phagozytieren.*® Es akkumuliert intrazelluldr und ldsst die Makrophagen im

Lichtmikroskop schaumig (Schaumzellen) aussehen. (Abbildung 2)

@ MCP-1,1L-8
T ICAM, VCAM,

E/P-Selektin @
Q Q

@ mo-LDL

LDL Penetration
Q ho-LDL Q Q Q
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Y—
Schaumzelle
—>
A Q
S — = ~ ~—— -

e @ Oxidation > o @
<= ">

Monozyten

Abbildung 2: Endotheliale Dysfunktion, lokale Entziindung und Entstehung
von Schaumzellen.

Das ho-LDL wirkt als Autoantigen fiir die eingewanderten T-Lymphozyten und fiihrt
neben der durch Makrophagen induzierten unspezifischen Immunantwort im Verlauf auch
zu einer spezifischen zelluliren Immunantwort.’ Zusitzlich findet eine wechselseitige
Interaktion und Aktivierung zwischen den beiden Zelltypen statt. Die Makrophagen
aktivieren die T-Lymphozyten mit Hilfe von MHC-II, wihrend die T-Lymphozyten mittels
Expression des CD40-Liganden (CD40L) die Makrophagen durch Bindung an CD40
aktivieren.”'”" (Abbildung 3)

1.3.2. Atherosklerotischer Plaque und komplizierte atherosklerotische Lésion

Die morphologischen Charakteristika dieser Spitstadien sind die Ausbildung der
fibrosen Kappe und des nekrotischen Kerns. Die chronische Entziindungsreaktion stellt
einen Reiz dar, der ortsstindige Zellen zur Expression und Sekretion von weiteren
Chemokinen wie CC, CXC, CX3C und Wachstumsfaktoren (TGF-B) anregt.*’ Unter dem
Einfluss dieser Molekiile wandern neben glatten GefaBmuskelzellen auch hidmatopoetische
Vorlduferzellen, die auf ihrer Oberfliche die entsprechenden Chemokin-Rezeptoren

(CXCR2 und CXCR4) exprimieren, in die Region ein.** (Abbildung 3)
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Abbildung 3: Makrophagen-T-Zell Interaktion (1), Bildung des nekrotischen
Kerns (2) und der fibrésen Kappe (3), sowie Einwanderung von
Progenitorzellen (4).

Die glatten GefaBmuskelzellen bilden die adluminal gelegene fibrose Kappe, die das
GefaBlumen vom nekrotischen Kern trennt. Dieser entsteht durch Akkumulation von
Lipiden und Zelldetritus von apoptotischen und nekrotischen Schaumzell-Makrophagen.
Der nekrotische Kern unterhélt im Sinne eines Circulus vitiosus aufgrund der freigesetzten
hochgradig proinflammatorisch wirkenden Lipide und des Zelldetritus die chronische
Entziindung und fiihrt so zur vermehrten Einwanderung von Makrophagen, glatten
GefiBmuskelzellen und weiteren Entziindungszellen.”® Die fibrose Kappe besitzt eine
wichtige Barrierefunktion, da im nekrotischen Kern der thrombogene tissue factor von den
Makrophagen sezerniert wird. Auf diese Weise wird ein Kontakt der Gerinnungskaskade
mit dem tissue factor und somit eine Thrombenbildung verhindert.”' Mit der Zeit gewinnt
der atherosklerotische Plaque an Durchmesser, bleibt jedoch in seiner Gesamtheit intakt
(sogenannter stabiler Plaque, Abbildung 4) und fiihrt schlieBlich zur Manifestation von
klinischen Symptomen. Diese duBlern sich zum Beispiel als belastungsabhidngige stabile

Angina pectoris.
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A tissue factor
% Kalziumapatit FC
apoptotische Makrophagen

Abbildung 4: Stabiler atherosklerotischer Plaque mit fibroser Kappe (FC) und
nekrotischem Kern (NC).

Da die Geschwindigkeit dieses Wachstums dabei stark von den kardiovaskuldren
Risikofaktoren abhingt, bildet sich frither oder spiter die komplizierte atherosklerotische
Lision aus.” Dieses Spitstadium der Atherosklerose zeichnet sich durch einen instabilen
atherosklerotischen Plaque sowie atherosklerotische Intimaverkalkung aus und besitzt die
hochste klinische Relevanz. Der Ubergang von einem stabilen in einen instabilen Plaque
ist auf verschiedene Ursachen zuriickzufithren.”®> Die mechanische Belastbarkeit der
fibrosen Kappe hédngt von ihrem Anteil an Kollagenfasern ab. Diese werden von den
glatten GefdaBBmuskelzellen synthetisiert. T-Lymphozyten und Makrophagen inhibieren die
Kollagensynthese durch Expression von IFN-y (Interferon-y) und MMP (Matrix
Metalloprotease). Des Weiteren flihrt die inflammationsbedingte Expression von
proteolytischen Enzymen durch Makrophagen zur Erosion der fibrésen Kappe.™

(Abbildung 5)
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A tissue factor
2 Kalziumapatit
A [FN-y/MMP

Abbildung S: Instabiler Plaque mit IFN-y und MMP sowie fibroser Kappe.

Der instabile Plaque weist eine diinne, fragile fibrose Kappe auf, die plotzlich rupturieren
kann. Im Falle der Ruptur gelangt der tissue factor in Kontakt mit der Gerinnungskaskade.
Die Folge ist eine Thrombusbildung mit anschlieBender Stenosierung oder vollstindiger
Okklusion des betroffenen GefiBes.”> (Abbildung 6) Klinisch #uBert sich ein solches

Ereignis u.a. in Form eines akuten Koronarsyndroms.>

A tissue factor

Abbildung 6: Ruptur eines instabilen Plaque und thrombotischer Verschluss
des Gefdl3es.
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1.3.3. Pathologie der atherosklerotischen Intimaverkalkung

In der Altersgruppe der 50- bis 60-Jahrigen finden sich bereits in 50 bis 55 %, bei den
iiber 70-jahrigen in 100 % der Fille Kalziumphosphatablagerungen in den groflen
Blutgefifen.”” Die hiufigste Form der Verkalkung ist die atherosklerotische
Intimaverkalkung, welche die embryonale Osteogenese rekapituliert.''** Wihrend dieses
Prozesses sezernieren Osteoblasten Matrixvesikel und Osteoid. Matrixvesikel enthalten
Kalzium, Phosphat und ALP (alkalische Phosphatase), und stellen die Orte der initialen
Verkalkung der Kollagenfasern dar.'” Osteoid ist eine extrazellulire Matrix, bestehend aus
Kollagen I, Osteocalcin, OPN und weiterer Knochenmatrixproteinen.® Das
charakteristische Mineral im Knochenstoffwechsel ist das kalzium- und phosphathaltige
Hydroxylapatit.'' Die extrazelluldre Kalziumkonzentration liegt nahe am Loslichkeits-
produkt fiir verschiedene Kalziumsalze. Um eine spontane ektope Verkalkung des
Bindegewebes zu unterdriicken, herrscht im Gewebe unter physiologischen Bedingungen
ein Gleichgewicht zwischen pro- und antikalzifizierenden Faktoren.” Im Zuge der
Biomineralisation im Knochengewebe findet eine lokal begrenzte, prizise Hemmung der
antikalzifizierenden Faktoren statt, und erlaubt somit eine regulierte Hydroxylapatitbildung
an Kollagenfasern.'' Schliisselenzym und wichtiger Marker fiir die Osteochondrogenese ist
die ALP, da sie PPi (inorganisches Pyrophosphat), einen der wichtigsten Inhibitoren der
Verkalkung, inhibiert.’® Weitere Inhibitoren der Kalzifizierung sind MGP (Matrix Gla
Protein), Fetuin-A, OPN und OPG (Osteoprotegerin).” IThnen stehen verschiedene
Induktoren der Verkalkung gegeniiber. Hierzu zédhlen BMP-2/4 (bone morphogenic
protein), Hyperphosphatdmie, Hyperkalzamie, Diabetes mellitus, Dyslipidimie und
Inflammation.'” Im atherosklerotischen Plaque wird das Gleichgewicht dieser Faktoren
durch Endothelverletzung und nachfolgende lokale chronische Entziindungsreaktion zu

Gunsten der Verkalkung verschoben.” (Abbildung 7)
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Abbildung 7: Chondrozytire Zellen im atherosklerotischen Plaque, sowie
pro- (+) und antikalzifizierende (-) Faktoren.

Im Verlauf des Prozesses kommt es zu einer chondro- und osteogenetischen Metaplasie
mesenchymaler Zellen, d.h. sie nehmen einen chondrozytiren/osteoblastischen Phénotyp
an und sind in der Lage, die Proteine des Knorpel-/Knochenstoffwechsels innerhalb der
GefiBwand zu exprimieren.’’ Einige Proteine induzieren eine chondroide/osteoide
Differenzierung der mesenchymalen Zellen. BMP-2 und BMP-4 sind Signalproteine des
Knochenstoffwechsels und gehéren zur TGF-B-Superfamilie (TGF-B = transforming
growth factor-f3). BMP-2 fiihrt im Tiermodell zur Induktion von ektopischer Knorpel- und
Knochenbildung. BMP-4 spielt eine entscheidende Rolle wihrend der enchondralen
Ossifikation.”® Beide Proteine werden in atherosklerotischen Lisionen exprimiert, und
wurden bereits als Mediatoren der atherosklerotischen Verkalkung identifiziert.'* Cbfal
(Core binding factor-al) und Osterix sind Transkriptionsfaktoren deren Aktivitdt durch
BMP-2 reguliert wird. Sie sind Schliisselproteine der osteoblastischen Differenzierung. Im
Mausmodell konnte gezeigt werden, dass ein Knockout dieser Molekiile zu einer
Unfahigkeit der Produktion von Knorpel- und Knochengewebe fiihrt. Beim Menschen
fiihrt eine Mutation in diesen Genen zu Cleidocranialer-Dysplasie.'? Zahlreiche Hinweise
deuten daraufhin, dass die chondrozytédren/osteoblastischen Zellen den Verkalkungsprozess
aktiv vorantreiben.''”’ Die zellvermittelte extraossire Verkalkung beinhaltet bei Maus und
Mensch sowohl chondrozytére als auch osteoblastische Zellen (Abbildung 7), welche einen

Prozess, dhnlich der enchondralen Ossifikation in Gang bringen.®* Wihrend beim
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Menschen der groBte Teil der extraossdren Verkalkung knochenartig aufgebaut ist,®"%

handelt es sich bei der Maus vorwiegend um einen knorpelartigen Aufbau.**** Die Griinde
fiir diese Diversitdt sind nicht bekannt. Es existieren jedoch einige Hypothesen zu diesem
Thema. So fehlen den Blutgefdlen der Maus die fiir die enchondrale Ossifikation
essentiellen vasa vasorum. Zuséitzlich sind die BMP-2 Gewebskonzentrationen bei der
Maus geringer als beim Menschen, wobei BMP-2 in hohen Konzentrationen eine
chondroide, in geringeren Konzentrationen eine osteoide Differenzierung von murinen
embryonalen Stammzellen induziert.” Die Bezeichnung dieser Zellen als chondrozytr,
basiert auf ihrer morphologischen Ahnlichkeit zu Chondrozyten und ihrer Eigenschaft, fiir
den Knorpelstoffwechsel typische Proteine wie Kollagen II und Aggrecan zu

exprimieren.**®’

1.3.4. Hypothesen zur Herkunft der chondrozytiren Zellen

Die Herkunft der chondrozytiren und osteoblastischen Zellen, die die arterielle
GefdBverkalkung aktiv vorantreiben, ist unbekannt.'"'> Aktuell werden lokale und
knochenmarkstdmmige Zellen als Vorldufer der chondrozytiren und osteoblastischen
Zellen diskutiert."' In mehreren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass pluripotene und
myeloide hédmatopoetische Progenitorzellen in vitro in der Lage sind, sich zu
chondrozytiren Zellen zu differenzieren.®®® Eine weitere aktuelle Studie zeigte bei
Patienten mit Atherosklerose im Vergleich zur Kontrollgruppe, einen signifikanten Anstieg
von CD34"-/CD133"-Progenitorzellen im peripheren Blut. Zusitzlich konnte gezeigt
werden, dass diese Zellen neben den Stammzellmarkern CD34 und CD133 den Osteo-
blastenmarker Osteocalcin exprimieren.”’ Unter geeigneten in vitro-Bedingungen sind
glatte GefdaBmuskelzellen und Perizyten in der Lage, sich zu Chondrozyten und
Osteoblasten zu differenzieren und eine kalzifizierende Extrazelluldrmatrix aus-
zubilden.'"”"""" Aufgrund der Ergebnisse dieser und weiterer Studien wurden drei

Hypothesen zur Herkunft der chondrozytéren Zellen formuliert (Abbildung 8):
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Progenitorzelle

s Peri zyt Q|@ — — —

Abbildung 8: Hypothesen zur Herkunft der chondrozytédren Zellen.

a) Hématopoetische Progenitorzellen aus dem Knochenmark gelangen iiber die
Blutbahn in den atherosklerotischen Plaque und differenzieren zu chondrozytiren
Zellen.

b) Transdifferenzierung von ortsstindigen glatten GefaBmuskelzellen (VSMC) zu
chondrozytiren Zellen nach FEinwanderung aus der Tunica media in den
atherosklerotischen Plaque.

