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1 Einleitung 

1.1 Das abdominale Aortenaneurysma 

1.1.1 Epidemiologie 

Das abdominale Aortenaneurysma (AAA) ist die h�ufigste Aneurysmaerkrankung der gro§en 

Gef�§e. Bei einer Erweiterung der Bauchaorta auf einen Durchmesser von mehr als 3-cm 

wird definitionsgem�§ von einem Aneurysma gesprochen. M�nner sind sechsmal h�ufiger 

betroffen als Frauen (Gussmann A. et al. 2008). Die Pr�valenz reicht von 2,6% bei der 60- 

bis 64-j�hrigen m�nnlichen Bev�lkerung, bis hin zu 9% bei der �ber 75-j�hrigen M�nnern. 

Bei einem betr�chtlichen Teil der Aneurysmatr�ger liegen weitere atherosklerotische 

Gef�§ver�nderungen vor, e.g. KHK, pAVK und andere Aneurysmen (Eckstein H.-H. et al. 

2006). Neben dem m�nnlichen Geschlecht und einem Alter �ber 65 Jahren, gilt das 

Rauchen als einer der Hauptrisikofaktoren. Das Risiko, ein AAA zu entwickeln, ist f�r 

Raucher viermal h�her als f�r Nichtraucher. Des Weiteren ist die Gr�§enzunahme des AAAs 

bei Rauchern beschleunigt. Nachdem der Nikotinkonsum der weiblichen Bev�lkerung sich 

dem der m�nnlichen Bev�lkerung angleicht, ist eine Zunahme des Anteils der AAA-

Tr�gerinnen zu erwarten. Als weitere Risikofaktoren sind eine positive Familienanamnese, 

Hypercholesterin�mie, Hypertonie, sowie vaskul�re Begleiterkrankungen zu nennen 

(Gussmann A. et al. 2008, Sakalihasan N. et al. 2005, Vardulaki K.A. 2000). Mit 

progredienter Gr�§enzunahme steigt auch die Rupturgefahr des Aneurysmas. Im Rahmen 

des Small Aneurysm Trials in Gro§britannien (UKSAT) wurde bei Frauen mit rupturiertem 

AAA ein Aortendurchmesser von 5-cm festgestellt, wogegen der Wert m�nnlicher 

Teilnehmer bei 6 cm lag. Verglichen mit m�nnlichen Patienten wurde f�r Frauen ein dreifach 

erh�htes Rupturrisiko errechnet. Neben Durchmesser und Geschlecht wurden unter 

anderem ein fortgesetzter Nikotinkonsum und Bluthochdruck als weitere Risikofaktoren f�r 

eine Ruptur identifiziert (Brown L.C. et al. 1999, Powell J.T. 2000, Choke E. et al.. 2005). 

Eine exzentrische Morphologie deutet neben Gr�§e und progredientem Wachstum ebenfalls 

auf eine gesteigerte Rupturgefahr hin (Eckstein H.-H. et al. 2009). Das progressive 

Wachstum bis zur Ruptur verl�uft keinesfalls linear (Michel J.B. et al. 2011).  Die famili�re 

H�ufung wurde im Rahmen einer gro§angelegten Studie von 1986 bis 1991 in Belgien 

eruiert. Familien mit vererbten Bindegewebsst�rungen (e.g. Ehlers-Danlos-Syndrom) wurden 

ausgeschlossen. Bei famili�r geh�uften AAA zeigten sich ein fr�herer Krankheitsbeginn und 

eine erh�hte Rupturrate im Vergleich zu sporadischen F�llen (Verloes A. et al. 1995).  

Im Falle einer Ruptur ist von einer Sterblichkeit von 65-85% auszugehen (Sakalihasan N. et 

al. 2005). F�r das Jahr 2007 bezifferte die bundesdeutsche Todesfallstatistik die Todesrate 

durch Ruptur eines AAAs auf 1.295 F�lle. Allerdings wird bei ca. 20.000 unklaren pl�tzlichen 

Todesf�llen eine deutlich h�here Dunkelziffer angenommen (Eckstein H.-H. et al. 2009). 
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1.1.2 Klinik 

Die Einteilung des AAAs erfolgt in drei Stadien (Gussmann A. et al. 2008). Rund 90% der 

AAA werden als Zufallsbefunde, meist im Rahmen der sonographischen Untersuchung oder 

Palpation des Abdomens, festgestellt. Diese asymptomatischen AAA fallen unter Stadium I. 

Im Stadium II zeigt sich bereits eine klinische Symptomatik. H�ufig treten dabei Abdominal- 

und R�ckenschmerzen auf. Entsprechend der Lage des AAAs k�nnen neurologische 

Symptome, Harnstau, aortocavale und -enterale Fisteln, distale Embolien und tiefe 

Beinvenenthrombosen auftreten.  

Bei Ruptur des AAAs spricht man von Stadium III. Dabei kann es sich sowohl um eine intra- 

als auch um eine retroperitoneale (gedeckte) Ruptur handeln. Hierbei treten pl�tzliche 

massive Schmerzen auf, welche durch den rapiden Blutverlust h�ufig mit Kreislaufinstabilit�t 

einhergehen. Insbesondere bei der freien Ruptur in den Peritonealraum sind diese 

Symptome stark ausgepr�gt. Ungef�hr die H�lfte der betroffenen Patienten verstirbt noch vor 

Erreichen der Klinik (Eckstein H.-H. et al. 2006, Golledge J. et al. 2006, Gussmann A. et al. 

2008).  

 

1.1.3 Morphologie 

Spricht man von einem AAA, geht man in der Regel von einem infrarenal gelegenen 

Aortenaneurysma aus (Sakalihasan N. et al. 2005). In selteneren F�llen k�nnen jedoch die 

Abg�nge der Nierenarterien mit einbezogen sein. Ab einer 1,5-fachen Erweiterung der 

infrarenalen Aorta handelt es sich um ein Aneurysma, gebr�uchlicher ist jedoch die Definition 

des Aortendurchmessers in Zentimetern. Hierbei liegt die Grenze bei 3-cm. Wesentlich ist 

die Abgrenzung von Aneurysma spurium  und Aneurysma dissecans. Beim AAA handelt es 

sich um ein Aneurysma verum, was bedeutet, dass alle drei Wandschichten (Intima, Media 

und Adventitia) in die Aussackung mit einbezogen sind. Bei den meisten AAA handelt es sich 

um fusiforme Aneurysmen, wobei die Aorta in ihrem gesamten Umfang betroffen ist. Diese 

sind abzugrenzen von sacciformen Aneurysmen, welche sich als nur teilweise Ausst�lpung 

der Aortenwand darstellen. Handelt es sich um ein inflammatorisches AAA, finden sich 

perianeurysmale und peritoneale Fibrosierungen, sowie Verwachsungen mit umliegenden 

Strukturen (Sakalihasan N. et al. 2005, Johnston K.W. et al. 1991). 
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1.1.4 Diagnostik und Screening 

1.1.4.1  Palpation 

Die Aussagekraft der palpatorischen Untersuchung ist abh�ngig vom K�rperbau des 

Patienten. Gerade bei adip�sen Patienten ist die Tastsicherheit stark herabgesetzt. Bei 

schlanken Patienten kann das AAA als pulsierender Tumor getastet werden. 

 

1.1.4.2 Sonographie 

In Anbetracht der schlechten Prognose im Falle einer Ruptur stellt sich die Frage nach einem 

effektiven und einfachen diagnostischen Mittel, welches regelm�§ige Verlaufskontrollen 

erm�glicht. Die Sonographie wird aufgrund eindeutiger Studienergebnisse der Deutschen 

Gesellschaft f�r Gef�§chirurgie (DGG) als Screeningma§nahme f�r M�nner, insbesondere 

mit Risikofaktoren, ab dem 65. Lebensjahr empfohlen (Tab.-1). Gleiches gilt f�r Frauen mit 

Risikofaktoren und f�r Patienten aller Altersstufen mit positiver Familienanamnese. Im 

Rahmen einer Metaanalyse gro§angelegter Studien konnte eine hochsignifikante Reduktion 

der AAA-bedingten 5-Jahres-Mortalit�t festgestellt werden (B�ckler D. et al. 2009, Eckstein 

H.-H. et al. 2009). 

 

Aortendurchmesser (cm) Empfehlung 

< 3,0 keine weitere Untersuchung 

3,0 - 4,0 j�hrliche Ultraschalluntersuchung 

4,0 - 4,5 halbj�hrliche Ultraschalluntersuchung 

> 4,5 �berweisung an den Gef�§mediziner 

Tabelle 1: Screeningempfehlung an Haus�rzte (nach B�ckler D. et al. 2009) 

 

Um optimale Untersuchungsergebnisse zur erzielen, wird die Sonographie der abdominalen 

Aorta am n�chternen Patienten durchgef�hrt. Der Patient wird w�hrend der Untersuchung 

auf dem R�cken gelagert. Im Rahmen der Untersuchung wird die abdominale Aorta mit dem 

Sonographieger�t im Quer-, L�ngs- und Paramedianschnitt beurteilt. Dabei k�nnen die 

r�umliche Ausdehnung und Begrenzung von Aneurysmen, das durchstr�mte Restlumen, 

sowie die Dicke und Lage des intraluminalen Thrombus begutachtet werden. Weiterhin 

werden die Abg�nge der Aa. renales, des Truncus coeliacus, der A. mesenterica supieror 

und der Aa. iliacae dargestellt (Eckstein H.-H. et al. 2009, Arbeitskreis vaskul�rer Ultraschall 

2004). Verkalkungen stellen sich in der Sonographie als schattengebende Auflagerungen der 

Gef�§wand dar. Thrombotischer Inhalt zeigt sich als meist unregelm�§iges, echoarmes 

Material im Lumen. Im AAA findet sich h�ufig eine Manschette aus thrombotischem Material, 

der intraluminale Thrombus. Mit Hilfe des Farbdopplers l�sst sich das durchflossene Lumen 

eindeutig von thrombotischem Material unterscheiden (Ugurluoglu A. 2007). 
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1.1.4.3 Computertomographie 

Die Computertomographie (CT) wird insbesondere zur weiteren Beurteilung sonographisch 

festgestellter AAA mit einem Durchmesser von �ber 4,5-cm herangezogen (Eckstein H.-H. et 

al. 2009). Vor allem bei klinischem Verdacht auf eine Ruptur ist eine sofortige 

kontrastmittelgest�tzte CT-Untersuchung zur Therapieplanung angezeigt (Abb. 1). In diesem 

Fall spielt die Sonographie eine sekund�re Rolle, zumal von einem nicht n�chternen 

Patienten auszugehen ist. Zudem k�nnen mit Hilfe der Computertomographie m�gliche 

andere Ursachen unspezifischer abdominaler Schmerzen abgekl�rt werden. Im Notfall wird 

in der Regel eine endovaskul�re Behandlung (EVAR) angestrebt. Je nach Beschaffenheit 

des AAAs (Kapitel 1.1.5) muss jedoch auf eine EVAR zugunsten einer konventionellen 

Operation verzichtet werden (Eckstein H.-H. et al. 2006, Rakita D. et al. 2007).  

 

 

Abbildung 1: AAA-Ruptur, von kranial (li) nach kaudal (re), Psoash�matom rechts (Pfeil) und 
retroperitoneale Blutung (Pfeilspitze) (aus Rakita D. et al. 2007) 
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1.1.4.4 Klassifikation 

Die Klassifikation nach Allenberg (Abb._2) (Allenberg J.R. et al. 1996) dient der 

morphologischen Einteilung des AAAs und gibt zugleich Aufschluss �ber m�gliche 

Therapieoptionen. Je nach Lage der Abg�nge von Nieren- und Beckengef�§en kommt eine 

endovaskul�re Therapie (EVAR) in Frage (siehe Kapitel 1.1.5.2). 

 

 

Abbildung 2: Morphologische Klassifikation (nach Allenberg J.R. et al. 1996) 

 

1.1.5 Behandlung 

1.1.5.1 Operative Therapie 

Ab einem AAA-Durchmesser von 5,5-cm wird ein elektiver Eingriff empfohlen. Elektive 

Eingriffe in Zentren mit hohem Erfahrungsschatz zeichnen sich durch eine geringe 

Mortalit�tsrate aus (Lederle F.A. 2009). In den 50er Jahren erfolgte erstmals die operative 

Ausschaltung eines AAAs mit Hilfe von Gef�§prothesen. Zur Darstellung des AAAs wird ein 

retro- oder transperitonealer Zugang genutzt. Nach Pr�paration, Abklemmen und Er�ffnung 

des Aneurysmas werden zun�chst kleinere r�ckblutende Arterien �berstochen. Die Prothese 

wird an nicht aneurysmatisch ver�nderte Gef�§partien angeschlossen. Um die Prothese vor 

Infektionen zu sch�tzen, wird der Aneurysmasack anschlie§end �ber der Prothese vern�ht. 

Verglichen mit den neueren minimal-invasiven Verfahren zeigt die Operation zwar 

langfristigere Erfolge, ist jedoch aufgrund des invasiven Vorgehens mit einer h�heren 

Morbidit�ts- und Mortalit�tsrate verbunden. Daher wurde in den 80er Jahren die EVAR 

(Endovascular Aneurysm Repair) etabliert (Eliason J.L. et al. 2008). 
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1.1.5.2 Endovaskul�re Therapie 

Bei der endovaskul�ren Therapie des AAAs, kurz genannt EVAR (Endovascular Aneurysm 

Repair), wird ein Stentgraft-System �ber die Becken- oder Oberschenkelgef�§e in die Aorta 

eingebracht. Nach erfolgter angiographisch korrekter Positionierung wird der Stentgraft 

entfaltet (Abb. 3). Er sch�tz das Aneurysma fortan vor Druckbelastungen und verhindert 

durch eine innere Schienung die Ruptur. Allerdings kommt diese Technik nur in Frage, wenn 

zwischen Nierengef�§en und Aneurysma gesunde Aortenwand zur Verankerung des Stents 

vorhanden ist (Abb. 2). Aufgrund dieser Tatsache ist die Durchf�hrung einer EVAR bei rund 

einem Drittel der Patienten nicht m�glich (Lederle F.A. 2009). Verglichen mit dem offenen 

Verfahren ist die EVAR mit h�heren Kosten und bislang schlechteren Langzeit-Ergebnissen 

verbunden (Eliason J.L. et al. 2008). Die 2010 ver�ffentlichte EVAR-1 Studie legt eine 

geringere peri- und postoperative Mortalit�tsrate im Vergleich zum operativen Vorgehen 

nahe. Trotz der bislang schlechteren Langzeitergebnisse, kann die EVAR als wertvolles 

Verfahren, insbesondere in Notfallsituationen, betrachtet werden. Die EVAR unterliegt 

zudem einer st�ndigen Optimierung durch technischen Fortschritt und wachsenden 

Erfahrungsschatz (Nordon I.M. et al. 2011). 

 

 

Abbildung 3: Angiographie nach Einsetzen des  
Stents im Rahmen einer EVAR (aus Rakita D. et al. 2007) 
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1.2 Atherosklerose 

Die Atherosklerose stellt das wichtigste pathomorphologische Korrelat der 

Aneurysmaerkrankung dar. Dennoch entwickelt nur ein kleiner Teil der 

Atherosklerosepatienten ein AAA (Guo D.-C. et al. 2006). Um die Entstehung des AAAs im 

Speziellen betrachten zu k�nnen, folgt zun�chst eine Zusammenfassung zur Pathologie der 

Atherosklerose. 

Achtet man auf eine korrekte Nomenklatur ist die Arteriosklerose der �berbegriff aller 

Gef�§verh�rtungen, darunter fallen insbesondere die Atherosklerose und seltenere Formen, 

e.g. M�nckeberg-Mediasklerose. Die Atherosklerose betrifft gro§e und mittlere Arterien vom 

muskul�ren Typ. Die WHO definiert Atherosklerose als ãeine variable Kombination von 

Ver�nderungen der Intima, bestehend aus einer herdf�rmigen Ansammlung von 

Fettsubstanzen, komplexen Kohlehydraten, Blut und Blutbestandteilen, Bindegewebe und 

Kalziumablagerungen, verbunden mit Ver�nderungen der ArterienmediaÒ (Baretton G.B. et 

al. 2004). In der westlichen Bev�lkerung treten bereits im Kindesalter erste Manifestationen 

der Atherosklerose auf. Die initiale L�sion ist durch Verdickung der Intima und erh�htem 

Gehalt an Makrophagen gekennzeichnet. Im Verlauf bilden sich ãfatty streaksÒ, welche mit 

der fr�hen Einlagerung von Lipiden gleichzusetzen sind. Treten Lipide in der Progression 

extrazellul�r auf, spricht man von Atherombildung. Kommt es zur Fibrosierung des 

Atheroms, k�nnen thrombh�morrhagische Komplikationen auftreten, welche durch den 

Einriss der fibr�sen Kappe bedingt sind. Im weiteren Verlauf kommt es zur Kalzifikation und 

Fibrosierung des Gef�§es (Br�sen J.H. et al. 1997). 

 

1.2.1 Risikofaktoren 

Neben Umweltfaktoren wie fettreicher Di�t, Rauchen und Bewegungsmangel, gibt es auch 

eine gro§e Anzahl erblich bedingter Risikofaktoren: erh�hte LDL-/VLDL-Spiegel, erniedrigte 

HDL-Spiegel, Homocystein�mie, famili�re Belastung, Diabetes mellitus, Adipositas, erh�hte 

Spiegel von Gerinnungsfaktoren, Depression, m�nnliches Geschlecht und metabolisches 

Syndrom. Bei gemeinsamem Auftreten mehrerer Risikofaktoren, kommt es zur Potenzierung 

des Risikos (Br�sen J.H. et al. 1997, Lusis A.J. 2000).  

