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um Einleitung

1 Einleitung

1.1 Abdominales Aortenaneurysma

Als Aneurysma wird eine 1,5-fache Erweiterung des Durchmessers einer Arterie definiert. Bei
einem durchschnittlichen Durchmesser der infrarenalen Aorta von 2 cm — hier sind iiber 90 % der
abdominalen Aortenaneurysmen lokalisiert (Siewert 2006, S. 461; Heider et al. 2007, S. 600) —
bedeutet dies, dass man ab 3,0 cm von einem abdominalen Aortenaneurysma spricht. Allerdings
miissen hier auch die altersbedingte Zunahme des Aortendurchmessers und geschlechtsspezifische
Unterschiede — bei Frauen ist der Aortendurchmesser etwas kleiner — beachtet werden (Eckstein et

al. 2009, S. 658).

1.1.1 Epidemiologie

Das abdominale Aortenaneurysma (AAA) ist eine Erkrankung, von der vor allem in der é&lteren
Bevolkerung eine beachtliche Anzahl von Menschen betroffen ist. Die Privalenz eines AAA {iber
3,0 cm betrégt {iber 65 Jahren 5,5 % bei Miannern und 1,3 % bei Frauen (Eckstein et al. 2009, S.
658), wobei iliber 80 % der abdominalen Aortenaneurysmen keinerlei Symptome hervorrufen
(Heider et al. 2007, S. 600). Die Ruptur eines AAA hat allerdings mit einer Gesamtletalitidt von
immer noch iiber 80 % eine infauste Prognose (Kniemeyer et al. 2000; Shimizu et al. 2006). Das
Risiko fiir eine Ruptur nimmt mit dem Durchmesser des Aneurysmas zu und steigt ab 5 cm
exponentiell an (Brewster et al. 2003, S. 1107; Reed et al. 1997, S. 2064). Ein zusitzlich erhohtes
Rupturrisiko besteht auBerdem bei starken Rauchern, einer positiven Familienanamnese, bei einem
schlecht eingestellten arteriellen Hypertonus, exzentrischer Form, hoher Wandspannung und bei

Frauen (Brewster et al. 2003, S. 1109).

1.1.2 Diagnostik und Therapie

Um nun abdominale Aortenaneurysmen frithzeitig zu erkennen und damit die durch AAA bedingte
Mortalitdt zu senken, ist ein Sonografiescreening sinnvoll. Dies gilt insbesondere fiir Ménner ab
dem 65. Lebensjahr, sowie fiir Frauen und Minnern aller Altersklassen mit einer positiven
Familienanamnese. Frauen ab dem 65. Lebensjahr sollten bei einer Raucheranamnese oder beim
Vorliegen anderer kardiovaskuldrer Erkrankungen untersucht werden (Eckstein et al. 2009, S. 662).

Vorteile dieser Untersuchungsmethode sind eine breite Verfligbarkeit, die einfache technische
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Durchfiihrbarkeit, die geringen Kosten, das Ausbleiben einer Strahlenbelastung und eine Sensitivitit
und Spezifitit von 98 % (Lindholt et al. 1999, S. 472; Gussmann et al. 2008). Andere diagnostische
Verfahren, die bei der Planung offener chirurgischer und endovaskuldrer Aneurysmaausschaltungen
zum Einsatz kommen sind die CT-Angiografie, die = Magnetresonanztomografie und die

Angiografie, wobei der CT-Angiografie die grofite Bedeutung zukommt (Gussmann et al. 2008).

Als geeigneter Schwellenwert, um die Indikation fiir eine operative oder endovaskuldre Therapie zu
stellen, werden zur Zeit ein Durchmesser von 5,5 cm fiir Méanner und zwischen 4,5 und 5,0 cm fiir
Frauen angesehen. Unterhalb dieser Grenzwerte geniigt nach Studienlage eine abwartend
iiberwachende Haltung mit regelméBigen Kontrollen (Collin 1999). Ein vorzeitiges therapeutisches
Eingreifen ist nur bei einer GroBenzunahme von mehr als 1 cm pro Jahr oder der Entwicklung von

Symptomen vonnéten (Brewster et al. 2003, S. 1113; Collin 1999, S. 408).

Zur Ausschaltung eines behandlungsbediirftigen AAA stehen zwei Verfahren zur Auswahl. Das ist
zum einen die offene Operation (OAR), zum anderen die endovaskuldre Aneurysmaausschaltung
(EVAR). Die offene Operation — sie ist technisch bei fast allen Patienten moglich — wird entweder
iiber eine mediane Laparatomie oder einen retroperitonealen Zugang durchgefiihrt. Der infrarenale
Abschnitt der Aorta wird ausgeklemmt, das Aneurysma eroffnet, offene Lumbalarterien werden
tiberndht und eine Rohr- (70 %) oder Bifurkationsprothese (30 %) implantiert. Das Aneurysma wird
dann zur Ummantelung der Prothese belassen, um einer Protheseninfektion vorzubeugen.
Gegebenenfalls miissen die A.mesenterica inferior oder die Nierenarterien reimplantiert werden
(Siewert 2006, S. 463). Bei der endovaskuldren Versorgung wird unter Rontgenkontrolle {iber die
A.femoralis eine Stentprothese in den aneurysmatisch erweiterten Teil vorgeschoben und dort
entfaltet. Voraussetzung daflir sind ausreichende Verankerungszonen fiir beide Enden der
GefaBprothese (Siewert 2006, S. 464). Vorteile einer endovaskuldren Versorgung sind geringere
Blutverluste, kiirzere Aufenthalte auf der Intensivstation, kiirzere Krankenhausaufenthalte und die
schnellere Erholung nach dem Eingriff (Brewster et al. 1998, S. 996; May et al. 1998, S. 213;
Zarins et al. 1999, S. 292). Nachteile und Risiken des EVAR sind das Auftreten von Endoleckagen
(Schurink et al. 1999), die hdufigere Notwendigkeit sekundirer Eingriffe (Laheij et al. 2000), eine
mogliche Konversion zu einer offenen Operation und die Ruptur des Aneurysmas (Brewster et al.
2003, S. 1113). Eine endovaskuldre Versorgung eignet sich deshalb vor allem fiir dltere Patienten
mit hohem Operationsrisiko, solange die anatomischen Voraussetzungen fiir die technische

Durchfiihrbarkeit gegeben sind (Brewster et al. 1998, S. 1002; Bernhard et al. 2002, S. 1155).
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1.1.3 Atiologie und Pathogenese

In der Vergangenheit wurde das AAA oft als eine Manifestation der Atherosklerose angesehen
(Patel et al. 1995). Allerdings miissen auch noch andere Mechanismen an der Entstehung eines
AAA beteiligt sein, denn nur 9 bis 16 % der Patienten mit ausgepragten atherosklerotischen
Veranderungen der abdominalen Aorta entwickeln dort auch ein Aneurysma (Blanchard et al. 2000,
S. 575; Shimizu et al. 2006, S. 988). Auf der anderen Seite entwickeln auch Patienten ohne
ausgepragte atherosklerotische Manifestationen an der Aorta ein Aneurysma (Shimizu et al. 2006,
S. 988). Das heilit zwar, dass atherosklerotische Verdnderungen moglicherweise einen permissiven
Charakter fiir die Entwicklung eines AAA aufweisen, sie aber weder notwendige noch hinreichende
Bedingung zur Entstehung eines solchen sind. Hinzu kommt, dass auch Unterschiede zwischen
AAA und atherosklerotischen Manifestationen an der Gefalwand bestehen. Beispielsweise sind bei
der Atherosklerose vor allem Intima und Media, beim AAA hingegen Media und Adventitia
betroffen (Ailawadi et al. 2003, S. 548). Risikofaktoren und Komorbidititen des abdominalen
Aortenaneurysmas sind das Alter, eine familiire Belastung, Nikotinabusus, eine koronare
Herzkrankheit und die arterielle Hypertonie (Lederle et al. 1997, S. 441; Eckstein et al. 2009, S.
658). Erhohte Blutfette spielen im Gegensatz zur Atherosklerose eine untergeordnete Rolle
(Lindholt et al. 2001b, S. 51). Durch das Vorhandensein von Risikofaktoren erhoht sich jedoch nicht

nur die Prévalenz, sondern es steigt auch das Risiko fiir die Ruptur eines AAA.

Pathogenetisch gesehen fithren hidmodynamische Einfliisse, Degenerations- und Thrombus-
induzierte Hypoxieprozesse, sowie Abbauprodukte medialer Proteine und andere bislang nicht
bekannte Faktoren zur Ausbildung von Neogefdflen und zur Einwanderung von Entziindungszellen
in die GefiBwand. Bedingt durch die Freisetzung von verschiedenen Zytokinen und reaktiven
Sauerstoffspezies aus eben diesen Entzlindungszellen kommt es zu einer weiteren Einwanderung
von Lymphozyten und zur Freisetzung verschiedenster Proteasen (z.B. MMPs, ADAM, ADAMTS,
Cathepsine). Letztere fiihren durch Abbauvorginge der extrazelluldren Matrix in der Tunica media
zur Destabilisierung und daraus folgender aneurysmatischer Erweiterung der abdominalen Aorta.
Erhohte Wandspannung fiihrt zu weiteren Umbauvorgidngen und Zunahme des Gefa8durchmessers.
Ohne adidquate Therapie kann dieser selbstverstirkende Prozess zu einer Ausdiinnung und
Schwichung der AAA-Wand fiihren, welche letztendlich den hamodynamischen Kréften nicht mehr
gewachsen ist und rupturiert (Ailawadi et al. 2003, S. 586-588). Die vorwiegende Lokalisation von
Aneurysmen in der infrarenalen Aorta scheint die Ursache zum einen in einem verminderten

Elastin-Kollagen Verhiltnis der abdominalen Aorta im Vergleich zu proximaleren Abschnitten
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(Ailawadi et al. 2003, S. 586), zum anderen in der dort herrschenden Himodynamik mit erhohter
Wandspannung zu haben (Moore et al. 1992, S. 391). SchlieBlich ist die aneurysmatisch verdnderte
GefaBwand durch eine Vielzahl histologischer Verdnderungen gekennzeichnet. Dazu zdhlen der
Abbau von Kollagen und Elastin (Krettek et al. 2003) in Media und Adventitia, der durch Apoptose
bedingte Verlust an glatten Muskelzellen der Media (Henderson et al. 1999; Li et al. 1997; Lopez-
Candales et al. 1997), sowie das Vorkommen von Lymphozyteninfiltraten und Makrophagen und
die Neovaskularisation (Ailawadi et al. 2003, S. 584). Entscheidende biologische Hauptfaktoren fiir
die Pathogenese sind dabei der proteolytische Abbau von Bindegewebe der Gefalwand,
Entziindungsvorgidnge und Immunreaktionen, die Wandspannung und molekulargenetische
Faktoren (Wassef et al. 2001). Dabei spielen gerade proteolytische Enzyme eine wesentliche Rolle
bei der Progression von AAA. Allerdings ist die Rolle der verschiedenen Proteasen in diesem

Zusammenhang bisher nicht hinreichend geklart.

1.2 Proteasen

Proteasen (oder Peptidasen) sind Enzyme, deren Funktion darin besteht die Hydrolyse von
Peptidbindungen zu katalysieren (Neurath, Walsh 1976). Sie werden in Exopeptidasen und
Endopeptidasen  unterschieden.  Exopeptidasen  spalten  endstindige  Peptidbindungen,
Endopeptidasen spalten hingegen Peptidbindungen, die im inneren Bereich von Peptidketten liegen.
Sie sind es auch, die hauptsidchlich an der Spaltung extrazelluldrer Proteine beteiligt sind (Garcia-
Touchard et al. 2005, S. 1119). Hierbei kommen verschiedene Mechanismen zum Tragen, nach
denen die Proteasen in vier Hauptgruppen unterteilt werden: ndmlich in Aspartat-, Cystein-, Serin-
und Metalloproteasen (Chapman et al. 1997, S. 64). Wihrend etwa die Serin- und Metalloproteasen
optimal bei neutralem pH funktionieren, benétigen die Cysteinproteasen ein saures Milieu.
Metalloproteasen sind gekennzeichnet durch ein Metall-Atom im aktiven Zentrum, in den meisten
Féllen ist dies ein Zinkion. Zu ihnen gehodren beispielsweise Matrix-Metalloproteasen (MMPs),
Adamalysine und Pappalysine. Gerade fiir die MMPs wurde eine Beteiligung bei verschiedensten
Pathologien nachgewiesen und intensiv untersucht, etwa bei der Angiogenese, beim
Tumorwachstum und der Metastasierung (Roy et al. 2006, S. 609). Auch in der Pathogenese des
AAA konnte fiir die MMPs eine Beteiligung nachgewiesen werden (Reeps et al. 2009). Zu den
Serinproteasen gehdren zum Beispiel viele Gerinnungsfaktoren (Thrombin, Protein C, Faktor VII,
IX, X und XII). Auch zwei Cathepsine werden ihnen zugerechnet (siehe 1.3). Vertreter der

Aspartatproteasen sind beispielsweise Pepsin und Renin. Zu ihnen gehdren ebenfalls zwei



um Einleitung

Cathepsine (siehe 1.3). Zu den Cysteinproteasen werden beispielsweise die Caspasen gezdhlt, die
eine Schliisselrolle bei der Apoptose spielen. Aullerdem wird dieser Gruppe der GroBteil der

Cathepsine zugerechnet (Garcia-Touchard et al. 2005).

1.3 Cathepsine

Cathepsine zéhlen unter den bekannten Proteasen zu den potentesten, insbesondere im Hinblick auf
ihre elastolytische Wirksamkeit (Chapman et al. 1997). Beim Menschen konnten bislang 15
verschiedenen Cathepsinen nachgewiesen werden. Diese unterteilen sich in 11 Cysteinproteasen
(Cathepsin B, C, F, H, K, L, O, S, V, W und X) (Rossi et al. 2004), zwei Aspartatproteasen
(Cathepsin D und E) und zwei Serinproteasen (Cathepsin A und G) (Zavasnik-Bergant, Turk 2006,
S. 349; Reich et al. 2010).

1.3.1 Beteiligung in physiologischen und patholgischen Prozessen

Ein GrofBiteil der Cysteinproteasen ist unter physiologischen Bedingungen intrazelluldr lokalisiert
und befindet sich in Lysosomen und Endosomen vieler Zellen. Dort sind sie daran beteiligt intra-
und extrazelluldre Proteine abzubauen. Allerdings spielen diese proteolytischen Enzyme auch
aulerhalb dieser Zellkompartimente eine wichtige Rolle (Liu et al. 2004, S. 1360). Beispielsweise
sind Cathepsine in der Schilddriise an der Abspaltung der Schilddriisenhormone vom Prohormon
Thyreoglobulin beteiligt (Dunn et al. 1991) und in den Nieren an der proteolytischen Prozessierung
von Prorenin zu Renin (Jutras, Reudelhuber 1999). In nicht unerheblichem Mafle sind Cathepsine
auch an den Vorgéngen der Apoptose beteiligt (Chwieralski et al. 2006, S. 144—145). Untersucht
wurde dazu beispielsweise der Einfluss von Cathepsin B auf die Apoptose von Hepatozyten
(Roberts et al. 1997; Guicciardi et al. 2000) und die Apoptose im Rahmen der Immunregulation
(Michallet et al. 2003; Michallet et al. 2004). Bei der neuronalen Apoptose sind Cathepsin B und L
beteiligt (Felbor et al. 2002), bei Lungenerkrankungen spielt Cathepsin D fiir den apoptotischen
Zelltod eine Rolle (Thibodeau et al. 2004). Eine weitere Funktion der Cathepsine ergibt sich im
Rahmen der durch den Major histocompatibility complex Typ II (MHC-II) vermittelten
Antigenprésentation, wobei die Cathepsine F, L und S die groite Rolle spielen (Chapman et al.
1997, S. 78; Lutgens et al. 2007, S. 3030; Hsing, Rudensky 2005; Shi et al. 2000). Cathepsin K
wird auch von Osteoklasten exprimiert und hat als Kollagenase eine wichtige Funktion bei
Umbauvorgédngen des Knochens. Auflerdem wurde ihm eine wichtige Rolle beim Riesenzelltumor

nachgewiesen (Lindeman et al. 2004, S. 593). Ein Mangel dieser Protease durch eine Mutation im
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Cathepsin K Gen ist die Ursache der Pyknodysostose, bei der es zu Stérungen im Knochenumbau
kommt, weil Osteoklasten nicht mehr in der Lage sind kollagene Matrix zu degradieren.
(Motyckova, Fisher 2002). Bei der Neoangiogenese im Rahmen der Wundheilung der Haut hat etwa
Cathepsin S eine entscheidende Funktion (Shi et al. 2003). Cathepsine tragen auch zum invasiven
Wachstum und zur Neoangiogenese beim Pankreaskarzinom bei und erwiesen sich als gute
Prognosemarker fiir ein Rezidiv kurativ resezierter Adenokarzinome des Pankreas (Niedergethmann
et al. 2004; Joyce et al. 2004). Fiir Cathepsin D konnten wichtige Funktionen bei Entstehung,
Fortschreiten und Metastasierung des Mammakarzinoms nachgewiesen werden (Liaudet-Coopman
et al. 2006). Auch wurde es als moglicher immunhistochemischer Marker fiir dessen Progression
untersucht (Abbott et al. 2010). Auch scheinen die Cathepsine eine wichtige Rolle bei Invasion und
Metastasierung verschiedener weiterer Tumorentitdten zu spielen, so etwa beim Uveamelanom
(Paraoan et al. 2009), beim kolorektalen Karzinom (Sullivan et al. 2009) und beim
Nasopharynxkarzinom (Xu et al. 2009), um nur einige Beispiele zu nennen, die in jiingerer Zeit

Gegenstand von Untersuchungen waren.

Der wichtigste extrazelluldre Inhibitor der Cysteinproteasen ist Cystatin C, das zur Superfamilie der
Cystatine und innerhalb dieser wiederum zur Familie der Typ-2-Cystatine gehort. Zur Superfamilie
der Cystatine gehdren daneben noch die intrazelluldr wirkenden Typ-1-Cystatine (Stefine) und die
ebenfalls extrazellular wirkenden Kininogene (Turk et al. 2001, S. 4631; Shi et al. 1999, S. 1191;
Chapman et al. 1997, S. 71). Die stirkste inhibitorische Wirksamkeit hat Cystatin C auf die
Cathepsine L und S, gefolgt von Cathepsin B und Cathepsin H (Hall et al. 1998, S. 4077)
Cystatin C, dessen Gen auf Chromosom 20 lokalisiert ist (Abrahamson et al. 1989, S. 223), besitzt
eine atomare Masse von 13kDa (Shi et al. 1999, S. 1191). Die Bestimmung der
Serumkonzentration von Cystatin C kann routinemdfig zur nicht invasiven Abschitzung der
glomeruldren Filtrationsrate und als Marker einer frithen Nierenfunktionsstdrung eingesetzt werden
(Lindholt et al. 2001a, S. 1473). Cystatin C ist aullerdem in den meisten Korperfliissigkeiten
vorhanden, wobei die hochsten Konzentrationen in Samenfliissigkeit, Liquor und Milch gefunden

wurden (Abrahamson et al. 1986).

1.3.2 Rolle bei der Atherosklerose
Neben den oben genannten Krankheiten sind Cathepsine auch an verschiedensten Vorgéngen im
Rahmen der Atheroskleroseentstehung beteiligt, was in verschiedenen Untersuchungen gezeigt

werden konnte. In der Pathogenese der Atherosklerose kommt es in der Anfangsphase zur



um Einleitung

Einwanderung von Leukozyten aus dem Blutstrom in die Gefdwand. Dazu muss von diesen
allerdings die subendotheliale Basalmembran — bestehend aus Kollagen Typ IV, Laminin und
Fibronektin (Kittelberger et al. 1990) — {iberwunden werden, indem diese extrazelluldren Matrix-
Komponenten abgebaut werden. Dieser Abbau extrazelluldrer Matrix (ECM) ist ebenso fiir die
Einsprossung von Neogefdflen notwendig (Libby, Schonbeck 2001, S. 259). Bei diesen Vorgédngen
spielen vermutlich Cathepsine eine wichtige Rolle. Es konnten ndmlich in der Basalmembran friiher
atherosklerotischer Lisionen bedeutende Mengen an Cathepsin K und S nachgewiesen werden
(Sukhova et al. 1998, S. 578). Fiir Makrophagen, die von Monozyten abstammen, konnte gezeigt
werden, dass sie beachtenswerte Mengen der Cathepsine K, L und S sezernieren (Liu et al. 2004, S.
1363). Auch bei In-vitro-Versuchen wurde eine stimulierte Einwanderung von Monozyten durch
einen Hemmstoff von Cathepsinen deutlich reduziert (Sukhova et al. 2003). Ein weiterer wichtiger
Vorgang in der Pathogenese der Atherosklerose ist die Einwanderung glatter Muskelzellen der
Media in die Intima. Dazu miissen sie jedoch die Lamina elastica interna iiberwinden. Allerdings
stellen die elastischen Fasern ein Hindernis dar, wie bei In-vitro-Experimenten gezeigt werden
konnte (Ooyama et al. 1987). An der Degradierung dieses Elastins sind vermutlich ebenfalls
Cathepsine beteiligt, die von glatten Muskelzellen sezerniert werden. So konnte zum Beispiel in
vitro gezeigt werden, dass glatte Muskelzellen unter Stimulation mit den Zytokinen IL-18 und
IFN-y aktives Cathepsin S sezernieren, welches in der Lage ist Elastin abzubauen (Sukhova et al.
1998, S. 579). Nach derzeitigem Wissen sind unter den Cysteincathepsinen — in absteigender
Reihenfolge — die Cathepsine V, K und S diejenigen, mit der stirksten elastolytischen Wirksamkeit
(Yasuda et al. 2004, S. 36770). Alle drei werden unter anderem von Makrophagen exprimiert.
Doppel-knockout-Méuse fiir den LDL-Rezeptor und fiir Cathepsin S entwickelten deutlich weniger
ausgepragte atherosklerotische Lisionen als Knockout-Mause nur fiir den LDL-Rezeptor. In deren
Intima befanden sich deutlich weniger glatte Muskelzellen, Makrophagen und Lipide (Sukhova et
al. 2003). Wie schon oben beschrieben sind Cathepsine an der Apoptose beteiligt. Dies ist auch bei
der Atherosklerose der Fall. Oxidiertes LDL destabilisiert in phagozytierenden Zellen die Membran
der Lysosomen, sodass aus diesen Cathepsine ins Zytoplasma freigesetzt werden und den
apoptotischen Tod der Zelle initiieren (Li et al. 2001; Li et al. 1998). So kommt es zu
extrazelluldren Lipidablagerungen in der GefdBwand. Auch die Neovaskularisation ist fiir die
Vorgdnge bei der Atherosklerose von essenzieller Bedeutung, weil dariiber etwa Leukozyten oder
Plasmabestandteile, wie Lipoproteine, an den Ort des Geschehens gebracht werden. An dieser

Neovaskularisation sind wahrscheinlich ebenfalls Cathepsine beteiligt, wobei sie hier wiederum
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extrazelluldre Matrix degradieren (Shi et al. 2003; PremzI et al. 2006; Wang et al. 2006). Allerdings
fehlen hierzu speziellere Untersuchungen in Bezug auf die Atherosklerose. Fiir Cathepsin L konnte
auch gezeigt werden, dass dessen Serumspiegel bei Patienten mit einer Stenose in mindestens einer

Koronararterie signifikant erhoht war (Liu et al. 2006b).

