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Einleitung

1 Einleitung

In den westlichen Industrienationen ist die haufigste Todesursache die koronare
Herzkrankheit (KHK), die auf die Folgen der Atherosklerose zurtickzufuhren ist [1]. Die
Atherosklerose ist eine Systemerkrankung der Arterien, welche durch Verhartungen in den
GefalRwanden gekennzeichnet ist. Neben den bei der KHK betroffenen Koronargefalien
kann aber auch die Aorta, als das zentrale Gefalt des Korperkreislaufs, atherosklerotischen
Veranderungen unterliegen. Die klinische Erfahrung hat gezeigt, dass in der Aorta das
Auftreten von Atherosklerose von proximal nach distal zunimmt [2].

Die Mechanismen, die der Ausbildung dieser Erkrankung zu Grunde liegen, involvieren
zahlreiche physiologische und pathophysiologische Vorgange. Diese Arbeit untersucht das
Expressionsmuster der Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptoren (S1PR) in verschiedenen
Aortenabschnitten in Assoziation mit Atherosklerose. Sphingosin-1-Phosphat (S1P) ist ein
bioaktives Sphingolipid, welches unter anderem als Bestandteil des HDL (High-Density
Lipoprotein) fir die Entstehung und Entwicklung der Atherosklerose eine wichtige Rolle

spielt.

1.1 Aorta

Die humane Aorta des Erwachsenen ist 30-40 cm lang, besitzt einen sich im Verlauf
verjungenden Durchmesser von 2,5-3,5 cm und eine Wandstarke von ca. 2,5 mm. Sie
entspringt aus dem linken Ventrikel des Herzens und wird in vier Abschnitte untergliedert:

Aorta ascendens, Arcus aortae, Aorta descendens und Aorta abdominalis (s. Abb. 1).
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~ Truncus brachiocephalicus

S A. carotis communis sinistra

A. subclavia sinistra
Arcus aortae

Aortaascendens B W _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ ________._

A. coronaria sinistra

Aorta descendens
A. coronaria dextra

A. phrenica superior sinistra

A. phrenica inferior sinistra
Truncus coeliacus

Aorta abdominalis <%
A. suprarenalis media sinistra

A. mesenterica superior

A. renalis sinistra

A. testicularis sinistra / A. ovarica sinistra

A. mesenterica inferior

A. iliaca communis sinistra

Abb. 1: Schematische Darstellung der Aortenabschnitte mit abgehenden GefaRen

1.1.1 Einteilung

Aorta ascendens:

Die Aorta ascendens beginnt direkt nach der Aortenklappe und verlauft groRtenteils
intraperikardial, senkrecht steigend bis zum Truncus brachiocephalicus. Direkt hinter der
Aortenklappe entspringen die beiden Koronararterien (A. coronaria dextra, A. coronaria

sinistra) zur Versorgung des Herzens.

Arcus aortae:
Von der konvexen Seite des Arcus aortae gehen die groRen Arterien fir die Versorgung
von Kopf und Arm ab: Truncus brachiocephalicus, A. carotis communis sinistra und die

A. subclavia sinistra.
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Aorta descendens:

Der sich dem Aortenbogen anschlieRende Teil wird als Aorta descendens bezeichnet. Er
verlauft absteigend durch die Brusthéhle bis zum Zwerchfell (Diaphragma), weshalb er
auch als Brustaorta (Aorta thoracica) benannt wird [3]. Von der Aorta descendens
entspringen folgende Aste: Rr. bronchiales, Rr. oesophagei, Rr. mediastinales,
Rr. pericardiaci und die Aa. phrenicae superiores. Die Aa. intercostales posteriores sind die

einzigen parietalen Aste der Brustaorta.

Aorta abdominalis:

Nachdem die Aorta descendens durch das Zwerchfell im Hiatus aorticus auf Hohe von
BWK XII (12. Brustwirbelkorper) tritt, wird sie als Aorta abdominalis bezeichnet. Sie verlauft
im Retroperitonealraum etwas links vor der Wirbelsdule, bevor sie sich auf Héhe von
LWK IV (4. Lendenwirbelkdrper) in die beiden Aa. iliacae communis aufteilt.

Die Aorta abdominalis gibt zahlreiche Aste ab, die zur Versorgung der Bauch- und
Beckeneingeweide sowie zur Versorgung der Wand des Abdomens dienen. Zu den paarig
angelegten  Aortenasten  zdhlen die  A.phrenica inferior, Aa. Ilumbales,
A. suprarenalis, A. renalis und die A. ovarica/testicularis. Als unpaarige Aortenaste
entspringen der Truncus coeliacus, die A. mesenterica superior sowie die A. mesenterica
inferior [4, 5].

1.1.2 Wandaufbau und Funktion

Als Hauptschlagader hat die Aorta die Funktion, das aus dem Herzen kommende,
oxygenierte Blut gleichmaRig in den Koérperkreislauf zu transportieren. Die Aorta besitzt den
typischen dreischichtigen Wandaufbau einer Arterie, bestehend aus Tunica intima, Tunica

media und Tunica adventitia (s. Abb. 2).

Tunica intima:

Die Tunica intima (Intima) besteht aus dem Endothel, welches das Gefalt zum Lumen hin
begrenzt, und einer darunter liegenden subendothelialen Schicht (Stratum
subendotheliale). Diese Schicht besteht aus lockerem Bindegewebe mit vereinzelnd
eingelagerten glatten Muskelzellen (GMZ), Fibroblasten und Immunzellen. Die Abgrenzung
dieser Schicht zum Endothel bildet eine Basalmembran. Von der Tunica media grenzt sich
die Intima durch eine kompakte Schicht aus elastischen Fasern ab (Lamina elastica

interna).
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Tunica media:

Die Tunica media (Media) besteht hauptsachlich aus GMZ sowie elastischen und
kollagenen Bindegewebsfasern. Das Verhaltnis der Hauptkomponenten untergliedert
Arterien in einen elastischen und einen muskularen Typ. Die Aorta zahlt zum elastischen
Wandtyp, da sie groRBen pulsatorischen Volumenbeanspruchungen ausgesetzt ist.
Funktional erméglichen die elastischen Fasern der Aorta eine Dehnung, die wahrend der
Austreibungsphase, der Systole, die Blutdruckspitzen dampft. In der Diastole sorgen
Ruckstellkrafte der elastischen Fasern dann fiir die gleichmaRige Verteilung des Blutes
(konstanter Blutdruck / Blutfluss) in die Peripherie (Windkesselfunktion). Die Media grenzt
sich zur Adventitia, ebenso wie die Initima zur Media, durch eine kompakte Schicht

elastischer Fasern ab (Lamina elastica externa).

Tunica adventitia

Tunica media

Stratum subendotheliale
Basalmembran

Kollagenfasern

Lamina elastica externa

Kollagenfibrille
glatte Muskelzelle

elastische Fibrille
Lamina elastica interna Tunica intima

Endothelzelle

Abb. 2: Typischer Wandaufbau einer Arterie. Quelle: verandert nach Gasser TC et al.; 2006
[6], ©The Royal Society

Tunica adventitia:

Die Tunica adventitia (Adventitia) begrenzt das Gefall zum Gewebe hin und verankert
gleichzeitig das Gefall im umliegenden Gewebe. Diese Schicht besteht aus lockerem
Bindegewebe mit elastischen und kollagenen Fasern, in das hauptsachlich Fibroblasten,
aber auch Immun- und Stammzellen eingelagert sind [7]. Ebenso verlaufen in der Adventitia
vegetative Nervenfasern zur Media und vor allem in gro3en Gefalien zusatzlich die Vasa

vasorum, die das auflere Drittel des Gefalles mit Blut versorgen [4, 5].
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1.2 Arteriosklerose und Atherosklerose

Der Begriff der Arteriosklerose stellt einen Sammelbegriff flr arterielle Gefalerkrankungen
dar. Diese sind durch fibrése Umbauprozesse gekennzeichnet. Hierbei stellt die
Atherosklerose die klinisch bedeutendste Unterform dar. Basierend auf einer
Endothelschadigung, beispielsweise durch eine Dyslipidamie, kommt es zu einer
chronischen entziindlichen Reaktion der Gefallwand mit anschlielender Plaquebildung in
der Intima. Deutlich seltenere Formen der Arteriosklerose sind die Mdnckeberg’sche
Mediasklerose (MMS) und die Arteriolosklerose [8]. Die MMS ist durch Ilokale
Kalzifizierungen charakterisiert und tritt vorwiegend sekundar bei Diabetes mellitus und
chronischer Niereninsuffizienz auf. Sie ruft allerdings keine Lumeneinengungen hervor und
bleibt daher meist asymptomatisch. Die Atherosklerose und die MMS kénnen gemeinsam

in gleichen GefalRabschnitten auftreten [9].

1.2.1 Definition

Der Begriff der Atherosklerose wurde erstmalig von dem deutschen Pathologen Felix
Marchand im Jahr 1904 verwendet. Daflir bediente er sich der griechischen Sprache und
kreierte aus den Woértern ,athara® (=Gritze) und ,skleros® (=hart) den Begriff der
Atherosklerose [10]. Die ,WHO Study Group*“ stellte im Jahr 1958 folgende Definition fur
die Atherosklerose auf: “Atherosklerose ist eine variable Kombination von Veranderungen
der Intima von Arterien (ausgenommen Arteriolen), bestehend aus der fokalen
Ansammlung von Lipiden, komplexen Kohlenhydraten, Blut und Blutprodukten,
Fasergewebe und Kalziumablagerungen und verbunden mit Veranderungen in der Media.”
[11]

Erste atherosklerotische Veranderungen zeigen sich bereits in friihen Kindesjahren bzw. in
der Pubertat. Frihe klinische Manifestationen treten meist erst ab der dritten bis vierten
Lebensdekade auf [12]. Als klinische Hauptmanifestationen der Atherosklerose gelten die
koronare Herzkrankheit, die periphere arterielle Verschlusskrankheit (pAVK) und die
zerebrovaskulare Insuffizienz. Stenosen in den Koronargefafien kénnen zu Angina pectoris
und akuten Infarkten, in den Zerebralgefallen zu Schlaganfallen, transitorisch ischadmischen
Attacken und vaskularen Demenzen fluhren. Des Weiteren kann es durch die
Atherosklerose zu Stenosen der Viszeralgefalie (Angina abdominalis), Beckengefale und
Nierenarterien kommen [13, 14]. Die Einengung der Mesenterialgefale flhrt unmittelbar
nach der Nahrungsaufnahme zu rezidivierenden Bauchschmerzen und kann im Akutfall,
genau wie der Herz- oder Hirninfarkt, einen lebensbedrohlichen Zustand
(Mesenterialinfarkt) darstellen. Folge der Atherosklerose in den Beckengefafien sind

minderperfundierte Schwellkérper, wodurch erektile Dysfunktionen (Impotenz) auftreten

5
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koénnen [15]. Die Blutdruckregulation findet unter anderem auch in den Nierenarterien statt.
Durch die Verkalkungen dort kann es zu einem atherosklerosebedingten Bluthochdruck
kommen, welcher im chronischen Verlauf eine Niereninsuffizienz verursachen kann [16].
Darlber hinaus kann die Atherosklerose auch zu Aussackungen der Gefalkwande
(Aneurysma verum) [17] oder direkten Einblutungen in die GefaRwand (Aortendissektion)
fuhren [18].

Die verschiedenen Krankheitsbilder lassen bereits darauf schlieRen, dass bestimmte
Gefaltareale starker von der Atherosklerose betroffen sind als andere. Hierzu zahlen vor
allem die HerzkranzgefalRe, Karotiden, intrakranielle Arterien, die Aorta und die Arterien der
Extremitaten [12, 19].

Die beiden haufigsten Todesursachen in Deutschland sind durch die Folgen der
Atherosklerose bedingt. Hierbei sind fur das Jahr 2013 die chronische ischamische
Herzkrankheit und der akute Myokardinfarkt mit insgesamt 125.220 Toten (14%) aufgefuhrt

[].

1.2.2 Risikofaktoren der Atherosklerose

Zahlreiche Risikofaktoren, die eine Atherosklerose begunstigen, wurden in experimentellen
und epidemiologischen Studien beschrieben. Diese lassen sich in zwei Gruppen unterteilen
[20].

Als  Hauptrisikofaktoren  (1.0rdnung) gelten Nikotinabusus, Diabetes mellitus
(HbA1c 26,5%), arterielle Hypertonie (2140/90 mmHg), hohe LDL-Cholesterin-Werte
(2160mg/dl), niedrige HDL-Cholesterin-Werte (& <40mg/dl; @ <50mg/dl), hohes
Lebensalter (£ 245 Jahre; @ 255 Jahre) sowie eine positive Familienanamnese (Auftreten
von kardiovaskularen Besonderheiten bei Angehdrigen 1. Grades vor dem 55.(3) bzw.
65.(9) Lebensjahr).

Zu den Risikofaktoren der 2. Ordnung zahlen eine atherogene Diat, Adipositas,
Bewegungsmangel, Fettstoffwechselstérungen (z.B. Hypertriglyceridamie (=150mg/dl),
Lipoprotein-a-Erhéhung  (>60mg/dl)),  Glukosetoleranzstérung (Nlchternblutzucker
2100mg/dl), Entziindungszustande (CRP-Erhéhung), Thromboseneigung,
Hyperfibrinogenamie [20], Homocystinurie [21] sowie Hyperphosphatamie [22].

Vor allem in westlichen Industrienationen leiden immer mehr Menschen am ,Metabolischen
Syndrom®, welches multiple Risikofaktoren wie Adipositas, Dyslipidamie, Diabetes mellitus
und arterielle Hypertonie vereint. Somit stellt das ,Metabolische Syndrom® ein immenses

Risiko fiir das Auftreten einer Atherosklerose dar [23].
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1.2.3 Pathogenese der Atherosklerose

In den 1970er-Jahren pragte Russel Ross die ,Response-to-injury-Hypothese®, welche bis
heute als allgemein akzeptierte zentrale Hypothese zur Entstehung der Atherosklerose gilt
[24-26]. Kernpunkt ist die Aussage, dass es sich hierbei um eine chronische
Entziindungsreaktion der Gefaltlwand handelt, die durch eine endotheliale Dysfunktion
verursacht wird. Das Endothel kann dabei durch verschiedene Faktoren geschadigt
werden. Ursachlich sind neben den Risikofaktoren, wie z.B. der arteriellen Hypertonie und
dem Rauchen, auch hamodynamische Krafte wie Schubspannung, weshalb
atherosklerotische Lasionen gerade vermehrt an GefalRbiegungen und -verzweigungen
auftreten [27-29].

Eine typische atherosklerotische Plaque ist in Abb. 3 dargestellt.

Schulterregion
der fibrésen
Kappe

GMz

Migration

Makrophagenakkumulation nekrotischer fibrése Kappe
Kern

Abb. 3: Darstellung einer atherosklerotischen Lasion. Quelle: verandert nach Ross R; 1999 [30],
©Massachusetts Medical Society. Details siehe Text. GMZ, glatte Muskelzelle.

Durch die Schadigung des Endothels kommt es zu einer gesteigerten Gefalipermeabilitat,
was ein vermehrtes Eindringen von Plasmabestandteilen wie LDL und HDL in die Intima
zur Folge hat. Dort kommt es zu einer Oxidierung des LDL bzw. HDL. Ebenso exprimiert
das geschadigte Endothel verstarkt Adhasionsmolekiile, was eine vermehrte Rekrutierung
von Immunzellen, vor allem Monozyten aus dem Blut, in die Intima zur Folge hat. Vor allem
die aus den Monozyten entstandenen Makrophagen und die GMZ nehmen Uber
~Scavenger‘-Rezeptoren oxLDL und oxHDL auf und werden so zu Schaumzellen, die zu
sogenannten Fettstreifen in der GefaBwand fiuhren [29, 31-33]. Die aktivierten

7



Einleitung

Endothelzellen und eingedrungenen Makrophagen sezernieren ihrerseits Zytokine, die den
Prozess der Lipidoxidation und das Eindringen von Immunzellen beschleunigen. Die
Toxizitat der oxidierten Lipoprotein-Bestandteile flihrt schlieBlich zum Absterben der
Schaumzellen, wobei ein nekrotischer Kern entsteht. Dieser besteht aus Zelldebris, Lipiden
und auch ofter aus Cholesterinkristallen [29, 34]. Der nekrotische Kern wird durch
einwandernde GMZ zum Lumen hin begrenzt. Die GMZ produzieren eine Matrix und bilden
so eine fibrése Kappe, die die Plaque stabilisiert. Dabei sind die Schulterregionen der
fibrésen Kappe (Ubergange von Plaque zu Intima) besonders kritisch, da sich hier oft
Makrophagen ansammeln, die Proteasen wie insbesondere Matrixmetalloproteasen (MMP)
sezernieren, was durch Verdau der extrazellularen Matrix das Risiko einer Ruptur der
fibrésen Kappe steigert [29, 35]. Durch einen Riss der fibrdsen Kappe entstehen komplexe
Lasionen (s. Abb. 4).

Thrombus

Plaqueruptur Schulterregion der Blutungen von
fibrésen Kappe Kapillaren in der Plaque

Abb. 4: Darstellung einer komplexen atherosklerotischen Lasion. Quelle: verandert nach
Ross R; 1999 [30], ©Massachusetts Medical Society. Details sieche Text. GMZ, glatte Muskelzelle.

Diese Lasionen zeichnen sich durch Hamatome und Thromben aus. Hdmatome kénnen
auf zwei unterschiedliche Wege entstehen. Zum einen kann es durch die Fissur zum
Bluteinstrom vom Lumen in die GefalRwand kommen, zum anderen kénnen neu gebildete
Kapillare in der Lasion reil3en und so Sickerblutungen nach sich ziehen. Eine resultierende
Thrombenbildung kann einen akuten Arterienverschluss zur Folge haben. Durch die
fibrotische Stabilisierung komplexer Lasionen (,Remodeling“) kann es zu einer

progredienten Stenosierung der betroffenen Arterie kommen [8, 36].
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1.2.4 Klassifikation der Atherosklerose nach Stary et al.

Stary et al. [36, 37] haben basierend auf histologischen und histochemischen Befunden
atherosklerotische Lasionen in sechs Entwicklungsstufen (I-VI1) eingeteilt, wobei die Typen
I-11l klinisch keine Symptome hervorrufen.