 

1.2.2 Pathogenese 

Lange Zeit war nur der Zusammenhang zwischen Atherosklerose und Dyslipoprotein�mie 

bekannt. Erst in den 70er Jahren gerieten Wachstumsfaktoren und die Bedeutung der glatten 

Muskelzellen, im Rahmen der Untersuchung von Re-Stenosen nach endovaskul�ren 



    

 

15 

 

Interventionen, in den Fokus der Wissenschaft. Ein Jahrzehnt sp�ter wiederum konnten 

Zusammenh�nge zwischen endothelialer Dysfunktion, Inflammation und Atherosklerose 

beschrieben werden (Libby P. 2002). Initial kommt es zu einer Sch�digung des Endothels. 

Verschiedene Noxen (e.g. Rauchen, Hyperlipid�mie, Hypertonus) k�nnen die 

Endothelpermeabilit�t intakter Arterien erh�hen. Insbesondere an Abzweigungen und 

Abbiegungen des Gef�§systems wirken hohe Scherkr�fte, was zu einer erh�hten Anf�lligkeit 

f�r L�sionen f�hrt. Durch das gesch�digte Endothel k�nnen nun ApoB-tragende 

Lipoproteine, wie LDL und VLDL, in die Intima eintreten. Dort kommt es zur Oxidation 

(minimal oxidiertes LDL) und Einlagerung des LDL. ApoA-tragendes HDL hingegen wirkt 

protektiv, indem es die Oxidation des LDL verhindert und den Cholesterinanteil des LDL in 

das Blut zur�ckf�hrt (Koba S. et al. 2011, Lusis A.J. 2000).  

Das eingelagerte minimal oxidierte LDL (moLDL) greift nun in verschiedene Regelkreise ein. 

Es f�hrt zur Hemmung des NO-Synthetase (NOS), wodurch ein wichtiger Mediator der 

Vasodilatation und Inhibitor der Expression endothelialer Leukozyten-Adh�sionsmolek�le 

(ELAMs) entf�llt. VCAM-1 (vascular adhesion molecule) ist eine bekannter Vertreter der 

ELAMs. Zus�tzlich stimuliert moLDL Endothelzellen gezielt zur Produktion von 

Adh�sionsmolek�len und Wachstumsfaktoren. Diese Mechanismen f�hren zur Rekrutierung 

von Monozyten und deren Ausdifferenzierung zu Makrophagen (Abb. 4) (Libby P. 2002, 

Lusis A.J. 2000). Im weiteren Verlauf wird moLDL zu hoLDL (hoch oxidiertes LDL) oxidiert 

und von Makrophagen aufgenommen, wodurch Schaumzellen entstehen. Die Bildung und 

Aufnahme von hoLDL wird unter anderem von TNF-! reguliert (Koba S. et al. 2011, Lusis 

A.J. 2000). Kommt es zur Apoptose der Schaumzellen, werden Lipide freigesetzt, welche 

eine wachsende extrazellul�re Matrix (ECM) bilden (Lusis A.J. 2000).   

Makrophagen der atherosklerotischen Intima stimulieren glatte Muskelzellen (SMCs). Diese 

vermehren sich, wandern in die Intima ein und bilden eine Kapsel um den wachsenden 

Lipidplaque (Abb. 4), das Atherom. Von Makrophagen und T-Zellen sezernierte Zytokine 

regen SMCs zur Produktion extrazellul�rer Matrix (ECM) an, dabei bildet sich eine fibr�se 

Kappe �ber dem atherosklerotischen Plaque (Lusis A.J. 2000).   
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Abbildung 4: Plaquebildung (aus Lusis A.J:, 2000) 

 

Im Rahmen chronisch inflammatorischer Prozesse wurde unter anderem auf Endothelzellen, 

Makrophagen und SMCs der CD40-Rezeptor nachgewiesen, welcher der Subfamilie der 

TNF-Rezeptoren angeh�rt. CD40-vermittelten Prozessen wird eine gro§e Bedeutung im 

Rahmen der fortschreitenden Atherosklerose zugeschrieben: Apoptose von SMCs, 

Degradierung der ECM, und somit der fibr�sen Kappe, sowie Aussch�ttung von 

prokoagulatorischen Mediatoren f�hren zu zunehmender Instabilit�t und 

thrombh�morrhagischen Komplikationen (Kooten van C. 2000, Sch�nbeck U. 2000). 

 

1.3 Entstehung von abdominalen Aortenaneurysmen 

1.3.1 Histologische Ver�nderungen 

Abdominale Aortenaneurysmen zeichnen sich histologisch insbesondere durch den Verlust 

von SMCs und elastischen Fasern, sowie einer Erh�hung des Kollagenanteils aus. Es 

kommt somit zu einer Ausd�nnung der Media und dadurch zu einer strukturellen 

Schw�chung der Aortenwand. In apoptotischen SMCs wird Kalzium eingelagert, was zu 

einer Gef�§verkalkung f�hrt. W�hrend sich die inflammatorischen Prozesse im Rahmen der 

Atherosklerose weitestgehend auf die Intima beschr�nken, ist beim AAA die gesamte 

Gef�§wand betroffen. Media und insbesondere Adventitia weisen Infiltrate auf (Guo D.-C. et 

al. 2006, Michel J.B. et al. 2011). Die entz�ndlichen Zellen wandern vor allem durch die Vasa 

vasorum in das Gewebe ein (Guo D.-C. et al. 2006). Weiterhin liegt meist ein intraluminaler 

Thrombus anstelle der physiologischen Intima vor (Michel J.B. et al. 2011). Entsprechende 

histologische Abbildungen sind Kapitel 3 zu entnehmen. 
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1.3.2 Pathogenese 

In Abgrenzung zur Atherosklerose, sind bei der Aortenaneurysmaerkrankung alle 

Wandschichten von entz�ndlichen Ver�nderungen betroffen. Dabei infiltrieren entz�ndliche 

Zellen die Aortenwand sowohl durch die Intima als auch durch die Vasa vasorum der 

Adventitia (Guo D.-C. et al. 2006, Herron G.S. et al. 1991).  Th2-Zellen und die zugeh�rigen 

Zytokine IL-4, IL-5 und IL-10 konnten in AAA in erh�hter Anzahl, verglichen mit gesunden 

und rein atherosklerotischen Aorten, nachgewiesen werden (Sch�nbeck U. et al. 2002). 

W�hrend die inflammatorischen Prozesse in stenosierenden atherosklerotischen Prozessen 

Th1-betont sind, gibt es Hinweise auf eine Verschiebung der Immunantwort von Th1- zu 

Th2-Zytokinen im Rahmen der Aneurysmaerkrankung (Shimizu K. et al. 2006). 

Dennoch stellt sich die Frage, ob das AAA auf dem Boden der Atherosklerose entsteht, oder 

ob es auch unabh�ngige beg�nstigende Faktoren gibt. 

Im Rahmen einer Autopsiestudie konnte in den 90er Jahren gezeigt werden, dass der 

�berwiegende Anteil der AAA mit schwerer allgemeiner Atherosklerose vergesellschaftet ist. 

Allerdings bleibt im Rahmen dieses Studienkonzeptes die Frage offen, ob generalisierte 

Atherosklerose vor der AAA-Entstehung bereits nachweisbar ist, oder sich erst sp�ter 

ausbildet. Verglichen mit Manifestationen an den Koronargef�§en, k�nnen 

atherosklerotische Ver�nderungen der abdominalen Aorta bereits zehn bis zwanzig Jahre 

fr�her nachgewiesen werden. Dies wirft wiederum die Frage auf, ob atherosklerotische 

Ver�nderungen je nach Lokalisation mit unterschiedlichen Risikoprofilen assoziiert sind 

(Reed D. 1992). In der Tat entwickeln nur 9-16% aller Atherosklerosepatienten ein AAA. Es 

ist daher anzunehmen, dass das alleinige Vorliegen von Atherosklerose nicht zur AAA-

Entstehung f�hrt. Allerdings k�nnen pro-inflammatorische Enzyme aus atherosklerotischen 

L�sionen durchaus zur AAA-Entstehung beitragen. Erh�hte CRP-Spiegel wurden im 

Rahmen einer Fall-Kontroll-Studie nachgewiesen. Es besteht eine positive Korrelation 

zwischen der Gr�§e des AAAs und dem CRP-Spiegel (Shimizu K. et al. 2006, Vainas T. et 

al. 2003). Ein geringer Anteil der abdominalen und thorakalen Aneurysmen ist auf 

Bindgewebserkrankungen zur�ckzuf�hren. Dazu z�hlen Typ-III-Kollagen-Mutationen,  

Marfan-Syndrom und  Ehlers-Danlos-Syndrom Typ IV (Sakalihasan N. et al. 2005, Shimizu 

K. et al. 2006). Generell ist eine deutliche famili�re H�ufung zu verzeichnen. Allerdings ist 

hierbei zu beachten, dass auch Risikofaktoren, beispielsweise das Zigarettenrauchen als 

ausschlaggebender Risikofaktor, in den betroffenen Familien geh�uft vorhanden sein 

k�nnen. Au§erdem liegen Hinweise auf ein autosomal-rezessives Vererbungsschema vor 

(Kuivaniemi H. 2003). Im Rahmen genetischer Untersuchungen wurden einige, 

m�glicherweise f�r die AAA-Bildung verantwortliche, Gene identifiziert. Darunter kodierende 

Gene f�r IL-15 und Endothelin-Rezeptor A (Golledge J. 2006, Sakalihasan N. et al. 2005). 
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Abbildung 5: nach Shimizu K. et al. 2006 

 

Shimizu et al. unterscheiden die Genese des AAA im Rahmen erblicher 

Bindegewebsschw�che von einer Genese ausgehend von Atherosklerose (Abb. 5). W�hrend 

im Rahmen der fr�hen Atherogenese Th1-Zytokine, wie IFN-", die initiale Rekrutierung von 

Makrophagen steuern, werden Th1-Zytokine im Rahmen der Aneurysmabildung durch nicht 

vollst�ndig identifizierte Faktoren unterdr�ckt (Shimizu K. et al. 2006). 

 

1.4 Metalloproteasen in abdominalen Aortenaneurysmen 

Im Vergleich zu atherosklerotischen Aorten, wurden in abdominalen Aortenaneurysmen 

Proteasen in erh�hter Konzentration nachgewiesen (Shimizu K. et al. 2006). Bekannteste 

Vertreter aller bislang untersuchten Proteasen sind die Matrixmetalloproteasen (MMPs), 

insbesondere MMP-9 (Sukhova G.K. et al. 2006). Aufgrund der strukturellen Verwandtschaft 

zu den ADAMs, sollen im Folgenden zun�chst vor die MMPs n�her betrachtet werden und 

dabei aktuelle Aspekte der Aneurysmaforschung hervorgehoben werden. 

MMPs und ADAMs geh�ren der Familie der Metalloproteasen an. Konkreter handelt es sich 

um Zink-Proteasen (auch Metzinkine genannt), welche wiederum in verschiedene 

Untergruppen unterteilt werden. Die MMPs geh�ren den Matrixinen an. Die Untergruppe der 

Adamalysine beinhaltet neben den ADAMs auch ADAM-TS (A Disintegrin and 
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Metalloprotease with a Thrombospondin Motif) und SVMPs (Snake Venom Metalloprotease) 

(Seals D.F. et al. 2003, Stocker W. et al. 1995).  

Ein wesentliches strukturelles und funktionelles Merkmal der MMPs ist die 

Metalloproteasedom�ne. MMPs k�nnen diverse Bestandteile der extrazellul�ren Matrix 

(ECM) degradieren, darunter Elastin, Fibronectin, Laminin und s�mtliche Kollagen-Typen, 

jedoch mit unterschiedlichen Affinit�ten. Wichtigstes Substrat von MMP-2 und -9, welche 

insbesondere mit dem AAA assoziiert sind, ist Gelatin, welches durch Kollagenverdau 

entsteht. Bei AAA-Patienten konnten erh�hte Serumspiegel von MMPs nachgewiesen 

werden. Auch in der Aortenwand zeigte sich eine erh�hte MMP-mRNA-Expression. 

Insbesondere bei rupturgef�hrdeten Aneurysmen kommt es zu einer gesteigerten 

Expression von MMPs (Raffetto .D. et al. 2008). Die bislang st�rkste Exprimierung in der 

Aneurysmawand weist MMP-9 auf (Tagaki H. et al. 2009). MMP-9 wird von Makrophagen 

sezerniert (Sakalihasan N. et al. 1996). Neuere Studien implizieren einen Einfluss von MMP-

2 und vor allem MMP-9 auf die Kontraktilit�t glatter Muskelzellen (SMC) innerhalb der 

Aortenwand. Intakte SMCs scheinen der fortschreitenden Dilatation der Gef�§wand 

entgegenzuwirken. MMPs werden durch TIMPs (Tissue Inhibitor of Metalloprotease) 

inhibiert. Ein Ungleichgewicht zugunsten der MMPs kann die Anf�lligkeit f�r vaskul�re 

Erkrankungen, darunter auch die Entstehung von AAAs, beg�nstigen (Raffetto J.D. et al. 

2008). Es wurden in den letzten Jahren synthetische MMP-Inhibitoren entwickelt, e.g. 

Batimastat. Weiterhin gibt es Hinweise, dass das Antibiotikum Doxycyclin als bekannter 

MMP-Inhibitor den Umfangszuwachs von AAAs reduzieren kann (Galis Z.S. et al. 1994, 

Thompson R.W. et al. 1999).  

Im Rahmen histologischer Studien wurde die Expression von MMP-1, -2, -3, und -9 in 

abdominalen Aortenaneurysmen untersucht. Dabei konnten alle genannten MMPs in 

Endothelzellen (EC) und glatten Muskelzellen (SMC) nachgewiesen werden. Neben  MMP-1, 

-2, -3, und -9, wurden weiterhin MMP -7, -8 und -12 in unreifen Neogef�§en detektiert. 

Abgesehen von MMP-2, wurden alle genannten MMPs in Infiltraten nachgewiesen. Der 

Gehalt von Infiltraten und Neogef�§en geht mit einer steigenden Invasion von MMPs einher. 

Weiterhin zeigt sich eine negative Korrelation zwischen Infiltrat- und Neogef�§gehalt und 

dem Gehalt an stabilisierenden Komponenten wie Elastin und Kollagen (Guo. D.C. et al. 

2006, Reeps C. et al.. 2009).  
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1.4.1 Die Familie der ADAMs 

 

Abbildung 6: aus Seals D.F. et al. 2003  

 

Zun�chst soll an dieser Stelle im Allgemeinen auf Struktur und Eigenschaften der ADAMs 

eingegangen werden. In den nachfolgenden Kapiteln sollen ADAM 8, 9, 10, 12, 15 und 17 

einzeln charakterisiert werden. Bislang sind 21 ADAMs im menschlichen Organismus 

bekannt, wovon 13 proteolytische Aktivit�ten zugeschrieben werden (Shiomi T. et al. 2010). 

Man geht davon aus, dass ADAMs im rauen endoplasmatischen Reticulum (RER) 

synthetisiert werden und sich bis zur Abspaltung der Prodom�ne in einem inaktiven Zustand 

befinden. Die Prodom�ne (Abb. 6) fungiert zugleich als Chaperone (Blobel C.P. 2005). Mit 

Ausnahme von ADAM 8, werden alle in dieser Studie untersuchten ADAMs im Golgi-Apparat 

mit Hilfe von Proprotein-Convertasen durch Abspaltung der Prodom�ne aktiviert. ADAM 8 

verf�gt �ber einen autoproteolytischen Mechanismus und versetzt sich somit selbst in seine 

aktive Form (Klein T. et al. 2011). Am besten untersucht ist bislang die proteolytische 

Funktion der ADAMs, welche durch die Metalloproteasedom�ne (Abb. 6) verk�rpert wird. F�r 

die in vorliegender Studie eingeschlossenen ADAMs konnte eindeutig deren proteolytische 

Aktivit�t nachgewiesen werden. Die Metalloproteasedom�ne der ADAMs zeigt enge 

strukturelle Verwandtschaft zu derer der MMPs (Blobel C.P. 2005, Klein T. et al. 2011, Seals 

D.F. et al. 2003). Die Disintegrindom�ne (Abb. 6) der ADAMs gleicht strukturell derer der 

SVMPs. Allerdings ist bei allen ADAMs, mit Ausnahme von ADAM 15, die essentielle RGD-

Sequenz (Arginin Ð Glycin Ð Asparagin) durch eine weitere Dom�ne �berlagert und somit 

inaktiv (Blobel C.P. 2005, Klein T. et al. 2011). Eine weitere wesentliche Funktion der 

ADAMs ist das Shedding von Protein-Ectodom�nen, was einer Freisetzung und somit 

Aktivierung membrangebundener Signalstoffe entspricht. Unter den durch ADAMs 

freigesetzten Signalstoffen sind einige wesentliche Liganden des Epidermal Growth Factor 

Receptor (EGFR) und Zytokine. Im Rahmen der genauen Charakterisierung der einzelnen 

ADAMs wird auf diese Zusammenh�nge konkret eingegangen (Blobel C.P. 2005, Shiomi T. 

et al. 2010). Die Funktion der Cystein-reichen Dom�ne (Abb. 6) ist bislang wenig erforscht. 