1.3.3 Cathepsine im Aortenaneurysma — Stand der Forschung

Obwohl abdominale Aortenaneurysmen meist auch mit atherosklerotischen Veranderungen in der
GefaBwand einhergehen, oder moglicherweise die Atherosklerose den AnstoB zur
Aneurysmaentstehung gibt, handelt es sich doch um zwei verschiedene Entitdten. Deshalb ist es
nicht ohne Weiteres moglich Erkenntnisse beziiglich der Cathepsine in der Atherosklerose auf das
AAA zu iibertragen. Allerdings wurde die Rolle der Cathepsine speziell im AAA bisher nur sehr
bruchstiickhaft untersucht (Tabelle 1).

Tabelle 1: Bisherige Studien zu Cathepsinen im AAA

Cathepsin/Cystatin Methoden Untersuchungsmaterial Literatur
. 6 AAA (Gacko, Glowinski 1998)
Cathepsin D, L Protease assay 6 Kontrollen
. WB
Cathepsin K, S ELISA (Serum) 4/6* AAA (Shi et al. 1999)
Cystatin C* [HC* 11/4* Kontrollen
Bestimmung der .
Cystatin C Serumkonzen%ration 142 AAA (Lindholt et al. 2001a)
. IHC 7/5% AAA (Liu et al. 2006b)
Cathepsin L WB* 7/6* Kontrollen
. ELISA
Catkgpsstg}[iE’AH’BK’cL’ S Specific fluorogenic 82 AAA (Abisi et al. 2007)
y > substrate assays 13 AOD
. 17 AAA
Cathepsin K, L, S WB : (Abdul-Hussien et al. 2007)
Cystatin C PCR 15 rupturierte AAA

11 Kontollen

Im Jahr 1998 wurde von einer polnischen Forschergruppe die Aktivitit der Cathepsine D und L in
der AAA GefiBwand und im parietalen Thrombus (Abscheidungsthrombus, der der
Aneurysmawand von innen anliegt) untersucht (Gacko, Glowinski 1998). Es wurde gezeigt, dass
die Aktivitdt beider untersuchter Cathepsine in den AAA im Vergleich zu den Kontrollen erhoht
war. Auch in den parietalen Thromben konnte im Vergleich zu einfachen Blutgerinnseln eine

erhohte Aktivitidt nachgewiesen werden. Shi, Sukhova et al. aus den USA konnten 1999 mittels
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Western Blot Analyse zeigen, dass die Expression der Cathepsine K und S in AAA-Priparaten im
Vergleich zu solchen von Kontrollgefien erhoht, die Expression von Cystatin C hingegen
vermindert war. Sie zeigte ebenfalls eine verminderte immunhistochemische Cystatin C Féarbung
von AAA-Priparaten im Vergleich zu Kontrollaorten, die von Organspendern fiir eine
Herztransplantation stammten. Serumanalysen (ELISA) und Ultraschalluntersuchungen der Aorta
wiesen eine negative Korrelation von Cystatin C mit dem Durchmesser der abdominalen Aorta auf
(Shi et al. 1999). 2001 wurde auch von Lindholt et al. eine negative Korrelation von Cystatin C
Serumspiegeln mit dem AAA-Durchmesser und der GroBBenzunahme beschrieben (Lindholt et al.
2001a). Im Jahr 2006 wurde von Liu et al. die Expression von Cathepsin L im AAA mittels
Immunhistochemie und Western Blot untersucht (Liu et al. 2006b). Dabei zeigte sich in der
Immunhistochemie eine vermehrte Expression von Cathepsin L in den AAA-Préparaten im
Vergleich zu Kontrollen, die von Organspendern fiir eine Herztransplantation stammten. Vor allem
farbten sich die Regionen, in denen viele Makrophagen lokalisiert waren. Auch bei der Western
Blot Analyse zeigten AAA im Vergleich zu Kontrollen eine vermehrte Expression. Abisi et al. aus
GroBbritannien verglichen 2007 die Proteinexpression und Aktivitidt der Cathepsine B, H, K, L, S
und der Cystatine A, B, C in AAA-Priparaten mit der in Prdparaten von Patienten mit einer
aortalen Verschlusskrankheit (AOD) (Abisi et al. 2007). Als Methoden wurden Enzyme-linked
immunosorbent assays (ELISA) und Specific fluorogenic substrate assays verwendet. Bei der
Bestimmung der Proteinexpression zeigten sich im AAA nur fiir Cathepsin H erhohte, fiir
Cystatin C verminderte Werte im Vergleich zur AOD. Die anderen Cathepsine und Cystatine wiesen
keinen signifikanten Unterschiede auf. Die Aktivititen der Cathepsine B, H, L und S waren in den
AAA-Proben im Vergleich zu den AOD-Proben signifikant erhoht. Ebenfalls im Jahr 2007
publizierten Abdul-Hussien et al. aus den Niederlanden Ergebnisse, die unter anderem eine erhohte
Expression von mRNA der Cathepsine K, L und S in abdominalen Aortenaneurysmen im Vergleich
zu Kontrollen zeigten (Abdul-Hussien et al. 2007). Fiir rupturierte und nicht rupturierte AAA
zeigten sich keine Unterschiede. Diese Ergebnisse wurden auch durch Western Blot Analysen
bestétigt. Fiir Cystatin C zeigten sich im Western Blot verminderte Proteinmengen im AAA,

allerdings war das nicht bei der Expression von mRNA der Fall.

1.4 Motivation und Fragestellung
Das abdominale Aortenaneurysma (AAA) ist in der alternden Bevolkerung eine héaufige

Erkrankung, die nicht selten unbemerkt bleibt, weil sie meistens keine Beschwerden verursacht. Die
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Gefahr fiir die Betroffenen besteht darin, dass ein AAA hiufig die Ruptur der erweiterten
Bauchschlagader verursacht, was in iiber 80 % der Fille zum Tode fiihrt. Ein GroBteil dieser
Patienten stirbt bereits vor Erreichen eines Krankenhauses. Aus diesen Griinden ist es
unumginglich, Betroffene zu erkennen und rechtzeitig das Aneurysma operativ oder interventionell
zu versorgen. Als Kriterien fiir die Indikationsstellung zu einer Operation oder endovaskulidren
Therapie stehen bis heute nur der Durchmesser, eine schnelle Gréfenzunahme oder die
Entwicklung von Symptomen zur Verfiigung. Allerdings ist es durchaus moglich, dass auch kleine
Aneurysmen rupturieren, sehr grole Aneurysmen jedoch iiber viele Jahre stabil bleiben. Hier wére
es wiinschenswert fiir den jeweiligen Patienten das Risiko besser einschidtzen zu konnen, um
einerseits gefdhrdeten Personen rechtzeitig eine Therapie anzubieten, andererseits Menschen mit
einem geringen Risiko nicht den erheblichen Risiken eines operativen Eingriffs auszusetzen. Ein
Ansatz dazu ist es die molekularbiologischen Vorginge, die zu der Entstehung und Progression von
AAA fiihren, besser zu verstehen. Entscheidend in der Pathogenese des Bauchaortenaneurysmas ist
die Destabilisierung der GefdBwand durch den Abbau extrazelluldrer Matrix — im Speziellen Elastin
und Kollagen. Daran sind verschiedenste Proteasen beteiligt und unter anderem auch Cathepsine.
Gerade die Cathepsine scheinen mit ihrem ausgeprigten elastolytischen Potenzial ein
vielversprechender Ansatzpunkt fiir genauere Untersuchungen zu sein. Cathepsine wurden bereits
bei vielen anderen Erkrankungen und physiologischen Vorgingen untersucht. Dazu zdhlen
verschiedene Tumorerkrankungen, Knochenumbauvorginge, Wundheilung und Atherosklerose.
Dabei wurde festgestellt, dass sich Cathepsine an vielen pathophysiologischen Vorgéingen
beteiligen, die auch in der aneurysmatischen GefiBwand von Bedeutung sind. Dazu zéhlen z.B. der
Abbau extrazelluldrer Matrix, die Neoangiogenese oder die Apoptose. Deshalb ist zu vermuten,
dass dies auch im AAA der Fall ist. Fiir andere Proteasen, wie etwa MMPs, wurde bereits in
verschiedenen Studien deren Bedeutung in der Pathogenese des AAA untersucht. Dass auch
Cathepsine in der AAA-Pathogenese von entscheidender Bedeutung sind konnte in neueren
Untersuchungen gezeigt werden, allerdings sind die Ergebnisse der bisherigen Untersuchungen sehr
bruchstiickhaft und lassen noch viele Fragen unbeantwortet. Um nun einen umfassenden Uberblick
iiber die Bedeutung der Cathepsine im AAA zu bekommen befasst sich diese Arbeit mit folgenden

Fragestellungen:

10
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Welche pathophysiologischen  Verdnderungen — inklusive Zellbeteiligung und
extrazelluliren Gewebebestandteilen — charakterisieren das AAA verglichen mit einer

gesunden Aortenwand?

In welchen Zellen innerhalb der AAA-GefdBBwand werden klinisch relevante Cathepsine (B,
D, K, L und S) bzw. ihr Inhibitor Cystatin C exprimiert?

Exprimieren die Zellen der gesunden Aortenwand ebenfalls dieselben Cathepsine und

Cystatin C?

Gibt es Unterschiede in der zelluldren Cathepsinexpression zwischen Patienten mit

symptomatischen und asymptomatischen AAA?

Wie grof3 ist die quantitative Cathepsin/Cystatin-Expression in AAA-Gefiwédnden im

Vergleich zu den Aorten von Kontrollpatienten?

Gibt es auch Unterschiede in der quantitativen Cathepsin/Cystatin-Expression zwischen

Patienten mit symptomatischen und asymptomatischen AAA?

Werden Cathepsine, die in der erkrankten GefaBwand exprimiert werden, und Cystatin C bei

AAA-Patienten vermehrt bzw. vermindert in das Blut abgegeben?

11
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2 Material und Methoden
2.1 Materialien und Reagenzien

2.1.1 Immunhistochemie
Gerite:

Color Video Camera 3CCD Color MC 3255 (Sony, Tokio, Japan)

Eindeckgerit Promounter RCM 2000 (Medite GmbH, Burgdorf, Deutschland)
Mikroskop Axioplan 2 Imaging (Carl-Zeiss Lichtmikroskopie, Jena, Deutschland)
Mikrotom HM335E (Microm international, Walldorf, Deutschland)

Vortex-Riittler MS1 Minishaker (IKA Werke GmbH, Staufen, Deutschland)

Materialien:

Adhisionsobjekttrager SuperFrost® Plus (Menzel GmbH, Braunschweig, Deutschland)
Mikrotomklingen R35 und S35 (Feather, Osaka, Japan)

Objekttrager SuperFrost® (Menzel GmbH, Braunschweig, Deutschland)

Chemikalien:

Dako REAL™ Antibody Diluent S2022 (DAKO, Glostrup, Ddnemark)

DAKO ChemMate™ Detection System, APAAP, Mouse Code No. K 5000 (DAKO,
Glostrup, Dédnemark)

o APAAP-Immunkomplex
o Sekundérantikorper

o Substrate-Buffer

o Chromogen Red 1

o Chromogen Red 2

12
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o Chromogen Red 3
o Levamisole

Dako REAL™ Detection System, Peroxidase/DAB+, Rabbit/ Mouse Code K5001 (DAKO,
Glostrup, Dédnemark)

o

Link, Biotinylated Secondary Antibodies (AB2) (90 ml ready-to-use)

o Biotinylated anti-mouse and anti-rabbit immunoglobulins in buffered solution,

containing carrier protein and sodium azide.
o Streptavidin Peroxidase (HRP) (90 ml ready-to-use)

o Streptavidin conjugated to horseradish peroxidase in buffered solution, containing

carrier protein and preservative.
o DAB Diaminobenzidine Solution (5 ml 50 x cocentrated)
o 3,3 diaminobenzidine tetrahydrochloride in organic solvent.
o HRP Substrate Buffer (250 ml ready-to-use)

Buffered solution, containing hydrogen peroxide and preservative.

[e]

EDTA

Ethanol 70 %

Ethanol 96 %

Héamalaun, sauer, nach Mayer

Isopropanol 100 %

PBS

Poly-L-Lysine Solution P 8920 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)
Pritt Bastelkleber (Henkel, Diisseldorf, Deutschland)

Protease Typ XXIV, bakteriell (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)
Serum Ziege S1000 (Vector Laboratories Inc., Burlingame, USA)

Trizma Base (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)

Wasserstoff-Peroxid, 3 %

13
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Xylol

Antikorper:

Primédrantikorper:

e}

[e]

CD3, Rabbit Anti-Human, polyklonal, A0452 (DAKOCytomation, Glostrup,

Dénemark)

CD20, Mouse Anti-Human, monoklonal, M0755, Klon L26 (DAKOCytomation,
Glostrup, Dédnemark)

CD68 , Mouse Anti-Human, monoklonal, M0814, Klon KP1 (DAKOCytomation,

Glostrup, Didnemark)

vWEF, Mouse Anti-Human, monoklonal, M0616, Klon F8/86 (DAKOCytomation,
Glostrup, Dédnemark)

Muscle Actin, Mouse Anti-Human, monoklonal, M0635, Klon HHF35
(DAKOCytomation, Glostrup, Ddnemark)

Cathepsin B, Mouse monoclonal [CB131] to Cathepsin B (ab26395) (Abcam,
Cambridge, UK)

Cathepsin D, Mouse monoclonal [CTD-19] to Cathepsin D (ab6313) (Abcam,
Cambridge, UK)

Cathepsin K, Mouse monoclonal [3F9] to Cathepsin K (ab37259) (Abcam, Cambridge,
UK)

Cathepsin L, Mouse monoclonal [13C2] to Cathepsin L (ab50799) (Abcam, Cambridge,
UK)

Cathepsin S, Goat polyclonal to Cathepsin S (ab18822) (Abcam, Cambridge, UK)

Cystatin C, Rabbit polyclonal to Cystatin C (ab33487) (Abcam, Cambridge, UK)

Sekundérantikdrper:

[e]

Rabbit Anti-Goat, biotinyliert, polyclonal, E0466 (1,6 g/l) (DAKOCytomation, Glostrup,

Dénemark)
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Losungen:

Citratpufter pH 6,0

o 2,1 g Citrat-Monohydrat

o 1000 ml Aqua dest.

o mit Natronlauge 2 N pH einstellen
Polylysinkleber:

o Poly-L-Lysine Solution P 8920 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland)

o Pritt Bastelkleber (Henkel, Diisseldorf, Deutschland)
TRIS-Gebrauchslosung: 10fach mit Aqua dest. verdiinnter TRIS-Puffer
TRIS-Puffer, pH 7,6

o 60,5 g Trizma Base

o 700 ml Aqua dest.

o mit HCI pH einstellen, mit Aqua dest auf 1000 ml auffiillen

o 90 g NaCl

2.1.2 PCR

Gerite:

Gel-Kammer (wide) mini-sub cell GT (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA)
Mastercycler personal (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)

DU 530 UV vis spectrophotometer (Beckman Coulter, Brea, USA)

PowerSupply Model 200/2.0 (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA)
Stratagene Eagle Eye II Imaging System (Pegasus System Inc., Rockville, USA)

SYBR-Green-Cycler iQ™ 5 Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad Laboratories Inc.,
Hercules, USA)

Thermomixer compact (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)

Zentrifuge 5417 R (Eppendorf AG,Hamburg, Deutschland)
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Materialien:

96 Multiply® PCR Platte natur (Sarstedt AG & Co., Niimbrecht, Deutschland)

Chemikalien:
Agarose peqGOLD universal 35-1010 (peqLab Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland)

cDNA Synthesis Kit RevertAid, K1622 (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland)
o Revert Aid™ M-MulV Reverse Transcriptase (200 u/ul)
o RiboLock™ RNase Inhibitor (20 u/pl)

o 5X Reaction Buffer (250 mM Tris-HCI (pH 8,3), 250 mM KCI, 20 mM MgCl,, 50 mM
DTT)

o 10 mM dNTP Mix
o Oligo(dT);s Primer (100 uM, 0,5 pg/ul (15 a260 u/ml))
o DEPC-treated Water

DNA-Leiter peqGOLD 50 bp, 25-2000 (peqLab Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland)

dNTP-Set peqGOLD, 20-2011 (peqLab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland)
Ethidiumbromid 0,5 mg/ml (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,Deutschland)
Ethanol 100 %

Ethanol 70 %

Glykogen, REF 10 091 393 001 (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,Deutschland)
JURKAT DNA (100 ng/ul)

High Pure RNA Paraffin Kit 03 270 289 001 (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland):

o Tissue Lysis Buffer
o Proteinkinase K, PCR grade

o Binding Buffer

16
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Wash Buffer |

Wash Buffer 11

DNase |

DNase Incubation Buffer, 10x conc.
Elution Buffer

High Pure Filter Tubes

Collection Tubes

Mastermix KAPA SYBR 07-KK4600-02 (peqLab Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland)

NaAcetat (3 M, pH 4.,5)

PCR-Wasser double processed (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)

Proteinkinase K, rekombinant, REF 03 115 879 001 (Roche Diagnostics GmbH,

Mannheim,Deutschland)

Reactionbuffer Y, 10x (peqLab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland)

RNaseZAP (Invitrogen, Carlsbad, USA)

SAWADY "Hot" Tag-DNA-Polymerase (peqLab Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland)

SDS 10 %

Xylencyanol 6x

Xylol

17
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Primer:
Bezeichnung Sequenz (5'->3") Schmelztemperatur Ty, [°C]
CathB-F1 ctacagcccgacctacaaacag 62,1
CathB-F2 tatcagccacaaatccagceaac 58,4
CathB-F3 ttcttgegactcttgggacttc 60,3
CathB-R1 atgatgtccttctcgctattgg 58,4
CathB-R2 cacggggtagcatcttggttat 60,3
CathB-R3 tgacgaggatgacagggaacta 60,3
CathD-F1 gctetgecaccctacctgttea 64,0
CathD-F2 gaaacagaggagagtcccagag 62,1
CathD-F3 cccacacacacccacacacteg 65,8
CathD-R1 tttgtceectctcactecttee 62,1
CathD-R2 ccacagaacaaaacagcaagtc 58,4
CathD-R3 ccagggaggggaaaaccacaga 64,0
CathK-F1 aagggaaacaagcactggataa 56,5
CathK-F2 aacagatttccatcagcaggat 56,5
CathK-F3 gacctccttccagttttacage 60,3
CathK-F4 ggagctgacttccgcaatcecg 65,8
CathK-F5 acaacccaacaggcaaggcage 64,0
CathK-F6 gcectggagggcecaactcaaga 65,8
CathK-R1 gttcttatttcgagecatgagg 58,4
CathK-R2 tattgcttcctgtgggtcttct 58,4
CathK-R3 tatccagtgcttgtttcectte 58,4
CathK-R4 tgtctggcttegtttcggcage 64,0
CathK-R5 ggccacagagacaggtcccact 65,8
CathK-R6 agccccctccacagecatcatt 64,0
CathL-F1 tacactcatccttgetgecttt 58,4
CathL-F2 atcagggtcagtgtggttcttg 60,3
CathL-F3 agggtcagtgtggttcttgttg 60,3
CathL-R1 tcctceatecttettcattcat 56,5
CathL-R2 tgagataagcctcccagtttte 58,4
CathS-F1 tgttcacactttgccctatgac 58,4
CathS-F3 tttctgaccttccectgaagta 58,4
CathS-R1 aggggctccataaggaaataaa 56,5



CathS-R2
CathS-R3
CysC-F1
CysC-F2
CysC-R1
CysC-R2
CysC-R3
GAPDH-F2
GAPDH-F3cD
GAPFH-F4cD
GAPDH-R2
GAPDH-R3cD
GAPDH-R4cD

Losungen:

Agarosegel 2 %:

ggaaataaaggcccaaagaaac
taaggatgctccttttctcetgg
accaggagacagacagagaagg
gectgtgectatcacctcttat
ggctatgagaagcaagaaggaa
ccttetetgtetgtctectggt
atgagaagcaagaaggaaggag
cactgccaacgtgtcagtggtg
tcaagtggggcgatgctggce
ggggctggeattgecctcaa
tgtagcccaggatgeccttgag
tgggggcatcageagagggg
ggctggtggtecaggggtet

o 50/100 ml 1x TBE Puffer

56,5
58,4
62,1
60,3
58,4
62,1
58,4
64,0
63,5
59,6
64,0
65,5
59,8

Material und Methoden

o 1/2 gAgarose peqGOLD universal 35-1010 (peqLab Biotechnologie GmbH, Erlangen,

Deutschland)

o 50/100 pl Ethidiumbromid 0,5 mg/ml (Roche Diagnostics GmbH,

o Mannheim,Deutschland)

TBE-DNA-Elektrophoresepufter 10x

o 108 g Trizma Base
o 55 g Borsdure

o 40ml 0,5 M EDTA

o auf 1000 ml mit Aqua dest. auffiillen
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2.1.3 Western Blot

Gerite:

Blot-Apparatur Trans-Blot SD (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA)

CanoScan 8800 F (Canon, Tokyo, Japan)

Elektrophorese-Kammer (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA)
Entwicklermaschine fiir Rontgenfilme CAT SRX-101A (Konica Minolta, Tokyo, Japan)
Gel-Apparatur (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA)

Photometer Asys Expert Plus Microplate Reader (Biochrom Ltd., Cambridge, UK)
PowerPac HC (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA)

Short Plate (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA)

Thermomixer compact (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)

Materialien:

Glass Plate 1,5 mm (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA)

Kéamme (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA)

Medical X-Ray Film 100NIF (Fujifilm Europe GmbH, Diisseldorf, Deutschland)
PVDF-Membran

Zellkultur Testplatte 96F (Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Schweiz)

Chemikalien:
Acrylamid 30 %

Acrylamid/Bis-Acrylamid 37:1 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)
APS (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)

BSA (Bovines Serumalbumin) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)
o BSA (1:10) Verdiinnung: 90 pl Lysispufter + 10 ul BSA (10 mg/ml)

o BSA (1:5) Verdiinnung: 80 ul Lysispuffer + 20 pl BSA (10 mg/ml)
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Pierce® BCA Protein Assay Kit (Reagent B: Reagent A 1:50) (Pierce Biotechnology,
Rockford, USA)

o BCA™ Protein Assay Reagent A
o BCA™ Protein Assay Reagent B
Ponceau S Losung (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)

Proteinmarker III peqGOLD, vorgefirbt, (peqLab Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland)

SDS (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)

SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific, Waltham, USA)
o Luminol/Enhancer

o Stable Peroxidase Buffer

TEMED (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)

Trizma-Base (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)

Tween 20 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)

Antikorper:

Primérantikorper:
o Cathepsin B, rabbit polyclonal to Cathepsin B (ab30443) (Abcam, Cambridge, UK)

o Cathepsin D, Mouse monoclonal [CTD-19] to Cathepsin D (ab6313) (Abcam,
Cambridge, UK)

o Cathepsin K, Mouse monoclonal [3F9] to Cathepsin K (ab37259) (Abcam, Cambridge,
UK)

o Cathepsin L, rabbit polyclonal to Cathepsin L (ab49984) (Abcam, Cambridge, UK)
o Cathepsin S, Goat polyclonal to Cathepsin S (ab18822) (Abcam, Cambridge, UK)
o Cystatin C, Rabbit polyclonal to Cystatin C (ab33487) (Abcam, Cambridge, UK)

o GAPDH, Mouse, monoklonal [6C5] to GAPDH, ab8245 (Abcam, Cambridge, UK)
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Sekundérantikdrper:

e}
[e]

o

Losungen:

Material und Methoden

Donkey Anti-Goat IgG, HAF109 (R&D Systems Inc., Minneapolis, USA)

Goat Anti-Mouse IgG, TM-001-HR (Thermo Scientific, Waltham, USA)

Goat Anti-Rabbit IgG, TR-001-HR (Thermo Scientific, Waltham, USA)

Blocking-Pufter:

[e]

o

45 ml Aqua dest.
5 ml 10fach TBS-Puffer
2,5 g Magermilchpulver

50 ul Tween 20

Coomassie-Blue-Losung:

e}

[e]

50 ml Methanol
10 ml Ethansdure
40 ml Aqua dest.