Eine Typ I-Lasion (Initialldsion), die schon im Kindesalter auftreten kann, ist nur
mikroskopisch oder histologisch zu detektieren. Hier finden sich erste, isolierte
Ansammlungen von Schaumzellen. Die Typ lI-Lasion (Fettstreifen) ist durch makroskopisch
sichtbare, gelbe Fettstreifen mit einer erhohten Anzahl lipidbeladener Makrophagen bzw.
GMZ charakterisiert. Diese Veranderungen sind durch eine Verringerung von
Risikofaktoren, z.B. durch eine entsprechende Diat, beeinflussbar. Die Typ IlI-Lasion stellt
eine Intermediarlasion zwischen einem teilweise reversiblem Fettsteifen (Typ llI-Lasion) und
einem Atherom (Typ [V-Lasion) dar und wird daher auch als Proatherom oder
Ubergangsstadium bezeichnet. Hier finden sich gehauft extrazellullare Lipideinlagerungen
in der Intima. Das Kennzeichen der Typ IV-Lasion, auch Atherom genannt, ist der
nekrotische Kern, der aus Zelldebris und Lipiden besteht. Typ V-Lasionen sind definiert
durch ein vermehrtes Vorkommen von fibrésem Bindegewebe, welches sich aufgrund der
zerstorten Intimastruktur bildet und werden in drei Unterkategorien eingeteilt. Bei der
Typ Va-Lasion, dem Fibroatherom, bildet sich eine fibrése Kappe, hauptsachlich bestehend
aus Kollagen und GMZ iber dem Lipidkern. Eine Lasion, bei der der Lipidkern und andere
Strukturen der Lasion kalzifiziert sind, wird als Typ Vb bezeichnet. Typ Vc-Lasionen sind
gekennzeichnet durch einen minimalen Lipidkern. Die komplexen Typ VI-Lasionen
entstehen nach Ruptur der fibrésen Kappe einer Typ V-Lasion, wobei es zu Einblutungen

wie auch zu einem akuten Verschluss kommen kann.

1.3 Sphingosin-1-Phosphat und seine Rezeptoren

1.3.1 Sphingosin-1-Phosphat

Sphingosin-1-Phosphat (S1P) gehdrt zur Substanzklasse der Sphingolipide [38]. Diese
findet man ubiquitar in eukaryotischen Zellen [39, 40]. S1P gilt heute als Regulator von
vielen physiologischen und pathophysiologischen Reaktionen im menschlichen
Organismus [41].

Die Biosynthese des S1P erfolgt Gber mehrere Schritte. Zunachst wird Ceramid entweder
durch  Sphingomyelinasen aus  Sphingomyelin  oder direkt Uber einen
de-novo-Syntheseweg aus Serin und Palmitoyl-CoA generiert [40]. Ceramid wird dann
mittels Ceramidase zu Sphingosin und einer freien Fettsaurse hydrolysiert, bevor es im
letzten Schritt von der Sphingosinkinase-1 oder -2 (Sphk1/2) zu Sphingosin-1-Phosphat
phosphoryliert wird.
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Der Abbau von S1P geschieht auf unterschiedlichen Wegen. Entweder wird mittels
S1P-Phosphatasen S1P zu Sphingosin dephosphoryliert oder S1P wird durch die
S1P-Lyase irreversibel in 2-Hexadecenal und Phosphoethanolamin gespalten (s. Abb. 5)
[40, 42].

Sphingomyelin OH

Serin + PalmitoyI-CoA --a P N N ,\r ..\"OH

Ceramid ©

Sphingosinkinase-1/-2 Ceramidase

OH /\ OH

| ~ oo, PN w] ~ on
NH, ) 5 NH,
Sphingosin-1-Phosphat \/ Sphingosin
S1P-Phosphatasen + Fettsiure

S1P-Lyase

Phosphoethanolamin + 2-Hexadecenal

Abb. 5: Synthese und Abbau von S1P. Quelle: erstellt nach Spiegel und Milstien; 2003 [40]. CoA,
Coenzym A.

Im menschlichen Serum werden S1P-Spiegel von 0,5-1,2 nmol/ml gemessen, wobei der
S1P-Spiegel weder vom Geschlecht noch vom Alter beeinflusst zu sein scheint [43].
Widersprichliche Daten liegen vor beziiglich der Frage, ob bzw. inwiefern S1P-Spiegel im
Blut mit Atherosklerose assoziiert sind. Wahrend eine Studie fand, dass Serum-S1P positiv
mit der Schwere der KHK einhergeht [44], berichtete eine andere Studie fir Plasma-S1P
das Gegenteil [45]. Eine aktuelle Studie aus unserer Arbeitsgruppe stellte fest, dass
GefaRpatienten, die wegen Behandlung einer Karotisstenose oder einer pAVK
aufgenommen wurden, niedrigere Serum-S1P Spiegel aufwiesen als gesunde Kontrollen
(Blutspender) [46]. In der Homd&ostase regulieren vor allem Erythrozyten den S1P-Spiegel
im Blut [47-49], aber andere Zellen, vor allem Endothelzellen, sind auch in der Lage S1P
zu sezernieren [50]. Kommt es zu einer Gefaldverletzung wird S1P lokal von aktivierten
Thrombozyten freigesetzt [49].

Im Blut findet man S1P hauptsachlich an Albumin und HDL gebunden, gefolgt von VLDL
und LDL [49]. In den HDL-Partikeln ist S1P an ApoM gebunden [49, 51] und es wird
gegenwartig diskutiert, inwieweit atheroprotektive Eigenschaften des HDL auf S1P beruhen
[62-54]. So wirkt HDL-S1P vasodilatorisch Uber die Aktivierung der endothelialen

10



Einleitung

NO-Synthase (eNOS) [55], antiinflammatorisch Uber eine Inhibierung der Expression
endothelialer Adhasionsmolekiile [56] und es kann die GefalRpermeabilitat senken, indem
die endotheliale Barriere verstarkt wird [57].

Im Gewebe kommt S1P nur in sehr geringer Konzentration vor, so dass zwischen Blut und
Gewebe ein S1P-Gradient besteht. Dieser Gradient ist essentiell fir den Austritt von

Lymphozyten aus lymphatischen Organen ins Blut [49, 58].

1.3.2 Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptoren

Obschon rezeptorunabhangige Funktionen fir S1P beschrieben wurden, lassen sich die
meisten Effekte von S1P auf eine Aktivierung von S1P-Rezeptoren zuriickfihren [59].

Es gibt fiinf verschiedene S1P-Rezeptoren (S1PR1, S1PR2, S1PR3, S1PR4, S1PR5), die
allesamt zur Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren gehéren.

Wahrend die S1PR1, S1PR2 und S1PR3 ubiquitar exprimiert werden, existiert der S1PR4
vorrangig in lymphatischen und blutbildenden Geweben und der S1PR5 hauptsachlich im
Gehirn und in der Haut [60]. Die Expression der S1P-Rezeptoren hangt von der Art des
Gewebes und seinem Entwicklungsstand bzw. Alter ab [61].

Einzelne S1P-Rezeptoren koppeln an verschiedene heterotrimere G-Proteine (Gi-, G4- oder
G12113) [62] und je nach Kopplung werden verschiedene Signalwege aktiviert. Der S1PR1
ist ausschlieBlich mit G; assoziiert, wahrend S1PR2 und S1PR3 je nach Zelltyp sowohl an
Gi, G4 oder Gi213 koppeln kénnen. Die wichtigsten Signalwege der S1PR1, S1PR2 und
S1PR3 sind in Ubersichtsartikeln beschrieben [62-64] und in Abb. 6 zusammengefasst.
Eine Giinduzierte Inhibierung der Adenylatcyclase (AC) flhrt zu einer indirekten Aktivierung
von ERK und férdert dadurch die Zellproliferation, wahrend die Gi-vermittelte Aktivierung
der Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) die Zellmigration und das Zelliberleben férdert. In
Endothelzellen wird (iber Rac die Barrierfunktion gestarkt. Uber Gq wird die
Phospholipase C (PLC) aktiviert, was eine Erhéhung der intrazelluldren Ca?*-Konzentration
zur Folge hat und in GMZ zur Kontraktion fuhrt. G123 aktiviert das kleine G-Protein Rho,
welches ebenfalls die Kontraktilitdt von glatten Muskelzellen erhéht und deren Migration
inhibiert. Im Endothel flhrt dieser Signalweg zu einer Erhéhung der vaskularen

Permeabilitat.
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51p S1p
S1PR1 S1PR2 S1PR3
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Abb. 6: Signalwege des S1PR1, S1PR2 und S1PR3. S1PR1, S1PR2 und S1PR3 werden ubiquitar
exprimiert und induzieren unterschiedliche Signalwege. Quelle: erstellt nach Nagahashi M et al.;
2014 [62] und Brinkmann V; 2007 [64]. AC, Adenylatcyclase; cAMP, cyclisches
Adenosinmonophosphat; ERK, Extracellular-signal Regulated Kinase; PI3K, Phosphoinositid-3-
Kinase; PKB, Proteinkinase B; PLC, Phospholipase C; PKC, Proteinkinase C; S1P, Sphingosin-1-
Phosphat; S1PR, S1P-Rezeptor.

1.3.2.1 Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptor 1

Im Gefallsystem wird der S1PR1 insbesondere auf Endothelzellen exprimiert [49, 65], in
denen er vor allem die Zell-Zell-Kontakte verstarkt und so die vaskuldre Permeabilitat
verringert [66-68]. In vitro stimuliert S1PR1 die Proliferation und Migration von
Endothelzellen und férdert inr Uberleben durch Inhibierung der Apoptose [65, 69].
Einhergehend mit diesen Effekten spielt der S1PR1 eine entscheidende Rolle in der
Vaskulogenese und Angiogenese. Mause mit einer systemischen Deletion des S1PR1 sind
auf Grund erhéhter vaskularer Permeabilitdt und einer mangelnden Gefaldreifung wahrend
der Embryonalentwicklung nicht lebensfahig. Der gleiche letale Phanotyp wurde ebenso bei
Mausen mit einem endothelzell-spezifischen Knockout (KO) des S1PR1 beobachtet [70].

Die fehlende Gefalreifung basiert auf einer ungentigenden Rekrutierung von Perizyten und
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GMZ der groRReren Gefalle, wodurch die Gefalte instabil bleiben und es intrauterin zu
Blutungen kommt [71, 72]. Kirzlich wurde gezeigt, dass in der Angiogenese S1PR1 das
sprouting inhibiert und gleichzeitig fur die Stabilisierung des sich entwickelnden Blutgefalies
verantwortlich ist [61, 70, 73].

Des Weiteren kann der endotheliale S1PR1, wie auch der S1PR3 (s.u.) den Gefal}tonus
regulieren. Dabei fihrt die Aktivierung des Rezeptors zu einer PKB-vermittelten
Phosphorylierung der endothelialen NO-Synthase (eNOS), welches die Produktion von
Stickstoffmonoxid (NO) steigert und letztendlich zu einer Vasodilatation fihrt [55, 74, 75].
Wie oben erwahnt, ist ein S1P-Gradient zwischen Gewebe und Blut fir den
Lymphozytenaustritt aus den lymphatischen Geweben verantwortlich; dieser Effekt ist von
S1PR1 abhangig [76-79]. Fingolimod (FTY720) ist ein immunsuppressives S1P-Analogon,
da es nach endogener Phosphorylierung an S1PR1 bindet und nach transienter Aktivierung
des Rezeptors seine Internalisierung und Degradation bewirkt [49, 77, 80]. Auf Grund
dieses Mechanismus findet FTY720 bereits klinische Anwendung in der Behandlung der
Multiplen Sklerose [81]. FTY720 sowie der S1PR1-Agonist KRP-203 flhrten in einem
Mausmodell fur Atherosklerose zu einer Verringerung der Plaquebelastung. Gleichzeitig
kam es aber auch zu einer Lymphozytopenie, so dass unklar bleibt, ob der antiatherogene
Effekt auf einer Aktivierung des S1PR1 oder auf der Degradation des S1PR1 beruhte [82,
83].

1.3.2.2 Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptor 2

S1PR2 koppelt im Wesentlichen an G213, was zu einer Aktivierung von Rho fiihrt [84, 85].
Im Gefal® wird der S1PR2 unter anderem von Endothelzellen, GMZ und Makrophagen
exprimiert. Im Endothel scheint STPR2 im Vergleich zum S1PR1 antagonistische Effekte
zu haben [61]. In in vitro Versuchen mit humanen Umbilikalvenen wurde gezeigt, dass die
endotheliale Barrierefunktion nach Aktivierung des endothelialen S1PR2 zu aufgelockerten
Zell-Zell-Verbindungen und damit zu einer gesteigerten Permeabilitat fihrte [86]. Wurde
S1PR2 durch den Einsatz des S1PR2-Antagonisten JTE013 gehemmt, hatte dieses
gestarkte Zell-Zell-Verbindungen und eine verminderte GefaRpermeabilitat zur Folge [86].
Zu einem ahnlichen Ergebnis kam es in in vivo Versuchen in Lungen von Ratten, in denen
JTEO13 eine H20z-induzierte Permeabilitat reduzierte [86]. Auch in einem Nieren-lschamie-
Reperfusionsmodell an der Maus zeigten S1PR2 und S1PR1 gegensatzliche Effekte.
Wahrend die Aktivierung des S1PR1 protektiv wirkte, fihrte eine Aktivierung des S1PR2 zu
vermehrter Organschadigung [87]. In der Retina von Mausen flhrt Hypoxie zum
Krankheitsbild der ischamischen Retinopathie. Hierfur scheint der S1PR2 eine Rolle zu

spielen, da die pathologische Neovaskularisierung in S1PR2-KO-Mausen stark reduziert
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war. Der zugrunde liegende Mechanismus kénnte eine S1PR2-abhangige Inhibierung der
eNOS-Expression, beziehungsweise eine Aktivierung der COX-2 Expression sein [88].

S1PR2-KO-Mause zeigen keine offensichtlichen kardiovaskularen Defekte. Allerdings
wurde in diesen Tieren ein verminderter GefaRwiderstand nach Gabe eines
Vasokonstriktors (Phenylephrin) festgestellt [89]. Eine S1PR2-gesteuerte Vasokonstriktion
konnte zusatzlich in murinen Lymphgefalten gezeigt werden [90] und scheint auch fir die
adaquate Entwicklung des Gehors verantwortlich zu sein. Innerhalb weniger Wochen nach
der Geburt verlieren S1PR2-KO-Mause das Gehor und weisen pathologische Defekte in
der Stria vascularis und im Innenohr auf. Dies liegt in der verminderten
S1PR2-vermittelten Vasokonstriktion der A. spiralis modioli begriindet, welche das Blut
direkt in die Stria vascularis (GefaRstreifen) transportiert und normalerweise vor zu hohen
Blutdricken schitzt [91]. Diese S1PR2-Effekte beruhen wahrscheinlich auf einer
Aktivierung des Rho-Signalwegs, der in GMZ die Expression von Differenzierungsgenen
aktiviert sowie das Wachstum und die Migration der GMZ hemmt [92-94]. Im Einklang
hiermit ist der Befund, dass es, im Gegensatz zu Wildtyp-Tieren, in S1PR2-KO-Mausen
nach Ligatur der A. carotis zu einer massiven Intimahyperplasie kommt [95]. Ein
inhibitorischer Effekt von S1PR2 wurde auch in der Plaquebelastung in einem murinen
Atherosklerosemodell beobachtet. So bildeten nach Western-Diat ApoE/S1PR2-
Doppelknockout-Mause deutlich kleinere Plaques im Vergleich zu ApoE-KO-Mausen und
die Plaques enthielten weniger Makrophagen und zeigten eine verringerte Expression von

inflammatorischen Zytokinen [96].

1.3.2.3 Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptor 3

S1PR3 koppelt an die G-Proteine G, Gy und Giznz [97] und wird vor allem auf
Endothelzellen und GMZ exprimiert [65]. Wie fir S1PR1 wurde beschrieben, dass auch
S1PR3 die Proliferation, das Uberleben und die Migration von Endothelzellen férdert [65,
69]. Wie S1PR1 (s.0.), stimuliert auch S1PR3 die endotheliale NO-Produktion durch eine
PKB-vermittelte Phosphorylierung und Aktivierung von eNOS [55, 98]. Im Gegensatz zu
diesen agonistischen Effekten zu S1PR1, inhibiert S1PR3 aber die Barrierefunktion, hat
hier also den gleichen Effekt wie S1PR2 (s.0.) [99-101]. Wahrend der endotheliale S1PR3
GefalBe dilatiert, hat S1PR3 auf GMZ den gegensatzlichen Effekt. Hier fihrt die
Ggq-abhangige Freisetzung von intrazellularem Kalzium zur Kontraktion der Zellen [102].
S1PR3 hat proinflammatorische Eigenschaften, so steigert S1PR3 die Expression von
endothelialen Adhasionsmolekilen wie P-Selektin und fordert damit das ,Rolling® von
Leukozyten wahrend der Leukodiapedese [103]. Ebenfalls scheint der S1PR3 an der
Rekrutierung von Makrophagen wahrend entziindlichen Prozessen und der Atherosklerose

beteiligt zu sein. Eine durch Thioglykolat hervorgerufene Peritonitis in ApoE/S1PR3-
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Doppelknockout-Mausen ging, verglichen mit ApoE-KO-Mausen, mit einer verminderten
Anzahl von Makrophagen und einer geringeren Expression der inflammatorischen Zytokine
(TNF-a, Tumornekrosefaktor a und MCP-1, Monozyten-Chemoattraktives Protein-1) in den
Makrophagen einher [104]. Des Weiteren wiesen die atherosklerotischen Plaques von
ApoE/S1PR3-Doppelknockout-Mausen nach Western-Diat deutlich weniger Makrophagen
auf, als die ApoE-KO-Kontrollen aufwiesen, wobei interessanterweise die Tiere hinsichtlich
der Plaquebelastung keine Unterschiede zeigten [104]. Ein komplexes Bild fir S1PR3
ergibt sich auch in Mausmodellen fir Intimahyperplasie. Wahrend S1PR3 die
Intimahyperplasie nach Denudierung der lliofemoralarterie stimuliert, inhibiert STPR3 die
Intimahyperplasie nach Ligatur der A. carotis [104, 105]. Die Grunde hierfur sind unklar,

aber es ist wahrscheinlich, dass verschiedene Zelltypen betroffen sind.
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2 Fragestellung und Zielsetzung

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die verschiedenen S1P-Rezeptoren sowohl
potentiell antiatherogene als auch proatherogene Wirkungen haben (s. Tab. 1). Bisher gibt
es keine Daten, ob sich die Expression der einzelnen S1P-Rezeptoren in den
verschiedenen Abschnitten der humanen Aorta unterscheidet oder ob Veranderungen der

S1P-Rezeptorexpression mit Atherosklerose einhergehen. Diese Fragen werden im

Rahmen dieser Arbeit bearbeitet.