¢) Transdifferenzierung von ortsstindigen Perizyten der Tunica adventitia zu

chondrozytiren Zellen.'"'*%

2009 konnten Speer et al. in einer Studie am LDLr-/- Mausmodell zeigen, dass die
chondrozytiren Zellen, die fiir die Mediaverkalkung verantwortlich sind, durch Trans-
differenzierung aus glatten GefdBmuskelzellen hervorgehen.” Bei der Intimaverkalkung ist

die Frage nach der Herkunft der kalzifizierenden Zellen weiterhin ungelost.
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1.4. Charakterisierung von nativen orthotopen Chondrozyten

Hyaliner Knorpel besteht zu einem Grofiteil aus extrazelluldrer Matrix, in der die
Chondrozyten in sogenannten Lakunen eingebettet sind. Sie sezernieren Kollagen II, das
ca. 40 % des Trockengewichtes ausmacht, Proteoglykane, Glykoproteine und weitere
knorpelspezifische Proteine. Es handelt sich um nerven- und gefialifreies, bradythrophes
Gewebe, welches ausschliefSlich durch Diffusion erndhrt wird. Aus diesem Grund ist die
Regenerationsfahigkeit stark eingeschriankt. Die Chondrozyten liegen in Gruppen von
Zellen zusammen und werden mit der sie umgebenden Matrix als Chondrone bezeichnet.”
Knorpelgewebe ist mesenchymalen Ursprungs. Im Verlauf der Chondrogenese
differenzieren sich mesenchymale Stammzellen zu Chondrozyten und im weiteren Verlauf
iiber Sdulenchondrozyten zu prahypertrophen und hypertrophen Chondrozyten. Die
verschiedenen Zelltypen der Chondrogenese exprimieren unterschiedliche knorpel-
spezifische Proteine. Sox-9 (SRY-box-9) und weitere Transkriptionsfaktoren der Sox-
Familie spielen eine wichtige Rolle wéhrend der Friihphase der Chondrogenese. Aus
diesem Grund wird Sox-9 als Frithmarker fiir chondrogenetische Prozesse verwendet.”® Im
weiteren Verlauf der Chondrogenese exprimieren Chondrozyten Kollagen II und
Aggrecan, wahrend die Fahigkeit, Sox-9 zu exprimieren, verloren geht. Prahypertrophe
und hypertrophe Chondrozyten sezernieren Kollagen X und PTHrP-R (Parathyroid
hormone-related protein-receptor). Kollagen II ldsst sich in dieser Spatphase nicht mehr
nachweisen. Mit Hilfe dieser spezifischen Markerproteine lassen sich die verschiedenen
Stadien der Chondrogenese auf molekularbiologischer Ebene identifizieren.”’

Wihrend der Embryonalentwicklung stellen mesenchymale Stammzellen die Vorlaufer-
zellen der Chondrozyten dar. Im Erwachsenenalter werden lokale Progenitorzellen nur
unter bestimmten Voraussetzungen fiir die Chondrogenese herangezogen. Laut Zuscik et
al. induziert sowohl physiologischer Stress, wie mechanische Beanspruchung, als auch
pathologischer Stress im Sinne von Entziindungen und Verletzungen die adulte
Chondrogenese.”” Bei Knochenbruchheilung werden ortsstindige Progenitorzellen aus
Periost und Knochenmark rekrutiert und zur Regeneration herangezogen. In einer Studie
von Olmsted-Davis et al. konnten die Autoren zeigen, dass zusétzlich ein hypoxisches

Milieu essentiell fiir die Chondrogenese ist.”
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1.5. RANK/RANKL/OPG-System
Die RANK/RANKL/OPG-Achse ist essentiell fiir das Remodeling des physiologischen

Knochenstoffwechsels’® und scheint auch bei der arteriellen Verkalkung eine zentrale
Rolle zu spielen.”” RANK (receptor activator of NF-kB), ein Transmembranprotein der
TNF-Rezeptor-Superfamilie (TNF = Tumornekrosefaktor), wird auf osteoklastischen
Vorlduferzellen der monozytiren Zelllinie exprimiert und ist ein etablierter Marker fiir
adulte Osteoklasten.*”® Der zugehorige Ligand RANKL (receptor activator of NF-kB
ligand) kommt sowohl membrangebunden als auch in loslicher Form vor und ist ein
Klasse II-Transmembranglykoprotein auf Osteoblasten, Chondrozyten,®' Stromazellen des
Knochenmarks sowie T-Lymphozyten. RANKL induziert durch Bindung an RANK unter
anderem die Differenzierung und Aktivierung der Vorlduferzellen von Osteoklasten.®**?
OPG, ein l6sliches basisches Glykoprotein, wird von Osteoblasten und Chondrozyten
sezerniert,™ und konkurriert mit RANK um die Bindung an RANKL. Es besitzt keine
intrinsische Aktivitdt und fiihrt zu einer kompetitiven Inhibition von RANK. (Abbildung 9)
Im physiologischen Knochenstoffwechsel herrscht ein Gleichgewicht zwischen den
Konzentrationen von RANKL und OPG. Untersuchungen an Knockout-Mausmodellen
haben gezeigt, dass ein Fehlen von RANK und RANKL aufgrund mangelnder
Osteoklastenfunktion zu Osteopetrose,” ein Fehlen von OPG aufgrund mangelnder
Inhibition der Osteoklasten zu Osteoporose fiihrt.*® Die Rolle von OPG bezogen auf die
arterielle Verkalkung wird aktuell diskutiert. In einigen Studien konnte eine positive
Korrelation zwischen der OPG Plasmakonzentration und der Ausprigung von
atherosklerotischer Intimaverkalkung, Mediaverkalkung, KHK sowie kardiovaskuldrer
Morbiditit und Mortalitit nachgewiesen werden.®”*® Andere Autoren kommen zu dem
Ergebnis, dass eine Behandlung mit OPG die Verkalkung inhibiert.*” So konnten Morony
et al. im Jahre 2009 im C57BL/6 LDLr-/- Mausmodell zeigen, dass eine Langzeitinhibition
von RANKL mittels rekombinantem OPG zu einer deutlich geringeren Ausprigung der

Intimaverkalkung fiihrt, ohne jedoch die Bildung von Atherosklerose zu beeintrichtigen.”
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Abbildung 9: RANK/RANKL/OPG-System (+/- = Induktion/Hemmung der
Bildung von Osteoklasten).

1.6. Das Mausmodell

1.6.1. Die LDL-Rezeptor Knockout-Maus als Tiermodell der atherosklerotischen

Intimaverkalkung

Zur Untersuchung der Atherosklerose haben sich die C57BL/6 LDL-Rezeptor Knockout-
Maus (LDLr-/-) und die C57BL/6 Apolipoprotein E Knockout-Maus (ApoE-/-) in
zahlreichen Studien bewéhrt. Unter cholesterin- und fettreicher Diét bilden diese Tiere
innerhalb von Wochen spontan Atherosklerose und Verkalkung aus.”””? Unterschiede
zwischen den Modellen liegen iiberwiegend in der Hohe des Cholesterinspiegels sowie der
Geschwindigkeit der Plaqueentwicklung. Wihrend die ApoE-/- Maus bereits ohne Highfat-
Diét einen sehr hohen Cholesterinspiegel und Atherosklerosebildung aufweist, bendtigt die
LDLr-/- Maus eine Highfat-Dit, um Atherosklerose zu entwickeln.”” In beiden Fillen
wurde in atherosklerotischen Lidsionen eine chondrozytire Metaplasie und Verkalkung
nachgewiesen.®*”” Der LDL-Rezeptor wird von Hepatozyten exprimiert und sorgt fiir die
Aufnahme von LDL und IDL (intermediate density lipoprotein) aus dem Blut in die
Hepatozyten. Er ist auf diese Weise direkt an der Regulation der Plasma-
cholesterinkonzentration beteiligt. Beim Menschen fiihrt eine Mutation dieses Rezeptors
zum Bild der familiiren Hypercholesterinimie Typ Ila, die mit stark ausgeprigter,
juveliner Atherosklerose einhergeht.”> Im Mausmodell fithrt der Knockout dieses

Rezeptors, in Kombination mit einer Highfat-Diit, im Vergleich zum Wildtyp (2 mmol/L)

16



1. Einleitung

zu einer mehr als zehnfachen Erhéhung des Cholesterinspiegels ( > 25 mmol/L), ohne
dabei den Triglyzerid- und HDL-Spiegel zu verindern.”” Die Folge sind manifeste

atherosklerotische Verinderungen der aortalen GefiBwand.”*

1.6.2. Die transgene C57BL/6 ROSA-26 Maus

Reporter Gene werden in der molekularbiologischen Forschung vielfach eingesetzt, um
Migration, Expression und Aktivitit von Zellen in vivo zu untersuchen.”>”> Die C57BL/6
ROSA-26 Maus ist ein transgenes Tier, dass nach vektorieller Implantation des
3-geo-Gens, B-Galaktosidase und Neomycin-Phosphotranferase, ubiquitir in sdmtlichen
Kérperzellen exprimiert.”® Die B-Galaktosidase ist als bakterielles Enzym und Teil des
Lactose-Operons (lac-Operon) nicht in nativen S&ugetierzellen nachweisbar. Trans-
plantierte Zellen der ROSA-26 Maus lassen sich durch immunhistochemischen Nachweis

prizise identifizieren.”

Die Kombination der beiden genetisch modifizierten Tiere soll die fiir die Untersuchung
erforderliche atherosklerotische Intimaverkalkung bewirken und knochenmarkstimmige
Zellen mittels B-Galaktosidasenachweis identifizierbar machen. Nach myeloablativer
Ganzkorperbestrahlung der C57BL/6 LDLr-/- Méuse und anschlieBender C57BL/6
ROSA-26 Maus Knochenmark-Transplantation ist dieses Enzym mittels Immunhisto-

chemie in den transplantierten Zellen nachweisbar.
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1.7. Ziele der Arbeit

Das Primaérziel der vorliegenden Untersuchung ist die Identifizierung und Klassifizierung
der an der Entstehung der atherosklerotischen Intimaverkalkung urséchlich beteiligten
chondrozytiren Zellen. Hierzu wird ein etabliertes Tiermodell fiir atherosklerotische
Intimaverkalkung (C57BL/6 LDLr-/- Maus) mit einem weiteren Tiermodell (C57BL/6
ROSA-26 Maus) kombiniert.

Folgende Fragen wurden gestellt und korrespondierende Experimente durchgefiihrt:

1.) Zu welchem Zeitpunkt treten die chondrozytiren Zellen erstmalig auf?

Hierzu werden die Tiere in drei Gruppen aufgeteilt, fiir 8, 10 und 16 Wochen auf eine
Hightat-Diidt gesetzt und die Aorta ascendens im Anschluss histologisch aufgearbeitet. Zur
Orientierung werden Farbungen zur Bindegewebe-, Fett- und Kalkdarstellung eingesetzt.

Geeignete Priaparate werden ausgewéhlt und mittels Immunhistochemie untersucht.

2.) Stammen die chondrozytdren Zellen aus dem Knochenmark?

Mit Hilfe einer Knochenmark-Transplantation von ROSA-26 Maiusen werden die
knochenmarkstdmmigen Zellen mittels B-Galaktosidase nachweisbar. Anhand einer
immunhistochemischen Doppelmarkierung von Kollagen II und B-Galaktosidase werden
die chondrozytiren Zellen im verkalkten Plaqueareal identifiziert und auf eine

Kolokalisation mit 3-Galaktosidase hin untersucht.