0,5 mg Commassie brilliant Blue

Elektrophoresepuffer:

[e]

e}

1000 ml Aqua dest.
3 g Trizma-Base
144 g Glycin

10 g SDS

Ladepufter zweifach:

o

[e]

e}

3,25 ml Aqua dest.
1,25 ml 0,5 M TRIS-CI (pH 6,8)

3,00 ml Glycerin 30 %
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nm Material und Methoden
o 2,00 ml SDS
o 0,5 ml Bromphenolblau
Lysepuftfer:
o 50 mM TRIS-HCI pH 8
o 150 mM NacCl
o 1% NP-40
o 0,1% SDS
o 0,5 % Natriumdesoxycholat
o 0,02 % Natriumazid
Sammelgel, 5%ig :
o 2,75 ml Aqua dest.
o 1,25 ml 1,5 M Tris-Cl (pH 6,8)
o 0,85 ml Acrylamid 30 %
o 50 ul SDS 10 % in Aqua dest.
o 25 ul APS 10 % in Aqua dest.
o 5 ul TEMED
TBS-Puffer, 10fach (pH 7,6):
o 24,2 g Trizma-Base
o 80 gNaCl
o 800 ml Aqua dest.
o mit HCI pH einstellen, mit Aqua dest. auf 1000 ml auffiillen
Transferpufter:
o 800 ml Aqua dest.
o 100 ml Methanol

o 100 ml Millipore-Wasser
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o 3 g Trizma-Base
o 14,4 g Glycine
Trenngel, 10%ig:
o 4,10 ml Aqua dest.
o 2,50 ml 1,5 M Tris-Cl (pH 8,8)
o 3,30 ml Acrylamid 30 %
o 100 ul SDS 10 % in Aqua dest.
o 50 ul APS 10 % in Aqua dest.
o 5 ul TEMED
Trenngel 15%ig:
o 2,40 ml Aqua dest.
o 2,50 ml 1,5 M Tris-Cl (pH 8,8)
o 5,00 ml Acrylamid 30 %
o 100 ul SDS 10 % in Aqua dest.
o 50 ul APS 10 % in Aqua dest.
o 5 ul TEMED
TRIS-CI1, 0,5 M (pH 6,8):
o 6,00 g Trizma-Base
o 80 ml Aqua dest.
o mit HCI pH einstellen, mit Aqua dest. auf 100 ml auffiillen
TRIS-CI, 1,5 M (pH 8,8):
o 18,15 g Trizma-Bse
o 170 ml Aqua dest.
o mit HCI pH einstellen, mit Aqua dest. auf 100 ml auffiillen

Waschpuffer:
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o 90 ml Aqua dest.
o 10 ml 10fach TBS

o 100 pl Tween

Software:
Photoshop Elements 2.0 (Adobe, San Jose, USA)

2.1.4 Immunprazipitation
Materialien/Chemikalien:
Catch and Release® v2.0 Reversible Immunoprecipitation System (Millipore Corporation,

Billerica, USA)

o]

Antibody Capture Affinity Ligand

o Catch and Release® Wash Buffer, 10X

o Catch and Release® Denaturating Elution Buffer, 1X
o Catch and Release® Spin Columns

o Catch and Release® Capture Tubes

Antikorper:
siche 2.1.3

2.2 Patienten

Insgesamt wurden AAA-Préparate von 40 Patienten untersucht, die sich in den Jahren 2005 bis
2008 einer offenen Aneurysma-Operation in der Klinik fiir Gefdchirurgie des Klinikums rechts der
Isar der Technischen Universitit Miinchen unterzogen. Histologische Untersuchungen und
quantitative Real-Time RT-PCR wurden an AAA-Pridparaten von 32 Patienten durchgefiihrt.
Innerhalb dieser Gruppe wurden zusétzlich die Priparate von 8 asymptomatischen AAA-Patienten
mit Préparaten von 4 symptomatischen AAA-Patienten verglichen. Von 8§ AAA-Patienten wurden
zusdtzlich Serumproben mittels Immunprizipitation untersucht. An AAA-Préparate von weiteren 8

Patienten wurde eine Western Blot Analyse durchgefiihrt. Als Kontrollen dienten 10 Aorten-
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Priparate von Patienten, die im Institut fiir Rechtsmedizin der Ludwig-Maximilians-Universitét

Miinchen obduziert wurden.

2.3 Praparatgewinnung

2.3.1 Fur Immunhistochemie und RT-PCR

Die Gewebeproben fiir die histologischen Untersuchungen und die quantitative Real-Time RT-PCR
wurden im Rahmen einer offenen Aneurysmaoperation aus der GefdBwand der erweiterten
infrarenalen Aorta entnommen. Sofort nach der Entnahme wurden sie zur Fixierung in 4%iges
Formalin eingelegt. Dort wurden sie fiir 24 Stunden belassen. Bei besonders verkalkten
GefaBwianden wurden die Préparate im Anschluss an die Formalinfixierung so lange in EDTA
entkalkt, bis die Schneidfdhigkeit erreicht war. Danach wurden die Gewebeproben in einer

Alkoholreihe ansteigender Konzentration entwéssert und in Paraffin eingebettet.

2.3.2 Fur Western Blot

Auch die Préparate fir die Western Blot Analyse wurden im Rahmen offener
Aneurysmaoperationen entnommen. Im Gegensatz zu den Préparaten fiir Immunhistochemie und
PCR wurde hierbei jedoch keine Formalinfixierung durchgefiihrt. Die Prdparate wurden stattdessen
sofort wie unter 2.6.1 beschrieben weiterverarbeitet und anschlieBend bis zur Western Blot Analyse

eingefroren.

2.3.3 Serumgewinnung fur Immunprazipitation

Bei den Patienten, die sich einer offenen Aneurysmaoperation unterzogen wurde priaoperativ Blut
entnommen. Das gewonnene Heparinblut wurde ca. 20-30 min bei Raumtemperatur inkubiert, um
es ausreichend gerinnen zu lassen, und anschlieend 10 min bei 1000x g und 4 °C abzentrifugiert.
Das als Uberstand verbliebene Serum wurde abpipettiert und bis zur weiteren Analyse bei -20 °C

gelagert.

2.4 Histologische Untersuchungen

2.4.1 Anfertigung der Schnittpraparate
Aus den in Paraffinblocke eingebetteten Prédparaten wurden am Mikrotom HM335E (Microm

international, Walldorf, Deutschland) Schnitte von 2-3 um Dicke erstellt. Um eine bessere
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Schneidbarkeit zu erreichen wurden die Paraffinblocke auf einer Kiihlplatte auf -15 °C gekiihlt. In
einem Wasserbad von 41 °C wurden die Schnitte auf die Objekttrager aufgezogen. Fiir HE und
Elastika van Gieson Firbungen wurden die Objekttriger SuperFrost® (Menzel GmbH,
Braunschweig, Deutschland) verwendet. Fiir immunhistochemische Féarbungen wurden die
Adhésionsobjekttriger SuperFrost® Plus (Menzel GmbH, Braunschweig, Deutschland) benutzt.
Zusitzlich wurden hierbei die Schnitte noch mit einem Gemisch aus Pritt Bastelkleber (Henkel,
Diisseldorf, Deutschland) und Poly-L-Lysine Solution P 8920 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland) auf dem Objekttrager fixiert, um ein spéteres Ablosen bei der

Antigendemaskierung zu verhindern. Zuletzt wurden die Préparate bei 56 °C fiir 48 h getrocknet.

2.4.2 Routinefarbungen - HE und Elastika van Gieson

Die Hidmatoxylin-Eosin Féarbung und die Elastika van Gieson Farbung wurden vom Routinelabor
des Instituts fiir Allgemeine Pathologie und Pathologische Anatomie der Technischen Universitit
Miinchen durchgefiihrt. Da es sich hierbei um Standardfirbungen handelt, werden diese im

Folgenden nicht nidher beschrieben.

2.4.3 Optimierung immunhistochemischer Farbungen

Die immunhistochemischen Farbungen fiir die Cathepsine B, D, K, L, S und Cystatin mussten fiir
den jeweiligen Antikdrper zuerst optimiert werden. Hierfiir wurden verschiedene Parameter variiert.
Dazu gehorten die Methoden zur Antigendemaskierung, die Konzentration des Primérantikorpers,
die Inkubationsdauer mit dem Primédrantikrper und die Blockade unspezifischer
Antikorperreaktionen (Tabelle 2). Die endgiiltigen Férbeprotokolle werden weiter unten
beschrieben. Jeder Antikérper wurde an zwei AAA-Prédparaten, sowie an je einer, vom Hersteller
empfohlenen Positvkontrolle (Tabelle 2) getestet. Um unspezifische Bindungen des
Sekundirantikdrpers auszuschlieBen wurden zusidtzlich Farbungen unter Weglassen des

Primédrantikorpers durchgefiihrt. Alle diese Farbungen wurde mit der LSAB-Methode durchgefiihrt.
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Tabelle 2: Positivkontrollen und Parameter, die bei der Optimierung der Antikorper variiert
wurden, um optimale Ergebnisse zu erzielen. Die letztendlich verwendeten Parameter sind fett

gedruckt.
. Verdiinnung | Inkubationszeit Block ade
i ... Methoden zur Antigen- o o unspezifischer
Antikoérper | Positivkontrolle . des Primér- des Primér- o
demaskierung i - Antikorper-
antikorpers antikorpers .
reaktionen
7 min im Schnellkochtopf mit 1 h bei RT 60-miniitige
Citratpuffer pH 6,0 kochen Inkubation mit
Ziegen-Serum
Cathepsin B Haut 20 min bei 900 W in der 1:50
Mikrowelle mit Citratpuffer
pH 6,0 kochen 24 h bei 4 °C keine
keine
7 min im Schnellkochtopf mit 1:200 131? -Lnitt}iitige.t
Citratpuffer pH 6,0 koch . nicubation mi
itratputier p ochen 1:400 Ziegen-Serum
) ) o ) 1:800 60-miniitige
Cathepsin D | Mammakarzinom 20 min bei 900 W in der 1hbei RT | [hkubation mit
Mikrowelle mit Citratpuffer 1:2000 Ziegen-Serum
pH 6,0 kochen
1:3000 ]
. keine
keine 1:16000
7 min im Schnellkochtopf mit 1:100
Citratpuffer pH 6,0 kochen
: : : 1:200
Cathepsin K | Mammakarzinom 20 min bei 900 W in der 1 h bei RT keine
Mikrowelle mit Citratpuffer 1:400
pH 6,0 kochen
keine 1:1000
7 min im Schnellkochtopf mit 1:25
Cathepsin L Leber Citratpuffer pH 6,0 kochen 1 h bei RT keine
keine 1:30
1:10
7 min im Schnellkochtopf mit
; 1:20
Cathepsin S Tonsille Citratpuffer pH 6,0 kochen s 1 h bei RT keine
keine 1:50
30-miniitige
7 min im Schnellkochtopf mit 1:50 Inkubation mit
Cystatin C Gehim Citratpuffer pH 6,0 kochen 1 h bei RT Ziegen-Serum
1:100
keine
keine 1:200
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2.4.4 Immunhistochemische Farbungen

2.4.4.1 APAAP-Methode

Die immunhistochemischen Farbungen gegen Smooth Muscle Aktin (SM-Aktin) und von
Willebrand Faktor wurden mit der Alkalische-Phosphatase-Anti-Alkalische-Phosphatase-Methode
durchgefiihrt. Hierfiir wurde das DAKO ChemMate™ Detection System, APAAP, Mouse Code No.
K 5000 (DAKO, Glostrup, Danemark) verwendet. Bei der APAAP-Methode bindet zunéchst ein
primirer Maus-Antikorper an das gewiinschte Antigen. An diesen bindet dann ein sekundirer
Kaninchen-Anti-Maus-Antikorper. Letzterer bildet eine Briicke zwischen dem primiren Antikorper
und dem APAAP-Immunkomplex, der aus einem monoklonalen IgG1-Mausimmunglobulin und der
daran gebundenen, aus Kélberdarm gewonnenen, alkalischen Phosphatase besteht (Abb. 1). Nach
Zufiigen des Substrates der alkalischen Phosphatase, kommt es durch die Reaktion zu einem roten

Farbniederschlag.

N

APAAP-Immunkomplex

Sekundarantikérper

Primarantikorper

Antigen

Abb. 1: schematische Darstellung der Alkalische-
Phosphatase-Anti-Alkalische-Phosphatase-
Methode (APAAP); AP = alkalische Phosphatase
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Farbeprotokoll Smooth Muscle Aktin und von Willebrand Faktor

Tabelle 3: Antikorper, Verdiinnungen und Arten der Antigendemaskierung fiir immunhistochemische
Fdarbungen gegen Smooth Muscle Aktin (SM-Aktin) und von Willebrand Faktor (vWF)

Antigen Antikorper Verdiinnung Antigendemaskierung
Muscle Actin, Mouse Anti-Human,
Smooth Muscle Aktin monoclonal, M0635, Klon HHF35 1:200 7 min im Schnellkochtopf mit
(glatte Muskelzellen) (DAKOCytomation, Glostrup, Citratpuffer pH 6,0 kochen
Déanemark)

5 pg Protease + 5 ml Tris-Puffer

. vWE, Mouse Anti-Human, monoklonal, 20 min
von Willebrand Faktor | M0616, Klon F8/86 (DAKOCytomation, 1:500 Protease Typ XXIV, bakteriell
(Endothelzellen) Glostrup, Dénemark) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Deutschland)

Bevor mit der immunhistochemischen Farbung begonnen wurde, wurden die Schnittpréparate iiber
Nacht bei 56 °C im Brutschrank gelagert, um ein sicheres Anhaften der Préparate am Objekttrager
zu gewihrleisten. Anschlieend erfolgte die Entparaffinierung in einer aufsteigenden Alkoholreihe
(Xylol: 2 x 10 min => Isopropanol 100 %: 2 x 5 min => Ethanol 96 %: 5 min => Ethanol 70 %
5min => Aqua dest.). Danach erfolgte die Antigendemaskierung, entweder durch 7-miniitiges
Kochen im Schnellkochtopf mit Citratpuffer pH 6,0 (Smooth Muscle Aktin) oder durch
20-miniitiges FEinwirken der Protease Typ XXIV, bakteriell (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland) (von Willebrand Faktor). [Durch die Antigendemaskierung werden die
Quervernetzungen von Proteinen, die bei der Formalin-Fixierung entstanden sind, teilweise wieder
aufgehoben. Dadurch ist es den Antikorpern wieder besser mdglich an die vorher maskierten
Epitope zu binden.] Nach dreimaligem Spiilen mit Tris-Puffer wurde der jeweilige Primérantikorper
mit Antikorper-Diluent S2022 (REAL Antibody Diluent, DAKO, Glostrup, Dinemark) verdiinnt
(Tabelle 3). Davon wurden 100 pl je Objekttrager aufgetragen und die Schnitte fiir eine Stunde
inkubiert. Nach erneutem dreimaligen Waschen mit Tris-Puffer, wurde der sekundére Antikorper
aufgetragen und 25 min inkubiert. Es wurde wieder dreimal mit Tris-Puffer gewaschen. Nun wurde
fir 25 min mit dem APAAP-Immunkomlex inkubiert und darauf wieder dreimal gewaschen.
AnschlieBend wurden jeweils 100 pl des Chromogen Substrates (750 pl Substrate Buffer, je 30 ul
Chromogen Red 1, 2, 3) aufgetragen und nach 15 min wiederum dreimal mit Tris-Puffer gespiilt.
Dann wurde, um die Zellkerne anzufédrben, fiir 20 Sekunden eine Farbung mit Hdmalaun (sauer,
nach Mayer) durchgefiihrt und anschlieBend mit Leitungswasser fiir einige Minuten gespiilt. Zuletzt

wurden die Schnittpréparate in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwéssert und am Promounter
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RCM 2000 (Medite GmbH, Burgdorf, Deutschland) eingedeckt.

Die Objekttrager wurden immer in einer feuchten Kammer inkubiert, um ein Austrocknen der
Préparate zu vermeiden. Dies gilt auch fiir alle anderen beschriebenen immunhistochemischen

Féarbungen und wird im Folgenden nicht mehr explizit erwéhnt.

2.4.4.2 LSAB-Methode

Fiir die immunhistochemischen Farbungen, die mit der LSAB-Methode (labeled streptavidin-biotin)
durchgefiihrt wurden, wurde das Dako REAL™ Detection System, Peroxidase/DAB+, Rabbit/
Mouse Code K5001 (DAKO, Glostrup, Danemark) verwendet. Hierbei bindet im ersten Schritt der
primdre Antikorper an die Epitope des zugehorigen Antigens. An diesen bindet dann ein
biotinylierter sekundirer Antikorper. In Abhédngigkeit vom priméren Antikérper wurde entweder die
im oben genannten Kit enthaltene Losung verwendet, die sowohl biotinylierte Ziege-Anti-Maus-,
als auch Ziege-Anti-Kaninchen-Immunglobuline enthélt, oder es kam ein biotinylierter Kaninchen-
Anti-Ziege-Antikorper  (Rabbit  Anti-Goat,  biotinyliert,  polyclonal, E0466 (1,6 g/l)
(DAKOCytomation, Glostrup, Danemark)) zum Einsatz, wenn der primire Antikdrper von der
Ziege stammte. Der biotinylierte sekundidre Antikdrper reagiert mit mehreren
Streptavidinmolekiilen, welche mit Meerrettichperoxidase konjugiert sind (Abb. 2). Zuletzt setzt die
Peroxidase H,O, zu H,O um wobei Diaminobenzidin als Elektronendonator dient, also oxidiert

wird. Durch dessen Oxidation entsteht ein braunes Endprodukt.

7
=X

biotinylierter Sekundérantikdrper

L

o e _ .
Primarantikorper

7

/.

. : Biotin X : Streptavidin e : Meerrettichperoxidase

Abb. 2: schematische Darstellung der labeled streptavidin-biotin-
Methode (LSAB)
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Farbeprotokoll CD3, CD20 und CD68

Tabelle 4: Antikorper, Verdiinnungen und Art der Antigendemaskierung fiir immunhistochemische
Farbungen gegen CD3, CD20 und CD68

Antigen Antikorper Verdiinnung | Antigendemaskierung
CD3 CD3, Rabbit Anti-Human, polyklonal, A0452 (DAKO
(T-Zellen) Cytomation, Glostrup, Dénemark) 1:400
7 min im
CD20 CD20, Mouse Anti-Human, monoklonal, M0755, Klon Schnellkochtopf mit
(B-Zellen) L26 (DAKO Cytomation, Glostrup, Ddnemark) 1:500 Citratpuffer pH 6,0
kochen
CD68 CD68 , Mouse Anti-Humen, monoklonal, M0814, Klon
(Makrophagen) KP1 (DAKO Cytomation, Glostrup, Dénemark) 1:2000

Bevor mit der immunhistochemischen Farbung begonnen wurde, wurden die Schnittpraparate {iber
Nacht bei 56 °C im Brutschrank gelagert, um sicheres Anhaften der Praparate am Objekttriger zu
gewihrleisten. AnschlieBend erfolgte die Entparaffinierung in einer aufsteigenden Alkoholreihe
(Xylol: 2 x 10 min => Isopropanol 100 %: 2 x 5 min => Ethanol 96 %: 5 min => Ethanol 70 %
5 min => Aqua dest.). Danach erfolgte die Antigendemaskierung durch 7-miniitiges Kochen mit
Citratpuffer pH 6,0 im Schnellkochtopf. Nach dreimaligem Waschen mit Tris-Puffer wurde die
Peroxidase mit 3%igem Wasserstoffperoxid fiir 15 min geblockt. AnschlieBend wurde wieder
dreimal gewaschen und die Schnittpriaparate mit dem primiren Antikorper (100 pl je Objekttriger)
eine Stunde inkubiert. Die Antikdrper wurden mit Antikorper-Diluent S2022 (REAL Antibody
Diluent, DAKO, Glostrup, Dédnemark) verdiinnt (Tabelle 4). Wieder wurde dreimal gespiilt, fiir
25 min mit dem biotinylierten Sekundirantikorper inkubiert und anschlieBend wieder dreimal mit
Tris-Puffer gespiilt. Dann wurden die Priparate mit Streptavidin Peroxidase inkubiert und nach
25 min erneut dreimal gewaschen. AnschlieBend wurden jeweils 100 ul des Chromogen Substrates
(DAB + HRP Substrat Puffer 1:50) aufgetragen, nach 2 Minuten wurde wiederum dreimal mit Tris-
Puffer gespiilt. Dann wurde, um die Zellkerne anzufiarben, fiir 20 Sekunden eine Farbung mit
Hédmalaun (sauer, nach Mayer) durchgefiihrt und anschlieBend mit Leitungswasser fiir einige
Minuten gespiilt. Zuletzt wurden die Schnittpriparate in einer aufsteigenden Alkoholreihe
entwdssert und mit dem FEindeckgerdt Promounter RCM 2000 (Medite GmbH, Burgdorf,
Deutschland) eingedeckt.
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Tabelle 5: Antikorper mit jeweiliger Verdiinnung und Inkubationsdauer sowie Art der

Antigendemaskierung und Blockade unspezifischer Antikérperreaktionen

Verdiinnung Blockade
Antigen | Primérer Antikorper Inkul‘ttz‘(tiions— Sekundérer Antikorper derﬁgzﬁzxng ur:gg lz(lb.fi;(:rl?r
dauer reaktionen
Cathepsin B, Mouse 7 min im Schnell- 60-mintitige
Cathensin monoclo.nal [CB131] to 1:50 kochtopf mit I;il;ul::riltlgg rlrlnnllt
BP Cathepsin B (ab2§395) im Kit enthalten Citratpuffer pH 6,0 | (] gO mit Tris-
(Abcam»U anbrldge, 241 bei4°C kochen ' Puffer
verdiinnt)
Cathepsin D, Mouse 7 min im Schnell- 60-miniitige
Cathensin monoclonal [QTD-19] 1:16000 kochtopf mit I;ilzul;ing: nrlnr:
Dp to Cathepsin D im Kit enthalten Citratpuffer pH 6,0 | (1. §0 mit Tris-
(ab63 13) (Abcam, 1 hbei RT kochen : Puf
Cambridge, UK) 3 f ert)
verdiinn
Cathepsin K, Mouse S ]
Cathens: monoclonal [3F9] to 1:200 2do ml\l/il'll()rel 901(1) w 1?
a Izpsm Cathepsin K (ab37259) im Kit enthalten Cef[ tl f(;we :I 16111)
(Abcam, Cambridge, 1 h bei RT itratpuffer pH 6,
UK) kochen
7 min im Schnell-

