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Einleitung

1 Einleitung

Erkrankungen des Herzkreislaufsystems stellen in der westlichen Welt die haufigsten
Todesursachen dar. Bedingt durch das Alter und eine Reihe kardiovaskularer
Risikofaktoren kommt es mit der Zeit zu einer arteriellen Gefalverkalkung, welche einen
Elastizitatsverlust des GefalRes und ggf. eine Einengung des Lumens bedingen kann.
Dementsprechend kann es zur Minderdurchblutung der versorgten Organe mit Folgen wie
periphere arterielle Verschlusskrankheit (pAVK), Herzinfarkt oder Apoplex kommen.
Haufigste Ursache der Gefallverkalkung ist die Atherosklerose, eine chronisch-
entziindliche Reaktion der GefaRwand auf dul3ere Einflisse. Glatte GefaBRmuskelzellen und
Makrophagen sind bei diesen Prozessen mafigeblich beteiligt. Eine in der Entstehung der
Atherosklerose noch nicht ausreichend untersuchte Rolle spielt auch Sphingosin-1-
Phosphat, ein bioaktives Lipid, das durch die Kopplung an finf verschiedene S1P-
Rezeptoren zahlreiche physiologische und pathophysiologische Prozesse, unter anderem
im Herzkreislaufsystem reguliert (1). Die vorliegende Arbeit untersucht den Zusammenhang
zwischen Endothelzellen, glatten GefaBmuskelzellen und Makrophagen mit dem

Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptor 1 im Rahmen der atherosklerotisch bedingten pAVK.

1.1 Aufbau einer Arterie

Menschliche Arterien bestehen aus drei Schichten: Tunica intima (kurz: Intima), Tunica
media (Media) und Tunica adventitia (Adventitia) (s. Abbildung 1). Die Intima besitzt
lumenseitig ein einschichtiges Endothel, das in direktem Kontakt zum Blut steht. Die
abgeflachten und polygonalen Endothelzellen sind durch Zonulae occludentes und
einzelnen Gap Junctions verbunden. Dadurch entsteht eine glatte Oberflache, die einen
optimalen Blutfluss gewahrleistet und das Gefal} als innere Oberflache vor dem Eintritt von
Blutzellen und Plasmaproteinen schitzt. Durch die Sekretion von vasodilatatorischen
Substanzen, wie dem Stickstoffmonoxid (NO), kommt dem Endothel zuséatzlich die Funktion
der Regulierung des Gefaldtonus zu. Unter dem Endothel besitzt die Intima eine diinne
Basalmembran, an die sich eine subendotheliale Schicht aus lockerem Bindegewebe
anschlielt. Die Basalmembran enthalt elastische Fasern, Fibroblasten sowie vereinzelt
glatte Muskelfasern. Zur Media hin grenzt sich die Intima durch eine Lamina elastica interna
ab.

In der Media finden sich glatte Muskelzellen (GMZ), welche Langs- und Querfaserzige
aufweisen und durch Gap Junctions verbunden sind. Zwischen dieser zweifach
geschichteten Muskulatur lagern sich elastische Fasern, Kollagen und Bindegewebszellen

ein. Die Dicke der Media hangt von der Funktion des Gefalles ab. In Arterien besteht die
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Media aus einer starkeren Muskelschicht als in Venen, da im gesamten arteriellen System
ein hdherer Innendruck herrscht (2). Zur duBeren Schicht, der Adventitia, grenzt sich die
Media durch die Lamina elastica externa ab.

Die Adventitia besteht Uberwiegend aus langsverlaufenden Kollagenfibrillen, zahlreichen
elastischen Fasern sowie Fibroblasten und geht in eine Bindegewebsschicht Uber, die das
Gefall im umliegenden Gewebe verankert. In der Bindegewebsschicht finden sich der
Nervenplexus sowie Vasa vasorum, feinste BlutgefalRe, die die Adventitia und Media mit

Sauerstoff und Nahrstoffen versorgen und innervieren (s. Abbildung 1).

Tunica adventitia

Tunica media

Stratum subendotheliale
Basalmembran

Kollagenfasern

Lamina elastica externa

Kollagenfibrille
glatte Muskelzelle

elastische Fibrille
Lamina elastica interna Tunica intima

Endothelzelle

Abbildung 1: Schematischer Aufbau der GefaBwand einer Arterie. Zum Lumen hin besteht das
Gefal aus einer Tunica intima, die aus einer Endothelschicht, lockerem Bindegewebe und einer
Lamina elastica interna besteht. Die Tunica media schlieRt sich der Intima an und besteht
vorwiegend aus glatten Muskelzellen, Kollagenfibrillen und elastischen Fasern. Im Bindegewebe ist
das Gefal durch die auere Tunica adventitia abgegrenzt. Modifiziert nach Gasser TC et al. (3)

1.2 Atherosklerose und Arteriosklerose

1.2.1 Definition

Der Begriff ,Arteriosklerose® wurde 1833 von dem Pathologen Johann Friedrich Lobstein
gepragt, der arterielle Lasionen als sklerosierende Verdickung und Versteifung der
Gefallwand beschrieb. Die GefalBveranderungen kategorisierte Lobstein in
inflammatorisch, sklerosierend und ossifizierend (4). 1904 kreierte der Pathologe Felix

Marchand aus den griechischen Woértern ,athara“ (= Grutze) und ,skleros® (=hart) den
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Begriff der Atherosklerose (5, 6). Bei der Atherosklerose handelt es sich um eine chronisch
entzindliche Erkrankung, die aufgrund hoher Blutfettwerte und anschliefiender Ablagerung
pathogener Schaumzellen zur Plaquebildung und sekundar zur Sklerosierung der Arterie
im Bereich der Intima fiihrt. Die Arteriosklerose kann auch durch Krankheitsbilder wie der
Moénckeberg-Sklerose, eine durch lokale Kalzifizierung ohne Lumeneinengung
charakterisierte Erkrankung der Media bedingt sein (7). Da jedoch die Atherosklerose die
haufigste Ursache flr arterielle GefalRveranderungen darstellt, werden die Begriffe oft

synonym verwendet.

1.2.2 Risikofaktoren

Risikofaktoren wie Alter, mannliches Geschlecht, Hyperlipidamie, Hypercholesterinamie,
Hypertonus, Radikalbildung durch Nikotinabusus, Chlamydieninfektion, erhéhter
Homocysteinspiegel und Diabetes (8-10) begtinstigen die Entstehung der Atherosklerose.
Weitere Umstande des Lebensstils, wie mangelnde kdrperliche Bewegung, tbermaRiger
Alkoholkonsum und psychische Einflisse spielen ebenfalls eine Rolle (11).

Neben diesen systemischen Faktoren konnen anatomisch bedingte Biegungen und
Verzweigungen in den Gefalen Turbulenzen (Schubspannung, engl. ,shear stress®)
hervorrufen, die zu Funktionsbeeintrachtigungen des Endothels und in der Folge zu
Atherosklerose filhren. Daher sind Bifurkationen im GefalRsystem pradestinierte

Lokalisationen fur atherosklerotische Plaquebildung.

1.2.3 Klinische Manifestation: pAVK

Bei der peripheren arteriellen Verschlusskrankheit (pAVK) handelt es sich um ein
chronisches Krankheitsbild mit Durchblutungsstorungen der Extremitaten. Mit einer
Gesamtpravalenz von 3-10%, die im Alter von 70 Jahren auf 15-20% steigt, stellt die pAVK
eine haufige Erkrankung dar (12-14). Epidemiologische Studien haben gezeigt, dass
Patienten mit einer pAVK eine erhdhte Sterblichkeit aufweisen. Ursache hierfir sind
zerebrovaskulare und koronare Komorbiditaten, die ebenfalls durch die atherosklerotische
Grunderkrankung bedingt sind (13). Die pAVK wird in Abhangigkeit ihrer Symptomatik in

verschiedene Stadien unterteilt (s. Tabelle 1).
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Fontaine Rutherford
Stadium Klinik Klassifikation Klinik
I Keine Symptome 0 Keine Symptome
Il lla: beschwerdefreie | 1 geringe Claudicatio
Gehstrecke > 200m intermittens,
Doppler > 50mmHg
lIb: beschwerdefreie | 2 mafige Claudicatio
Gehstrecke <200 m intermittens
3 schwere Claudicatio
intermittens,
Doppler < 50 mmHg
i Ruheschmerz 4 Ruheschmerz
v Trophische 5 distale trophische
Stérungen Lasion
(Nekrosen, Ulzera,
Gangran) 6 nach proximal
ausbreitende
Lasion, uber das
metatarsale Niveau
hinaus

Tabelle 1: Stadieneinteilung der pAVK nach Fontaine und nach Rutherford (15)

1.2.4 Pathogenese

Die Pathogenese der Atherosklerose ist bis heute nicht eindeutig geklart. Russell Ross
pragte in den 1970er Jahren die heute allgemein anerkannte ,Response-to-injury®
Hypothese. Ausldser der Atherosklerose ist demnach eine endotheliale Dysfunktion, die
eine chronische Entziindungsreaktion der GefaBwand zur Folge hat (16). Oben genannte
Risikofaktoren wie u.a. arterieller Hypertonus oder ,shear stress“ fihren zu einer
Schadigung des Endothels. Das Endothel bildet weniger Stickstoffmonoxid (NO) Uber die
eNOS (endotheliale NO-Synthase), welches in erster Linie als Vasodilatator dient, aber
auch die Thrombozytenadhasion, Leukozytenmigration und Proliferation von GMZ hemmt
(17-19). Die endotheliale Dysfunktion beinhaltet auch eine erhdhte vaskulare Permeabilitat,
was die Infiltration der GefalRwand mit Plasmabestandteilen wie Lipoproteinen und
Blutzellen beglnstigt (20, 21). Vor allem LDL (Low-density Lipoprotein) spielt dabei eine
entscheidende Rolle, da es in der GefaRwand oxidiert wird und als oxLDL nicht nur

zellschadigend, sondern auch chemotaktisch auf Monozyten wirkt. Folglich akkumulieren
4
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Makrophagen in der Intima, die oxLDL mittels ihrer Scavenger-Rezeptoren phagozytieren
(22, 23). Daruber hinaus produzieren Makrophagen auch zahlreiche Zytokine (u.a. TNF-a),
wodurch eine von Interleukinen stimulierte, inflammatorische Kaskade ausgel6st wird.
Neben Makrophagen sind auch GMZ dazu beféhigt, oxLDL aufzunehmen. Die mit LDL-
Molekilen und Cholesterol beladenen Makrophagen und GMZ werden als Schaumzellen
(,foam cells®) bezeichnet. Diese Zellen schitten weiterhin inflammatorische Zytokine aus
(24, 25). Letztendlich sterben die Schaumzellen durch Nekrose, wobei die frei werdenden
Zellbestandteile die Inflammation verstarken.

Eine weitere Reaktion auf die GefaRverletzung ist eine Proliferation und Migration von GMZ,
welche zur Entstehung einer Intimahyperplasie beitragen. Indem sie extrazellulare Matrix
(EZM; bestehend aus Kollagen, Elastin und Proteoglykanen) produzieren, bildet sich eine
die Plaque stabilisierende fibrotische Kappe (19, 26, 27). Diese dient als Deckplatte, die
den nekrotischen Lipidkern vor direktem Kontakt mit im Blut zirkulierenden Thrombozyten
schutzt und der Plaque strukturelle Stabilitat verleiht (28) (s. Abbildung 2).

Kommt es zu einer Plaqueruptur, besteht die Mdglichkeit einer kompletten Okklusion des
GefaRes durch Bildung eines Thrombus (29). Entscheidend fir die Plaqueruptur ist die
Schulterregion, die Ubergangsregion zwischen Plaque und Intima. Hier akkumulieren
Makrophagen, die nach Stimulation mit Zytokinen wie IFN-y, TNF-a oder IL-1 Matrix-
degradierende Enzyme sezernieren (Matrix-Metallo-Proteinasen, Kollagenasen und
Gelatinasen). Diese Proteinasen destabilisieren die fibrotische Kappe (30) und erhéhen
damit das Risiko einer Plaqueruptur und der Entstehung eines okkludierenden Thrombus
(31). In der A. carotis kann dies einen Schlaganfall zur Folge haben, in Beinarterien kommt

es zu akuten Ischamien in den betroffenen Stromgebieten.
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Schulterregion

GMZ

Makrophagenakkumulation nekrotischer

Kemn fibrose Kappe

Abbildung 2: Schematische Darstellung einer Plaque. Details siehe Text; GMZ = glatte
Muskelzellen, EZ = Endothelzellen; modifiziert nach Ross R 1991 (32), © Massachusetts Medical
Society.

1.2.5 M1-und M2- Makrophagen

Makrophagen differenzieren sich aus Monozyten, die im Knochenmark gebildet werden und
im Blut zirkulieren. Monozyten sind Teil des angeborenen Immunsystems, die sich je nach
Bestimmungsort in eine spezialisierte Zelle differenzieren. Im Knochen werden sie so z.B.
zu Osteoklasten, in der Leber hingegen zu Kupfferzellen. Sie spielen eine zentrale Rolle in
der T-Zell vermittelten Immunantwort, indem sie Fremdproteine aufnehmen, diese
prozessieren und deren Peptide an ihrer Oberflache exprimieren, die dann von T-Zellen als
Antigene erkannt werden. Eine weitere Funktion der Makrophagen ist die Phagozytose von
pathogenen Mikroorganismen. Mittels Chemotaxis gelangen Makrophagen an den Ort des
Geschehens und dienen dort der Aufnahme und Verarbeitung von Fremdmaterial. Auch
korpereigenes Material, wie alternde Zellen und Zelldetritus werden von den Makrophagen
eliminiert (33).

Unter Einsatz von Antikérpern gegen Makrophagen-spezifische Oberflachenmolekile
kénnen diese Zellen mittels Durchflusszytometrie von anderen Blutzellen isoliert werden.
Diese Oberflachenrezeptoren beinhalten Glykane (CD206), Lipopolysaccharide (LPS)
(CD14), Toll-like-Rezeptoren (TLR) und Scavenger-Rezeptoren (CD68, CD163, CD204),

6
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und sind an unterschiedlichen Funktionen beteiligt. Makrophagen lassen sich in zwei
grundlegend unterschiedliche Klassen einteilen: in die klassisch aktivierten, pro-
inflammatorischen M1- und die alternativ aktivierten, anti-inflammatorischen M2-
Makrophagen (s. Abbildung 3).

'LFPNS'V IL-4, IL-10, IL-13
Glucocorticoide
- an | im0
IL-1/6/12/23 / TGE-R
TNF-a - ' VEGF
ROI FGF/EGF
NO CD163
CD68/80/86 - .
M1-Makrophage M2-Makrophage
pro-inflammatorisch anti-inflammatorisch
bakterizid pro-angiogen
wundheilend
wachstumsférdernd

Abbildung 3: Binare Klassifikation von M1- und M2-Makrophagen. Die Abbildung zeigt
schematisch die Differenzierung in M1- und M2- Makrophagen. Durch die angegebenen Stimuli
(Substanzen neben dem Pfeil) werden charakteristische Oberflachenrezeptoren (eckige Klammer)
produziert, die dann unterschiedliche Funktionen im Gewebe auslésen. Abkirzungen: IL=
Interleukin, IFN-y = Interferon-Gamma, LPS = Lipopolysaccharide, TNF-a = Tumornekrosefaktor-
alpha, ROI = Reactive Oxygen Intermediates, FGF = Fibroblast Growth Factor, EGF = Epidermal
Growth Factor, modifiziert nach Sica et al (34)

M1-Makrophagen besitzen eine pro-inflammatorische Wirkung, indem sie Interleukine (IL-
1/6/12) und TNF-a produzieren und damit eine Immunreaktion Typ-l auslésen. Durch die
Ligandenbindung werden erhéht toxische Intermediate wie NO und ROI (reactive oxygen
intermediates) freigesetzt, die die inflammatorische Reaktion aufrechterhalten. Zusatzlich
besitzen M1-Makrophagen durch die Rezeptoren CD80 und CD86 die Fahigkeit zur
Antigenprasentierung sowie durch CD68 die Fahigkeit zur Phagozytose (s.u.) (21, 34).

M2-Makrophagen exprimieren Rezeptoren fir anti-inflammatorisch wirkende Zytokine wie
IL-10. Nach Bindung von Wachstumsfaktoren wie dem VEGF (vascular endothelial growth

factor) oder FGF/EGF (fibroblast growth factor/endothelial growth factor) stimulieren sie die
7



Einleitung

Wundheilung, wirken pro-angiogen und fordern die Gewebsreparatur (s. Abbildung 3) (34).
Im Gegensatz zu den M1-Makrophagen hemmen sie durch Induktion der Arginase 1 (Arg
[) die Produktion von NO.

M1- und M2-Makrophagen exprimieren unterschiedliche Antigene und lassen sich so in
Gewebeschnitten immunhistochemisch unterscheiden. Diese Klassifizierung reprasentiert
allerdings nicht das volle Ausmal der funktionellen Stadien der Makrophagen und stellt
lediglich eine Vereinfachung dar.

CD68 ist ein lysosomal assoziiertes Gykoprotein (LAMP = lysosomal associated membrane
protein), das auf allen humanen Monozyten und Gewebsmakrophagen aber auch in
Langerhanszellen, Kupfferzellen, Mikroglia, Osteoklasten, Histiozyten und plasmazytoid
dendritischen Zellen exprimiert wird. Es gehort zur Familie der Scavenger Rezeptoren und
befindet sich besonders bei den Makrophagen intrazellular, kann jedoch auch mit seiner
glykolysierten Domane an der Zelloberflache gebunden vorkommen. Oxidiertes LDL, sowie
Lektine und Selektine sind Liganden flir CD68. Aufgabe CDG68-positiver Zellen ist die
Beseitigung von Zelldebris und die Férderung der Phagozytose. AuRerdem vermitteln sie
die Rekrutierung und Aktivierung von Makrophagen.

CD163 gehort ebenfalls der Familie der Scavenger Rezeptoren an. Durch die Anwesenheit
von pro-inflammatorischen Mediatoren (LPS, IFN-y, TNF-a) wird die CD163-Expression
herunterreguliert, wohingegen sie unter Stimulation von IL10 hochreguliert wird (s.
Abbildung 3). Es spielt eine wesentliche Rolle in der anti-inflammatorischen Wirkung der
Makrophagen (35).