S1PR1

S1PR2

S1PR3

e Zelliberleben AN\: EZ [61,
65]

e Migration A\: EZ, GMZ
[102, 106], Makrophagen
[61]

¢ Proliferation N: EZ, GMZ
[102, 106]

¢ Antiinflammatorisch [107,
108]

e Lymphozytenaustritt 4
[76-79]

¢ Endotheliale Barriere A
[99-101]

e Vasodilatation Uber EZ
(eNOS M) [55, 74, 75]

o GefaBreifung [49, 71, 72]

e Zelliiberleben ¥: EZ [61];
A: Makrophagen [61]

« Migration ¥: EZ, GMZ
[106], Makrophagen [109]

* Proliferation ¥: EZ [61,
93], GMZ [93]

o Zelldifferenzierung A\:
GMZ [92, 93]

¢ Proinflammatorisch [88,
96]

o Makrophagenrentention in
der Plaque [96]

o Endotheliale Barriere ¥
[99, 100]

o Vasokonstriktion Uber
GMZ [102]; eNOS ¥ [88]

e Zelliiberleben A\: EZ [65]

e Migration p\: EZ, GMZ
[102, 106], Makrophagen
[104]

¢ Proliferation A\: EZ [102,
106], GMZ [106]

¢ Proinflammatorisch [104]

¢ ,,Rolling” von
Leukozyten [103]

o Endotheliale Barriere ¥
[99-101]

e Vasodilatation Uber EZ
(eNOS M) [55, 74, 75],
Vasokonstriktion Uber
GMZ [102]

Tab. 1: Effekte der S1P-Rezeptoren im GefiaRsystem. EZ, Endothelzelle; GMZ, glatte Muskelzelle;
NO, Nitric Oxide, Stickstoffmonoxid; eNOS, endotheliale NO-Synthase.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Studie

In Kooperation mit Prof. Wolfgang Keil (Institut fir Rechtsmedizin der Ludwig-Maximilians-
Universitat in Minchen) wurden, im Rahmen von 116 Obduktionen, Gefaliproben
(Vollwand) der humanen Aorta in der Zeit von Februar bis Mai 2014 asserviert. Dabei wurde
jeweils eine Probe der Aorta ascendens, der Aorta descendens und der Aorta abdominalis
gewonnen. Das entnommene Gewebe wurde in RNAlater (Ambion®; s. 3.1.3, S. 19)
Uberfahrt. Bis zum Transport nach Hamburg wurden die Proben bei 4°C gelagert, danach
wurden sie bis zur Aufarbeitung bei -80°C aufbewahrt (SANYO; s. 3.1.3, S. 20).
Gleichzeitig wurden uns folgende Daten aus den Sektionsprotokollen zur Verfligung
gestellt: Todesursache, Geschlecht, Alter, Gewicht, GroR3e, arterieller Hypertonus (ja/nein),
Diabetes mellitus (ja/nein), Nierenstatus sowie die Plaqueauspragung in den einzelnen
Aortenabschnitten (s. 3.1.2). Dabei basieren die Angaben Uber den arteriellen Hypertonus
und Diabetes mellitus ausschliellich auf anamnestischen Informationen. Die Angaben zum
Nierenstatus hingegen, basieren neben den anamnestischen auch auf direkt gewonnenen
Informationen aus der Obduktion. Jegliche Normabweichung (z.B. Niereninsuffizienz,
Schrumpfniere, Nierenzysten, Arteriolosklerose) wurde als ein pathologischer Nierenstatus
betrachtet.

Diese Studie wurde von der zugehdrigen Ethikkommission genehmigt (s. Anhang, S. 75).
Folgende Ausschlusskriterien bestanden: Minderjahrigkeit, ein langer als vier Tage

zurtckliegender Todeszeitpunkt bei Obduktion sowie Brandleichen.

3.1.2 Definition der Plaqueauspragung

Im Rahmen der Sektion war, wie bereits erwahnt, auch das Ausmal der Plaqueauspragung
festgehalten und semiquantitativ eingeschatzt worden. Eingeteilt wurde in 0
(makroskopisch keine Veranderungen in der Gefalwand), 1 (weiche Gefallwand mit gelben
Fetteinlagerungen) und 2 (harte GefaBwand). Diese Einteilung wurde vom Obduzenten

getrennt fur die jeweils drei untersuchten Abschnitte der Aorta vorgenommen (s. Tab. 2).
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AS DE AB
n Fraktion n Fraktion n Fraktion
(%) (%) (%)
Plaque 0 93 80,2 73 62,9 21 18,1
Plaque 1 12 10,3 28 241 30 25,9
Plaque 2 11 9,5 15 12,9 65 56,0
Gesamt 116 100 116 100 116 100

Tab. 2: Plaqueauspragung in den drei Aortenabschnitten. O=keine Plaque; 1=weiche Plaque;
2=harte Plaque; AS, Aorta ascendens; DE, Aorta descendens; AB, Aorta abdominalis.

Fur die Analyse wurden jeweils zwei Plaquegruppen zusammengefasst: Fur die AS und DE
wurden die Gruppen Plaque 1 und Plaque 2 kombiniert (PLQ(+)), die Plaquegruppe 0 wird
im Weiteren als PLQ(-) bezeichnet. Fur die AB wurden die Gruppen Plaque 0 und Plaque

1 kombiniert (PLQ(-)), die Plaquegruppe 2 wird im Weiteren als PLQ(+) bezeichnet
(s. Tab. 3).

AS DE AB
n Fraktion n Fraktion N Fraktion
(%) (%) (%)
PLQ(-) 93 80,2 73 62,9 51 440
PLQ(+) 23 19,8 43 37,1 65 56,0
Gesamt 116 100 116 100 116 100

Tab. 3: Vorkommen von Plaque in den drei Aortenabschnitten. PLQ(-), keine Plaque lokal

vorhanden; PLQ(+), Plaque lokal vorhanden; AS, Aorta ascendens; DE, Aorta descendens; AB,
Aorta abdominalis.

Basierend auf der urspriunglichen Plaqueauspragung (s. Tab. 2) wurde zusatzlich ein
quantitativer Plaquescore (0-6) fir die gesamte Aorta erstellt (s. Tab. 4).

Plaquescore n Fraktion (%)
0 21 18,1
1 17 14,7
2 40 34,5
3 16 13,8
4 12 10,3
5 1 0,9
6 9 7,8
Gesamt 116 100

Tab. 4: Plaquescore der Aorta. Fiir jeden Probanden wurde der Score der Plaqueauspragung fiir
die jeweils drei Aortenabschnitte addiert.
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3.1.3 Chemikalien, Kits und Gerate

In den folgenden Tabellen werden die zur Lagerung bzw. Aufarbeitung der Gewebeproben

verwendeten Chemikalien (s. Tab. 5), Kits (s. Tab. 6) und Gerate (s. Tab. 7) aufgelistet.

Name Hersteller
RNAlater® Solution Ambion®
B-Mercaptoethanol Sigma Aldrich
Ethanol 99 % Walter CMP

Tab. 5: Chemikalien

Name

Inhalt

Hersteller

RNeasy® Fibrous Tissue Mini Kit
(50)

RNeasy Mini Spin Columns;
Collection tubes (1,5 ml);
Collection tubes (2 ml);

RLT Puffer;

RW1 Puffer;

RPE Puffer;

Proteinase K;

RNase-freies Wasser

Qiagen

RNase-Free DNase Set

DNase |, RNase-frei;
RDD Puffer;
RNase-freies Wasser

Qiagen

Maxima First Strand
cDNA Synthesis Kit for RT-gPCR

5X Reaction Mix:
Reaktionspuffer;

dNTPs;

oligo (dT)1s;

randomisierte Hexamer-Primer;

Maxima Enzyme Mix:
Maxima Reverse Transkriptase;
RiboLock RNase Inhibitor;

RNase-freies Wasser

Thermo
Scientific

Rotor-Gene® SYBR® Green PCR Kit
(400)

2x Rotor-Gene SYBR Green PCR Master
HotStarTaq®Plus DNA Polymerase;
Rotor-Gene SYBR Green PCR Buffer;
dNTP mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

Qiagen

Tab. 6: Kits
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Name Hersteller
TissuelLyser® LT Qiagen
Stainless Steel Beads, 7mm Qiagen
Thermomixer comfort Eppendorf
Zentrifuge 5810 Eppendorf
V.I.P.™ (Gefrierschrank -80°C) SANYO
Epoch™ Spektralphotometer BioTek®
Take3™ Mikro-Volumen Platte BioTek®
Thermal Cyler T100™ (PCR-Maschine) BioRad
Comfort (Gefrierschrank -20°C) LIEBHERR
Rotor-Gene Q-System (qPCR-Maschine) Qiagen

Tab. 7: Gerate

3.2 Methoden

3.2.1 RNA-Isolation

Die bei -80°C gelagerten Proben wurden bei Raumtemperatur aufgetaut. Die Aufarbeitung
erfolgte mit dem RNeasy® Fibrous Tissue Mini Kit (Qiagen; s. Tab. 6), das alle notwendigen
Lésungen enthielt. Zunachst wurden 300yl RLT Puffer mit 3ul B-Mercaptoethanol
(Sigma Aldrich; s. Tab. 5) versetzt und zusammen mit zwei Metallkiigelchen
(Stainless Steel Beads, Qiagen; s. Tab. 7) in ein 2ml Reaktionsgefald gefullt und auf Eis
gekuhlt. Per Skalpell wurde von der Probe ein etwa 30mg schweres Teilstlick
abgeschnitten, weiter zerkleinert, berschiissiges RNAlater entfernt und das Gewebe in
das vorbereitete Reaktionsgefaly Uberflhrt. Der auf Trockeneis gekiihlte Rotor des
TissueLyser (Qiagen; s. Tab. 7) wurde mit der Probe bestlckt und diese dann fur 5 Minuten
bei 50 Hertz homogenisiert. Daraufhin wurden fiir weitere funf Minuten der Rotor auf
Trockeneis und die Probe auf Eis gekihlt. Diese Prozedur wurde insgesamt dreimal
wiederholt. Eine Proteinase-K-Verdinnung (590l RNase-freies Wasser,
10ul Proteinase K (Qiagen; s. Tab. 6)) wurde angesetzt und in ein 1,5ml Reaktionsgefaly
pipettiert. Nach Zugabe des hergestellten Homogenats wurde der Ansatz bei 56°C und
1200rpm flr 30 Minuten im Thermomixer (Eppendorf; s. Tab. 7) inkubiert. Nach einer
dreiminitigen Zentrifugation (Eppendorf; s. Tab. 7) bei 10.000g wurde der Uberstand mit
450pl Ethanol 99% (Walter CMP; s. Tab. 5) versetzt und fur wenige Sekunden gemixt.
Hiervon wurden 700ul auf die Membran der Eluationssdule (RNeasy Mini Spin Column,
Qiagen; s. Tab. 6) gegeben und zentrifugiert (1min, 10.000g). Dieser Vorgang wurde mit
den verbliebenen 650ul wiederholt. AnschlieBend wurde auf die Eluationssaule
350ul RW1 Puffer pipettiert und zentrifugiert (1min, 10.000g). Nun folgte ein 30-minttiger

DNase-I-Verdau unter Verwendung des RNase-Free DNase Sets (Qiagen; s. Tab. 6). Dazu
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wurde zunachst die Trockensubstanz in 550yl RNase-freiem Wasser gel6st.
10ul dieser DNase-Lésung wurden mit 70ul RDD Puffer vermengt und zum Verdau der
genomischen DNA auf die Eluationssaule pipettiert. Der Verschlussdeckel der
Eluationssaule blieb dabei gedffnet. Es folgten Waschvorgange mit 350ul RW1 Puffer,
gefolgt von zwei weiteren Waschungen mit 500ul RPE Puffer. Die Zentrifugationen wurden
jeweils bei 10.000g fir 2 Minuten durchgeflihrt, gefolgt von einer abschlieBenden
Zentrifugation (1min, 10.000g), um Waschpufferreste vollstandig von der Saulenmatrix zu
entfernen. Fir die Eluation wurden 50ul RNase-freies Wasser direkt auf die Matrix der
Eluationssaule pipettiert. Das Eluat wurde dann mittels Zentrifugation (1min, 10.000g)
gewonnen. Die isolierte RNA wurde bis zur weiteren Verarbeitung bei -80°C im
Gefrierschrank (SANYO; s. Tab. 7) aufbewahrt.

3.2.2 Photometrische Konzentrationsbestimmung der aufgereinigten RNA-L6sung

und Qualitatskriterien

Die Konzentration der RNA wurde mit Hilfe eines Spektralphotometers (BioTek®,
s. Tab. 7) gemessen. Dazu wurden zunachst 2ul der aufgereinigten RNA-L6sung auf eine
Mikro-Volumen-Platte (BioTek®; s. Tab. 7) pipettiert. Die Mikro-Volumen-Platte umfasste
16 Mikrospots, wobei die ersten beiden Mikrospots der Blindwertbestimmung dienten.
Hierfur wurde RNase-freies Wasser verwendet. Die mit der RNA-Lésung bestlckte
Mikro-Volumen-Platte wurde in das Spektralphotometer gegeben. Die Auswertung erfolgte
mit der vom Hersteller flr das Spektralphotometer mitgelieferten Datenanalyse-Software
(Gen5™ 2.0, BioTek®). Die RNA-Konzentration wurde dabei mittels der Extinktion bei
260nm Wellenlange unter der Anwendung des Lambert-Beer'schen Gesetzes in ng/ul
errechnet [110]. Hierbei entspricht 1 OD (optische Dichte) einer RNA Konzentration von
40ug/ml.

E260

Boin =Ccn¥en. ~» c=—
260 260 €260 * d

E\ = Extinktion bei 260nm
&) = RNA-spezifischer Extinktionskoeffizient bei 260nm
¢ = RNA-Konzentration in der Losung

d = Schichtdicke der Kiivette (1cm)
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Da Nukleinsauren und Proteine UV-Licht unterschiedlicher Wellenlangen absorbieren,
(260nm, bzw. 280nm) konnte die Reinheit der RNA mittels eines Extinktionsquotienten
(260nm/280nm) bestimmt werden, wobei der Quotient fir reine RNA zwischen 1,9 und 2,0
liegt [111]. RNA-L6sungen mit einem Quotienten <1,8 bzw. 22,5 wurden verworfen und die
Isolation der RNA mit einem neuen Stlick der jeweiligen Gewebeprobe wiederholt. Die
RNA-Isolation wurde ebenfalls wiederholt, wenn die RNA-Konzentration in der Lésung

unter 5ng/ul lag.

3.2.3 cDNA-Synthese

Fur die cDNA-Synthese wurde das cDNA Kit (Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit for
RT-gPCR, Thermo Scientific; s. Tab. 6) verwendet.

Folgende Komponenten wurden auf Eis wie folgt gemischt:
e 14pl RNA-L6sung (maximal 200ng; gegebenenfalls mit RNA-freiem Wasser
verdunnt)
e 4pl Reaktionsmix (5X Reaction Mix)
o 2ul Enzymmix (Maxima Enzyme Mix)

20ul Gesamtvolumen

Die Flussigkeit wurde gemischt, mit einer Tischzentrifuge zentrifugiert und bis zur weiteren
Verarbeitung auf Eis gekiihlt. Das Reaktionsgefal® wurde nun zur cDNA-Synthese in eine
PCR-Maschine (BioRad; s. Tab. 7) Uberfuhrt. Hier wurde nach dem Protokoll des
Herstellers verfahren und die Probe zunachst bei 25°C fur 10 Minuten inkubiert. Nach der
Hybridisierung erfolgte die reverse Transkription fir 30 Minuten bei 50°C. Abschlielsend
folgte die Termination der Reaktion flir 5 Minuten bei 85°C. Die synthetisierte cDNA wurde

bis zur weiteren Verarbeitung bei -20°C im Gefrierschrank (LIEBHERR, s. Tab. 7) gelagert.

3.2.4 Quantitative Echtzeit-PCR (qPCR)

Die quantitative Bestimmung der Expression der S1P-Rezeptoren, S1PR1, S1PR2 und
S1PR3, erfolgte mittels gPCR (Qiagen, s. Tab. 7). Zur Normalisierung der Proben wurde
die Expression der GAPDH (Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase) gemessen. Mit
Hilfe eines fluoreszierenden Molekils (SYBR-Green) ist es nach jedem
Amplifikationszyklus moglich, PCR-Produkte zu detektieren. SYBR-Green interkaliert an
doppelstrangige DNA und emittiert Licht der Wellenlange 522nm. Damit ist dieses
Fluoreszenzsignal proportional zur Menge an amplifizierter DNA. Die Auswertung der
gPCR-Messung wurde mit der Herstellersoftware (Rotor-Gene Q Series, Version 2.3.1,
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Qiagen) durchgefuhrt. Auf der x-Achse wurde die Anzahl der abgelaufenen Zyklen gegen
die Intensitat der Fluoreszenz auf der y-Achse aufgetragen. In diesem Diagramm wurde in
dem exponentiell verlaufenen Bereich der Reaktion der Schwellenwert (threshold) gesetzt
und der Cr-Wert (cycle threshold) fir die einzelnen PCR-Fragmente bestimmt. Der Cr-Wert
beschreibt die Anzahl der Zyklen, bei dem das Fluoreszenzsignal erstmalig den definierten
Schwellenwert Uberschreitet. Je kleiner der Ct, desto mehr Ziel-cDNA ist in der Probe
vorhanden. Nach Amplifizierung der cDNA-Doppelstrange wurde anhand einer
Schmelzkurve die Spezifitat der Messung geprift. Zeigte diese mehrere Peaks, was darauf
hindeutet, dass unterschiedliche PCR-Fragmente amplifiziert wurden, wurde die Messung
wiederholt. Jede Probe wurde dreifach gemessen. Die gemessenen Cr-Werte wurden
gemittelt. Dabei wurde eine maximale Abweichung eines einzelnen Cr-Werts vom
Mittelwert von 0,5 toleriert. Lag die Abweichung dartber, wurde die Messung ebenfalls
wiederholt. Als weiteres Qualitatskriterium wurden die Negativkontrollen (Wasserwerte)
betrachtet. Zeigte sich in beiden Negativkontrollen eine exponentiell verlaufende
cDNA-Amplifizierung, wurde eine Verunreinigung des RNase-freien Wassers angenommen
und die Messung wiederholt.

Zunachst wurde fiir jedes zu analysierende Gen (S1PR1, S1PR2, S1PR3, GAPDH) ein 9ul
Mastermix mit dem entsprechenden Primer (Sigma Aldrich; s. Tab. 8) hergestellt. Dieser
bestand aus 3ul RNase-freiem Wasser, 5ul Rotor-Gene SYBR Green PCR Master Mix
(Qiagen; s. Tab. 6) und 1yl Primer (Konzentration: 0,5uM).

Gen Primer (Vorwartsprimer / Rickwartsprimer) Hersteller
s1pR1 | ATCATGGGCTGGAACTGCATCA, 5M-S1PR1-535 Siama Aldrich
CGAGTCCTGACCAAGGAGTAGAT, 3'M-S1PR1-672 9
CAGACGCTAGCCCTGCTCAAGA, 5M-S1PR2-708 . .
S1IPR2 | GTGGGCTTTGTAGAGGA, 3M-S1PR2-826 Sigma Aldrich
s1pr3 | ACAACCGCATGTACTTTTTCAT, 5M-S1PR3-215 Sigma Aldrich

TACTGCCCTCCCTGAGGAACCA, 3M-S1PR3-334

5_TCCTGCACCACCAACTGCTT-488 . .
GAPDH | 5 AGGGGCCATCCACAGTCTTC-592 Sigma Aldrich

Tab. 8: Primer (qPCR)

Neben den zu bestimmenden Proben, wurde bei jeder Messung sowohl eine
Positivkontrolle als auch Negativkontrolle mitgefiihrt. Die Positivkontrolle bestand aus
einem Mix der vier PCR-Fragmente, in einer Konzentration von je 20pg/ml der zu
untersuchenden Gene. Fir die Negativkontrolle wurde RNase-freies Wasser verwendet.
Die Reaktionsgefalle fur den 72-Well-Rotor der gPCR-Maschine wurden auf Eis nach
folgendem Schema beflllt (s. Tab. 9):
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i 212 Negativkontrolle Positivkontrolle
GAPDH, S1PR1, S1PR2, S1PR3 (in ' . o .
. H20 (in Duplikaten) Mix (in Unikaten)
Triplikaten)
9ul Mastermix 9ul Mastermix 9ul Mastermix
1ul cDNA 1ul H20 1l Mix
- 12 Reaktionsgefalle - 8 Reaktionsgefalie - 4 Reaktionsgefalie

Tab. 9: Pipettierschema (qPCR)

Das Protokoll der gPCR-Reaktion ist in Tab. 10 zusammengefasst.