3.) Exprimieren die chondrozytiren Zellen weitere knorpelspezifische Markerproteine,
und kann eine Herkunft aus glatten Gefdfsmuskelzellen ausgeschlossen werden?

Zur weiteren Charakterisierung der chondrozytiren Zellen werden Plaqueareale mittels
immunhistochemischem Nachweises eines Frithmarkers der Chondrogenese (Sox-9),

RANKL und einem Marker fiir glatte GefaBmuskelzellen (SM-22a) untersucht.

4.)  Welcher hdamatopoetischen Zelllinie entstammen die chondrozytiren Zellen?
Zur Eingrenzung der hadmatopoetischen Zelllinie und zur Phéanotypisierung der
chondrozytiren Zellen werden diese mittels Immunhistochemie auf eine Kolokalisation

von Kollagen I und verschiedenen Leukozytenoberflichenantigenen untersucht.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Reagenzien

Aceton p.a.

Aquatex

BSA (Albumin from bovine Serum)
Calcein

Dako Glycergel Mounting Medium
DAPI

EDTA

Essigsdure 2 %
Ethanol p.a.
Glutaraldehyd
Héamalaun

Heparin (100 U/ml)
Immersionsdl 518 N
Isofluran
Isopropanol
Methanol p.a.
MgCl,

Oil Red O
Paraformaldehyd
Tiefkithimedium
Trypanblau
Tween® 20

Merck
Merck

Bio Chemika
Sigma

Dako Cytomation
Sigma
Merck
Merck
Merck
Sigma
Merck
Merck

Zeiss
Curamed
Sigma
Merck
Merck
Sigma
Merck

Leica Instruments
Merck
Merck
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2.1.2. Antikorper

Primére Antikorper:

Huhn Anti-B-Galaktosidase AK, ab93161
Kaninchen Anti-Kollagen II AK, NCL-COLL-IIp
Kaninchen Anti-RANKL AK, AAM56B
Kaninchen Anti-SM-22a AK, ab 14106

Abcam
Novocastra
AbD serotec
Abcam

Ratte Anti-Maus-CD13: Alexa Fluor® 488 AK, MCA2395A488 AbD serotec

Ratte Anti-Maus-CD115 AK, MCA 1898GA
Ratte Anti-Maus-CD34 AK, MCA 1825
Ratte Anti-MOMA-2 AK, 17P0O0503

Ziege Anti-Sox-9 AK, sc-17340

Sekundére Antikorper:

Esel Anti-Kaninchen AK Alexa Fluor® 488, A-21206
Esel Anti-Kaninchen AK Alexa Fluor® 555, A-31572
Esel Anti-Ziege AK Alexa Fluor® 555, A-21432
Ziege Anti-Huhn AK Alexa Fluor® 488, A-11039
Ziege Anti-Ratte AK Alexa Fluor® 555, A-21434

2.1.3. Pufferlosungen

Tris buffered saline (TBS) pH: 9,0 / 0,05 M
Phosphat buffered saline (PBS) pH: 7,45
PBS + Tween® 20

PBS + Mg”" (2 mM MgCl,)

2.1.4. Instrumente

Fluoreszenzmikroskop (Axioskop 2 plus)

Konfokales Laserscanning Mikroskop (LSM 510 Meta)

Kryotom (Jung 3000CM)

AbD serotec
AbD serotec
Dianova

Santa Cruz

Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen

Invitrogen

6,06 g Trispuffer ad 1 1 A. dm.
Invitrogen

10 ml Tween® 20 ad 11 PBS
2 mM MgCl; ad 11PBS

Zeiss
Zeiss

Leica
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Lichtmikroskop (Axioskop 2 plus)
Linearbeschleuniger (Mevatron 74®)
pH-Meter

Zentrifuge (Rotofix 32)

Zytospin Zytozentrifuge

2.1.5. Tierfutter

Highfat Diit
Standard-Maus-Diét

2.1.6. Software

Adobe Photoshop 9.0
AxioVision Rel. 4.6
EndNote X3

Zeiss
Siemens
Knick
Hettich

Leica

TD 90221, Harlan Teklad
1324-pellet, Altromin®, Lage, Deutschland

Adobe
Zeiss

Thomson Research Soft

LSM Image Browser 3.2 Zeiss
Microsoft® Office 2004 fur Mac® Version 11.0 Microsoft®
SPSS 18.0 SPSS inc.

2.2. Versuchstiere

Insgesamt wurden 23 weibliche Mause fiir diese Arbeit verwendet. Im Einzelnen handelte
es sich um 17 C57BL/6 LDLr-/- und 6 C57BL/6 ROSA-26 Méiuse, erworben von den
Charles River Lab. (Sulzbach-Rosenberg Deutschland). Die C57BL/6 LDLr-/- Méuse

wurden in drei Gruppen aufgeteilt und im Alter von 12 Wochen fiir 8 (Gruppe 1), 10

(Gruppe 2) und 16 Wochen (Gruppe 3) auf eine Highfat-Diit gesetzt. (Tabelle 1)

Die Tiere hatten einen 12-stiindigen Tag/Nacht-Rhythmus, wurden jeweils zu fiinft in

einem Kéfig gehalten und erhielten Wasser und Futter ad libitum. AuBBerhalb der Highfat-

Diat Phase erhielten die Tiere Standard-Maus-Diit.
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Tier Anzahl
C57BL/6 ROSA-26 6
C57BL/6 LDLr-/- 8 Wochen Hightat-Didt (Gruppe 1) 5
C57BL/6 LDLr-/- 10 Wochen Hightat-Didt (Gruppe 2) 5
C57BL/6 LDLr-/- 16 Wochen Hightat-Diit (Gruppe 3) 5
C57BL/6 LDLr-/- Kontrolle 2
Gesamt 23

Tabelle 1: Ubersicht der verwendeten Versuchstiere.

2.3. Myeloablative Ganzkorperbestrahlung und Knochenmark-Transplantation

Nach Narkotisierung mit Isofluran, Euthanasie durch zervikale Dislokation und
Desinfektion (70 % Ethanol) des gesamten Versuchstieres, wurden Femura und Tibiae der
Spendertiere (C57BL/6 ROSA-26) explantiert und prépariert. Die Epiphysen wurden
gekappt, die Markhohle mit 5 ml steriler PBS/5 % FCS-Losung gespiilt. Anschlieend
wurde die Spiilfliissigkeit mit den Knochenmarkzellen bei 4°C 10 Minuten zentrifugiert
(1200 rpm), mit 5 ml PBS/5 % FCS/Eis gewaschen, erneut zentrifugiert und mit 1 ml PBS-
Eis ohne FCS resuspendiert.

Um das native Knochenmark der Empféangertiere (C57BL/6 LDLr-/-) zu zerstéren, wurden
die Méduse im Alter von 12 Wochen fiir drei Minuten mittels einer 900 cGy Césiumquelle
ganzkorperbestrahlt. Direkt im Anschluss fand die Knochenmark-Transplantation unter
Isofluran-Narkose statt. (Abbildung 10) Die Knochenmarkszellen der C57BL/6 ROSA-26
Miuse wurden auf eine Verdiinnung von mindestens 5x10%/250 pl gebracht und mit
Heparin (100 U/ml, 5 pl auf 1 ml Zellsuspension) versetzt. Durch Injektion von jeweils
1 ml Zellsuspension in die Schwanzvene wurden die Zellen transplantiert. Das

Knochenmark einer Spendermaus wurde auf etwa vier bis fiinf Empfangertiere aufgeteilt.

2.4. Highfat-Diat

Um eine alimentér bedingte Hypercholesterindmie zu erreichen und so die Atherosklerose-

bildung zu verstirken, erhielten die C57BL/6 LDLr-/- Tiere im Anschluss an die
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Knochenmark-Transplantation eine cholesterin- und fettreiche Didt (TD 90221, Harlan
Teklad Bioservice for Science GmbH, Walsrode, Germany), bestehend aus 15 % Fett,
1,25 % Cholesterin und 0,5 % Natriumcholat. Die Méuse (n = 5 pro Gruppe) wurden
narkotisiert und 8, 10 und 16 Wochen nach Knochenmark-Transplantation euthanasiert.
Das Herz und die Aorta ascendens wurden explantiert, in fliissigem Stickstoff fixiert und

bis zur Aufarbeitung bei -80° C gelagert.

C57BL/6LDLr(-/-) Maus

o,

Bestrah]ungi Knoch k-
@ nochenmar C57BL/*ROSA26 NMays

_ Transplantation

L C57BL/6LDLr(-/-)?°%4*¢ Chimiire

@;‘%
L Highfat-Diét

@;‘%

Abbildung 10: Ablauf von Radiatio, Knochenmark-Transplantation und
Hightat-Diit.

2.5. Histologie
Die Préparate wurden mit Hilfe eines Kryotoms (Jung 3000CM, Leica) in 100-200 7 pm

dicke Serienschnitte geschnitten. Untersucht wurden die atherosklerotischen Plaque-

ablagerungen im Bereich der Aorta ascendens.

2.5.1. Oil Red O-Firbung

Mit Hilfe der Oil Red O-Firbung werden fetthaltige Areale rotlich angefirbt.” Die
Objekttrager wurden fiir 10 Minuten in 4 %igem Formaldehyd fixiert und dann 5 Minuten
in 60 %igen Isopropylalkohol gebracht. Im Anschluss wurden die Prdparate in einer
0,3 %igen Oil Red O-Losung 10 Minuten lang inkubiert und in 60 %igem Isopropyl-
alkohol differenziert. Zur Kerngegenfarbung wurden die Objekttrdager fiir 3 Minuten in

Héamalaun-Losung gebracht und danach unter flieBendem Wasser 10 Minuten gebléut.
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2. Material und Methoden

2.5.2. Calcein-Farbung

Mittels Calcein-Farbung werden wasserunlosliche Kalziumphosphat-Kristalle sichtbar
gemacht.” Zur Firbung wurden die Objekttriger fiir 30 Minuten in 0,1 mM Calcein-
Gebrauchsldsung gebracht und anschliefend auf einem Schiittler dreimal 5 Minuten mittels
0,05 M TBS (pH: 9,0) gespiilt. Nach Kernfarbung mit DAPI wurden die Pridparate in

Glycergel eingeschlossen.

2.6. Chimérenanalyse

Nach retrookuldrer Entnahme von 1-2 ml Blut zum Zeitpunkt der Euthanasie, wurde dieses
mit Hilfe eines Zytospins auf einen Objekttrdger aufgebracht und konzentriert. Mit
Markierung der [I-Galaktosidase durch indirekte Immunfluoreszenz konnte der Anteil der
[I1-Galaktosidase-Zellen durch Auszihlen erfasst werden. Pro Tier und Zytospin wurden
1000 Zellen evaluiert. Als Negativprobe wurde das Blut zweier C57BL/6 LDLr-/- Méuse

untersucht.

Protokoll: Chimirenanalyse

1. Fixieren in -20°C Methanol/Aceton 10 min
2 Trocknen 15 min
3. Blocken mit 5 % BSA/PBS 30 min
4 Inkubation mit priméren AK (Huhn Anti-[ -Galaktosidase,
Verdiinnung 1:250) in 5 % BSA/PBS 60 min
5. Spiilen in PBS 3x5 min
6. Inkubation mit sekunddrem AK (Ziege Anti-Huhn,
Verdiinnung 1:250) in PBS 30 min
7. Spiilen in PBS 3x5 min
8. Kernfarbung mit 20 ul DAPI in 200 ml PBS 3 min
9. Eindecken mit Glycergel

Die Bewertung und Auszdhlung der immunhistochemischen Ergebnisse fand an einem

Fluoreszenzmikroskop (Axioskop 2 plus, Zeiss) statt.
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2. Material und Methoden

2.7. Imnmunhistochemie

Zur lIdentifikation der verschiedenen Zelltypen im Plaque wurden mittels indirekter
Immunfluoreszenz neben (-Galaktosidase, chondrozytire Marker (Kollagen II, Sox-9,
RANKL), Marker glatter GefaBmuskelzellen (SM-22a) und Leukozytenoberflachen-
antigene (CD13, MOMA-2, CD115, CD34) nachgewiesen.