Die Rolle der Makrophagen bei den molekularen Prozessen der Plaquebildung ist duRerst
komplex, da das Differenzierungspotential von Makrophagen weit iber das vereinfachte
Modell in M1- und M2-Makrophagen hinausgeht. Man kann jedoch vermuten, dass M1-
Makrophagen mittels ihrer pro-inflammatorischen Wirkung Plaques destabilisieren,

wahrend das Gegenteil fur die anti-inflammatorischen M2-Makrophagen zutrifft (36).

1.2.6 Therapie der pAVK

Neben konservativen MaRnahmen stehen bei der Behandlung der pAVK
revaskularisierende Optionen zur Verfigung. Man kann hierbei zwischen offen-operativen
und perkutanen, endovaskularen Therapien unterscheiden. Das hauptsachlich
angewandte, endovaskulare Verfahren stellt die Ballonangioplastie dar (PTA, perkutane
transluminale Angioplastie), bei der das betroffene GefalR mittels eines Ballonkatheters
erweitert wird und ggf. durch eine Stentversorgung unterstitzt wird.

Offen-operativ stehen ebenfalls verschiedene Optionen zur Verfugung. Im Rahmen der

Bypass-Chirurgie wird der erkrankte GefaRabschnitt mittels kunstlicher Prothese oder
8
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korpereigenem Material Uberbrickt. Meist werden langstreckige Verschlisse in dieser
Form behandelt (37).

Fir kurzstreckige Pathologien wie bei isoliertem Befall der Leistengefalie bietet sich die
Thrombendarteriektomie (TEA) an. Erstmals erfolgreich wurde die TEA 1946 von dem
portugiesischen Chirurgen Jiao Cid Dos Santos durchgefiihrt, nachdem zuvor Versuche
von Severeanu (1880), Jianu (1909) und Delbet (1906) scheiterten. Bei dieser Technik wird
der erkrankte GefaRanteil in der Media entfernt. Im Rahmen der direkten TEA wird das
Gefal langs erdffnet, sodass die stenosierende Plaque mit einem proximalen und distalen
Sicherheitsabstand zum gesunden Gefallabschnitt herausgeschalt werden kann. Die
indirekte TEA, auch halboffene oder geschlossene Ringdesobliteration genannt, wird
vorzugsweise bei langstreckigen Lasionen sowie im Bereich der A. iliaca durchgefihrt.
Hierbei wird Uber einen distalen oder proximalen Zugang ein Ringstripper eingefiuhrt, um
den Verschlusszylinder in der Media unter Rotationsbewegungen zu entfernen. Nach
Langserdffnung einer Arterie erfolgt der Verschluss in der Regel mit einem Flicken (Patch)

aus autogenem Venenmaterial, Kunststoff oder Rinderperikard.

1.3 Sphingosin-1-Phosphat und seine Rezeptoren

1.3.1 Sphingosin-1-Phospat

Sphingosin-1-Phosphat (S1P) gehdrt der Gruppe der Sphingolipide an und ubt vielfaltige
Funktionen in der Zelle aus. Sphingolipide sind einerseits strukturelle Bestandteile der
Zellmembran, kdnnen andererseits aber auch verschiedene zellulare Prozesse regulieren.
S1P entsteht intrazelluldar aus Sphingomyelin. Die Sphingomyelinase spaltet einen
Phosphocholinrest ab, wodurch Ceramid entsteht (s. Abbildung 4). Die Ceramidase
deazetyliert Ceramid, wodurch Sphingosin entsteht. Sphingosin wird durch die
Sphingosinkinasen (SPHK1 und SPHK2) zu S1P phosphoryliert (38). S1P kann aber auch
durch eine de-novo-Synthese aus Serin und Palmitoyl-CoA entstehen, wobei auf diesem
Syntheseweg als Zwischenprodukt ebenfalls Ceramid gebildet wird. Der erste Schritt
besteht in einer Kondensationsreaktion von Palmitoyl-CoA und Serin, die von der Serin-
Palmitolytransferase katalysiert wird (s. Abbildung 4).

S1P kann auf unterschiedlichen Wegen abgebaut werden. Dabei wird es entweder durch
die S1P-Lyase irreversibel in Phosphoethanolamin und 2-Hexadecenal gespalten oder

durch S1P-Phosphatasen dephosphoryliert (39).
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Abbildung 4: Biosynthese von S1P. Gezeigt werden der Syntheseweg aus Sphingomyelin und die
de-novo-Synthese aus Serin und Palmitoyl-CoA. In beiden Wegen wird Ceramid gebildet, welches
nachfolgend zu Sphingosin deacetyliert wird. Sphingosin wird von Sphingosinkinasen zu S1P
phosphoryliert (38, 40).

S1P wird unter physiologischen Bedingungen vor allem von Erythrozyten, Thrombozyten
und Endothelzellen synthetisiert und sezerniert (41, 42) (s. Abbildung 5). Im Blut kommt es
am haufigsten an HDL (High-density-Lipoprotein) gebunden vor (ca. 60%), gefolgt von
Albumin (ca. 30%), LDL und VLDL (ca. 10%) (41, 43, 44). Das Bindeprotein des S1P im
HDL ist Apolipoprotein M (ApoM) (s. Abbildung 5).

Im Plasma herrschen S1P-Konzentrationen von ca. 1 pmol vor, wohingegen die
Konzentrationen in Lymphknoten (femtomolarer Bereich) sowie in der Lymphflissigkeit
(pikomolarer Bereich) deutlich geringer sind. Dadurch entsteht ein S1P-Gradient, der
essentiell fir den Lymphozytenegress von lymphatischem Gewebe ins Blut ist (42, 45). Es
wurde gezeigt, dass der Level an S1P im Serum an pAVK erkrankter Patienten sowie im
Serum von Patienten mit relevanter Karotisstenose im Vergleich zu einer gesunden

Kontrollgruppe (Blutspender) erniedrigt ist (46).
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Abbildung 5: Zellulare Quellen des Plasma-S1P: Endothelzellen und Erythrozyten setzen S1P frei,
welches im Plasma an Albumin und ApoM, einem Bestandteil des HDL, gebunden vorliegt. Eine
Schadigung des Endothels flhrt zu einer Thrombozytenaktivierung und Aggregation, wobei S1P
freigesetzt wird. ApoM = Apolipoprotein M; modifiziert nach Proia und Hla (44)

1.3.2 Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptoren

S1P entfaltet seine biologische Wirkung Uber Bindung an funf spezifische Rezeptoren
S1PR1, S1PR2, S1PR3, S1PR4 und S1PR5. S1PR1, -2 und -3 werden ubiquitar exprimiert,
wohingegen S1PR4 und -5 lediglich in der Lunge, der Haut, dem Gehirn und in lymphoidem
Gewebe, wie das der Milz und des Thymus nachweisbar sind.

S1P-Rezeptoren gehdren der Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR) an.
GPCR bestehen aus sieben Transmembranhelices und liegen im nicht-aktivierten Zustand
gebunden an ein G-alpha Protein vor. Anhand ihrer Aminosauresequenzen und
unterschiedlichen Funktionen lassen sich die a-Untereinheiten in drei Gruppen unterteilen:
Gai, Gogq und Gauyzs. Wahrend S1PR1 ausschlielllich an das Goi-Protein koppelt, koppeln
S1PR2 und S1PR3 hauptséchlich an Gaz13 bzw. Gag. Damit wird offensichtlich, dass die
biologische Wirkung von S1P auf Zellen davon abhangt, welcher S1P-Rezeptor dominant
exprimiert wird. Die wichtigsten Signalwege der S1PR1, S1PR2 und S1PR3 sind in
Abbildung 6 zusammengefasst (47).
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Abbildung 6: S1P-Rezeptoren 1-3, Signaltransduktionswege. Durch die unterschiedliche
Kopplung der S1PR1-3 an Ga;, Gogq und Gaz3 Werden verschiedene Signaltransduktionswege
stimuliert: Go,; aktiviert die GTPase Ras sowie ERK und férdert die Proliferation; die Aktivierung von
Pi3K und PKB schitzt vor Apoptose; die Induktion von Pi3K und Rac stimuliert die Migration und die
endotheliale Barrierefunktion. Goq aktiviert die Phospholipase C (PLC), was zur intrazellularen
Kalziumausschittung fihrt und die GMZ zur Kontraktion befahigt (GefaRtonus). Rho Aktivierung
durch Gagqz erhdht die GefaBpermeabilitdt durch Ausbildung von Stressfasern (kontraktile
Aktinfilamentblndel) im Endothel (48) und wirkt hemmend auf die Migration der GMZ.

PLC = Phospholipase C; Pi3K = Phosphatidylinositol-3-Kinase; PKB = Proteinkinase B; AC =
Adenylatcyclase; cAMP = cyclisches Adenylatcyclat; PKC = Proteinkinase C; ERK = extracellular-
signal regulated kinase; modifiziert nach Brinkmann V; 2007 (47) und Nagahashi M et al.; 2014 (49).

1.3.2.1 Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptor 1

Der Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptor 1 (S1PR1) wird vor allem im ZNS, in Lymphozyten
und im Endothel exprimiert und reguliert verschiedene biologische Prozesse im

Immunsystem, dem kardiovaskularen System und dem zentralen Nervensystem (50).
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In Mauseversuchen wurde gezeigt, dass ein genetischer Knockout des S1PR1 aufgrund
intrauteriner Blutungen embryonal letal ist. Dieser Effekt wurde in nachfolgenden
Experimenten dem endothelialen S1PR1 zugeschrieben, da ein Endothel-spezifischer
Knock-out zum gleichen Ergebnis fuhrte (51).

Teil der endothelialen Barriere ist die Glykokalyx, eine Proteoglykan-reiche Schicht, die
dem Endothel aufliegt. Versuche mit kultiviertem Rattenendothel zeigten, dass die
Glykokalyx in Abwesenheit von Albumin instabiler wurde und sich abldste (52). Da Albumin
eines der Hauptbindeproteine fir S1P ist, wurde untersucht, inwieweit S1TPR1 daran
beteiligt ist. Der Einsatz des selektiven S1PR1 Antagonisten W146 flhrte zu einer
signifikanten Abnahme von CS (Chondroitinsulfat) und HS (Heparansulfat), zwei
Glykosaminoglykanen, die Bestandteil der Seitenketten von Proteoglykanen sind. Dadurch
konnte gezeigt werden, dass nicht Albumin, sondern S1PR1 die entscheidende Rolle bei
der Stabilisierung und dem Erhalt der endothelialen Glykokalix spielt (52). AuRerdem
verstarkt S1PR1 Uber eine Aktivierung von Rac Zell-Zell-Kontakte und damit die
endotheliale Barriere (53, 54). S1P stimuliert iber S1PR1 sowie S1PR3 die eNOS (55, 56)
und wirkt so Uber den nachgeschalteten PI3/Akt-Signaltransduktionsweg anti-apoptotisch
auf die Endothelzellen (57-59).

In der Immunologie spielt S1PR1 im Hinblick auf die Lymphozytenrezirkulation eine
bedeutende Rolle. Der S1PR1 auf der Oberflache von B- und T-Lymphozyten wird fiir das
Verlassen dieser Zellen aus lymphatischen Organen bendtigt. Einem S1P-Gradienten
folgend, den die Zellen mittels S1PR1 detektieren, gelangen sie aus lymphatischen
Geweben mit niedriger S1P-Konzentration Uber die Lymphflissigkeit ins Plasma, wo eine
hohe S1P-Konzentration herrscht (42, 45, 60, 61). Fingolimod (FTY720), welches heute fur
die Therapie der schubférmigen Multiplen Sklerose eingesetzt wird, wirkt immunsuppressiv,
da es zu einer Internalisierung des S1PR1 fuhrt. Nach Phosphorylierung von FTY720 durch
die SPHK2 entsteht FTY720-Phosphat, welches als Agonist von S1PR1, -3, -4, und -5
fungiert. Nach Bindung von FTY720-Phosphat an S1PR1 wird der Rezeptor internalisiert
und degradiert, was zu einem Verlust von S1PR1 auf der Zelloberflache fiihrt und die Zellen
so den S1P Gradienten nicht mehr wahrnehmen kénnen und im lymphatischen Gewebe
verbleiben. Dies spiegelt sich im Blutbild als periphere Lymphopenie wider (60) und bewirkt
eine Inhibition der autoimmunen Entzindung bei der Multiplen Sklerose (44). Da es sich
bei der Atherosklerose ebenfalls um eine chronische Entziindungsreaktion handelt, konnte
S1PR1 auch hier von Bedeutung sein. Die Behandlung mit FTY720-Phosphat und dem
S1PR1-Agonisten KRP-203 zeigte in Studien an LDL-Rezeptor-Knockout- und ApoE-
Knockout-Mausen tatsachlich eine Reduktion atherosklerotischer Lasionen und eine

verminderte Anzahl an Makrophagen in den Plaques (62-64).
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1.3.2.2 Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptor 2

Der Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptor 2 (S1PR2) wird im Kdrper bevorzugt im Nerven-,
Herzkreislauf- und Immunsystem exprimiert. Ein S1PR2 Knockout in Mausen fuhrt 2-4
Wochen nach Geburt zu Innenohrschaden, die schlieBlich in einer Gehdrlosigkeit der
Mause enden (44, 65, 66). Zurlickzuflhren liel} sich diese Beobachtung auf die Funktion
der Regulation des Gefal3tonus durch S1PR2. Indem S1PR2 (ber die GMZ eine
Vasokonstriktion in der A. spiralis modioli bewirkt, wird die Stria vascularis des Innenohrs
vor erhohten Blutdricken geschutzt.

Auf GMZ und Makrophagen wirkt S1PR2 anti-migratorisch und anti-proliferativ. Die
Aktivierung des Rho-Signalwegs fuhrt zu einer Expression von Differenzierungsgenen und
damit zu einer Hemmung der Migration und des Wachstums (57, 67, 68).

Im Gegensatz zum S1PR1 schwacht S1PR2 die endotheliale Barriere, indem er Zell-Zell-
Verbindungen abschwéacht und dadurch die Permeabilitat erhdht (69). In in vitro Versuchen
mit humanen Umbilikalvenen fuhrte der Einsatz des S1PR2-Antagonisten JTE013 zu
verstarkten Zell-Zell-Verbindungen und einer verminderten Gefallpermeabilitat (70).

Dem S1PR2 werden im Gegensatz zum S1PR1 pro-inflammatorische und pro-
atherosklerotische Effekte zugeschrieben. Im murinen Atherosklerosemodell wurde in
ApoE/S1PR2 Doppel-Knockout-Mausen eine geringere Plaquebildung im Vergleich zu
ApoE-Knockout-Mausen beobachtet, was fur eine pro-atherogene Wirkung des S1PR2
spricht (71).

1.3.2.3 Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptor 3

In manchen Funktionen verhalt sich S1PR3 synergistisch zu S1PR1. Darunter fallt unter
anderem die Aktivierung der eNOS (55, 59, 72, 73). Wahrend der endotheliale S1PR3 Gber
Aktivierung der eNOS die GefalRwand dilatiert, scheint er auf GMZ einen gegenteiligen
Effekt auszulben: Uber einen G, vermittelten Anstieg des Kalziumspiegels in den GMZ
kommt es hier zu einer Vasokonstriktion (74). Zudem besitzt S1PR3 wie auch fur den
S1PR1 beschrieben pro-migratorische und proliferative Effekte auf Makrophagen, EZ und
GMZ (76, 77). ApoE/S1PR3-Knockout-Mause nach Western-Diat zeigten im Vergleich zur
Apo/E-Knockout-Kontrolle eine verringerte Anzahl an Makrophagen in atherosklerotischen
Lasionen, wohingegen das Ausmal der Lasionen interessanterweise unbeeinflusst blieb
(75). Antagonistisch zu S1PR1 und synergistisch mit S1PR2 schwacht S1PR3 die
endotheliale Barriere (76).

Effekte des S1PR1, S1PR2 und S1PR3 in Bezug auf das Gefalsystem werden in Tabelle

2 zusammengefasst.
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Rezeptor

Effekte im GefaR

S1PR1

GefaBreifung (EZ) (45, 51, 77, 78)

endotheliale Barriere T (39, 52)
Lymphozyten-Egress T (44, 60, 61)

GefaRtonus (Vasodilatation iiber EZ; eNOS 1) (55-
57)

Zelliiberleben T (EZ)(57)

Migration T (GMZ, Makrophagen)(57, 62, 63, 74,
79)

Proliferation T (GMZ, EZ) (57, 62, 63, 74, 79)
Anti-inflammatorisch (Makrophagen) (80)

S1PR2

GefiBtonus (Vasokonstriktion (iber GMZ; eNOS )
(44, 65, 66)

endotheliale Barriere | (69)
Pro-inflammatorisch (66, 71)

Migration { (GMZ, Makrophagen)(57, 66, 68, 79)
Proliferation { (GMZ, Makrophagen) (57, 66, 68,
79, 81)

S1PR3

endotheliale Barriere { (76)

GefaRtonus (Vasodilation iiber EZ (eNOS 1) (55,
59), Vasokonstriktion Uber GMZ (74)

Migration T (Makrophagen, EZ, GMZ) (57, 72, 75)
Proliferation T (EZ, GMZ) (72, 73)

Tabelle 2: Effekte der S1P-Rezeptoren S1PR1, S1PR2 und S1PR3 im GefaB. EZ

Endozehlzellen, GMZ = glatte Muskelzellen, NO = Stickstoffmonoxid, eNOS = endotheliale NO-

Synthase
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Proben

Untersucht wurden Proben von 18 Patienten, die zur Behandlung einer pAVK einer
Thrombendarteriektomie der A. femoralis und/oder der A. iliaca zugeflhrt wurden.
Samtliche Eingriffe wurden in der Klinik und Poliklinik fir Gefallmedizin des Universitaren
Herzzentrums Hamburg durchgefiihrt. Bei den Praparaten handelt es sich um Plaques, die
mittels einer TEA gewonnen wurden. Alter, Geschlecht und Stadium der pAVK der
eingeschlossenen Patienten wurden erfasst und die Daten anschlielend anonymisiert.