Schritt Temperatur Dauer Wiederholung
Initiale Denaturierung | 95°C 10 min 1
Denaturierung 95°C 10 sek
Hybridisierung 60°C 15 sek 40
Kettenverlangerung 72°C 20 sek
Schmelzkurve 72°C - 95°C 90 sek pro 1°C 1

Tab. 10 Protokoll der gPCR-Reaktion

Die Auswertung der Rohdaten erfolgte mit Microsoft Excel 2011, unter Anwendung der

folgenden Formel [112]:

— (Ct(Zielgen) - CT(GAPDH))
Zielgen (%GAPDH) = 2 x 100

Dabei wurde die Expression des Zielgens mit der Expression von GAPDH normalisiert und

in Prozent angegeben.

3.2.5 Statistik

Die statistische Auswertung sowie das Erstellen der Abbildungen wurde mit Microsoft Excel
2011, GraphPad Prism (Version 6.0e) und der Statistiksoftware R (Version 3.2.3)
durchgefiihrt. Die Auswertung mit der Statistiksoftware R erfolgte in Zusammenarbeit mit
Herrn Gerhard Schon aus dem Institut fir Medizinische Biometrie und Epidemiologie des
Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf.

Aufgrund der Verteilung der errechneten Rezeptorexpressionen wurden die Werte
logarithmiert  (natlrlicher Logarithmus). Alle im  Ergebnisteil durchgefiihrten
Beschreibungen und Analysen basieren auf den logarithmierten Werten der
Expressionsdaten. Neben Mittelwerten und Standardabweichungen wurden auch
Konfidenzintervalle der Mittelwerte (95% KIl) zur Beschreibung der Daten angegeben. Als

statistischer Test wurde der t-Test (zweiseitig) durchgefiihrt. Beim Expressionsvergleich
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von Proben unterschiedlicher Personen wurde ein ungepaarter t-Test verwendet,
wohingegen beim Vergleich der Rezeptorexpression zwischen den drei Aortenabschnitten
der gleichen Person ein gepaarter t-Test angewendet wurde. Dies erfolgte ohne Alpha-
Fehler-Adjustierung. Neben dem t-Test wurden Pearson-Korrelationsanalysen zur
Darstellung von Assoziationen durchgefiihrt, wobei jeweils ein Korrelationskoeffizient (r)
und der dazugehorige P-Wert angegeben wurde. Als statistisch signifikant (,*“) galt ein
P-Wert von P<0,05, wobei ein P<0,01 mit ,**“ und ein P<0,001 mit ,***“ gekennzeichnet
wurde.

Die Regressionsanalysen mit Rickwartselimination erfolgten je nach Art der abhangigen
Variablen entweder logistisch oder linear. Logistische Regressionen wurden fir das
Vorkommen von Plaque (dichotome Variable) in den einzelnen Aortenabschnitten
durchgefthrt, wohingegen der Plaquescore (metrische Variable) der gesamten Aorta
mittels linearer Regression analysiert wurde. Neben P-Werten und Konfidenzintervallen
wurden flir die logistischen Regressionen Odds-Ratios (OR) und flr das lineare
Regressionsmodell Koeffizienten angegeben. Folgende unabhangige Variablen flossen in
die Regressionsmodelle mit ein: Alter, Geschlecht, BMI, arterieller Hypertonus, Diabetes
mellitus, pathologischer Nierenstatus, logarithmierte Expression des S1PR1, S1PR2 und
S1PR3in der Aorta ascendens, Aorta descendens und Aorta abdominalis. Zusatzlich wurde
fur die logistischen Regressionsanalysen das Vorkommen von Plaque in den nicht zu
analysierenden Abschnitten als unabhdngige Variable miteinbezogen. Jedes
Regressionsmodell wurde nach dem gleichen Prinzip erstellt. Dabei wurde zunachst eine
Regressionsanalyse mit allen unabhangigen Variablen gerechnet und nach aufsteigenden
P-Werten sortiert (Gesamtmodell). Die Variable mit dem hdchsten P-Wert wurde aus dem
Modell entfernt und die Regressionsanalyse erneut gerechnet. Dieses Vorgehen wurde
solange wiederholt, bis ausschlieBlich signifikante Einflussvariablen im finalen

Regressionsmodell verblieben (Rickwartselimination).
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4 Ergebnisse

41 Beschreibung der Gesamtkohorte

In dieser Arbeit wurden Gewebeproben der Aorta ascendens (AS), Aorta descendens (DE)
und Aorta abdominalis (AB) von 116 Personen analysiert. Anhand der Sektionsprotokolle
waren Alter und Geschlecht der Probanden bekannt, ebenso klinische Daten, deren
Betrachtung im Zusammenhang mit Atherosklerose interessant sein kdnnten (s. 3.1.1,
S.17). Bis auf zwei fehlende Eintrage fir den BMI, waren die Datensatze vollstandig. Die
Durchschnittswerte fir Alter und BMI sowie der Anteil an Mannern und Probanden mit
arteriellem Hypertonus, Diabetes mellitus oder pathologischem Nierenstatus sind in

Tab. 11 zusammengefasst.

4.1.1 Einteilung in Kontroll- und Plaquegruppe

Um erste Vergleiche zwischen Kontrollen und an der Aorta erkrankten Probanden
(Plaguegruppe) durchfihren zu kénnen, wurde die Gesamtkohorte in zwei Gruppen
aufgeteilt. Zuvor wurden fir jeden Aortenabschnitt (AS, DE und AB) zwei Gruppen
(PLQ(-) und PLQ(+)) gebildet, wobei fur die AB-Gruppe auch Probanden mit einer weichen
Plaque (Plaquescore von 1) in die PLQ(-)-Gruppe eingeschlossen wurden, um so die Gro3e
der beiden Untergruppen anzupassen (s. 3.1.2, Tab. 3, S. 18). Die Kontrollgruppe (n=38)
umfasste nun alle Probanden, die fur alle drei Aortenabschnitte ein PLQ(-) verzeichneten.
In der Plaquegruppe (n=78) befanden sich die anderen Probanden, die flir mindestens
einen der drei Aortenabschnitte ein PLQ(+) verzeichneten. Bis auf das Geschlecht,
unterschieden sich die beiden Gruppen hinsichtlich aller untersuchten Parameter, wobei
die Plaquegruppe ein hoheres Alter und einen héheren BMI aufwies sowie einen hoheren
Anteil an Hypertonikern, Diabetikern und Probanden mit pathologischem Nierenstatus
(s. Tab. 11).
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Gesamtkohorte Kontrollgruppe Plaquegruppe
(N=116) (n=38) (n=78)
Alter [Jahre] 58,7 + 18,2 (19-101) | 43 + 16,4 (19-84) | 66,3 £ 13,5 (32-101)***
mannlich (n (Fraktion)) 73 (62,9%) 23 (60,5%) 50 (64,1%)
BMI [kg/m?] 26974 248 +6,2 28,0+7,7*
arterieller Hypertonus 0 o o/ \ex
(n (Fraktion)) 19 (16,4%) 1(2,6%) 18 (23,1%)
Diabetes mellitus 0 o o \ax
(n (Fraktion)) 13 (11,2%) 0 (0%) 13 (16,7%)
pathologischer 0 0 o) Ve
Nierenstatus (n (Fraktion)) 54 (46,6%) 6 (15,.8%) 48 (61,5%)

Tab. 11: Studienkohorte und Untergruppen. Siehe Text fiir Details. Daten fur Alter sind in MW +/-
SD (min-max) angegeben, Daten fur BMI in MW +/- SD. Die Werte der Kontroll- und der
Plaquegruppe wurden mittels zweiseitigem t-Test verglichen, wobei *P<0,05, **P<0,01 und
***P<0,001.

4.1.2 Lokalisation der Aortenplaques

Plaques traten am haufigsten in der AB auf (83,3%), gefolgt von der DE (55,1%) und der
AS (29,5%). Die Verteilung der Plaque in den verschiedenen Abschnitten ist in Abb. 7
aufgeflihrt. Dabei ergab sich, dass die haufigste Konstellation das Vorhandensein einer
Plaque in der AB ohne Befall der DE oder AS war (n=33, 42,3%), gefolgt von Probanden
mit einer Plaque in der AB und einem Befall der DE (n=15, 19,2%) bzw. der DE und AS
(n=15, 19,2%). Ein isolierter Befall der DE war vergleichsweise selten (n=7, 9,0%), ebenso
wie ein Befall der DE und AS (n=6, 7,7 %). In keinem Fall war die AS isoliert betroffen, auch

die Kombination aus AS und AB war aul3erst selten (n=2, 2,6%).

Kontroll-
gruppe Plaquegruppe (n=78)
(n=38)
DE I
AB

n=0 n=7 n=33 n=6 n=2 n=15 n=15

Abb. 7: Lokalisation von Plaque in den untersuchten Aortenabschnitten. Die drei untersuchten
Aortenabschnitte (rot) sind schematisch dargestellt, der nicht-untersuchte Aortenbogen ist grau.
Erkrankte Aortenabschnitte sind schwarz dargestellt. Angegeben ist die jeweilige Gruppengrofie (n).
AS, Aorta ascendens; DE, Aorta descendens; AB, Aorta abdominalis.
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Wie oben beschrieben, gab es signifikante Unterschiede zwischen der Kontroll- und der
Plaquegruppe hinsichtlich Alter, BMI und Komorbiditaten (s. Tab. 11). In diesem Abschnitt
wurde untersucht, inwieweit diese Unterschiede mit einer Erkrankung eines bestimmten
Aortenabschnitts assoziiert sind. Wie unter 3.1.2 (ab S. 17) beschrieben, wurde hierfiir die
Gesamtkohorte flir jeden Aortenabschnitt (AS, DE oder AB) in zwei Untergruppen unterteilt:
eine Kontrollgruppe (PLQ(-)) und eine Plaquegruppe (PLQ(+)) (s. 3.1.2, Tab. 3, S. 18).
Dabei ist zu beachten, dass ein Proband in einer der plaque-negativen Gruppen durchaus
eine Plague an einem anderen Aortenabschnitt aufweisen konnte.

Probanden mit PLQ(+) in den jeweiligen Abschnitten waren signifikant alter, wahrend es
keine Unterschiede zwischen beiden Gruppen hinsichtlich der Geschlechterverteilung und
des BMI gab (s. Tab. 12). Bezlglich der Komorbiditdten waren die Hypertoniker stets
starker in den Plaquegruppen vertreten, wahrend dies bei den Diabetikern und den
Probanden mit pathologischem Nierenstatus nur fir die AB- bzw. die DE- und AB-
Kohorte(n) galt (s. Tab. 12).

AS DE AB
PLQ(-) PLQ(+) PLQ(-) PLQ(+) PLQ(-) PLQ(+)
Anzahl (n) 93 23 73 43 51 65
Alter [Jahre] 56,9+18,5 | 66,1 +£15* | 563,5+£18,2 | 67,6 £ 14,3*** 47,3+ 18 67,6 £ 12,4***
(19-89) (32-101) (19-86) (32-101) (19-89) (44-101)
mannlich o 0 o . . .
(n (Fraktion)) 60 (64,5%) | 13 (56,5%) | 48 (65,8%) 25 (58,1%) 32 (62,7%) 41 (63,1%)
BMI [kg/m?] 26,8 £ 7,1 27,4 £8,5 26,6 +6,9 27,4 £ 8,1 26,0+7,3 271,774
arterieller

Hypertonus 12 (12,9%) | 7 (30,4%)* | 8(11,0%) 11 (25,6%)* 3 (5,9%) 16 (24,6%)**
(n (Fraktion))
Diabetes
mellitus 10 (10,8%) | 3(13,0%) 6 (8,2%) 7 (16,3%) 0 (0,0%) 13 (20,0%)***
(n (Fraktion))
pathologischer
Nierenstatus 40 (43,0%) | 14 (60,9%) | 26 (35,6%) | 28 (65,1%)** 10 (19,6%) | 44 (67,7%)***
(n (Fraktion))

Tab. 12: Vergleiche zwischen PLQ(-)- und PLQ(+)-Gruppen fiir AS, DE und AB. Jeder
Aortenabschnitt wurde in zwei Untergruppen eingeteilt: Plaque lokal vorhaben (PLQ(+)) oder nicht
(PLQ(-)). Daten fiir Alter sind in MW +/- SD (min-max) angegeben, Daten fur BMI in MW +/- SD. Die
Gruppenvergleiche wurden mittels eines zweiseitigen t-Tests auf die Signifikanz der Unterschiede
getestet, wobei *P<0,05, **P<0,01 und ***P<0,001. AS, Aorta ascendens; DE, Aorta descendens;
AB, Aorta abdominalis; PLQ, Plaque.

4.2 Analyse der Expression der S1P-Rezeptoren

Von jedem Probanden der gesamten Studienkohorte wurde fur alle drei Aortenabschnitte
(AS, DE und AB) die Expression des S1PR1, S1PR2 und S1PR3 mittels gPCR gemessen
(s. 3.2.4, ab S. 22). Alle unter 4.2 und 4.3 beschriebenen Analysen konnten daher mit

vollstandigen Datensatzen durchgefuhrt werden. Da die Messdaten flir keinen der drei
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S1P-Rezeptoren normalverteilt waren, wurden fir die im Folgenden beschriebenen
statistischen Analysen logarithmierte Werte eingesetzt. Exemplarisch werden die
Histogramme der Expressionsdaten der drei S1P-Rezeptoren fir die AB vor und nach dem

Logarithmieren gezeigt (s. Abb. 8 A, B).

A S1PR1 S1PR2 S1PR3
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Abb. 8: Histogramme der Expressionsdaten der S1P-Rezeptoren der Aorta abdominalis. Alle
Expressionsdaten wurde logarithmiert (natlrlicher Logarithmus). Gezeigt werden die
Expressionsdaten vor (A) und nach dem Logarithmieren (B).

4.2.1 Expression der S1P-Rezeptoren in den verschiedenen Aortenabschnitten in

der Gesamtkohorte sowie Kontroll- und Plaquegruppe

Zunachst wurde die Frage untersucht, ob sich die Expression eines jeweiligen
S1P-Rezeptors zwischen den drei Aortenabschnitten unterscheidet. Diese Analyse wurde
fur die Gesamtkohorte sowie fir die beiden Untergruppen ,Kontrolle* und ,Plaque”
durchgefthrt (s. 4.1.1, S. 26 fur die Gruppeneinteilung). Die Ergebnisse dieser
Untersuchungen sind in Abb. 9 zusammengefasst.

29



Ergebnisse
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Abb. 9: Vergleich der Expression des S1PR1, S1PR2 und S1PR3 zwischen den drei
Aortenabschnitten AS, DE und AB in der Gesamtkohorte sowie den Untergruppen ,,Kontrolle*
und ,,Plaque®. Die Expression der S1P-Rezeptoren wurde mittels gqPCR gemessen und alle Werte
logarithmiert. Verglichen wurde die Expression eines jeweiligen S1P-Rezeptors (MW und 95%
Konfidenzintervalle) zwischen der Aorta ascendens (AS), Aorta descendens (DE) und Aorta
abdominalis (AB) in der Gesamtkohorte (N=116) (A1, B1, C1), Kontrollgruppe (n=38) (A2, B2, C2)
und der Plaquegruppe (n=78) (A3, B3, C3). Die Expressionswerte wurden mittels eines zweiseitigen
t-Tests miteinander verglichen, wobei *P<0,05, **P<0,01 und ***P<0,001.

In der Gesamtkohorte zeigt sich die S1PR1-Expression in der AB im Vergleich zur AS und
DE erhdht (s. Abb. 9 A1). Diese Unterschiede sind ebenfalls in der Plaquegruppe ersichtlich
(s. Abb. 9 A3), nicht aber in der Kontrollgruppe (s. Abb. 9 A2).

Fir den S1PR2 untersuchten Gruppen signifikante
Expressionsunterschiede
(s. Abb. 9 B1-3).

lassen sich in keiner der

zwischen den einzelnen Aortenabschnitten feststellen
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Fir den S1PR3 ergibt sich ein ahnliches Bild wie flir den S1PR1, dahingehend, dass die
Expressionslevel des Rezeptors in der Gesamtkohorte sowie in der Plaquegruppe in der
AB gegeniber der AS und DE erhoht sind (s. Abb. 9 C1, C3). Im Gegensatz zu S1PR1
werden diese Unterschiede flir den S1PR3 aber auch in der Kontrollgruppe beobachtet
(s. Abb. 9 C2).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass in der Kontrollgruppe der S1PR3 in der AB
hoher exprimiert ist als in der AS bzw. DE. Dieser Unterschied wird auch in der
Plaquegruppe erkennbar, hier ist zusatzlich die Expression des S1PR1 ebenfalls in der AB

gegeniber der AS bzw. DE erhonht.

4.2.2 Korrelation der Expression der S1P-Rezeptoren untereinander in der

Kontrollgruppe

Es ist unbekannt, ob in Gefalien die Expression eines S1P-Rezeptors an die eines anderen
gekoppelt ist. Diese Frage wurde mit Hilfe der erhobenen Datensatze in der Kontrollgruppe
untersucht, indem zunachst Korrelationsanalysen der Expressionsdaten der drei S1P-
Rezeptoren innerhalb der jeweiligen Aortenabschnitte durchgefiuhrt wurden.

In allen drei Aortenabschnitten ist die Expression des S1PR1 mit der des S1PR2 assoziiert
(s. Abb. 10 A1, B1, C1). Zuséatzlich zeigt sich eine positive Korrelation zwischen der S1PR1-
und S1PR3 Expression in der DE (s. Abb. 10 B2). Eine negative Korrelation wurde zwischen
der S1PR2- und S1PR3-Expression in der AB gefunden (s. Abb. 10 C3). Damit
unterscheidet sich die AB signifikant von den anderen beiden Aortenabschnitten, in denen
- zumindest im Trend - die S1PR2-Expression positiv mit der S1PR3-Expression korreliert
(s. Abb. 10, vergl. C3 mit A3, B3).
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Abb. 10: Korrelationsanalysen zwischen der Expression der einzelnen S1P-Rezeptoren
innerhalb eines Aortenabschnitts in der Kontrollgruppe (n=38). Die Expression der S1P-
Rezeptoren wurde mittels gPCR gemessen und alle Werte logarithmiert. Fir jede Kombination
(S1PR1/S1PR2, S1PR1/S1PR3 und S1PR2/S1PR3) wurde eine Korrelationsanalyse nach Pearson
durchgefuhrt. r, Korrelationskoeffizient; n.s., nicht signifikant.