Antikorperkonzentrationen:

Primére Antikoper:

Huhn Anti-3-Galaktosidase AK: 1/200
Kaninchen Anti-Kollagen II AK: 1/250
Kaninchen Anti-RANKL AK: 1/200
Kaninchen Anti-SM-22a AK: 1/50

Ratte Anti-Maus CD13:Alexa Fluor® AK: 1/20
Ratte Anti-Maus CD115 AK: 1/500

Ratte Anti-Maus CD34 AK: 1/100

Ratte Anti-MOMA-2 AK: 1/1000

Ziege Anti-Sox-9 AK: 1/50

Sekundére Antikorper:

Esel Anti-Kaninchen AK: 1/1000
Esel Anti-Ziege AK: 1/250
Ziege Anti-Huhn AK: 1/250

Ziege Anti-Ratte AK: 1/500

Protokoll: Immunhistochemische Markierung/Doppelmarkierung

1. Auftauen 10 min
2. Trocknen 15 min
3. Rehydrieren mit PBS/Tween® 10 min
4. Fixieren in 4 % PFA/PBS 10 min
5. Spiilen mit PBS/Tween® 3x5 min
6. Blocken mit 5 % BSA/PBS 30 min
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7. Inkubation mit primiren AK in 5 % BSA/PBS 60 min
8. Spiilen in PBS/Tween® 3x5 min
9. Inkubation mit sekunddren AK in PBS 30 min
10. Spiilen in PBS/Tween® 3x5 min
11. Kernfarbung mit 20 ul DAPI in 200 ml PBS/Tween® 3 min
12. Eindecken mit Glycergel

Die Untersuchung und Auswertung der immunhistochemischen Befunde wurden an einem
konfokalen Laserscanning Mikroskop (LSM Meta 510, Zeiss) durchgefiihrt. Pro Farbung
und Tier wurden sechs Priparate untersucht. Fiir jedes Préparat wurden zehn zufillig
ausgewdhlte Regionen (jede mit einer Fliche von 1000 wum?) innerhalb des athero-
sklerotischen Plaque untersucht und die Gesamtzellzahl, die Anzahl der Kollagen II'-
Zellen, sowie die Anzahl der fiir Kollagen II und das jeweilige Markerprotein doppelt

positiven Zellen ermittelt.

2.8. Immunphinotypisierung von hiimatopoetischen Zellen

Um die hdmatopoetische Zelllinie der chondrozytiren Zellen zu bestimmen und diese
genauer zu charakterisieren, wurden immunhistochemische Doppelmarkierungen von
Kollagen II und unterschiedlichen Leukozytenoberflichenantigenen durchgefiihrt. Die
folgende Liste gibt einen Uberblick iiber die in dieser Arbeit verwendeten Leukozyten-
marker.

CD13 ist eine membranstindige N-Aminopeptidase, und ein Marker fiir Progenitorzellen
der myeloiden Zellreihe.'””'”" Dieses Enzym erlaubt eine Differenzierung zwischen der
myeloiden und lymphatischen himatopoetischen Zelllinie. (Abbildung 20)

MOMA-2 (Monocyte + Macrophage antibody-2) ist ein monoklonaler Antikdrper der ein
unbekanntes 140 kD schweres Glykoprotein im Cytoplasma und auf der Oberfliche von
Monozyten und Makrophagen detektiert.'* (Abbildung 21)

CD115 wird von dendritischen Zellen und den Zellen der monozytiren Reihe,
einschlieBlich Promonozyten und Monozyten, exprimiert.”® (Abbildung 22)

CD34, ein wichtiges Oberflichenantigen zur Identifizierung von hédmatopoetischen
Stammzellen, wird von multipotenten Progenitorzellen exprimiert und geht im Laufe der

weiteren Differenzierung verloren.'” (Abbildung 23)
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2. Material und Methoden

Mit jedem positiven oder negativen Nachweis wird eine Gruppe von hidmatopoetischen

Vorlduferzellen als in Frage kommende Quelle der chondrozytiren Zellen aus- oder

eingeschlossen. (Abbildung

11)

Pluripotente
Stammzelle
CD34+ L hoid
. ymphoide
Myeloide Stammzelle
Stammzelle CD34+
CD34+ 0
CFU-GM
@ CD34+
/ \ CD13+
CFU-M CFU-G CFU-Eo CFU-Bas ProB ProT
CDI13+ CDI13+ CDI13+ @ CDI13+
v Oy v v e @
Promonozyt N-Myelozyt Eo-Myelozyt Bas-Myelozyt
CDI13+ @CDI3+ CD13+
* CDI115+ *
Monozyt Neutrophil Eosinophil Basophil B T
@ @ @ o @
CDI115+
v — — u J
Makrophag g
MOMA-2 + Granulozyten Lymphozyten

Abbildung 11: Uberblick zur Himatopoese und den verwendeten Markern
zur Immunphénotypisierung der chondrozytiren Zellen. CFU = colony forming

unit (modifiziert aus

104
)-
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2.9. Statistische Methoden

Fiir die einzelnen Gruppen wurden Mittelwerte und Standardabweichungen berechnet. Es
wurden nicht parametrische Tests fiir unabhidngige Stichproben eingesetzt. Einzel-
vergleiche zwischen den Gruppen wurden mit dem Mann-Whitney-U-Tests durchgefiihrt.
Der Vergleich der Chimérenanalyse mit dem Anteil der Kollagen II'/p-Galaktosidase -
Zellen, erfolgte mittels des student’s t-Tests. Das Signifikanzniveau wurde mit o = 0,05
definiert. Ein Test mit p < 0,05 wurde somit als signifikant, ein Test mit p = 0,05 als nicht
signifikant bezeichnet. Die Auswertung erfolgte mit dem Statistik-Paket SPSS 18.0
(Statistical Package for the Social Sciences, Chicago, IL, USA).
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3. Ergebnisse

3.1. Histologie

3.1.1. Oil Red O- und Calcein-Fiarbungen

Nach 8 Wochen unter Highfat-Didt zeigten sdmtliche Tiere (5/5) homogene, Oil Red O-
positive Fettablagerungen in der GefaBwand der Aorta ascendes. Zusitzlich liefen sich in
diesem Friihstadium der Atherosklerose bereits punktférmige Kalziumphosphatkristalle
innerhalb der Plaqueablagerungen mittels Calcein nachweisen. Ein intermedidres Stadium
der Atherosklerose zeigte sich nach 10-wochiger Hightfat-Didt. Die GefdBwand wies eine
deutliche Progression von Atherosklerose und Verkalkung auf. Bei drei von fiinf Mausen
waren erste Anzeichen eines Atheroms (zelluldrer Detritus, Zellarmut, positiver Lipid- und
Kalziumphosphatnachweis)  erkennbar. Eine fortgeschrittene = Ausprigung  der
atherosklerotischen Intimaverkalkung war nach 16 Wochen Highfat-Didt erkennbar. Bei
allen Tieren (5/5) lieB sich der Plaque in einen basal gelegenen, atheromatdsen Bereich
(Atherom, Lipidkern) sowie einen adluminal gelegenen fibrotischen Bereich (fibrose
Kappe) einteilen. Das Atherom zeichnete sich durch starken Kalziumphosphat- und
Lipidnachweis, sowie deutliche Zellarmut aus, wihrend die fibrose Kappe weniger
Kalziumphosphat und Lipide, jedoch eindeutig mehr Zellen aufwies. (Tabelle 2,
Abbildung 12)

Gruppe Plaqueablagerungen Atherom/fibrose Kappe
8 Wochen Hightat-Diit 5/5 0/5
10 Wochen Highfat-Diét 5/5 3/5
16 Wochen Highfat-Diét 5/5 5/5

Gesamt 15/15 8/15

Tabelle 2: Ergebnisse der morphologischen Untersuchung der Plaqueareale.
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3. Ergebnisse

Die in den folgenden Abbildungen verwendeten Buchstaben dienen der Orientierung und

sind wie folgt definiert: L = GefdBlumen, M = Tunica media, A = Tunica adventitia,

NC = nekrotischer Kern (engl. necrotic core), FC = fibrose Kappe (engl. fibrous cap).

Abbildung 12: Ubersicht zur histologischen Untersuchung. Aorta ascendens 8 (a/b),
10 (c/d) und 16 Wochen (e/f) unter Highfat-Diét. a/c/e: Oil Red O-Farbung: Lipide werden
rotlich, Zellkerne lila dargestellt. b/d/f: Calcein-Farbung: Intakte elastische Fasern der
Tunica media und Kalziumphosphat werden griin, Zellkerne blau dargestellt.
Ma@stabsleiste: 100um.
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3. Ergebnisse

3.2. Immunhistochemie

Auf den folgenden Diagrammen ist auf der x-Achse die Dauer der Highfat-Diédt in
»Wochen“ und auf der y-Achse der prozentuale Anteil der fiir den entsprechenden Marker
positiven Zellen von der Gesamtzellzahl in ,,%* aufgefiihrt. Diagramm 2 zeigt auf der
y-Achse die Gesamtzellzahl in ,,Zellen/mm”*. Signifikante Unterschiede zwischen den

einzelnen Gruppen wurden mit ,,**, nicht signifikante Unterschiede mit ,,n.s.“ markiert.

3.2.1. Chimirenanalyse

Diagramm 1 zeigt den Gruppenvergleich der Chimérenanalyse. Der Anteil der
B-Galaktosidase -Leukozyten im peripheren vendsen Blut belief sich auf 84,6 % + 3,6 %
bei den 8 Wochen, auf 91,2 % + 3,4 % bei den 10 Wochen und auf 88,4 % + 1,1 % bei den
16 Wochen Tieren. Die Negativkontrollen zweier nicht transplantierter C57BL/6 LDLr-/-

Mause zeigten keine Markierung.

Gruppenvergleich der Chimérenanalyse

n.s.
100 - % n.s
—_
—~
S
£ %
3 T
R T
+§ 80
3 84,6
w
£
70
=
Q
=
60
50
8 10 16

Dauer der Highfat-Diiit (Wochen)

Diagramm 1: Ubersicht der Chimirenanalyse zu den drei untersuchten Zeitpunkten.
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3. Ergebnisse

3.2.2. Kollagen II/B-Galaktosidase-Doppelmarkierung
Das Friihstadium (Abbildung 13, Diagramme 2-4), 8 Wochen unter Highfat-Diét, zeigte

eine mittlere Zellularitdt von 1528,6 + 184,1 Zellen/'mm?. Es konnten in diesem Stadium
keine Kollagen II"-Zellen nachgewiesen werden. Der Anteil der B-Galaktosidase -Zellen
lag bei 83,4 % £ 7,8 %. Im Intermediérstadium der Atherosklerosebildung, 10 Wochen
unter Highfat-Didt (Abbildung 14, Diagramme 2-4), erreichte die Zellularitit ein
Maximum von 1998,9 + 167,7 Zellen/mm®. Chondrozytire Zellen traten in diesem
Stadium erstmalig auf. Ihr Anteil belief sich auf 7,1 % % 1,6 %, von denen 90,1 % + 9,3 %
zusitzlich eine Doppelmarkierung fiir B-Galaktosidase aufwiesen. Der Gesamtanteil der
B-Galaktosidase -Zellen lag bei 86,6 % + 6,1 %. Unter 16-wochiger Highfat Didt
(Abbildung 15, Diagramme 2-4) zeigten die Plaqueablagerungen eine deutliche Abnahme
der Zellularitit auf 1661,1 + 157,9 Zellen/mm?. Kollagen II lieB sich in 14,1 % + 1,7 % der
Zellen nachweisen. 87,5 % + 5,9 % dieser chondrozytdren Zellen waren zusétzlich positiv
fiir B-Galaktosidase. Insgesamt zeigten 81,1 % + 2,9 % der Zellen im Plaque eine positive

Markierung fiir B-Galaktosidase.

Gruppenvergleich der Zellularitit

3000
%k
-~ TN
2500 o o
~ ~ ~
2000
E
E
= 1500
xR
3 .J
D
N
1000
1528,6
500
0 ,
8 10 16

Dauer der Highfat-Didt (Wochen)

Diagramm 2: Verteilung der Zellularitit zu den verschiedenen Zeitpunkten.

32
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Gruppenvergleich der Kollagen IT"-Zellen
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T
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0,0 - t
0 T T
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Diagramm 3: Anteil der Kollagen II'-Zellen im untersuchten Plaqueareal zu den

verschiedenen Zeitpunkten.