Als gesunde Kontrolle wurde eine Probe eines Verstorbenen 23-jahrigen analysiert, der an
keiner kardiovaskularen Vorerkrankung litt. Diese Probe stammt aus der Rechtsmedizin
des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf. Die Studie wurde von der Ethikkommission
Hamburg genehmigt (PV 2435). Tabelle 3 flhrt das jeweils betroffene Gefal}, Alter,

Geschlecht des Patienten und Stadium der Erkrankung flr die verschiedenen Proben auf.
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Probennummer GefaR Geschlecht Alter pAVK-Stadium
1 A. iliaca M 60 11
2 A. iliaca W 70 v
3 A. iliaca M 64 i
A. iliaca M 70 b
5 A. iliaca W NE i
6 A. iliaca M 60 Il
7 A. femoralis w 72 i
8 A. femoralis M 61 I
9 A. femoralis M 75 IIb
10 A. femoralis w 71 IIb
11 A. iliaca M 70 b
12 A. iliaca M 80 v
13 A. iliaca M 50 Il
14 A. femoralis M 71 I
15 A. femoralis M 76 IIb
16 A. femoralis w 70 IIb
17 A. femoralis M 70 IIb
18 A. femoralis w 76 lla

Tabelle 3: Auflistung der Proben: Lokalisation der Plaque, Geschlecht, Alter und pAVK Stadium;
M = mannlich; W = weiblich; NE = nicht erfasst
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2.2 Methoden

2.2.1 Aufarbeitung der Praparate

Die Proben wurden unmittelbar nach Entnahme im Operationssaal in Formalin asserviert.
Zunachst wurden die Gewebeproben mit einem Skalpell in eine fir die Gewebekassette (7

mm?) passende GréRe geschnitten. Harte Proben wurden zur Entkalkung 12-48 Stunden

bei Raumtemperatur in Osteosoft (s. Tabelle 4) eingelegt.

Name

Hersteller

Ethanol 99 %

Walter CMP GmbH & Co. KG

Ethanol 96 %

Walter CMP GmbH & Co. KG

Ethanol 70 %

Walter CMP GmbH & Co. KG

Xylol z.A. Avantor Performance Materials B.V.
Hamatoxylin Medite
Eosin Medite

Resorcinfuchsin

Waldeck GmbH und Co.

Weigert Hamatoxylin A

Carl Roth GmbH

Weigert Hamatoxylin B

Carl Roth GmbH

Pikrinsaure-Thiazinrot

Waldeck GmbH und Co.

Fluoromount-G

Southern Biotech

Eukitt ® quick hardening Sigma Aldrich
Pap Pen BioGenex
Dapi z.A. (4',6-Diamidin-2-phenylindol) Carl Roth

Osteosoft

Merck Milpore

Avidin/Biotin Blocking Kit

Life technologies

Streptavidin-conjugated HRP

Detection kit Perkin EImer

Thyramine Signal Amplification

Perkin EImer

Pipetten Eppendorf research
Surgical disposable Scalpel Braun
Objekttrager superfrost/plus Assistent

Tabelle 4: Alkohole, gebrauchsfertige L6sungen und Farbematerialien

Paraffineinbettung

Die zurechtgeschnittenen Proben wurden in ihren Kassetten zur Weiterverarbeitung in
Paraffin Uberfluhrt. Dabei wurden sie zunachst in einer aufsteigenden Isopropanolreihe
dehydriert und anschlieBend in Paraffin eingebettet (s.Tabelle 5). Verwendet wurde hierfur
ein Gewebeeinbettautomat (Shandon Citadel 2000) (s. Tabelle 6).
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Medium Zeit in Minuten
70 % lIsopropanol 50
70 % lIsopropanol 60
80 % Ispopropanol 60
85 % Isopropanpol 60
90 % Isopropanol 60
96 % Isopropanol 60
96 % Isopropanol 60
100 % lsopropanol 90
100 % Isopropanol (42 °C) 90
Paraffin (42 °C) 120
Paraffin (56 °C) 180

Tabelle 5: Aufsteigende Isopropanolreihe fir die Dehydrierung der Schnitte und anschlieRende
Einbettung in Paraffin. Rechte Spalte: Dauer der Lagerung in Minuten

Gerit Hersteller

Schlittenmikrotom HN 40 Reichert-Jung

Mikroskop BZ-8100 Keyence

BZ image analysis application Keyence

ImageJ Image Processing and Analysis in Java
Gewebeeinbettautomat Shandon Citadel 2000

Tabelle 6. Verwendete Gerate/Software mit Name und Hersteller zur Anfertigung der Schnitte und
zur Auswertung der Farbung

Nach Durchlauf der Isopropanol- und Paraffinreihe wurden die Proben mit 56°C heillem
Paraffin in Blécke gegossen. Die Paraffinblocke wurden bei Raumtemperatur ausgehartet

und im Anschluss bei -20°C gefroren.

Herstellung histologischer Schnitte

Von den gefrorenen Paraffinblécken wurden mit dem Schlittenmikrotom 2 um dicke Schnitte
angefertigt. Je nach GroRe des GefalRes wurden dabei zwei bis vier Schnitte angefertigt
und in ein 50°C heilRes Wasserbad uberfuhrt. Dann wurden die Schnitte auf beschichtete
Objekttrager gezogen, beschriftet und in Farbetrogen bei 37 °C ber Nacht im Brutschrank

getrocknet.
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Entparaffinieren und Rehydrieren

Vor jeder Farbung wurde aus den getrockneten Schnitten das Paraffin geldst, indem die
Glaskulvetten mit maximal 20 Objekttragern fur 3 x 5 Minuten in Xylol gestellt wurden. Dann
wurden die Schnitte in einer absteigenden Alkoholreihe (2x 99%, 96%, 70% Ethanol) fir je
5 Minuten rehydriert. Um den Alkohol anschliefend vor der Farbung auszuwaschen,
wurden die Schnitte noch fur weitere 5 Minuten in destilliertes Wasser Uberfuhrt (s. Tabelle
4 und Abbildung 7).

3 x 5 Min 4 x 5 Min 1 x5 Min
[ [ [
| | |
Xylol Ethanol 99%, 99%, 96% 70% Aqua dest.

Abbildung 7: Entparaffinieren und Rehydrieren. Schritt 1: Entparaffinieren der Schnitte in Xylol (3
Mal fir jeweils 5 Minuten) und Rehydrieren in einer absteigenden Alkoholreihe (zweimalig in
99%igem Alkohol und je einmal in 96%igem und 70%igem Alkohol fir jeweils 5 Minuten).
Abschlielende Waschung in Aqua dest. fir 5 Minuten. Dargestellt sind die Schnitte in den Klvetten.
Oben: Dauer der Prozedur in Minuten; unten: verwendete L6sung.

2.2.2 Farbungen

2.2.2.1 Histologie

Hamatoxylin-Eosin Farbung (HE)

Zur Ubersichtsfarbung und Darstellung der Zellkerne wurden die Schnitte mit Hamatoxylin-
Eosin gefarbt. Nach dem Entparaffinieren und Rehydrieren (s. Abbildung 7) erfolgte fur funf
Minuten die Hamatoxylin Kernfarbung. Anschliefiend wurden die Schnitte fur weitere zehn
Minuten unter flieBendem Leitungswasser geblaut. Nach einer kurzen Uberfiihrung in Aqua
dest. bedurfte es einer zehnminttigen Farbung in Eosinlésung, die fir das Anfarben des
Bindegewebes verantwortlich ist. Im Anschluss wurden die Schnitte in eine aufsteigende
Ethanolreihe Uberfuhrt (70% Ethanol, 96% Ethanol und 2 x 5 Minuten 100% Ethanol) und
fur 3 x 5 Minuten in Xylol gestellt. AbschlieRend erfolgte die Beimpfung mit dem
Eindeckmittel Eukitt ® quick hardening (s. Tabelle 4).
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Elastica-van-Gieson-Farbung (EvG)

Zunachst wurden die Schnitte fur zwanzig Minuten in Resorcinfuchsin gestellt. Danach
erfolgte eine Spllung mit Leitungswasser, destilliertem Wasser und schliellich die
Ausdifferenzierung in 70% Ethanol. AnschlieRend kamen die Schnitte fur weitere 5-10
Minuten in Eisenhamatoxylin nach Weigert. Hierzu mischte man vorab zu gleichen Teilen
Weigert Hamatoxylin A und Weigert Hamatoxylin B. Nach kurzem Abwaschen in
destilliertem Wasser wurde die Qualitat der Farbung anhand der Farbe des Zytoplasmas
bewertet. Nachdem die Schnitte flr ca. 10 Minuten in Leitungswasser ausgeblaut wurden,
inkubierte man sie fur 2-5 Minuten in Pikrinsaure/Thiazinrot. Diese stellte man vorab aus
7,5 ml 1% wassriger Thiazinrot-Lésung und 100 ml geséattigter Pikinsdure (1,2%) her.
Erneut wurden die Schnitte in destilliertem Wasser gewaschen. Anschlieltend erfolgte wie
auch bei der HE-Farbung (s.0.) die Uberfiihrung in eine aufsteigende Alkoholreihe sowie in

Xylol und die abschlieRende Konservierung.

2.2.2.2 Immunfluoreszenz

Prinzip der Inmunfluoreszenzfarbung

Man unterscheidet direkte und indirekte Immunfluoreszenz. Bei der direkten
Immunfluoreszenz ist der spezifische Antikérper bereits enzym-, isotyp- oder Farbstoff-
gekoppelt. Im Gegensatz dazu wird bei der indirekten Methode ein unkonjugierter
Primarantikorper verwendet, der an das zu untersuchende Antigen der Gewebeschnitte
bindet. In einem zweiten Schritt wird ein fluoreszenzfarbstoffmarkierter Sekundarantikérper
hinzugegeben, der gegen den Primarantikorper gerichtet ist. In dieser Arbeit wurde
ausschlief3lich die indirekte Methode angewandt, da sie bei schwach exprimierten
Antigenen generell zu besseren Farbeergebnissen fuhrt. Da es sich um Doppelfarbungen
handelt, werden jeweils zwei Primarantikdrper sowie zwei Sekundarantikdrper verwendet
(s. Tabelle 7, Tabelle 8, Tabelle 9).
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Name Konzentration Hersteller
Verdiinnung

EDG-1 Antikorper (H60) 200 pg/mi Santa Cruz Biotechnology

Primérantikérper 1:100

Monoclonal Anti-Actin, a 2mg/ml Sigma Life Science

Smooth muscle 1:500

Primérantikérper

Monoclonal Mouse Anti-Human | 40 mg/ml Antibodies-online.com

CD 163 1:100

Primérantikérper

Monoclonal Mouse Anti-Human | 40 mg/ml Dako

CD 68 1:100

Primérantikérper

CD31 mouse-anti-human 200 pg/ml Dako

Primérantikérper 1:25

Rabbit-anti-human S1P1-R 200 pg/mi Santa Cruz

Primé&rantikbrper 1:100

Tabelle 7: Name, Konzentration, Verdiinnung und Hersteller der Primarantikérper

Name Verdiinnung | Hersteller Emissionsspektrum Fluoreszenzfarbstoff
DAPI (4’,6-Diamidin-2- Carl Roth Amax: 358 nm blau
phenylindol) Emax: 461 nm
Donkey-anti-rabbit IgG 1:400 Invitrogen Anax: 591 nm rot
(H+L) Secondary 1:500 molecular Emax: 614 nm

Antibody Alexa fluor probes

594

Rabbit-anti-mouse 1:200 Dako grun
secondray antibody-

biotinylayted

Goat-anti-Mouse IgG 1:400 Life Anmax: 493 nm grun
(H+L) Secondary Technologies | Enax: 519 nm

Antibody Alexa fluor

488

Tabelle 8: Name, Verdinnung, Hersteller und Emissionsspektren sowie Fluoreszenzfarbstoff der
DAPI-Kernfarbung sowie der Sekundarantikorper
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Name Konzentration Hersteller
Rabbit IgG 2 pg/mi Vector Laboratories
Mouse 1gG1 100 mg/L Vector Laboratories

Tabelle 9: Name, Konzentration und Hersteller der Isotyp-Kontrollen fir die
Immunfluoreszenzdoppelfarbungen

Bei Mehrfachfarbungen werden Fluoreszenzfarbstoffe mit unterschiedlichen Absorptions-
und Emissionsspekiren verwendet. Dadurch koénnen bei Aufnahme der Bilder
unterschiedliche Antigene dargestellt werden. Die DAPI-Farbung (4°,6-Diamidin-2-
phenylindol) besitzt ein Emissionsspektrum von 358-461 nm und stellt die Zellkerne im
FluoreszenZfilter blau dar. Griin dargestellt sind in dieser Arbeit CD31, CD68, CD163 und
SMA-positive Zellen (Emissionsspektrum: 493-519 nm). S1PR1 wird durch einen roten

Fluoreszenzfarbstoff mit einem Emissionsspektrum von 591-614 nm sichtbar (s. Tabelle 8).

Nachdem die Schnitte zunachst entparaffiniert und rehydriert wurden, bestehen die
nachfolgenden Schritte aus der Antigendemaskierung, der Blockierung unspezifischer

Bindestellen und der Farbung.

Antigendemaskierung

Diese Prozedur dient dazu, verlorengegangene Immunreaktivitat von formalinfixierten und
paraffineingebetteten Geweben wiederherzustellen. Hierzu wurden die Schnitte vor der
Inkubation mit Antikdrpern in einer Retrieval-L6sung (Dako Target Retrieval Solution) in
einem 95°C Wasserbad fur 40 Minuten inkubiert (s. Tabelle 10 und Abbildung 8, Schritt 1).

Name Hersteller
Antikdrper Verdiinnungspuffer DCS Innovative Diagnostic-Systeme
TBS Puffer: Selbst hergestellt:
6,1 g Tris-Base
8,8 g NaCl
Target Retrieval Solution (x10) Dako

Tabelle 10: Name und Hersteller fir Puffer und L6sungen
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Abbildung 8: Antigendemaskierung und Blocken: Schritt 1: Antigendemaskierung (95°C, 40
Minuten) in einer Retrieval-Lésung zur Wiederherstellung verlorengegangener Immunitat. Schritt 2:
Uberfiihren der Schnitte in TBS-Puffer fiir 5 Minuten und anschlieRendes Umranden der Schnitte mit
einem Fett-Stift (Schritt 3), um ein Zusammenlaufen der Flussigkeiten zu verhindern. Erneutes
Uberfihren in TBS-Puffer fir 3 x 5 Minuten (Schritt 4) und abschlieRendes Blocken (Schritt 5) der
Schnitte.

Blockierung unspezifischer Bindestellen

Nach einer 5-minltigen Verweildauer in TBS-Puffer wurden die jeweils 2-4 Schnitte pro
Objekttrager mit einem Fett-Stift umrandet (PapPen BioGenex), um im weiteren Verlauf ein
Ubertritt der aufgetragenen Fliissigkeiten zu vermeiden (s. Abbildung 8, Schritt 2-3). Um
unspezifische Antigene abzusattigen, werden die Schnitte mit unspezifischen Antiseren
inkubiert (Blocken). Hierzu werden Antiseren der gleichen Spezies wie die der

Sekundarantikdrper verwendet (s. Tabelle 11 und Abbildung 8, Schritt 5).

Name Hersteller
Donkeyserum 5 % Qiagen GmbH
Proteinblock normal goat-serum in PBS with BioGenex
preservative
Avidin-Biotin-Blocking Kit Life technologies
Tabelle 11: Name und Hersteller der Blockierungs-Substanz far die

Immunfluoreszenzdoppelfarbungen.

24



Material und Methoden

Nachdem die Schnitte 20 Minuten lang geblockt wurden, wurde die Blocking-Lésung
abgeklopft und die Schnitte mit dem ersten Primarantikdrper (s. Tabelle 7) tber Nacht bei
4°C inkubiert (luftdicht verschlossen und unter Lichtausschluss). Am nachsten Morgen
wurden die Schnitte fir 3 x 5 Minuten in TBS-Puffer gewaschen, um darauffolgend den
ersten Sekundarantikorper (s. Tabelle 8) auf alle Schnitte aufzutragen. Die Schnitte wurden
im Dunkeln fir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Es schloss sich erneutes
Waschen in TBS-Puffer fir 3 x 5 Minuten an, bevor die Schnitte fir die zweite Farbung
erneut fir 20 Minuten geblockt wurden (s. Abbildung 8, Panel 5). Im Anschluss wurde der
jeweilige zweite Primarantikbrper bzw. der Antikdrper fir die Isotyp-Kontrolle sowie die
Pufferlésung fir die Negativkontrolle auf die Schnitte appliziert (s. Tabelle 9). Die Schnitte
wurden jetzt lichtgeschitzt und luftdicht verschlossen im Brutschrank bei 37°C inkubiert.
Nach einer Stunde wurden die Objekttrager erneut fir 3 x 5 Minuten in TBS-Puffer
gewaschen. Anschliel3end erfolgte das Auftragen des zweiten Sekundarantikérpers, der fur
eine weitere Stunde bei Raumtemperatur und unter Lichtausschluss auf den Schnitten
verweilte. Erneut wurden die Schnitte fir 3 x 5 Minuten in TBS-Puffer gewaschen. Fir die
Zellkernfarbung wurden die Schnitte im letzten Schritt fur eine Minute in die DAPI-Farbung
uberfuhrt und anschlieRend erneut fur 3 x 5 Minuten in TBS-Puffer gewaschen.
AbschlieRend erfolgte die Konservierung mit dem Eindeckmedium Fluormount-G und die
Bestlickung mit Deckglasern. Die getrockneten Schnitte wurden zur Konservierung bei

20°C gelagert.
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Abbildung 9: Immunfluoreszenzdoppelfarbung: Beimpfung der Schnitte mit dem Primarantikérper
bzw. dem Antikérper der Isotyp-Kontrolle (Iso-Ko) sowie der Pufferlésung fur die Negativkontrolle
(Neg.-Ko) Uber Nacht bei 4°C. Nach Waschen in TBS-Puffer fur 3 x 5 Minuten wird der erste
Sekundarantikérper (hier griin) aufgetragen und verweilt 60 Minuten bei Raumtemperatur (RT) auf
den Schnitten. Die Prozedur wiederholt sich fiir den zweiten Primarantikérper (hier blau) bzw. den
zweiten Sekundarantikdrper (hier rosa).

o) 000 -~ meeey

DAPI 1 Min TBS-Puffer 3 x 5 Min Fluoromount-G

Abbildung 10: DAPI-Zellkernfarbung: DAPI-Zellkernfarbung: Die Schnitte werden fir eine Minute
in die DAPI-Zellkernfarbung uberfihrt und anschlieRend fur 3 x 5 Minuten in TBS-Puffer gewaschen.
Abschlielend werden die Schnitte mit Fluormount-G und einem Deckglaschen versehen.