In einer zweiten Analyse wurde untersucht, ob die Expression eines S1P-Rezeptors in
einem Aortenabschnitt mit der in einem anderen Aortensegment korreliert. Hierbei zeigte
sich, dass sowohl die Expression des S1PR1 als auch die des S1PR2 und S1PR3 zwischen

allen drei Aortenabschnitten positiv korreliert (s. Abb. 11).
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Abb. 11: Korrelationsanalysen der Expression eines S1P-Rezeptors zwischen den einzelnen
Aortenabschnitten in der Kontrollgruppe (n=38). Die Expression der S1P-Rezeptoren wurde
mittels gPCR gemessen und alle Werte logarithmiert. Fiir jeden S1P-Rezeptor wurden die folgenden
Kombinationen unter Anwendung einer Pearson-Korrelationsanalyse getestet: AS/DE, AS/AB und
DE/AB. r=Korrelationskoeffizient; AS, Aorta ascendens; DE, Aorta descendens; AB, Aorta
abdominalis.

4.2.3 Einfluss klinischer Parameter auf die Expression der S1P-Rezeptoren in den

verschiedenen Aortenabschnitten der Gesamtkohorte

In dieser Analyse wurde untersucht, ob die Expression der einzelnen S1P-Rezeptoren in
den Aortenabschnitten durch klinische Parameter (Alter, Geschlecht, BMI, Diabetes
mellitus, arterieller Hypertonus, pathologischer Nierenstatus) beeinflusst wird. Fur
metrische Parameter (Alter, BMI) wurden die Gruppen anhand des Medians getrennt.

Insgesamt zeigten sich nur flir den S1PR3 signifikante Ergebnisse (s. Tab. 13). Fur
Geschlecht, arterieller Hypertonus und pathologischer Nierenstatus konnten keine
Unterschiede in der Expression festgestellt werden. Altere Patienten wiesen eine signifikant
niedrigere Expression des S1PR3 in der DE und AB auf (s. Tab. 13 und Abb. 12). Weiterhin
wurde der S1PR3 bei hohem BMI und Diabetikern in der AB signifikant weniger exprimiert.
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. arterieller patho.
Alter e BMI Ll Hyper- | Nieren-
schlecht mellitus

tonus status

<60J >60J m f | <25,3 >25,3 () (+) (<) +) | ()| #)

Anzahl (n) 58 58 73 | 43 57 57 103 13 97 19 |62 | 54
AS S1PR3 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
DE S1PR3 | 0,865 0,604* n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
AB S1PR3 | 1,253 | 0,836*** n.s. 1,197 0,895* | 1,092 | 0,671* n.s. n.s.

Tab. 13: Assoziation der S1PR3 Expression mit Alter, BMI und Komorbidititen in der
Gesamtkohorte (N=116). Die Expression der S1P-Rezeptoren wurde mittels gPCR gemessen und
alle Werte logarithmiert. Gruppenvergleiche wurden mittels eines zweiseitigen t-Tests durchgefiihrt.
Angegeben sind die jeweiligen Mittelwerte bei signifikanten Unterschieden. Weder fiir S1PR1 noch
fur S1PR2 wurden signifikante Unterschiede gefunden.*P<0,05, ***P<0,001. AS, Aorta ascendens;
DE, Aorta descendens; AB, Aorta abdominalis; n.s., nicht signifikant.
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Abb. 12: Korrelationsanalysen zwischen Alter und der Expression des S1PR3 in der DE und
der AB in der Gesamtkohorte (N=116). Die Expression von S1PR3 wurde mittels gPCR gemessen
und alle Werte logarithmiert. Die Expression des S1PR3 in der Aorta descendens (DE) (A) und der
Aorta abdominalis (AB) (B) wurde nach Pearson mit dem Alter der Probanden korreliert. r,

Korrelationskoeffizient.

4.2.4 Einfluss der Atherosklerose auf die Expression der S1P-Rezeptoren

Zunachst wurde die Expression der einzelnen S1P-Rezeptoren in der AS, DE bzw. AB der
Kontrollgruppe (n=38) mit der Plaquegruppe (n=78) verglichen (s. 4.1.1, S. 26 fir die
Gruppeneinteilung). Im Trend ist die Expression jedes S1P-Rezeptors in allen
Aortensegmenten in der Kontrollgruppe héher als in der Plaquegruppe (s. Abb. 13).
Statistisch signifikant ist dieser Unterschied allerdings nur fir die S1PR3-Expression in der

DE und AB (s. Abb. 13 C2, C3).
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Abb. 13: Vergleich der Expression des S1PR1, S1PR2 und S1PR3 in den drei

Aortenabschnitten AS, DE und AB in der Kontroligruppe und der Plaquegruppe. Die
Expression der S1P-Rezeptoren wurde mittels qPCR gemessen und alle Werte logarithmiert.
Verglichen wurde die Expression eines jeweiligen S1P-Rezeptors (MW und 95%
Konfidenzintervalle) in einem Aortenabschnitt zwischen der Kontrollgruppe (n=38) und der
Plaquegruppe (n=78). Die Expressionswerte wurden mittels eines zweiseitigen t-Tests miteinander
verglichen, wobei *P<0,05 und **P<0,01. AS, Aorta ascendens; DE, Aorta descendens; AB, Aorta

abdominalis; n.s., nicht signifikant.

welche Rolle der Plaquestatus im jeweiligen

AnschlieRend wurde untersucht,
Aortenabschnitt spielt und hier die Expression der S1P-Rezeptoren der PLQ(-)- der PLQ(+)-
Gruppen gegenlbergestellt (s. auch 3.1.2, Tab. 3, S. 18). Es sei erneut vermerkt, dass
Probanden in der PLQ(-)-Gruppe eines Aortenabschnitts durchaus eine Plaque an einem
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anderen Aortensegment aufweisen konnten. Signifikante Unterschiede zwischen einer
PLQ(-)- und PLQ(+)-Gruppe wurden nur in der AB gefunden, und zwar fur S1PR2 und
S1PR3 (s. Abb. 14). Beide Rezeptoren sind in den jeweiligen PLQ(+)-Gruppen deutlich

niedriger exprimiert (s. Abb. 14 B3, C3).
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Abb. 14: Vergleich der S1P-Rezeptorexpression zwischen erkrankten und nicht-erkrankten
Aortenabschnitten. Die Expression der S1P-Rezeptoren wurde mittels gPCR gemessen und alle
Werte logarithmiert. Flr jeden Aortenabschnitt wurden die Gesamtkohorte in zwei Untergruppen
aufgeteilt, je nachdem ob eine Plaque vorlag (PLQ(+) oder nicht PLQ(-)). Dabei ergaben sich
folgende GruppengréRen: Aorta ascendens: PLQ(-), n=93, PLQ(+), n=23; Aorta descendens:
PLQ(-), n=73, PLQ(+), n=43; Aorta abdominalis: PLQ(-), n=51, PLQ(+), n=65. Die Expressionswerte
der jeweiligen S1P-Rezeptoren (MW und 95% Konfidenzintervalle) zwischen der PLQ(-)- und der
PLQ(+)-Gruppe eines Aortenabschnitts wurde mittels zweiseitigem t-Test miteinander verglichen,

wobei *P<0,05 und ***P<0,001. n.s., nicht signifikant.
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Aus diesen Beobachtungen ergab sich die Frage, ob die Expression von S1P-Rezeptoren
in plaquefreien Abschnitten der AS und DE von einer Plaqueausbildung der AB beeinflusst
wird, was auf einen systemischen Regulator der S1P-Rezeptorexpression hindeuten
kdnnte. Hierzu wurde die PLQ(-)-Gruppe der DE (n=73) bzw. der AS (n=93) dahingehend
unterteilt, ob die Probanden in der AB erkrankt waren oder nicht (s. Abb. 15). Demnach war
die S1PR3-Expression in nicht-erkrankter DE deutlich niedriger, wenn die benachbarte AB
erkrankt war (s. Abb. 15 C2). Auch die S1PR1- und S1PR2-Expression wiesen ein
ahnliches Muster auf, allerdings erreichte der Expressionsunterschied keine statistische
Signifikanz (s. Abb. 15 A2, B2). Fur die AS konnte kein Einfluss einer AB-Erkrankung auf
die S1P-Rezeptorexpression gefunden werden (s. Abb. 15 A1, B1, C1).
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Abb. 15: Einfluss einer Erkrankung der Aorta abdominalis (AB) auf die Expression von
S1P-Rezeptoren in der Aorta ascendens (AS) und Aorta descendens (DE). Die Expression der
S1P-Rezeptoren wurde mittels qPCR gemessen und alle Werte logarithmiert. Die PLQ(-)-Gruppe
der DE (n=73) bzw. der AS (n=93) wurden dahingehend unterteilt, ob die Probanden in der AB
erkrankt waren (AB PLQ(+)) oder nicht (AB PLQ(-)). Dabei ergaben sich folgende Untergruppen: Fir
die AS: AB PLQ(-), n=45 und AB PLQ(+), n=48; fiir die DE: AB PLQ(-), n=38 und AB PLQ(+), n=35.
Die Expressionswerte (MW und 95% Konfidenzintervalle) fir S1PR1 (A1, A2), S1PR2 (B1, B2) und
S1PR3 (C1, C2) zwischen der AB PLQ(-)- und der AB PLQ(+)-Gruppe der AS (A1, B1, C1) bzw. DE
(A2, B2, C2) wurde mittels zweiseitigem t-Test miteinander verglichen, wobei *P<0,05. n.s., nicht
signifikant; PLQ, Plaque.
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4.3 Regressionsanalyse: Einfluss verschiedener Parameter auf das Vorkommen

von Plaque in der Aorta

Die bisher beschriebenen Untersuchungen haben Assoziationen zwischen dem
Plaquevorkommen in der Aorta und Kklinischen Parametern sowie der Expression
bestimmter S1P-Rezeptoren aufgezeigt. Dabei wurden auch Assoziationen gefunden, die
nur fir bestimmte Abschnitte der Aorta zutrafen. Das Ziel der folgenden Analysen ist eine
umfassende statistische Betrachtung aller erhobenen Daten, um Faktoren zu identifizieren,
die Einfluss auf die Plaqueauspragung im gesamten Gefald und auch in den einzelnen
Abschnitten nehmen. Hierzu wurden zunachst mittels Regressionsanalysen unter
Bertcksichtigung aller erhobenen Daten (Expression der S1P-Rezeptoren in allen
Aortenabschnitten, Plaquevorkommen in den einzelnen Aortenabschnitten, Alter,
Geschlecht, BMI und Komorbiditdten) diejenigen Parameter identifiziert, die auf das
Plaguevorkommen  signifikanten  Einfluss besitzen. In einer anschlielenden
Ruckwartselimination wurde in jedem Schritt der Parameter mit dem hdchsten P-Wert
eliminiert und eine erneute Regressionsanalyse durchgefiihrt. Dieser Vorgang wurde so oft

wiederholt, bis alle verbliebenen Parameter statistisch signifikanten Einfluss hatten.

4.3.1 Aorta ascendens

Unter Berucksichtigung aller unabhangigen Variablen wurde eine logistische
Regressionsanalyse flur die diskrete, abhangige Variable ,Plaque in der Aorta ascendens®
(AS PLQ) durchgefuhrt. Dabei wurde gefunden, dass das Plaquevorkommen in der Aorta
descendens mit einer Odds-Ratio von 138,4 die am Abstand starkste Einflussvariable ist,
gefolgt von der S1PR1 Expression in der Aorta ascendens bzw. der Aorta descendens
(s. Tab. 14). Betrachtet man die Odds-Ratios féllt auf, dass das Risiko einer Plaque in der
Aorta ascendens steigt, wenn auch die Expression des S1PR1 in der Aorta ascendens

steigt, das Risiko aber sinkt, wenn die Expression in der Aorta descendens steigt.
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Variable OR 95% Ki P-Wert
DE PLQ 138,395 17,672; 2601,946  <0,001***
AS In S1PR1 4,730 1,175; 25,953 0,044*
DE In S1PR1 0,176 0,026; 0,837 0,044*
AB In S1PR3 0,202 0,029; 1,046 0,074
AB In S1PR2 2,969 0,918; 11,438 0,083
DE In S1PR2 4,232 0,839; 28,249 0,099
AS In S1PR2 0,315 0,068; 1,195 0,104
Diabetes mellitus 0,124 0,007; 1,612 0,121
Alter 0,949 0,874; 1,020 0,174
arterieller Hypertonus 3,925 0,546; 31,176 0,177
AB In S1PR1 0,402 0,089; 1,384 0,178
AB PLQ 3,612 0,374; 44,102 0,277
Geschlecht: mannlich 0,415 0,059; 2,398 0,339
AS In S1PR3 1,392 0,348; 5,802 0,637
BMI 1,014 0,919; 1,128 0,777
pathologischer Nierenstatus 1,236 0,138; 12,109 0,848
DE In S1PR3 0,890 0,230; 3,452 0,863

Tab. 14: Regressionsanalyse, um signifikante Einflussvariablen auf das Vorkommen von
Plaque in der Aorta ascendens zu identifizieren. Unter Beriicksichtigung aller unabhangigen
Variablen wurde eine logistische Regressionsanalyse durchgefiihrt fur die diskrete, abhangige
Variable ,Plaque in der AS“. Angegeben sind die Odds-Ratio (OR), 95% Konfidenzintervalle (KI) und
die P-Werte, wobei *P<0,05 und ***P<0,001. AS, Aorta ascendens; DE, Aorta descendens; AB, Aorta
abdominalis; PLQ, Plaque.

In der anschlieRenden Rlckwartselimination wurden von den 17 ursprunglichen
Parametern die folgenden 15 sukzessiv ausgeschlossen: 1. DE In S1PR3 (P=0,863),
2. pathologischer Nierenstatus (P=0,852), 3. BMI (P=0,777), 4. AS In S1PR3 (P=0,625),
5. AB PLQ (P=0,268), 6. Alter (P=0,308), 7. Geschlecht: mannlich (P=0,421),
8. AS In S1PR2 (P=0,243), 9. DE In S1PR2 (P=0,306), 10. arterieller Hypertonus (P=0,302),
11. Diabetes mellitus (P=0,460), 12. AS In S1PR1 (P=0,116), 13. DE In S1PR1 (P=0,265),
14. AB In S1PR1 (P=0,145), 15. AB In S1PR2 (P=0,168).

Das finale Regressionsmodell beinhaltete noch das Vorkommen einer Plaque in der Aorta
descendens als die starkste Einflussvariable, die Expression des S1PR1 in der Aorta
ascendens bzw. descendens wurde in dem Verfahren ausgeschlossen (s. Tab. 15). Als
neue Einflussvariable enthalt dieses Modell die Expression des S1PR3 in der Aorta
abdominalis, wobei das Risiko fiir eine Plaque in der Aorta ascendens sinkt, wenn die

S1PR3-Expression in der Aorta abdominalis steigt (s. Tab. 15).

40



Ergebnisse

Variable OR 95% Ki P-Wert
DE PLQ 44,586 10,574; 333,081 <0,001***
AB In S1PR3 0,255 0,081; 0,686 0,011*

Tab. 15: Finales Regressionsmodell nach Rickwartselimination fiir signifikante
Einflussvariablen fiir das Vorkommen von Plaque in der Aorta ascendens. Unter
Berucksichtigung aller unabhangigen Variablen wurde eine logistische Regressionsanalyse mit
anschlieBender Rickwartselimination fir die diskrete, abhangige Variable ,Plaque in der AS*
durchgefihrt. Angegeben sind die Odds-Ratio (OR), 95% Konfidenzintervalle (KI) und die P-Werte,
wobei *P<0,05 und ***P<0,001. DE, Aorta descendens; AB, Aorta abdominalis; PLQ, Plaque.

4.3.2 Aorta descendens

Betrachtet wurde die diskrete, abhangige Variable ,Plaque in der Aorta descendens
(DE PLQ)“. Hier wurde das Plaguevorkommen in der Aorta ascendens als starkste
Einflussvariable identifiziert, gefolgt von Alter und der Expression des S1PR1 in der Aorta

ascendens (s. Tab. 16).

Variable OR 95% Ki P-Wert
AS PLQ 110,242  16,371;1417,126  <0,001***
Alter 1,103 1,044; 1,178 0,001**
AS In S1PR1 0,216 0,063; 0,638 0,009**
AS In S1PR2 3,282 0,999; 11,892 0,056
AB PLQ 0,323 0,057; 1,515 0,170
Geschlecht: mannlich 2,493 0,696; 10,144 0,177
DE In S1PR1 1,995 0,731; 5,950 0,189
AB In S1PR3 2,141 0,688; 6,966 0,190
Diabetes mellitus 3,985 0,490; 35,070 0,193
BMI 0,961 0,871; 1,055 0,414
pathologischer Nierenstatus 1,607 0,388; 7,029 0,515
DE In S1PR3 0,744 0,185; 2,878 0,667
AS In S1PR3 1,229 0,370; 4,130 0,734
DE In S1PR2 1,110 0,349; 3,524 0,857
AB In S1PR2 0,900 0,269; 2,907 0,860
AB In S1PR1 0,946 0,319; 2,865 0,919
arterieller Hypertonus 1,061 0,200; 5,548 0,943

Tab. 16: Regressionsanalyse, um signifikante Einflussvariablen auf das Vorkommen von
Plaque in der Aorta descendens zu identifizieren. Unter Berlicksichtigung aller unabhangigen
Variablen wurde eine logistische Regressionsanalyse durchgefihrt fir die diskrete, abhangige
Variable ,Plaque in der DE®. Angegeben sind die Odds-Ratio (OR), 95% Konfidenzintervalle (KI) und
die P-Werte, wobei **P<0,01 und ***P<0,001. AS, Aorta ascendens; DE, Aorta descendens; AB,
Aorta abdominalis; PLQ, Plaque.

In der anschlieRenden Rulckwartselimination wurden von den 17 ursprunglichen
Parametern die folgenden 15 sukzessiv ausgeschlossen: 1. arterieller Hypertonus
(P=0,943), 2. AB In S1PR1 (P=0,918), 3. DE In S1PR2 (P=0,841), 4. AB In S1PR2
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(P=0,793), 5. DE In S1PR3 (P=0,737), 6. AS In S1PR3 (P=0,702), 7. pathologischer
Nierenstatus (P=0,478), 8. BMI (P=0,417), 9. DE In S1PR1 (P=0,376), 10. AB PLQ
(P=0,353), 11. Geschlecht: mannlich (P=0,269), 12. Diabetes mellitus (P=0,256), 13. AB In
S1PR3 (P=0,110), 14. AS In S1PR1 (P=0,056), 15. AS In S1PR2 (P=0,440).

Das finale Regressionsmodell beinhaltete noch das Plaquevorkommen in der Aorta
ascendens sowie das Alter als signifikante Einflussvariablen, wahrend die Expression des

S1PR1 in der Aorta ascendens in dem Verfahren ausgeschlossen wurde (s. Tab. 17).