Einigen Vertretern der ADAMs, darunter ADAM 12, wird die F�higkeit zugeschrieben, mit 

Hilfe dieser Dom�ne ECM-Bestandteile (e.g. Proteoglykane) zu binden und dadurch 

m�glicherweise Zellfusionen, Interaktionen und Adh�sionen zu vermitteln  (Klein T. et al. 

2011, Seals D.F. et al. 2003). Des Weiteren verf�gen ADAMs �ber eine Dom�ne, welche 

strukturelle �hnlichkeit mit Epidermal Growth Factor (EGF) aufweist und somit kurz EGF-like 
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Domain (Abb. 6) genannt wird. Jedoch ist die Funktionsweise dieser Dom�ne bislang noch 

weitestgehend ungekl�rt (Klein T. et al. 2011, Shiomi T. et al. 2010). Der zytoplasmatische 

Schwanz (Abb. 6) ist in seiner L�nge stark variabel und dient vermutlich der Interaktion mit 

Bestandteilen des Zytoskelettes und der Regulation der Metalloprotease-Aktivit�t (Klein T. et 

al. 2011, Seals D.F. et al. 2003). 

 

1.4.2 ADAM 8 

Urspr�nglich wurde ADAM 8 als Oberfl�chenantigen CD156 auf menschlichen Markophagen 

und Granulozyten isoliert (Yoshiama K. et al. 1997). Es handelt sich um ein 90kDa gro§es 

Enzym. Nach Autoprozessierung mit Verlust der Metalloproteasedom�ne liegt es als 

kleineres (60kDa) Enzym vor (Klein T. et al. 2011). ADAM 8 wurde bisher in diversen 

Malignomen, darunter Nierenzellkarzinom und Lungenkrebs nachgewiesen (Mochizuki S. et 

al. 2007). Zudem konnte belegt  werden, dass eine Transfektion von ADAM 8 die Invasivit�t 

von Tumoren steigert (Ishikava N. et al. 2006). Neuere Studien postulieren die Induktion von 

ADAM 8 durch Allergene und Th2-Zytokine im Rahmen des Asthmas. ADAM-8-mRNA ist bei 

Asthma-Patienten verst�rkt nachweisbar und geht mit dem Schweregrad der Erkrankung 

einher. M�glicherweise erf�llt ADAM 8 eine tragende Funktion bei der Rekrutierung 

inflammatorischer Zellen (Foley S. et al. 2007, Klein T. et al. 2011). Des Weiteren gibt es 

Hinweise auf ein Mitwirken bei der Osteoklasten-Differenzierung und der Entwicklung des 

zentralen Nervensystems (ZNS) (Klein T. et al. 2011). Insgesamt geh�rt ADAM 8 zu den 

bislang nur sp�rlich erforschten Mitgliedern der Familie der ADAMs. 

 

1.4.3 ADAM 9 

Durch alternatives Splei§en werden zwei verschiedene Formen von ADAM 9 exprimiert: eine 

sekretorisch aktive und eine membrangebundene Form (Hotoda N. et al. 2002). Das reife 

Enzym ist 84 kDa gro§. Die kleinere sekretorische Form (47 kDa) verf�gt weiterhin �ber die 

Metalloproteasedom�ne (Klein T. et al. 2011). ADAM 9 besitzt, zumindest in vitro, die 

F�higkeit, TNF-! zu aktivieren. Weiterhin kann ADAM 9 HB-EGF aktivieren. ADAM 9 ist 

zudem eine !-Sekretase, welche der Entstehung von sch�dlichem #-Amyloid, zugunsten des 

neuroprotektiven !-Amyloids, im Rahmen der Alzheimer-Erkrankung entgegenwirkt (Seals 

D.F. et al. 2003). Ferner wurde auch ADAM 9 in zahlreichen Malignomen nachgewiesen, 

wobei auch hier, in Anwesenheit von ADAM 9, eine verst�rkte Invasivit�t auffiel. Bei Studien 

an Lebermetastasen wurden hohe Konzentrationen von ADAM 9 am Invasionsrand 

festgestellt. Weiterhin weisen Prostatakarzinome eine erh�hte Expression von ADAM 9 auf 

(Klein T. et al. 2011, Mochizuki S. et al. 2007). 
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1.4.4 ADAM 10 

Erstmals konnte ADAM 10 im Jahre 1989 aus bovinen Myelinscheiden isoliert werden 

(Chantry A. et al. 1989). Es liegt als 56-58 kDa gro§es reifes Enzym vor (Klein T. et al. 

2011). In der Nomenklatur wird parallel der Name Kuzbanian gef�hrt, welcher dem 

Drosophila-Homolog der Metalloprotease entspricht. An der Fruchtfliege Drosophila wurde 

die Funktion von ADAM 10 bei der Hirnentwicklung erforscht. ADAM 10 wird eine tragende 

Rolle bei der lateralen Hemmung im Rahmen der Reifung des Nervensystems 

zugeschrieben (Klein T. et al. 2011, Rooke J. et al. 1996). ADAM-10-defiziente 

M�useembryos sterben am 10. Entwicklungstag und weisen dabei unter anderem schwere 

kardiovaskul�re Missbildungen auf. Ebenso wie von ADAM 9, liegen auch von ADAM 10 

eine sekretorische und eine membrangebundene Form vor (Hotoda N. et al. 2002). Neben 

ADAM 9 ist auch ADAM 10 eine !-Sekretase (Seals D.F. et al. 2003). Im Rahmen der 

Degeneration von extrazellul�rer Matrix (ECM) besitzt ADAM 10 die F�higkeit, Kollagen Typ 

IV zu spalten, welches unter anderem in der vaskul�ren Basallamina vorliegt und ihr die 

entscheidende Struktur gibt (Millichip B.J. et al. 1998). ADAM 10 wurde bisher unter 

anderem in Ph�ochromozytomen, Neuroblastomen, Magen-, Ovarial-, und 

Uteruskarzinomen und diversen Plattenepithelkarzinomen nachgewiesen. Wiederum wird in 

Anwesenheit von ADAM 10 eine Zunahme der Invasivit�t beschrieben, was sich unter 

anderem durch die Zerst�rung von Kollagen Typ IV erkl�ren l�sst (Mochizuki S. et al. 2007, 

Seals D.F. et al. 2003). Zudem wurde eine erh�hte Expression von ADAM 10 in arthritisch 

ver�ndertem Gelenkknorpel beschrieben, weshalb eine Beteiligung an der Pathogenese der 

rheumatoiden Arthritis (RA) angenommen wird (Chubinskaya S. et al. 2001). Weiterhin 

besitzt ADAM 10 die F�higkeit, TNF-! und EGF zu prozessieren (Arduise C. et al. 2008). 

Au§erdem gibt es Hinweise, dass auch ADAM 10 an der Aktivierung von HB-EGF  (heparin-

binding epidermal-growth-factor) beteiligt ist. Zudem wurde ADAM 10 als eine der 

ausschlaggebenden Sheddasen von EGF und Betacellulin identifiziert, zwei weiteren EGFR-

Liganden (Sahin U. et al. 2004). 

 

1.4.5 ADAM 12 

Von ADAM 12 liegen ebenfalls zwei Splei§formen vor, eine sekretorische S-Form und eine 

membrangebundene L-Form (Klein T. et al. 2011, Seals D. F. et al. 2003). Die L-Form von 

ADAM 12, auch Meltrin-! genannt, konnte in menschlichen Skelett-, Herz- und glatten 

Muskelzellen nachgewiesen werden (Gilpin et al., 1998). Es gibt Hinweise, dass ADAM 12 

an der Spaltung und somit Inaktivierung von IGFBP-3 und -5 (insulin-like growth factor 

binding protein) beteiligt ist. Somit erh�ht ADAM 12 den Anteil des zirkulierenden IGF-1 

(insulin-like growth factor) und 2, welchen positive Einflussnahme auf Wachstum und 
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Regeneration von Skelettmuskel zugeschrieben wird (Kronqvist P. et al. 2002). Im Blut von 

Schwangeren zeigten sich erh�hte ADAM-12-Konzentrationen, was mit einer Zunahme des 

IGF-Spiegels w�hrend der Gravidit�t korreliert. Bei Schwangeren mit Trisomie-18- oder -21-

Feten bleibt ein Anstieg von ADAM 12 im Serum aus (Klein T. et al. 2011, Loechel F. et al. 

2001). Eine Abnahme des IGF-Spiegels im Serum tritt bei Diabetes mellitus auf und wurde 

auch bei rheumatoider Arthritis festgestellt. Zudem ist ADAM 12 am Shedding von HB-EGF 

beteiligt. HB-EGF steuert neben physiologischen Prozessen, wie der Wundheilung, auch 

pathologische Vorg�nge, wie Tumorwachstum, Hyperplasie glatter Muskelzellen und 

Atherosklerose (Raab G. et al. 1997). Unter �berexpression von ADAM 12 kommt es zu 

einer verbesserten Regeneration von traumatisiertem Muskelgewebe (Klein T. et al. 2011). 

Im Versuch an M�usen konnte nachgewiesen werden, dass die Inhibition von ADAM 12 das 

Fortschreiten einer kardialen Hypertrophie, welche eine Herzinsuffizienz bedingen kann, 

unterbindet (Asakura M. et al. 2002). Neben ADAM 1 und 3, werden ADAM 12 wichtige 

Funktionen bei der Fusion von Zellen zugeschrieben (Seals D.F. et al. 2003). Diese Funktion 

wird von der zysteinreichen Dom�ne gesteuert. Durch Interaktion mit Heparan-Sulfat-

Proteoglykanen steuert ADAM 12 sowohl die Adh�sion von Fibro- und Myoblasten, als auch 

von diversen Tumorzelllinien (Iba K. et al. 2000). Erh�hte Konzentrationen von ADAM 12 

wurden in Mamma- und Kolon-Karzinomen, sowie in Glioblastomen festgestellt (Seals D.F. 

et al. 2003). ADAM 12 spaltet eine Vielzahl von Bestandteilen der ECM, darunter Kollagen 

Typ IV, Gelatin und Fibronectin. Diese Tatsache kann bei der Invasion und Metastasierung 

von malignen Tumoren von Bedeutung sein (Klein T. et al. 2011, Mochizuki S. et al. 2007).  

 

1.4.6 ADAM 15 

ADAM 15, auch Metagirdin genannt, liegt als 85 kDa gro§es reifes Enzym vor und wird in 

zahlreichen menschlichen Geweben, unter anderem Herz, Gehirn und Lunge exprimiert 

(Klein T. et al. 2011, Kr�tschmar J. et al. 1996). ADAM 15 wurde ebenfalls in glatten 

Muskelzellen (SMC) der menschlichen Aorta nachgewiesen. Es zeigte sich jedoch, dass 

ADAM 15 nicht in SMCs gesunder Gef�§e exprimiert wird. Vielmehr kommt es im Rahmen 

der Atherogenese zu einer �berexpression von ADAM 15. M�glicherweise beeinflusst ADAM 

15 die Bildung einer Neo-Intima (Herren et al. 1997, Klein T. et al. 2011). In Endothelzellen 

der menschlichen Nabelschnur (HUVECs) wurde ADAM 15 ebenfalls detektiert, allerdings 

ohne ADAM 15 an dieser Stelle eine konkrete Funktion zuordnen zu k�nnen. In 

atherosklerotischen Gef�§en von Primaten wurde ADAM 15 in makrophagenreichen 

Regionen und Intimazellen immunhistochemisch nachgewiesen (Herren B. et al. 1997). 

Aktuelle Studien konnten belegen, dass in Anwesenheit von ADAM 15 Endothelien eine 

h�here Permeabilit�t f�r Neutrophile aufweisen (Sun C. et al. 2010). Neben ADAM 10 und 

12, besitzt auch ADAM 15 die F�higkeit zur ECM-Degradierung durch Spaltung von Kollagen 
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IV und Gelatin (Klein T. et al. 2011, Martin J. et al. 2002). ADAM 15 beinhaltet, als bisher 

einziges Mitglied der Familie der ADAMs, die RGD-Sequenz (Arginin Ð Glycin Ð Asparagin), 

welche �blicherweise nur bei den verwandten Snake-Venom-Disintegrins (SVMPs) vorliegt. 

Im Zusammenhang mit ADAM 15 wurden pathologische Neovaskularistionsprozesse 

beschrieben. Untermauert wurde diese Beobachtung durch die Tatsache, dass bei ADAM-

15-defizienten M�usen das Wachstum von implantierten Tumorzellen stark verlangsamt 

schien (Blobel C.P. 2005, Horiuchi K. et al. 2003). Neben ADAM 10, wurden auch erh�hte 

Konzentrationen von ADAM 15 im Gelenkknorpel, von an rheumatoider Arthritis erkrankten 

Patienten, gefunden (Chubinskaya S. et al. 2001). Ferner wurde ADAM 15 in Lungen-, 

Mamma-, Ovarial-, Prostata- und Magen-Karzinomen nachgewiesen. Jedoch mit bislang 

inkonsistenten Ergebnissen im Hinblick auf m�gliche Zusammenh�nge zwischen Expression 

von ADAM 15 und dem Stadium  oder der Differenzierung dieser Tumoren (Mochizuki S. et 

al. 2007). 

 

1.4.7 ADAM 17 

Eines der meist beschriebenen Mitglieder der Familie der ADAMs ist zweifelsohne ADAM 17, 

besser bekannt unter dem Namen TACE (tumor necrosis factor-! converting enzyme). 

ADAM 17 ist, neben ADAM 10, in der Lage membrangebundenen TNF-! durch Shedding 

freizusetzen. Bei TNF-! handelt es sich um ein ausschlaggebendes pro-inflammatorisches 

Enzym. Es verwundert daher nicht, dass im Rahmen inflammatorischer Prozesse eine 

Zunahme der Expression von ADAM 17 zu beobachten ist. Weiterhin wurde festgestellt, 

dass ADAM 17 auch f�r die Prozessierung der TNF-!-Rezeptoren p55 und p75 

verantwortlich ist. Bei rheumatoider Arthritis konnte ADAM 17 ebenfalls in erh�hten 

Konzentrationen detektiert werden (Reddy  P. et al. 2000, Seals D.F. et al. 2003). Im 

Rahmen von Studien an ADAM-17-knock-out Fibroblasten aus M�useembryonen konnte 

zudem belegt werden, dass ADAM 17 unter anderem f�r die Aktivierung von TGF-! 

(transforming growth factor-!),  Amphiregulin, HB-EGF und Epiregulin verantwortlich ist. 

Dabei handelt es sich um EGFR-Liganden, welche als membrangebundene Vorstufen 

entstehen und durch Abspalten der Ektodom�ne in ihrer aktiven Form freigesetzt werden 

(Sahin U. et al. 2004). Es gibt Anhaltspunkte, dass diese und weitere EGFR-Liganden an der 

Atherogenese beteiligt sind, zumal auf SMCs atherosklerotischer Gef�§areale EGFR 

nachgewiesen wurde (Dreux A.C. et al. 2006). Des Weiteren ist ADAM 17 f�r das Shedding 

von IL-1-Rezeptor verantwortlich, da in ADAM-17-defizienten Fibroblasten kein Shedding 

dieses Rezeptors stattfand (Reddy P. et al. 2000). Zudem ist ADAM 17 in den Vorgang des 

Sheddings von IL-6-Rezeptor und HER4 involviert. HER4 hat als Rezeptor-Tyrosinkinase 

strukturelle �hnlichkeit mit EGFR und wird ebenfalls von EGFR-Liganden wie HB-EGF, 

Betacellulin und Epiregulin stimuliert. HER4 ist ma§geblich an der Entwicklung des Nerven- 
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und  Kreislaufsystems beteiligt, konnte jedoch auch in Tumoren der Mamma nachgewiesen 

werden (Seals D.F. et al. 2003). Au§erdem wurde eine erh�hte Expression von ADAM 17 in 

Ovarial-, Nieren-, Colon- und Prostata-Karzinomen detektiert (Mochizuki S. et al. 2007). Des 

Weiteren gibt es Hinweise, dass ADAM 17 in das Shedding von CSF-1-Rezeptor (colony-

stimulating-1-factor-receptor) involviert ist, welcher Proliferation und Differenzierung von 

monozyt�ren Phagozyten moduliert (Rovida E. et al. 2001). Zudem gibt es Anhaltspunkte, 

dass ADAN 17 eine der wichtigsten Sheddasen von L-Selectin ist. Das Adh�sionsmolek�l L-

Selectin wird auf der Zelloberfl�che von Neutrophilen exprimiert und vermittelt deren 

Durchtritt durch vaskul�res Endothel,  um  zu Inflammationsherden und lymphatischen 

Organen gelangen zu k�nnen (Klein T. et al. 2011, Wang Y. et al. 2010). Neben ADAM 10, 

ist ADAM 17 ebenfalls als !-Sekretase an der Prozessierung des neuroprotektiven !-

Amyloids beteiligt (Klein T. et al. 2011, Seals D.F. et al. 2003).  