Tyramin-katalysierte Signal-Amplifikation (TSA)

Fir die S1PR1/CD31-Farbung wurde die Tyramin-katalysierte Signal-Amplifikation (TSA)
angewandt. Bei dieser Methode werden in Mehrfachfarbungen Signale mittels Thyramin
verstarkt, um so ein besseres Farbeergebnis zu erreichen. Das Verfahren basiert ebenfalls
auf der Methode der Immunfluoreszenz (s. Abbildung 11). Auf das zu untersuchende

Gewebe wird ein Primarantikbrper aufgebracht, an den ein gegen den Primarantikérper
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gerichteter Sekundarantikdrper bindet. Der Sekundarantikdrper ist biotinyliert, sodass eine
Enzym-Substrat-Reaktion ausgeldst wird. Katalysator der Reaktion ist die Horseradish-
Peroxidase (HRP), die durch Streptavidin (SA) an das Biotin bindet. Durch Hinzugabe einer
Amplifikationsreagenz (TSA-Kit) kommt es zur Signalverstarkung (T) (s. Abbildung 11).

5. TSA-Kit

HRP 4. Streptavidin-
/ HRP-Konjugat

3. Biotinylierter
Sekundarantikérper

2. Unmarkierter
Primarantikorper

/ Ag 1. Gesuchtes Antigen
I |

Abbildung 11: Prinzip der Tyramin-katalysierten Signal-Amplifikation (TSA)

Ab Schritt 3 (s. Abbildung 8) unterscheidet sich die TSA-Farbung wie folgt von der
klassischen Immunfluoreszenzdoppelfarbung: zu Beginn wird die endogene Peroxidase mit
3% H,0, gehemmt und anschliellend werden die Schnitte fiir 3 x 5 Minuten in TBS-Puffer
uberfuhrt. Es folgt die Beschichtung mit Avidin und Biotin fur je 5 Minuten, um Avidin- und
Biotin-ahnliche Substanzen zu blocken. AnschlieRend erfolgt ein erneutes Waschen in
TBS-Puffer fir 3 x 5 Minuten und die Inkubation mit dem 1. Primarantikérper (CD31 mouse-
anti-human) Gber Nacht bei 4°C. Nach Waschen in TBS-Puffer fir 3 x 5 Minuten, werden
die Schnitte mit dem 1. biotinylierten Sekundarantikdrper (rabbit-anti-mouse) fur 45 Minuten
bei Raumtemperatur beimpft und anschlieRend erneut fir 3 x 5 Minuten in TBS-Puffer
uberfuhrt. Es folgt die Beschichtung mit Streptavidin-conjugated Horse-radish-Peroxidase
fur 30 Minuten bei Raumtemperatur, ein erneutes Waschen in TBS-Puffer fiir 3 x 5 Minuten,
das Auftragen des Amplifikationsreagenzes fir 3 Minuten, das Waschen in TBS-Puffer fir
3 x 5 Minuten, die Blockierung mit 5% Eselserum fur 20 Minuten bei Raumtemperatur, das
Abklopfen und schlief3lich die Beimpfung mit dem 2. Primarantikdrper (rabbit-anti-human
S1P1-R) bei 37°C fur 60 Minuten. Abschlielend erfolgt ein erneutes Waschen in TBS-

Puffer fur 3 x 5 Minuten, die Inkubation mit dem 2. Sekundarantikdrper (donkey-anti-rabbit
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Alexa fluor 594) fiir 60 Minuten bei Raumtemperatur und das Uberfiihren der Schnitte in
TBS-Puffer fur 3 x 5 Minuten (s. Abbildung 12).

o) - [ - cooE) - eeeE)

15 Min
3% H,0, in TBS-Puffer TBS-Puffer 3 x 5 Min Avidin Biotin
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Ko Ko
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Abbildung 12: TSA-Farbung. Hemmung der endogenen Peroxidase (H,O;), Blockierung von Avidin-
und Biotin-&hnlichen Substanzen, Beimpfung der Schnitte mit dem 1. Primarantikérper sowie dem
biotinyliertem 1. Sekundarantikérper. Zugabe von Streptavidin-conjugated HRP sowie der
Amplifikationsreagenz und abschliefende Beimpfung der Schnitte mit dem 2. Primar- bzw.
Sekundarantikorper.

Isotyp- und Negativ-Kontrolle

Bei der Immunfluoreszenzfarbung sowie bei der TSA-Farbung wurden pro Objekttrager
eine Negativ- sowie eine Isotyp-Kontrolle mitgeflhrt. Bei der Negativ-Kontrolle wird anstelle
des Primarantikorpers Antikérper-Verdinnungspuffer (s. Tabelle 10) verwendet. Hiermit
werden unspezifische Signale sichtbar. Mit der Isotyp-Kontrolle wird der Schwellenwert fr
ein positives Signal bestimmt, indem unspezifische Bindungsstellen des Primarantikdrpers

dargestellt werden (s. Tabelle 9)
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2.2.3 Bilddokumentation

Die gefarbten Schnitte wurden bei -20°C gelagert und bereits am Folgetag fotografiert, um
einem Ausbleichen des Fluorchroms zuvorzukommen. Die Auswertung erfolgte am
Mikroskop (Mikroskop BZ-8100, Keyence) bei insgesamt 400-facher Vergrofierung (40x
Objektiv-, 10x Okularvergréfierung). Zunachst wurde die Beleuchtung des Mikroskops so
eingestellt, dass die unspezifischen Immunreaktionen und Hintergrundartefakte der
Negativkontrolle nicht mehr zu erkennen waren. Um auszuschlieRen, dass es sich bei
positiven Farbesignalen um Artefakte oder unspezifische Bindungen handelte, erfolgte pro
Schnitt ein Abgleich mit der Isotyp-Kontrolle. Vorausgesetzt, dass die Isotyp-Kontrolle an
der zu untersuchenden Stelle negativ war, wurde das Signal im Praparat als positiv
bewertet.

2.2.4 Auszihlung

Um die Anzahl von M1- und M2-Makrophagen in den Proben zu vergleichen, wurden die

CD68- und CD163-positiven Zellen mit Hilfe des Programms ImageJ ausgezahlt.
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3 Ergebnisse

3.1  Expression des S1PR1 im gesunden Gefal

Als Kontrolle ohne pAVK wurden die A. iliaca und die A. femoralis eines 23-jahrigen
mannlichen Verstorbenen untersucht. Die Gefalke unterscheiden sich dahingehend, dass
die Media der A. iliaca im Vergleich zur A. femoralis breiter ist und mehr elastische Fasern
besitzt (s. Abbildung 13).
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A. iliaca A. femoralis

Abbildung 13: Histologische Darstellung einer gesunden A. iliaca (links) und A. femoralis (rechts) in
der EvG-Farbung (A, B, E, F) und HE-Farbung (C, D, G, H). Beide Gefalle weisen eine schmale
Intima (In) mit Endothel auf. Die angrenzende Media (Me) kann jeweils durch die Lamina elastica
interna (LEI, schwarzer Doppelpfeil) sowie die Lamina elastica externa (LEE, schwarzer Pfeil)
abgegrenzt werden. Die beiden GefalRe unterscheiden sich dahingehend, dass die Media der A.
iliaca im Vergleich zur A. femoralis breiter ist und mehr elastische Fasern besitzt. Die Adventitia (Ad)
imponiert als lockere Bindegewebsschicht, in der Vasa vasorum eingebettet liegen; MaRstabsbalken
fur A, C, E, G =300 um, fir B, D, F, H =100 um

3.1.1 Darstellung des S1PR1 in Intima/Media

Um darzustellen, dass S1PR1 von Endothelzellen (EZ) exprimiert wird, wurden die Kontroll-
Proben einer CD31/S1PR1-Doppel-Immunfluoreszenz-Farbung unterzogen (s. Abbildung
14). In der S1PR1-Farbung (s. Abbildung 14 B, E) und in der Doppelfarbung (s. Abbildung
14 C, F) stellen sich die Endothelzellen (s. Abbildung 14 A, D) der A. iliaca und A. femoralis
als S1PR1-positiv dar. Die Zellen der Media farben sich schwacher rot an als die der Intima

und wurden aufgrund des Abgleichs mit der Isotyp-Kontrolle als negativ eingestuft.
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A. iliaca A. femoralis
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Abbildung 14: TSA-Immunfluoreszenz-Doppelfarbung fir CD31 und S1PR1 in der Intima/Media
gesunder A. iliaca (A-C) und A. femoralis (D-F). Darstellung CD31-positiver Zellen (griin) im Endothel
der Intima (In). Diese sind ebenfalls fir S1PR1 positiv (rot) (B und E). Da Elastin im grinen Kanal
auto-fluoresziert, wird die LEI sichtbar (Pfeil). Lu = Lumen; Maf3stabsbalken = 100 um

3.1.2 Darstellung des S1PR1 in Media/Adventitia

Um die Expression des S1PR1 in der Media und Adventitia darzustellen, wurde eine
Doppelfarbung mit SM-a-actin (SMA) und S1PR1 durchgefiihrt. In Abbildung 15 ist zu
erkennen, dass sich in beiden Gefalien die glatten Muskelzellen in der Media sowie in den
Vasa vasorum der Adventitia anfarben (s. Abbildung 15 A, D). S1PR1 konnte in der Media
nicht nachgewiesen werden (s. Abbildung 15 B, E). In der Adventita wurde der Rezeptor
lumenseitig im Vasa vasorum exprimiert. Zusatzlich konnten vereinzelt S1PR1-
positive/SMA-negative Zellen in der Adventitia identifiziert werden (s. Kugelpfeil in
Abbildung 15 B).
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A. iliaca A. femoralis
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Abbildung 15: Darstellung SM-a-actin-positiver und S1PR1-positiver Zellen in der Media/Adventitia
gesunder A. iliaca (A-C) und A. femoralis (D-F). Immunfluoreszenz-Farbung fir SM-a-actin (griner
Kanal) und S1PR1 (roter Kanal). Kerne wurden mit DAPI gefarbt (blauer Kanal). Die Media (Me)
weist keine S1PR1-positiven Zellen auf. Glatte Muskelzellen sind durch die Expression des SMA
gekennzeichnet. Der weille Kugelpfeil weist auf vereinzelt auftretende S1PR1-positive Zellen in der
Adventitia hin. Die weiBen Pfeile weisen auf das Vasa vasorum in der Adventitia (Ad) hin;
MaRstabsbalken = 100 um

33



Ergebnisse

3.2 Charakterisierung der Plaques

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Gewebeproben von insgesamt 18 Patienten untersucht.
Es handelte sich in zwdlf Fallen um eine pAVK im Stadium Il, in vier Fallen lag ein Stadium
Il und in zwei Fallen ein Stadium IV vor. Da im Rahmen einer Thrombendarteriektomie die
Plaque aus der Media herausgeschalt wird, fehlen in den Praparaten Adventitia, Lamina
elastica externa sowie der duRRere Teil der Media. Zehn der 18 Proben (6 Praparate aus
der A. iliaca, 4 aus der A. femoralis) wurden histologisch (EvG-Farbung) und mittels
Immunfluoreszenz-Doppelfarbung mit einem Endothelzellmarker sowie einem Marker fir
glatte Muskelzellen analysiert (s. Tabelle 3, Kapitel 2.1.1). Alle 18 Proben wurden einer

Doppelfarbung mit den Makrophagenmarkern CD68 und CD163 unterzogen.

3.2.1 Histologische Untersuchungen

In der Histologie stellen sich die Plaques in den verschiedenen Proben sehr heterogen dar
(s. Abbildung 16). Gemeinsames Merkmal ist eine im Vergleich zur Kontrolle verbreiterte
Intima (s. Abbildung 16, Proben 1B und 5B). Wahrend sich in 8 Fallen (Probe 1-2, 4-5, 8-
10) eine typische Plaque-Morphologie (Lipidkern und/oder fibrotische Kappe (Probe 1 und
5)) zeigte, wiesen zwei Praparate (Probe 3 und 7) Merkmale einer Intimahyperplasie auf

(Zellproliferation, extrazellulare Matrix = EM).
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Abbildung 16: Darstellung humaner Plaques in der EvG-Farbung. Chirurgisch gewonnene Plaques
der A. iliaca (Nr. 1-6) und der A. femoralis (Nr. 7-10) wurden histologisch aufgearbeitet und die
Schnitte einer EvG-Farbung unterzogen. A: Mal3stabsbalken = 1 mm; schwarzer Doppelpfeil indiziert
die Lamina elastica interna (LEI), Me = Media, In = Intima, Pl = Plaque, FK = fibrotische Kappe,
blauer Kasten = gezeigte Region fiir eine spatere S1PR1/CD31 Farbung in der Plaque (s. unten),
schwarzer Kasten = in B gezeigter Ausschnitt. B: Mal3stabsbalken = 100 um, Me = Media, In = Intima,
schwarzer Doppelpfeil indiziert die Lamina elastica interna (LEI), schwarzer Pfeil indiziert die Vasa
vasorum.

3.2.2 Darstellung des S1PR1 in Intima/Media und Plaque

Um zu untersuchen, ob das Endothel in erkrankten GefalRen eine veranderte S1PR1-
Expression aufweist, wurden die Proben 1-10 einer CD31/S1PR1-Doppelfarbung
unterzogen. In 7 Proben (Probe 1, 3-5 und 7-9) konnte CD31-positives/S1PR1-positives
Endothel identifiziert werden, jeweils in den Regionen, die nicht von Plaquebildung
betroffen waren. Diese Regionen sind als blaue Kasten in der EvG-Farbung der Abbildung
16 dargestellt (s. Abbildung 16, exemplarisch 3A, 4A, 8A) und in der S1PR1/CD31-
Doppelfarbung in Abbildung 17, Abbildung 18 A-C und Abbildung 19 D-F zu sehen. In den
drei Ubrigen Proben (Probe 2, 6, 10) grenzte die Plaque jeweils bis zum Rand des
Praparats, sodass CD31-positives/S1PR1-positives Endothel nicht mehr identifiziert
werden konnte. Neben dem Endothel finden sich in 8 der 10 untersuchten Proben (Probe
1-4 und 7-10) CD31-positive/S1PR1-positive Zellen auch in der Intima, exemplarisch
dargestellt ist dies fur Probennummer 3 und 7 (s. Abbildung 18 D-F und Abbildung 19 A-C).

>

CD31

S1PR1 w

CD31/
S1PR1 0

Abbildung 17: CD31/S1PR1-Doppelfarbung einer Plaque aus der A. iliaca (Probe 4). Dargestellt ist
die Region, die im blauen Kasten aus Abbildung 16 zu sehen ist (Probe 4). Das Endothel ist durch
ein weiles Dreieck indiziert. Me = Media, Lu = Lumen; MaRstabsbalken = 100 um
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Abbildung 18: CD31/S1PR1-Doppelfarbung einer Plaque aus der A. iliaca (Probe 3). A-C zeigt die
Region, die im blauen Kasten in Abbildung 16 dargestellt ist. Zu erkennen ist das Endothel mit
Expression von CD31 und S1PR1 (weiles Dreieck) sowie eine intakte Lamina elastica interna
(weilRer Doppelpfeil). D-F stellt die Region des schwarzen Kastens dar. Zu sehen sind CD31/S1PR1-
positive Zellen in der Intima. Me = Media, In = Intima, Pl = Plaque; MaRstabsbalken = 100 um
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Abbildung 19: CD31/S1PR1-Doppelfarbung einer Plaque aus der A. femoralis der Probe 7 (A-C) und
der Probe 8 (D-F). A-C zeigt die Region aus Probe 7, die im schwarzen Kasten in Abbildung 16
dargestellt ist. Zu erkennen sind CD31/S1PR1-positive Zellen in der Intima. D-F stellt die Region der
Probe 8 dar, die im blauen Kasten der Abbildung 16 dargestellt ist. Zu erkennen ist das Endothel mit
Expression von CD31 und S1PR1 (weiles Dreieck) sowie eine intakte Lamina elastica interna
(weilBer Doppelpfeil). Me = Media, In = Intima, Pl = Plaque; Mal3stabsbalken = 100 um

Vier der sieben Praparate (Probe 4 und 8-10) zeigen CD31-positive/S1PR1-positive Zellen
in GefaRquerschnitten innerhalb des Plaquegewebes, wie exemplarisch fir Proben Nr. 8
und 9 in Abbildung 20 gezeigt wird. Dabei handelt es sich um das Endothel der
Mikrogefalle. Daneben weist die Intima aber auch S1PR1-positive/CD31-negative Zellen
auf (s. Kugelpfeil in Abbildung 20 E und F).
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Abbildung 20: CD31/S1PR1-Doppelfarbung einer Plaque aus Aa. femorales (Probe 8 und Probe 9).
Zu erkennen sind MikrogefaRe (weiller Pfeil), die sich in der Plaque befinden. Das lumenseitige
Endothel dieser Gefalle ist CD31- und S1PR1-positiv. AuBerdem sind CD31-negative/S1PR1-
positive Zellen identifizierbar (weier Kugelpfeil E und F). Me = Media, In = Intima, Pl = Plaque,
Doppelpfeil indiziert die Lamina elastica interna; Mal3stabsbalken = 100 um

Um zu untersuchen, ob es sich bei den S1PR1-positiven/CD31-negativen Zellen um
Makrophagen bzw. GMZ handelt, wurden die Gewebeproben nachfolgend fiir CD68 bzw.
CD163 (beides Makrophagenmarker) und fir SMA gefarbt. CD68 stellt hierbei einen pan-
Makrophagenmarker dar, der aber auch von anderen phagozytotischen Zellen exprimiert
werden kann. CD163 wird vor allem von verschiedenen Subtypen der M2 Makrophagen
exprimiert (s. Kapitel 1.2.5).