Variable OR 95% Ki P-Wert
AS PLQ 33,116 8,220; 229,162 <0,001***
Alter 1,053 1,022; 1,089 0,001**

Tab. 17: Finales Regressionsmodell nach Riuckwartselimination fir signifikante
Einflussvariablen fiir das Vorkommen von Plaque in der Aorta descendens. Unter
Berucksichtigung aller unabhangigen Variablen wurde eine logistische Regressionsanalyse mit
anschlieBender Ruckwartselimination fur die diskrete, abhangige Variable ,Plaque in der DE*
durchgefiihrt. Angegeben sind die Odds-Ratio (OR), 95% Konfidenzintervalle (KI) und die P-Werte,
wobei **P<0,01 und ***P<0,001. AS, Aorta ascendens; PLQ, Plaque.

4.3.3 Aorta abdominalis

Fur die diskrete, abhangige Variable ,Plaque in der Aorta abdominalis (AB PLQ)* wurde
das Alter als starkste Einflussvariable identifiziert, gefolgt von der Expression des S1PR1
in der Aorta descendens und Aorta ascendens, der Expression des S1PR3 in der Aorta
descendens sowie mannlichem Geschlecht und pathologischem Nierenstatus (s. Tab. 18).
Hinsichtlich der Expression von S1P-Rezeptoren fallt auf, dass mit einem Anstieg der
S1PR1-Expression in der Aorta descendens das Risiko flir eine Plaque in der Aorta
abdominalis steigt, wahrend ein Anstieg der S1PR1-Expression in der Aorta ascendens
bzw. ein Anstieg der S1PR3-Expression in der Aorta descendens das Risiko einer Plaque

in der Aorta abdominalis verringert (s. Tab. 18).
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Variable OR 95% Ki P-Wert
Alter 1,112 1,049; 1,201 0,002**
DE In S1PR1 6,883 2,012; 31,384  0,005**
AS In S1PR1 0,164 0,038; 0,559 0,007**
DE In S1PR3 0,131 0,024; 0,537 0,009**
Geschlecht: mannlich 6,957 1,456; 45,295 0,025*
pathologischer Nierenstatus 6,772 1,217; 49,227 0,038*
AS In S1PR3 3,461 0,935; 15,171 0,076
AS PLQ 10,996 0,866; 222,994 0,085
DE PLQ 0,186 0,023; 1,201 0,093
arterieller Hypertonus 8,050 0,594; 169,925 0,143
AS In S1PR2 2,544 0,649; 11,467 0,195
AB In S1PR3 0,500 0,132; 1,785 0,285
DE In S1PR2 0,490 0,113; 1,906 0,314
AB In S1PR1 0,561 0,156; 1,886 0,355
AB In S1PR2 0,749 0,222; 2,326 0,623
BMI 0,973 0,866; 1,086 0,627
Diabetes mellitus*® - - -
*Da in der AB PLQ(-)-Gruppe kein Proband einen Diabetes mellitus hatte, wurde die Variable aus
dem Modell entfernt.

Tab. 18: Regressionsanalyse, um signifikante Einflussvariablen auf das Vorkommen von
Plaque in der Aorta abdominalis zu identifizieren. Unter Berlcksichtigung aller unabhangigen
Variablen wurde eine logistische Regressionsanalyse durchgefihrt fir die diskrete, abhangige
Variable ,Plaque in der AB*. Angegeben sind die Odds-Ratio (OR), 95% Konfidenzintervalle (KlI) und
die P-Werte, wobei *P<0,05 und **P<0,01. AS, Aorta ascendens; DE, Aorta descendens; AB, Aorta
abdominalis; PLQ, Plaque.

In der anschlieRenden Rickwartselimination wurden von den 17 urspringlichen
Parametern die folgenden 13 sukzessiv ausgeschlossen: 1. Diabetes mellitus, 2. BMI
(P=0,767), 3. AB In S1PR2 (P=0,642), 4. DE In S1PR2 (P=0,306), 5. AB In S1PR1
(P=0,253), 6. AS In S1PR2 (P=0,332), 7. AS PLQ (P=0,182), 8. DE PLQ (P=0,468),
9. arterieller Hypertonus (P=0,173), 10. AS In S1PR3 (P=0,137), 11. AB In S1PR3
(P=0,110), 12. AS In S1PR1 (P=0,116), 13. DE In S1PR1 (P=0,153).

Das finale Regressionsmodell beinhaltete noch das Alter, das mannliche Geschlecht, einen
pathologischen Nierenstatus und die Expression des S1PR3 in der Aorta descendens als
signifikante Einflussvariablen, wahrend die Expression des S1PR1 in der Aorta ascendens

bzw. Aorta descendens in dem Verfahren ausgeschlossen wurden (s. Tab. 19).
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Variable OR 95% Ki P-Wert

Alter 1,079 1,038; 1,128 <0,001***
Geschlecht: mannlich 5,722 1,772; 22,054 0,006**
pathologischer Nierenstatus 5,295 1,597; 19,909 0,009**
DE In S1PR3 0,401 0,173; 0,852 0,023*

Tab. 19: Finales Regressionsmodell nach Rickwartselimination fiir signifikante
Einflussvariablen fiir das Vorkommen von Plaque in der Aorta abdominalis. Unter
Berucksichtigung aller unabhangigen Variablen wurde eine logistische Regressionsanalyse mit
anschlieBender Rickwartselimination fir die diskrete, abhangige Variable ,Plaque in der AB“
durchgefihrt. Angegeben sind die Odds-Ratio (OR), 95% Konfidenzintervalle (KI) und die P-Werte,
wobei *P<0,05, **P<0,01 und ***P<0,001. DE, Aorta descendens.

4.3.4 Plaquescore der Gesamtaorta

Zuletzt wurde ein Modell erstellt, in dem die Plaquebelastung der gesamten Aorta
untersucht wurde. Hierzu wurde, basierend auf den Plaqueauspragungen der drei
Aortenabschnitte, fur jede Person der Gesamtkohorte ein individueller Plaquescore (0-6)
der Aorta erstellt (s. 3.1.2, Tab. 4, S. 18). Unter Berlcksichtigung aller unabhangigen
Variablen wurde dann eine lineare Regressionsanalyse fir die metrische Variable
.Plagquebelastung“ durchgeflhrt. Dabei wurde gefunden, dass erhdhtes Alter sowie eine
erhohte Expression des S1PR2 in der Aorta ascendens bzw. eine verringerte Expression
des S1PR1 in der Aorta abdominalis die Plaquebelastung der Aorta signifikant fordern
(s. Tab. 20).
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Variable Koeffizient 95% Ki P-Wert
Alter 0,044 0,026; 0,063 <0,001***
AS In S1PR2 0,537 0,063; 1,011 0,027*
AB In S1PR1 -0,477 -0,928; -0,026 0,038*
AB In S1PR2 0,462 -0,006; 0,931 0,053
arterieller Hypertonus 0,587 -0,153; 1,326 0,119
pathologischer Nierenstatus 0,505 -0,157; 1,167 0,133
AS In S1PR1 -0,279 -0,712; 0,154 0,204
DE In S1PR3 -0,315 -0,832; 0,201 0,229
Diabetes mellitus 0,462 -0,505; 1,429 0,346
Geschlecht: mannlich 0,264 -0,292; 0,820 0,349
BMI -0,011 -0,049; 0,027 0,580
DE In S1PR1 0,114 -0,330; 0,558 0,612
DE In S1PR2 -0,107 -0,614; 0,399 0,675
AB In S1PR3 -0,071 -0,571; 0,429 0,778
AS In S1PR3 0,009 -0,489; 0,507 0,971

Tab. 20: Regressionsanalyse, um signifikante Einflussvariablen auf die Plaquebelastung der
gesamten Aorta zu identifizieren. Unter Bericksichtigung aller unabhangigen Variablen wurde
eine lineare Regressionsanalyse durchgefilnrt fir die metrische, abhangige Variable
.Plaquebelastung der gesamten Aorta“. Angegeben sind die Odds-Ratio (OR), 95%
Konfidenzintervalle (KI) und die P-Werte, wobei *P<0,05 und ***P<0,001. AS, Aorta ascendens; DE,
Aorta descendens; AB, Aorta abdominalis.

In der anschlieRenden Rlckwartselimination wurden von den 15 ursprunglichen
Parametern die folgenden 10 sukzessiv ausgeschlossen: 1. AS In S1PR3 (P=0,971),
2. AB In S1PR3 (P=0,777), 3. DE In S1PR2 (P=0,685), 4. DE In S1PR1 (P=0,741), 5. BMI
(P=0,574), 6. Diabetes mellitus (P=0,314), 7. AS In S1PR1 (P=0,308), 8. Geschlecht:
mannlich (P=0,179), 9. pathologischer Nierenstatus (P=0,085), 10. DE In S1PR3 (P=0,087).
Das finale Regressionsmodell beinhaltete noch das Alter, die Expression des S1PR1 in der
Aorta abdominalis sowie die S1PR2-Expression in der Aorta ascendens. Hinzugekommene
Faktoren sind die Expression des S1PR2 in der Aorta abdominalis (wobei eine erhdhte

Expression die Plaguebelastung begnstigt) sowie der arterielle Hypertonus (s. Tab. 21).
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Variable Koeffizient 95% Ki P-Wert
Alter 0,053 0,039; 0,067 <0,001***
AB In S1PR1 -0,485 -0,868; -0,103 0,013*
AB In S1PR2 0,458 0,069; 0,847 0,022*
AS In S1PR2 0,325 0,044; 0,606 0,024*
arterieller Hypertonus 0,743 0,077; 1,409 0,029

Tab. 21: Finales Regressionsmodell nach Rickwartselimination fiir signifikante
Einflussvariablen fiir die Plaquebelastung der gesamten Aorta. Unter Berlicksichtigung aller
unabhangigen Variablen wurde eine lineare Regressionsanalyse mit anschlieBender
Ruckwartselimination fir die diskrete, abhangige Variable ,Plaquebelastung der gesamten Aorta“
durchgefihrt. Angegeben sind die Koeffizienten, 95% Konfidenzintervalle (KI) und die P-Werte,
wobei *P<0,05 und ***P<0,001. AS, Aorta ascendens, AB, Aorta abdominalis.
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5 Diskussion

S1P ist ein bioaktives Sphingolipid und agiert mit seinen ubiquitdar im Organismus
vorkommenden S1P-Rezeptoren (S1PR) als Regulator von vielen physiologischen und
pathophysiologischen Reaktionen [41]. Auch im Prozess der Atherosklerose scheinen S1P
und seine Rezeptoren eine Rolle zu spielen [41, 49, 92], wobei je nach betroffenem
Rezeptor und Zelltyp sowohl pro- als auch antiatherogene Effekte beschrieben wurden [83,
92, 96, 104]. Diese Erkenntnisse basieren dabei vornehmlich auf Versuchen mit Tieren und
Zellen. Inwieweit S1P und seine Rezeptoren die Atherosklerose im Menschen regulieren,
ist bisher nicht bekannt. Auf Grund dessen wurde in dieser Arbeit die Expression des
S1PR1, S1PR2 und S1PR3 in humanen Gewebeproben der Aorta ascendens, Aorta
descendens und Aorta abdominalis bestimmt. Ziel war es, das Expressionsmuster der
Rezeptoren auf mégliche Unterschiede innerhalb der drei Aortenabschnitte sowie im

Hinblick auf die Ausbildung der Atherosklerose zu analysieren.

5.1 Beschreibung der Studienkohorte

Die epidemiologisch erhobenen Daten der ausgewahlten Studienkohorte, wie Angaben
zum BMI, zu Diabetes mellitus, arteriellem Hypertonus und pathologischem Nierenstatus,
werden im Folgenden auf ihre Validitat diskutiert. Der durchschnittliche BMI der Probanden
betrug 26,9 kg/m?. Dies deckt sich annahrend mit Daten der Gesamtbevolkerung aus dem
Jahr 2013 - hier lag der durchschnittliche BMI bei 25,9 kg/m? [113]. Ergebnisse einer Studie
(DEGS1) des Robert-Koch-Instituts zeigen, dass bei 7,2% der Erwachsenen im Alter von
18-79 Jahren jemals ein Diabetes mellitus diagnostiziert wurde [114]. Vor dem Hintergrund,
dass in dieser Arbeit auch Probanden >79 Jahre bertcksichtigt wurden und die Pravalenz
des Diabetes mellitus im Alter proportional ansteigt, scheint dessen Haufigkeit von 11,2%
in der Gesamtkohorte den Status der deutschen Gesamtbevdlkerung widerzuspiegeln [114,
115]. Die in den Sektionsprotokollen aufgeflihrten Angaben bezlglich eines arteriellen
Hypertonus der Probanden missen hingegen kritisch hinterfragt werden. Von den 116
Probanden, die im Mittelwert 58,7 Jahre alt waren, litten den Protokollen zu Folge lediglich
16,4% an einem bekannten arteriellen Hypertonus. Neuhauser et al. konnten in einer
Langzeitstudie in Deutschland zeigen, dass jeder dritte Erwachsene an einer arteriellen
Hypertonie leidet und in der Altersgruppe der 70- bis 79-Jahrigen sogar drei von vier
Erwachsenen [116]. Somit kann vermutet werden, dass mit groRer Wahrscheinlichkeit eine
hoéhere Anzahl der Probanden an einem arteriellen Hypertonus litt, dies jedoch nicht im
Sektionsprotokoll vermerkt war. Der Tatsache geschuldet, dass in dieser Arbeit jegliche
Normabweichung der Niere (z.B. Niereninsuffizienz, Schrumpfniere, Nierenzysten) als

.pathologischer Nierenstatus“ zusammengefasst wurde, erklart die relativ hohe Pravalenz
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von 46,6% in der Gesamtkohorte. Auf Grund dieser vorgenommenen Klassifizierung wird
auf einen Vergleich zu Daten der einzelnen Nierenpathologien in der deutschen
Gesamtbevodlkerung verzichtet.

Zu den Risikofaktoren fiir die Entstehung einer Atherosklerose zahlen neben steigendem
Lebensalter, mannlichem Geschlecht und einem Ubergewicht auch Erkrankungen wie die
arterielle Hypertonie und der Diabetes mellitus [20]. Nach Einteilung in Kontroll- (n=38) und
Plaquegruppe (n=78) wurde gefunden, dass Probanden der Plaquegruppe alter waren,
einen héheren BMI hatten und vermehrt unter Begleiterkrankungen (arterieller Hypertonus,
Diabetes mellitus, pathologischer Nierenstatus) litten. Das mannliche Geschlecht als
Risikofaktor fur ein vermehrtes Vorkommen von Plaque konnte nicht bestatigt werden
(s. Tab. 11, S. 27). Auch nach der Einteilung der Aortenabschnitte in plaque-positive und
plague-negative Gruppen zeigte sich, dass Probanden in den plaque-positiven Gruppen
mehr Komorbiditaten aufwiesen. Dies war insbesondere fur die Aorta abdominalis der Fall.
Hier waren Probanden mit Plaque alter, litten haufiger an arteriellem Hypertonus, Diabetes
mellitus und hatten einen auffalligeren Nierenstatus (s. Tab. 12, S. 28). Somit ist es
wahrscheinlich, dass die Unterschiede zwischen der Kontroll- und Plaquegruppe
vornehmlich auf Veranderungen in der Aorta abdominalis zurlckzufihren sind: So waren
Probanden der Plaquegruppe zu 29,5% in der Aorta ascendens, zu 55,1% in der Aorta
descendens und zu 83,3% in der Aorta abdominalis von Plaque betroffen (s. Abb. 7, S. 27).
Dass in der Aorta abdominalis, als Pradilektionsstelle, die Atherosklerose im Alter zunimmt,
konnte bereits in mehreren Studien mit Hilfe von multimodaler Bildgebung gezeigt werden
[117,118].

5.2 Expressionsunterschiede der S1P-Rezeptoren zwischen den einzelnen

Aortenabschnitten

Die Expressionsdaten haben gezeigt, dass in der Aorta abdominalis sowohl der S1PR1 als
auch der S1PR3 im Vergleich zur Aorta ascendens und Aorta descendens hoher exprimiert
waren (s. Abb. 9, S. 30). Dies konnte fir die Gesamtkohorte und die Plaquegruppe
nachgewiesen werden. Gleiches war aber auch in der Kontrollgruppe fur die
S1PR3-Expression signifikant und fur die S1PR1-Expression im Trend ersichtlich. Die
S1PR2-Expression hingegen unterschied sich in den drei analysierten Gruppen zwischen
den Aortenabschnitten nicht. Vergleichbare Studien mit Aortenproben konnten in der
Literatur nicht gefunden werden. Shimizu et al. untersuchten die Expression der
S1P-Rezeptoren in der A. carotis und A. iliaca. Dabei fiel auf, dass sowohl in murinen als
auch in humanen Aa. iliacae der S1PR3 im Vergleich zur A. carotis signifikant hdher
exprimiert wurde [105]. Vor dem Hintergrund, dass die glatten Muskelzellen (GMZ) der

Aorta abdominalis und A. iliaca ihren embryonalen Ursprung im splanchnischen Mesoderm
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finden und die Aorta ascendens und A. carotis von der Neuralleiste abstammen [119],
konnte die héhere Expression des S1PR1 und S1PR3 in der Aorta abdominalis in einer
unterschiedlichen embryonalen Vaskulogenese der verschiedenen Aortenabschnitte
liegen. Da sowohl in dieser als auch in der Arbeit von Shimzu et al. ausschlieRlich
Vollwandproben analysiert wurden, kdnnen jedoch keine genaueren Rickschlisse auf den
dominierenden S1PR-exprimierenden Zelltypen gezogen werden. Genauso denkbar ware,
dass die héhere Expression des S1PR1 und S1PR3 in der Aorta abdominalis durch die
Expression im Endothel oder in der Adventitia verursacht wird.

Darlber hinaus kdonnten auch lokale Faktoren, wie spezifische Blutflussbedingungen, fiir
die unterschiedlichen Expressionsmuster verantwortlich sein [32]. Die Blutstrémung
erzeugt Schubspannungen, welche direkt auf die GefalRwande wirken. Dabei wird zwischen
laminaren und turbulenten Strémungen unterschieden. Turbulente Stromungen entstehen
an Biegungen (z.B. Arcus aortae), Verzweigungen und Bifurkationen, wohingegen laminare
Strdmungen in geraden GefalRabschnitten ohne Verzweigungen zu finden sind (z.B. Aorta
descendens) [120]. In der Aorta descendens konnten Jung et al. zeigen, dass der S1PR1
auf der Plasmamembran des Endothels exprimiert wird, wohingegen in Bereichen mit
turbulenten Stromungen (kleine Kurvatur des Arcus aortae) der S1PR1 internalisiert und in
endozytotischen Vesikeln lokalisiert war [121]. Somit kdnnte die Expression im Endothel
eine entscheidende Rolle spielen. Im Endothel kommen dem S1PR1 namlich vorrangig
protektive Effekte zu, indem mitunter die endotheliale Barriere verstarkt wird [61]. Hierzu
wlrde passen, dass die Aorta descendens weniger von Plaque betroffen war als die Aorta
abdominalis, in der eher turbulente Strdomungen vorherrschen [122]. Warum jedoch der
S1PR1 und S1PR3 in der Aorta abdominalis starker exprimiert wird (s. Abb. 9, S. 30), kann
an dieser Stelle nicht geklart werden und deutet darauf hin, dass womaoglich nicht nur ein
Zelltyp fir die Expressionsunterschiede verantwortlich ist. Des Weiteren ist durchaus
denkbar, dass sich die Expression mit Zunahme von Atherosklerose verandert bzw. eine
veranderte Expression die Atherosklerose bedingt. Der Einfluss der einzelnen
S1P-Rezeptoren auf die Atherosklerose wird im weiteren Verlauf diskutiert (s. 5.4,
ab S. 50).