Cathepsin L, Mouse

Cathensi monoclonal [13C2] to 1:30 Kochtopf mit
athepsin i I
LP Cathepsin L (ab59799) im Kit enthalten Citratpuffer pH 6,0
(Abcam, Cambridge, 1 h bei RT K
ochen
UK)
Rabbit Anti-Goat,
Cathepsin S, Goat biotinyliert, polyclonal, | 7 min im Schnell-
Cathepsin polyclonal to Cathepsin 1:25 E0466 (1,6 g/1) (DAKO kochtopf mit
g S (ab18822) (Abcam, ] Cytomation, Glostrup, | Citratpuffer pH 6,0
Cambridge, UK) 1 h bei RT Dénemark) kochen
Verdiinnung 1:50
) ) o 30-miniitige
Cystatin C, Rabbit 7 min im Schnell- | [nkubation mit
Cystatin polyclonal to Cystatin 1:200 ) ) kochtopf mit Ziegen Serum
C C (ab33487) (Abcam, , im Kit enthalten Citratpuffer pH 6,0 | (1:100 mit Tris-
Cambridge, UK) I hbei RT kochen Puffer
verdiinnt)
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Bevor mit der immunhistochemischen Farbung begonnen wurde, wurden die Schnittpréparate iiber
Nacht bei 56 °C im Brutschrank gelagert um sicheres Anhaften der Préparate am Objekttrager zu
gewihrleisten. AnschlieBend erfolgte die Entparaffinierung in einer aufsteigenden Alkoholreihe
(Xylol: 2 x 10 min => Isopropanol 100 %: 2 x 5 min => Ethanol 96 %: 5 min => Ethanol 70 %
5 min => Aqua dest.). Danach erfolgte die Antigendemaskierung. Hierflir wurden die Préparate in
Citratpuffer pH 6,0 gekocht, entweder fiir 7 min im Schnellkochtopf (Cathepsin B, D, L, S,
Cystatin C) oder fiir 20 min in der Mikrowelle bei 900 W (Cathepsin K), wobei nach 10 min
Citratpuffer nachgefiillt wurde, um ein Austrocknen der Schnitte zu vermeiden. Nach dreimaligem
Waschen mit Tris-Puffer wurde die Peroxidase mit 3%igem Wasserstoffperoxid fiir 15 min
geblockt, anschlieBend wurde wieder dreimal gewaschen. Bei Cathepsin B, Cathepsin D und
Cystatin C wurden, vor dem Auftragen des Primarantikérpers die Schnitte mit Ziegen Serum S1000
(Vector Laboratories Inc., Burlingame, USA) inkubiert um unspezifische Antikorperreaktionen zu
blockieren (60 min bei Cathepsin B und, 30 min bei Cystatin C). Dadurch kam es zu weniger
unspezifischen Farbungen des Hintergrundes und es wurden bessere Ergebnisse erzielt. Das Ziegen
Serum wurde nicht abgewaschen, sondern nur abgeschiittelt. Die Priparate wurden mit dem
jeweiligen Primirantikorper entweder eine Stunde bei Raumtemperatur (Cathepsin D, K, L, S,
Cystatin C) oder 24 Stunden bei 4 °C (Cathepsin B) inkubiert. Die Primirantikérper wurden mit
dem Antikorper-Diluent S2022 (REAL Antibody Diluent, DAKO, Glostrup, Danemark) verdiinnt
(Tabelle 5). Nach dreimaligem Spiilen wurde 25 min mit dem biotinylierten Sekundirantikorper
inkubiert. Bei Cathepsin S wurde der biotinylierte Kaninchen-anti-Ziege Antikorper (Rabbit Anti-
Goat, biotinyliert, polyclonal, E0466 (1,6 g/l) (DAKOCytomation, Glostrup, Dénemark))
verwendet. Dieser wurde mit dem Antikorper-Diluent S2022 (REAL Antibody Diluent, DAKO,
Glostrup, Danemark) verdiinnt. Fiir alle anderen wurde die im LSAB-Kit enthaltene Lésung mit
sekundidren Antikérpern (Biotinylated anti-mouse and anti-rabbit immunoglobulins in buffered
Solution) verwendet. Danach wurde dreimal mit Tris-Puffer gespiilt, fiir 25 min mit Streptavidin
Peroxidase inkubiert und erneut dreimal gespiilt. AnschlieBend wurden jeweils 100 ul des
Chromogen Substrates (DAB + HRP Substrat Puffer 1:50) aufgetragen, nach 2 min wurde
wiederum dreimal mit Tris-Puffer gespiilt. Dann wurde, um die Zellkerne anzufirben, fiir 20
Sekunden eine Farbung mit H&malaun (sauer, nach Mayer) durchgefiihrt und anschlieBend mit
Leitungswasser flir einige Minuten gespiilt. Zuletzt wurden die Schnittprdparate in einer

aufsteigenden Alkoholreihe entwissert und eingedeckt.
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2.4.5 Semiquantitative Auswertung
Die Auswertung der histologischen Férbungen erfolgte semiquantitativ, wobei die
immunhistochemische Anfarbung der jeweiligen Zellen durch eine Skala von - bis +++ quantifiziert

wurde (Tabelle 6).

Tabelle 6: Beschreibung der Symbole zur semiquantitativen Auswertung

- -1+ ‘ + ‘ ++ ‘ +++
keine Anfarbung |keine bis leichte |leichte Anfarbung |kréftige sehr starke
der Zellen Anféirbung Anfarbung Anfarbung

Anhand verschiedener histologischer und immunhistochemischer Féarbungen wurden die
GefalBwinde charakterisiert. Die HE-Féarbung wurde durchgefiihrt um die Zellularitit der Préparate
und die Entziindungsinfiltrate zu quantifizieren. Das mengenméfige Vorkommen von Kollagen und
Elastin wurde anhand der EvG-Férbung bestimmt. Makrophagen wurden mit Antikdrpern gegen
CD68, T-Zellen mit CD3, B-Zellen mit CD20 und glatte Muskelzellen mit Smooth Muscle Aktin-
AntikOrpern angefdrbt. Mit Antikdrpern gegen von Willebrand Faktor wurden Endothelzellen
gefarbt, zum einen die luminalen Endothelzellen der Aortenwand, zum andern die Endothelzellen
von Gefdlen, die im Rahmen der Neovaskularisation entstanden sind. Alle oben genannten Zellen
wurden hinsichtlich der Expression der Cathepsine und Cystatin C untersucht. Die Auswertung der
histologischen Préparate erfolgte am Mikroskop Axioplan 2 Imaging (Carl-Zeiss Lichtmikroskopie,
Jena, Deutschland). Fotos von den Pridparaten wurden mit der Color Video Camera 3CCD Color

MC 3255 (Sony, Tokio, Japan) erstellt.

2.5 RT-PCR

2.5.1 RNA-Extraktion

Um den eventuell moglichen Abbau von RNA durch RNasen zu vermeiden, wurde das beim
Schneiden verwendete Material vorher mit RNaseZAP (Invitrogen, Carlsbad, USA) gereinigt. Von
den Formalin-fixierten, in Paraffin eingebetteten Préparaten wurden am Mikrotom HM335E
(Microm international, Walldorf, Deutschland) jeweils zwei 10 pm dicke Schnitte gewonnenen. Zu
diesen wurde jeweils 800 ul Xylol zugegeben und 5 min bei RT inkubiert. Anschliefend wurden
400 pl Ethanol 100 % zugegeben und gemischt. Das Gemisch wurde 4 min bei 12.000 rpm und RT

abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Erneut wurden 1000 pl Ethanol 100 % zugegeben,
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gemischt und 4 min bei 12.000 rpm und RT abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und
das entparaffinierte Praparat in einem Heizblock (Thermomixer compact, Eppendorf AG, Hamburg,

Deutschland) fiir 10 min bei 55 °C getrocknet.

Nach der Entparaffinierung erfolgte die RNA-Isolierung mit dem High Pure RNA Paraffin Kit 03
270 289 001 (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland). Zu den getrockneten Préparaten
wurden jeweils 100 pl Tissue Lysis Buffer, 16 pul 10 % SDS und 40 pl Proteinkinase K, PCR grade
zugegeben. Dann wurden die Proben im Thermomixer compact (Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland) iiber Nacht bei 55 °C und 350 rpm inkubiert. Danach wurden 10 pl Proteinkinase K,
rekombinant, REF 03 115 879 001 (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,Deutschland) zugegeben
und eine weitere Stunde bei 55 °C und 350 rpm im Thermomixer inkubiert. AnschlieBend wurden
jeweils 325 pl Binding Buffer und 325 pl Ethanol 100 % zugegeben und gemischt. Die High Pure
Filter Tubes wurden in die Collection Tubes eingesetzt und die Proben in die High Pure Filter
Tubes tiberfiihrt und 30 s bei 8000 rpm abzentrifugiert. Der Durchlauf wurde verworfen. Es wurde
nochmals 2 min bei 12000 rpm abzentrifugiert und wieder der Durchlauf verworfen. Je Rohrchen
wurde 500 ul Wash Buffer I zugegeben, 15s bei 8000 rpm abzentrifugiert und der Durchlauf
verworfen. Dieser Schritt wurde noch zweimal mit Wash Buffer II wiederholt, wobei beim ersten
Mal 500 pl Wash Buffer II, beim zweiten Mal 300 pl zugegeben wurden. Es wurde weitere 2 min
bei 12000 rpm zentrifugiert und der Durchlauf verworfen. Dann wurde das High Pure Filter Tube in
ein autoklaviertes 1,5 ml Reaktionsgefa3 eingesetzt, 90 ul Elution Buffer zugegeben, 2 min bei RT

inkubiert und 1 min bei 8000 rpm abzentrifugiert. Das High Pure Filter Tube wurde verworfen.

An der nun isolierten RNA erfolgte als nédchster Schritt das Verdauen der DNA mittels DNase.
Dazu wurden je Probe 10 pl DNase Incubation Buffer und 1 ul DNase I zugegeben, gemischt und
45 min bei 37 °C im Heizblock (Thermomixer compact, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)

inkubiert.

Danach wurde die RNA aufgereinigt. Je Probe wurden 20 pl Tissue Lysis Buffer, 18 pl 10 % SDS
und 40 pl Proteinkinase K zugegeben, gemischt und im Thermomixer compact (Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland) 1 h bei 55 °C und 350 rpm inkubiert. AnschlieBend wurden, wie bei der
RNA-Isolierung, jeweils 325 pl Binding Buffer und 325 pl Ethanol 100 % zugegeben und gemischt.
Die High Pure Filter Tubes wurden in die Collection Tubes eingesetzt und die Proben in die High
Pure Filter Tubes tiberfiihrt und 30 s bei 8000 rpm abzentrifugiert. Der Durchlauf wurde verworfen.

Es wurde nochmals 2 min bei 12000 rpm abzentrifugiert und wieder der Durchlauf verworfen. Je
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Rohrchen wurde 500 ul Wash Buffer I zugegeben, 15s bei 8000 rpm abzentrifugiert und der
Durchlauf verworfen. Dieser Schritt wurde noch zweimal mit Wash Buffer II wiederholt, wobei
beim ersten Mal 500 pl Wash Buffer II, beim zweiten Mal 300 ul zugegeben wurden. Es wurde
weitere 2 min bei 12000 rpm zentrifugiert und der Durchlauf verworfen. Dann wurde das High Pure
Filter Tube in ein autoklaviertes 1,5 ml Reaktionsgefdl3 eingesetzt 90 ul Elution Buffer zugegeben,
2 min bei RT inkubiert und 1 min bei 8000 rpm abzentrifugiert. Das High Pure Filter Tube wurde

verworfen.

Zuletzt erfolgte die RNA-Féllung. Zum Schutz der temperaturempfindlichen RNA wurde, um die
Proben zu kiihlen, auf Eis gearbeitet. Zu den Proben, mit der im vorausgehenden Schritt
aufgereinigten RNA, wurden je 250 pl Ethanol 100 %, 10 ul NaAcetat (3 M, pH 4,5) und 1,5 pl
Glykogen, REF 10 091 393 001 (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,Deutschland) zugegeben,
gemischt und 1 h bei -20 °C inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben 10 min bei 14000 rpm und
4 °C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, je 1 ml Ethanol 70 % zugegeben und
gemischt. Dann wurde erneut 10 min bei 14000 rpm und 4 °C zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Die gewonnenen RNA-Pellets wurden fiir einige Minuten bei Raumtemperatur
getrocknet und in 20 ul PCR-Wasser double processed (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland) resuspendiert. Dann wurden die Proben fiir 10 min bei -20 °C eingefroren und

anschliefend die RNA-Konzentration bestimmt.

Dazu wurde jeweils 1 pl der Proben mit PCR-Wasser double processed (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim, Deutschland) 1:100 verdiinnt und davon im Photometer die Optische Dichte bei
einer Wellenldnge von 260 nm (OD,s) bestimmt. Eine OD,4-Einheit entspricht einer Konzentration

einstrangiger RNA von 40 pg/ml. Die RNA-Konzentration berechnete sich folgendermalfien:

RNA — Konzentration (ug Iml)=0D ., 40 ug /ml-100

2.5.2 cDNA-Synthese
Fiir die cDNA-Synthese wurde das cDNA Synthesis Kit RevertAid, K1622 (Fermentas GmbH, St.
Leon-Rot, Deutschland) verwendet. Je Probe wurde 1 pg RNA verwendet.

1 ug
v l)=
wa(ml) RNA— Konzentration (ug! ml)
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Die RNA wurde jeweils mit DEPC-treated Water auf 11 pl aufgefiillt. Es wurde 1 pl des Oligo(dT);s
Primer zugegeben, gemischt, 5 min bei 65 °C auf dem Thermomixer compact (Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland) inkubiert und dann auf FEis gestellt und weitere 2 min inkubiert.
AnschlieBend wurde zu jeder Probe ein Ansatz aus 4 pul 5X Reaction Buffer, 1 ul RiboLock™
RNase Inhibitor, 2 pul des 10 mM dNTP Mix und 1 pl Revert Aid™ M-MulV Reverse Transcriptase
zugegeben, gemischt und kurz anzentrifugiert. Dann wurde 1h bei 43 °C inkubiert und
anschliefend die Reaktion bei 70 °C fiir 5 min gestoppt. Die Proben wurden anzentrifugiert und bis

zur Durchfithrung der PCR bei -20 °C eingefroren.

2.5.3 Primerdesign

Um die gewiinschten Primer zu entwerfen wurde die Anwendung Primer BLAST des National
Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) verwendet.
Dafiir wurde jeweils die mRNA Sequenz benétigt, die fiir das jeweilige Cathepsin/Cystatin C
kodiert. Fiir die Grofe der Primer wurde ein Bereich zwischen 15 und 27 Basen festgelegt, die
Schmelztemperatur sollte zwischen 57 °C und 63 °C liegen. Als gewiinschte Linge des PCR
Produkts wurde ein Bereich von 70 bis 140 Basen gewihlt. Da mRNA nur Exons und keine Introns
enthélt, musste darauf geachtet werden, dass die von den jeweiligen Primern definierte Sequenz nur

im Bereich von Exons lag.

2.5.4 RT-PCR Optimierung

Vor Durchfiihrung der quantitativen Real-Time RT-PCR mit den Proben der abdominalen
Aortenaneurysmen und Kontrollaorten wurden zuerst verschiedene Primerpaare getestet um
optimale Ergebnisse zu erzielen. Hierfiir wurde JURKAT DNA verwendet. Dazu wurde der
Mastercycler personal (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) verwendet. Als annealing
Temperatur wurden zunichst 55 °C gewdhlt. Es wurden Reaktionsansitze von je 50 pul hergestellt.
Diese setzten sich zusammen aus jeweils 36 ul PCR-Wasser double processed (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland), 5 ul 10x Reactionbuffer Y (peqLab Biotechnologie
GmbH, Erlangen, Deutschland), 5 ul dNTPs aus dem dNTP-Set peqGOLD, 20-2011 (peqLab
Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland), 0,25 ul SAWADY 'Hot" Tag-DNA-Polymerase
(peqLab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland), 2 ul DNA, 1 ul des Primer F (forward)
und 1 pl des Primer R (reverse). Im Anschluss an die PCR wurde von den Proben eine Agarose-

Gelelektrophorese durchgefiihrt (Abb. 3). Die Ergebnisse der Verschiedenen Primerpaare wurden
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verglichen und jeweils die besten fiir das weitere Vorgehen ausgewihlt (Tabelle 7). Nach der
Auswahl der besten Primerpaare, wurde mit diesen mehrere Durchlédufe der quantitativen Real-
Time RT-PCR mit verschiedenen annealing Temperaturen durchgefiihrt, um die, fiir das jeweilige
Primerpaar, am besten geeignete Temperatur herauszufinden. Es wurde sowohl mit DNA, als auch
mit cDNA getestet (Abb. 4). Zusitzlich wurden von der quantitativen Real-Time RT-PCR auch
Durchldufe durchgefiihrt, in denen den Reaktionsansitzen anstatt der DNA bzw. cDNA eine
dquivalente Menge Wasser zugesetzt wurde. Dies diente dazu ein Vorkommen von etwaigen

Primerdimeren nachzuweisen bzw. auszuschlieBen.
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FI/R1 FZ/R2 FY/RY FL/Rl FXR2 FY/RY FI/R] FA/R2 F3/R2 F4/R4 FS/RS Fe/B6 FI/RI FA/RZFYE2 FI/RI FI/R2FA/EY FI/RI F2/R2 FI/R2
Cathepsin B Cathepsin D Cathepsin K Cathspsin L Cathepsin 5 Cyatatin C

Abb. 3: Agarose-Gelelektrophorese der getesteten Primerpaare, 55 °C, JURKAT DNA

39



m

Material und Methoden

Tabelle 7: Getestete Primerpaare mit Fragmentlingen der PCR-Protukte, die Primerpaare, die fiir

die quantitative Real-Time RT-PCR verwendet wurden sind fett gedruckt

Primerpaar Fragmentlédnge des PCR-Produktes
CathB-F1/CathB-R1 78 bp
CathB-F2/CathB-R2 94 bp
CathB-F3/CathB-R3 100 bp
CathD-F1/CathD-R1 94 bp
CathD-F2/CathD-R2 138 bp
CathD-F3/CathD-R3 104 bp
CathK-F1/CathK-R1 87 bp
CathK-F2/CathK-R2 130 bp
CathK-F3/CathK-R3 121 bp
CathK-F4/CathK-R4 85 bp
CathK-F5/CathK-R5 110 bp
CathK-F6/CathK-R6 103 bp
CathL-F1/CathL-R1 137 bp
CathL-F2/CathL-R2 89 bp
CathL-F3/CathL-R2 86 bp
CathS-F1/CathS-R1 117 bp
CathS-F1/CathS-R2 104 bp
CathS-F3/CathS-R3 83 bp
CysC-F1/CysC-R1 90 bp
CysC-F2/CysC-R2 121 bp
CysC-F1/CysC-R3 86 bp
GAPDH-F2/GAPDH-R2 122 bp
GAPDH-F3cD/GAPDH-R3cD | 135 bp
GAPDH-F4¢D/GAPDH-R4c¢D | 136 bp
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DNA ~ cDNA

55°C = =
I 8 3 &4 .5 6 i 1 2 3 4 5 6 7
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1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7

Abb. 4: Optimierung der quantitativen Real-Time RT-PCR; dargestellt sind Versuchsdurchldufe mit
DNA und ¢cDNA bei 55 °C und 60 °C; 1: Cathepsin B, 2: Cathepsin D, 3: Cathepsin K,
4: Cathepsin L, 5: Cathepsin S, 6: Cystatin C, 7: GAPDH

2.5.5 Quantitative Real-Time RT-PCR

Fiir die quantitative Real-Time RT-PCR wurde je Probe ein Ansatz von 25 pl hergestellt. Dieser
setzte sich zusammen aus jeweils 9,5 ul PCR-Wasser double processed (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim, Deutschland), 12,5 ul Mastermix KAPA SYBR 07-KK4600-02 (peqlLab
Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland), 0,5 pl des Primer F (forward), 0,5 ul des Primer R
(reverse) (Tabelle 8) und 2 pul cDNA. Die Proben wurden in eine 96-well PCR-Platte pipettiert. Zum
Eichen wurden in die jeweilige Platte zusétzlich zweimal Wasser, zweimal 5 ng DNA und zweimal
10 ng DNA pipettiert. Die quantitative Real-Time RT-PCR wurde am SYBR-Green-Cycler iQ™ 5
Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA) durchgefiihrt. Die
PCR erfolgte unter den folgenden Bedingungen: Zu Beginn wurde die DNA-Polymerse durch 5-
miniitiges Erhitzen auf 95 °C aktiviert. Darauf folgten 40 Zyklen, bestehend aus Denaturierung fiir
10 s bei 95 °C, Primerhybridisierung fiir 30 s bei der fiir die jeweiligen Primerpaare optimalen

Annealing Temperatur (Tabelle 8) und Elongation fiir 10 s bei 72 °C.
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Tabelle 8: Primerpaare und jeweils verwendete Annealing Temperatur; F=forward, R=reverse

Primer Annealing Temperatur
Cathepsin B F3/R3 58 °C
Cathepsin D F3/R3 60 °C
Cathepsin K F4/R4 60 °C
Cathepsin L F3/R2 55°C
Cathepsin S F1/R1 55°C
Cystatin C F2/R2 58°C
GAPDH F4cD/R4cD 60 °C

2.5.6 Agarose-Gelelektrophorese

Im Anschluss an die PCR wurde von den Proben eine Agarose-Gelelektrophorese durchgefiihrt.
Dazu wurde ein 2%iges Agarosegel gegossen. Das zugegebene Ethidiumbromid dient der
Sichtbarmachung der Nukleinsduren. Es lagert sich zwischen deren Basen ein und fluoresziert unter
ultraviolettem Licht. Als Marker wurde die DNA-Leiter peqGOLD 50 bp, 25-2000 (peqLab
Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland) verwendet. Hiervon wurden 2 pl mit 18 ul PCR-
Wasser double processed (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) und 4 pl
Xylencyanol 6x verdiinnt und davon 20 pl auf das Gel aufgetragen. Zu den Proben wurden je 10 ul
(RT-PCR) oder 5 pl Xylencyanol 6x (quantitative Real-Time RT-PCR) gegeben und von jeder Probe
20 pl auf das Gel aufgetragen. Dann wurde entweder fiir 60 min eine Spannung von 80 V (RT-PCR)
oder fiir 30 min eine Spannung von 100V (quantitative Real-Time RT-PCR) angelegt.
Anschlieend wurden die Gele am Stratagene Eagle Eye II Imaging System (Pegasus System Inc.,
Rockville, USA) fotografiert.

2.5.7 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten der quantitativen Real-Time RT-PCR erfolgte mit der
Software SPSS 17.0.. Im ersten Schritt wurde ein Kolmogorov-Smirnov-Test durchgefiihrt, um zu
testen ob die Messwerte der PCR normalverteilt sind. Normalverteilte stetige Stichproben wurden
anschiefend mit dem Studentschen T-Test fiir zwei unabhédngige Variablen miteinander verglichen.
Nicht normalverteilte Stichproben wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test analysiert. Ergebnisse

wurden als statistisch signifikant betrachtet, wenn der P-Wert < 0,05 war.
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2.6 Western Blot

2.6.1 Probengewinnung

Proben von frischen Operationspréparaten eines infrarenalen Aortenaneurysmas wurden klein
geschnitten, mit fliissigem Stickstoff iiberschichtet und in einer Reibschale zerkleinert. Die
zerkleinerten Proben wurden im Anschluss mit Lysepuffer iiberschichtet und 15-30 min auf Eis
inkubiert. Wahrenddessen wurden sie mehrmals gemischt. Das hierbei entstandene Homogenisat
wurde anschliefend auf dem Vortex-Riittler nochmals 30 s gemischt und dann 15-30 min bei 4 °C
und 15000 g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde separiert und Proteinbestimmung und Western

Blot Analyse zugefiihrt.

2.6.2 Proteinbestimmung

Vor der Durchfithrung der Western Blot Analyse und der Immunprézipitation wurde von den jeweils
verwendeten Proben eine Proteinbestimmung durchgefiihrt. Fiir die Westen Blot Analyse wurden
anschliefend 100 pg Protein je Probe verwendet, fiir die Immunprazipitation 500 pg. Als Standard

fiir die Proteinbestimmung wurde eine BSA-Standardreihe verwendet (Tabelle 9).

Tabelle 9: BSA-Standardreihe

Proteinmenge in pg | BSA-Verdiinnung

0 0 ul BSA + 10 ul Lysispuffer

2,5 2,5 ul BSA (1:10) + 7,5 ul Lysispuffer
5 5,0 Wl BSA (1:10) + 5,0 ul Lysispuffer
7,5 7,5 Wl BSA (1:10) + 2,5 ul Lysispuffer
10 10,0 ul BSA (1:10) + 0,0 pl Lysispuffer
15 7,5 Wl BSA (1:5)  + 2,5 ul Lysispuffer
20 10,0 ul BSA (1:5) + 0,0 ul Lysispuffer

Sowohl von den Standardproben, als auch von Proben (1 pl Probe + 9 ul Lysispuffer) wurden je
10 pl in eine 96-Wellplatte pipettiert und anschlieBend jeweils 200 pl der Arbeitslosung (Pierce®
BCA Protein Assay Kit (Reagent B: Reagent A 1:50) (Pierce Biotechnology, Rockford, USA))
zugegeben. Nach 30-mitiitigem Inkubieren bei 37 °C wurde am Photometer Asys Expert Plus
Microplate Reader (Biochrom Ltd., Cambridge, UK) die Absorption bei einer Wellenlinge von

590 nm gemessen. Aus den Werten der Standardproben wurde eine Standardkurve erstellt und
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anhand dieser die Proteinkonzentration der Proben berechnet.