In den zehn Proben wurden sowohl CDG68-positive als auch CD163-positive Zellen
detektiert (s. Abbildung 21 C — Abbildung 27). In jeweiligen Doppelfarbungen fur einen der
Makrophagenmarker und S1PR1 zeigte sich, dass die meisten Makrophagen auch S1PR1
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exprimieren (s. Abbildung 21 - Abbildung 27). Eine quantitative Auswertung der
Probennummern 1-18 wird in Tabelle 12 (s. Kapitel 3.2.3) beschrieben. In die Auszahlung
gehen neben den dargestellten Proben 1-10 auch die Proben 11-18 mit ein, die ebenfalls
in Doppelfarbungen fir S1PR1 und CD68 bzw. CD163 gefarbt wurden. Tabelle 12 stellt die
absolute Anzahl der CD68/CD163-positiven Zellen sowie den Anteil der davon ebenfalls
S1PR1-positiven Zellen dar. Dartber hinaus fiel auf, dass mit diesen Farbungen in der
Intima und Media S1PR1-positive Zellen gefunden wurden, die sowohl negativ fir
Makrophagenmarker als auch fur CD31 waren. Dies ist in den AusschnittsvergréRerungen
erkennbar (s. Kugelpfeil in Abbildung 21B, Abbildung 22B, Abbildung 24B und E, Abbildung
25 B und E).
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Abbildung 21: CD68/S1PR1 Doppelfarbung (A-C) sowie CD163/S1PR1 Doppelfarbung (D-F) einer
Plaque aus der A. iliaca (Probe 5). Zu sehen sind CD68- bzw. CD163- positive Zellen in der Plaque,
am Ubergang zur Intima (A und D, Pfeil). Diese Zellen sind ebenfalls positiv fir S1IPR1 (B und E,
Pfeil). Zusatzlich finden sich S1PR1-positive und CD68/CD163-negative Zellen in der Intima und
Media (s. Kugelpfeil in B). Der Doppelpfeil indiziert die autofluoreszierende LEI; Me = Media, In =
Intima, Pl = Plaque; Mal3stabsbalken 100 um
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Abbildung 22: Ausschnittsvergroerung der Abbildung 21 (Probe 5). WeilRer Pfeil indiziert
CD68/S1PR1- bzw. CD163/S1PR1-positive Zellen, Kugelpfeile indizieren CD68/CD163-
negative/S1PR1-positive Zellen in der Intima; MaRstabsbalken = 100 pm
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Abbildung 23: CD68/S1PR1-Doppelfarbung (A-C) sowie CD163/S1PR1-Doppelfarbung (D-F) einer
Plaque aus der A. femoralis (Probe 10). Zu sehen sind CD68- (A)- und CD163- (D) positive Zellen,
die ebenfalls positiv fur STPR1 sind (B und E, beispielsweise Pfeil) und sich in der Intima (In)
befinden. Media und Plaque weisen wenige positive Zellen auf. Pl = Plaque, Me = Media;
MaRstabsbalken = 100 um
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Abbildung 24: CD68/S1PR1-Doppelfarbung (A-C) sowie CD163/S1PR1-Doppelfarbung (D-F) einer
Plaque aus der A. femoralis (Probe 7). Zu sehen sind CD68- sowie weitaus mehr CD163-positive
Zellen im Plaquematerial (Pl), das eingebettet zwischen Media (Me) und Intima (In) liegt. Diese sind
ebenfalls positiv fir S1PR1 (B und E). Die LEI (Doppelpfeil) grenzt die Intima von der Media ab.
Darliber hinaus weist die Intima (In) auch CD68/CD163-negative/S1PR1-positive Zellen auf
(Kugelpfeil in B und E); MaRstabsbalken = 100 um
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Abbildung 25: Ausschnittsvergroerung der Abbildung 24 (Probe 7). WeilRer Pfeil indiziert
CD68/S1PR1- bzw. CD163/S1PR1-positive Zellen, Kugelpfeile in B und E indizieren CD68- bzw.
CD163-negative/S1PR1-positive Zellen in der Intima. MaRstabsbalken = 100 upm
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Abbildung 26: CD68/S1PR1-Doppelfarbung (A-C) sowie CD163/S1PR1-Doppelfarbung (D-F) einer
Plaque aus der A. iliaca (Probe 1). Zu sehen sind weitaus mehr CD68-positive Zellen (A, Pfeil) als
CD163-positive Zellen (D), die auch S1PR1 exprimieren (B, Pfeil). Intima (In) und Media (Me) weisen
keine weiteren S1PR1-positiven Zellen auf. Doppelpfeil indiziert die LEI; MaRstabsbalken = 100 um
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Abbildung 27: AusschnittsvergrofRerung der Abbildung 26 (Probe 1). Weille Pfeile indizieren
CD68/S1PR1-positive Zellen sowie wenige CD163/S1PR1-positive Zellen. In der angrenzenden
Intima sind keine S1PR1-positiven Zellen zu sehen. Mal3stabsbalken = 100 um
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Um festzustellen, ob es sich bei diesen Zellen, die keine Makrophagen oder Endothelzellen
zu sein scheinen, um GMZ handelt, wurden die Schnitte einer Doppelfarbung fir S1PR1
und SMA unterzogen. Wie erwartet, farbte sich mit anti-SMA die Media des Gefalles wie
auch die Media von Mikrogefalien, die sich innerhalb der Plaque neu ausgebildet haben (s.
exemplarisch Abbildung 28). Daruber hinaus sind SMA-positive Zellen auch Bestandteil der
Intima (s. Abbildung 29 - Abbildung 31). Keine der SMA-positiven Zellen exprimiert den
S1PR1 (s. exemplarisch Abbildung 29).
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Abbildung 28: SMA/S1PR1-Doppelfarbung einer Plaque aus der A. iliaca der Probe 2 (A-C) sowie
der Probe 4 (D-F). Zu sehen sind SMA-positive Zellen in der Media von MikrogefaRRen, die sich
innerhalb der Plaque ausgebildet haben (A und D, Pfeil). Diese Zellen sind S1PR1-negativ. Das
lumenseitige Endothel der Gefal3e Iasst sich fir S1PR1 anfarben und grenzt sich klar von den SMA-
positiven Zellen ab (B-F, Pfeil); MaRstabsbalken = 100 um
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Abbildung 29: SMA/S1PR1-Doppelfarbung einer Plaque aus der A. femoralis (Probe Nr. 7, A-C)
sowie der A. iliaca (Probe Nr. 1, D-F). Zu sehen sind SMA-positive Zellen sowohl in der Intima (In)
als auch in der Media (Me) (A und D). Die SMA-positiven Zellen sind S1PR1-negativ, was in C und
F deutlich sichtbar wird. S1PR1-positive Zellen befinden sich in der Plaque (B und E);
MaRstabsbalken = 100 um
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Abbildung 30: SMA/S1PR1-Doppelfarbung einer Plaque aus der A. iliaca der Probe 5 (A-C) sowie
der Probe 6 (D-F). Es befinden sich SMA-positive Zellen in Intima (In) und Media (Me) (A und D).
Die SMA-positiven Zellen sind S1PR1-negativ. S1PR1-positive Zellen lassen sich in der Plaque (Pl)
identifizieren (E). Der Doppelpfeil indiziert die LEI; MaRstabsbalken = 100 pm
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Abbildung 31: SMA/S1PR1-Doppelfarbung einer Plaque aus der A. iliaca (Probe 3, A-C) sowie der
A. femoralis (Probe 8, D-F). A-C: Zu sehen sind SMA-positive und S1PR1-positive Zellen in der
Media (Me) und Intima (In), die jedoch nicht identisch sind (C, Kugelpfeil). D-F: Zahlreiche SMA-
positive Zellen in der Media (Me) (D) sind S1PR1 negativ (E). Der Doppelpfeil indiziert LEI;
MaRstabsbalken = 100 um
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3.2.3 M1-und M2-Makrophagen

Um festzustellen, ob es sich bei den S1PR1-positiven Zellen um M1- und/oder M2-
Makrophagen handelt, wurden die 18 Proben (s. Tabelle 3, Kapitel 2.1.1) fir CD68 (Marker
fur M1-Makrophagen), CD163 (M2-Makrophagen) und S1PR1 gefarbt. Es erfolgte eine
quantitative Auswertung fir die gesamte Probenanzahl (s. Tabelle 12). Exemplarisch
werden die Proben 1-10 gezeigt. Jedes Praparat wurde unter dem Mikroskop so eingestellt,
wie es die VergroRerung der EvG-Farbung vorgab (s. Abbildung 16, Mafistab 100 um). Wie
bereits oben beschrieben, wurde dabei die Region ausgewahlt, in der die GefalRwand an
die Plaque grenzt.

Insgesamt wurden 241 CDG68-positive und 402 CD163-positive Zellen gezahlt (s. Tabelle
12). Da es sich um sequentielle Schnitte handelt, kann nicht ermittelt werden, wie viele
Zellen beide Makrophagenmarker exprimieren. In Probe Nummer 7 wurden deutlich mehr
CD163- als CD68-positive Zellen ausgezahlt (s. Abbildung 24 und Abbildung 25 und Tabelle
12), in Probe Nummer 1 hingegen mehr CD68-positive Zellen (s. Abbildung 26 und
Abbildung 27).

90% der CD68-und/oder CD163-positiven Zellen exprimieren den S1PR1 (s. Abbildung 21
C - Abbildung 27 und Tabelle 12). Die M1- und M2-Makrohagen liegen in 8 der 18
Gewebeproben im Ubergang von der Intima zur Plaque. In weiteren 8 Proben sind sie
ausschlief3lich in der Intima identifizierbar und in einer Probe ausschliellich in der Plaque
(Probe Nr. 9, Tabelle 12). In den gewahlten Ausschnitten konnte kein signifikanter
Unterschied in der Expression der M1- und M2-Makrophagenmarker zwischen Plaque in
der A. iliaca und in der A. femoralis gefunden werden.

Insgesamt wurden sowohl in der A. iliaca als auch in der A. femoralis jeweils zur Halfte
CD68- bzw. CD163 positive Zellen gezahlt.
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Pat. Nr. | Lokalisation | GefdBabschnitt | Anzahl | davon Anteil | Anzahl | davon | Anteil
CD68 + | S1PR1 in % CD163 | S1PR1 in %
+ + +

1 A.iliaca Intima/Plaque 19 19 100 10 10 100

2 A.iliaca Intima/Plaque 11 3 27 30 10 33

3 A.iliaca Intima/Media 5 5 100 10 10 100

4 A.iliaca Intima/Plaque 11 8 73 47 32 68

5 A.iliaca Intima/Plaque 14 14 100 27 27 100

6 A.iliaca Intima 23 23 100 30 30 100

7 A.femoralis Intima 10 10 100 20 20 100

8 A.femoralis Intima/Plaque 20 8 40 19 10 53

9 A.femoralis Plaque 26 25 96 50 49 98

10 A.femoralis Intima 35 35 100 61 61 100
11 A.iliaca Intima 2 2 100 5 5 100
12 A.iliaca Intima/Plaque 21 21 100 15 15 100
13 A.iliaca Intima/Plaque 8 8 100 9 9 100
14 A.femoralis Intima 8 8 100 13 13 100
15 A.femoralis Intima 0 0 0 14 14 100
16 A.femoralis Intima/Plaque 10 10 100 11 11 100
17 A.femoralis Intima 9 9 100 8 8 100
18 A.femoralis Intima 9 9 100 23 23 100
TOTAL 241 217 90 402 357 89

Tabelle 12: Plaques der A. liaca und A. femorails. Die Proben wurden

Immunfluoreszenzdoppelfarbungen fir CD68/S1PR1  bzw. CD163/S1PR1  unterzogen.
Anschlielend wurden die Regionen lichtmikroskopisch eingestellt, die in Abbildung 16 im schwarzen
Kasten zu sehen sind und bildlich festgehalten (Region in Spalte 3 beschrieben). Es wurden
zunachst alle Makrophagen (CD68-positive Zellen in Spalte 4, CD163-positive Zellen in Spalte 7)
innerhalb dieses Bildes ausgezahlt. AnschlieRend wurde die Anzahl der S1PR1-positiven CD68-
Makrophagen gezahlt (Spalte 5) und ihr Anteil in Prozenz errechnet (Spalte 6). Ebenso wurde fur die
Auszahlung der S1PR1-positiven CD163-Makrophagen verfahren. 90% der CD68- und CD163-
positiven Zellen sind S1PR1-positiv.
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4 Diskussion

Laut statistischem Bundesamt stellen Herz-Kreislauf-Erkrankungen die haufigste
Todesursache in Deutschland dar (82). Eine generalisierte Atherosklerose ist
Ausgangspunkt fir die Ausbildung einer pAVK, KHK oder Stenosen der Halsgefalie mit
dem konsekutiv erhéhten Risiko, an einem Herzinfarkt oder ischamischen Insult zu
versterben. Zahlreiche Forschungsansatze fokussieren sich daher auf den Prozess der
Atherosklerose, um die zugrundeliegenden Pathomechanismen zu untersuchen und damit
neue Therapien entwickeln zu kénnen. S1P ist ein bioaktives Sphingolipid, das durch
Kopplung an finf verschiedene Rezeptoren zahlreiche physiologische und
pathophysiologische Prozesse, wie u.a. Zellmigration- und Proliferation, reguliert (1). Im
Prozess der Atherosklerose werden den S1P Rezeptoren sowohl pro- als auch
antiatherogene Effekte zugeschrieben (1, 67). Diese Arbeit untersucht die Expression des
S1PR1 in Proben humaner Plaques, um zunachst S1PR1-positive Zellen zu identifizieren,
die in der Pathogenese der Atherosklerose eine Rolle spielen kdnnten. Bekannt ist, dass
der endotheliale S1PR1 fir die Integritdt des Endothels eine wichtige Rolle spielt. Es ist
daher denkbar, dass ein Verlust des S1PR1 im Plaqueendothel zur Plagqueprogression
beitragt. Aufgrund der promigratorischen Eigenschaften des S1PR1 sollten diese
Untersuchungen auch zeigen, ob Plague-Immunzellen wie beispielsweise Makrophagen
S1PR1 exprimieren. Ein solcher Befund koénnte bedeuten, dass S1PR1 fir die
Transmigration dieser Zellen in die Gefallwand verantwortlich ist.

Es wurden Immunfluoreszenzdoppelfarbungen mit S1PR1 und zwei Makrophagenmarkern
(CD68, CD163), einem Marker fur Endothelzellen (CD31) und einem Marker fur glatte
Muskelzellen (SMA) angefertigt.

41 S1PR1im gesunden GefaR

In der gesunden Kontrollprobe wurden sowohl im Endothel der A. iliaca und A. femoralis
als auch im Endothel der Vasa vasorum CD31/S1PR1-positive Zellen gefunden (s.
Abbildung 14 und Abbildung 15). Diese Beobachtungen stehen in Ubereinstimmung mit der
aktuellen Literatur, dass der S1PR1 generell von Endothelzellen exprimiert wird (39, 51, 52,
78). Dagegen wurde in keiner der beiden Arterien S1PR1-positive Zellen in der Media
detektiert. Diese Beobachtung steht in scheinbarem Widerspruch zu einer Studie von Bratz
et al., die in der humanen A. mammaria interna (IMA) S1PR1-poisitive glatte Muskelzellen
(GMZ) beschreibt (83). Der Grund hierflir kdnnte in arterienspezifischen Unterschieden
hinsichtlich der STPR1-Expression der GMZ liegen. Zum anderen muss bedacht werden,
dass die IMAs fir die erwahnte Studie (83) im Rahmen einer Bypassoperation gewonnen

wurden und dementsprechend aus schwerkranken KHK Patienten stammen. Damit kann
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nicht ausgeschlossen werden, dass in diesen Patienten durch krankheitsbedingte,
systemische Faktoren in der IMA die Expression des S1PR1 in GMZ induziert wurde, ohne
dass die Gefalle selbst atherosklerotische Veranderungen zeigten.

Wahrend man also davon ausgehen kann, dass gesunde, adulte GMZ den S1PR1 nicht
signifikant exprimieren, gibt es Hinweise, dass der S1PR1 wahrend der Embryogenese
auch in GMZ eine Rolle spielt. So fanden Kluk & Hla, dass GMZ muriner Jungtiere neben
dem S1PR2 und S1PR3 auch den S1PR1 exprimieren, wahrend die GMZ adulter Tiere
ausschlieldlich den S1PR2 und S1PR3 exprimieren. Demnach ware denkbar, dass
embryonale GMZ S1PR1 exprimieren und sich die Expression im Laufe der Entwicklung
verringert (79). Neben dem Endothel wurden in der gesunden A. iliaca bzw. A. femoralis
auch vereinzelt S1PR1-positive Zellen in der Adventitia detektiert. Experimente zur
Identifizierung dieser Zellen wurden nicht durchgefiihrt. Doch kann man davon ausgehen,

dass es sich hierbei um residente Immunzellen handelt.