Gruppenvergleich der Kollagen IT'/B-Galaktosidase’-Zellen
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Diagramm 4: Anteil der Kollagen II'/B-Galaktosidase™-Zellen im
Plaqueareal zu den verschiedenen Zeitpunkten.

untersuchten
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3. Ergebnisse

Abbildung 13: Oil Red O- und Calcein-Farbung sowie Doppelmarkierung von
Kollagen II und B-Galaktosidase im atherosklerotischen Plaque nach 8 Wochen unter
Hightat-Didt. a: Oil Red O-Farbung: Lipide werden rotlich, Zellkerne lila dargestellt.
b: Calcein-Féarbung: Intakte elastische Fasern der Tunica media und Kalziumphosphat
werden griin, Zellkerne mittels DAPI-Markierung blau dargestellt. c¢/d: Doppelmarkierung
von Kollagen II und f-Galaktosidase: Zellkerne = blau, p-Galaktosidase = griin,
Kollagen II = rot. d: VergroBerter Ausschnitt des in ¢ markierten Bereiches: Die Pfeile
verweisen auf ausgewihlte B-Galaktosidase'-Zellen. Kollagen II ist nicht nachweisbar.
Ma@stabsleiste: a-c: 100 wm, d: 50um.
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Abbildung 14: Oil Red O- und Calcein-Farbung sowie Doppelmarkierung von Kollagen 11
und p-Galaktosidase im atherosklerotischen Plaque nach 10 Wochen unter Highfat-Diit. a:
Oil Red O-Farbung: Lipide werden rétlich, Zellkerne lila dargestellt. b: Calcein-Farbung:
Intakte elastische Fasern der Tunica media und Kalziumphosphat werden griin, Zellkerne
mittels DAPI-Markierung blau dargestellt. ¢/d: Doppelmarkierung von Kollagen II und
-Galaktosidase: Zellkerne = blau, (-Galaktosidase = griin, Kollagen II = rot. d:
VergroBBerter Ausschnitt des in ¢ markierten Bereiches: Die kurzen Pfeile verweisen auf
ausgewihlte P-Galaktosidase'/Kollagen II'-Zellen, die lingeren Pfeile verweisen auf
B-Galaktosidase /Kollagen IT"-Zellen. MaBstabsleiste: a/c: 50 wm, d: 20um.
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Abbildung 15: Oil Red O- und Calcein-Farbung sowie Doppelmarkierung von Kollagen 11
und p-Galaktosidase im atherosklerotischen Plaque nach 16 Wochen unter Highfat-Diit. a:
Oil Red O-Farbung: Lipide werden rétlich, Zellkerne lila dargestellt. b: Calcein-Farbung:
Intakte elastische Fasern der Tunica media und Kalziumphosphat werden griin, Zellkerne
mittels DAPI-Markierung blau dargestellt. c/d: Doppelmarkierung von Kollagen II und f3-
Galaktosidase: Zellkerne = blau, 3-Galaktosidase = griin, Kollagen II = rot. d: Vergroferter
Ausschnitt des in ¢ markierten Bereiches: Die Pfeile verweisen auf [-Galakto-
sidase /Kollagen II"-Zellen. MaBstabsleiste: a-c: 100 um, d: 50um.
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3.2.3. Vergleich von Chimirenanalyse und B-Galaktosidase '-Zellen

Diagramm 5 zeigt einen vergleichenden Uberblick iiber die Chimirenanalyse und den
Anteil der Kollagen II'-Zellen im atherosklerotischen Plaque, die zusitzlich eine
Markierung von B-Galaktosidase aufwiesen. Es werden die drei untersuchten Zeitpunkte
dargestellt. Nach 8 Wochen unter Highfat-Diit lieBen sich keine Kollagen II'-Zellen
nachweisen, daher wird an dieser Stelle nur der Wert der Chimérenanalyse gezeigt. In der
2. Gruppe, 10 Wochen unter Highfat-Diédt, gab es keinen signifikanten Unterschied
zwischen der Chimiren- und der Plaqueanalyse. Die 3. Gruppe, 16 Wochen unter Highfat-

Diit, zeigte ebenfalls keinen signifikanten Unterschied auf.

Vergleich von Chimirenanalyse und Kollagen IT'/B-Galaktosidase '-Zellen

100

o
(=]

i

80

84,6

70

B-Galaktosidase™-Zellen (%)

60

0,0

50

8 10 16

Dauer der Highfat-Diéit (Wochen)

Diagramm 5: Ubersicht der im peripheren Blut (Chimirenanalyse) und im athero-
sklerotischen Plaque (Plaqueanalyse, dunkel hervorgehoben) nachweisbaren B-Galakto-
sidase’- Zellen.
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3.2.4. SM-22a./Sox-9-Doppelmarkierung

Die Tiere der Gruppe 1 zeigten eine ausgeprigte Markierung der Tunica media mit
SM-22a.. Es konnten in diesem Stadium keine SM-22a."- und Sox-9'-Zellen innerhalb des
atherosklerotischen Plaque identifiziert werden. (Abbildung 16) Im Intermedidrstadium der
Atherosklerose, 10 Wochen unter Highfat-Diit, zeigte die Tunica media ebenfalls eine
deutliche Markierung mit SM-22a.. Die Tiere zeigten eine Markierung einzelner Zellen im
Bereich der fibrosen Kappe mit SM-220.. Sox-9'-Zellen traten bei simtlichen untersuchten
Tieren der Gruppe 2 erstmalig auf. Eine Kolokalisation von SM-22a und Sox-9 in
denselben Zellen konnte nicht nachgewiesen werden. (Abbildung 17) Im Spitstadium
beschriankte sich die Markierung mit SM-22a. auf Anteile der Tunica media und der
fibrosen Kappe. Dieses Stadium zeigte eine deutliche Progression der Anzahl der Sox-9'-
Zellen. Auch zu diesem Zeitpunkt konnte keine intrazellulire Kolokalisation von Sox-9"

und SM-22a." festgestellt werden. (Abbildung 18)

3.2.5. Kollagen I1/Sox-9-Markierung

Anhand von Serienschnitten konnte gezeigt werden, dass die Kollagen II"-chondrozytiren
Zellen und Sox-9'-Zellen in denselben Regionen des atherosklerotischen Plaque

vorkommen. (Abbildung 18)
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Abbildung 16: Doppelmarkierung von SM-22a und Sox-9 im atherosklerotischen Plaque

nach 8 Wochen unter Highfat-Didt. a/b: Zellkerne = blau, SM-22a = griin, Sox-9 = rot.

b: VergroBerter Ausschnitt des in a markierten Bereichs. Das gezeigte Areal weist keine
positive Markierung fiir Sox-9 auf. MaBstabsleiste: a: 100 um, b: 50um.

nach 10 Wochen unter Highfat-Didt. a/b: Zellkerne = blau, SM-22a = griin, Sox-9 = rot.
b: VergroBerter Ausschnitt des in a markierten Bereichs. Die langen Pfeile verweisen auf

Sox-9'-Zellen im Bereich des atherosklerotischen Plaque. Die kurzen Pfeile verweisen auf
SM-220."-Zellen der Tunica media. MaBstabsleiste: a: 100 um, b: 50 pum.
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Abbildung 18: Doppelmarkierung von SM-22a und Sox-9 sowie Markierung von
Kollagen II im atherosklerotischen Plaque nach 16 Wochen unter Highfat-Didt.
a/b: Zellkerne = blau, SM-22a = griin, Sox-9 = rot. a: Pfeile weisen auf Sm-22a. positive
Bereiche der Tunica media und der fibrosen Kappe. b: VergroBerter Ausschnitt des in a
markierten Bereichs. Die langen Pfeile verweisen auf Sox-9'-Zellen im Bereich des
atherosklerotischen Plaque. c/d: Serienschnitt direkt neben a/b. Kollagen II-Markierung.
Zellkerne = blau, Kollagen II = rot. Die Pfeile verweisen auf Kollagen II'-Zellen im
Bereich des atherosklerotischen Plaque. Kollagen II und Sox-9 kommen in denselben
Arealen des atherosklerotischen Plaque vor. Malstabsleiste: a/b: 100 wm, c/d: 50 um.
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3.2.6. Kollagen II/RANKL-Markierung

Es konnte nachgewiesen werden, dass RANKL - und Kollagen IT"-chondrozytire Zellen in

aufeinanderfolgenden Serienschnitten in denselben Arealen vorkommen. (Abbildung 19)

Abbildung 19: Markierung von Kollagen II und RANKL im atherosklerotischen Plaque
nach 16 Wochen unter Highfat-Didt. a/b Markierung von Kollagen II. Zellkerne = blau,
Kollagen II = rot. b: VergroBerter Ausschnitt des in a markierten Bereichs. Die Pfeile
verweisen auf Kollagen II'-Zellen im Bereich des atherosklerotischen Plaque.
c: Serienschnitt direkt angrenzend an a. d: VergroBerter Ausschnitt des in ¢ markierten
Bereichs. Die Pfeile verweisen auf RANKL -Zellen im Bereich des Plaque. Kollagen IT'-
und RANKL"-Zellen kommen in nebeneinander liegenden Serienschnitten in denselben
Arealen vor. MaB3stabsleiste: a/c: 50 um, b/d: 20 um.
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3.3. Immunphiinotypisierung der chondrozytiiren Zellen

Zur Bestimmung der hdmatopoetischen Zelllinie der chondrozytiren Zellen wurden
immunhistochemische Doppelmarkierungen von Kollagen II und verschiedenen

Progenitorzellen- und Leukozytenoberflichenantigenen durchgefiihrt.

3.3.1. Kollagen II/CD13-Doppelmarkierung

CD13, ein Antigen auf der Oberfliche von myeloiden Progenitorzellen, wurde verwendet,
um zwischen Zellen der lymphoiden und der myeloiden Zellreihe zu unterscheiden. In
intermedidren Plaqueablagerungen zeigten 61,0 % + 6,0 % der chondrozytdren Zellen, in
fortgeschrittenen 47,4 % + 9,2 % eine Kolokalisation mit CD13. (Diagramm 6,
Abbildung 20)

Gruppenvergleich der Kollagen IT'/CD13"-Zellen
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Diagramm 6: Anteil der Kollagen II'/CD13"-Zellen im untersuchten Plaqueareal zu den
verschiedenen Zeitpunkten.
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3. Ergebnisse

Abbildung 20: Doppelmarkierung von Kollagen II und CD13 im atherosklerotischen
Plaque nach 10 (a/b) und 16 Wochen (c/d) unter Highfat-Didt. Zellkerne = blau,
CD13 = griin, Kollagen II = rot. b: VergroBerter Ausschnitt des in a markierten Bereichs.
Die langen Pfeile verweisen auf CDI13"/Kollagen II'-Zellen, kurze Pfeile auf
CD13"/Kollagen II'-Zellen im Bereich des atherosklerotischen Plaque. d: VergroBerter
Ausschnitt des in ¢ markierten Bereichs. Der Pfeil verweist auf eine
CD13"/Kollagen IT"-Zelle im Bereich des Plaque. MaBstabsleiste: a: 100 um, b: 50 um.
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3.3.2. Kollagen II/MOMA-2-Doppelmarkierung

Als Marker der monozytéiren Zellreihe wurden MOMA-2 eingesetzt. Es konnte zu keinem
Zeitpunkt eine Kolokalisation von Kollagen II und MOMA-2 identifiziert werden.
(Abbildung 21)

Abbildung 21: Doppelmarkierung von Kollagen II und MOMA-2 im atherosklerotischen
Plaque nach 10 (a/b) und 16 Wochen (c/d) unter Highfat-Didt. Zellkerne = blau,
MOMA-2 = griin, Kollagen II = rot. b: VergroBerter Ausschnitt des in a markierten
Bereichs. Die langen Pfeile verweisen auf Kollagen II'-Zellen, kurze Pfeile auf
MOMA-2"-Zellen im Bereich des atherosklerotischen Plaque. d: VergroBerter Ausschnitt
des in ¢ markierten Bereichs. Die langen Pfeile verweisen auf Kollagen II"-Zellen, der
kurze Pfeil auf eine MOMA-2"-Zelle im Bereich des Plaque. Eine Kolokalisation von
MOMA-2 und Kollagen II konnte nicht festgestellt werden. Malstabsleiste: a/c: 100 wm,
b/d: 20 um.
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3.3.3. Kollagen I1/CD115-Doppelmarkierung

Als Marker fiir monozytidre Progenitorzellen wurde CD115 eingesetzt. Es konnte zu

keinem Zeitpunkt eine Kolokalisation von Kollagen II und CD115 identifiziert werden.