2.6.3 Durchfiuhrung

Der Western Blot wurde mit folgenden Gerdten der Firma BIO-RAD durchgefiihrt. Zum Gie3en
der Gele und zur Elektrophorese wurde das Ready Gel System, zum anschlieenden Blotting die
Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell verwendet. Als Stromquelle kam der PowerPac HC Power

Supply zum Einsatz.

2.6.3.1 Elektrophorese

Fiir die Elektrophorese wurde zuerst ein 10 % bzw. 15 % (Cystatin C) Polyacrylamid-Trenngel
(Zusammensetzung siche 2.1.3) gegossen und mit 1 ml 100 % Ethanol iiberschichtet. Nachdem es
nach 15-30 min polymerisiert war, wurde das Ethanol abgegossen, mit destilliertem Wasser
nachgespiilt und die restliche Fliissigkeit mit Filterpapier abgesaugt. AnschlieBend wurde dariiber
das 5 % Sammelgel gegossen und ein im BIO-RAD Ready Gel System enthaltener Kamm
eingesetzt um die Taschen zu Formen, in die die Proben eingebracht wurden. Nach der
Polymerisation des Sammelgels (15-30 min) wurde der Kamm entfernt und die entstandenen
Taschen mit destilliertem Wasser gespiilt. Die Taschen wurden mit den Proben und einem Marker
befiillt, je Tasche mit 30 pl. Als Marker wurden 20 pl Proteinmarker III peqGOLD, vorgefirbt,
(peqLab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland) verwendet und mit 10 ul Lysepuffer
verdiinnt. Die Proben wurden zuvor, je nach vorher bestimmtem Proteingehalt, mit Loadingpuffer
auf 30 pl aufgefiillt, 5 min bei 95 °C gekocht, kurz anzentrifugiert und auf Eis gestellt. Leere
Taschen im Gel wurden mit 30 pl Lysepuffer befiillt, um ein besseres Ergebnis zu erzielen. Die
Elektrophorese wurde in der mit Elektrophoresepuffer befiillten Kammer des BIO-RAD Ready Gel
System durchgefiihrt. Als Spannung wurden fiir die ersten 20 min 100 V und fiir weitere ca. 45 min
200 V gewihlt. Die Elektrophorese wurde beendet, nachdem die Front das Gel vollstindig

durchlaufen hatte.
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2.6.3.2 Blotting

Anschliefend wurde das Gel aus der Apparatur entfernt und fiir 15-30 min in Transferpuffer
equilibriert. Gleichzeitig wurde die PVDF-Blottingmembran 1 Minute in Methanol gelegt und dann
ebenfalls 15-30 min in Transferpuffer equilibriert. Das Gel und die PVDF-Membran wurden
iibereinander zwischen zwei mit Transferpuffer getrankten Filterpapieren in die BIO-RAD Trans-
Blot SD Semi-Dry Transfer Cell gelegt. Der Transfer erfolgte bei einer Spannung von 15 V und

einer Dauer von 60 min.

2.6.3.3 Coomassie brilliant blue

Die Coomassie brilliant blue Farbung wurde bei der Optimierung des Western Blot verwendet. Mit
thr wurden die aufgetrennten Proteine im Polyacrylamid-Gel angefédrbt. Hiermit wurde kontrolliert,
ob beim Blotting ein ausreichender Transfer der Proteine vom Gel auf die PVDF-Membran erfolgte.
Dazu wurde das Gel unter leichtem Wippen 30 min bei RT in Coomassie-Blue-Losung inkubiert
und anschlieend so lange mit Aqua dest. gewaschen bis blaue Proteinbanden sichtbar waren und

der Hintergrund klar war. Dann wurde das Gel fotografiert (Abb. 5).
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Abb. 5: Coomassie brilliant blue
Firbung eines Polyacrylamidgels

2.6.3.4 Ponceau S

Die Ponceau S Fiarbung wurde durchgefiihrt um zu iiberpriifen, ob die Proteine beim Blotting auf
die PVDF-Membran {ibertragen wurden. Die Membran wurde hierfiir 5 min bei RT in Ponceau S
Losung (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) inkubiert, mit Aqua dest. entféarbt
und fotografiert (Abb. 6). Vor der Weiterverwendung wurde die Membran noch mehrmals mit Aqua

dest. gewaschen, bis keine roten Banden mehr vorhanden waren.
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Abb. 6: Ponceau S Farbung einer
PVDF-Membran

2.6.3.5 Immunblotting

Nach dem Transfer wurde die Membran bei Raumtemperatur und unter leichtem Wippen fiir 60 min

in Blocking-Puffer inkubiert. Der primire Antikérper wurde in der entsprechenden Konzentration

mit Blocking-Puffer verdiinnt (Tabelle 10). Die Membran wurde in 10 ml davon iiber Nacht
(ca.16 h) bei 4 °C unter Wippen inkubiert.

Tabelle 10: Verdiinnung der verwendeten Antikérper

Antigen Antikorper Verdiinnung
Cathepsin B, rabbit polyclonal to Cathepsin B (ab30443) (Abcam,
Cathepsin B Cambridge, UK) 1:1000
) Cathepsin D, Mouse monoclonal [CTD-19] to Cathepsin D (ab6313)
Cathepsin D (Abcam, Cambridge, UK) 1:1000
) Cathepsin K, Mouse monoclonal [3F9] to Cathepsin K (ab37259)
Cathepsin K (Abcam, Cambridge, UK) 1:1000
) Cathepsin L, rabbit polyclonal to Cathepsin L (ab49984) (Abcam,
Cathepsin L Cambridge, UK) 1:1000
) Cathepsin S, Goat polyclonal to Cathepsin S (ab18822) (Abcam,
Cathepsin S Cambridge, UK) 1:200
) Cystatin C, Rabbit polyclonal to Cystatin C (ab33487) (Abcam,
Cystatin C Cambridge, UK) 1:500
GAPDH, Mouse, monoklonal [6C5] to GAPDH, ab8245 (Abcam,
GAPDH 1:5000

Cambridge, UK)

Die Membran wurde viermal jeweils 5 Minuten mit 15-20 ml Waschpuffer gewaschen. Der

sekundére Antikorper wurde je nach Herkunft des primiren Antikdrpers ausgewéhlt und ebenfalls
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mit Blocking-Puffer verdiinnt. (Tabelle 11) Die Membran wurde unter Wippen in 10 ml bei

Raumtemperatur fiir 60 min inkubiert.

Tabelle 11: Verwendete Sekunddrantikorper und deren Verdiinnung

Herkunft des Primérantikorpers Sekundérantikorper Verdiinnung
) Donkey Anti-Goat IgG, HAF109 (R&D Systems Inc.,
Ziege Minneapolis, USA) 1:1000

Goat Anti-Mouse IgG, TM-001-HR (Thermo Scientific,
Maus Waltham, USA) 1:5000

) Goat Anti-Rabbit IgG, TR-001-HR (Thermo Scientific,
Kaninchen Waltham, USA) 1:2500

Die Membran wurde in Waschpuffer viermal 5 min gewaschen und anschlieend fiir 4 min unter
Lichtausschluss in 10 ml des SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo
Scientific, Waltham, USA) inkubiert (Luminol/Enhancer : Stable Peroxidase Buffer 1:1). Die
Membran wurde zwischen zwei handelsiiblichen Overheadfolien in eine Rontgenfilmkassette
gelegt. In der Dunkelkammer erfolgte die Belichtung auf Medical X-Ray Filme 100NIF (Fujifilm
Europe GmbH, Diisseldorf, Deutschland). Die Belichtungszeiten wurden variiert. Die Filme wurden
mit der Entwicklermaschine fiir Rontgenfilme CAT SRX-101A (Konica Minolta, Tokyo, Japan)
entwickelt. Durch die Chemilumineszenz wurden die Bindungen der Antikdrper auf dem Film

sichtbar gemacht.

Um bei der Auswertung die Ergebnisse der Western Blot Untersuchungen der verschiedenen
Cathepsine und Cystatin C untereinander vergleichen zu konnen, erfolgte mit jeder Membran noch
ein Immunblot mit einem Standard. Hierfiir wurde GAPDH verwendet. Nach der Belichtung der
Filme, wurde die jeweilige Membran viermal 5 min mit Waschpuffer gewaschen. AnschlieBend
erfolgte die Inkubation mit dem, in Blocking-Puffer verdiinnten, GAPDH-Antikérper, Mouse,
monoklonal [6C5] to GAPDH, ab8245 (Abcam, Cambridge, UK) fiir 60 min. Die Membran wurde
wieder viermal 5 min gewaschen und fiir 60 min mit dem, ebenfalls in Blocking-Puffer verdiinnten,
Sekundérantikorper inkubiert. Nach erneutem Waschen wurde die Membran wieder, wie oben
beschrieben, mit der Chemilumineszenzlésung inkubiert, und die Filme belichtet. Als

Belichtungszeiten wurden die gleichen, wie beim ersten Mal verwendet.
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2.6.4 Auswertung

Die Filme wurden mit einem Flachbett-Scanner mit Durchlichteinheit (CanoScan 8800 F (Canon,
Tokyo, Japan)) mit einer Auflésung von 300 dpi eingescannt. Fiir die Auswertung der
Versuchsergebnisse wurde die Software Photoshop Elements 2.0 (Adobe, San Jose, USA)
verwendet. Die Farbinformation der Bilder wurde verworfen und die Bilder wurden als Negativ
dargestellt. Um die Banden zu quantifizieren wurden diese markiert und sowohl die Anzahl der
erfassten Pixel (p), als auch der durchschnittliche Grauwert der jeweiligen Bande (b) bestimmt.
AuBlerdem wurde der Grauwert des Hintergrundes (h) in der unmittelbaren Umgebung der
entsprechenden Bande erfasst und von dem der Bande subtrahiert. Um die absolute Intensitdt der
jeweiligen Bande zu erhalten wurde die Differenz der Grauwerte mit der Anzahl der Pixel
multipliziert. Um vergleichbare Ergebnisse zu erhalten, wurden die Intensititen der Banden mit
einem Standard (GAPDH) verglichen. Die Auswertung der Banden des Standards erfolgte
gleichermallen. Um die relative Intensitdt in Bezug auf den Standard zu erhalten wurde der Quotient

aus beiden berechnet (siche Formel).

p(b—h)

pGAPDH.(bGAPDH _ hGAPDH)

relative Intensitdt der Bande =

2.7 Immunpraéazipitation

2.7.1 Proteinbestimmung
siche 2.6.2

2.7.2 Durchfiuhrung

Fiir die Immunprézipitation wurde das Catch and Release® v2.0 Reversible Immunoprecipitation
System (Millipore Corporation, Billerica, USA) verwendet. Der im Kit enthaltene 10x Catch and
Release® Wash Buffer wurde mit Aqua dest. auf 1x verdiinnt. Zuerst wurde der untere Teil der
Sdulen (Catch and Release® Spin Columns) abgebrochen, die Kappe abgeschraubt, die Spin
Columns in jeweils ein Sammelréhrchen (Catch and Release® Capture Tube) eingesetzt und der
Inhalt 30 s bei 5000 rpm abzentrifugiert. Dann wurde je Sédule 400 pl des Ix Waschpuffers
zugegeben, 30 s bei 5000 rpm zentrifugiert und der Durchlauf verworfen. Dieser Schritt wurde
zweimal durchgefiihrt. Vor dem nédchsten Schritt wurden die Sédulen wieder mit dem zu Beginn
abgebrochenen Teil verschlossen. In die Sdulen wurden nun ein Gemisch aus jeweils 10 pl des

Affinity Ligand, 1 bis 10 pl des jeweiligen Antikorpers (Tabelle 12) und einem gewissen Volumen
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der zu untersuchenden Serumprobe gegeben, das 500 pg Protein enthielt. Die Proteinkonzentration
wurde vorher in der oben beschriebenen Proteinbestimmung festgestellt. Mit Wash Buffer wurde

auf ein Gesamtvolumen von 500 pl je Sadule aufgefiillt.

Tabelle 12: Antikorper und deren Volumina, die fiir die Immunprdzipitation verwendet wurden

Antigen Antikorper verwendetes Volumen
Cathepsin B, rabbit polyclonal to Cathepsin B (ab30443) (Abcam, Cambridge,
Cathepsin B UK) 1l

) Cathepsin D, Mouse monoclonal [CTD-19] to Cathepsin D (ab6313) (Abcam,
Cathepsin D Cambridge, UK) 1l

) Cathepsin K, Mouse monoclonal [3F9] to Cathepsin K (ab37259) (Abcam,
Cathepsin K Cambridge, UK) 10 pl

Cathepsin L, rabbit polyclonal to Cathepsin L (ab49984) (Abcam, Cambridge,
Cathepsin L UK) 2 ul

) Cathepsin S, Goat polyclonal to Cathepsin S (ab18822) (Abcam, Cambridge,
Cathepsin S UK) 10 ul

Cystatin C, Rabbit polyclonal to Cystatin C (ab33487) (Abcam, Cambridge,
Cystatin C UK) 4 ul

Nachdem die Sdulen wieder mit der Kappe verschlossen worden waren, wurden sie 30 min bei RT
auf einem Rotator inkubiert. Dann wurde der untere Teil der Sdule und die Kappe wieder entfernt,
die Sdule in ein Sammelrohrchen gesetzt und 30 s bei 5000 rpm abzentrifugiert. Der Durchlauf
wurde verworfen. Nun wurde noch viermal mit 400 ul Waschpuffer gewaschen (jeweils 30 s bei
5000 rpm abzentrifugiert) und der Durchlauf jeweils verworfen. Die Sdulen wurden in ein neues
Sammelrohrchen gesetzt und das immunpréizipierte Antigen mit je 70 pul Catch and Release®
Denaturating Elution Buffer, 1X eluiert. Nach Zentrifugation fiir 30 s bei 5000 rpm wurde der
Durchlauf bei -20 °C aufbewahrt und dann damit eine Western Blot Analyse durchgefiihrt
(siehe 2.6).
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3 Ergebnisse

3.1 Patientencharakterisierung

Von den 40 AAA-Patienten waren 34 minnlich und 6 weiblich. Das durchschnittliche Alter zum
Zeitpunkt der operativen Aneurysmatherapie betrug 68,2 Jahre (41 bis 88 Jahre). Der
durchschnittliche, in der Computertomographie bestimmte, Aneurysmadurchmesser betrug 6,7 cm
(3,9 bis 11,2 cm). Zusétzlich wurden Bergleiterkrankungen und kardiovaskuldre Risikofaktoren
(Tabelle 13), sowie die medikamentdse Therapie (Tabelle 14) der Patienten erfasst. Die 10
Kontrollpersonen hatten ein durchschnittliches Alter von 53 Jahren (38 bis 67 Jahre). Davon waren

8 méannlich und 2 weiblich.

Tabelle 13: Begleiterkrankungen und kardiovaskuldre Risikofaktoren der untersuchten Patienten

Hypertonie 72,2 %
Diabetes mellitus 16,7 %
Hyperlipiddmie 50,0 %
Nikotinabusus 55,6 %
Niereninsuffizienz 0,0 %
Koronare Herzkrankheit 38,9 %
periphere arterielle Verschlusskrankheit 16,7 %
Carotisstenose 16,7 %

Tabelle 14: Medikamentése Therapie der untersuchten Patienten

ASS / Clopidogrel 61,1 %
B-Blocker 61,1 %
ACE-Hemmer 333%
Statine 38,9 %
Protonenpumpenhemmer 83,3 %
Thromboseprophylaxe 77,8 %
Diuretika 27,8 %
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3.2 Histologische Untersuchungen

3.2.1 Charakterisierung der AAA-Praparate

Alle AAA-Priparate wurden anhand histologischer und immunhistochemischer Férbungen
charakterisiert (Tabelle 15). Anhand der Himatoxylin-Eosin Farbung (HE) wurden Zellularitit,
Entziindungsinfiltrate, atherosklerotische Veranderungen und Verkalkungen beurteilt. Elastische
Fasern und Kollagen wurden mit der Elastika van Gieson Féarbung angefiarbt. Die CD68 Farbung
wurde zur Darstellung von Makrophagen verwendet, die SM-Aktin Farbung fiir glatte Muskelzellen
und die von Willebrand Faktor Farbung (vWF) fiir Endothelzellen des Lumens und von Gefédl3en,
die im Rahmen der Neovaskularisation gebildet wurden (Abb. 7). Dabei wurde das Bild der
aneurysmatisch verdnderten Aortenwand vor allem von Entziindungsinfiltraten, Makrophagen und
Neogefifen geprigt. Die ausgepriigteste Neovaskularisation befand sich im Ubergangsbereich
zwischen Media und Adventitia. Entziindungsinfiltrate waren bevorzugt im Bereich ausgepréigter
Neovaskularisation lokalisiert. Makrophagen waren oft in grof3eren Infiltraten in den GefaBBwénden
der abdominalen Aortenaneurysmen lokalisiert (Abb. 8). Des Weiteren zeigte sich meist ein Verlust
von Kollagen, Elastin und glatten Muskelzellen der Media. Auch waren bei den meisten Priparaten

atherosklerotische Veranderungen, zum Teil mit Verkalkungen vorhanden.
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Abb. 7: Darstellung der Fdarbemethoden anhand derer der histologische Aufbau der AAA-
Gefifiwinde charakterisiert wurde. Gezeigt sind die Hdmatoxylin-Eosin Fdarbung (HE), die
Elastika van Gieson Farbung (EvG), sowie die immunhistochemischen Fdrbungen von
Makrophagen (CD68), glatten Muskelzellen (SM-Aktin) und Endothelzellen (vIWF)
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Abb. 8 Mdkroph;g.ozj/tc’ii;e Inﬁltraté in“a;er. refél]o’wahd
eines AAA (Pfeile); Immunhistochemische CD68 Firbung
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Tabelle 15: Semiquantitative Charakterisierung von 20 AAA Prdparaten; Quantifizierung von

Zellularitdit und Entziindungsinfiltraten (HE), Elastin und Kollagen (EvG), Makrophagen (CD6S),
glatten Muskelzellen (SMCs) (SM-Aktin), Neogefdifien (VWF), Verkalkungen und
atherosklerotischen Verdnderungen

HE EvG CD68 SM-Aktin vWF

Préiparat | Zellularitét | Infiltrate | Elastin | Kollagen | Makrophagen| SMCs | Neov./ECs | Verkalkung | Atheroskl.
1 +/++ +A++ + + +A++ +/++ +/++ - +
2 ++ A | A +/++ +/- +/++ ++ - +
3 + ++ +/- ++ ++ +/- ++ +/++ FH/+++
4 ++/+++ +++ + + ++/+++ +/- ++/+++ +/- ++
5 + ++ + ++ +HA++ + + ++ A+
6 + +/++ +/- ++ + + ++ + +++
7 + /A +/- + + +/- ++ +/- 4+
8 + +/- + + + + + - ++
9 +/++ +/- ++ + +/- ++ +/- +/- -
10 ++ ++ - + +++ + 4+ ++ ++
11 + + + +/++ + +++? - ++
12 +/++ + A A + + ++ - +
13 ++ A | A +A++ +A++ ++ ++ - +/++
14 + ++ ++ +/4+ + + ++ +/+++ +++
15 +/++ - +++ + + +++ +/++ - +
16 + +/++ +/- ++ + + +/++ +/4++ A
17 ++ +A++ + +A++ + + + ++ +
18 ++ + +/++ +/++ +/- ++ 4+ +++ +/-
19 ++ +/- +A++ + - + + - -
20 +/++ + +/++ ++ + ? + + ++

Zusiétzlich wurden AAA-Priparate von asymptomatischen Patienten (n=8) mit denen von
symptomatischen Patienten (n=4) verglichen. Dabei war in den Préparaten von symptomatischen
Patienten im Vergleich zu den asymtomatischen die Zellularitdt erhoht und es zeigten sich vermehrt
Makrophagen und Entziindungsinfiltrate. Hingegen waren Elastin, Kollagen und glatte
Muskelzellen reduziert. Bei der Neovaskularisierung waren keine relevanten Unterschiede zu

verzeichnen (Tabelle 16).
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Tabelle 16: Vergleich der Priparate von asymtomatischen und symptomatischen Patienten;
semiquantitative Auswertung von - bis +++, SMCs = smooth muscle cells

‘ Zellularitét Infiltrate Elastin Kollagen Makrophagen SMCs  Neogefdlle
asymptomatisch +/++ +/++ +++ ++ +/++ ++ +/++
symptomatisch ++H/+++ ++/+++ +/- +/++ ++ + +/++

3.2.2 Immunhistochemie von Cathepsinen und Cystatin C

In den AAA-Préparaten wurde die Expression der Cathepsine und die von Cystatin C in luminalen
Endothelzellen, glatten Muskelzellen der Media, Makrophagen, Infiltraten und Endothelzellen und
glatte Muskelzellen von reifen bzw. unreifen Neogefd3en untersucht. Dabei zeigte sich, dass sowohl
samtliche untersuchten Cathepsine, als auch Cystatin C von den meisten Zellen exprimiert wurden
(Tabelle 17). Luminale Endothelzellen zeigten in der Immunhistochemie ein positives
Farbeverhalten fiir die Cathepsine B, D, K und S. Fiir Cathepsin L und Cystatin C konnte hierbei
keine Expression nachgewiesen werden (Abb. 9). Die glatten Muskelzellen der Media wiesen eine
Anfiarbung fiir alle Cathepsine und Cystatin C auf (Abb. 10). Das Gleiche gilt fiir Makrophagen,
wobei sich diese von allen Zellen jeweils am stirksten anfdarbten (Abb. 11). Die Zellen der
Entziindungsinfiltrate wurden am stérksten bei der Fiarbung gegen Cathepsin B angefarbt, gefolgt
von Cathepsin D und S. Die Cathepsine K und L und Cystatin C wurden schwach exprimiert. Zur
genaueren Differenzierung wurden zusitzlich noch Féarbungen fiir B-Zellen (CD20) und T-Zellen
(CD3) durchgefiihrt. Dabei zeigten sich fiir B- und T-Zellen keine Unterschiede hinsichtlich ihres
Farbeverhaltens flir Cathepsine und Cystatin C (Abb. 12). Auch in den Zellen der Neogefia3e wurde
Cathepsin B am stéirksten exprimiert. An néchster Stelle stand wiederum Cathepsin D. Darauf
folgten die restlichen untersuchten Proteasen. Cathepsin K wies die geringste Expression auf. Die
Endothelzellen zeigten jeweils eine stirkere Anfarbung als die glatten Muskelzellen der reifen
Neogefdlle. Zwischen den Endothelzellen von reifen und unreifen Neogefdlen waren keine
Unterschiede zu verzeichnen (Abb. 13 und Abb. 14). Die glatten Muskelzellen der reifen Neogefalle
wiesen eine geringere Expression von Cathepsinen und Cystatin C auf als die glatten Muskelzellen

der Media.
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Tabelle 17: Expression von Cathepsinen und Cystatin C in Zellen des AAA; untersucht wurden
luminale Endothelzellen (EC), glatte Muskelzellen der Media (SMC), Makrophagen, Infiltrate und
Endothelzellen (EC) und glatte Muskelzellen von reifen bzw. unreifen Neogefiflen, semiquantitative
Auswertung von - bis +++ (Erkldrung siehe Material und Methoden)

Neogefille
AAA luminale ECs I\S/Il\e/[dci: ﬁilkgr:r; Infiltrate unreif reif
ECs ECs SMCs

Cathepsin B +/- + /- +/ -+ ++ ++ +
Cathepsin D + +/++ -+ +++ +/++ +++ +
Cathepsin K +/- + ++ +/- - bis +/- - bis +/- - bis +/-
Cathepsin L - + A+ +/- + + - bis +/-
Cathepsin S +/- + /A +/++ + + - bis +/-
Cystatin C - + ++ - bis +/- + + - bis +/-

55



m Ergebnisse

ISDEI l!DEmI

¥ b, L
Sl =i e

Abb. 9: Expression von Cathepsin B, D, K, L, S und Cystatin C in luminalen Endothelzellen eines
AAA; immunhistochemische Fdrbungen
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Abb. 10: Expression von Cathepsin B, D, K, L, S und Cystatin C in glatten Muskelzellen der Media
eines AAA; immunhistochemische Fdrbungen
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Abb. 11: Expression von Cathepsin B, D, K, L, S und Cystatin C in Makrophagen eines AAA;
immunhistochemische Fdrbungen
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Cathepsin K Cathepsin D Cathepsin B

Cathepsin L
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Abb. 12: Expression von Cathepsin B, D, K, L, S und Cystatin C in
Entziindungsinfiltraten eines AAA (1. Spalte); zur genaueren Differenzierung der
Infiltrate wurden T-Zellen mit CD3 Antikérpern (2. Spalte) und B-Zellen mit
CD20 Antikérpern (3. Spalte) angefdrbt ; immunhistochemische Férbungen
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Abb. 13: Expression von Cathepsin B, D, K, L, S und Cystatin C in unreifen Neogefdfien eines AAA;

immunhistochemische Fdrbungen
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immunhistochemische Fdrbungen
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Beim Vergleich zwischen den Préparaten von symptomatischen und asymptomatischen Patienten
zeigten sich in den immunhistochemischen Firbungen fiir Cathepsine und Cystatin C kaum
nennenswerte Unterschiede im Férbeverhalten der einzelnen untersuchten Zelltypen (Tabelle 18).
Cathepsin D wurde in SMCs der Media symptomatischer Patienten (+/++) etwas stirker als bei
asymptomatischen Patienten (+) exprimiert. Ein weiterer leichter Unterschied zeigte sich fiir
Cathepsin S. Hier war bei symptomatischen Patienten die Expression in den Entziindungsinfiltraten

(+/++ zu +) und Endothelzellen reifer Neogefdfle (+ zu +/- bis +) minimal erhoht.