In Ankn�pfung an das Thema der vorliegenden Dissertation, erschien im Jahre 2004 eine 

Studie, welche sich mit der Expression von ADAM 17 in humanen infrarenalen AAA 

befasste. Dabei konnten vor allem in der Transitionszone erh�hte ADAM-17-Konzentrationen 

festgestellt werden. Die Expressionsrate war in AAA signifikant h�her als in gesunden oder 

atherosklerotischen Arterien. Zudem korrelierten die Expressionsraten von TNF-!- und 

ADAM-17-mRNA (Satoh H. et al. 2004). 

 

1.4.8 Tissue Inhibitor of Metalloprotease (TIMPs) 

Bei der Expressionsanalyse von Enzymen sind stets zwei wesentliche Aspekte im Hinblick 

auf die Aktivit�t des nachzuweisenden Enzyms zu beachten. Zum einen stellt sich die Frage 

nach dem Aktivierungsmechanismus des Enzyms. Zum anderen muss das Vorliegen von 

Inhibitoren in Betracht gezogen werden werden.  

Es sind vier TIMPs bekannt, welche vordergr�ndig als physiologische Inhibitoren der MMPs 

erforscht wurden. TIMP 1 ist der wichtigste Inhibitor s�mtlicher MMPs, es besitzen jedoch 

alle TIMPs grunds�tzlich die F�higkeit, MMPs zu binden. Es handelt sich um relativ kleine 

Proteine mit einem Molekulargewicht von 21-28 kDa (Edwards D.R. et al. 2008). Die 

Grundstruktur von TIMP-1 und 2 ist weitestgehend erforscht und es gibt Anhaltspunkte f�r 

einen �hnlichen strukturellen Aufbau von TIMP 3 und 4. Die Sekund�rstruktur der TIMPs 

besteht aus sechs Schleifen, welche �ber Disulfidbr�cken untereinander vernetzt sind. Ein 

Molek�l besteht aus einer N- und C-terminalen Dom�ne mit jeweils drei Schleifen. Die N-

terminale Dom�ne ist dabei f�r die Inhibition von MMPs verantwortlich. Dabei kommt es zu 

einer Chelatbildung mit dem Zink-Ion der MMPs. Die Funktion der kleineren C-terminalen 

Dom�ne ist noch nicht vollst�ndig aufgekl�rt, vermutlich vermittelt sie eine zus�tzliche 

Interaktion mit dem gebundenen Protein. Im Rahmen von Studien an ADAM 10, welches 

sowohl von TIMP 1 als auch 3 inhibiert wird, stellte sich heraus, dass isolierte N-terminale 
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Dom�nen keine effektive Inhibition bewirken k�nnen. W�hrend TIMP 1, 2 und 4 als l�sliche 

Proteine vorliegen, ist TIMP 3 an die ECM gebunden (Edwards D.R. et al. 2008, Lee M.-H., 

et al. 2007, Yu W.-H. et al. 2000). Neben der Bindung an Glyokosaminoglykane der ECM, 

welche vermutlich auf basischen Eigenschaften von TIMP 3 beruht, besitzt TIMP 3 als 

weitere Besonderheit die F�higkeit, das Shedding von L-Selectin und IL-6-Rezeptoren zu 

unterbinden (Yu W.-H. et al. 2000). 

TIMP 3 hat sich bislang als wichtigster Inhibitor der ADAMs erwiesen. Jedoch konnte bisher 

nur f�r einen kleinen Teil der ADAMs eine klare Zuordnung zu einem Inhibitor gezeigt 

werden. ADAM 10, 12, 17, 28 und 33 werden durch TIMP 3 inhibiert. ADAM 10 wird 

zus�tzlich von TIMP 1 inhibiert. Weiterhin gibt es Hinweise auf eine Inhibierung von ADAM 

12 durch TIMP 2. ADAM 8, 9 und 19 werden nicht durch TIMPs inhibiert. F�r ADAM 15 

liegen bislang keine Ergebnisse vor (Edwards D.R., et al. 2008, Klein T. et al. 2011, Murphy 

G. 2009, Shiomi T. et al. 2010).  
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1.5 Aufgabenstellung 

Inflammatorische Prozesse, insbesondere die proteolytische Zersetzung der Gef�§wand, 

tragen ma§geblich zur Entstehung und Ruptur abdominaler Aortenaneurysmen (AAA) bei. 

Das Augenmerk der Forschung lag bislang �berwiegend auf der Untersuchung der 

Matrixmetalloproteasen (MMPs) und deren Rolle in der Entstehung und Progression von 

AAA, woraus eine Anzahl detaillierter Studien hervorging. Die Familie der ADAMs (a 

Disintegrin and Metalloprotease) stellt eine weitere Untergruppe der Familie der 

Metalloproteasen dar, welcher auch die MMPs angeh�ren. ADAMs wurden jedoch bislang im 

AAA nur begrenzt untersucht. Durch die strukturell mit den MMPs verwandte 

Metalloproteasedom�ne besitzen ADAMs ebenfalls proteolytische Eigenschaften. Des 

Weiteren lieferten Forschungsergebnisse der letzten Jahre interessante Hinweise auf eine 

Beteilung einiger ADAMs an der Regulation inflammatorischer Prozesse. Derzeit ist lediglich 

eine Arbeit bekannt, welche sich mit der Expression eines Mitglieds der ADAM-Familie, 

n�mlich ADAM 17, in AAA besch�ftigt. Dies gab Anlass zur Durchf�hrung einer dezidierten 

wissenschaftlichen Studie. Dabei wurden ADAMs mit proteolytischer Funktion (ADAM 8, 9, 

10, 12, 15, 17), sowie TIMP 1 und 3 analysiert. 

 

In vorliegender Dissertation sollen folgende Aspekte er�rtert werden: 

- Werden ADAMs in AAA exprimiert?  

- Werden ADAMs auch in gesunden Aorten exprimiert? 

- Welche Zellen innerhalb der Gef�§wand exprimieren ADAMs? 

- Gibt es Unterschiede in der Expression von ADAMs zwischen AAA und 

Kontrollaorten? 

- Wie verh�lt sich die Expression von Inhibitoren und ADAMs zueinander?  

- Gibt es Unterschiede des Verh�ltnisses ADAM versus Inhibitor zwischen AAA und 

Kontrollgef�§en?  

- Haben strukturelle Merkmale der Aorten oder Serum- und Vitalwerte der Donatoren 

Einfluss auf die Expression von ADAMs? 

 

Nachfolgende Methoden kamen zum Einsatz: 

- Histologische F�rbungen zur Charakterisierung der AAA 

- Immunhistochemische Untersuchung zur Lokalisationsanalyse 

- qRT-PCR (quantitative Real-Time PCR) und Westernblot zur quantitativen 

Expressionsanalyse 
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2 Methoden 

2.1 Chemikalien und Ger�te 

 

Acrylamid/Bis-Acrylamid    Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deutschland 

Agarose peqGOLD universal    peqLab Biotechnologie GmbH, Deutschland 

Antik�rper-Diluent     DAKO, D�nemark 

APAAP-Kit Mouse      DAKO, D�nemark 

- APAAP-Immunkomplex 

- Sekund�rantik�rper 

- Substrat-Puffer 

- Chromogen Red 

- Chromogen Red 2 

- Chromogen Red 3 

- Levamisole 

APS       Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deutschland 

Avidin-Biotin-Blocking Kit    Vector Laboratories Inc., USA 

Blot-Apparatur      Bio-Rad Laboratories Inc., USA 

Bromphenolblau    Carl Roth GmbH, Deutschland 

BSA       Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deutschland 

cDNA Synthesis Kit RevertAid, K1622   Fermentas GmbH, Deutschland 

- Reaction Buffer 

- RNAse Inhibitor 

- 10 mM dNTP-Mix 

- M-MulV RT 

- Oligo dT18-Primer 

Citronens�ure-Monohydrat   Merck Chemicals, Deutschland 

Color Video Camera MC 3255    Sony, Japan 

Deckgl�ser SuperFrost Plus    Menzel GmbH, Deutschland 

DNA-Leiter peqGOLD 50bp   peqLab Biotechnologie GmbH, Deutschland 

dNTP-Set peqGOLD    peqLab Biotechnologie GmbH, Deutschland 

ECL-L�sung SuperSignal West Pico   Thermo Scientific, USA 

EDTA       Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deutschland 

Eindeckger�t Promounter RCM 2000   Medite GmbH, Deutschland 

Elektrophorese-Kammer    Bio-Rad Laboratories Inc., USA 

Entwicklermaschine CAT SRX-101A   Konica Minolta, Deutschland 

Eosin, 1%      Apotheke des Klinikum rechts der Isar 

Essigs�ure       Merck Chemicals, Deutschland 

Ethanol verg�llt, 70%     Institut f�r Pathologie 

Ethanol verg�llt, 96%     Institut f�r Pathologie 
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Ethanol, 100%       Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deutschland 

Etidiumbromid 0,5 mg/ml    Roche GmbH, Deutschland 

Formalin, 4%      Institut f�r Pathologie 

Fuchsin S, S�urefuchsin    Chroma, Waldeck GmbH, Deutschland 

Fuchsin, basisch     Chroma, Waldeck GmbH, Deutschland 

Gel-Kammer mini-sub cell GT    Bio-Rad Laboratories Inc., USA 

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

Glykogen     Roche GmbH, Deutschland 

High Pure RNA Paraffin Kit    Roche GmbH, Deutschland 

- Tissue Lysis Buffer 

- Proteinkinase K 

- Binding Buffer 

- Wash Buffer I 

- Wash Buffer II 

- DNase I 

- DNase Incubation Buffer 

- Elution Buffer 

- High Pure Filter Tubes 

- Collection Tubes 

iQ5 real-time PCR-Cycler    Bio-Rad Laboratories Inc., USA 

Isopropanol      Institut f�r Pathologie 

LSAB-Kit Rabbit/Mouse    DAKO, D�nemark 

- biotinylierte sekund�r Antik�rper 

- HRP Puffer 

- Steptavidin-Peroxidase 

- DAB-Chromogen  

Mastercycler personal     Eppendorf AG, Deutschland 

Mastermix KAPA SYBR    peqLab Biotechnologie GmbH, Deutschland 

Mayers H�malaun     Apotheke des Klinikum rechts der Isar 

Medical X-Ray Film     Fujifilm, Deutschland 

Mikroskop Axioplan 2     Karl-Zeiss Lichtmikroskopie, Deutschland 

Mikrotom HM335E     Microm international, Deutschland 

Mikrotomklingen      Feather, Japan 

Natriumacetat      Merck Chemicals, Deutschland 

Natriumchlorid (zur Analyse)    Merck Chemicals, Deutschland 

Natronlauge 2N     Merck Chemicals, Deutschland 

Natronlauge 40%     Merck Chemicals, Deutschland 

PCR-Wasser double processed   Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deutschland 

Photometer Asys Expert Plus    Biochrom Ltd., UK 

Pikrins�ure      Apotheke des Klinikum rechts der Isar 

Poly-L-Lysine Solution     Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deutschland 
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Ponceau S L�sung     Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deutschland 

PowerPac HC      Bio-Rad Laboratories Inc., USA 

PowerSupply      Bio-Rad Laboratories Inc., USA 

Protease Typ XXIV, bakteriell    Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deutschland 

Proteinkinase K     Roche GmbH, Deutschland 

Proteinmarker III peqGOLD   peqLab Biotechnologie GmbH, Deutschland 

PVDF-Membran    Carl Roth GmbH, Deutschland 

Reactionbuffer Y, 10fach    peqLab Biotechnologie GmbH, Deutschland 

Resorcin-Fuchsin    Apotheke des Klinikum rechts der Isar 

RNAse ZAP      Invitrogen, USA  

Salzs�ure, 25%     Merck Chemicals, Deutschland  

SDS       Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deutschland 

Serum Ziege      Vector Laboratories Inc., USA 

Short Plate      Bio-Rad Laboratories Inc., USA 

Stratagene Eagle Eye II Imaging System  Pegasus System Inc., USA 

Taq-DNA-Polymerase, SAWADY ÓHotÓ  peqLab Biotechnologie GmbH, Deutschland 

- ãHotÒ Taq-DANN-Polymerase 

- Rekationspuffer Y 

- Reaktionspuffer S 

- Encancer Soultion P 

- Verd�nnungspuffer 

- 25 mM Magnesiumchlorid 

TEMED      Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deutschland 

Thermomixer compact     Eppendorf AG, Deutschland 

Trans-Blot SD      Bio-Rad Laboratories Inc., USA 

Trizma-Base      Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deutschland 

Tween 20      Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deutschland 

Vortex-R�ttler      IKA Werke GmbH, Deutschland 

Wasserstoffperoxid 30%    Merck Chemicals, Deutschland 

Weigert's Eisenh�malaun, Reagenz A   Apotheke des Klinikum rechts der Isar 

Weigert's Eisenh�malaun, Reagenz B   Apotheke des Klinikum rechts der Isar 

Xylencyanol      Carl Roth GmbH, Deutschland 

Xylol       Institut f�r Pathologie 

Zentrifuge      Eppendorf AG, Deutschland 
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2.2 Untersuchungsmaterial 

Es wurden insgesamt 38 Pr�parate untersucht. Von 20 Patienten (17 m�nnlich, 3 weiblich) 

wurden im Rahmen der operativen Sanierung eines infrarenalen abdominalen 

Aortenaneurysmas (AAA) Gewebeproben aus dem Aneurysmasack entnommen. Die 

Pr�parate wurden zun�chst in Formalin fixiert und nach 24 Stunden in Paraffin gegossen. 

Weitere acht Pr�parate wurden zur Durchf�hrung eines Westernblots direkt nach Entnahme 

ohne Formalinbehandlung eingefroren. Alle Patienten hatten sich mit der wissenschaftlichen 

Untersuchung ihrer Gewebeproben einverstanden erkl�rt. Als Negativkontrollen dienten 

Pr�parate der infrarenalen Aorta von zehn Personen, welche keine makroskopischen 

atherosklerotischen Ver�nderungen aufwiesen. Diese konnten mit Hilfe des Instituts f�r 

Rechtsmedizin M�nchen bezogen werden. Die Studie wurde nach den Richtlinien der 

Declaration of Helsinki der World Medical Association (WHO) durchgef�hrt. 

 

2.3 Histologie und Immunhistochemie 

2.3.1 Anfertigung der Schnitte 

Von den Paraffinbl�cken wurden 2 $m breite Schnitte angefertigt, welche mit Hilfe von 

Polylysinkleber auf beschichtete Objekttr�ger (SuperFrost, Firma Menzel, Deutschland) 

aufgezogen und zwei Tage bei 56¡C inkubiert wurden. 

 

2.3.2 H�malaun-Eosin-F�rbung 

Die H�malaun-Eosin-F�rbung (HE) diente der prim�ren Plaquecharakterisierung. Dabei 

k�nnen Zellularit�t und Infiltrate beurteilt werden. Zellkerne erscheinen blau, Zytoplasma und 

Teile extrazellul�ren Gewebes rosa. Die F�rbung erfolgte nach einem histologischen 

Standardprotokoll des Institutes f�r Pathologie. Die trockenen Schnitte wurden dreimal 5 

Minuten in Xylol entparaffiniert, danach in der absteigenden Alkoholreihe (Isopropanol Ð 

Ethanol 96% Ð Ethanol 70%) je zweimal drei Minuten lang inkubiert und anschlie§end in 

destilliertes Wasser �berf�hrt. Es folgte eine 10-min�tige Inkubation in Mayers H�malaun. 

Danach wurden die Schnitte in destilliertem Wasser gewaschen und in Leitungswasser 

�bertragen. Nach diesem Vorgang, der auch als ãBl�uenÒ bezeichnet wird, erscheinen 

Zellkerne blau. Anschlie§end folgte eine einmin�tige Inkubation in 2%-igem Eosin, 

anges�uert mit Essigs�ure. Im Anschluss erneutes Sp�len in destilliertem Wasser und 

Entw�sserung in einer aufsteigenden Alkoholreihe (Ethanol 70% Ð Ethanol 96% Ð 

Isopropanol). Schlie§lich wurden die Schnittpr�parate in Xylol �berf�hrt und eingedeckt.  
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2.3.3 Elastica-van-Gieson-F�rbung 

Die Elastica-van-Gieson-F�rbung (EvG) diente ebenfalls der Charakterisierung. 

Insbesondere Kollagen- und Elastin-Anteile k�nnen gut beurteilt werden. Zellkerne und 

Elastin werden schwarz, Kollagenfasern rot und Muskelfasern, Fibrin und Zytoplasma gelb 

dargestellt. 

Die Entparaffinierung erfolgte zun�chst zweimal 5 Minuten in Xylol und absteigender 

Alkoholreihe (Isopropanol Ð Ethanol 96% Ð Ethanol 70%). Anschlie§end wurden die 

Gewebeschnitte 15 Minuten mit einer Resorcinl�sung behandelt. Nach dem Sp�len mit 

destilliertem Wasser, kurze Inkubation mit 96%igem Alkohol. Die Kernf�rbung wurde durch 

ein f�nfmin�tiges Einbringen der Schnitte in eine Eisenh�matoxylinl�sung nach Weigert 

erreicht. Dann wurden die Pr�parate 10 Minuten warm gew�ssert und zur 

Zytoplasmaf�rbung 5 Minuten lang in Pikrofuchsinl�sung �berf�hrt. Nach kurzer 

Befeuchtung mit destilliertem Wasser folgte wiederum eine kurze Behandlung mit 96%igem 

Alkohol. Abschlie§end wurden die Schnitte, wie vorbeschrieben, in aufsteigender 

Alkoholreihe dehydriert (70% Ethanol Ð 96% Ethanol Ð Isopropanol), in Xylol �berf�hrt und 

eingedeckt.  