5.3 Wechselbeziehungen der S1P-Rezeptorexpression in der Kontrollgruppe

Mit den Untersuchungen der S1P-Rezeptorexpression in der Kontrollgruppe sollte
analysiert werden, ob in GefalRen die Expression eines S1P-Rezeptors an die eines
anderen gekoppelt ist und ob die Expression eines S1P-Rezeptors in einem
Aortenabschnitt mit der in einem anderen Aortensegment korreliert. Die Ergebnisse haben
gezeigt, dass sowohl die Expression des S1PR1 als auch des S1PR2 und S1PR3 zwischen
den drei Aortenabschnitten positiv korreliert waren (s. Abb. 11, S. 33). Somit ging
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beispielsweise eine erhohte Expression des S1PR1 in der Aorta ascendens auch mit einer
erhdhten Expression in der Aorta descendens und Aorta abdominalis einher. Auf Grund der
Tatsache, dass die S1P-Rezeptoren im Gefallsystem ubiquitar exprimiert werden, ware ein
denkbares Szenario, dass die einzelnen S1P-Rezeptoren in der Aorta systemischen
Regulationsmechanismen unterliegen kénnten. Dem gegenuber kdnnte innerhalb der
einzelnen Abschnitte die Expression der drei S1P-Rezeptoren aber auch durch lokale
Regulationsmechanismen gesteuert werden. Interessanterweise fanden sich namlich
positive Korrelationen flr die eher antagonistisch wirkenden S1PR1 und S1PR2 in allen
drei Aortenabschnitten (s. Abb. 10 A1, B1, C1, S. 32). Laut aktuellem Wissensstand bewirkt
S1PR1 die Migration und Proliferation von Endothelzellen (EZ) und starkt die endotheliale
Barriere, wohingegen S1PR2 die endotheliale Barriere schwacht, antimigratorisch und
antiproliferativ wirkt (s. auch Tab. 1, S. 16) [61, 92, 123]. Somit konnte die positive
Korrelation dieser primar antagonistisch wirkenden Rezeptoren darauf hindeuten, dass sie
fur ein physiologisches Gleichgewicht der S1P-vermittelten Funktionen sorgen. Eine
ahnliche Erklarung ware auch fir die positive Korrelation zwischen der Expression des
S1PR1 und S1PR3 in der Aorta descendens denkbar (s. Abb. 10 B2, S. 32): Der S1PR3
wirkt bezliglich der endothelialen Barriere ahnlich wie der S1PR2, indem er diese hemmt
und damit kontrar zum S1PR1 funktioniert [99-101]. In Bezug auf die EZ kénnen der S1PR2
und der S1PR3 aber auch antagonistische Funktionen ausiiben. Wahrend der S1PR3 das
Uberleben von EZ fordert [65], wirkt der S1PR2 proapoptotisch auf diese Zellen [61].
Dementsprechend wiirde eine erhdhte S1PR3-Expression und eine verminderte S1PR2-
Expression die EZ schiitzen. Eine negative Korrelation zwischen der S1PR2- und S1PR3-
Expression konnte in der Aorta abdominalis tatsachlich gezeigt werden (s. Abb. 10 C3,
S. 32). Wie bereits weiter oben erwahnt, wurden in dieser Arbeit allerdings ausschlielich
Vollwandproben verwendet, so dass die Frage offen bleibt, inwieweit EZ zur gemessenen

Expression der einzelnen S1P-Rezeptoren tatsachlich beigetragen haben.

5.4 Veranderungen der S1P-Rezeptorexpression bei Atherosklerose

Im Folgenden wird die S1P-Rezeptorexpression im Hinblick auf die Risikofaktoren und auf
das Vorkommen von Plaque diskutiert. Fir die Probanden der Gesamtkohorte konnten
keine Unterschiede in der S1P-Rezeptorexpression hinsichtlich des Geschlechts,
pathologischem Nierenstatus und arteriellem Hypertonus festgestellt werden. Allerdings
war die S1PR3-Expression bei Diabetikern und Probanden mit einem BMI >25 kg/m? in der
Aorta abdominalis erniedrigt (s. Tab. 13, S. 34). Neben einer verringerten
S1PR3-Expression bei Diabetikern scheint auch das Alter eine Rolle zu spielen, da mit
zunehmenden Alter eine verringerte S1PR3-Expression sowohl in der Aorta descendens

als auch in der Aorta abdominalis nachgewiesen werden konnte (s. Tab. 13, S. 34 und
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Abb. 12, S. 34). Da mit steigendem Alter und bei Diabetikern auch das Vorkommen der
Atherosklerose steigt [20], wurden Regressionsanalysen durchgefiihrt (s. 4.3, ab S. 39).
Mittels dieser Regressionsanalysen wurde getestet, welche Parameter das Vorkommen der
Atherosklerose beeinflussen. Die Ergebnisse dieser Regressionsanalysen werden im
weiteren Verlauf diskutiert (s. 5.4.1, ab S. 51). Ein Vergleich der S1PR3-Expression
zwischen der Plaque- und Kontrollgruppe ergab tatsachlich, dass die S1PR3-Expression in
der Aorta descendens und Aorta abdominalis der Plaquegruppe niedriger war
(s. Abb. 13 C2 und C3, S. 35). Diese Beobachtungen konnten mitunter auch in der
abschnittspezifischen Plaqueeinteilung der Gesamtkohorte bestatigt werden. Personen mit
Plaque in der Aorta abdominalis wiesen ndmlich gegentber Personen ohne Plaque in der
Aorta abdominalis eine geringere S1PR3-Expression auf (s. Abb. 14 C3, S. 36).

Wie bereits erwahnt, wurden bislang keine Studien publiziert, die sich mit dem
Expressionsmuster der S1P-Rezeptoren in der humanen Aorta beschéaftigten und damit
direkt mit dieser Arbeit hatten verglichen werden kénnen. Qu et al. untersuchten mittels
Western-Blot- und immunhistochemischen Analysen humane Proben von abdominellen
Aneurysmen (n=40) und verglichen diese mit Aortenproben einer Kontrollgruppe (n=20)
[124]. Hierbei fiel auf, dass die Aneurysmaproben eine geringere S1PR2- und héhere
S1PR3-Expression im Vergleich zu den Kontrollen aufwiesen, wobei die
S1PR3-Expression in den Kontrollproben kaum zu detektieren war [124]. Wahrend sich die
geringere S1PR2-Expression in den Aneurysmaproben mit der verminderten
S1PR2-Expression in der atherosklerotisch veranderten Aorta abdominalis deckt
(s. Abb. 14 C2, S. 36), steht die hohere S1PR3-Expression in den Aneurysmaproben im
Gegensatz zu den Untersuchungen in dieser Arbeit (s. Abb. 14 C3, S. 36). Die Expression
des S1PR1 konnten Qu et al. Uberhaupt nicht detektieren [124]. Die unterschiedlichen
Ergebnisse koénnten darauf basieren, dass Qu et al. vor der Bestimmung der
S1P-Rezeptorexpression die Tunica intima der Gewebeproben entfernten und somit
vorrangig die Tunica media betrachteten. Eine weitere Erklarung fir die unterschiedlichen
Ergebnisse kdnnte in den ungleichen Untersuchungsmethoden liegen, da die Ergebnisse

dieser Arbeit auf gPCR-Analysen beruhen.

5.41 Einfluss der S1P-Rezeptorexpression und klinischen Parameter auf

Atherosklerose

Um einen potentiellen Einfluss der S1P-Rezeptoren auf die Entstehung von Plaque
nachzuweisen, wurde fir jeden Aortenabschnitt sowie die Gesamtaorta eine multivariate
Regressionsanalyse unter Berlcksichtigung der S1P-Rezeptorexpression, klinischer
Parameter (Alter, Geschlecht, BMI) und Komorbiditaten (u.a. Risikofaktoren) durchgefuhrt
(s. 4.3, ab S. 39). Die multivariate Regressionsanalyse fir die Aorta ascendens ergab zum
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einen, dass das Vorhandensein von Plaque in der Aorta descendens das Risiko fiir die
Entstehung von Plaque deutlich erhéht und zum anderen, dass die S1PR3-Expression in
der Aorta abdominalis dies ebenfalls beeinflussen kann (s. Tab. 15, S. 41). Je starker der
S1PR3 in der Aorta abdominalis exprimiert wird, desto geringer ist das Risiko flr die
Entstehung von Plaque in der Aorta ascendens. Die Regressionsanalyse fir die Aorta
descendens ergab, dass auch Plaque in der Aorta ascendens das Risiko fiir die Entstehung
von Plaque in der Aorta descendens deutlich erhdht. Es kénnte somit vermutet werden,
dass diesen benachbarten Abschnitten (AS/DE) gemeinsame pathologische Prozesse
zugrunde liegen. Des Weiteren konnte festgestellt werden, dass mit steigendem Alter das
Risiko fur die Entstehung von Plaque in der Aorta descendens steigt (s. Tab. 17, S. 42).
Das Risiko fur die Entstehung von Plaque in der Aorta abdominalis steigt ebenfalls mit
zunehmendem Alter, mit einem pathologischen Nierenstatus und mit dem mannlichen
Geschlecht. Interessanterweise beeinflusst in der Aorta abdominalis ebenfalls die
S1PR3-Expression in einem anderen Aortenabschnitt das Risiko fur die Entstehung von
Plague. Eine héhere S1PR3-Expression in der Aorta descendens geht namlich mit einem
geringeren Risiko fur die Entstehung von Plaque in der Aorta abdominalis einher. Diese
Ergebnisse suggerieren, dass dem S1PR3 potentiell systemische Effekte zugeschrieben
werden kénnten und im Prozess der Atherosklerose herunterreguliert werden konnte.
Interessant ist ebenfalls, dass bei Probanden mit Plaque in der Aorta abdominalis gezeigt
werden konnte, dass die S1PR3-Expression in der Aorta descendens bereits geringer war,
obwohl die Aorta descendens frei von Plaque war (s. Abb. 15 C2, S. 38). Somit ware
denkbar, dass eine niedrige S1PR3-Expression in plaque-negativen Abschnitten auf
Atherosklerose in anderen Abschnitten hinweist (systemischer Effekt). Eine negative
Korrelation zwischen der S1PR3-Expression und dem Plaquevorkommen kénnte auf
antiatherogene Eigenschaften des S1PR3 hindeuten. Laut aktuellem Wissenstand kann
dem S1PR3 aber keine klare Rolle im Prozess der Atherosklerose zugeordnet werden.
Versuche von Keul et al. zeigten, dass sich die Gréf3e von atherosklerotischen Lasionen in
ApoE-S1PR3-Doppelknockout-Mausen  verglichen mit  ApoE-KO-Mausen  nicht
unterscheidet, obwohl es zu einer drastischen Reduktion von Monozyten und Makrophagen
in der Lasion kam [104]. Neben dem promigratorischen Einfluss des S1PR3 auf
Makrophagen, scheint er ebenfalls promigratorisch auf GMZ zu wirken sowie die
Intimahyperplasie zu beeinflussen [105]. Es wurden unterschiedliche Versuche
durchgefiihrt, in denen Lasionen der Gefallwand in S1PR3-defizienten-Mausen untersucht
wurden. Je nach Verletzungsmodell wurden dabei gegensatzliche Effekte beschrieben:
Nach Ligatur der A. carotis zeigten S1PR3-defiziente Mause eine starkere
Neointimabildung [104, 105], wohingegen nach Denudation der lliofemoralarterie kleinere

neointimale Lasionen im Vergleich zu den Kontrollen nachgewiesen wurden [105]. In
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weiteren Versuchen wurden dem S1PR3 antiatherogene Wirkungen auf das Endothel
zugeschrieben. S1P kommt im Plasma hauptsachlich an HDL bzw. Albumin gebunden vor
[49]. Der S1PR3 auf EZ vermag hierbei Gber an HDL-gebundenes S1P die eNOS zu
aktivieren, woraufhin es zu einer Vasodilatation kommt. In in vitro Versuchen von
Nofer et al. mit murinen Aorten konnte gezeigt werden, dass die vasodilatorischen Effekte
von HDL bei den S1PR3-KO-Mausen bis zu 60% reduziert waren [55]. Keul et al. zeigten
zusatzlich, dass in ApoE-KO-Mausen unter Behandlung mit FTY720 - neben einer
geringeren Anzahl an Makrophagen und Kollagen in der atherosklerotischen Lasion - die
Freisetzung des inflammatorischen Zytokins MCP-1 in GMZ iber S1PR3 inhibiert wurde
[104].

Im Gegensatz zu der Aorta descendens und Aorta abdominalis, war fur die Aorta
ascendens interessanterweise das Alter keine EinflussgroRe fur das Plaquevorkommen.
Das koénnte einerseits an der kleinen Anzahl der betroffenen Probanden gelegen haben,
andererseits aber auch auf eine unterschiedliche Pathogenese der Plaquebildung zwischen
den einzelnen Aortenabschnitten hindeuten. In einer Studie von Craiem et al. konnten
ahnliche Beobachtungen gemacht werden. Hier zeigte sich in der Aorta ascendens am
seltensten Plaque, wobei sich dies mit zunehmendem Alter auch nur geringflgig anderte.
In der Aorta descendens hingegen konnte eine erhebliche Zunahme von Plaque mit
zunehmenden Alter festgestellt werden [125]. Majesky postulierte, dass das Auftreten von
Atherosklerose in der Aorta abdominalis nicht nur in den dort vorherrschenden turbulenten
Blutstromungen (Schubspannung) begriindet liegt, sondern auch auf genetische
Unterschiede der GefaBwandzellen an verschiedenen Orten des GefalRsystems beruht
[119]. Diese Vermutung wird durch Versuche von Haimovici et al. unterstitzt [126]. Dabei
wurde Hunden in die Aorta descendens ein Teil der Aorta abdominalis (Allograft) und in die
Aorta abdominalis ein Teil der Aorta descendens (Allograft) transplantiert. Nach einem Jahr
atherogener Diat war das Aorta-descendens-Transplantat in der Aorta abdominalis
lasionsfrei, wohingegen in dem Aorta-abdominalis-Transplantat in der Aorta descendens
schwere Lasionen nachweisbar waren. Auch in dieser Arbeit war die Aorta abdominalis von
allen Abschnitten am haufigsten von Atherosklerose betroffen. Wahrend in unserer Studie
42,3% der Probanden der Plaquegruppe ausschlief3lich Plaque in der Aorta abdominalis
aufwiesen, waren es in der Aorta descendens lediglich 9% und keiner der Probanden wies
in der Aorta ascendens isoliert eine Plaque auf. Allerdings waren 48,7% der Probanden
dieser Gruppe in mehr als einem Aortenabschnitt von Plaque betroffen (s. Abb. 7, S. 27),
was wiederum zeigt, dass es sich bei der Atherosklerose um eine systemische Erkrankung
handelt [127]. Auf Grund dessen wurde zusatzlich zu der isolierten Betrachtung der drei
Aortenabschnitte auch eine Regressionsanalyse fir die Gesamtaorta durchgeflihrt, um

Einflussfaktoren auf die Atheroskleroselast zu identifizieren. Hierzu wurde jeder Person ein
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individueller Plaquescore (0-6) zugeteilt, der sich aus der Summe der einzelnen
Plaqueauspragungen (0,1,2) pro Aortenabschnitt zusammensetzt (s. 3.1.2, Tab. 4, S. 18).
Diese Regressionsanalyse ergab, dass der Plaguescore neben dem Alter und arteriellem
Hypertonus auch durch die S1PR1- und S1PR2-Expression beeinflusst wird (s. Tab. 21,
S. 46). Wahrend der Plaguescore mit zunehmender S1PR1-Expression in der Aorta
abdominalis sinkt, steigt er mit der S1PR2-Expression in der Aorta ascendens bzw. Aorta
abdominalis an. Die S1PR3-Expression hatte, im Gegensatz zu den vorherigen
Regressionsanalysen (isolierte Betrachtung der drei Aortenabschnitte), keinen Einfluss auf
den Plaquescore. Insgesamt lassen diese Ergebnisse vermuten, dass der S1PR1
antiatherogene und der S1PR2 proatherogene Effekte vermitteln konnte. Die Rolle der
S1P-Rezeptoren im Prozess der Atherosklerose wurde auch in Mausmodellen untersucht.
So wiesen Versuche von Galvani et al. ebenfalls auf eine potentielle antiatherogene
Funktion des S1PR1 hin. In diesen Studien wurde gezeigt, dass ApoE-KO-Mause mit einem
endothel-spezifischen S1PR1-KO unter fettreicher Ernahrung verglichen mit der Kontrolle
Uber hohere Level der proatherogenen Adhasionsmodekule ICAM-1 und VCAM-1 verfugen,
mehr Makrophagen in atherosklerotischen Aortenldsionen aufwiesen und auch eine
erhdhte Plaquebelastung in der Aorta descendens prasentierten [128]. Es wurde
angenommen, dass der STPR1 in vivo antiinflammatorisch wirkt und das Fortschreiten von
Atherosklerose in Bereichen mit laminaren Blutflissen inhibiert [128, 129]. Eine
antiinflammatorische Wirkung des S1PR1 konnte auch in NOD-Mausen (Non-Obese
Diabetic) gezeigt werden. Diese Mause sind dadurch gekennzeichnet, dass sie einen
spontanen Diabetes mellitus Typ | entwickeln. In der Aorta dieser Mause kam es nach
Aktivierung des S1PR1 durch S1P zu einer verminderten Adhasion von Monozyten an das
Endothel [130], was bereits in in vitro Experimenten zuvor nachgewiesen werden konnte
[131]. Der endotheliale S1PR1 ist flir die Barrierefunktion von groRer Bedeutung. Nach
Aktivierung kommt es zur starkeren Expression von Adhasionsmolekilen (u.a.
VE-Cadherin), wodurch die endothelialen Zell-Zell-Verbindungen verstarkt werden und die
Gefalpermeabilitat sinkt. Auch die Versuche von Poti et al. deuten darauf hin, dass der
S1PR1 antiatherogene Wirkungen vermittelt [82]. Poti et al. applizierten LDL-KO-Mausen
unter hochkalorischer Diat den S1PR1-Agonisten KRP-203. In Querschnitten der Aorta
descendens und Aorta abdominalis dieser Mause zeigten sich deutlich kleinere
atherosklerotische Lasionen verglichen mit den Kontrollen. Dabei fiel auf, dass sowohl die
Anzahl der Makrophagen als auch die der T-Zellen in der Lasion vermindert waren, nicht
jedoch die Anzahl der GMZ. In den KRP-203 behandelten Mausen kam es neben einer
Lymphozytopenie zu einer deutlichen Verminderung von Entziindungsmediatoren (TNF-q,
RANTES), welche Ublicherweise von Makrophagen und Lymphozyten sezerniert werden.