(Abbildung 22)

Abbildung 22: Doppelmarkierung von Kollagen II und CD115 im atherosklerotischen
Plaque nach 10 (a/b) und 16 Wochen (c/d) unter Highfat-Didt. Zellkerne = blau,
CD115 = griin, Kollagen II = rot. b: VergroBerter Ausschnitt des in a markierten Bereichs.
Die langen Pfeile verweisen auf Kollagen II'-Zellen, die kurzen Pfeile auf CD115"-Zellen
im Bereich des atherosklerotischen Plaque. d: VergroBerter Ausschnitt des in ¢ markierten
Bereichs. Die langen Pfeile verweisen auf Kollagen II'-Zellen, der kurze Pfeil auf eine
CD115"-Zelle im Bereich des Plaque. Eine Kolokalisation von CD115 und Kollagen II
konnte nicht festgestellt werden. MaBstabsleiste: a/c: 100 um, b/d: 50 um.
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3.3.4. Kollagen I1I/CD34-Doppelmarkierung

CD34, ein Zellmembranantigen, welches von hédmatopoetischen Stammzellen und
Endothelzellen exprimiert wird, wurde zur préiziseren Differenzierung der myeloiden
Progenitorzellen eingesetzt. Im intermedidr Stadium zeigten 88,9 % =+ 9,8 %, im
Spétstadium 84,9 % + 6,5 % der chondrozytédren Zellen eine Doppelmarkierung mit CD34
und Kollagen II. (Diagramm 7, Abbildung 23)

Gruppenvergleich der Kollagen IT'/CD34"-Zellen

n.s.

100

80

60

Kollagen IT'/CD34"-Zellen (%)

20

8 10 16
Dauer der Highfat Diéit (Wochen)

Diagramm 7: Anteil der Kollagen II'/CD34"-Zellen im untersuchten Plaqueareal zu den
verschiedenen Zeitpunkten.
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3. Ergebnisse

Abbildung 23: Doppelmarkierung von Kollagen II und CD34 im atherosklerotischen
Plaque nach 10 (a/b) und 16 Wochen (c/d) unter Highfat-Didt. Zellkerne = blau,
CD34 = griin, Kollagen II = rot. b: VergroBerter Ausschnitt des in a markierten Bereichs.
Der lange Pfeil verweist auf eine CD34"/Kollagen IT"-Zelle. d: VergroBerter Ausschnitt des
in ¢ markierten Bereich. Der Pfeil verweist auf eine CD34 /Kollagen II'-Zelle im Bereich
des Plaque. Der kurze Pfeil verweist auf eine CD34 /Kollagen II'-Zelle, bei der es sich am
ehesten um eine Endothelzelle handelt. MaBistabsleiste: a/c: 100 um, b/d: 50 wm.
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3.3.5. Ubersicht zur Bestimmung von Herkunft und himatopoetischer Zelllinie der

chondrozytiren Zellen

Im ersten Schritt wurde die Knochenmarks-Hypothese bestétigt und die lokale Hypothese
(glatte GefaBmuskelzellen und Perizyten) verworfen. Im Zuge der anschlieenden
Immunphénotypisierung mittels CD13, CD115, MOMA-2 und CD34 wurden Zellen der
lymphatischen und monozytiren Zellreihe ausgeschlossen und myeloide Progenitorzellen

als mogliche Vorlaufer der chondrozytiren Zellen identifiziert. (Abbildung 24)

. S
Chondrozytire Zellen
# OO
@ &
25
/ SM-2201 - \
Knochenmarks-Hypothese Lokale Hypothese

/ CD13 + \

Lymphoide Zelllinie | Myelomonozytire Zelllinie

MOMA-2 - \
CD115 -

Monozytire Zelllinie Myeloide Zelllinie

AN

Adulte Zellen Progenitor Zellen

Abbildung 24: Ubersicht der Bestimmung von Herkunft und hiimatopoetischer
Zelllinie der chondrozytéren Zellen. Breite Pfeile und rote Kistchen markieren
die durch die jeweiligen Marker nachgewiesenen Hypothesen.
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4. Diskussion

Die atherosklerotische Intimaverkalkung ist kein passiver Vorgang, sondern wird aktiv von
chondrozytiren und osteoblastischen Zellen reguliert und angetrieben.'' Die Mechanismen
und die Herkunft der ektopischen chondrozytiren und osteoblastischen Metaplasie, im
Zuge der arteriellen Verkalkung, waren lange Zeit unbekannt. Wahrend der Ursprung der
chondrozytiren Zellen im Tiermodell der Mediaverkalkung eindeutig nachgewiesen
wurde,” ist die Herkunft der chondrozytiren Zellen der atherosklerotischen Intima-
verkalkung noch unbekannt und Gegenstand aktueller Diskussionen.'” Das Ziel der
vorliegenden Untersuchung war, die Herkunft dieser fiir die Verkalkung essentiellen

Zellen zu bestimmen und ihre himatopoetische Zelllinie genauer zu identifizieren.

4.1. Histologie

Die LDLr-/- Maus ist ein géngiges Tiermodell zur Untersuchung der atherosklerotischen
Intimaverkalkung.'”® Unter Standard-Diit bildet sich keine signifikante Atherosklerose
aus, wihrend eine Highfat-Didt innerhalb von Wochen eine deutliche Atherosklerose mit
Intimaverkalkung im Bereich der Aorta ascendens bedingt.”'°® Da eine Highfat-Diit von

mehr als 16 Wochen héufig letal verlauft,'*

wurden als Untersuchungszeitpunkte 8, 10
und 16 Wochen unter Highfat-Didt gewihlt, um unterschiedliche Stadien der athero-
sklerotischen Intimaverkalkung untersuchen zu konnen. Es konnte ein Friihstadium
(8 Wochen Highfat-Didt) mit homogenen Fettablagerungen, ein Intermedidrstadium
(10 Wochen) und ein Spitstadium mit verkalkten Plaqueablagerungen, nekrotischem Kern
und fibréser Kappe (16 Wochen) identifiziert werden. Diese Ergebnisse stimmen mit
denen anderer Arbeitsgruppen iiberein.'” Die Pathogenese der atherosklerotischen
Lasionen im LDLr-/- Mausmodell ist mit den Stadien der Plaqueentwicklung beim
Menschen vergleichbar. So bilden sich bei Maus und Mensch sowohl fatty streaks, als

auch stabile und instabile atherosklerotische Plaqueablagerungen mit anschlieender

Plaqueruptur aus.'*®
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4.2. Herkunftsbestimmung der chondrozytiren Zellen

4.2.1. Chimirenanalyse

In Folge der myeloablativen Ganzkdrperbestrahlung und anschlieBender Knochenmark-
Transplantation handelte es sich bei den Empfiangertieren genetisch gesehen um

Chimiren.'”

Um den Erfolg der Transplantation zu bewerten und weitere Ergebnisse zu
validieren, fiihrten wir an den Tieren mittels immunhistochemischer Markierung von
3-Galaktosidase eine Chimérenanalyse an Cytospins von heparinisiertem Vollblut durch.
Die Analyse ergab fiir die 10 Wochen Highfat-Didt Tiere einen Mittelwert von
91,20 %. Fiir die 16 Wochen Highfat-Didt Tiere wurde ein Mittelwert von 88,40 %
B-Galaktosidase -Leukozyten im peripheren Blut ermittelt. Das Vorhandensein von
B-Galaktosidase -Leukozyten im Blut der Empfingertiere dokumentierte den Erfolg des
Austausches der hdmatopoetischen Stammzellen, da nur diese die Fidhigkeit zur
Selbsterneuerung besitzen und in der Lage sind Hamatopoese zu betreiben.''® Unsere
Ergebnisse legen nahe, dass in diesem Mausmodell der GroBteil der p-Galaktosidase'-
Zellen aus dem Knochenmark stammt. Die Ergebnisse der Chimérenanalyse stimmen mit
denen anderer Arbeitsgruppen weitgehend iiberein. Eine Studie von Bentzon et al., in der
die Herkunft von glatten GefaBBmuskelzellen im atherosklerotischen Plaque am ApoE-/-
Mausmodell mittels Knochenmark-Transplantation und eGFP-Markierung (enhanced

green fluorescent protein) untersucht wurde, kam zu einem Mittelwert der Chiméren-

analyse von 93,6 %.'"”

4.2.2. Kollagen I1/g-Galaktosidase-Immunhistochemie

In der vorliegenden Studie untersuchten wir den zelluldren Ursprung der chondrozytiren
Metaplasie innerhalb der verkalkten atherosklerotischen Plaqueablagerungen. Die
chondrozytiren Zellen wurden mittels immunhistochemischem Kollagen II-Nachweis
identifiziert und auf eine Doppelmarkierung mit B-Galaktosidase untersucht. Der ver-
wendete Antikérper (Kaninchen Anti-Kollagen II AK NCL-COLL-IIp) ist hochspezifisch
fiir Kollagen II, zeigt keine Kreuzreaktionen mit anderen Kollagen-Typen und wurde
bereits in anderen Studien zur Identifizierung chondrozytirer Zellen eingesetzt.”'!!

Kollagen II wurde als Markerprotein fiir chondrozytire Zellen ausgewihlt, da es

ausschlieBlich in hyalinem und Faserknorpel vorliegt und wéhrend der meisten Stadien der
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Chondrogenese von den Chondrozyten exprimiert wird.””''? In unserem Mausmodell
lieBen sich 8 Wochen nach Beginn der Highfat-Didt in keinem der untersuchen
Plaqueareale chondrozytdren Zellen nachweisen, wiahrend nach 10 Wochen unter Highfat-
Didt 7,1 % der Zellen als chondrozytéire Zellen identifiziert werden konnten. Der Zeitpunkt
des erstmaligen Auftretens chondrozytirer Zellen liegt in unserem Mausmodell folglich
zwischen der 8. und 10. Woche nach Beginn der Highfat-Diédt. Nach 16 Wochen Highfat-
Didt konnte ein signifikanter Anstieg der chondrozytiren Zellen auf 14,1 % der
Gesamtzellzahl nachgewiesen werden. 90,08 % (Gruppe 2) bzw. 87,59 % der
chondrozytiren Zellen (Gruppe 3) wiesen eine Doppelmarkierung fiir Kollagen II und
-Galaktosidase auf. In beiden Gruppen konnte kein signifikanter Unterschied zwischen
Chimédren- und Plaqueanalyse festgestellt werden. Die Ergebnisse legen nahe, dass die

chondrozytiren Zellen in unserem Tiermodell aus dem Knochenmark stammen.

4.3. Charakterisierung der chondrozytiren Zellen

4.3.1. Kollagen I1/Sox-9- und SM-220./Sox-9-Immunhistochemie

Sox-9 ist ein fiir die Chondrogenese wichtiger intrazelluldr exprimierter Transkriptions-
faktor und gilt als Frithmarker fiir die Chondrogenese.”” Beim Menschen fiihren
heterozygote Mutationen von Sox-9 auf Chromosom 17 zu campomeler Dysplasie, einer
Erkrankung mit schweren Skelettfehlbildungen, die sich bereits in der frithen Jugend
manifestieren. Bi et al. postulierten, dass Sox-9 in der Frithphase der Chondrogenese,
wiéhrend der Kondensation des Mesenchyms eine entscheidende Rolle einnimmt, da die

3 Anhand von

Skelettfehlbildungen bereits in utero beobachtet werden konnten.'
aufeinanderfolgenden Serienschnitten konnte gezeigt werden, dass die von uns
untersuchten chondrozytidren Zellen neben Kollagen II auch Sox-9 exprimieren. Die
Kolokalisation der beiden Marker deutet daraufhin, dass es sich bei den hier untersuchten
chondrozytiren Zellen um juveline Chondrozyten handelt, die noch nicht das Stadium der
Sox-9 -prahyperthrophen Chondrozyten erreicht haben. Die zusétzliche Markierung mit
dem Stammzellmarker CD34 konnte darauf hinweisen, dass es sich hierbei um Friihstadien
der Chondrogenese handelt.