Tabelle 18: Vergleich der Expression von Cathepsin B, D, K, L, S und Cystatin C zwischen AAA-
Prdparaten von symptomatischen und asymptomatischen Patienten in der Immunhistochemie.
Untersucht wurden luminale Endothelzellen (EC), glatte Muskelzellen der Media (SMC),
Makrophagen, Infiltrate und Endothelzellen (EC) und glatte Muskelzellen (SMC) von reifen bzw.
unreifen Neogefifien. Die Auswertung erfolgte semiquantitativ von - bis +++ (Erkldrung siehe
2.4.5).

Neogefille
luminale SMCs Makro- : :
ECs Media phagen Infiltrate unreif reif
ECs ECs SMCs
asymptoma- - + ++ + + + +
Cathepsin tisch
B -
tisch
asymptoma- +- + -+ 4+ + + +
Cathepsin tisch
D -
symptoma +- A+ N 4+ + + +
tisch
. asyrnptoma— 4/ + ++ - bis +/- +/- +/- - bis +/-
Cathepsin tisch
K -
symptoma +- + ++ - bis +/- +- +- - bis +/-
tisch
asymptoma- ) v N /e n n +/-
Cathepsin tisch
L -
symptoma ) 4/ + +/- + + +/-
tisch
asymptoma— ) +/- +++ + + +/- bis + -
Cathepsin tisch
S -
symptoma - +- ot +HA+ + + -
tisch
asymptoma- ) " + +- +/- bis + - - bis +/-
. tisch
Cystatin C
symptoma- ) 1/ + +/- +/- bis + +/- - bis +/-
tisch
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In den Aortenpriparaten der Kontrollpatienten konnte in den luminalen Endothelzellen eine
Expression der Cathepsine B, D, K, L und S nachgewiesen werden. Cystatin C wurde von diesen
Zellen nur vereinzelt schwach exprimiert. In den glatten Muskelzellen der Media konnte fiir
Cathepsin S und Cystatin C keine Expression nachgewiesen werden, die Cathepsine B, K und L

wurden schwach, Cathepsin D stirker exprimiert (Tabelle 19).

Tabelle 19: Expression von Cathepsinen und Cystatin C in luminalen Endothelzellen (ECs) und
glatten Muskelzellen der Media (SMCs) von Kontrollaorten, semiquantitative Auswertung von
- bis +++ (Erklirung siehe 2.4.5)

Kontrollen luminale ECs ;}fg:
Cathepsin B + +/-
Cathepsin D + ++
Cathepsin K + +/-
Cathepsin L + +/-
Cathepsin S + -
Cystatin C +/- -

3.3 Quantitative Real-Time RT-PCR

Bei der quantitativen Real-Time RT-PCR konnte die Expression auf mRNA-Ebene fiir alle
untersuchten Cathepsine und fiir Cystatin C sowohl in AAA als auch in Kontrollaorten
nachgewiesen werden. Wurden die Ergebnisse auf die mRNA-Expression von GAPDH normiert
(Abb. 15), zeigte sich fiir Cathepsin D (p<0,001), Cathepsin K (p=0,018) und Cystatin C (p=0,002)
eine signifikant erhohte mRNA-Expression in den Kontroll-Praparaten im Vergleich zu den AAA-
Priaparaten. Fiir Cathepsin L zeigte sich eine erhdhte Expression in AAA im Vergleich zu
Kontrollen, aber der Unterschied war nicht signifikant (p=0,127). Cathepsin B (p=0,472) und S
(p=0,204) wiesen keine signifikanten Unterschiede beziiglich der Expression auf mRNA-Ebene in
AAA und Kontrollen auf.

Wurde die mRNA-Expression der Cathepsine B, D, K, L und S auf die mRNA-Expression ihres
Inhibitors Cystatin C normiert (Abb. 16), so wiesen Cathepsin B (p=0,021) und L (p=0,018) in
AAA eine signifikant erhohte mRNA-Expression im Verhiltnis zu Kontrollaorten auf. Auch fiir
Cathepsin K war die mRNA-Expression in AAA im Vergleich zu Kontrollen erhéht, allerdings war
der Unterschied nicht statistisch signifikant (p=0,286). Fiir die Cathepsine D (p=0,979) und S
(p=0,517) konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen AAA wund Kontrollaorten
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nachgewiesen werden.

Insgesamt wies Cathepsin K mengenméfig sowohl in AAA (Median=0,1827), als auch in den
Kontrollen (Median=0,4038) die hochste mRNA-Expression auf. In den AAA folgten darauf
Cathepsin L (Median=0,0429), Cathepsin B (Median=0,0287), Cathepsin S (Median=0,0261),
Cystatin C (Median=0,0194) und Cathepsin D (Median=0,0054). In den Kontrollaorten folgte in
absteigender Reihenfolge Cystatin C (Median=0,1454), Cathepsin S (Median=0,0800), Cathepsin D
(Median=0,0193), Cathepsin L (Median=0,0139) und Cathepsin B (Median=0,0103) (Abb. 17).

Zusétzlich wurde die mRNA-Expression von Cathepsinen und Cystatin C zwischen Préparaten von
Patienten mit symptomatischen und asymptomatischen AAA verglichen. Dabei zeigten sich
allerdings keine signifikanten Unterschiede in der mRNA-Expression zwischen Patienten mit

symptomatischen und asymptomatischen Aortenaneurysmen (Abb. 18).
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Abb. 17: Quantitative Real-Time RT-PCR

oben: Relative Expression von Cathepsin B, D, K, L, S und Cystatin C (v.L.n.r)
normiert auf GAPDH in %, Vergleich der jeweiligen Expression von AAA-
Préparaten mit Kontroll-Prédparaten

unten: Relative Expression von Cathepsin B, D, K, L, S (v.l.n.r) normiert auf
den Inhibitor Cystatin C in %, Vergleich der jeweiligen Expression von AAA-
Prdparaten mit Kontroll-Prdparaten
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Abb. 18: Quantitative Real-Time RT-PCR

oben: Relative Expression von Cathepsin B, D, K, L, S und Cystatin C
(v.l.n.r) normiert auf GAPDH in %, Vergleich der Expression von
symptomatischen AAAs und asymptomatischen AAAs

unten: Relative Expression von Cathepsin B, D, K, L, S (v.l.n.r.) normiert
auf den Inhibitor Cystatin C in %, Vergleich der Expression von
symptomatischen AAAs und asymptomatischen AAAs
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Um sicherzustellen, dass die gemessenen Werte auch von den gewiinschten PCR-Produkten
stammten und nicht von etwaigen Primerdimeren wurde im Anschluss an jede PCR eine

Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt und die PCR-Produkte elektrophoretisch aufgetrennt.

Bei der Schmelzkurvenanalyse wird durch kontinuierliche Temperaturerhohung die DNA
aufgeschmolzen. Dabei spaltet sich die doppelstringige DNA des jeweiligen PCR-Produktes, bei
einer fiir dieses charakteristischen Temperatur, in zwei Einzelstrainge. Dadurch wird der
Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green freigesetzt, woraus ein Abfall der Fluoreszenz resultiert (Abb.
19). Eine Unterscheidung der gewiinschten PCR-Produkte von Primerdimeren ist dadurch moglich,
dass die Primerdimere einen niedrigeren Schmelzpunkt aufweisen. Um die maximalen Anderungen
der Intensitdt der Fluoreszenz besser identifizieren zu kdnnen wurden die Schmelzkurven auch als
Peakkurven dargestellt. Dabei handelt es sich um die negative erste Ableitung der Schmelzkurve
nach der Temperatur [-d(RFU)/dT ]. Das Peakmaximum entspricht dabei der Schmelztemperatur
des jeweiligen PCR-Produktes (Abb. 20).

Fiir das PCR-Produkt des Primerpaares CathB-F3/CathB-R3 ergab sich eine Schmelztemperatur
von ca. 81 °C, fiir CathD-F3/CathD-R3 waren es ca. 80 °C (Abb. 19 und Abb. 20), fiir CathK-
F4/CathK-R4 ca. 86 °C, fiir CathL-F3/CathL-R2 ca. 79 °C, fiir CathS-F1/CathS-R1 ca. 78 °C, fiir
CysC-F2/CysC-R2 ca. 84 °C und fiir GAPDH-F4cD/GAPDH-R4cD ca. 83 °C.
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Abb. 19: Schmelzkurve der PCR-Produkte des Primerpaares CathD-F3/CathD-R3; x-Achse:
Temperatur in °C, y-Achse: Fluoreszenz in relative fluorescence units (RFU)

a3

70



m Ergebnisse
5501
500+
450 -F
400 £
350 £
= 200
= F
L L
&, 250 -F
= n
2001
1501
100+
s0-F
E 1,00
o —
E E000
'SD l 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
50 B3 70 i &0 85 a0 85

Temperature, Celsius
Abb. 20: Peakkurve der PCR-Produkte des Primerpaares CathD-F3/CathD-R3; x-Achse:
Temperatur in °C, y-Achse: negative erste Ableitung der Schmelzkurve nach der Temperatur
[-d(RFU)/T ]

Eine Agarose-Gelelektrophorese wurde durchgefiihrt um die Amplifikationsprodukte der
quantitativen Real-Time RT-PCR zu identifizieren und diese ebenfalls von den etwaigen
Primerdimeren abzugrenzen. Dabei zeigten sich zum einen die Banden der gewiinschten PCR-
Produkte, die je nach verwendeten Primern eine Fragmentldnge von ca. 100 bp aufwiesen. Zum
anderen wurde teilweise eine zweite Bande mit etwas kiirzerer Fragmentlinge (50-100 bp)
nachgewiesen (Abb. 21 und Abb. 22). Dabei handelt es sich aber nicht um Primerdimere, denn bei
der Optimierung der PCR zeigten sich bei den Durchldufen ohne DNA bzw. cDNA keine Banden,
die Primerdimeren entsprachen (siche 2.5.4). Vermutlich entsprechen die zusétzlichen Banden
partiell degradierter RNA, die bei der Formalinfixierung der Priparate entsteht. Die Doppelbanden
waren nicht in allen Proben vorhanden, kamen aber sowohl in AAA-Proben als auch bei den

Kontrollen vor.
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Abb. 21: Agarose-Gelelektrophorese der PCR-Produkte von AAA und Kontrollaorten; dargestellt
sind GAPDH, Cathepsin B, D, K, L, S und Cystatin C an jeweils 10 Proben.
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Abb. 22: Agarose-Gelelektrophorese;
dargestellt sind die als Marker dienende DNA-
Leiter (M), sowie zwei exemplarische AAA-
Proben (1 und 2).
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3.4 Western Blot Analyse

In der Western Blot Analyse von acht AAA-Praparaten konnte eine Expression der Cathepsine B, D,
L und S sowie von Cystatin C nachgewiesen werden. Die Banden zeigten sich fiir Cathepsin B bei
31 kDa, fiir Cathepsin D bei 34 kDa, fiir Cathepsin L bei 34 kDa, fiir Cathepsin S bei 25 kDa und
fiir Cystatin C bei 16 kDa (Abb. 23). Ein Vorkommen von Cathepsin K in den AAA-Proben konnte
mit dieser Methode nicht nachgewiesen werden. Die Ergebnisse wurden auf GAPDH normiert,
welches als 100 % definiert wurde. Dessen Banden lagen bei 36 kDa. AuBerdem wurden alle
Ergebnisse hinsichtlich einer Hintergrundfarbung korrigiert (siche 2.6.4) Den hochsten Wert bei der
Expression wies Cystatin C mit 186 % auf. Cathepsin S zeigte mit 17 % den niedrigsten Wert. Die
Expression der andern Cathepsine lag fiir Cathepsin B bei 101 %, fiir Cathepsin D bei 79 % und fiir
Cathepsin L bei 80 % (Abb. 24).

GAPDI  cis Gl ao a— o —m—

Cathepsin B

Cathepsin D~ —5 -* L e—

—

Cystatin C |

Abb. 23: Banden der Western Blot Analyse von 8 AAA-Prdparaten: GAPDH (Glycerinaldehyd-3-
phosphat-Dehydrogenase) bei 36 kDa, Cathepsin B bei 31 kDa, Cathepsin D bei 34 kDa,
Cathepsin L bei 34 kDa, Cathepsin S bei 25 kDa, Cystatin C bei 16 kDa
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Abb. 24: Expression der Cathepsine und von Cystatin C in der Western Blot Analyse von 8 AAA-
Préiparaten, die Werte wurden auf GAPDH (100 %) normiert

3.5 Serumuntersuchung

Bei der Immunprézipitation, die zur Untersuchung der Serumproben herangezogen wurde, konnte
fiir Cathepsin B und Cystatin C ein Vorkommen im Serum gezeigt werden. Die Cathepsine D, K, L
und S konnten hingegen nicht nachgewiesen werden. Im Western Blot, der im Anschluss an die
Immunprézipitation durchgefiihrt wurde, lagen die Banden fiir Cathepsin B bei ca. 31 kDa, fiir
Cystatin C bei ca. 16 kDa (Abb. 25).

Abb. 25: Immunprdzipitation von Cathepsin B und
Cystatin C; exemplarische Darstellung von 4
Serumproben; Cathepsin B bei 31 kDa, Cystatin C bei
16 kDa
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4 Diskussion

4.1 Patientencharakterisierung

Das untersuchte Patientenkollektiv hatte ein durchschnittliches Alter von 68,2 + 10,3 Jahren und
entsprach damit dem Alter, in dem AAA-Patienten in deutschen Kliniken im Mittel operativ oder
interventionell versorgt werden (Eckstein et al. 2007). In dieser Altersgruppe der iiber 65-Jdhrigen
betrdgt die Privalenz des abdominalen Aortenaneurysmas 5,5 % (4-8 %) fiir Ménner und 1,3 %
(0,5-1,5 %) fir Frauen (Eckstein et al. 2009). Auch die Héaufigkeitsverteilung typischer
Risikofaktoren und Komorbidititen des AAA deckte sich im untersuchten Patientenkollektiv mit
den Ergebnissen groflerer epidemiologischer Untersuchungen (Baumgartner et al. 2008; Lederle et
al. 1997). Mit einem durchschnittlichen maximalen Durchmesser der untersuchten Aneurysmen von
6,7 £ 1,7 cm, hatten die Bauchaorten der untersuchten Patienten ein Ausmal} erreicht, bei dem das
jéhrliche Rupturrisiko ca. 10-20 % betrdgt (Brewster et al. 2003; Reed et al. 1997). Folglich ist bei
AAA diesen Durchmessers davon auszugehen, dass es sich um fortgeschrittene Krankheitsstadien
handelt und diese somit ein geeignetes Untersuchungsmaterial flir die hier durchgefiihrten

Untersuchungen darstellen.

4.2 Histologische Untersuchungen

Zwar wurden in der Vergangenheit einzelne immunhistochemische Untersuchungen zur
Cathepsinexpression in abdominalen Aortenaneurysmen durchgefiihrt, allerdings wurden dort
jeweils nur einzelne Cathepsine wie z.B. B und L, bzw. Cystatin C untersucht (Shi et al. 1999; Liu
et al. 2006b; Gacko et al. 1999). AuBerdem wurde das Augenmerk bislang nur auf Makrophagen,
glatte Muskelzellen der Media und Endothelzellen gerichtet. In dieser Arbeit wurden nun erstmals
die vier relevanten Cysteinproteasen Cathepsin B, K, L und S deren Inhibitor Cystatin C und die
Aspartatprotease Cathepsin D umfangreich immunhistochemisch untersucht. Hierzu wurde die
Expression der Proteasen in allen Zelltypen der GefiBBwand beurteilt. Dazu zéhlen luminale
Endothelzellen, glatte Muskelzellen der Media, Makrophagen, Lymphozyten der
Entziindungsinfiltrate, sowie Endothelzellen und glatte Muskelzellen von reifen bzw. unreifen
Neogefdllen. Dies trdgt dazu bei genauer zu analysieren, inwieweit welche Zellen durch eine
Expression der genannten Proteasen einen Beitrag zur proteolytischen Degradierung der AAA-

GefilBwand leisten konnen. Die Immunhistochemie bietet durch eine Anfdarbung der Zellen den

75



nm Diskussion

Vorteil eines gezielten Nachweises der Cathepsinexpression in den verschiedenen Zellen auf

Proteinebene. Quantitative Vergleiche sind mit dieser Methode jedoch nur bedingt moglich.

Makrophagen

Makrophagen sind im Rahmen der Atherosklerose an der {iberschieBenden Immunreaktion beteiligt
und fiihren schlieBlich zur chronischen Entziindung des betroffenen Gewebes. Zudem konnen sie
auch direkt proteolytische Enzyme, wie etwa MMPs oder die hier untersuchten Cathepsine
synthetisieren und sezernieren und sind somit auch in der Lage extrazelluldre Matrix zu degradieren
(Newby 2008; Reddy et al. 1995). Des Weiteren sind Makrophagen in der Lage das perizelluldre
Milieu durch eine in der Plasmamembran lokalisierte Vacuolar-type H'-ATPase anzusduern. So ist
es erst moglich, dass Proteasen wie die Cathepsine, die ithr pH-Optimum im sauren Bereich
besitzen, im Extrazellularraum Strukturproteine degradieren konnen (Chapman et al. 1997; Reddy
et al. 1995; Bossard et al. 1996; Bromme et al. 1996; Punturieri et al. 2000). Fiir die verschiedene
MMPs konnte bereits das Vorkommen im AAA nachgewiesen werden (Galis et al. 1994; Wilson et
al. 2005; Reeps et al. 2009), die Cathepsine hingegen wurden diesbeziiglich im AAA bisher nicht in
groBerem Umfang untersucht, wie es im Rahmen dieser Dissertation nun erstmals der Fall war.
Hierbei wiesen die Makrophagen im Vergleich zu allen anderen untersuchten Zelltypen, die das
histologische Bild der aneurysmatischen Aortenwand priagen, die hochste Expression der
untersuchten Cathepsine B, D, K, L und S auf. Auch Cystatin C zeigte in Makrophagen die stirkste
Expression (Tabelle 17). Besonders makrophagozytire Infiltrate (Abb. 8) zeigten eine sehr hohe
Expression von Cathepsinen. In anderen Studien konnte bereits gezeigt werden, dass die Cathepsine
B, K, L und S nicht nur intrazelluldr von Makrophagen exprimiert werden, sondern auch, dass
Makrophagen diese Proteasen in ihrer aktiven Form in den perizelluliren Raum abgeben kénnen
(Reddy et al. 1995; Punturieri et al. 2000). Dort scheinen sie eine maB3gebliche Rolle beim Abbau
extrazelluldrer Matrix, im Speziellen von Elastin und Kollagen zu spielen, denn die elastinolytische
Aktivitdit von Makrophagen konnte durch Inhibition der Cathepsine L und S fast vollstdndig auer
Kraft gesetzt werden. Im Gegensatz dazu wurde die elastinolytische Aktivitdt von Makrophagen
durch MMP-Inhibitoren wie etwa TIMP-1/2 nicht beintrachtigt (Reddy et al. 1995). Dies gibt
Grund zur Annahme, dass die hohe Cathepsinexpression in den hier durchgefiihrten
immunhistochemischen Untersuchungen in makrophagenreichen Regionen durch das hohe

kollagenolytische und elastolytische Potential der Cathepsine in nicht unerheblichem Malle zu einer
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Destabilisierung der GefdBwand fithren kann. Der verstirkte Abbau extrazelluldrer Matrix
begiinstigt eine GroBenzunahme des Aneurysmas und fiihrt moglicherweise dazu, dass Bereiche mit
grofleren makrophagozytdren Infiltraten durch eine lokale Destabilisierung der Aortenwand
Pradilektionsstellen fiir eine Ruptur der Aneurysmawand darstellen konnen. Daneben wurde auch
beschrieben, dass Cathepsine im Rahmen der Atherosklerose an Vorgidngen beteiligt sind, die zum
apoptotischen Zelltod von Makrophagen fiihren (Li et al. 2001). Da viele AAA auch
atherosklerotische Lésionen in der GefdBwand aufweisen, sind Cathepsine vermutlich auch im AAA
an derartigen Vorgidngen beteiligt. Ob allerdings die Apoptose von Makrophagen eine grof3e
Relevanz fiir Pathogenese, Progression und Ruptur von AAA hat ist fraglich. Eine wahrscheinlich
wichtigere Rolle spielen, den Ergebnissen der hier durchgefiihrten Untersuchungen zufolge, die
beschriebenen, von den Makrophagen sezernierten Cathepsine durch den Abbau extrazelluldrer

Matrix.

Lymphozyten

Lymphozyten, zu denen B-Zellen, T-Zellen und natiirliche Killerzellen zdhlen, sind Teil der
spezifischen Immunabwehr. Im Rahmen der Entziindungsreaktionen bei der Atherosklerose und im
AAA kommt es zu einer Einwanderung dieser Zellen aus dem Blutstrom in die GefdaBwand (Libby
et al. 2002; Shimizu et al. 2006). Betreffend deren Bedeutung fiir die proteolytische Degradation
der Aneurysmawand wurde bisher nur beschrieben, dass Lymphozyten durch Sekretion von
Zytokinen die Expression und Aktivierung von verschiedenen Proteasen in anderen Zellen, wie
etwa Makrophagen oder glatten Muskelzellen, induzieren kdnnen (Ailawadi et al. 2003). Auerdem
sind T-Zellen durch die Sekretion von Zytokinen in der Lage, die Apoptose von glatten
Muskelzellen zu induzieren (Henderson et al. 1999). Neuere Untersuchungen konnten zeigen, dass
Lymphozyten im AAA eine grole Anzahl an MMPs exprimieren (Reeps et al. 2009). Diese
Proteasen konnen durch den Abbau extrazellulirer Matrix die GefdBwand direkt destabilisieren
(Wilson et al. 2005; Wilson et al. 24.01.2006). Ob jedoch auch Lymphozyten eine relevante Quelle
von Cathepsinen im abdominalen Aortenaneurysma darstellen, war allerdings bisher nicht

Gegenstand histologischer Untersuchungen.