4.2 S1PR1 in der Plaque

Um die S1PR1 Expression in atherosklerotischen Plaques zu untersuchen, wurden im
Rahmen dieser Arbeit insgesamt 18 Plaques von pAVK Patienten untersucht, die
chirurgisch mittels TEA gewonnen worden waren. Diese wurden mittels Farbungen fur den
S1PR1 und bestimmten Zellmarkern (CD31, CD68, CD163 und SMA) analysiert. Eine erste
offensichtliche Beobachtung bestand darin, dass in diesen Praparaten S1PR1-positive
Zellen in der Intima nachweisbar waren. Eine erhéhte S1PR1-Expression in humanen
Femoralisplaques wurde auch in einer kiirzlich erschienenen Studie von Liu et al. gefunden
(84). Die Plaques stammten von einem mit dieser Studie vergleichbarem Patientengut und
wurden ex-vivo mittels mikro-PET sowie einem in der Autoradiographie sichtbarem S1PR1-
spezifischem Radioliganden analysiert. Die Bilder wurden dann mit histologischen
Untersuchungen verglichen. Zusatzlich wurden S1PR1-positive Zellen manuell ausgezahit.
Wahrend in der Plaqueregion im Mittel 73,38 +/- 14,35 S1PR1 positive Zellen pro 5000 um?
gezahlt wurden, waren es im gesunden Kontrollgewebe lediglich 2,71 +/- 1,17 Zellen pro
5000 ym? Bei den Plaqueprédparaten handelte es sich um Regionen mit ausgepragter
Schaumzellakkumulation, die in der HE-Farbung sichtbar waren. Daruberhinaus wurden
auch murine Atherosklerosemodelle untersucht. Immunhistochemische Farbungen wurden
an verschiedenen Gefalien (Aortenwurzel, Aorta, Femoralarterie) (84) von ApoE -/- Mausen
unter cholesterolreicher Diat (6 Wochen bis 6,5 Monate) durchgefuhrt. Nach 8 Monaten
wiesen diese Mause (n=3) im Vergleich zu Wildtyp-Kontrollen ausgepragte Plaques auf.
Eine weitere Anzahl an Femoralisgefalen (n=3) der ApoE -/- Mause wurde nach 6 und 12
Wochen unilateral verletzt, mit der Folge, dass es zu einer Intimahyperplasie kam. In beiden
Modellen kam es im Vergleich zu den Kontroll-Tieren zu einem Anstieg der S1PR1-
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Expression. Wahrend sich im Atherosklerosemodell die S1PR1-positiven Signale im
Bereich der Schaumzellakkumulation befanden, wies das akute Verletzungsmodell positive
Signale im Bereich einer als Reaktion auf die Verletzung entstandenen Verdickung der
Intima/Media auf. Eine genauere Charakterisierung der S1PR1-positiven Zellen wurde im

Rahmen dieser Studie nicht vorgenommen (84).

4.2.1 Expression des S1PR1 im Endothel

Wie in den gesunden Gefalten wurde auch das Endothel der erkrankten GefalRe positiv fur
S1PR1 gefarbt (s. Abbildung 17, Abbildung 18 A-C, Abbildung 19 D-F). Dabei zeigten sich
quantitativ keine offensichtlichen Unterschiede in der Farbeintensitat zwischen gesunden
und erkrankten GefaRen (vgl. Abbildung 14 und Abbildung 17). Allerdings war in Bereichen
mit ausgepragter Plaqueformation oft keine durchgehende Endothelschicht erkennbar (s.
Abbildung 16, Proben 2, 6, 9-10). Ob dieser Beobachtung tatsachlich ein physiologischer
Verlust des Endothels oder ein Préparationsartefakt zugrunde lag, wurde nicht weiter
untersucht. Die Expression des S1PR1 auf Endothelzellen spielt eine entscheidende Rolle
in der Aufrechterhaltung der Barrierefunktion. Durch Starkung von Zell-Zell-Kontakten und
Aktivierung der eNOS verringert S1PR1 die GefalRpermeabilitat und wirkt anti-apoptotisch
auf Endothelzellen (53, 54, 57-59). Eine Erhdhung der endothelialen Permeabilitat ist
entscheidend fir die Einwanderung von inflammatorischen Zellen und somit der
Entstehung einer Atherosklerose. So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass die
S1PR1-Expression in murinen Endothelzellen in Bereichen mit erhéhtem turbulenten Fluss
ansteigt (85). Dafur wurden verschiedene Aortenabschnitte immunhistochemisch
untersucht. Dabei wurde im Vergleich zur A. carotis bzw. Aorta descendens eine erhdhte
S1PR1-Expression im Bereich der Bifurkation der Bauchaorta, der kleinen Kurvatur des
Aortenbogens sowie der Aortenklappe gefunden, also in Abschnitten des Gefalisystems,
in dem es auch verstarkt Flussturbulenzen gibt und die daher pradestiniert fir die
Entstehung atherosklerotischer Plaques sind. Die vermehrte Expression von S1PR1 an
diesen Stellen kénnte Teil einer Reaktion des Endothels darstellen, die vaskulare Barriere
zu starken. Allerdings gibt es auch gegenteilige Befunde. Jung et al. fanden, dass der
S1PR1 an Stellen mit erhéhten turbulenten Strdomungen, wie in der kleinen Kurvatur des
Aortenbogens, internalisiert wurde und in endozytotischen Vesikeln vorzufinden war,
wahrend er in der Aorta descendens auf der Plasmamembran des Endothels exprimiert war
(86). Dieses wirde bedeuten, dass S1PR1 in den Bereichen turbulenter Strémungen
weniger aktiv ist, was eine direkte Erh6hung der vaskularen Permeabilitat zur Folge haben
kénnte. Ob und wie genau die S1PR1-Expression im Endothel durch Anderung der

Stromungseigenschaften des Blutes reguliert wird, ist also unklar.
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4.2.2 CD31/S1PR1-positive Zellen in der Intima

Zusatzlich zum Endothel wurden S1PR1+/CD31+ Zellen auch in der verbreiterten Intima
einer Plaque detektiert (s. Abbildung 18 D-F und Abbildung 19 A-C). Ein Vergleich der
CD31/S1PR1 Doppelfarbungen mit Farbungen fur Makrophagenmarkern (s.u.) lasst
vermuten, dass es sich bei diesen Zellen zumindest teilweise um Makrophagen handelt.
Daflir spricht auch, dass CD31 positive Makrophagen in Plaque bereits beschrieben
wurden (87). Darliberhinaus besteht die Mdglichkeit, dass endotheliale Vorlauferzellen
(endothelial progenitor cells, EPC) die Intima invadieren (88). Interessanterweise fand eine
kirzlich veroffentliche Studie, dass S1PR1 die Proliferation von EPCs férdert und auch in

diesen Zellen anti-apoptotisch wirkt (89).

4.2.3 Expression des S1PR1 auf Makrophagen

Weiter wurde untersucht, ob es sich bei den S1PR1-positiven Zellen, die nicht positiv fur
CD31 waren (s. Abbildung 18 D-F und Abbildung 19 A-C), um Makrophagen handeln
kénnte (s. auch oben). Dazu wurden Doppelfarbungen fur S1PR1 und den
Makrophagenmarkern CD68 bzw. CD163 angefertigt. CD68 ist ein pan-
Makrophagenmarker, wahrend die Expression von CD163 auf M2 Makrophagen
beschrankt sein sollte. Die Auswertung der Doppelfarbungen ergaben, dass 90% der
CD68-positiven und 89% der CD163-positiven Zellen S1PR1 positiv waren (s. Kapitel
3.2.3). Demnach gehen wir davon aus, dass Makrophagen unabhangig von ihrer
Polarisierung S1PR1 exprimieren. Da sich die CD68- bzw. CD163-Farbungen teilweise
ausgeschlossen haben (s. Abbildung 26), scheint CD68 nicht als pan-Makrophagenmarker
einsetzbar zu sein. Makrophagen wurden sowohl in der Intima (s. Abbildung 23) als auch
in der Plaque gefunden (s. Abbildung 21). Hier befanden sich Makrophagen zahlreich an
der Plaque-Grenze (s. Abbildung 21, Abbildung 24, Abbildung 26). Es wurden kaum
Makrophagen in der Media detektiert. Da Makrophagen malgeblich bei der
inflammatorischen Reaktion im Prozess der Athersklerose beteiligt sind, ist ihr Vorkommen
und ihr Verteilungsmuster von besonderem Interesse (20, 32). Ein signifikanter Unterschied
in der Verteilung von CD68- und CD163-positiven Zellen innerhalb des Gefalles wurde nicht
beobachtet (s. auch Tabelle 12, Kapitel 3.2.3). Inwiefern ein bestimmtes
Makrophagenverteilungsmuster mit der Plaquebelastung einhergeht, untersuchten Stéger
et al. in humanen atherosklerotischen Plaques (90). Es wurden frihe, fortgeschrittene und
hamorrhagische Plaques hinsichtlich ihrer M1- und M2-Makrophagenexpression
untersucht. Dabei wurden ebenfalls CD68 und CD163 Farbungen angewandt. Da CD68-
positive Zellen vor allem in instabilen Schulterregionen zu finden waren und weniger in der

fiborésen Kappe, gehen die Autoren bei diesen Zellen von primar atherogenen M1-
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Makrophagen aus. CD163-positive Zellen wurden vor allem in hadmorrhagischen Plaques
aber auch in frhen Lasionen gesehen. Im Gegensatz zu M1-Makrophagen akkumulierten
sie nicht nur in der Plaqueregion, sondern auch in der Adventitia (90). Interessanterweise
zeigte die Studie auch, dass es in fortgeschrittenen Plaques sowie in GefalRen mit
Plaqueruptur zu einer Akkumulation beider Makrophagenpopulationen kam. Auf3erdem
korrespondierte die Akkumulation beider Subtypen mit der Plaqueprogression. Diese
Erkenntnis wirde mit den Ergebnissen dieser Arbeit einhergehen, da es sich auch hier um
fortgeschrittene Plaques handelt, die einer operativen Intervention bedurften und auch hier
gezeigt werden konnte, dass M1- und M2-Makrophagen koexistieren.

Die Koexistenz von M1- und M2-Makrophagen in Plaques wurde bereits zahlreich
beschrieben (80, 91-94). Wahrend einige Autoren davon ausgehen, dass nach
Gewebeschaden zunachst pro-inflammatorische M1-Makrophagen einwandern, die durch
Interleukinproduktion (IL-6, IL-12, IL1R) die inflammatorische Reaktion aufrechterhalten und
im Verlauf anti-inflammatorische M2-Makrophagen hinzukommen, die die Wundheilung und
Gewebereparatur férdern (91), gehen andere Autoren davon aus, dass Makrophagen einen
phanotypischen ,switch* (M1 = M2) durchlaufen (92). Funktionell wurden fir S1PR1 auf
Makrophagen anti-inflammatorische Eigenschaften beschrieben. So zeigten Hughes et al.
in in-vitro Versuchen mit murinen Makrophagen, dass der Einsatz des spezifischen S1PR1-
Agonisten SEW2871 zu einer reduzierten iNOS-Aktivitdt und Sekretion des pro-
inflammatorischen Zytokins TNF-alpha, sowie einer gesteigerten Expression von Arginase
I (Arg 1), einem anti-inflammatorischen Enzym, fiuhrte (80). Auf der anderen Seite konnte
S1PR1 aber auch pro-atherogene Eigenschaften besitzen, indem er die Migration von
Makrophagen stimuliert (95). Ob S1PR1 letztendlich pro- oder anti-atherogen wirkt, ist
ungeklart. Fur letzteres sprechen Experimente mit einem spezifischen S1PR1 Agonisten
(KPR-203) in einem Mausmodell fir Atherosklerose (62). Dabei zeigten LDLR-/- Mause
unter cholesterolreicher Diat nach Gabe von KRP-203 eine verringerte Plaquebelastung in

der Aorta, welche mit einer verringerten Prasenz von Makrophagen einherging.

4.2.4 Expression des S1PR1 in der Media

In der Media wurden S1PR1-positive Zellen gefunden, die weder Makrophagen noch CD31-
positiven Zellen zugeordnet werden konnten (s. Abbildung 21 A-C, Abbildung 22 A-C). Nach
derzeitigen Erkenntnissen exprimieren adulte GMZ vor allem den S1PR1, S1PR2 und
S1PR3 (42, 44, 67, 69, 79, 96-99), wobei es sich hierbei hauptsachlich um Untersuchungen
an Mausen handelt. In der vorliegenden Arbeit konnte im gesunden Gefal gezeigt werden,
dass SMA-positive Zellen S1PR1-negativ sind. Um der Frage nachzugehen, ob glatte
Muskelzellen in atherosklerotisch veranderten Gefallen S1PR1 exprimieren, wurden die

Schnitte einer S1PR1/SMA-Doppelfarbung unterzogen. Auch hier zeigte sich in den Proben
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der erkrankten Gefale, dass GMZ S1PR1-negativ erschienen (s. Abbildung 28 - Abbildung
31). In anderen Modellen wurden allerdings sehr wohl mediale S1PR1-positive Zellen
beschrieben, so z.B. in Untersuchungen von Bratz et al., die in humanen IMAs eine
Expression von S1PR1 in GMZ nachwiesen (83). Dazu wurden humane IMAs denudiert
und in die Position der Aorta abdominalis immunsupprimierter Ratten transplantiert. Als
Antwort auf die Verletzung entwickelte sich sowohl eine Intimahyperplasie als auch eine
Mediahyperplasie der humanen Zellen. Nach 7, 14 und 28 Tagen wurden die Transplantate
entnommen und mittels Immunofluoreszenz fir S1PR1 gefarbt. Ergebnis dieser
Untersuchungen war, dass im Vergleich zur naiven IMA die Anzahl S1PR1-positiver Zellen
sowohl in der Media als auch in der Intima anstieg. Dabei waren fast alle Zellen der Intima
an Tag 7 und Tag 14 S1PR1-positiv (83). Ein direkter Vergleich dieser Studie mit der
vorliegenden Arbeit kann insofern nicht gezogen werden, als dass es sich bei der
genannten Studie um ein Modell der Intimahyperplasie handelt und nicht um
fortgeschrittene Plaques im Rahmen einer Atherosklerose. Es ware demnach denkbar,
dass GMZ im akuten Verletzungsmodell S1PR1 exprimieren, wahrend sie dies im Prozess
der Atherosklerose, einer chronisch-inflammatorischen Entziindungsreaktion, nicht mehr
vermdgen. Aulerdem kann wie bereits weiter oben beschrieben vermutet werden, dass es
arterienspezifische Unterschiede hinsichtlich der S1PR1-Expression auf GMZ gibt. Die
Tatsache, dass in den vorliegenden Praparaten keine S1PR1-positiven intimalen GMZ
gefunden wurden, wirde mit den Ergebnissen von Poti et al. ibereinstimmen, die mittels
SMA Farbungen zeigten, dass 6 und 16 Wochen nach Behandlung LDL-R-/- Mause mit
KRP-203, einem spezifischen S1PR1-Analogon, die Anzahl an glatten Muskelzellen und
ihre Lokalisation in den atherosklerotischen Lasionen im Vergleich zur Kontrollgruppe
unverandert blieb (62). Im Gegensatz dazu stehen die Ergebnisse der Studie von Kluk &
Hla, die wie bereits weiter oben beschrieben, sowohl eine S1PR1-Expression in intimalen
GMZ von Jungtieren als auch in adulten medialen GMZ nachwiesen, wobei die S1PR1-
Expression der intimalen GMZ deutlich héher war (79). Dies lasst die Frage zu, ob es
Subtypen von GMZ gibt, die unterschiedlich S1PR1 exprimieren. Demnach ware es
mdglich, dass es sich bei den S1PR1-positiven/SMA-negativen Zellen um GMZ handelt,
die zwar S1PR1 exprimieren, die Fahigkeit SMA zu exprimieren hingegen verloren haben.
Erklaren lieRRe sich dies durch den phanotypischen switch, mit dem sich bis dato zahlreiche
Autoren beschaftigt haben (100, 101). GMZ lassen sich dabei in zwei Subtypen, den
differenzierten und den dedifferenzierten GMZ klassifizieren. Differenzierte GMZ zeichnen
sich durch kontraktile Eigenschaften aus. Sie koénnen jedoch unter bestimmten
Bedingungen, wie z.B. nach Gefalverletzungen einen dedifferenzierten, synthetisch-
proliferativen Phanotyp annehmen (100). Dieser Prozess ist gekennzeichnet durch eine

Abnahme der Expression GMZ-spezifischer Gene, wie z.B. SMA (81, 101). Inwiefern
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S1PR1 dabei eine Rolle spielt, untersuchten Wamhoff et al. in Rattenkarotiden nach akuter
ballon-induzierter Verletzung. Wahrend die Level an S1PR1- und S1PR3 mRNA nach
Verletzung signifikant anstiegen, war eine Reduktion der S1PR2 mRNA um 55% zu
vermerken. In-vitro reduzierte der Einsatz des S1PR1 und S1PR3 Antagonisten VPC25239
die S1P-induzierte Proliferation glatter Muskelzellen und fiihrte gleichzeitig zu einer S1P-
induzierten Aktivierung der GMZ-Differenzierungsmarker SMA und SMMHC (Smooth
muscle myosin heavy chain) (68). Es wird daher vermutet, dass S1PR1 und S1PR3 Gene
unterdricken, die den kontraktilen Phanotypen der GMZ definieren und positiv auf die
Proliferation GMZ wirken. Dies wirde bedeuten, dass es sich bei den S1PR1-
positiven/SMA-negativen Zellen in den atherosklerotischen Plaques dieser Arbeit um
dedifferenzierte GMZ mit stark reduzierter SMA-Expression handeln kénnte.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen zusammenfassend vermuten, dass S1PR1
nicht oder nur gering von SMA-positiven GMZ exprimiert wird, es aber durchaus denkbar
ware, dass dedifferenzierte GMZ S1PR1 exprimieren. Dafir wirde die hohe Anzahl an
S1PR1 in der Media und Intima sprechen, die keinem der hier untersuchten Zelltypen

zugeordnet werden konnte.