Glatte GefiaBmuskelzellen wurden hiufig als Ursprungszellen der arteriellen

chondrozytiren Metaplasie postuliert.''** Dass chondrozytire Zellen der Mediaverkalkung

im Mausmodell aus glatten GefdBmuskelzellen hervorgehen, konnten Speer et al. 2009 in
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ciner Studie an MGP-/- Miusen nachweisen.”

Um glatte GefaBmuskelzellen als
Ursprungzellen der chondrozytiren Metaplasie der Intimaverkalkung in unserem Modell
auszuschliefen, fiihrten wir eine Doppelmarkierung mit Sox-9 und dem GefdBBmuskel-
zellmarker SM-22a  durch. Dabei sollte ausgeschlossen werden, dass glatte
Gefalmuskelzellen im Verlauf der Differenzierung zu chondrozytédren Zellen die Fahigkeit
verlieren, SM-22a. zu exprimieren und somit nicht als glatte GefaBmuskelzellen
identifizierbar wiren. Aus diesem Grund wurde bei dieser Doppelmarkierung Sox-9, als
Frithmarker der Chondrogenese, gegeniiber Kollagen II der Vorzug gegeben. In keinem
Fall konnte eine Kolokalisation von Sox-9 und SM-22a innerhalb derselben Zelle
festgestellt werden. Rattazzi et al. fiihrten ebenfalls eine Untersuchung der chondrozytiren
Zellen auf eine Kolokalisation mit einem Marker fiir glatte GefaBmuskelzellen (SM-Actin)
bei ApoE-/- Méusen durch. Wie in unserer Studie war die Markierung auf die Tunica
media und die fibrose Kappe beschriankt, und auch eine Kolokalisation von chondrozytéaren
Zellen und SM-Actin wurde nicht nachgewiesen. Diese Untersuchungen deuten daraufhin,
dass bei der atherosklerotischen Intimaverkalkung, im Gegensatz zur Mediaverkalkung,
glatte GefaBmuskelzellen nicht die Quelle der chondrozytiren Zellen darstellen.

Die vorliegende Studie verzichtet darauf, Perizyten als Ursprungszellen der chondro-
zytiren Metaplasie auszuschlieBen, da die Ergebnisse der Knochenmark-Transplantation

valide Hinweise auf die Knochenmarkstdammigkeit der chondrozytiren Zellen zeigen.

4.3.2. Kollagen II/RANKL-Immunhistochemie

Interessanterweise kommen arterielle Gefdllverkalkung und Osteoporose hiufig
gemeinsam vor und teilen sich einige der wichtigsten Risikofaktoren (z.B. Alter,
chronische Entziindungen, chronische Niereninsuffizienz).''* Patienten mit Osteoporose
haben eine hohere Inzidenz fiir arterielle Gefalverkalkung als Patienten ohne diese
Erkrankung.'"” Eine Studie von Hofbauer et al. konnte eine positive Korrelation zwischen
Progression der arteriellen Verkalkung und Osteoporose bei postmenopausalen Frauen

6 Ursdchlich fiir diese Beobachtung ist die verminderte Ostrogen-

nachweisen."!
konzentration, da dieses als natiirlicher Suppressor von RANKL die Osteoklasten-
differenzierung nicht ausreichend inhibiert. OPG ist ein weiterer natilirlicher Suppressor
von RANKL und Teil des RANK/RANKL/OPG-Systems. Morony et al. konnten im
LDLr-/- Mausmodell zeigen, dass eine Behandlung mit rekombinantem OPG zu einer

deutlich geringer ausgeprédgten Intimaverkalkung fiihrt. Als Hypothese fiir dieses Ergebnis
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wurde eine Inhibition von RANKL durch OPG postuliert.” RANKL wird bevorzugt in
Knochengewebe und von myelomonozytiren Zellen exprimiert. Im atherosklerotischen
Plaque wurde es bereits nachgewiesen, wihrend es in unverletzten GefaBwinden nicht
nachweisbar war.”” Verschiedene Arbeitsgruppen haben gezeigt, dass RANKL eine
wichtige Rolle beim Uberleben und bei der Differenzierung von myeloiden Leukozyten
spielt.""""®  Wir konnten zeigen, dass RANKL in unserem Mausmodell von
chondrozytiren Zellen exprimiert wird. Wir postulieren daher, dass RANKL ein wichtiger
Faktor fiir die Transdifferenzierung von myeloiden Vorlduferzellen zu chondrozytiren
Zellen sein konnte. Dies konnte die Inhibition der Verkalkung unter OPG-Behandlung

erklaren.

4.4. Immunphinotypisierung der chondrozytiren Zellen

Die Héamatopoese ist ein hochgradig regulierter Prozess, in dessen Verlauf ein
Stammzellenpool mit Selbsterneuerungsfahigkeit sich in verschiedene Zelllinien aufspaltet
und simtliche Zellen des Blutes generiert.'” Die einzelnen Zelltypen dieses komplexen
Systems zeichnen sich durch unterschiedliche Leukozytendifferenzierungsantigene, den
sogenannten cluster of differentiation (CD) aus. Die Immunphéanotypisierung wird
eingesetzt um zwischen den verschiedenen Leukozytenpopulationen zu unterscheiden und
hat eine besondere Bedeutung bei der Klassifikation von Leukdmien. Mit Hilfe markierter
monoklonaler Antikdrper wird das Antigenexpressionsmuster auf der Zelloberfliche der
Leukozyten ermittelt. Dieses Muster ldsst Riickschliisse tiber Funktionen, den
Reifungszustand und die zugehorige Zelllinie der jeweiligen Zelle zu.

Mit dem Nachweis der Knochenmarksstimmigkeit der chondrozytdren Zellen stellte sich
die Frage nach der hdmatopoetischen Zelllinie, der diese Zellen entstammen. Um die
Vielzahl der moglichen Kandidaten einzugrenzen, wurden die chondrozytiren Zellen auf
eine Kolokalisation von Kollagen II mit verschiedenen Leukozytenoberflichenmarkern
untersucht.

Die Zellen der Himatopoese werden grundsétzlich in Zellen der myeloiden und Zellen der
lymphoiden Reihe unterschieden. Um zwischen diesen Zellreihen zu differenzieren, wurde
mit Anti-CD13/Aminopeptidase N markiert. Dieses Enzym ist ein Marker fiir myeloide
Progenitorzellen.'”” In der vorliegenden Untersuchung konnte anhand einer
immunhistochemischen Kollagen II/CD13-Doppelmarkierung gezeigt werden, dass

chondrozytire Zellen CD13 exprimieren. Der Anteil der doppelt positiven Zellen zeigte
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eine signifikante Abnahme von 61,0 % bei den Tieren der Gruppe 2 auf 47,4 % bei den
Tieren der Gruppe 3. Dieses Resultat lidsst die Uberlegung zu, dass die chondrozytiren
Zellen im Laufe ihrer Differenzierung die Fahigkeit verlieren, CD13 zu exprimieren. Der
positive Nachweis fiir CD13 spricht dafiir, dass die chondrozytiren Zellen myeloiden
Ursprungs sind.

Makrophagen nehmen eine entscheidende Rolle im atherosklerotischen Plaque ein und
stellen, abhingig vom Stadium der Atherosklerose, einen GroBteil der Zellen dar.’® In
unserem Modell nahmen MOMA-2"-Zellen je nach Stadium der Atherosklerose einen
Anteil zwischen 85 % und 50 % der Gesamtzellzahl ein. Diese Beobachtung korreliert mit
den Ergebnissen anderer Arbeistgruppen.® In vitro-Studien haben gezeigt, dass humane
Monozyten sich zu adulten pluripotenten Blutstammzellen (PCMO = programmable cells
of monocytic origin) dedifferenzieren lassen. Diese wiederum besitzen die Fahigkeit, sich
zu chondrozytiren Zellen zu differenzieren. Im Prinzip liegt hier also eine

 Diese

Transdifferenzierung von adulten Monozyten zu chondrozytiren Zellen vor.’
Erkenntnis, verbunden mit ihrem hohen Anteil an der Gesamtzellzahl im athero-
sklerotischen Plaque, ldsst myeloide Monozyten, Makrophagen und ihre Progenitorzellen
als mogliche Vorldufer der chondrozytiren Zellen in Frage kommen. Zur Beantwortung
dieser Fragestellung in vivo fiihrten wir eine immunhistochemische Doppelmarkierung von
Kollagen II und MOMA-2 bzw. Kollagen II und CDI115 durch. Unsere Ergebnisse
schlieBen Monozyten und Makrophagen als potentielle Vorldufer der chondrozytiren
Zellen aus, da immunhistochemisch keine Kolokalisation von MOMA-2 und Kollagen II
nachweisbar war. Dieses Ergebnis stimmt mit Untersuchungen an ApoE-/- Maiusen
iiberein. Die in diesem Mausmodell untersuchten chondrozytiren Zellen wiesen keine
Kolokalisation mit dem Makrophagenmarker MAC-2 auf.®® In dieser Studie wurden
allerdings Serienschnitte und low-resolution Mikroskopie eingesetzt. Mit Hilfe dieser
Techniken ist es nicht moglich einzelne Zellen auf eine Markierung zu untersuchen, da
falsch positive und falsch negative Ergebnisse nicht ausgeschlossen werden kénnen.'*’ Die
in der vorliegenden Studie durchgefiihrte Untersuchung beruhte auf high-resolution
konfokaler Laserscanning Mikroskopie, wodurch eine Doppelmarkierung im selben
Préparat prizise nachgewiesen oder ausgeschlossen werden kann. Monozytére
Vorlduferzellen exprimieren weder MAC-2 noch MOMA-2. Um diese Zellen als Quelle
der chondrozytiren Metaplasie auszuschlieBen, wurden die chondrozytiren Zellen daher
auf eine Kolokalisation von Kollagen II mit CD115, einem Marker fiir Promonozyten,

untersucht. In keinem Fall konnte eine Markierung nachgewiesen, und die Zellen der
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monozytiren Zellreihe somit als mogliche Vorlduferzellen der chondrozytdren Zellen
ausgeschlossen werden.

Die Untersuchung der chondrozytiren Zellen auf eine Markierung mit MOMA-2, CD115
und CDI3 lieferte Hinweise darauf, dass es sich bei den Progenitorzellen fiir
chondrozytire Zellen um myeloide Progenitorzellen handelt und die monozytire Zellreihe
ausgeschlossen werden kann.

Mit Hilfe des Stammzellmarkers CD34 sollte differenziert werden, ob es sich bei den
chondrozytiren Zellen um frithe (CD34") oder spite (CD34") Formen handelte. Es konnte
gezeigt werden, dass die chondrozytiren Zellen im Plaque der Gruppe 2 zu 88,9 % und im
Plaque der Gruppe 3 zu 84,9 % eine positive Markierung fiir CD34 zeigten. Eine
signifikante Verdanderung von Gruppe 2 und 3 konnte nicht festgestellt werden.

Unsere Ergebnisse legen nahe, dass knochenmarkstimmige, myeloide CD34"/CD13"-

Progenitorzellen aktiv den Plaque infiltrieren und zu chondrozytéiren Zellen differenzieren.

4.4.1. Stammzellen und atherosklerotische Intimaverkalkung

Neuere Untersuchungen betonten die zentrale Rolle von hamatopoetischen Stammzellen in
der regenerativen Medizin sowie ihre mdglichen Therapieoptionen in vielfdltigen
Anwendungsgebieten.'”?! So werden mesenchymale Stammzellen experimentell bereits
erfolgreich zur Therapie von Knorpelschiden eingesetzt.'** In weiteren Arbeiten konnte
gezeigt werden, dass hédmatopoetische Stammzellen in der Lage sind, sich zu

chondrozytiren Zellen zu differenzieren.®®'>

Einerseits ist die Ausprdagung der
Verkalkung mit einem erhohten kardiovaskuldren Risiko assoziiert.”>?** Andererseits
konnte gezeigt werden, dass instabile Angina Pectoris und Herzinfarkt mit einer
vergleichsweise geringeren Kalziumphosphatkonzentration als stabile Angina pectoris
assoziiert sind.”*'** Diese Aussagen stimmen mit der Beobachtung iiberein, dass ein hohes

22125 ynd eine Ruptur

Mall an Verkalkung den atherosklerotischen Plaque stabilisieren,
verhindern kann.'*®

Von chronischen Prozessen wie Tuberkulose, dem entziindlichen Infiltrat um Fremdkorper
und Parasiten und von malignen Tumoren ist bekannt, dass diese vom Immunsystem
mittels Verkalkung von gesundem Gewebe abgrenzt werden.'”” Bei der GefiBverkalkung

> Im Falle der Tuberkulose sind keine

scheint ein &hnlicher Fall vorzuliegen.'
chondrozytire Zellen involviert. Diese benétigen fiir ihre Differenzierung in vivo und in

vitro hydrostatischen Druck, Kompression, Scherkrifte und ein hypoxisches Milieu.'?®
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Diese Tatsache erkldart das Auftreten chondrozytirer Zellen bei atherosklerotischer
Intimaverkalkung im Gegensatz zur Tuberkulose, da das Milieu im atherosklerotischen
Plaque mit Hypoxie und mechanischem Stress genau diesen Anforderungen entspricht.