 
 

2.3.4 Vorbehandlung 

Die Schnitte wurden nach Inkubation zun�chst zweimal 10 Minuten in Xylol entparaffiniert 

und daraufhin zweimal 5 Minuten mit Isopropanol und jeweils 5 Minuten mit 96%- und 

70%igem Alkohol behandelt. Anschlie§end wurden die Pr�parate in destilliertes Wasser 

�berf�hrt. 

Jeweils zwei Schnitte pro Pr�parat wurden direkt mit H�malaun-Eosin und Elastica-van-

Gieson gef�rbt. 

Unter Formalinbehandlung kommt es h�ufig zu einer Maskierung antigener Strukturen durch 

sich ausbildende Quervernetzungen zwischen Proteinen. Daher ist vor der 

immunhistochemischen F�rbung eine spezielle Vorbehandlung erforderlich. Man bezeichnet 

diesen Zwischenschritt als Antigen- bzw. Epitop-Demaskierung. Dabei handelt es sich um 

einen kurzzeitigen enzymatischen Verdau unter W�rmeeinwirkung. Es kommen unter 

anderem Citratpuffer (pH 6; 2,1-g Citrat-Monohydrat auf 1000 ml Aqua dest.) oder EDTA-

Puffer (pH 8; 1,116 g EDTA auf 3000 ml Aqua dest.) zum Einsatz. Zur W�rmebehandlung 

stehen Mirkowellen�fen oder Schnellkocht�pfe zur Auswahl. Im Folgenden wurde sich f�r 

den Schnellkochtopf entschieden. 

Alternativ zum Kochen im Schnellkochtopf k�nnen die Schnitte einer 20-min�tigen 

Proteasebehandlung unterzogen werden (5 $g Protease XXII + 5 ml TRIS-Puffer). 



    

 

33 

 

Nach der Vorbehandlung wurden alle Schnitte dreimal mit TRIS-Gebrauchsl�sung gesp�lt. 

Dabei handelt es sich um 10-fach verd�nnten TRIS-Puffer (pH 6; 60,5-g Trizma-Base auf 

700 ml Aqua dest.). 

 

2.3.5 LSAB-Methode 

Eine von zwei g�ngigen Methoden zur immunhistochemischen Untersuchung von Gewebe 

ist die LSAB-Methode (Labelled-Streptavidin-Biotin). Die LSAB-Methode basiert auf der 

hohen Affinit�t von Streptavidin zu Biotin. Hierzu wurde ein Kit der Firma DAKO verwendet. 

Da die am Ende folgende Farbreaktion durch eine an Streptavidin gebundene Peroxidase 

katalysiert wird, muss nach der Vorbehandlung im Schnellkochtopf zun�chst die 

gewebseigene Peroxidase ges�ttigt werden. Dies erfolgte mittels 15-min�tiger Behandlung 

mit 3%iger H2O2-L�sung. W�hrend des im Folgenden beschriebenen Prozesses wurden die 

Objekttr�ger in einer feuchten Kammer gelagert. Zwischen den einzelnen Arbeitsschritten 

erfolgte jeweils dreimal eine Sp�lung mit TRIS-Gebrauchsl�sung. 

Zun�chst wurden die Objekttr�ger eine Stunde lang mit 100 $l einer L�sung aus 

Prim�rantik�rper und Antik�rper-Diluent bedeckt. Danach wurden sie 25 Minuten mit dem 

biotinylierten Sekund�rantik�rper und weitere 25 Minuten mit Streptavidin-Peroxidase 

behandelt. Schlie§lich wurde Diaminobenzidin (DAB) in HRP-Puffer gel�st (1:50) und davon 

jeweils 100 $l auf die Objekttr�ger pipettiert. Dabei kommt es zu einer, durch Horse-Raddish-

Peroxidase (HRP) katalysierten Farbreaktion, welche bereits nach wenigen Minuten mit dem 

blo§en Auge erkennbar ist. Nach erfolgter Farbreaktion wurden die Objekttr�ger nochmals 

mit TRIS-Puffer gesp�lt und mit H�malaun-Eosin gegengef�rbt. 

 

2.3.6 APAAP-Methode 

Bei dieser Methode kam ein Kit der Firma DAKO zu Anwendung. Zur Inkubation wurden die 

Schnitte stets in einer feuchten Kammer gelagert und zwischen den einzelnen 

Arbeitsschritten jeweils dreimal mit TRIS-L�sung gesp�lt. 

Die Farbreaktion am Ende der APAAP-Methode (Alkalische-Phosphatase-Anti-Alkalische-

Phosphatase) wird durch Alkalische Phosphatase (AP) katalysiert. Hierbei wurden auch 

zun�chst Prim�rantik�rper und ein entsprechender Sekund�rantik�rper aufgetragen. Danach 

erfolgt die Inkubation mit dem APAAP-Immunkomplex, welcher aus antik�rpergebundener 

AP besteht, welche im nachfolgenden Schritt zur Farbreaktion f�hrt. 

Zun�chst wurden die Schnitte eine Stunde lang mit 100 $l einer L�sung aus Prim�rantik�rper 

und Antik�rper-Diluent inkubiert. Danach folgten 25 Minuten Inkubation mit dem 

Sekund�rantik�rper und 25 Minuten Inkubation mit dem APAAP-Immunkomplex. Schlie§lich 

wurde aus Chromogen Red und AP-Substart-Puffer eine F�rbel�sung hergestellt, mit der die 
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Schnitte 15 Minuten behandelt wurden. Nach der Farbreaktion folgte ebenfalls die 

Gegenf�rbung mit H�malaun-Eosin. 

 

2.3.7 F�rbungen zur Charakterisierung der aneurysmalen Gef�§wand 

Neben routinem�§ig angefertigten H�malaun-Eosin- und Elastica-van-Gieson-F�rbungen, 

wurden immunhistochemische F�rbemethoden durchgef�hrt, welche in nachfolgender 

Tabelle aufgelistet sind. Die Inkubationszeit betrug stets 60 Minuten.  

 
Antik�rper Verd�nnung Tierart Vorbehandlung und Methode Hersteller 

CD3 1:400 
Kaninchen, 
polyklonal 

Schnellkochtopf mit Citrat; LSAB DAKO 

CD20 1:500 
Maus, 
monoklonal 

Schnellkochtopf mit Citrat; LSAB DAKO 

CD68 1:2000 
Maus, 
monoklonal 

Schnellkochtopf mit Citrat; LSAB DAKO 

smooth-muscle-
Actin (smA) 

1:200 
Maus, 
monoklonal 

Schnellkochtopf mit Citrat; APAAP DAKO 

von-Willebrand-
Faktor (vWF) 

1:500 
Maus, 
monoklonal 

Protease; APAAP DAKO 
 

Tabelle 2: Prim�rantik�rper f�r immunhistochemische Klassifizierung 
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2.3.8 Spezifische immunhistochemische F�rbungen 

Zur Beurteilung der Expression von ADAM 8, 10, 15, 17 und TIMP 1, 3 wurde zun�chst nach 

geeigneten Antik�rpern gesucht. Bez�glich der Optimierung wird auf Kapitel 3.2 verwiesen. 

Diese F�rbungen dienten der weiteren Charakterisierung der pathologisch ver�nderten 

Gef�§wand und der Identifizierung von im AAA vorhandenen Zelltypen. Nachfolgende 

Tabelle beinhaltet eine Zusammenschau der verwendeten Antik�rper.  

 

Antik�rper Verd�nnung Tierart Vorbehandlung und Methode Hersteller 

ADAM 8 1:25 
Ziege, 
polyklonal 

Schnellkochtopf mit Citratpuffer, LSAB R&D Systems 

ADAM 10 1:30 
Kaninchen, 
polyklonal 

Schnellkochtopf mit Citratpuffer, LSAB abcam 

ADAM 15 1:50 
Maus, 
monoklonal 

Schnellkochtopf mit Citratpuffer, LSAB R&D Systems 

ADAM 17 1:800 
Kaninchen, 
polyklonal 

Schnellkochtopf mit Citratpuffer, LSAB R&D Systems 

TIMP 1 1:100 
Kaninchen, 
polyklonal 

Schnellkochtopf mit Citratpuffer, LSAB Lab Vision 

TIMP 3 1:100 
Maus, 
monoklonal 

Schnellkochtopf mit Citratpuffer, LSAB abcam 

Tabelle 3: Prim�rantik�rper f�r spezifische Immunhistochemie 

 

2.3.9 Klassifizierung und Auswertung der histologischen Pr�parate  

Im Anschluss wurden die Pr�parate lichtmikroskopisch ausgewertet (Axioplan 2, Carl-Zeiss, 

Institut f�r Pathologie TU M�nchen). Es folgte stets eine Reevaluation durch den erfahrenen 

Untersucher Herrn PD Dr. Pelisek. Bei unklaren Ergebnissen wurde zudem der Rat der 

Pathologin Frau Dr. Rudelius einbezogen. Bei der Mikroskopie wurden 25-, 100- und 200-

fache Vergr�§erungen eingesetzt. Alle abgebildeten histologischen Fotos sind nochmals 2,5-

fach durch die verwendete Kamera vergr�§ert. Bei den Standardf�rbungen zur Klassifikation 

wurden Zellularit�t und Grad der Verkalkung, sowie Gehalt an SMCs, Elastin, Kollagen, 

Infiltraten, Makrophagen und Neogef�§en beurteilt. Anschlie§end wurde die Intensit�t der 

Expression der untersuchten ADAMs und TIMPs in ECs, SMCs, Infiltraten und Neogef�§en 

beurteilt. Dabei wurden folgende Abstufungsgrade samt Zwischenstufen gew�hlt: (-) keine 

F�rbung, positive F�rbung von einigen (+), den meisten (++) oder allen (+++) untersuchten 

Zellarten. Im Falle einer starken Abweichung der Expression/F�rbung zwischen den 

einzelnen Pr�paraten oder auch innerhalb eines Pr�parates, wurde (+/+++) vergeben.  
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Abbildung 7: Beispiel einer unspezifischen F�rbung im Bereich des Atheroms, 62,5-fach vergr�§ert, 

anti-TIMP 1 

 

In Bereichen des Atheroms und der fibr�sen Kappe kam es, unabh�ngig von der Auswahl 

des Prim�rantik�rpers, h�ufig zu einer unspezifischen F�rbung (Abb.-7). Diese F�rbung 

wurde in die Auswertung nicht einbezogen. Von ausgew�hlten Pr�paraten wurden Fotos 

angefertigt, welche in Kapitel 3 abgebildet sind.  

Die Abstufungsgrade der lichtmikroskopischen Auswertung wurden in Zahlen von 0 bis 3 

umgewandelt, um Mittelwerte f�r AAA (n=20) und Kontrollen (n=10) errechnen zu k�nnen. 

Bei der Realisierung einer graphischen Darstellung (Kapitel 3.4) in S�ulendiagrammen 

wurde eine fixe 100%-Marke definiert, welche die in allen Gruppen und Kriterien h�chste 

erreichte durchschnittliche Expression darstellt.  
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2.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

2.4.1 RNA-Isolierung 

Die RNA-Isolierung erfolgte mit Hilfe eines, speziell zur Anwendung an formalinfixierten 

Proben vorgesehenen, Kits der Firma Roche.  

RNA ist deutlich instabiler als DNA. Es wird davon ausgegangen, dass es w�hrend der 

Formalinfixierung zu einer partiellen Degradierung der RNA durch k�rpereigene, noch aktive, 

RNAsen kommt (Mizuno T. et al. 1998). Daher ist bei der Arbeit mit formalinfixiertem 

Gewebe darauf zu achten, Fragmente einer maximalen L�nge von 150 bp zu verwenden. 

Zudem entstehen im Rahmen der Fixierung Cross-linkings und Anlagerungen von 

Methylgruppen, wodurch eine Isolierung und alle folgenden Arbeitsschritte zus�tzlich 

erschwert werden. Im Jahre 2001 wurde erfolgreich der Versuch unternommen, mit kleinen 

RNA-Fragmenten zu arbeiten (Specht K. et al. 2001). Dabei wurde aus formalinfixiertem 

Gewebe RNA isoliert, in cDNA umgeschrieben und f�r eine PCR verwendet. Es konnte im 

Rahmen einer ausf�hrlichen Untersuchung gezeigt werden, dass die verbleibenden RNA-

Fragmente, nach beginnender Degradierung durch k�rpereigene RNAsen, dennoch f�r eine 

qRT-PCR ausreichend sind. �berdies stellte sich heraus, dass auch bei einer bis zu 20-

st�ndigen Formalinfixierung der Pr�parate, noch eine qRT-PCR m�glich ist. Es sollte jedoch 

darauf geachtet werden, dass die Proben nach Entnahme innerhalb von maximal zwei 

Stunden mit Formalin behandelt werden. 

Die RNA-Isolierung erfolgte unter RNAse-freien Bedingungen (RNAse-Zap). Zun�chst 

wurden von jedem Paraffinblock zwei 10 $m dicke Schnitte in ein steriles Eppendorfr�hrchen 

�berf�hrt und in Xylol 5-Minuten zum Zweck der Paraffinextraktion inkubiert. Vorab ist es 

wichtig, die Paraffinmenge auf dem Block mit dem Skalpell zu reduzieren. Es folgten zwei 

Rehydratationsschritte mit Ethanol absolut. Danach wurde das �bersch�ssige Ethanol 

verworfen und die Proben bei 55¡C getrocknet. Zur Resuspendierung wurden im folgenden 

Schritt Lysepuffer (Kit), 10%iges SDS und Proteinkinase K (Kit) zugegeben, die Proben 

erneut �ber Nacht inkubiert und am n�chsten Tag nochmals mit Proteinkinase K behandelt, 

um das Gewebe vollst�ndig aufzul�sen. Nun wurden die Proben mit Binding Buffer (Kit) und 

Ethanol absolut versetzt, in Filterr�hrchen �berf�hrt und in Sammelr�hrchen eingesetzt. Es 

folgten mehrere Schritte des Waschens (Washing Buffer, Kit) und Abzentrifugierens. Am 

Ende der Prozedur wurde das Sammelr�hrchen entfernt und das Filterr�hrchen in ein 

steriles Eppendorfr�hrchen eingesetzt. Die Proben wurden nun mit Elution Buffer (Kit) 

inkubiert und abzentrifugiert, wobei die RNA in sterilen Eppendorfr�hrchen aufgefangen 

wurde. Es folgte ein 45-min�tiger DNAse Verdau (Kit) bei 37¡C. Zur Aufreinigung der RNA 

wurden die Proben erneut mit Proteinkinase K behandelt und in mehreren Schritten 

gewaschen. Die aufgereinigte RNA wurde wieder in einem sterilen Eppendorfr�hrchen 
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aufgefangen. Am Ende des letzten Schrittes, der F�llung, erh�lt man ein reines RNA-Pellet. 

Um unter anderem DNA und Salze zu entfernen, wurden die Proben mit reinem Ethanol, 

Natrium-Acetat (3 M; pH 4,5) und Glykogen inkubiert. Schlie§lich wurde der �berstand 

abzentrifugiert, das Pellet in 70%igem Ethanol gel�st, erneut abzentrifugiert und schlie§lich 

in 20-$l PCR-Wasser resuspendiert. Es folgte die photometrische Bestimmung des RNA-

Gehaltes. Danach wurden die Proben bei -70¡C eingefroren. 

 

2.4.2 cDNA-Synthese 

Nach der photometrischen Bestimmung des RNA-Gehaltes, wurde 1 $g RNA auf einen 

Ansatz von 20 $l in cDNA umgesetzt. Dabei kam das RevertAid-Kit K1622 der Firma 

Fermentas zur Anwendung. Zun�chst wurden die Proben bei 65¡C mit dT18-Primern (Kit) 

versetzt. Danach wurden 8 $l Ansatz, bestehend aus Puffer, RNAse-Inhibitor, dNTPs und M-

MLV zugegeben. Nach einer einst�ndigen Inkubation bei 43¡C, wurde die Reaktion bei 70¡C 

gestoppt. Die Proben wurden bei -20¡C eingefroren.  

 

2.4.3 Reverse Transkriptase PCR (RT-PCR) 

Mittels PCR k�nnen in k�rzester Zeit kleine DNA- oder cDNA-Mengen vervielf�ltigt werden. 

Dabei kann nicht nur das Vorliegen eines bestimmten Genes, sondern auch die Expression 

des gesuchten Genes nachgewiesen werden, da es sich bei der verwendeten cDNA um eine 

Abschrift der RNA handelt. 

 

Zur Optimierung der Primer wurde zun�chst eine klassische PCR mit DNA gestartet. Dabei 

wurde folgender Ansatz (50 $l) verwendet: 

- 33 $l PCR-Wasser 

- 5 $l taq-Polymerase-Puffer (Puffer Y, peqLab Deutschland) 

- 5 $l dNTPs (peqLab, Deutschland) 

- 0,25 $l taq-Polymerase (peqLab, Deutschland)  

- 1$l Primer forward (5Õ-3Õ), 1 $l Primer reverse (3Õ-5Õ)  

- 2 $l DNA. 

 

Da bei der PCR-Optimierung mit DNA-Abschrieben gearbeitet wird und die Ergebnisse mit 

der sp�teren Expressionanalyse auf mRNA-Ebene (cDNA) �bereinstimmen m�ssen, wurde 

bei der Auswahl der Primer darauf geachtet, dass das gesamte Produkt innerhalb der 

transkribierten Region, dem sogenannten Exon, liegt. 