In den hier durchgefiihrten immunhistochemischen Untersuchungen konnte erstmals gezeigt
werden, dass die Lymphozyten im AAA auch selbst Cathepsine exprimieren. Hierbei wiesen

Lymphozyten in der semiquantitativen Auswertung nach den Makrophagen die hdchste
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Cathepsinexpression aller untersuchten Zelltypen auf. Es wurden besonders die Cathepsine B, D
und S von den Lymphozyten exprimiert. Cathepsin K und L sowie Cystatin C wiesen eine deutlich
schwichere Expression auf. Auflerdem konnte gezeigt werden, dass die untersuchten Proteasen in
den Entziindungsinfiltraten sowohl von B-Zellen als auch von T-Zellen exprimiert werden. Welche
Funktionen den Cathepsinen in diesen Zellen im speziellen zukommen, miissen zukiinftige
Untersuchungen klaren. Auch wurde in dieser Arbeit nicht untersucht ob die genannten Zellen in
der Lage sind Cathepsine in das extrazellulire Milieu zu sezernieren. Moglicherweise dienen den
Lymphozyten Cathepsine bei der Einwanderung aus dem Blutkreislauf in die GefaBwand, indem sie
extrazelluldre Matrix degradieren. Dies wurde allerdings hier nicht untersucht. So waren in den
AAA-Priaparaten inflammatorische Infiltrate hauptsdchlich in Bereichen ausgeprigter
Neovaskularisation  lokalisiert. Diese  Vergesellschaftung von Neovaskularisation und
Entziindungsinfiltraten, wurde bereits in anderen Studien beschrieben (Thompson et al. 1996;
Holmes et al. 1995). Es ist also moglich, dass die Lymphozyten der Entziindungsinfiltrate durch die
Expression von Cathepsinen direkt zur Degradation und konsekutiven Destabilisierung der
Aneurysmawand beitragen und nicht nur, wie bisher beschrieben, iiber die Stimulation anderer

Zellen.

Glatte Muskelzellen der Media

Die glatten Muskelzellen der Media sind neben elastischen und kollagenen Fasern von
entscheidender Bedeutung fiir Integritdt und Wandstabilitdt groer GefaBle wie der abdominalen
Aorta (Hoshina et al. 2004). Im Rahmen der AAA-Pathogenese kommt es zum einen zur
Destabilisierung der aortalen GefdBwand durch den Verlust glatter Muskelzellen (Lopez-Candales
et al. 1997), zum anderen konnen aber die SMCs der Media durch Freisetzung proteolytischer
Enzyme — wie etwa MMPs — und den daraus folgenden Abbau extrazelluldarer Matrix, auch aktiv die
GefilBwand destabilisieren (Patel et al. 1996). Einzelne Untersuchungen geben Hinweise darauf,
dass Cathepsine auch von glatten Muskelzellen der Media im AAA exprimiert werden und somit
entscheidend an den genannten Vorgdngen beteiligt sein konnen (Liu et al. 2006b). Allerdings

wurde dies bisher nicht hinreichend untersucht.

In den hier durchgefiihrten immunhistochemischen Untersuchungen konnte nun erstmals gezeigt
werden, dass von den glatten Muskelzellen der Media der abdominalen Aortenaneurysmen sowohl

die Cathepsine B, D, K, L und S, als auch Cystatin C exprimiert werden. Im Gegensatz dazu
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konnten Cathepsine, mit Ausnahme von Cathepsin D, in den SMCs der Media der Kontrollaorten
immunhistochemisch nicht oder nur in sehr geringem Ausmal3 nachgewiesen werden. Dies zeigt,
dass es im Rahmen der Pathogenese des AAA zu einer Hochregulation der Cathepsinexpression in
den glatten Muskelzellen der Media kommt. Im Rahmen der Aneurysmaentstehung an der
abdominalen Aorta kommt es vermehrt zum apoptotischen Zelltod von glatten Muskelzellen
(Lopez-Candales et al. 1997; Henderson et al. 1999). Das fiihrt zu einer Verminderung glatter
Muskelzellen der Media. Dies wurde auch bei der Charakterisierung der histologischen AAA-
Préaparate beobachtet. Dass Cathepsine an den Vorgidngen der Apoptose beteiligt sind, wurde bereits
in verschiedenen Studien gezeigt und gibt Grund zur Annahme, dass dies auch bei der Pathogenese
des AAA der Fall ist. Die unter physiologischen Bedingungen in den Lysosomen lokalisierten
Cathepsine werden in das Zytoplasma der Zellen freigesetzt, wenn sich etwa durch oxidativen
Stress die Permeabilitdt der lysosomalen Membran erhoht. Im Zytoplasma konnen dann von den
Cathepsinen weitere Reaktionskaskaden initiiert werden, die letztendlich zum apoptotischen Zelltod
filhren. Zusétzlich konnen Cathepsine durch den proteolytischen Abbau iiberlebenswichtiger
Proteine diesen Prozess unterstiitzen (Chwieralski et al. 2006). Untersucht wurde dazu
beispielsweise der Einfluss von Cathepsin B auf die Apoptose von Hepatozyten (Roberts et al.
1997; Guicciardi et al. 2000) und die Apoptose im Rahmen der Immunregulation (Michallet et al.
2003; Michallet et al. 2004). Bei der neuronalen Apoptose sind Cathepsin B und L beteiligt (Felbor
et al. 2002), bei Lungenerkrankungen spielt z.B. Cathepsin D fiir den apoptotischen Zelltod eine
wichtige Rolle (Thibodeau et al. 2004). In-vitro-Untersuchungen haben gezeigt, dass SMCs nach
Stimulation durch verschiede Zytokine, die unter anderem im Rahmen der Atherogenese vermehrt
ausgeschiittet werden, Cathepsine freisetzten und in der Lage waren Elastin zu degradieren. Nach
Stimulation mit IL-1B, TNF-a oder IFN-y exprimierten die geziichteten SMCs vermehrt
Cathepsin S und waren in der Lage Elastin zu degradieren (Sukhova et al. 1998). Auch {iber diese
Mechanismen konnen die SMCs der Media moglicherweise aktiv zur proteolytischen Degradierung
von Strukturproteinen beitragen. Auffillig hingegen war, dass sich das Ausmal} der Expression von
Cathepsin D kaum zwischen AAA und Kontrollen unterschied. Cathepsin D ist aber als einziges der
untersuchten Cathepsine keine Cysteinprotease sondern eine Aspartatprotease. Somit wird es nicht,
wie die Cysteinproteasen von Cystatin C inhibiert. Allerdings wurde bisher noch nicht untersucht
wie Cathepsin D im AAA reguliert bzw. inhibiert wird. Allgemein wurde eine Hemmung von
Cathepsin D durch a-2-Makroglobulin beschrieben (Gacko et al. 2007). Zusammenfassend l4sst

sich sagen, dass Cathepsine in SMCs vermutlich zum einen durch ihre Rolle bei der Apoptose von
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SMCs, zum anderen durch die Sekretion und den daraus bedingten Abbau von Strukturproteinen in
nicht unerheblichem Mafle zur Destabilisierung der Aneurysmawand und zur Gréf8enzunahme von

AAA beitragen konnen.

Neogefdfse

Die Versorgung der intakten Aortenwand geschieht im physiologischen Zustand zu einem
bedeutenden Teil liber Diffusion aus dem GefdaBBlumen (Thompson et al. 1996, S. 464). In der
Tunica media einer gesunden Aorta finden sich deshalb gewdhnlich nur sehr spérlich Vasa vasorum
(Wolinsky, Glagov 1967). In Ubereinstimmung damit fand sich auch in den fiir diese
Untersuchungen verwendeten Kontrollaorten nur eine sehr geringe Vaskularisation des Gefdalwand.
Ein anderes Bild zeigte sich in den AAA-Préparaten, wo zum Teil eine ausgeprigte
Neovaskularisation zu finden war. Diese Einsprossung von neuen Gefdlen aus den Vasa vasorum
stellt ein wesentliches Charakteristikum der Pathogenese des AAA dar (Ailawadi et al. 2003). Die
Entstehung und das Wachstum von Neogefiflen setzen dabei den Abbau von endothelialer
Basalmembran und perivaskuldrer extrazelluldrer Matrix voraus (Ingber, Folkman 1989; Libby,
Schonbeck 2001). Dies erfordert lokale Abbauvorginge durch verschiedene proteolytische Enzyme
wie etwa MMPs (Carmeliet 2000; Reeps et al. 2009). Moglicherweise spielen auch Cathepsine
hierbei mit ihrem ausgeprigten proteolytischen — insbesondere kollagenolytischen und
elastolytischen — Potential eine entscheidende Rolle (Sukhova et al. 1998; Yasuda et al. 2004). In
anderen Zusammenhingen konnte ndmlich eine Beteiligung einzelner Cathepsine bei der
Neovaskularisation bereits nachgewiesen werden. So wurde fiir Cathepsin S beschrieben, dass ein
Mangel an dieser Cysteinprotease in hohem Malle die Neubildung von Mikrogefd3en im Rahmen
der Wundheilung beeintrachtigt (Shi et al. 2003). Des Weiteren haben In-vitro-Untersuchungen an
Endothelzellen von humanen Umbilicalvenen gezeigt, dass Cathepsin B z.B. einen wichtigen
Beitrag zum Prozess der Neoangiogenese leistet (Premzl et al. 2006). Auch fiir Tumoren wurde in
verschiedenen Studien gezeigt, dass eine erhdhte Expression von Cathepsinen mit einer vermehrten
Angiogenese assoziiert ist (Mikkelsen et al. 1995; Kruszewski et al. 2004; van Hinsbergh et al.
2006). Allerdings wurde die Cathepsinexpression in den Zellen der Neogefile speziell im AAA

bisher nicht untersucht.

In den immunhistochemischen Firbungen an AAA-Prédparaten, die im Rahmen dieser Arbeit

durchgefiihrt wurden, konnte nun fiir alle untersuchten Cathepsine eine Expression in
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Endothelzellen unreifer, sowie reifer Neogefile nachgewiesen werden (Tabelle 17). Einen
moglichen Hinweis darauf, dass Cathepsine von den Endothelzellen neu aussprossender Gefille
vermehrt gebildet werden, gibt der Vergleich mit den luminalen Endothelzellen. Mit Ausnahme von
Cathepsin K wurden ndmlich alle untersuchten Cathepsine von den Endothelzellen der Neogefal3e
in héherem Mafle exprimiert, als dies bei den luminalen Endothelzellen sowohl von AAA, als auch
von Kontrollaorten der Fall war. Auch Cystatin C wurde, im Gegensatz zu den luminalen
Endothelzellen, in denen es nicht exprimiert wurde, in den Endothelzellen der Neogefille
nachgewiesen. Hier ist es mdglicherweise als Cathepsininhibitor an der Regulation der
Proteasenaktivitdt beteiligt, um ein Gleichgewicht aufrecht zu erhalten und {iiberschieBende
Reaktionen im Rahmen der Neoangiogenese zu regulieren. Fiir Cathepsin L wurde beispielsweise
beschrieben, dass es von endothelialen Progenitorzellen in hoherem Mafle exprimiert wird als von
Endothelzellen (Urbich et al. 2005). Es spielt eine wichtige Rolle bei der Invasion von endothelialen
Progenitorzellen und dem damit verbundenen Abbau extrazelluldrer Matrix. So wurde in den hier
durchgefiihrten immunhistochemischen Farbungen fiir Cathepsin L keine Expression in luminalen
Endothelzellen der untersuchten AAA-Praparate nachgewiesen (Tabelle 17; Abb. 9). Die ECs der
Neogefidlle hingegen zeigten eine deutliche Expression dieser Protease (Tabelle 17; Abb. 13). Dies
ist vermutlich auf eine Hochregulation der Expression des Cathepsins im Rahmen der

Neoangiogenese zuriickzufiihren.

Luminale Endothelzellen

Die Endothelzellen der GefdBe bilden in Form einer einzelligen Schicht die Grenze zwischen
Blutstrom und GefdBBwand. Hierbei spielen sie eine entscheidende Rolle bei verschiedensten
physiologischen und pathophysiologischen Prozessen. So haben sie beispielsweise Einfluss auf die
Regulation der Blutgerinnung, den Tonus der GefdBmuskulatur, sowie immunologische und
inflammatorische Prozesse. Kommt es in diesen Zellen jedoch zu einer Storung der physiologischen
Regulationsmechanismen, resultiert daraus eine endotheliale Dysfunktion. Diese stellt einen
bedeutenden Schritt in der Pathogenese der Atherosklerose dar (Rubanyi 1993). Dabei spielen auch
Proteasen wie etwa MMPs oder Cathepsine eine wichtige Rolle (Liu et al. 2004; Hummel et al.
2001). Fir MMPs konnte bereits gezeigt werden, dass sie auch von luminalen Endothelzellen im
abdominalen Aortenaneurysma exprimiert werden (Reeps et al. 2009). Zur Expression von

Cathepsinen durch luminale Endothelzellen im AAA gab es jedoch bisher keine Untersuchungen.
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In den nun hier durchgefiihrten immunhistochemischen Untersuchungen wurden zwar Cathepsine in
den Endothelzellen von NeogefiBlen verstirkt exprimiert, jedoch zeigten auch luminale
Endothelzellen — sowohl von AAA, als auch von Kontrollaorten — zum Teil eine Expression
verschiedener Cathepsine. In den luminalen Endothelzellen der abdominalen Aortenaneurysmen
wurden Cathepsin D und in schwécherem Ausmal die Cathepsine B, K und S exprimiert. In den
luminalen Endothelzellen der Kontrollaorten konnten in geringem Male alle Cathepsine
nachgewiesen werden. Es stellt sich also die Frage welche Funktion den Cathepsinen in den
luminalen Endothelzellen zukommt und warum sie auch in den luminalen Endothelzellen der
Kontrollaorten exprimiert wurden. Fiir die Cathepsine K und L wurde bereits gezeigt, dass deren
Expression in Endothelzellen von Scherkréiften im Gefdl abhingt (Platt et al. 2007; Platt et al.
2006). Fiir Cathepsin B konnte dieses Verhalten nicht nachgewiesen werden. Eine Expression von
Cathepsin S in luminalen Endothelzellen wurde auch von Liu et al. beschrieben (Liu et al. 2004).
Bei der Atherogenese kommt es zu Beginn zu einer Rekrutierung von Leukozyten aus dem
Blutkreislauf, indem die Leukozyten an luminalen Endothelzellen adhérieren und anschlieend
durch die Endothelschicht und die Basalmembran in die GefaBwand penetrieren (Libby 2000). An
diesen Vorgingen sind verschiedene Molekiile wie etwa das vascular cell adhesion molecule-1
(VCAM-1) oder das macrophage chemoattractant protein-1 (MCP-1) beteiligt (Libby 2000). Ein
Mangel oder eine gestorte Funktion dieser Molekiile fiihrte bei Untersuchungen an Tieren zu einer
signifikanten Reduktion der Atherogenese (Gu et al. 1998; Inoue et al. 2002; Dansky et al. 2001).
Moglicherweise spielen in luminalen Endothelzellen Cathepsine eine Rolle bei der Regulation
dieser Molekiile. So zeigten Cathepsin S Knockout-Miuse eine signifikante Reduktion dieser
Molekiile im Serum (Sukhova et al. 2003). Moglicherweise sind auch Cathepsine an der
Freisetzung von Adhédsionsmolekiilen von der Oberfliche der Endothelzellen beteiligt, wie dies bei
MMPs der Fall ist (Hummel et al. 2001). Die Tatsache, dass Cathepsine nicht nur von den
luminalen Endothelzellen der abdominalen Aortenaneurysmen, sondern auch von denen der
Kontrollaorten exprimiert wurden, konnte darin bedingt sein, dass auch in den Kontrollaorten teils

atherosklerotische Verdnderungen vorhanden waren.

Limitationen der immunhistochemischen Fdarbemethode

Die immunhistochemischen Férbungen von AAA-Pridparaten und Kontrollen ermdglichen den

Nachweis einer Expression der Cathepsine oder von Cystatin C in den verschiedenen Zellen der
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Aortenwand. Die Methode ist aber nur bedingt geeignet, die Expression von Cathepsinen und
Cystatin C untereinander quantitativ zu vergleichen. Dies beruht auf den unterschiedlichen
Eigenschaften der verwendeten Antikorper. Diese binden mit unterschiedlicher Affinitdt an die
Epitope des Zielantigens. Um nun iiberhaupt eine Anfarbung in der richtigen Stirke zu erhalten,
wurden die Férbungen hinsichtlich Antikdrperkonzentration, Inkubationsdauer und weiterer
Parameter optimiert (siche 2.4.3). Dadurch bedingt kommt es zwangsldufig zu einer Angleichung
des Gesamtfarbeverhaltens zwischen den verschiedenen Cathepsin/Cystatin C Férbungen. Um nun
die Expression der Cathepsine quantitativ zu erfassen und Aussagen iiber den Aktivitdtszustand der
Cathepsine treffen zu konnen, wurden die quantitative Real-Time RT-PCR, sowie die Western Blot

Analyse durchgefiihrt.

Bei den als Kontrollen verwendeten Pridparaten wurden jeweils nur diejenigen Bereiche des
Praparates ausgewertet, die in ihrer Struktur dem physiologischen Aufbau einer Aortenwand
entsprachen. Dort kamen nur das Gefaf8lumen auskleidende Endothelzellen und in der Tunica media
glatte Muskelzellen vor. In diesen wurde die Expression von Cathepsinen und Cystatin C
semiquantitativ erfasst. Die extrazelluldre Matrix bestand aus kollagenen und elastischen Fasern.
Allerdings bestehen bei den meisten Menschen in den arteriellen Gefdflen, so auch in der
abdominalen Aorta, ab einem gewissen Alter mehr oder weniger ausgeprigte atherosklerotische
Verdnderungen (de Leeuw et al. 2000). In diesen Bereichen atherosklerotischer Manifestationen
konnten auch Makrophagen und andere inflammatorische Zellen nachgewiesen werden. Diese

wurden allerdings nicht in der Auswertung erfasst.

4.3 Quantitative Real-Time RT-PCR

In den immunhistochemischen Untersuchungen wurde die Cathepsinexpression in den
verschiedenen Zellen der AAA-Gefillwand anhand des Farbeverhaltens semiquantitativ erfasst.
Dabei zeigte sich besonders fiir die Cathepsine B, D und S eine kriftige immunhistochemische
Anfiarbung, wobei meist die Expression in den Makrophagen, sowie den Zellen der
Entziindungsinfiltrate und Neogefdle am hochsten war (siehe 3.2.2). Wie jedoch bereits oben
beschrieben, ist die Immunhistochemie nur bedingt fiir eine quantitative Auswertung geeignet.
Deshalb wurde die quantitative Real-Time RT-PCR durchgefiihrt, eine sehr sensitive Methode, die
es ermOglicht die Expression von Cathepsinen und Cystatin C in AAA und Kontrollaorten auf der

mRNA-Ebene quantitativ vergleichen zu kdnnen.

Die quantitativen RT-PCR-Experimente zeigten in den AAA-Priparaten fiir Cystatin C eine
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signifikant reduzierte mRNA-Expression im Vergleich zu den Kontrollaorten (Abb. 15). Der Grund
dafiir ist vermutlich, dass es im Rahmen von Entziindungsvorgidngen zu einer Reduktion der
Cystatin C Expression kommt. Das fiihrt folglich zu einem Ungleichgewicht zwischen der
Expression von Cathepsinen und ihrem Inhibitor Cystatin C zugunsten der Cathepsine (Chapman et
al. 1990; Warfel et al. 1987). Eine Verminderung der Cystatin C Expression in AAA im Vergleich zu
normalen Aorten wurde auch in Western Blot Analysen von Sukhova et al. gezeigt (Sukhova, Shi
2006). Auch Untersuchungen, die die Expression von Cathepsinen und Cystatin C in den
Aortenwianden von AAA-Patienten mit der Expression von Patienten verglichen, die an einer
Verschlusskrankheit der Aorta (AOD = aortic occlusive disease) erkrankt waren, zeigten in der
AAA-GefaBwand eine um 30 % niedrigere Cystatin C Expression, als in der AOD-GefaBBwand
(Abisi et al. 2007).

In einer Studie von Abdul-Hussien et al. wurden beziiglich der mRNA-Expression von Cystatin C
keine Unterschiede zwischen AAA und Kontrollen beschrieben (Abdul-Hussien et al. 2007).
Allerdings wiesen die dort untersuchten AAA reduzierte Cystatin C Protein Mengen auf. Deshalb
wurde gemutmalBt, dass es zu einer sekunddren Verminderung der Cystatin C Level kdme, etwa
durch vermehrten Abbau oder durch verstirkten Verbrauch infolge erhohter Aktivitdt von
Cysteinproteasen. In der hier durchgefiihrten quantitativen Real-Time RT-PCR konnte allerdings
gezeigt werden, dass auch die Cystatin C mRNA in AAA im Vergleich zu Kontrollaorten signifikant
reduziert ist (Abb. 15). Das ldsst darauf schlieen, dass es im Rahmen der AAA-Pathogenese

bereits auf der Ebene der Transkription zu einer Herabregulation der Cystatin C Expression kommt.

Von den untersuchten Cathepsinen zeigte in der quantitativen Real-Time RT-PCR nur Cathepsin L
eine erhohte mRNA-Expression in AAA im Vergleich zu Kontrollaorten. Allerdings war der
Unterschied nicht statistisch signifikant (p=0,127). Auch keines der anderen untersuchten
Cathepsine wies eine signifikant erhohte mRNA-Expression in den AAA-Praparaten im Vergleich
mit den Kontrollaorten auf. Die Cathepsine D und K zeigten sogar ein umgekehrtes Bild. Deren
mRNA-Expression war in den AAA-Proben signifikant niedriger als in den Kontrollen.
Cathepsin D fillt jedoch eine besondere Rolle zu. Es gehort zur Gruppe der Aspartatproteasen, im
Gegensatz zu den Cathepsinen B, K, L und S, welche Cysteinproteasen sind. Die Cysteinproteasen
werden von Cystatin C inhibiert. Cathepsin D hingegen wird als Aspartatprotease nicht von Cystatin
C inhibiert. Fiir Cathepsin D wurde beschrieben, dass es beispielsweise von a-2-Makroglobulin
irreversibel gehemmt wird (Gacko et al. 2007). Dies wurde aber bisher weder im AAA, noch bei

anderen vaskuldren Erkrankungen untersucht. Folglich ist {iber die Regulation dieser Protease
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wenig bekannt.

Wurde hingegen die mRNA-Expression der einzelnen Cathepsine in Bezug zur Expression ihres
endogenen Inhibitors Cystatin C gesetzt, so ergaben sich andere Ergebnisse. Normiert auf
Cystatin C wiesen dann Cathepsin B und L eine signifikant erhohte Aktivitdt in AAA-Praparaten
auf. Diese Ergebnisse legen dar, dass es in der AAA-Gefidwand insgesamt vermutlich nicht zu
einer Hochregulierung der Cathepsinexpression auf Ebene der Transkription kommt. Die
Cathepsine D und K wiesen zudem sogar eine verminderte mRNA-Expression auf. Es scheint
vielmehr ein Ungleichgewicht zwischen Cathepsinen und deren Inhibitor Cystatin C zu bestehen,

welches vor allem auf einer Herabregulation der Cystatin C mRNA-Expression beruht.