4.3 Limitationen

Eine entscheidende Limitation stellt das Patientenkollektiv mit nur 18 Gewebeproben dar.
Neben einem grofieren Kollektiv missten zuklnftig weitere Gefalie untersucht werden, um
allgemeingultige Aussagen treffen zu kdnnen bzw. gefal3-spezifische Effekte beschreiben
zu kénnen.
Eine weitere Limitation bei der Identifizierung S1PR1-positiver Zellen in atherosklerotischen
Plaques stellt das Fehlen der Adventitia bzw. der auReren Mediaschichten dar, da alle
untersuchten Praparate mittels TEA gewonnen wurden. Da die Adventitia Immunzellen
sowie pluripotente Vorlauferzellen beinhaltet, die eine Rolle bei der Entstehung
atherosklerotischer Plaques spielen kdnnten, ware hier eine Untersuchung S1PR1-positiver
Zellen sicher sinnvoll. Weiterhin bleibt offen, um welche Zelltypen es sich bei den S1PR1-
positiven Zellen handelt, die weder CD31, SMA oder einen der Makrophagenmarker
exprimieren. In Frage k&dmen beispielsweise dedifferenzierte glatte Muskelzellen. Sicherlich
waren weitere Doppelfarbungen zur Identifizierung der Zellen sinnvoll (bspw.
Leukozytenmarker wie CD45 oder weitere Markohagenmarker wie CD89). Eine ebenfalls
entscheidende Limitation stellt die Heterogenitat der Plaques dar, die einen direkten
Vergleich der Gewebeproben untereinander erschwerten. Unklar bleibt auch, inwieweit
Makrophagen beide Marker, CD68 und CD163 exprimieren. Klar ist, dass sich die
Expression der beiden Marker teilweise ausschliet und CD68 damit nicht als pan-
Makrophagenmarker bezeichnet werden kann.
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5 Fazit und Ausblick

S1P und seine Rezeptoren regulieren eine Vielzahl sowohl physiologischer als auch
pathophysiologischer Prozesse. Inwieweit S1PR1 eine Rolle im Prozess der
Atherosklerose spielt, ist bisher nicht zufriedenstellend geklart. Die vorliegende Arbeit
erbringt Erkenntnisse tber die S1PR1-Expression in humanen A. iliaca- und A. femoralis-
Plagues. Die Untersuchungen konnten zeigen, dass S1PR1 in Plaques exprimiert wird. Im
gesunden Gefall sowie in Gefalkabschnitten, die nicht unmittelbar von Plaque betroffen
waren, wird STPR1 vom Endothel exprimiert. AuRerdem scheinen weitere CD31/S1PR1-
positive Zellen in der Intima vorzukommen, bei denen es sich mdglicherweise um CD31-
exprimierende Makrophagen oder Lymphozyten handeln koénnte. Weiter wurde
nachgewiesen, dass S1PR1 im erkrankten Gefal3 neben Endothelzellen auch von
Makrophagen exprimiert wird, die vor allem in der Plaque lokalisiert waren. Dabei handelte
es sich sowohl um M1- als auch um M2-Makrophagen. Eine S1PR1-Expression in SMA-
positiven GMZ wurde weder in gesunden noch in erkrankten Gefallen beobachtet.

Wichtige Fragen sind nun, ob S1PR1 bei der Transmigration von Makrophagen in die

GefaBwand eine Rolle spielt und ob S1PR1 von dedifferenzierten GMZ exprimiert wird.

63



Zusammenfassung

6 Zusammenfassung

Sphingosin-1-Phosphat (S1P) ist ein bioaktives Sphingolipid, das durch Bindung an funf
verschiedene G-Protein-gekoppelte-Rezeptoren (S1PR1-5) zahlreiche Prozesse auf
physiologischer und pathophysiologischer Ebene reguliert. Im GefalRsystem werden die
S1P-Rezeptoren 1-3 exprimiert, die nach derzeitiger Studienlage auch im Prozess der
Atherosklerose eine wichtige Rolle einnehmen kdnnten.

In dieser Arbeit wurden in Rahmen einer Thrombendarteriektomie gewonnene, humane
Plaques hinsichtlich ihrer S1PR1-Expression untersucht. Dazu wurden 18 formalin-fixierte
Proben der A. liaca und der A. femoralis histologisch aufbereitet und
Immunfluoreszenzdoppelfarbungen mit S1PR1 und einem Endothelzell-Marker (CD31),
zwei Makrophagenmarkern (CD68, CD163) sowie einem Marker fur glatte Muskelzellen
(SMA) unterzogen. Als Kontrolle diente jeweils eine nicht-erkrankte Probe der A. iliaca und
der A. femoralis eines 23-jahrigen Verstorbenen.

Die Untersuchungen ergaben, dass S1PR1 in Plaques exprimiert wird und zwar nicht nur
vom Endothel, wo es auch im gesunden Gefal zu finden ist, sondern zusatzlich in der
Plaque selbst, in der verbreiterten Intima und in der Media. In der verbreiterten Intima
befanden sich CD31/S1PR1-positive Zellen, bei denen es sich mdglicherweise um CD31-
positive Makrophagen handeln kénnte. Weiter fiel auf, dass S1PR1 sowohl von M1- als
auch von M2-Makrophagen exprimiert wird. Die glatten Muskelzellen (GMZ) befanden sich
im Vergleich zur Kontrolle nicht nur in der Media und den Vasa vasorum, sondern auch in
der Intima. Dabei exprimierten weder die intimalen noch die medialen GMZ S1PR1. Es
ware aber vorstellbar, dass S1PR1 von dedifferenzierten GMZ exprimiert wird, die im
Vergleich zu differenzierten GMZ die Fahigkeit verloren haben, SMA zu exprimieren. Daflr
wirde die hohe Anzahl an S1PR1-positiven Zellen sprechen, die weder Endothelzellen
noch Makrophagen zugeordnet werden konnten.

Zusammenfassend deuten die Ergebnisse dieser Arbeit daraufhin, dass S1PR1 im
humanen Gefalisystem Einfluss auf die Atherosklerose besitzt. Welche Funktionen S1PR1
in den verschiedenen Zelltypen ausubt, bleibt vorerst offen und sollte weiterer Bestandteil

der Forschung sein.
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7 Summary and conclusions

S1P and its receptors regulate many physiological as well as pathophysiological processes.
A role of S1PR1 in atherosclerosis remains to be elucidated. The present work investigates
arterial STPR1 expression by immunofluorescence staining of healthy (n=2) and diseased
human iliac as well as femoral arteries (n=18). Identification of S1PR1 positive cell types
was attempted by co-staining with established cell markers including CD31 for endothelial
cells, CD68 and CD163 for M1 and M2 macrophages, respectively, and SMA for smooth
muscle cells (SMCs). In healthy arteries as well as in plaque-free areas of diseased arteries,
S1PR1 expression was detected in the endothelium. In addition, CD31/S1PR1-positive
cells were found in the intima. A possibility is that these cells are macrophages or
lymphocytes. Moreover, our data indicate that both M1 and M2 macrophages localized in
plaque express S1PR1. SMA-positive smooth muscle cells were never found to be S1PR1-
positive. However, it cannot be excluded that de-differentiated SMC do express S1PR1.

Important questions to be addressed in the future are possible roles for S1PR1 in
macrophage migration and tissue invasion and also in SMC de-differentiation, a process

that underlies intimal hyperplasia.

65



Abkurzungsverzeichnis

8 Abkurzungsverzeichnis

AC Adenylatcyklase

Ad Adventitia

ApoE Apoliproprotein E

ApoM Apolipoprotein M

Aqua dest Aqua destillata

Arg | Arginase |

cAMP cyclisches Adenosinmonophosphat

CD Cluster of differentiation

CS Chondroitinsulfat

DAPI 4°,6-Diamidin-2-phenylindol

EGF Epidermal Growth Factor

eNOS endotheliale NO-Synthase

ERK extracellular-signal regulated kinases

EvG Elastica-van-Gieson

EZ Endothelzelle

EZM Extrazellulare Matrix

FGF Fibroblast Growth Factor

FK fibrotische Kappe

FTY720-P phosphoryliertes Fingolimod

G-Protein Guaninnukleotid-bindendes Protein

GDP Guanosindiphosphat

GMz Glatte Muskelzellen

GPCR Guaninnucleotid protein-coupled receptor (G-Protein gekoppelter
Rezeptor)

GTP Guanosintriphosphat

Gai; inhibitorisches G-Protein

HDL High-Density Lipoprotein

HE Hamatoxylin-Eosin

HRP Horseradish Peroxidase

HS Heparansulfat

ICAM intercellular adhesion molecule

IFN-y Interferon Gamma

IL Interleukin

In Intima

KHK koronare Herzerkrankung

KO Knockout
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LAMP

LDL
LEE
LEI
LPS
Lu

Me
mRNA
NO
NOD-Mé&use
oxLDL
pAVK
Pi3K
PKB
PKC
PI
PTA
gPCR
ROI
RT
S1P
S1PR
SMA
SMMHC
SphK
TBS
TEA
TLR
TNF-a
TSA
U.N.
VEGF
VLDL
Vv

lysosomal associated membrane protein (lysosomal assoziiertes

Glykoprotein)

Low-Density Lipoprotein

Lamina elastica externa

Lamina elastica interna
Lipopolysaccharide

Lumen

Media

messenger RNA

Nitric oxide (Stickstoffmonoxid)
Non-Obese Diabetic-Mause
oxidiertes Low-Density Lipoprotein
periphere arterielle Verschlusskrankheit
Phosphoinositid-3-Kinase
Phosphokinase B

Proteinkinase C

Plaque

perkutane transluminale Angioplastie
quantitative Echtzeit-PCR

Reactive Oxygen Intermediates
Raumtemperatur
Sphingosin-1-Phosphat
Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptor
Smooth Muscle Actin

Smooth muscle myosin heavy chain
Sphingosinkinase

Tris-buffered saline (Pufferlésung)
Thrombendarteriektomie
Toll-like-Rezeptor
Tumornekrosefaktor alpha
Tyramin-katalysierte Signal-Amplifikation
Uber Nacht

vascular endothelial growth factor
Very-Low-Density Lipoprotein

Vasa vasorum
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Abbildung 1: Schematischer Aufbau der GefaBwand einer Arterie. Zum Lumen hin
besteht das Gefal} aus einer Tunica intima, die aus einer Endothelschicht, lockerem
Bindegewebe und einer Lamina elastica interna besteht. Die Tunica media schlief3t sich
der Intima an und besteht vorwiegend aus glatten Muskelzellen, Kollagenfibrillen und
elastischen Fasern. Im Bindegewebe ist das Gefal durch die duRere Tunica adventitia
abgegrenzt. Modifiziert nach Gasser TC et al. (3)......ccccuuiiiiiiiiiiiii e, 2

Abbildung 2: Schematische Darstellung einer Plaque. Details sieche Text; GMZ = glatte
Muskelzellen, EZ = Endothelzellen; modifiziert nach Ross R 1991 (32), © Massachusetts
MEAICAI SOCIELY . ...ttt e e e e e e 6

Abbildung 3: Binare Klassifikation von M1- und M2-Makrophagen. Die Abbildung zeigt
schematisch die Differenzierung in M1- und M2- Makrophagen. Durch die angegebenen
Stimuli (Substanzen neben dem Pfeil) werden charakteristische Oberflachenrezeptoren
(eckige Klammer) produziert, die dann unterschiedliche Funktionen im Gewebe ausldsen.
Abkilrzungen: IL= Interleukin, IFN-y = Interferon-Gamma, LPS = Lipopolysaccharide,
TNF-a = Tumornekrosefaktor-alpha, ROl = Reactive Oxygen Intermediates, FGF =
Fibroblast Growth Factor, EGF = Epidermal Growth Factor, modifiziert nach Sica et al (34)

Abbildung 4: Biosynthese von S1P. Gezeigt werden der Syntheseweg aus
Sphingomyelin und die de-novo-Synthese aus Serin und Palmitoyl-CoA. In beiden Wegen
wird Ceramid gebildet, welches nachfolgend zu Sphingosin deacetyliert wird. Sphingosin
wird von Sphingosinkinasen zu S1P phosphoryliert (38, 40). ......ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeen 10

Abbildung 5: Zellulare Quellen des Plasma-S1P: Endothelzellen und Erythrozyten
setzen S1P frei, welches im Plasma an Albumin und ApoM, einem Bestandteil des HDL,
gebunden vorliegt. Eine Schadigung des Endothels fuhrt zu einer
Thrombozytenaktivierung und Aggregation, wobei S1P freigesetzt wird. ApoM =
Apolipoprotein M; modifiziert nach Proia und Hla (44 ) .........cooovoeiiiiiiie, 11

Abbildung 6: S1P-Rezeptoren 1-3, Signaltransduktionswege. Durch die
unterschiedliche Kopplung der S1PR1-3 an Gai, Goq und Gaiz13 werden verschiedene
Signaltransduktionswege stimuliert: Go,; aktiviert die GTPase Ras sowie ERK und fordert
die Proliferation; die Aktivierung von Pi3K und PKB schitzt vor Apoptose; die Induktion
von Pi3K und Rac stimuliert die Migration und die endotheliale Barrierefunktion. Gayq
aktiviert die Phospholipase C (PLC), was zur intrazellularen Kalziumausschuttung fuhrt
und die GMZ zur Kontraktion befahigt (Gefaltonus). Rho Aktivierung durch Gouiz/13 erhoht
die Gefallpermeabilitdt durch Ausbildung von Stressfasern (kontraktile
Aktinfilamentbindel) im Endothel (48) und wirkt hemmend auf die Migration der GMZ. .. 12

Abbildung 7: Entparaffinieren und Rehydrieren. Schritt 1: Entparaffinieren der Schnitte
in Xylol (3 Mal fir jeweils 5 Minuten) und Rehydrieren in einer absteigenden Alkoholreihe
(zweimalig in 99%igem Alkohol und je einmal in 96%igem und 70%igem Alkohol fur
jeweils 5 Minuten). AbschlieRende Waschung in Aqua dest. fur 5 Minuten. Dargestellt sind
die Schnitte in den Klvetten. Oben: Dauer der Prozedur in Minuten; unten: verwendete

Abbildung 8: Antigendemaskierung und Blocken: Schritt 1: Antigendemaskierung
(95°C, 40 Minuten) in einer Retrieval-Lésung zur Wiederherstellung verlorengegangener
Immunitat. Schritt 2: Uberfiihren der Schnitte in TBS-Puffer fiir 5 Minuten und
anschlieRendes Umranden der Schnitte mit einem Fett-Stift (Schritt 3), um ein
Zusammenlaufen der Flissigkeiten zu verhindern. Erneutes Uberfiihren in TBS-Puffer fiir
3 x 5 Minuten (Schritt 4) und abschlieRendes Blocken (Schritt 5) der Schnitte. ............... 24

Abbildung 9: Immunfluoreszenzdoppelfarbung: Beimpfung der Schnitte mit dem
Primarantikdrper bzw. dem Antikérper der Isotyp-Kontrolle (Iso-Ko) sowie der
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Pufferlésung fir die Negativkontrolle (Neg.-Ko) Giber Nacht bei 4°C. Nach Waschen in
TBS-Puffer fir 3 x 5 Minuten wird der erste Sekundarantikorper (hier griin) aufgetragen
und verweilt 60 Minuten bei Raumtemperatur (RT) auf den Schnitten. Die Prozedur
wiederholt sich fur den zweiten Primarantikérper (hier blau) bzw. den zweiten
SekundarantiKOrper (NIEr rOS@). .........uiiii i 26

Abbildung 10: DAPI-Zellkernfarbung: DAPI-Zellkernfarbung: Die Schnitte werden fur
eine Minute in die DAPI-Zellkernfarbung uberfuhrt und anschlieend fir 3 x 5 Minuten in
TBS-Puffer gewaschen. Abschlielend werden die Schnitte mit Fluormount-G und einem
DeckglasChen VErSENEN. .........coiiiiiiiiiii 26

Abbildung 11: Prinzip der Tyramin-katalysierten Signal-Amplifikation (TSA).................... 27

Abbildung 12: TSA-Farbung. Hemmung der endogenen Peroxidase (H,0;), Blockierung
von Avidin- und Biotin-ahnlichen Substanzen, Beimpfung der Schnitte mit dem 1.
Primarantikérper sowie dem biotinyliertem 1. Sekundarantikdrper. Zugabe von
Streptavidin-conjugated HRP sowie der Amplifikationsreagenz und abschlieRende
Beimpfung der Schnitte mit dem 2. Primar- bzw. Sekundarantikdrper..........cccccvvveveeeennn. 28

Abbildung 13: Histologische Darstellung einer gesunden A. iliaca (links) und A. femoralis
(rechts) in der EvG-Farbung (A, B, E, F) und HE-Farbung (C, D, G, H). Beide Gefalie
weisen eine schmale Intima (In) mit Endothel auf. Die angrenzende Media (Me) kann
jeweils durch die Lamina elastica interna (LEI, schwarzer Doppelpfeil) sowie die Lamina
elastica externa (LEE, schwarzer Pfeil) abgegrenzt werden. Die beiden Gefalle
unterscheiden sich dahingehend, dass die Media der A. iliaca im Vergleich zur A.
femoralis breiter ist und mehr elastische Fasern besitzt. Die Adventitia (Ad) imponiert als
lockere Bindegewebsschicht, in der Vasa vasorum eingebettet liegen; Malistabsbalken fir
A, C,E,G =300 pum, fUrB, D, F, H =100 LM .ottt 31

Abbildung 14: TSA-Immunfluoreszenz-Doppelfarbung fir CD31 und S1PR1 in der
Intima/Media gesunder A. iliaca (A-C) und A. femoralis (D-F). Darstellung CD31-positiver
Zellen (grun) im Endothel der Intima (In). Diese sind ebenfalls fir STPR1 positiv (rot) (B
und E). Da Elastin im griinen Kanal auto-fluoresziert, wird die LEI sichtbar (Pfeil). Lu =
Lumen; MafRstabsbalken = 100 LM .....uuiueiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieee e e e e e e e eeeeeeeeeeeeees 32

Abbildung 15: Darstellung SM-a-actin-positiver und S1PR1-positiver Zellen in der
Media/Adventitia gesunder A. iliaca (A-C) und A. femoralis (D-F). Immunfluoreszenz-
Farbung fir SM-a-actin (griiner Kanal) und S1PR1 (roter Kanal). Kerne wurden mit DAPI
gefarbt (blauer Kanal). Die Media (Me) weist keine S1PR1-positiven Zellen auf. Glatte
Muskelzellen sind durch die Expression des SMA gekennzeichnet. Der weil3e Kugelpfeil
weist auf vereinzelt auftretende S1PR1-positive Zellen in der Adventitia hin. Die wei3en
Pfeile weisen auf das Vasa vasorum in der Adventitia (Ad) hin; Ma3stabsbalken = 100 um
........................................................................................................................................... 33