Die Amplifikation erfolgte im Thermocycler (Mastercycler personal, Eppendorf Deutschland): 

Nach der Initialisierung bei 95¡C f�r 5 Minuten, folgten weitere 40 Zyklen: 
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- 30 Sekunden bei 95¡C Denaturierung 

- 30 Sekunden bei 55 bis 62¡C Annealing 

- 30 Sekunden bei 72¡C Amplifikation 

Am Ende der Zyklen 5 Minuten bei 72¡C und Abk�hlung auf 4¡C. 

 

2.4.4 Elektrophorese 

Das fertige Produkt wurde zur optischen Darstellung auf ein 2%iges Agarose-Gel, bestehend 

aus 2 g Agarose in 100 ml TBE-Puffer (pH 8; 10,8 g Trizma-Base; 5,5 g Bors�ure; 0,4 ml 0,5 

M EDTA auf 1000 ml Aqua dest.) aufgetragen. Zur optischen Darstellung der Produktgr�§en 

wurde in eine Tasche ein Marker aufgetragen (DNA-Leiter, peqGold 50 bp). Die 

Elektrophorese-Kammer wurde ebenfalls mit TBE-Puffer bef�llt. Je nach Gr�§e der Gele, 

entsprechend 8 oder 20 Spuren, wurde eine Spannung von 80 oder 100 V f�r eine Stunde 

angelegt. Wurde ein Gel geteilt, sprich mit zwei Spurenzeilen versehen, halbierte sich die 

Zeitdauer entsprechend. Die amplifizierten cDNA-Fragmente wurden elektrophoretisch 

aufgetrennt und mittels Ethidium-Bromid-Zusatz (0,5-$g/ml) im Gel markiert. Dabei entspricht 

die Wanderungsgeschwindigkeit der Fragmentl�nge. K�rzere Fragmente wandern somit 

schneller. Unter einer UV-Lampe wurden im Anschluss die Ethidium-Bromid-markierten 

Banden fotografiert. Fotografien zur Primer-Optimierung sind in Kapitel 3.5 abgebildet. 

 

Nachfolgende Tabelle zeigt die zur Optimierung verwendeten Primer. 

 
 

Bezeichnung Sequenz (22 bp) T (¡C) 

GAPDH-F1 GAGTAAGACCCCTGGACCACCA 64,0 

GAPDH-F2 CAGTGCCAACGTGTCAGTGGTG 64,0 

GAPDH-F3 CCCATCACCATCTTCCAGGAGC 64,0 

GAPDH-R1 GGACTGAGTGTGGCAGGGACTC 65,8 

GAPDH-R2 TGTAGCCCAGGATGCCCTTGAG 64,0 

GAPDH-R3 TCCATGGTGGTGAAGACGCCAG 64,0 

ADAM 8-F1 CTTTATGGAAAGGGCTATGTGG 58,4 

ADAM 8-F3 CCCAGCTTTGTGTGTGTTTAAG 58,4 

ADAM 8-R1 AATAAAAGCTTTCAGCCCTGCT 56,5 

ADAM 9-F1 CATCGGGTTCCAGAAACTTTAG 58,4 

ADAM 9-F2 TAGCGACTGGTTTTGGACTTAGA 58,4 

ADAM 9-F3 TCAGAGGATTGCTGCATTTAGA 56,5 

ADAM 9-R1 ATTACCACAGGAGGGAGCACTA 60,3 
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ADAM 9-R2 GATGTGCTCAAAARGAGAGCTG 58,4 

ADAM 9-R3 CTCCACATTTCAGAGGCTCTTT 58,4 

ADAM 10-F1 AGGGAAGAAAATGCAAATGAT 54,7 

ADAM 10-F2 GTGTACGTGTGCCCAGTTCTGAT 60,3 

ADAM 10-F3 ACCCTACAAATCCTTTCCGTTT 56,5 

ADAM 10-R1 AGTCTGAATCATCCCGACACTT 58,4 

ADAM 10-R2 ACAAGTTGATGGGTCCATTTC 56,4 

ADAM 10-R3 CATCAAAATCTCGGTCTGTGAA 56,5 

ADAM 12-F1 CTGGGATCTGCTTTGAGAGAGT 60,3 

ADAM 12-F3 AGACAACCGAGAGTTTCAGAGG 60,3 

ADAM 12-F4 CCTTAGATCTGGCATGTTAGCC 60,3 

ADAM 12-F5 AGACAACCGAGAGTTTCAGAGG 60,3 

ADAM 12-R1 CCTCCTTGACACTGGATTTTTC 58,4 

ADAM 12-R2 CTCCTTGACACTGGATTTTTCC 58,4 

ADAM 12-R3 CCGAATGTTCAGTGGTCTGTAA 58,4 

ADAM 12-R4 ATCAAACTCTCCTGGCTCTCTG 60,3 

ADAM 12-R5 CCGAATGTTCAGTGGTCTGTAA 58,4 

ADAM 15-F1 GTACACACTCAGAAGCCACCAG 60,3 

ADAM 15-F2 CGGGAATCTGTACACACTCAGA 60,3 

ADAM 15-F3 ACAGTGTCCTCGCTCTACCTCT 62,1 

ADAM 15-F4 GACAGTGTCCTCGCTCTACCTC 64,0 

ADAM 15-F5 CATTATTTCGCGAATCCAAGAT 54,7 

ADAM 15-R1 ACCAACTCCACAGTCTTGGTCT 60,3 

ADAM 15-R3 CTTCAGTCATGGTAGGGGACTC 62,1 

ADAM 15-R4 CTTCAGTCATGGTAGGGGACTC 62,1 

ADAM 15-R5 TCTGGTGGCTTCTGAGTGTGTA 60,3 

ADAM 17-F1 GAGAACCACCTGAAGAGCTTGT 60,3 

ADAM 17-F2 TGTATCCCATAGCTGTGAGTGG 60,3 

ADAM 17-F3 TGCTCCCAAAAGGGTTAGTAGA 58,4 

ADAM 17-F7 GGGACATAATTTTGGAGCAGAA 56,5 

ADAM 17-F8 CAAGTCATTTGAGGATCTCACG 58,4 

ADAM 17-F9 GAACGCAGCAATAAAGTTTGTG 56,5 

ADAM 17-R1 CGATGATCRGCTACCACCAATA 58,4 

ADAM 17-R2 TTTATTGCTGCGTTCTTGAAAA 52,8 
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ADAM 17-R7 CCACTCACAGCTATGGGATACA 60,3 

ADAM 17-R8 TCTTTGCTGTCAACACGATTCT 56,5 

ADAM 17-R9 AGCAGGTGTCGTTGTTCAGATA 58,4 

TIMP 1-F1 TGGCATCCTGTTGTTGCTGTGG 62,1 

TIMP 1-F2 GCGGATACTTCCACAGGTCCCA 64,0 

TIMP 1-F3 GAAAAGGGCTTCCAGTCCCGTC 64,0 

TIMP 1-R1 ATTCAGGCTATCTGGGACCGCA 62,1 

TIMP 1-R2 AAGCTCAGGCTGTTCCAGGGAG 64,0 

TIMP 1-R3 ACTTGGCCCTGATGACGAGGTC 64,0 

TIMP 3-F1 TAGTTTTTGCTTTGGGGGTAGA 56,5 

TIMP 3-F2 CTTCCCAGATGATGACAATGAA 56,5 

TIMP 3-F3 TTGAAATTCTGAACACCGTCAG 56,5 

TIMP 3-R1 TCTCTCCATCACTTCTGGGTTT 58,4 

TIMP 3-R2 ACCCCATATGACAGCATAGACC 60,3 

TIMP 3-R3 TAAGCCAGGAAGGCAGTTAAAG 58,4 

Tabelle 4: Zur Optimierung verwendete Primer 

 

Nach Optimierung und Auswertung der einzelnen PCR-Ergebnisse, wurden die am besten 

zur Durchf�hrung der qRT-PCR geeigneten Primer ausgew�hlt (Tab. 5): 
 

 

Primer 

forward 

Primer 

reverse 

Fragment 

(bp) 

GAPDH-F2 GAPDH-R2 122 

ADAM 8-F3 ADAM 8-R1 127 

ADAM 9-F3 ADAM 9-R3 123 

ADAM 10-F3 ADAM 10-R3 120 

ADAM 12-F4 ADAM 12-R4 124 

ADAM 15-F4 ADAM 15-R4 100 

ADAM 17-F7 ADAM 17-R7 105 

TIMP 1-F3 TIMP 1-R1 92 

TIMP 3-F2 TIMP 3-R2 93 

Tabelle 5: Primer f�r qRT-PCR 
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2.4.5 Quantitative Real-Time-PCR (qRT-PCR) 

Im Gegensatz zur klassischen PCR, erm�glicht dieses Verfahren eine Quantifizierung und 

somit eine Gegen�berstellung verschiedener Expressionsgrade. Dieses Verfahren basiert 

auf der Zugabe eines fluoreszierenden Farbstoffes. Am Ende eines jeden Laufes, welcher 

aus mehreren Zyklen besteht, wird anhand des Fluoreszenzsignals eine Quantifizierung der 

in der exponentiellen Phase entstandenen Produkte vorgenommen. Nur in der 

exponentiellen Phase der Amplifikation, bestehend aus drei Phasen, ist eine Quantifizierung 

sinnvoll m�glich.  

Zur Durchf�hrung der qRT-PCR kam der iQ5 real-time Cycler von Biorad zum Einsatz. Als 

Fluoreszenzfarbstoff wurde SYBR-Green verwendet. Bei dessen Einlagerung (Interkalieren) 

in doppelstr�ngige DNA kommt es zu einer Zunahme der Fluoreszenz. Die Reaktionen 

wurden in 96-well-Platten der Firma Sarstedt durchgef�hrt und mit einer eigens daf�r 

vorgesehenen Klebefolie (Sarstedt) versiegelt. 

 

Folgender Ansatz (25 $l) wurde verwendet:  

- 9,5 $l PCR-Wasser 

- 12,5 $l SYBR-Green-MasterMix (peqLab) 

- 0,5 $l Primer forward (5Õ-3Õ), 0,5 $l Primer reverse (3Õ-5Õ) 

- 2 $l cDNA 

 

Nach der Aktivierung der Polymerase bei 95¡C f�r 5 Minuten, folgten weitere 40 Zyklen: 

- 30 Sekunden bei 95¡C Denaturierung 

- 30 Sekunden bei 55 bis 62¡C Annealing 

- 30 Sekunden bei 72¡C Amplifikation 

 

Nachdem im Rahmen der qRT-PCR keine absolute, sondern lediglich eine relative 

Quantifizierung m�glich ist, ist die Mitbestimmung eines Referenzgens obligat. Hierzu diente 

das GAPDH-Gen. Gylcerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) ist ein Enzym der 

Glykolyse und wird somit in jeder K�rperzelle exprimiert. 

Die Auswertung erfolgte in den exponentiellen Phasen der L�ufe. Der Beginn der 

exponentiellen Phase wird durch den CP-Wert (Crossing point) beschrieben. Dieser Wert 

spezifiziert den ersten Zyklus, in welchem es zu einem signifikanten Fluoreszenzanstieg �ber 

den regul�ren Hintergrundwert hinaus kommt.  

Mittels folgender Berechnung konnten nun Expressionen zueinander in Relation gesetzt 

werden: 

%CP = CP (Zielgen) Ð CP (GAPDH) 

Ratio (Expressionunterschied) = 2-%CP 
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2.4.6 Statistische Auswertung der Ergebnisse 

Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit Hilfe der Software SPSS 15. 

Ergebnisse wurden bei einem P-Wert < 0,05 als signifikant bezeichnet. F�r den Vergleich 

von AAA und Kontrollen wurde zun�chst mit Hilfe des Kolmogorov-Smirnov-Tests f�r eine 

Stichprobe gepr�ft, ob es sich um eine Normalverteilung handelt. Normalverteilte stetige 

Stichproben wurden anschie§end mit dem StudentÕschen T-Test f�r zwei unabh�ngige 

Variablen untereinander verglichen. Nicht-parametrische Stichproben wurden mit dem Mann-

Whitney-U-Test analysiert und nominale Variablen mit dem FisherÕs-exact-Test untersucht. 

Zur Feststellung kausaler Zusammenh�nge zwischen den einzelnen Variablen, wurden 

entweder der Pearson-Korelationskoeffizient (Normalverteilung) oder der Spearman-Rank-

Korrelationskoeffizient (nicht-parameterische Variablen) angewandt. 

 
 

2.5 Westernblot 

2.5.1 Proteinextrahierung 

Acht AAA-Pr�parate konnten direkt nach der Entnahme im Rahmen der operativen 

Sanierung eingefroren werden. Aus diesen wurde Protein extrahiert. Dazu wurden die 

Pr�parate zun�chst zerkleinert, mit Fl�ssigstickstoff �berschichtet und mit dem M�rser 

zersto§en. Die zerkleinerten Pr�parate wurden daraufhin in Reaktionsgef�§e �bertragen, mit 

200 $l Lysepuffer versetzt und 30 Minuten auf Eis inkubiert. Nach weiteren 30 Minuten bei 

4¡C wurde mit 15.000 g abzentrifugiert und der �berstand, das Proteinextrakt, in ein neues 

Reaktionsgef�§ �berf�hrt. Danach wurde photometrisch, anhand von verschiedenen 

Verd�nnungsstufen mit BSA (Bovine Serum Albumin), die Poteinkonzentration bestimmt und 

die fertigen Proteinextrakte bei -20¡C eingefroren. Der Westernblot wurde mit einer 

Proteinmenge von 50 $g durchgef�hrt. 

 

2.5.2 Zusammensetzung der Gele 

Es kamen, je nach Gr�§e der nachzuweisenden Proteine, zwei verschiedene Trenngele zum 

Einsatz. Dabei wurden die genannten Reagenzien der Reihe nach pipettiert und zum 

Schluss die Polymerisation mit TEMED gestartet. 

In der Gel-Kammer wurden zun�chst die Trenngele gegossen und mit 100%igem Ethanol 

�berschichtet. Nach 20-Minuten wurde die �berschichtungsl�sung abgegossen, um die 

Sammelgele zu gie§en. Hierbei wurden K�mme zur Formung der Taschen eingesetzt. Nach 

weiteren 20-Minuten wurden die Gele in die mit Puffer bef�llte Elektrophorese-Kammer 

eingesetzt. 
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7,5%iges Trenngel f�r ADAM 8, 10, 15, 17, bzw. 10%iges Trenngel f�r TIMP 1 und 3: 

- 4,9 ml bzw. 4,1 ml Aqua dest. 

- 2,5 ml 1,5M Tris-Cl (pH 8,8) 

- 2,5 ml bzw. 3,3 ml Acrylamid 30% 

- 100 $l SDS 10% in Aqua dest. 

- 50 $l APS 10% in Aqua dest.  

- 5 $l TEMED  

 

5%iges Sammelgel: 

- 2,75 ml Aqua dest. 

- 1,25 ml1,5M Tris-Cl (pH 6,8) 

- 0,85 ml Acrylamid 30%  

- 50 $l SDS 10% in Aqua dest. 

- 25 ml APS 10% in Aqua dest. 

- 5 $l TEMED   

 

2.5.3 Aufbereitung der Proben 

W�hrend der Polymerisation der Gele wurden die Proben vorbereitet und, je nach 

Proteingehalt, mit Lysepuffer auf 15 $l aufgef�llt. Nachdem 15$l zweifach Ladepuffer (3,25 

ml Aqua dest.; 3,00ml Glycerin 30%; 2,00 ml SDS; 0,5 ml Bromphenolblau; 1,25 ml 0,5-M 

Tris-Cl pH 6,8) zugegeben wurden, folgte die Aufbereitung im Thermomixer (5 Minuten bei 

95¡C) zur Streckung der Proteine. Bis zur Bef�llung der Gele wurden die fertigen Proben auf 

Eis gelagert. 

 

2.5.4 Elektrophorese 

Bei der Elektrophorese werden Lysate aus Gewebe anhand der Gr�§e der enthaltenen 

Proteine aufgetrennt. In diesem Fall spricht man von einer SDS-PAGE 

(Sodiumdodecylsulfate-Polyacrylamide-Gel-Elektrophorese). SDS ist unter anderem 

Bestandteil des Elektrophoresepuffers (3 g Trizma-Base; 144 g Glycerin; 10 g SDS auf 1000 

ml Aqua dest.). Bei SDS handelt es sich um ein stark negativ geladenes Detergenz, welches 

die F�higkeit besitzt, sich an Proteine anzuheften und somit eine konstant negative Ladung 

zu gew�hrleisten.  

Die Auftrennung erfolgte zun�chst mit 100 V f�r 20 Minuten und danach mit 200 V f�r 

mindestens 40 Minuten. Dabei fokussieren sich die Proteine zun�chst innerhalb des 

Sammelgels, um danach, entlang der angelegten Spannung, das Trenngel zu 
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durchwandern. Die Dauer der Auftrennung wurde anhand des mitlaufenden Markers 

kontrolliert, abh�ngig von der Gr�§e der zu untersuchenden Proteine. 