Mikrotraumata im Knorpelgewebe initiieren die Proliferation und Clusterbildung von
Chondrozyten und regen sie zur Bildung extrazelluldrer Matrix und Kollagen II an.'*’
GroBere Defekte werden von mesenchymalen Stammzellen des subchondralen

Knochenmarks geheilt.'*°

Diese multipotenten Zellen infiltrieren den defekten Bereich und
differenzieren zu chondrozytiren Zellen."’' Es gibt jedoch keine definitiven Marker fiir
diese multipotenten mesenchymalen Stammzellen. Eine fehlende Expression von CD34,
CD45, CD14 und CDI1b wurden zu ihrer Bestimmung herangezogen.*”> Diese
Eigenschaft der mesenchymalen Zellen lisst die Uberlegung zu, dass die CD34"
chondrozytiren Zellen in unserem Mausmodell eher einen myeloiden als mesenchymalen

Ursprung haben.

4.5. Zukiinftige Ansitze

In der vorliegenden Studie konnte nachgewiesen werden, dass es sich bei den
chondrozytiren Zellen der atherosklerotischen Intimaverkalkung im Gegensatz zur
Mediaverkalkung um knochenmarkstdmmige, myeloide Progenitorzellen handelt. Diese
Erkenntnis l4sst verschiedene Uberlegungen zur anti-atherosklerotischen Therapie zu.

Ein moglicher Therapieansatz ist die Suche nach den Faktoren der Chemoattraktion der
sich zu chondrozytiren Zellen differenzierenden Progenitorzellen. Nach Verletzung des
Endothels, im Rahmen des chronisch entziindlichen Prozesses, kommt es zu einer lokalen
Freisetzung von Chemokinen (v.a. CXC, CC, CX3C) aus verletzten Endothelzellen
und/oder aktivierten Thrombozyten.* Diese Chemokine fithren zu einer Chemoattraktion
von hdmatopoetischen Progenitorzellen, die auf ihrer Oberfliche die korrespondierenden
Chemokin-Rezeptoren (insbesondere CXCR2 und CXCR4) exprimieren. CXCR2 wird auf
der Oberflache von Zellen des Immunsystems exprimiert. Dieser Rezeptor kann durch die
Chemokine CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL5, CXCL7 und CXCLS8 stimuliert werden,
und vermittelt seine Effekte durch Aktivierung einer intrazelluliren Signal-
transduktionskaskade. CXCR2 spielt eine entscheidende Rolle im Homing von
endothelialen Progenitorzellen zu Orten arterieller Verletzung und Regeneration.*> CXCR4
ist ein Rezeptorprotein aus der Familie der Chemokinrezeptoren, und wird insbesondere

auf hidmatopoetischen Stammzellen exprimiert.'”® Dieser Rezeptor wird durch das
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4. Diskussion

Chemokin CXCL12, seinem einzigen bekannten physiologischen Liganden, aktiviert.
CXCR4 spielt eine Schliisselrolle bei der Mobilisierung der hidmatopoetischen
Vorlduferzellen aus dem Knochenmark und der nachfolgenden zielgerichteten Wanderung
der Stammzellen an ihre Zielorte. Die Hauptfunktion von CXCR4 ist die Steuerung
himatopoetischer Progenitorzellen zu den Expressionsorten von CXCL12."** Sowohl fiir
CXCR4 als auch fiir CXCR2 wurden bereits spezifische Inhibitoren identifiziert. CTCE-
9908, ein CXCL12-Analogon bindet kompetitiv an CXCR4, hemmt die Migration von
CXCR4 exprimierenden Zellen, und wurde experimentell bereits erfolgreich in der
Tumortherapie eingesetzt.”*>'*® Auch fir CXCR2 wurde mit SB225002 bereits ein
selektiver Inhibitor identifiziert."”*” In zukiinftigen Arbeiten mit diesem Mausmodell wire
es daher interessant nachzuweisen, ob chondrozytire Zellen CXCR2 und/oder CXCR4
exprimieren. Mit Hilfe der spezifischen Inhibitoren wire im ndchsten Schritt eine
Inhibition der Migration der knochenmarkstimmigen myeloiden Progenitorzellen und
somit eine Hemmung der atherosklerotischen Intimaverkalkung moglich.

Ein weiterer Ansatz fiir zukiinftige anti-atherosklerotische Therapieoptionen stellt das
RANK/RANKL/OPG-System dar.”’ Wir konnten zeigen, dass chondrozytire Zellen
RANKL exprimieren, und somit eine selektive Hemmung dieser Zellen durch OPG
moglich sein konnte.

Letztendlich gilt es, die in dieser Studie am Mausmodell gewonnenen Erkenntnisse auch
auf den Menschen zu iibertragen. Ein interessanter Ansatz zum Nachweis der
Knochenmarkstimmigkeit von chondrozytiren und osteoblastischen Zellen wire z.B.
atherosklerotische Plaqueareale von weiblichen Patienten nach einer therapeutischen
Knochenmark-Transplantation von minnlichen Spendern zu untersuchen. Mit Hilfe des

Y-Chromosoms wire somit ein spezifischer Marker fiir Knochenmarkszellen gegeben.
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5. Zusammenfassung

5. Zusammenfassung

Die atherosklerotische Intimaverkalkung ist eine der weltweit hiufigsten Todesursachen.’
Neuere Untersuchungen zeigen, dass die Verkalkung des atherosklerotischen Plaque nicht
passiv ablduft, sondern von chondrozytiren Zellen aktiv vorangetrieben und reguliert
wird."" Die Herkunft dieser fiir die Verkalkungsprozesse essentiellen Zellen ist unbekannt
62 und sollte im Zuge der vorliegenden Arbeit am Mausmodell ermittelt werden. Hierzu
wurde fir Intimaverkalkung priadisponierten LDLr-/- Méusen nach myeloablativer
Radiatio das Knochenmark von ROSA-26 Maiusen transplantiert. Diese exprimieren
ubiquitédr das bakterielle Enzym [/-Galaktosidase, das nach Knochenmark-Transplantation
als Marker fiir knochenmarkstimmige Zellen diente. Nach 8, 10 und 16 Wochen unter
Hightat-Didt wurde die Aorta ascendens histologisch und immunhistochemisch untersucht
und mittels high-resolution konfokaler Laserscanning Mikroskopie ausgewertet. Es konnte
gezeigt werden, dass die chondrozytdren Zellen nach 10 Wochen Highfat-Didt erstmalig
auftraten. Sie nahmen dabei einen Anteil von 7,1 % + 1,6 %, nach 16 Wochen einen Anteil
von 14,1 % + 1,7 % der Gesamtzellzahl ein. Der Anteil der chondrozytiren Zellen mit
einer Markierung fiir B-Galaktosidase belief sich auf 88,8 % + 7,6 %. Die Chimérenanalyse
zur Kontrolle des Transplantationserfolges ergab einen Mittelwert von 89,8 % + 2.3 %.
Diese Ergebnisse deuten daraufhin, dass die chondrozytiren Zellen dem Knochenmark
entstammen. Zusitzlich konnte gezeigt werden, dass chondrozytire Zellen in diesem
Mausmodell auch Sox-9, einen Frithmarker der Chondrogenese, exprimieren und es sich
somit um Friihstadien der Chondrogenese handelt. Eine Doppelmarkierung von Sox-9 und
SM-22a. zeigte, dass die chondrozytiren Zellen im vorliegenden Mausmodell keine
Markierung fiir SM-22a., einem Marker fiir glatte Muskelzellen, aufwiesen und diese somit
nicht aus glatten Gefdmuskelzellen hervorgehen.”” Weiterhin konnte eine positive
Markierung der chondrozytdren Zellen mit RANKL gezeigt werden und einen Hinweis fiir
die Erkldrung der anti-atherosklerotischen Wirkung einer OPG-Behandlung liefern. Zur
Bestimmung der hdmatopoetischen Zelllinie wurden die chondrozytdren Zellen auf CD13
und CD34 untersucht. 54,2 % + 7,6 % waren fiir CD13 und 86,9 % =+ 8,1 % fiir CD34
positiv. Weiter konnte gezeigt werden, dass die chondrozytiren Zellen keine
Kolokalisation mit den Makrophagen- und Monozytenmarkern MOMA-2 und CDI115
aufwiesen. Unsere Ergebnisse legen nahe, dass die chondrozytiren Zellen der
atherosklerotischen Intimaverkalkung im LDLr-/- Mausmodell aus dem Knochenmark

stammen und myeloiden Ursprungs sind.
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7.1. Statistische Auswertung

Tabelle 3: Statistische Analyse der Chimérenanalyse zwischen den einzelnen Gruppen

durch den Mann-Whitney-U-Test.

Zeitpunkt

8 Wochen

10 Wochen 16 Wochen

p=0,028 (*) p=0,059 (n.s.)

10 Wochen

p = 0,246 (n.s.)

16 Wochen

*=P<0,05
ns.=P =0,05

Tabelle 4: Statistische Analyse der Zellularitdt zwischen den einzelnen Gruppen durch den

Mann-Whitney-U-Test.

Zeitpunkt

8 Wochen 10 Wochen 16 Wochen

8 Wochen

p =0,005 (*) p = 0,009 (*)

10 Wochen

p = 0,005 (*)

16 Wochen

*=P<0,05
ns.=P =0,05
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Tabelle 5: Statistische Analyse der Kollagen II-Markierung im atherosklerotischen Plaque

zwischen den einzelnen Gruppen durch den Mann-Whitney-U-Test.

Zeitpunkt

8 Wochen

10 Wochen

10 Wochen

16 Wochen

16 Wochen

*=P<0,05
ns.=P =0,05

p = 0,009 (*)

Tabelle 6: Statistische Analyse der Kollagen II/f-Galaktosidase-Doppelmarkierung im

atherosklerotischen Plaque zwischen den einzelnen Gruppen durch den Mann-Whitney-U-

Test.

Zeitpunkt

8 Wochen

10 Wochen

8 Wochen

10 Wochen

16 Wochen

16 Wochen

*=P<0,05
ns.=P =0,05

p=0,053 (n.s.)
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Tabelle 7: Statistische Analyse von Chimiren- (B-Galaktosidase'-Zellen im peripheren
Blut) und Plaqueanalyse (Kollagen II'/B-Galaktosidase™-Zellen im Plaque) mittels des
student’s t-test.

Zei Kt 8 Wochen 10 Wochen 16 Wochen
citpun Plaqueanalyse Plaqueanalyse Plaqueanalyse
8 Wochen ]
Chimirenanalyse
10 Wochen B
Chimérenanalyse p=10,807 (n.s.)
16 Wochen }
Chimirenanalyse p =0,685 (n.s.)
*=P<0,05
ns. =P =0,05

Tabelle 8: Statistische Analyse der Kollagen II/CDI13-Doppelmarkierung im
atherosklerotischen Plaque zwischen den einzelnen Gruppen durch den Mann-Whitney-U-

Test.

Zeitpunkt 8 Wochen 10 Wochen 16 Wochen
8 Wochen -

10 Wochen p =0,047 (*)
16 Wochen

*=P<0,05
ns. =P =0,05
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Tabelle 9: Statistische Analyse der Kollagen I[I/CD34-Doppelmarkierung im
atherosklerotischen Plaque zwischen den einzelnen Gruppen durch den Mann-Whitney-U-

Test.

Zeitpunkt 8 Wochen 10 Wochen 16 Wochen

8 Wochen -

10 Wochen p=0,053 (n.s.)
16 Wochen

*=P<0,05
ns.=P =0,05
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