Abbildung 16: Darstellung humaner Plaques in der EvG-Farbung. Chirurgisch gewonnene
Plaques der A. iliaca (Nr. 1-6) und der A. femoralis (Nr. 7-10) wurden histologisch
aufgearbeitet und die Schnitte einer EvG-Farbung unterzogen. A: MalRRstabsbalken = 1
mm; schwarzer Doppelpfeil indiziert die Lamina elastica interna (LEI), Me = Media, In =
Intima, Pl = Plaque, FK = fibrotische Kappe, blauer Kasten = gezeigte Region fiir eine
spatere S1PR1/CD31 Farbung in der Plaque (s. unten), schwarzer Kasten = in B
gezeigter Ausschnitt. B: Mal3stabsbalken = 100 um, Me = Media, In = Intima, schwarzer
Doppelpfeil indiziert die Lamina elastica interna (LEI), schwarzer Pfeil indiziert die Vasa

(2= 51014 U o o TR U 37

Abbildung 17: CD31/S1PR1-Doppelfarbung einer Plaque aus der A. iliaca (Probe 4).
Dargestellt ist die Region, die im blauen Kasten aus Abbildung 16 zu sehen ist (Probe 4).
Das Endothel ist durch ein weilles Dreieck indiziert. Me = Media, Lu = Lumen;
MaRstabsbalken = 100 LM ... e 37
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Abbildung 18: CD31/S1PR1-Doppelfarbung einer Plaque aus der A. iliaca (Probe 3). A-C
zeigt die Region, die im blauen Kasten in Abbildung 16 dargestellt ist. Zu erkennen ist das
Endothel mit Expression von CD31 und S1PR1 (weil’es Dreieck) sowie eine intakte
Lamina elastica interna (weilRer Doppelpfeil). D-F stellt die Region des schwarzen
Kastens dar. Zu sehen sind CD31/S1PR1-positive Zellen in der Intima. Me = Media, In =
Intima, Pl = Plaque; MaRstabsbalken = 100 ptM........cooovviiiiiiiiiiie e, 38

Abbildung 19: CD31/S1PR1-Doppelfarbung einer Plaque aus der A. femoralis der Probe 7
(A-C) und der Probe 8 (D-F). A-C zeigt die Region aus Probe 7, die im schwarzen Kasten
] USSP PRPPTSPP 39

Abbildung 20: CD31/S1PR1-Doppelfarbung einer Plaque aus Aa. femorales (Probe 8 und
Probe 9). Zu erkennen sind Mikrogefalle (weilder Pfeil), die sich in der Plaque befinden.
Das lumenseitige Endothel dieser Gefalie ist CD31- und S1PR1-positiv. AuRerdem sind
CD31-negative/S1PR1-positive Zellen identifizierbar (weilRer Kugelpfeil E und F). Me =
Media, In = Intima, Pl = Plaque, Doppelpfeil indiziert die Lamina elastica interna;
MaRstabsbalken = 100 LM ... e e 40

Abbildung 21: CD68/S1PR1 Doppelfarbung (A-C) sowie CD163/S1PR1 Doppelfarbung
(D-F) einer Plaque aus der A. iliaca (Probe 5). Zu sehen sind CD68- bzw. CD163- positive
Zellen in der Plaque, am Ubergang zur Intima (A und D, Pfeil). Diese Zellen sind ebenfalls
positiv fur S1PR1 (B und E, Pfeil). Zusatzlich finden sich S1PR1-positive und
CD68/CD163-negative Zellen in der Intima und Media (s. Kugelpfeil in B). Der Doppelpfeil
indiziert die autofluoreszierende LEI; Me = Media, In = Intima, Pl = Plaque;
MaRstabsbalken 100 LM ..o e 42

Abbildung 22: Ausschnittsvergroferung der Abbildung 21 (Probe 5). Weiler Pfeil indiziert
CD68/S1PR1- bzw. CD163/S1PR1-positive Zellen, Kugelpfeile indizieren CD68/CD163-
negative/S1PR1-positive Zellen in der Intima; Malistabsbalken = 100 pum............cce 43

Abbildung 23: CD68/S1PR1-Doppelfarbung (A-C) sowie CD163/S1PR1-Doppelfarbung
(D-F) einer Plaque aus der A. femoralis (Probe 10). Zu sehen sind CD68- (A)- und
CD163- (D) positive Zellen, die ebenfalls positiv fiir S1PR1 sind (B und E, beispielsweise
Pfeil) und sich in der Intima (In) befinden. Media und Plaque weisen wenige positive
Zellen auf. Pl = Plagque, Me = Media; Malstabsbalken = 100 ptm.........cccccooviiiiiiiiienninnnns 44

Abbildung 24: CD68/S1PR1-Doppelfarbung (A-C) sowie CD163/S1PR1-Doppelfarbung
(D-F) einer Plaque aus der A. femoralis (Probe 7). Zu sehen sind CD68- sowie weitaus
mehr CD163-positive Zellen im Plaquematerial (Pl), das eingebettet zwischen Media (Me)
und Intima (In) liegt. Diese sind ebenfalls positiv fir S1PR1 (B und E). Die LEI
(Doppelpfeil) grenzt die Intima von der Media ab. Darlber hinaus weist die Intima (In)
auch CD68/CD163-negative/S1PR1-positive Zellen auf (Kugelpfeil in B und E);
MaRstabsbalken = 100 LM ... 45

Abbildung 25: Ausschnittsvergrof3erung der Abbildung 24 (Probe 7). Weiler Pfeil indiziert
CD68/S1PR1- bzw. CD163/S1PR1-positive Zellen, Kugelpfeile in B und E indizieren
CD68- bzw. CD163-negative/S1PR1-positive Zellen in der Intima. Mal3stabsbalken = 100

Abbildung 26: CD68/S1PR1-Doppelfarbung (A-C) sowie CD163/S1PR1-Doppelfarbung
(D-F) einer Plaque aus der A. iliaca (Probe 1). Zu sehen sind weitaus mehr CD68-positive
Zellen (A, Pfeil) als CD163-positive Zellen (D), die auch S1PR1 exprimieren (B, Pfeil).
Intima (In) und Media (Me) weisen keine weiteren S1PR1-positiven Zellen auf. Doppelpfeil
indiziert die LEI; MaRstabsbalken = 100 pm ...........euueiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeeeeeeee e 47

Abbildung 27: Ausschnittsvergrof3erung der Abbildung 26 (Probe 1). WeilRe Pfeile
indizieren CD68/S1PR1-positive Zellen sowie wenige CD163/S1PR1-positive Zellen. In
der angrenzenden Intima sind keine S1PR1-positiven Zellen zu sehen. Malstabsbalken =
L0 L0 T o ¢ U 48
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Abbildung 28: SMA/S1PR1-Doppelfarbung einer Plaque aus der A. iliaca der Probe 2 (A-
C) sowie der Probe 4 (D-F). Zu sehen sind SMA-positive Zellen in der Media von
Mikrogefafien, die sich innerhalb der Plaque ausgebildet haben (A und D, Pfeil). Diese
Zellen sind S1PR1-negativ. Das lumenseitige Endothel der Gefal3e lasst sich fur S1PR1
anfarben und grenzt sich klar von den SMA-positiven Zellen ab (B-F, Pfeil);
MaRstabsbalken = 100 LM ....ieeieeiee e 50

Abbildung 29: SMA/S1PR1-Doppelfarbung einer Plaque aus der A. femoralis (Probe Nr.
7, A-C) sowie der A. iliaca (Probe Nr. 1, D-F). Zu sehen sind SMA-positive Zellen sowohl
in der Intima (In) als auch in der Media (Me) (A und D). Die SMA-positiven Zellen sind
S1PR1-negativ, was in C und F deutlich sichtbar wird. S1PR1-positive Zellen befinden
sich in der Plaque (B und E); MaRstabsbalken = 100 pm .......ccoooiiiiiiiiiiiieees 51

Abbildung 30: SMA/S1PR1-Doppelfarbung einer Plaque aus der A. iliaca der Probe 5 (A-
C) sowie der Probe 6 (D-F). Es befinden sich SMA-positive Zellen in Intima (In) und Media
(Me) (A und D). Die SMA-positiven Zellen sind S1PR1-negativ. S1PR1-positive Zellen
lassen sich in der Plaque (PI) identifizieren (E). Der Doppelpfeil indiziert die LEI;
MaRstabsbalken = 100 LM ...o.ieeiieeee e e 52

Abbildung 31: SMA/S1PR1-Doppelfarbung einer Plaque aus der A. iliaca (Probe 3, A-C)
sowie der A. femoralis (Probe 8, D-F). A-C: Zu sehen sind SMA-positive und S1PR1-
positive Zellen in der Media (Me) und Intima (In), die jedoch nicht identisch sind (C,
Kugelpfeil). D-F: Zahlreiche SMA-positive Zellen in der Media (Me) (D) sind S1PR1
negativ (E). Der Doppelpfeil indiziert LEI; MaRstabsbalken = 100 um...........cooovvvevevreneen.. 53

Abbildung 32: Darstellung der Isotyp-Kontrolle der CD31/S1PR1-
Immunfluoreszenzdoppelfarbung in der gefalkgesunden Kontrolle. Humane Vollwand der
A. iliaca (A-C, vgl. Abbildung 14 A-C) und der A. femoralis (D-F, vgl. Abbildung 14 D-F)
wurden histologisch aufarbeitet und die Schnitte einer TSA-Immunfluoreszenz-Farbung
fur CD31 (A und D, griner Kanal) und S1PR1 (B und E, roter Kanal) unterzogen. Als
Sekundarantikdrper wurde jeweils eine Isotyp-Kontrolle aufgetragen, sodass keine
Farbung zu erwarten war. Kerne wurden mit DAPI gefarbt (C und F, blauer Kanal).
MaRstabsbalken = 100 LM ... 82

Abbildung 33: Darstellung der Isotyp-Kontrolle der CD31/S1PR1 TSA-
Immunfluoreszenzdoppelfarbung der Probe 3 (vgl. Abbildung 18). A-C stellt die Region im
blauen Kasten aus Abbildung 16 dar. D-F stellt die Region im schwarzen Kasten der
Abbildung 16 dar. Maf3stabsbalken = 100 [M........uuiiiiiiiii e 83

Abbildung 34: Darstellung der Isotyp-Kontrollen der CD68/S1PR1
Immunfluoreszenzdoppelfarbungen. Chirurgisch gewonnene Plaques der A. iliaca (A-C:
Praparat Nr. 1, vgl. Abbildung 26 A-C; D-F: Praparat Nr. 5, Abbildung 21 A-C) wurden
histologisch aufgearbeitet und die Schnitte einer Immunofluoreszenz-Farbung fur CD68
(griner Kanal, A und D) und S1PR1 (roter Kanal, B und E) unterzogen. Kerne wurden mit
DAPI gefarbt (C und F, blauer Kanal). MaRRstabsbalken = 100 pum ........c.ccceeeeiiiiiiieennnn. 84

Abbildung 35: Darstellung der Isotyp-Kontrollen der CD163/S1PR1
Immunfluoreszenzdoppelfarbungen. Chirurgisch gewonnene Plaques der A. femoralis (A-
C: Praparat Nr. 7, vgl. Abbildung 24 D-F) und der A. iliaca (D-F: Praparat Nr. 10, vgl.
Abbildung 23 D-F) wurden histologisch aufgearbeitet und die Schnitte einer
Immunofluoreszenz-Farbung flir CD163 (griiner Kanal, A und D) und S1PR1 (roter Kanal,
B und E) unterzogen. Kerne wurden mit DAPI gefarbt (C und F, blauer Kanal).
MaRstabsbalken = 100 LM ....ueiieiiiiee e e 85

Abbildung 36: Darstellung der Isotyp-Kontrollen der SM-a/S1PR1
Immunfluoreszenzdoppelfarbungen. Chirurgisch gewonnene Plaques der A. iliaca (A-C:
Praparat Nr. 1, vgl. Abbildung 29 D-F) und der A. femoralis (D-F: Praparat Nr. 7, vgl.
Abbildung 29 A-C) wurden histologisch aufgearbeitet und die Schnitte einer
Immunfluoreszenz-Farbung fir SM-a-actin (griner Kanal, A und D) und S1PR1 (roter
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Kanal, B und E) unterzogen. Kerne wurden mit DAPI gefarbt (C und F, blauer Kanal).
MaRstabsbalken = 100 LM ... e 86

Abbildung 37: Darstellung der Isotyp-Kontrollen der SM-a/S1PR1
Immunfluoreszenzdoppelfarbungen. Chirurgisch gewonnene Plaques der A. iliaca (A-C:
Praparat Nr. 5, vgl. Abbildung 30 A-C und D-F: Praparat Nr. 6, vgl. Abbildung 30 D-F)
wurden histologisch aufgearbeitet und die Schnitte einer Immunfluoreszenz-Farbung fur
SM-a-actin (griner Kanal, A und D) und S1PR1 (roter Kanal, B und E) unterzogen. Kerne
wurden mit DAPI gefarbt (C und F, blauer Kanal). Maf3stabsbalken = 100 um ................ 87

Abbildung 38: Darstellung der Isotyp-Kontrollen der SM-a/S1PR1
Immunfluoreszenzdoppelfarbungen. Chirurgisch gewonnene Plaques der A. iliaca (A-C:
Praparat Nr. 3, vgl. Abbildung 31 A-C) und der A. femoralis (D-F: Praparat Nr. 8, vgl.
Abbildung 31 D-F) wurden histologisch aufgearbeitet und die Schnitte einer
Immunfluoreszenz-Farbung fir SM-a-actin (griner Kanal, A und D) und S1PR1 (roter
Kanal, B und E) unterzogen. Kerne wurden mit DAPI gefarbt (C und F, blauer Kanal).
MaRstabsbalken = 100 LM ... 88
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Abbildung 32: Darstellung der Isotyp-Kontrolle der CD31/S1PR1-Immunfluoreszenzdoppelfarbung
in der gefaRgesunden Kontrolle. Humane Vollwand der A. iliaca (A-C, vgl. Abbildung 14 A-C) und
der A. femoralis (D-F, vgl. Abbildung 14 D-F) wurden histologisch aufgearbeitet und die Schnitte
einer TSA-Immunfluoreszenz-Farbung fiir CD31 (A und D, griiner Kanal) und S1PR1 (B und E, roter
Kanal) unterzogen. Als Sekundarantikdrper wurde jeweils eine Isotyp-Kontrolle aufgetragen, sodass
keine Farbung zu erwarten war. Kerne wurden mit DAPI gefarbt (C und F, blauer Kanal).
MaRstabsbalken = 100 um
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Abbildung 33: Darstellung der Isotyp-Kontrolle der CD31/S1PR1 TSA-
Immunfluoreszenzdoppelfarbung der Probe 3 (vgl. Abbildung 18). A-C stellt die Region im blauen
Kasten aus Abbildung 16 dar. D-F stellt die Region im schwarzen Kasten der Abbildung 16 dar.
MaRstabsbalken = 100 um
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Abbildung 34: Darstellung der Isotyp-Kontrollen der CD68/S1PR1
Immunfluoreszenzdoppelfarbungen. Chirurgisch gewonnene Plaques der A. iliaca (A-C: Praparat Nr.
1, vgl. Abbildung 26 A-C; D-F: Praparat Nr. 5, Abbildung 21 A-C) wurden histologisch aufgearbeitet
und die Schnitte einer Immunfluoreszenz-Farbung fur CD68 (griner Kanal, A und D) und S1PR1
(roter Kanal, B und E) unterzogen. Kerne wurden mit DAPI gefarbt (C und F, blauer Kanal).
MaRstabsbalken = 100 um
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Abbildung 35: Darstellung der Isotyp-Kontrollen der CD163/S1PR1
Immunfluoreszenzdoppelfarbungen. Chirurgisch gewonnene Plaques der A. femoralis (A-C:
Praparat Nr. 7, vgl. Abbildung 24 D-F) und der A. iliaca (D-F: Praparat Nr. 10, vgl. Abbildung 23 D-
F) wurden histologisch aufgearbeitet und die Schnitte einer Immunfluoreszenz-Farbung fir CD163
(griiner Kanal, A und D) und S1PR1 (roter Kanal, B und E) unterzogen. Kerne wurden mit DAPI
gefarbt (C und F, blauer Kanal). MaRRstabsbalken = 100 um
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Abbildung 36: Darstellung der Isotyp-Kontrollen der SM-a/S1PR1
Immunfluoreszenzdoppelfarbungen. Chirurgisch gewonnene Plaques der A. iliaca (A-C: Praparat Nr.
1, vgl. Abbildung 29 D-F) und der A. femoralis (D-F: Praparat Nr. 7, vgl. Abbildung 29 A-C) wurden
histologisch aufgearbeitet und die Schnitte einer Immunfluoreszenz-Farbung fir SM-a-actin (griiner
Kanal, A und D) und S1PR1 (roter Kanal, B und E) unterzogen. Kerne wurden mit DAPI gefarbt (C
und F, blauer Kanal). Mal3stabsbalken = 100 um
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Abbildung 37: Darstellung der Isotyp-Kontrollen der SM-a/S1PR1
Immunfluoreszenzdoppelfarbungen. Chirurgisch gewonnene Plaques der A. iliaca (A-C: Praparat Nr.
5, vgl. Abbildung 30 A-C und D-F: Praparat Nr. 6, vgl. Abbildung 30 D-F) wurden histologisch
aufgearbeitet und die Schnitte einer Immunfluoreszenz-Farbung fur SM-a-actin (griiner Kanal, A und
D) und S1PR1 (roter Kanal, B und E) unterzogen. Kerne wurden mit DAPI gefarbt (C und F, blauer
Kanal). Maf3stabsbalken = 100 pm
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Abbildung 38: Darstellung Isotyp-Kontrollen der SM-a/S1PR1
Immunfluoreszenzdoppelfarbungen. Ch|rurg|sch gewonnene Plaques der A. iliaca (A-C: Praparat Nr.
3, vgl. Abbildung 31 A-C) und der A. femoralis (D-F: Praparat Nr. 8, vgl. Abbildung 31 D-F) wurden
histologisch aufgearbeitet und die Schnitte einer Immunfluoreszenz-Farbung fir SM-a-actin (griiner
Kanal, A und D) und S1PR1 (roter Kanal, B und E) unterzogen. Kerne wurden mit DAPI gefarbt (C
und F, blauer Kanal). MaRstabsbalken = 100 um
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