 

2.5.5 Transfer 

Um die Proteine auf eine PVDF-Membran (Polyvinylidenfluorid-Membran) zu �bertragen, 

wurde das Semi-dry-Blot-Verfahren angewandt. Hierzu wurden zun�chst Gele und mit 

Methanol benetzte PVDF-Membranen 15 Minuten mit Transferpuffer (3 g Trizma-Base; 14,4 

g Gylcine; 100 ml Transferpuffer; 100 ml Methanol auf 800 ml Millipore-Wasser) pr�inkubiert. 

Danach wurden die Gele und PVDF-Membranen zwischen ebenfalls in Transferpuffer 

getr�nkten Filterpapieren in die Transferkammer gegeben.  

Die �bertragung dauerte 40 Minuten bei einer Spannung von 12 V, welche senkrecht zu Gel 

und PVDF-Membran angelegt wird. 

 

 

Abbildung 8: Coomasie-F�rbung (a) eines Gels und Ponceau-S-F�rbung (b) einer Membran 

 

Um die Proteinauftrennung zu kontrollieren, kann das Gel optional mit Coomassie Brilliant  

Blue (0,5 mg Coomassie Brilliant Blue, 50 ml Methanol, 10 ml Ethans�ure auf 40 ml Aqua 

dest.) gef�rbt werden. (Abb.-8a) PVDF-Membranen k�nnen reversibel mit Ponceau-S-

L�sung angef�rbt werden (Abb. 8b). Dabei wird bei erfolgreicher Protein�bertragung auf die 

Membran eine rote F�rbung sichtbar. 

 
 

2.5.6 Immunreaktion 

Um das unspezifische Binden der Prim�rantik�rper an die PVDF-Membran zu verhindern, 

m�ssen die freien Bindungsstellen der Membran zun�chst ges�ttigt werden. Dies geschieht 

durch die Behandlung mit Blocking-Puffer, der Tween, ein mildes Detergenz, enth�lt. 

Zun�chst wurden die Membranen 60 Minuten in Blocking-Puffer (50 $l Tween; 2,5 g 

Magermilchpulver; 5-ml 10fach-TBS-Puffer auf 45 ml Aqua dest.) unter Wippen inkubiert. 

a b 
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Danach wurde der Prim�rantik�rper (Tab. 6) in 10 ml Blocking-Puffer gel�st und auf die 

Membran gegeben. Inkubation �ber Nacht im K�hlraum (4¡C). 

 

Antik�rper Verd�nnung Tierart Hersteller 

GAPDH 1:1000 Maus, monoklonal abcam 

ADAM 8 1:1000 Ziege, polyklonal R&D Systems 

ADAM 9 1:1000 Maus, monoklonal abcam 

ADAM 10 1:1000 Kaninchen, polyklonal Abcam 

ADAM 12 1:1000 Kaninchen, polyklonal Abcam 

ADAM 15 1:1000 Maus, monoklonal R&D Systems 

ADAM 17 1:1000 Kaninchen, polyklonal R&D Systems 

TIMP 1 1:1000 Kaninchen, polyklonal Lab Vision 

TIMP 3 1:1000 Maus, monoklonal abcam 

Tabelle 6: Prim�rantik�rper f�r Westernblot 

 

Nach der ersten Inkubation wurde dreimal 10 Minuten lang mit Waschpuffer (100 ml Tween, 

10-ml 10fach-TBS-Puffer auf 90-ml Aqua dest.) gesp�lt, um nichtgebundene 

Prim�rantik�rper zu entfernen. Danach folgte eine einst�ndige Inkubation mit 

Sekund�rantik�rper bei Raumtemperatur, welcher wiederum in 10 ml Blocking-Puffer gel�st 

wurde. 

 

Antik�rper Verd�nnung Tierart Hersteller 

Anti-Maus 1:5000 Ziege Thermo Scientific 

Anti-Kaninchen 1:5000 Ziege Thermo Scientific 

Anti-Ziege 1:1000 Esel R&D Systems 

Tabelle 7: Sekund�rantik�rper f�r Westernblot 

 

Nach der abgeschlossenen Immunreaktion, wurde erneut dreimal 10 Minuten gewaschen.  

 

2.5.7 Detektion 

Zur Darstellung der Immunreaktion kam eine Luminol enthaltende Detektionsl�sung (ECL-

L�sung, Thermo Scientific) zum Einsatz, welche aus zwei unmittelbar vor Gebrauch zu 

mischenden Komponenten besteht. Bei dieser Reaktion wird Luminol in einen 

vor�bergehenden angeregten Zustand versetzt, wobei es zur Lichtemission kommt, welche 

wiederum zur Schw�rzung eines R�ntgenfilmes f�hrt. 

Die PVDF-Membranen wurden zun�chst 5 Minuten mit der Detektionsl�sung inkubiert und 

danach, durch eine Folie gesch�tzt, in eine R�ntgenschatulle gegeben. Die Auswertung 

erfolgte in der Dunkelkammer. 
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Um die Methode zu �berpr�fen, wurde anschlie§end eine Kontrollreaktion mit GAPDH 

durchgef�hrt. Hierzu wurde die Membran erneut dreimal gewaschen und das Procedere der 

Immunreaktion, wie bereits beschrieben, wiederholt. 
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3 Resultate 

3.1 Patientencharakterisierung 

Die untersuchten Pr�parate stammten von 20 Patienten (17 m�nnlich, 3 weiblich), welche 

sich der operativen Sanierung eines infrarenalen abdominalen Aortenaneurysmas 

unterzogen hatten. Der Altersdurchschnitt lag bei 67,7 ± 12,6 Jahren. Der mittlere 

Aortendurchmesser betrug 7,2 ± 1,9 cm. 72% der Patienten litten an arteriellem Hypertonus, 

55% waren Raucher respektive Ex-Raucher, bei 44% war eine Hyperlipid�mie nachweisbar, 

bei 16% eine Hypercholesterin�mie und lediglich 16% waren an Diabetes mellitus erkrankt. 

Jedoch war bei 50% der Patienten eine KHK und bei 38% eine pAVK bekannt. Einen Tag 

pr�operativ erfolgte stets eine Blutentnahme, im Rahmen derer ein kleines Blutbild 

angefertigt und au§erdem Serum-Kreatinin und hsCRP bestimmt wurden. Das hsCRP betrug 

durchschnittlich 2,01 ± 3,58 mg/dl. Die Kreatininwerte zeigten sich unauff�llig mit 

durchschnittlich 1,00 ± 0,24 mg/dl. 

Die zehn Kontrollpr�parate, welche mit Hilfe des Institutes f�r Rechtmedizin bezogen 

wurden, stammten von zwei weiblichen und acht m�nnlichen Personen. Das 

Durchschnittsalter lag bei 54,8 ± 8,5 Jahren. Alle verwendeten Kontrollpr�parate zeigten 

keine makroskopisch sichtbaren atherosklerotischen Ver�nderungen der Aorta. 

 

3.2 Optimierung immunhistochemischer Antik�rper 

Bei der Optimierung der Antik�rper gegen ADAM 8, 10, 15 und 17 kamen sowohl AAA-

Pr�parate, als auch anderweitiges Gewebe, entsprechend der Angabe des Herstellers, zum 

Einsatz. Gegen ADAM 9 und 12 waren w�hrend der Phase der immunhistochemischen 

Untersuchungen keine geeigneten Antik�rper verf�gbar. Zur Bestimmung einer 

angemessenen Verd�nnung, wurden an AAA-Pr�parten und, gem�§ Herstellerangabe, 

geeigneten Kontrollpr�paraten mehrere Vorbehandlungsmethoden und schrittweise 

verschiedene Verd�nnungen ausgetestet. Am Ende der Prozedur wurden stets 

Negativkontrollen angefertigt, dabei erfolgten alle Schritte identisch des 

immunhistochemischen Vorgehens, jedoch ohne Prim�rantik�rper. So konnte sichergestellt 

werden, dass die terminale F�rbereaktion lediglich gegen die zu detektierenden Strukturen 

gerichtet ist.  

Die zusammengefassten Angaben zu Verd�nnung, Vorbehandlung und Hersteller sind 

Tabelle 3 zu entnehmen. 

Nachfolgende Tabelle spezifiziert die zur Optimierung verwendeten Kontrollpr�parate: 
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Antik�rper Verd�nnung Kontrollpr�parate Hersteller 

ADAM 8 1:25 - 1:200 Tonsille, formalin- und paraffinfixiert R&D Systems 

ADAM 10 1:30 - 1:500 
Pellets aus Jurkat- und K562-Zellkulturen, 
formalin- und paraffinfixiert 

abcam 

ADAM 15 1:50 - 1:200 Mamma-Karzinom, formalin- und paraffinfixiert R&D Systems 

ADAM 17 1:200 - 1:800 Mamma-Karzinom, formalin- und paraffinfixiert R&D Systems 

TIMP 1 1:50 - 1:200 Mamma-Karzinom, formalin- und paraffinfixiert Lab Vision 

TIMP 3 1:50 - 1:200 Gehirn und Niere, formalin- und paraffinfixiert abcam 

Tabelle 8: Kontrollpr�parate zur Antik�rperoptimierung an Kontrollpr�paraten 

 

 

3.3 Histologische Charakterisierung 

Zur Beurteilung der Expressionslokalisation erfolgte zun�chst eine allgemeine 

semiquantitative histologische Charakterisierung des Untersuchungsmaterials. Zu diesem 

Zweck kamen HE- und EvG-F�rbungen zum Einsatz. Zur Objektivierung der Zelltypisierung 

dienten anti-CD68-, anti-vWF- und anti-smA-F�rbungen. Dabei sollten zun�chst 

Unterschiede der Zellzusammensetzung zwischen AAA-Pr�paraten und Kontrollen 

festgestellt werden. Ferner dienten diese Ergebnisse als Anhaltspunkt zur sp�teren 

Beurteilung der ADAM-spezifischen immunhistochemischen Untersuchung. 

Zun�chst wurde bei den AAA-Pr�paraten mittels HE-F�rbung die Gesamtzellularit�t und 

Infiltratmenge bestimmt. Mit Hilfe der EvG-F�rbung konnten insbesondere Kollagen- und 

Elastingehalt sowie SMC-Gehalt beurteilt werden (Abb.-9). Die AAA-Pr�parate zeigten, im 

Vergleich zu den Kontrollgef�§en, eine deutliche aufgelockerte Wandstruktur, welche mit 

einem Mangel an gesunden SMCs einhergeht (Abb.-9c). Zudem kommt es zu einem 

Elastizit�tsverlust, welcher sich in einem verringerten Anteil elastischer Fasern widerspiegelt. 

Au§erdem wiesen die AAA-Pr�parate, insbesondere zwischen Media und Adventitia, breite 

Infiltrats�ume (Abb. 9a,b) auf. In Media und Adventitia der AAAs befanden sich zudem reife 

und unreife Neogef�§e. Infiltrate und Neogef�§e liegen in gesunden Aorten nicht vor. 

Abzugrenzen von Neogef�§en sind Vasa vasorum, welche sich physiologischerweise jedoch 

ausschlie§lich in der Adventitia befinden. Ausgepr�gte Neogef�§bildung, innerhalb der 

Media und an der Grenze zur Adventitia, geht mit einer Einwanderung inflammatorischer 

Zellen einher. Anhand des Gehaltes an SMCs in den Neogef�§en, konnten frische von 

�lteren Neogef�§en (Abb.-9d) unterschieden werden (Abb.-9). Tabelle 9 zeigt einen 

�berblick der Klassifizierung. 
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Abbildung 9: Beispiele von Standardf�rbungen a, b) HE 62,5-fach vergr�§ert, Infiltrate (Pfeil, blau), c) 
EvG 250-fach vergr�§ert, Elastin (Pfeil 1, schwarz), SMCs (Pfeil 2, gelb), Kollagen (3, rot), Neogef�§ 
(4), d) EvG 250-fach vergr�§ert, reifes Neogef�§ (Pfeil 1 mit SMCs) und unreifes Neogef�§ (Pfeil 2) 
 
 
Alle F�rbungen wurden auf konsekutiven Schnitten (Abb.-10,-11) angewandt, um die 

zellul�re Zusammensetzung der aneurysmatischen Aortenwand erfassen zu k�nnen. Anti-

CD68 diente dem Nachweis von Makrophagen, dem �berwiegenden Bestandteil der 

Infiltrats�ume. Mit anti-CD68 konnten auch Schaumzellen angef�rbt werden, welche sich in 

der atherosklerotisch ver�nderten Intima und Media befinden. Dabei handelt es sich um 

lipidbeladene Makrophagen.  

Mithilfe von anti-vWF wurden Endothelzellen dargestellt. Diese Methode hilft insbesondere 

bei der Beurteilung von Neogef�§en, welche vor allem im Bereich der Adventitia zu finden 

sind (Abb.-11). Im Bereich der atherosklerotisch ver�nderten Intima sind jedoch in der Regel 

keine Endothelzellen mehr nachweisbar. 

a b 

d c 
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Abbildung 10: Beispiele von konsekutiven Schnitten, �bersichtbilder  
a) HE und b) anti-CD68, 62,5-fach vergr�§ert, Infiltratsaum (Pfeil 1, blau) zwischen Media und 
Adventitia mit b) �berwiegendem Makrophagen-Anteil (schwarz) und weiteren Makrophagen-
Einlagerungen (Pfeile 2) in der Media  

 

 

 

Abbildung 11: Beispiele von konsekutiven Schnitten 
a) HE, 500-fach vergr�§ert, reifes Neogef�§ mit quer und l�ngs angeschnittenen SMCs und b) anti-
vWF, 500-fach vergr�§ert, reifes Neogef�§ (1) mit SMCs und angef�rbtem Endothel (Pfeil, rot) und 
unreife Neogef�§e (2) mit angef�rbtem Endothel (rot), jedoch ohne SMCs  
 

 

Anti-smA diente der Darstellung glatter Muskelzellen, welche sich haupts�chlich in der Media 

befinden. Reife Neogef�§e enthalten ebenfalls glatte Muskelzellen, entsprechend einer 

Media (Abb. 12). Den meisten Neogef�§en fehlt jedoch diese stabilisierende Schicht glatter 

Muskelzellen. 
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Abbildung 12: Beispiele von konsekutiven Schnitten 
a) EvG und b) anti-smA, 250-fach vergr�§ert, Neogef�§e (1) in der Adventitia (linke Bildh�fte) und 
SMC (2) in der Media (rechte Bildh�lfte). SMC (2) in a) gelb und in b) rot angef�rbt, ebenso wie SMC 
des reifen Neogef�§es (1) in b) 
 

 

Entsprechend wurde im Anschluss mit den Kontrollpr�paraten verfahren. Aus einem 

urspr�nglich gr�§eren Kollektiv wurden lediglich zehn Pr�parate ausgew�hlt, welche in ihren 

histologischen Kriterien als identisch anzusehen waren. Dabei handelte es sich um 

Aortenpr�parate von Patienten aus einem Alterskollektiv �ber 40 Jahre, welche keine 

Zeichen atherosklerotischer Degeneration der Aorta aufwiesen. Zun�chst wurde bei Sichtung 

der Aorten die Auswahl der Kontrollpr�parate nach makroskopischen Aspekten getroffen. Im 

Anschluss erfolgte eine histologische Untersuchung. Abbildung-13 zeigt die 

Gegen�berstellung eines AAAs (a, c) und einer Kontrollaorta (b, d). In der Kontrollaorta 

findet sich eine deutliche kompaktere Media und eine Adventitia, frei von Neogef�§en und 

Infiltraten. Die Media des AAAs hingegen ist aufgelockert und weist deutlich weniger 

stabilisierende SMCs auf. Im Vergleich zum AAA, weist die Kontrollaorta eine homogene 

Intima auf, welche mit einem Saum von Endothelzellen bedeckt ist. In der Adventitia der 

Kontrollaorta lassen sich zarte Gef�§e erkennen. Dabei handelt es sich um Vasa vasorum, 

welche physiologischerweise in der Adventitia gesunder gro§er Gef�§e auftreten.  
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1 

2 
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Abbildung 13: Gegen�berstellung von AAA und gesunden Aorten 
a,c) AAA und b,d) gesunde Aorta HE, 62,5-fach vergr�§ert (a), 250-fach (b, c) und 500-fach 
vergr�§ert (d), in der gesunden Aorta findet sich eine deutliche kompaktere Media und eine Adventitia 
mit angeschnittenen Vasa vasorum, Media und Adventitia jedoch frei von Neogef�§en und Infiltraten, 
die Intima der gesunden Aorta zeigt sich deutlich homogener, in Abbildung d) kommen ECs (Pfeil 1) 
und l�ngsangeschnittene SMCs (Pfeil 2) zur Darstellung, (3) zeigt eine Region querangeschnittener 
SMCs. 
 

 

Tabelle 9 zeigt zusammenfassend die Ergebnisse der semiquantitativen histologischen 

Charakterisierung der AAA-Pr�parate. Bez�glich der Vorgehensweise der Auswertung wird 

auf den Methodenteil verwiesen (Kapitel 2). 