In der Lasion konnte ebenfalls eine verminderte Expression dieser Entziindungsmediatoren
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nachgewiesen werden. Parallel zeigten Poti et al. in in vitro Experimenten, dass KRP-203
neben einer Inhibition der Makrophagenaktivitdt auch einen Einfluss auf die EZ hat.
KRP-203 flihrte zu einer verminderten Adhasion von Monozyten ans Endothel und
erniedrigte die endotheliale Permeabilitat [82], was entscheidend flr das geringere Ausmal}
der atherosklerotischen Lasionen in den KRP-203 behandelten LDL-KO-Mausen sein
konnte. Auch Versuche mit FTY720 zeigten eine Beeinflussung auf das Ausmal der
atherosklerotischen Lasionen. FTY720 stellt in phosphorylierter Form (FTY720P) einen
nicht-spezifischen Agonisten fir den S1PR1, S1PR3, S1PR4 und S1PR5 dar [79, 132].
FTY720P koppelt an S1PR1 auf Lymphozyten und wirkt dort als funktioneller Antagonist,
indem S1PR1 internalisiert und schlieB3lich abgebaut wird [133]. Normalerweise wandern
die Lymphozyten Uber den S1PR1 anhand eines S1P-Gradienten aus den lymphatischen
Organen ins Blut aus, was aber durch den Einsatz von FTY720 vermindert wird [77, 134].
FTY720 fahrt somit zu einer peripheren Lymphozytopenie, was auch im entzindlichen
Prozess der  Atherosklerose eine Rolle spielen kdnnte. Sowohl in
LDL-Rezeptor-KO-Mausen [83] als auch in ApoE-KO-Mausen [135] konnte bereits gezeigt
werden, dass die Behandlung mit FTY720 bei hochkalorischer Ernahrung zu kleineren
atherosklerotischen Lasionen im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollen fuhrte. Die
Versuche von Nofer et al. mit LDL-Rezeptor-KO-Mausen zeigten, dass es durch den
Einsatz von FTY720 neben einer Lymphozytopenie auch zu einer verminderten
Proliferation der Lymphozyten und zu einem Ubergewicht von antiinflammatorischen
Makrophagen kam [83]. Auf Grund der Tatsache, dass in der vorliegenden Arbeit
Vollwandproben analysiert wurden, ist es nicht maoglich, die Ergebnisse der
Regressionsanalysen einem bestimmten Zelltypen zuzuordnen. Da jedoch sowohl in vivo
als auch in vitro bereits gezeigt werden konnte, dass EZ den S1PR1 exprimieren [129] und
der S1PR1 auf GMZ von adulten Mausen nur aulerst schwach exprimiert wird [136],
konnten die potentiell atheroprotektiven Effekte des S1PR1 auf dessen Expression im
Endothel zurlickzufiihren sein. Dementsprechend ware ein denkbares Szenario, dass die
gesteigerte Expression des endothelialen S1PR1 die Adhasion von Entzindungszellen
hemmt sowie die endotheliale Barriere starkt, so dass diese antiatherogenen Effekte fir
einen niedrigeren Plaquescore bei erhdhter Expression verantwortlich sein kénnten
(s. Tab. 21, S. 46).

Im Gegensatz zur S1PR1- korreliert die S1PR2-Expression in der Aorta ascendens und
Aorta abdominalis mit einer erhdhten Plaquebelastung der Gesamtaorta
(s. Tab. 21, S. 46), was auf eine proatherogene Wirkung des S1PR2 hindeuten kdnnte.
Tatsachlich konnten Skoura et al. zeigen, dass im Vergleich zu ApoE-KO-Mausen
ApoE-S1PR2-Doppelknockout-Mause kleinere atherosklerotische Lasionen mit einer

geringeren Anzahl von Makrophagen aufwiesen. Zusatzlich prasentierten diese Mause eine
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verminderte Konzentration von inflammatorischen Zytokinen im Blutserum [96]. Auch
Grimm et al. belegten in in vivo Versuchen mit Mausen, dass eine selektive Inhibition von
Gi2113 zu kleineren atherosklerotischen Lasionen flihrte und es zu einer gesteigerten
Expression von antiinflammatorischen Genen in aortalen Makrophagen kam [85]. Ein
Grund fir die kleineren Lasionen in den S1PR2-defizienten Mausen kénnte primar auf die
S1PR2-vermittelte Funktion der EZ zurtickzufiihren sein. Der S1PR2 wirkt in Bezug auf das
Endothel antagonistisch zum S1PR1, indem es nach Aktivierung zu einer gesteigerten
GefalBpermeabilitat [86] und zu einem proinflammatorischem Phanotyp des Endothels
kommt [84]. In der vorliegenden Arbeit konnte flir die Kontrollgruppe eine positive
Korrelation der S1PR1- und S1PR2-Expression in allen Aortenabschnitten gefunden
werden. Dies deutet einmal mehr darauf hin, dass in ,gefaligesunden” Patienten der S1PR1
und S1PR2, durch die antagonistischen Wirkweisen, fur ein physiologisches Gleichgewicht
sorgen. Somit kénnte die Abwesenheit von S1PR2 in S1PR2-KO-Mausen dazu fihren,
dass die protektiven Effekte des STPR1 im Endothel Gberwiegen, wodurch die Entwicklung
der Atherosklerose aufgehalten wird. Bezogen auf Makrophagen zeigten in vitro Versuche
von Michaud et al.,, dass S1PR2 die Migration von Makrophagen inhibiert. In in vivo
Versuchen fanden sie zuséatzlich heraus, dass S1PR2 wahrend einer Peritonitis die
Makrophagenrekrutierung hemmt sowie die Akkumulation von Makrophagen negativ
reguliert [109]. Ob die antiproliferativen und antimigratorischen Effekte des S1PR2 auf
Makrophagen flir eine pro- oder antiatherogene Wirkung des Rezeptors stehen, ist daher
noch nicht vollstandig verstanden. Ebenso wenig ist erforscht, inwiefern der S1PR2 die
GMZ im Prozess der Atherosklerose beeinflusst. Bekannt ist, dass GMZ der Media adulter
Mause S1PR2 exprimieren und der S1PR2 dabei antiproliferativ und antimigratorisch wirkt
[92-94]. Zunachst scheint dies eine antiatherogene Wirkung inne zu haben, indem der
Rezeptor einer Intimahyperplasie entgegenwirkt. Doch GMZ sind auch fiir die Stabilitat der
Plague verantwortlich, indem sie eine fibrotische Kappe Uber dieser bilden [137]. Daher
konnte S1PR2 auch proatherogen wirken, indem eine fehlende Migration und Proliferation

fur eine vulnerablere Plaque sorgen konnten.
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5.5 Limitationen

In dieser Arbeit gibt es verschiedene Limitationen, die bei der Interpretation der Ergebnisse
berucksichtigt werden sollten.

Die Gewebeproben wurden im Rahmen von Obduktionen gewonnen. Da die Dauer vom
Eintritt des Todes bis zur eigentlichen Probenentnahme nicht konsequent identisch war,
konnte die Qualitdt der Proben trotz festgelegter Kriterien variiert haben, so dass
signifikante Unterschiede nicht gesehen werden konnten. Die Angaben aus den
Sektionsprotokollen zum Gefalistatus basieren auf der makroskopischen Einschatzung der
Obduzenten und konnten nicht weiter Uberprift werden. Da der Gefal3status daher rein
subjektiv eingeschatzt wurde, ist von einer gewissen Varianz in der Beurteilung der
Pathologien auszugehen. Somit kdnnten Proben falsch kategorisiert worden sein, wodurch
signifikante Unterschiede verloren gegangen sein konnten. Ebenfalls ist nicht
auszuschlieen, dass Proben falsch kategorisiert worden sind, weil Erkrankungen in den
Sektionsprotokollen nicht aufgefuhrt waren.

Bei der Klassifizierung der Proben der Aorta abdominalis wurde eine weiche Gefallwand
mit gelben Fetteinlagerungen als plaque-negativ gewertet, um ahnliche Gruppengréfen zu
generieren (s. 3.1.2, ab S. 17). In der Aorta ascendens und Aorta descendens wurden diese
Proben jedoch als plaque-positiv gekennzeichnet. Daraus ergab sich, dass Probanden mit
einer als plaque-negativ klassifizierten Aorta abdominalis (n=51) bereits zu 58,8% (n=30)
atherosklerotische Veranderungen in selbiger aufwiesen. In der Kontrollgruppe (n=38) war
dies bei 44,7% der Probanden (n=17) der Fall. Es sollte somit berlicksichtigt werden, dass
diese Probanden zwar nicht frei von Atherosklerose in der Aorta abdominalis waren, der
Grad der Auspragung jedoch deutlich geringer war. Dennoch konnten durch diese
Klassifizierung signifikante Unterschiede nicht festgestellt worden sein.

Um die S1P-Rezeptorexpression zu ermitteln, wurde zunachst aus den Gewebeproben die
mRNA der S1P-Rezeptoren isoliert, in cDNA umgeschrieben und dann mittels gPCR
analysiert. In dieser Arbeit wird davon ausgegangen, dass eine erhdhte
MmRNA-Expression der S1P-Rezeptoren mit einer erhdhten Funktion der S1P-Rezeptoren
einhergeht. Da es sich bei den zu analysierenden Gewebeproben um Vollwand handelte,

kénnen die gemessenen S1P-Rezeptorexpressionen keinem Zelltypen zugeordnet werden.
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6 Fazit und Ausblick

Die vorliegende Arbeit erbringt erstmalig Erkenntnisse Uber das Expressionsmuster des
S1PR1, S1PR2 und S1PR3 in humanen Vollwandproben der Aorta ascendens, Aorta
descendens und Aorta abdominalis. Dabei wurden Expressionsunterschiede zwischen den
einzelnen Aortenabschnitten gefunden, ebenso wie Veranderungen der Expression
bestimmter S1P-Rezeptoren, die mit atherosklerotischen Gefallveranderungen
einhergehen. Diese Beobachtungen lassen zum einen vermuten, dass S1P
unterschiedliche Funktionen in verschiedenen Abschnitten des Gefallsystems ausibt und
zum anderen, dass S1P Einfluss auf die Pathogenese der Atherosklerose nimmt. Somit
ware es vorstellbar, dass S1P-Rezeptoren Ziele fiir eine medikamentése Intervention zur
Behandlung von Gefalipatienten darstellen. Dieses setzt allerdings voraus, dass die

Funktionen der einzelnen S1P-Rezeptoren im Gefallsystem genauer untersucht werden.
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7 Zusammenfassung

Sphingosin-1-Phosphat (S1P) ist ein bioaktives Sphingolipid, welches tUber Bindung an flnf
G-Protein-gekoppelte-Rezeptoren (S1PR1-5) zahlreiche physiologische und
pathophysiologische Prozesse reguliert. Im Gefaldsystem werden der S1PR1, S1PR2 und
S1PR3 exprimiert. Experimentelle Arbeiten an S1PR-KO-Mausen lassen den Schluss zu,
dass diese S1P-Rezeptoren bei der Pathogenese der Atherosklerose eine Rolle spielen. In
dieser Arbeit wurde nun erstmalig das Expressionsmuster der S1P-Rezeptoren in der
humanen Aorta einer gréReren Studienkohorte untersucht, welche neben ,gefalRgesunden®
auch ,gefallkranke® Probanden aufwies. Dazu wurden Proben der Aorta ascendens (AS),
Aorta descendens (DE) und Aorta abdominalis (AB) von 116 Verstorbenen asserviert,
prozessiert und mittels gPCR hinsichtlich der Expression des S1PR1, S1PR2 und S1PR3
analysiert. Anhand der Sektionsprotokolle wurden die Gefaliproben als ,gesund” bzw.
Lerkrankt® kategorisiert. So konnte eine Kontrollgruppe (n=38; keiner der drei Abschnitte
war erkrankt) und eine Plaquegruppe (n=78; zumindest einer der drei Aortenabschnitte war
erkrankt) miteinander verglichen werden. Zusatzlich wurde jedem Probanden ein
individueller Plaquescore zugeschrieben, errechnet aus der Summe der einzelnen
Plagueauspragungen der drei Aortenabschnitte. Des Weiteren wurde fiir jeden der drei
Aortenabschnitte eine eigene Kontrollgruppe sowie eine Plaquegruppe gebildet. Neben
Vergleichen der einzelnen Gruppen, wurden auch Regressionsanalysen durchgefuhrt, um
den Einfluss der einzelnen S1P-Rezeptoren sowie klinisch relevanter Parameter (z.B. Alter)

auf das Vorkommen von Plaque zu untersuchen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass neben bekannten Risikofaktoren wie z.B. Alter
oder arterieller Hypertonie auch die Expression bestimmter S1P-Rezeptoren signifikant mit
Plaguevorkommen assoziiert war. So war die Gesamtbelastung der Aorta negativ mit der
Expression des S1PR1 in der Aorta abdominalis assoziiert, korrelierte aber positiv mit der
Expression des S1PR2 in der Aorta ascendens bzw. Aorta abdominalis. Daraus lasst sich
die Theorie ableiten, dass der S1PR1 protektive Funktionen besitzt, wahrend der S1PR2
proatherogen wirkt. Zudem wurde beobachtet, dass sich die einzelnen Aortenabschnitte in
ihrem S1PR-Expressionsmuster unterscheiden, was bedeuten konnte, dass S1P
gefallspezifische Funktionen hat.

Insgesamt lassen die Ergebnisse dieser Arbeit den Schluss zu, dass die S1P-Rezeptoren
eine Rolle in der Pathogenese der Atherosklerose spielen und somit potentielle Ziele fir
pharmakologische Interventionen darstellen. Durch diese Mallnahmen konnte dem Beginn

bzw. der Progression atherosklerotischer Gefallveranderungen entgegengewirkt werden.
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Summary

8 Summary

Sphingosine-1 phosphate is a bioactive sphingolipid regulating various physiological as well
as pathophysiological processes by binding to five cognate G-protein coupled receptors
(S1PR1-5). In the vascular system, S1PR1, S1PR2 and S1PR3 are expressed. By using
knock out mice, it has been concluded that these S1P receptors play a role in the
pathogenesis of atherosclerosis. This work is the first to investigate the expression pattern
of aortic S1P receptors in a larger group of human subjects with or without vascular disease.
Tissue samples from the ascending aorta, the descending aorta and the abdominal aorta
were collected from deceased human beings and analyzed by qPCR for the expression of
S1PR1, S1PR2 and S1PR3. According to autopsy records, samples were categorized into
“healthy” and “diseased”, respectively. This way two groups were formed, a “control group”
with no diseased aortic section (n=38) and a “plaque group” with at least one aortic section
diseased (n=78). In addition, for every human subject, an individual plaque score was
calculated by adding the scores for each individual aortic section. At least, two groups
(healthy and diseased) were formed for each individual aortic section. Data analysis
consisted of various group comparisons as well as regression analyses including clinical
parameters such as age in order to determine the effect of S1P receptor expression on the
presence of atherosclerotic plaques.

Besides know risk factors for atherosclerosis such as old age and hypertension, we also
found significant associations between the expression of individual S1P receptors and
plaque burden. Regarding total aortic plaque burden, a negative correlation was observed
for the expression of S1PR1 in the abdominal aorta, while a positive correlation was found
for the expression of S1PR2 in the ascending as well as abdominal aorta. From these
observations, one may conclude that S1PR1 has protective effects while S1PR2 is
proatherogenic. Moreover, the S1P receptor expression pattern differs between the three
aortic sections investigated, suggesting S1P may have specific functions depending on the
aortic section.

In summary, from this work may be concluded that S1P receptors play a role in regulating
the pathogenesis of atherosclerosis and may therefore present potential targets for

pharmacological interventions to inhibit the onset and/or progression of this disease.
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Abkurzungsverzeichnis

9 Abkurzungsverzeichnis

AB Aorta abdominalis

AC Adenylatcyclase

ApoE Apolipoprotein E

ApoM Apolipoprotein M

AS Aorta ascendens

BMI Body-Mass-Index

cAMP cyclisches Adenosinmonophosphat
cDNA complementary DNA

CoA Coenzym A

COX-2 Cyclooxygenase-2

Cr cycle threshold

DE Aorta descendens

eNOS endotheliale NO-Synthase

ERK Extracellular-signal Regulated Kinase
EZ Endothelzellen

FTY720P phosphoryliertes Fingolimod
G-Protein Guaninnucleotid-bindendes Protein
GAPDH Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
Gi inhibitorisches G-Protein

GMZ glatte Muskelzellen

HDL High-Density Lipoprotein

HDL-S1P High-Density Lipoprotein-gebundenes Sphingosin-1-Phosphat
ICAM-1 Intercellular Adhesion Molecule-1

Ki Konfidenzintervall

KO Knockout

LDL Low-Density Lipoprotein

MCP-1 Monozyten-Chemoattraktives Protein-1
MMP Matrixmetalloproteasen

MMS Monckeberg'sche Mediasklerose
mMRNA messenger RNA

MW Mittelwert

NO Nitric Oxide (Stickstoffmonoxid)
NOD-Mé&use Non-Obese Diabetic-Mause

oD Optische Dichte

OR Odds-Ratio

oxHDL oxidiertes High-Density Lipoprotein
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oxLDL
pAVK
PCR
PI3K
PKB
PKC
PLC
PLQ
gPCR
RANTES
S1P
S1PR
SD
SphK
TNF-a
VCAM-1
VE-Cadherin
VLDL

oxidiertes Low-Density Lipoprotein

periphere arterielle Verschlusskrankheit

Polymerase Chain Reaction (Polymerase-Kettenreaktion)
Phosphoinositid-3-Kinase

Proteinkinase B

Proteinkinase C

Phospholipase C

Plaque

quantitative Echtzeit-PCR

Regulated on Activation, Normal T-cell Expressed & Secreted
Sphingosin-1-Phosphat
Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptor

Standard Deviation (Standardabweichung)
Sphingosinkinase

Tumornekrosefaktor a

Vascular Cell Adhesion Molecule-1

Vascular Endothelial Cadherin

Very-Low-Density Lipoprotein
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Tabelle A: Rohdaten der Studie

Angegeben sind: Patientennummer, Alter, Geschlecht, Body-Mass-Index (BMI), S1P-

Rezeptorenexpression in den Prozent der GAPDH-Expression in der Aorta ascendens

(AS), Aorta descendens (DE) und Aorta abdominalis (AB), 3-stufige Plaqueauspragung der

AS, DE und AB, Diabetes mellitus, arterieller Hypertonus, pathologischer Nierenstatus.
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