Die unverédnderte, tendenziell eher verminderte mRNA-Expression der Cathepsine B, D, K und S in
den untersuchten abdominalen Aortenaneurysmen konnte durch den verdnderten histologischen
Aufbau der AAA im Vergleich zu den Kontrollaorten begriindet sein. Denn vermutlich kommt es
zwar in den verschiedenen Zellen, die in der Aneurysma-GefdBwand zu finden sind, zu einer
Hochregulation der Cathepsinexpression, die auch in den immunhistochemischen Untersuchungen
gezeigt werden konnte, jedoch ist moglicherweise die Cathepsinexpression in ihrer Gesamtheit
reduziert. Die Ursache dafiir ist moglicherweise, dass es im Rahmen der Pathogenese des AAA zu
einem deutlichen Verlust glatter Muskulatur der Media kommt, wie es in den hier durchgefiihrten
histologischen Untersuchungen und fritheren Untersuchungen nachgewiesen wurde (Henderson et
al. 1999; Lopez-Candales et al. 1997). In den Kontrollaorten werden Cathepsine von den glatten
Muskelzellen der Media vermutlich zwar in geringerem Ausmall exprimiert und nicht ins
extrazelluldre Milieu sezerniert, allerdings imponiert die gesamte mRNA-Expression hdher, bedingt

durch die wesentlich gro3ere Zellzahl.

Einzig Cathepsin L zeigte in AAA eine, wenn auch nicht signifikant, erhohte mRNA-Expression im
Vergleich zu den Kontrollaorten. Diese Protease wird scheinbar durch die Zellen der Aneurysma-
GefilBwand in einem Ausmal} exprimiert, dass eine etwaige Verminderung der gesamten mRNA-
Expression durch einen Verlust an glatter Muskulatur der Media nicht derart ins Gewicht fillt. Fiir
Cathepsin L wurde auch von Abdul-Hussien et al. beschrieben, dass AAA eine erhohte mRNA-
Expression im Vergleich mit Kontrollen aufweisen. Die anderen Ergebnisse stehen jedoch im
Gegensatz zu dessen Untersuchungen, in denen gezeigt wurde, dass auch die mRNA-Expression der
Cathepsine K und S in AAA und rupturierten AAA im Vergleich zu Kontrollen erhdht ist (Abdul-
Hussien et al. 2007).
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Eine mogliche Ursache unterschiedlicher Untersuchungsergebnisse konnte in der unterschiedlichen
Herkunft der Kontrollaorten begriindet sein. So wurden hier Aortenpréparate von Personen
verwendet, die im rechtsmedizinischen Institut obduziert wurden. In den Untersuchungen von
Abdul-Hussien et al. wurden hingegen Aortenpriparate untersucht die im Rahmen von
Nierentransplantationen in Verbindung mit den Nierenarterien von den Spendern entnommen
wurden (Abdul-Hussien et al. 2007). AuBerdem lag in dessen Untersuchungen das durchschnittliche
Alter der Personen, von denen die Kontrollen entnommen wurden, bei 48 Jahren, die dort
untersuchten AAA stammte hingegen von wesentlich dlteren Patienten mit einem durchschnittlichen
Alter von 72 Jahren. Bei den hier untersuchten Proben war die Altersdifferenz zwischen AAA-
Patienten und Kontrollpersonen hingegen geringer, mit einem durchschnittlichen Alter von 68
(AAA) beziehungsweise 53 Jahren (Kontrollen). Eine stirkere Angleichung des Alters der
Kontrollgruppe an das der AAA-Patienten fiihrt moglicherweise infolge von vermehrten
atherosklerotischen =~ Verdnderungen bei den  Kontrollpersonen zu einer  hoéheren
Cathepsinexpression, als das bei jlingeren Vergleichspersonen der Fall wére. Durch diese
Angleichung des Alters der beiden Untersuchungsgruppen wird vermieden, dass ein Unterschied in
der mRNA-Expression zwischen AAA und Kontrollaorten nur durch altersbedingte Verdnderungen

vorgetduscht wird.

Es wurde weiterhin die Expression der untersuchten Cathepsine in symptomatischen Patienten
untersucht und mit den Ergebnissen der asymptomatischen AAA-Patienten verglichen, um
herauszufinden, ob bei Patienten mit klinisch hoher eingeschitzter Rupturgefahrdung die
Expression von Cathepsinen erhoht ist. Es wurden jedoch keine signifikanten Unterschiede
zwischen beiden Gruppen festgestellt. Symptomatische AAA sind etwa durch Bauch-, Riicken-,
oder Flankenschmerzen charakterisiert. Diese Symptome konnen aber moglicherweise alleine durch
GroBe, Form oder Lage des Aneurysmas bedingt sein und lassen nicht zwangsldufig auf eine
erhohte proteolytische Aktivitdt, eine verminderte Wandstabilitit und damit auf eine erhohte
Rupturwahrscheinlichkeit schlieBen. Das Gleichgewicht zwischen Cathepsinen und deren Inhibitor
Cystatin C ist bereits in den asymptomatischen AAA zu Gunsten der Cathepsine verschoben. Eine
zusétzlich bestehende Symptomatik scheint somit, zumindest in Bezug auf die Cathepsinexpression,

keinen Hinweis auf eine vermehrte proteolytische Aktivitét in der AAA-GefdBBwand zu geben.

In der Agarose-Gelelektrophorese, die durchgefiihrt wurde um die Amplifikationsprodukte der
quantitativen Real-Time RT-PCR zu identifizieren, wiesen ein Teil der untersuchten Proben

Doppelbanden auf. Dies war sowohl bei AAA-Proben, als auch bei den Kontrollen der Fall. Die
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Banden bei einer Fragmentlinge von ca. 100 bp entsprachen dabei den gewiinschten PCR-
Amplifikationsprodukten. Die Zusitzlichen Banden lagen bei einer Fragmentlange zwischen 50 und
100 bp. Hierbei handelte es sich aber nicht um Primerdimere, denn diese wiirden normalerweise
eine kiirzere Fragmentldnge aufweisen (ca. 30-50 bp). Wahrscheinlich ist, dass diese zusitzlichen
Banden durch partiell degradierte RNA zustande kommen. Eine mdgliche Ursache der
Degradierung sind atherosklerotische Prozesse in den untersuchten Gefdalen. Denn neben den AAA-
Proben wiesen auch die Kontrollen gewisse atherosklerotische Verdnderungen auf. Eine andere
Moglichkeit ist, dass es durch die verwendete Formalinfixierung zu einer Degradierung von RNA
kommt, wie es bereits in fritheren Publikationen beschrieben wurde (Specht et al. 2001; Rupp,

Locker 1988; Goldsworthy et al. 1999; Stanta, Schneider 1991; Finke et al. 1993) .

4.4 Western Blot Analyse

Die Western Blot Analyse wurde ergéinzend zur quantitativen Real-Time RT-PCR an zusétzlichen 8
frischen, nicht in Formalin fixierten, AAA-Proben durchgefiihrt um die Cathepsinexpression neben
der mRNA-Ebene auch auf Proteinebene zu untersuchen. Neben einer Quantifizierung (sieche 3.4)
lieBen sich hierbei anhand der Molekiilmasse auch Aussagen iiber den Aktivititszustand der
untersuchten Cathepsine treffen. Eine derartige Untersuchung iiber den Aktivitdtszustand der

einzelnen Cathepsine im AAA ist neu und wurde bisher so noch nicht durchgefiihrt.

Cathepsin B wird als inaktives Proenzym mit einer Molekiilmasse von 43 kDa synthetisiert und
durch Abspaltung von einem Propeptid in seine aktiven Formen {iberfiihrt. Dabei entsteht entweder
die Einzelkettenform mit einer Molekiilmasse von 31 kDa oder die Zweikettenform (25 und 5 kDa
Untereinheiten). Die in der Western Blot Analyse detektierten Banden lagen fiir Cathepsin B bei ca.
31 kDa und entsprachen damit der aktiven Einzelkettenform. Cathepsin D wird als inaktives 52 kDa
Proenzym synthetisiert. Durch proteolytische Spaltung entsteht eine aktive zweikettige Form mit
Molekiilmassen von 34 und 14 kDa, die in der Western Blot Analyse ebenfalls nachgewiesen
wurden. Cathepsin L wird als inaktives Proenzym mit einer Molekiilmasse von 43 kDa synthetisiert.
Durch proteolytische Spaltung entsteht die aktive Einkettenform mit einer Molekiilmasse von
34 kDa. Die in der Western Blot Analyse detektierten Banden entsprachen wiederum der aktiven
Form des Enzyms. Auch bei Cathepsin S wurde dessen aktive Form bei 25 kDa detektiert. Einzig in
der Western Blot Analyse von Cathepsin K konnten in den AAA-Proben keine Banden
nachgewiesen werden. Moglicherweise war die Sensitivitdt des verwendeten Antikrpers zu gering,

sodass kein Cathepsin K detektiert werden konnte.
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In der Western Blot Analyse konnten somit Cathepsin B, D, L, S und Cystatin C in den AAA-
Priparaten nachgewiesen werden. Hervorzuheben ist, dass alle nachgewiesenen Cathepsine in den
AAA-Priparaten in ihrer aktivierten Form vorlagen. Dies unterstreicht die mogliche Rolle der
Cathepsine in der Pathogenese des abdominalen Aortenaneurysmas. Diese Aktivierung der hier
untersuchten Cysteincathepsine aus inaktiven Proenzymen geschieht vermutlich insbesondere
durch autokatalytische Prozessierung der jeweiligen Proenzyme. Dies bedeutet, dass bereits aktive
Formen dieser Cysteinproteasen die inaktiven Proenzyme durch Abspaltung von Peptidketten
ebenfalls in die aktive Form tberfiihren konnen (McQueney et al. 1997; Ménard et al. 1998;
Quraishi, Storer 2001).

Limitationen der Western Blot Analyse

Im Unterschied zu den histologischen Untersuchungen und der quantitativen Real-Time RT-PCR
wurde die Western Blot Analyse nicht an Formalin-fixierten, in Paraffin eingebetteten Priaparaten
durchgefiihrt, sondern an tiefgefrorenen Gewebelysaten der GefdBwand. Fiir diese Studie war es
nicht moglich an derartiges Material von gesunden Kontrollpersonen zu gelangen. Deshalb konnte
in der Western Blot Analyse auch kein Vergleich der Expression zwischen AAA und Kontrollen
erfolgen, wie es bei der quantitativen Real-Time RT-PCR an Formalin-fixierten Préparaten moglich

war.

Um die Ergebnisse der Expression der untersuchten Cathepsine in der Western Blot Analyse jedoch
moglichst untereinander vergleichbar zu machen, wurden alle Ergebnisse auf die Expression von
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) normiert. GAPDH ist ein Schliisselenzym
der Glykolyse und wird in allen Geweben und Zellen des Korpers in hohem Malle exprimiert, was
es zum einem idealen Standard macht. Jedoch besitzen trotz Allem die verschiedenen verwendeten
Antikorper unterschiedliche Affinitdten zu den Epitopen der zugehorigen Antigene. Daraus kdnnten

moglicherweise Fehler in der Quantifizierung der Expression resultieren.

4.5 Serumuntersuchung

Die Immunprizipitation mit Serumproben von AAA-Patienten wurde durchgefiihrt, um zu
untersuchen, ob und in welchem Ausmal3 Cathepsine und deren Inhibitor Cystatin C bei Patienten
mit einem abdominalen Aortenaneurysma ins Serum abgegeben werden. Bislang wurde bei AAA-

Patienten Cathepsin D in Serum und Plasma (Gacko et al. 2006) und die Aktivitéit der Cathepsine B,
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D und L im Plasma (Gacko et al. 2005) untersucht. Dabei zeigte sich eine erhdhte Konzentration
und Aktivitdit von Cathepsin D im Blut von Patienten mit AAA im Vergleich zu gesunden
Kontrollpersonen. Cathepsin B und L =zeigten beziiglich ihrer Aktivitit keine signifikanten
Unterschiede zwischen AAA-Patienten und gesunden Kontrollpersonen. Zur Expression der
Cathepsine K und S im Serum von AAA-Patienten wurden bislang keine Untersuchungen
publiziert. Fiir den Cathepsin Inhibitor Cystatin C konnte bislang in zwei Studien eine verminderte
Cystatin C Serumkonzentration bei Patienten mit einem abdominalen Aortenaneurysma

nachgewiesen werden (Shi et al. 1999; Lindholt et al. 2001a).

Mit der, in dieser Studie durchgefiihrten Immunprizipitation wurden nun sowohl die Cathepsine B,
D, K, L und S, als auch Cystatin C untersucht. Jedoch konnte nur das Vorkommen von Cathepsin B
und Cystatin C im Serum der AAA-Patienten nachgewiesen werden. Cathepsin D, K, L und S
wurden entweder nicht ins Serum abgegeben oder konnten aufgrund zu geringer Konzentrationen
mit der verwendeten Methode nicht detektiert werden. Die Ergebnisse decken sich mit denen der
Western Blot Analyse insofern, als dort in AAA-Priparaten Cathepsin B und Cystatin C die hochste
Quantitat aufwiesen. AuBBerdem konnte anhand der Molekiilmasse gezeigt werden, dass Cathepsin B
ebenfalls in seiner aktiven Form ins Serum abgegeben wird (siehe 4.4 und Abb. 25). Cathepsin B ist
damit moglicherweise ein interessanter Ansatzpunkt fiir weitere Untersuchungen. Die Ergebnisse
miissten an einer groferen Fallzahl liberpriift werden, die Seren der AAA-Patienten miissten mit
denen von gesunden Kontrollpersonen verglichen werden und eine Korrelation der Serum
Cathepsin B Konzentration mit dem Aneurysmadurchmesser wire sinnvoll. Cathepsin B muss aber
als moglicher Biomarker fiir das abdominale Aortenaneurysma kritisch gesehen werden, da es
keinen spezifischen Marker fiir dieses darstellt. So wurde bereits beschrieben, dass die Serum
Cathepsin B Konzentration beim kolorektalen Karzinom, beim hepatozelluldren Karzinom, beim
Magenkarzinom und beim Pankreaskarzinom im Vergleich zu tumorfreien Kontrollpatienten erhoht

ist (Herszényi et al. 2008).

Im Gegensatz zu den Ergebnissen der hier vorliegenden Untersuchungen konnte in einer Studie zur
Aktivitdt verschiedener Enzyme im Plasma von AAA-Patienten (Gacko et al. 2005) eine Aktivitdt
der Cathepsine B, D und L im Plasma von AAA-Patienten und gesunden Kontrollpersonen
nachgewiesen werden. Die Aktivitdt von Cathepsin D war dabei im Plasma der AAA-Patienten
signifikant erhoht. Die Aktivitit der anderen beiden untersuchten Cathepsine zeigte keine
signifikanten Unterschiede zu den Kontrollen. Diese Ergebnisse geben Grund zur Annahme, dass

die Erfassung einer Cathepsinexpression mittels Immunprézipitation nicht so sensitiv ist, wie die
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Aktivititsbestimmung.

Auch angesichts der Tatsache, dass in Studien zur koronaren Herzkrankheit (KHK) mit anderen
Methoden bereits ein erhohte Serumkonzentration von Cathepsin L (Liu et al. 2009; Liu et al.
2006b) und Cathepsin S (Liu et al. 2006a) nachgewiesen wurde, ist es wahrscheinlich, dass die
Methode der Immunpréizipitation nicht sensitiv genug ist die Cathepsine D, K, L und S
nachzuweisen. Denn etwa 40 % (Tabelle 13) der untersuchten Patienten hatten neben dem AAA
auch eine KHK und miissten folglich daher rithrend eine erhohte Cathepsin Expression ausweisen,

selbst wenn das AAA zu keiner Erhohung der Cathepsin Konzentration im Serum fiihren wiirde.

4.6 Fazit

In den immunhistochemischen Untersuchungen, die im Rahmen dieser Dissertation durchgefiihrt
wurden, konnte gezeigt werden, dass es in fast allen Zellen der AAA-GefdBwand zu einer
Hochregulierung der Cathepsinexpression kommt. Dabei kdnnen Cathepsine mdglicherweise iiber
verschiedene Mechanismen zur Groenprogression und zur Destabilisierung des AAA beitragen.
Entscheidend sind dabei vor allem die Sekretion von Cathepsinen durch Makrophagen,
Lymphozyten und glatte Muskelzellen, die zur Degradierung extrazelluldrer Matrix fiihrt, sowie die
Beteiligung der Cathepsine an der Apoptose glatter Muskelzellen der Media. AuBlerdem sind die
Cathepsine vermutlich von essenzieller Bedeutung fiir die Neovaskularisation, die ein weiteres
Hauptcharakteristikum der AAA-Pathogenese darstellt. Dass es in AAA aber trotz dieser
Hochregulierung der Cathepsinexpression in den verschiedenen Zellen, im Vergleich zu Kontrollen
zum Teil zu einer einer insgesamt verminderten Expression der Cathepsine auf mRNA-Ebene
kommt, liegt moglicherweise im ausgepriagten Verlust glatter Muskelzellen in der Media begriindet.
Denn diese stellen neben inflammatorischen Zellen, wie Makrophagen oder Lymphozyten die
Hauptquelle der untersuchten Proteasen dar. Das auf transkriptionaler Ebene bestehende
Ungleichgewicht zwischen Cathepsinen auf der einen Seite und deren Inhibitor Cystatin C auf der
anderen Seite liegt folglich vielmehr darin begriindet, dass es in AAA im Vergleich zu Kontrollen zu
einer signifikant verminderten Expression von Cystatin C kommt. Des Weiteren ist hervorzuheben,
dass die Cathepsine nicht nur in den untersuchen Aortenaneurysmen nachgewiesen werden konnten,
sondern auch mit Hilfe von Western Blot Analysen gezeigt werden konnte, dass diese dort auch in
ithrer aktiven Form vorliegen. Fiir Cathepsin B konnte mittels Immunprézipitation sogar gezeigt
werden, dass es in seiner aktiven Form auch ins Serum der AAA-Patienten abgegeben wird. Die

Zusammenschau aller Ergebnisse bekréftigt somit die Annahme, dass die Cathepsine mit ihrem
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hohen proteolytischen Potenzial wahrscheinlich eine entscheidende Rolle in der Entstehung und der

Progression abdominaler Aortenaneurysmen spielen.
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5 Zusammenfassung

Das abdominale Aortenaneurysma (AAA) ist eine hdufige Erkrankung insbesondere élterer
Menschen, die hiufig aufgrund fehlender Symptome unbemerkt bleibt. Die grofle Gefahr fiir die
Betroffenen besteht in der Ruptur des Aneurysmas, welche in der Mehrheit der Fille rasch zum
Tode fiihrt. Entscheidende Prozesse in der Pathogenese des AAA sind unter anderem die
Entziindung, der Abbau extrazelluldrer Matrix, der Verlust glatter Muskelzellen der Media, sowie
die Neovaskularisierung. Insbesondere die Degradierung des Bindegewebes der aortalen
GefaBwand flihrt zur Destabilisierung und Ruptur des Aneurysmas. An diesem Vorgang sind
verschiedenste Proteasen beteiligt. Die Rolle der Cathepsine im AAA, die ein sehr hohes
proteolytisches Potential besitzen, ist noch weitgehend ungeklért. Das Ziel dieser Dissertation war
es deshalb, die Expression und das Vorkommen relevanter Cysteinproteasen wie Cathepsin B, K, L,
S und deren Inhibitor Cystatin C, sowie die Aspartatprotease Cathepsin D im AAA zu untersuchen
und mit nicht aneurysmatischen Aorten zu vergleichen. Des Weiteren erfolgte erstmals auch der
Vergleich zwischen symptomatischen und asymtomatischen AAA.

Zu diesem Zweck wurden in die Studie insgesamt 40 Patienten mit einem AAA, die einem offenen
chirurgischen Eingriff unterzogen worden waren, und 10 Personen mit gesunder Aorta, einbezogen.
Das intraoperativ entnommene Gewebe wurde entweder in Formalin fixiert und in Paraffin
eingebettet oder frisch tiefgefroren. AuBerdem wurde den Patienten prdoperativ das Blut fiir die
Serumuntersuchung entnommen. Die Gewebeproben wurden hinsichtlich ihrer Morphologie anhand
histologischer und immunhistochemischer Farbungen charakterisiert. Dabei wurden die Zellularitét,
Entziindungsinfiltrate und das Vorhandensein von Elastin, Kollagen, Makrophagen, glatter
Muskelzellen der Media, Neovaskularisierung, sowie das Ausmal atherosklerotischer Plaques und
Verkalkung beurteilt. Immunhistochemische Farbungen von Cathepsinen, sowie Cystatin C dienten
der Zuordnung deren Expression zu den einzelnen Zellen der AAA-GefdaBwand. Zur quantitativen
Analyse der Expression von Cathepsinen und Cystatin C wurden die quantitative SYBRGreen-
basierte Real-Time RT-PCR sowie Western Blot durchgefiihrt. Serumproben wurden auf das
Vorkommen von Cathepsinen und Cystatin C mittels Immunprézipitation und anschlieender
Western Blot Analyse untersucht.

In den immunhistochemischen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass alle untersuchten
Cathepsine und Cystatin C von den meisten Zellen der AAA-GefdBwand exprimiert wurden,

insbesondere von Makrophagen, Lymphozyten, sowie den Zellen der Neogefde. Auch in den
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Zellen der Kontrollaorten wurden Cathepsine immunhistochemisch nachgewiesen. Beim
histologischen Vergleich zwischen symptomatischen und asymptomatischen AAA zeigte sich bei
den symptomatischen Aortenaneurysmen zum einen ein stiarkerer Verlust an glatten Muskelzellen
der Media sowie kollagenen und elastischen Fasern, zum anderen ein vermehrtes Vorkommen von
Makrophagen und inflammatorischen Infiltraten. Hinsichtlich der Expression von Cathepsinen und
Cystatin C waren in den immunhistochemischen Untersuchungen zwischen symptomatischen und
asymptomatischen AAAs jedoch keine signifikanten Unterschiede zu verzeichnen. Dies konnte
auch mit der quantitativen Real-Time RT-PCR bestitigt werden. Interessanterweise zeigte der
quantitative Vergleich zwischen AAA und Kontrollaorten eine signifikant verringerte mRNA-
Expression von Cystatin C (p=0,002), sowie Cathepsin D (p<0,001) und K (p=0,018) in den
Aortenaneurysmen. Wurde jedoch die mRNA-Expression auf die Aktivitit der einzelnen Cathepsine
beurteilt (Normalisierung auf die Expression dessen Inhibitors Cystatin C), so wurde eine
signifikant hohere Aktivitéit fiir Cathepsin B (p=0,021) und L (p=0,014) beobachtet. Die Western
Blot Analyse bestitigte das tliberwiegende Vorhandensein der aktiven Form der Cathepsine.
Weiterhin konnten im Serum der AAA-Patienten mittels der Immunprézipitation Cathepsin B und
Cystatin C nachgewiesen werden.

Obwohl die Expression von Cathepsinen in den meisten Zellen der AAA-GefdBwand nachgewiesen
werden konnte, war interessanterweise die Cathepsinexpression in ihrer Gesamtheit in AAA-
Préaparaten, verglichen mit Kontrollaorten, mengenmédfig reduziert. Aufgrund der verringerten
Expression des Inhibitors Cystatin C zeigte sich jedoch in der AAA-GefiBBwand eine deutlich
hohere Aktivitdt der untersuchten Cathepsine, insbesondere von Cathepsin B und L, was auch durch
Western Blot bestdtigt wurde. Die Zusammenfassung der Ergebnisse bekriftigt somit die Annahme,
dass Cathepsine mit ithrem hohen proteolytischen Potential eine wichtige Rolle in der Entstehung

und der Progression abdominaler Aortenaneurysmen spielen konnen.
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