Es wurden drei Intensit�tsklassen mit Zwischenstufen vergeben: (-) keine F�rbung, positive 

F�rbung von einigen (+), den meisten (++) oder allen (+++) untersuchten Zellarten. Im Falle 

einer starken Abweichung der F�rbung zwischen den einzelnen Pr�paraten oder auch 

innerhalb eines Pr�parates wurde (+/+++) vergeben. Nachdem die Ergebnisse der Kontrollen 

weitgehend identisch waren und das Bild einer gesunden, altersentsprechenden Aorta 

widerspiegeln, wurden die Werte zusammengefasst. Bei den Kontrollaorten waren zum Teil 

Vasa vasorum mit angeschnitten (Abb. 13b), welche physiologischerweise der 

Blutversorgung gro§er Gef�§e dienen und daher kein pathologisches Korrelat darstellen.  
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Tabelle 9: Zusammenfassung der semiquantitativen histologischen Charakterisierung 
* gesamte Zelldichte, inkl. Infiltrate, ** gleiche Ergebnisse f�r alle Kontrollen (21-30),  
*** bei gro§en Gef�§en finden sich Vasa vasorum, ohne pathologischen Wert 



    

 

55 

 

3.4 Immunhistochemische Untersuchung 

Nach bereits beschriebenen Kriterien (Kapitel 3.3), wurde die Lokalisation der Expression 

von  ADAMs und TIMPs begutachtet. 

Selbstverst�ndlich lassen die Intensit�ten der F�rbung nur bedingt R�ckschl�sse auf die 

St�rke der Expression zu. Eine quantitative Einsch�tzung erfolgte daher mittels qRT-PCR. 

Vielmehr ging es darum, ADAMs und TIMPs in ihren Expressionseigenschaften 

untereinander zu vergleichen und dabei die Expression einzelner Zellgruppen 

gegen�berzustellen. Es sei darauf verwiesen, dass nachfolgende Ergebnisse keine 

quantitative Messung, wie beispielsweise durch die qRT-PCR ersetzten k�nnen, sondern 

lediglich eine grobe Absch�tzung darstellen. Mit diesem Wissen sind auch die 

nachfolgenden S�ulendiagramme zu betrachten. 

 

3.4.1 Analyse der Expressionsmuster 

Die Skalierung der beigef�gten Diagramme beruht auf einer Umrechnung der Ergebnisse der 

semiquantitativen Auswertung. Die immunhistochemischen F�rbungen der folgenden 

Aufnahmen stellen sich br�unlich dar. Aufgrund der Gegenf�rbung mit HE erscheinen 

Zellkerne blau. Insbesondere bei nicht immunhistochemisch angef�rbten Zellkernen ist die 

blaue Gegenf�rbung gut zu erkennen. 

Es wurde auf gesonderte Aufnahmen von Makrophagen verzichtet, da diese gr�§tenteils in 

kleinen verstreuten Gruppierungen auftreten und im Gesamtbild zu betrachten sind. 

Abbildung-14 zeigt stellvertretend ein Beispiel einer deutlichen Makrophagen-Ansammlung 

und die zugeh�rige Kontrollf�rbung mit anti-CD-68. 

 

 

 

Abbildung 14: a) anti-ADAM 15, b) anti-CD-68, 250-fach und 500-fach vergr�§ert 

 

ba ba
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Wie bereits in Kapitel 2.3.9 erl�utert, wurden F�rbungen im Bereich des Atheroms (Abb.14) 

nicht in die Bewertung der Expression einbezogen. 

Ebenfalls gingen Endothelzellen (EC) des Lumens nicht in die Bewertung mit ein. F�r ADAM 

15 und 17 waren positiv angef�rbte Endothelzellen nachweisbar (Abb. 15), wenn auch nur in 

wenigen F�llen. Insgesamt waren in den untersuchten Pr�paraten die Endothelzellen 

rarefiziert. Das l�sst sich sowohl durch Fixierungsartefakte, als auch durch den 

atherosklerotischen Wandumbau und das Vorliegen des intraluminalen Thrombus erkl�ren, 

siehe Kapitel 1.3.1.  

 

 

 

Abbildung 15: angef�rbte ECs (Pfeil), anti-ADAM-17-F�rbung, 500-fach vergr�§ert 

 

 

ADAM 8 war immunhistochemisch nur schwach nachzuweisen. Die st�rkste Expression 

zeigte sich in Makrophagen. In stark infiltrierten Bereichen fanden sich nur vereinzelt positive 

Zellen. �hnlich verhielt sich ADAM 10. Auch hier zeigte sich die st�rkste Expression in 

Makrophagen. SMCs f�rbten sich, verglichen mit den �brigen ADAMs, nur schwach an. Im 

Vergleich zu AAA-Pr�paraten, stellten sich die SMCs der Kontrollen in einer �hnlichen 

Intensit�t dar. 

Im Gegensatz dazu, wies ADAM 15 in allen Kategorien deutliche F�rbungen auf. Auffallend 

starke optische Signale zeigte ADAM 17. Bei Betrachtung der Infiltrate imponierte eine 

deutlich intensivere F�rbung als bei den �brigen ADAMs. Auch in der Kategorie Neogef�§e 

wies ADAM 17 eine der st�rksten F�rbungen auf. TIMP 1 zeigte ebenfalls in Infiltraten und 

Makrophagen die gr�§ten Farbintensit�ten. TIMP 3 hingegen war insgesamt nur schwach 

immunhistochemisch zu detektieren. Lediglich die Makrophagen zeigten eine deutliche 

Expression. Allerdings fiel bei der Analyse der semiquantitativen Auswertung von TIMP 3 

eine deutliche Fluktuation zwischen den einzelnen Pr�paraten auf, welche bei allen anderen 
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immunhistochemisch untersuchten Markern wesentlich schw�cher ausfiel. Genannte 

Fluktuation bezieht sich auf die Ergebnisse f�r Makrophagen und Infiltrate.  

Im Folgenden finden sich repr�sentative Fotografien der immunhistochemisch untersuchten 

ADAMs und TIMPs. Des Weiteren werden, mit Hilfe von S�ulendiagrammen, die Ergebnisse 

der einzelnen Kategorien dargestellt. Es sei darauf verwiesen, dass nachfolgende 

Diagramme keine absoluten Werte darstellen, sondern lediglich eine Visualisierung der 

semiquantitativen Auswertung der Immunhistochemie verwirklichen. 
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3.4.1.1 ADAM 8 

 

Abbildung 16: Expression von ADAM 8 
a) �bersichtsaufnahme, 62,5-fach vergr�§ert, b) deutliche F�rbung von SMCs (spindelf�rmig), 
ebenfalls Neogef�§e abgebildet, 500-fach vergr�§ert c) wenige angef�rbte Zellen in einem Infiltrat 
(blau) 250-fach vergr�§ert, d) deutlich angef�rbte Neogef�§e in der Adventitia, 250-fach vergr�§ert 
 
 

ADAM 8

0

20

40

60

80

100

medial SMC Makrophagen Infiltrate Neogef�§e

in
 %

 
Abbildung 17: Expressionslokalisationen von ADAM 8, Kontrollen in gr�n dargestellt (in den 
Kontrollgef�§en befanden sich weder Infiltrate noch Neogef�§e, physiologisch vorhandene Vasa 
vasorum wurden nicht gewertet), Standardabweichung eingezeichnet, Skala: Umrechung aus 
Mittelwerten der semiquantitativen Auswertung (- bis +++) mit einer fixen 100%-Marke 
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3.4.1.2 ADAM 10 

 

Abbildung 18: Expression von ADAM 10 
a) �bersichtsaufnahme, 62,5-fach vergr�§ert, b) deutlich gef�rbte SMCs (v.a. links unten) und 
Neogef�§e, teilweise mit Infiltraten in Endotheln�he, 250-fach vergr�§ert c) Infiltrat (blau) mit 
vereinzelten angef�rbten Zellen, 250-fach vergr�§ert d) m�§ig angef�rbte Neogef�§e in der Adventitia 
und angef�rbtes Infiltrat (rechts oben), 250-fach vergr�§ert 
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Abbildung 19: Expressionslokalisationen von ADAM 10 (siehe Kommentar Abb.17) 
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3.4.1.3 ADAM 15 

 

Abbildung 20: Expression von ADAM 15 
a) �bersichtsaufnahme, 62,5-fach vergr�§ert, b) SMCs, 500-fach vergr�§ert, c) Infiltrat mit m�§iger 
F�rbung aller Zellen, 500-fach vergr�§ert d) Neogef�§ in der Adventitia und F�rbung von 
umliegenden Makrophagen, 500-fach vergr�§ert 
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Abbildung 21: Expressionslokalisationen von ADAM 15 (siehe Kommentar Abb.17) 
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3.4.1.4 ADAM 17 

 

Abbildung 22: Expression von ADAM 17 
a) �bersichtsaufnahme, 62,5-fach vergr�§ert, b) kr�ftig angef�rbte SMCs, 250-fach vergr�§ert, c) 
Infiltrat mit deutlicher F�rbung aller Zellen, 250-fach vergr�§ert, d) zahlreiche Neogef�§e mit kr�ftiger 
F�rbung, mittig gro§es reifes Neogef�§, 250-fach vergr�§ert 
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Abbildung 23: Expressionslokalisationen von ADAM 17 (siehe Kommentar Abb.17) 

a b 

c d
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3.4.1.5 TIMP 1 

 

Abbildung 24: Expression von TIMP 1 
a) �bersichtsaufnahme mit angef�rbtem Atherom Ð geht nicht in die Bewertung ein, 62,5-fach 
vergr�§ert, b) stark angef�rbte SMCs, 250-fach vergr�§ert, c) Infiltrat mit starker F�rbung aller Zellen 
und Neogef�§, 250-fach vergr�§ert, d) m�§ig angef�rbte Neogef�§e in der Adventitia, umgeben von 
diffusen Infiltraten, 250-fach vergr�§ert 
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Abbildung 25: Expressionslokalisationen von TIMP 1 (siehe Kommentar Abb.17) 
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3.4.1.6 TIMP 3 

 

Abbildung 26: Expression von TIMP 3 
a) �bersichtsaufnahme, 62,5-fach vergr�§ert, b) deutliche F�rbung aller SMCs, 250-fach vergr�§ert, 
c) Infiltrat mit F�rbung weniger Zellen, 250-fach vergr�§ert, d) leicht angef�rbte Neogef�§e in der 
Adventitia, 250-fach vergr�§ert 
 
 

 

Abbildung 27: Expressionslokalisationen von TIMP 3 (siehe Kommentar Abb.17) 

 

a 

c 

b 

d 
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3.4.2 Gegen�berstellung der Expressionsmuster 

Nachfolgend sollen die Expressionsmuster der ADAMs und TIMPs verglichen werden. 

Erneut sei drauf verwiesen, dass nachfolgende Grafiken keine absoluten Werte enthalten 

und lediglich der Veranschaulichung immunhistochemischer Abstufungen dienen. 

Zusammenfassend zeigten alle untersuchten Marker eine deutliche F�rbung der SMCs, mit 

Ausnahme von ADAM 10 und TIMP 3, welche sich schw�cher darstellten (Abb. 28). 
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Abbildung 28: �berblick SMC Immunhistochemie 
Skala: Umrechung aus Mittelwerten der semiquantitativen Auswertung (- bis +++) mit einer fixen 
100%-Marke 
 

Bei der Auswertung der Infiltrate, wies ADAM 17 mit Abstand die st�rkste F�rbung auf. 

ADAM 8 und 10 zeigten nur vereinzelte positive F�rbungen. Bei TIMP 3 stellten sich die 

Infiltrate insgesamt am schw�chsten dar (Abb. 29).  
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Abbildung 29: �berblick Infiltrate Immunhistochemie, (siehe Kommentar Abb. 28) 

 

In der Kategorie Makrophagen konnten f�r alle Marker deutliche bis starke Signale 

verzeichnet werden (Abb. 30). 
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Abbildung 30: �berblick Makrophagen Immunhistochemie, (siehe Kommentar Abb. 28) 

 

 

Die Auswertung der Neogef�§e zeigte gleichm�§ig deutliche, wenn auch weniger starke, 

Farbintensit�ten (Abb. 31). 
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Abbildung 31: �berblick Neogef�§e Immunhistochemie, Skala (siehe Kommentar Abb. 28) 

 

Insgesamt wies ADAM 17 bei der lichtmikroskopischen Auswertung die st�rksten optischen 

Signale auf. Abbildung 32 zeigt die graphische Aufarbeitung der Gesamtexpression. 
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Abbildung 32: Gesamt�bersicht Immunhistochemie AAA, (siehe Kommentar Abb. 28) 
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Abbildung 33: Gesamt�bersicht Immunhistochemie Kontrollen, (siehe Kommentar Abb. 28) 

 

 

Die F�rbungen der Kontrollen waren insgesamt schw�cher als die der AAA-Pr�parate (Abb. 

32 und 33). Ein immuhistochmemischer Expressionsnachweis zeigte sich nur in den SMCs 

(Abb. 34). Dabei wiesen meist lediglich die Zellkerne der SMCs eine F�rbung auf. Die 

Abbildungen 34c und d (ADAM 15 und 17) zeigen au§erdem SMCs mit br�unlich 

angef�rbten Zytoplasma. Infiltrate und Makrophagen waren in den Kontrollpr�paraten nicht 

vorhanden, da diese Korrelate der pathologischen Ver�nderung darstellen. Gleiches gilt f�r 

Neogef�§e, welche keinesfalls mit physiologisch auftretenden Vasa vasorum gleichzusetzen 

sind. Insgesamt zeigten die Kontrollpr�parate, wie bereits vorbeschrieben, ein deutlich 

homogeneres Bild mit einer kompakten Media bestehend aus vitalen SMCs.  
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Abbildung 34: Kontrollpr�parate, a-d) 250-fach vergr�§ert, e) und f) 62,5-fach vergr�§ert, Zellkerne 
(braun) von SMCs bei den 250-fachen Vergr�§erungen gut sichtbar, in c) auch Zytoplasma von SMCs 
angef�rbt 

a) ADAM 8 b) ADAM 10 c) ADAM 15 

d) ADAM 17 e) TIMP 
1 

f) TIMP 
3 
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3.5 Primeroptimierung f�r die qRT-PCR 

Im Rahmen der qRT-PCR kann die Expression auf RNA-Ebene quantifiziert werden. Die 

Hintergr�nde zur Durchf�hrung der qRT-PCR wurden bereits in Kapitel 2.4 erl�utert. Es 

mussten zun�chst passende Primerpaare gefunden werden. Bez�glich der Vorgehensweise 

der Optimierung wird ebenfalls auf Kapitel 2.4 verwiesen. Die nachfolgenden Grafiken zeigen 

Ausschnitte von Gelelektrophoresen der PCR-Produkte. Die Optimierung fand zun�chst an 

DNA-Proben statt, um sicherzugehen, dass nur eine einzelne und eindeutig zu erwartende 

Bande erscheint. Sie wurde sp�ter mit DNA-freien cDNA-Proben verifiziert (Abb. 37). Die 

Fragmentl�ngen der Endprodukte sind Abbildung 35 zu entnehmen. Aufgrund von 

Strangbr�chen durch die Formalinfixierung wurden m�glichst kleine Fragmente von maximal 

150 bp verwendet.  

Zun�chst wurden f�r jedes Enzym drei Primerpaare designt. Dabei wurde zum einen auf die 

Gr�§e des Produktes geachtet, zum anderen musste sichergestellt werden, dass das 

Produkt in seiner G�nze auf nur einem Exon liegt. Bei Bedarf wurden weitere Primerpaare 

ausgew�hlt. Die endg�ltigen Primerpaare sind Tabelle 5 zu entnehmen. Abbildung 35 zeigt 

w�hrend der Primeroptimierung entstandene Gelelektrophoresen. Die Primerpaare bestehen 

aus forward- (F) und reverse- (R) Primern und sind fortlaufend nummeriert.  
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Abbildung 35: Primeroptimierung f�r qRT-PCR, endg�ltige Primerpaare sind mit (*) gekennzeichnet 
PCR-Konditionen: 2 $l DNA, 40 Zyklen, 95¡C 30 Sekunden, 60¡C 30 Sekunden, 72¡C 30 Sekunden, 
DNA-Leiter 50 bp 
 

 

F�r alle Primerpaare wurde zun�chst mit einer Annealing-Temperatur von 60¡C begonnen, 

welche ungef�hr der primerspezifischen Schmelztemperatur entsprach. Sp�ter folgte noch 

eine Gegen�berstellung der endg�ltigen Primer bei 55 und 60¡C. Dabei zeigte ADAM 9 bei 

55¡C das bessere Ergebnis (Abb.-36). GAPDH hatte die h�chste Schmelztemperatur, f�r 

beide verwendeten Primer war 64¡C seitens des Herstellers angegeben, daher wurde f�r 

GAPDH die Annealing-Temperatur auf 62¡C erh�ht.  



    

 

70 

 

 

 

Abbildung 36: Primeroptimierung bei 55 und 60¡C 
Reihenfolge: ADAM 8 (Spur 1), 9 (Spur 2), 10 (Spur 3), 12 (Spur 4), 15 (Spur 5), 17 (Spur 6), TIMP 1 
(Spur 7), 3 (Spur 8), GAPDH (Spur 9); ADAM 9 zeigt als einziger Marker bei 55¡C bessere 
Ergebnisse; PCR-Konditionen: 2 $l cDNA, 40 Zyklen, 95¡C 30 Sekunden, 55¡C (a) bzw. 60¡C (b) 30 
Sekunden, 72¡C 30 Sekunden, DNA-Leiter 50 bp (Bildrand rechts und links) 
 

 

 

Abbildung 37: Primeroptimierung mit DNA (a) und cDNA (b) 
PCR-Konditionen: 2 $l cDNA, 40 Zyklen, 95¡C 30 Sekunden, 55 bzw. 60¡C 30 Sekunden, 72¡C 30 
Sekunden, DNA-Leiter 50 bp 
   

a 

b 

a 

b 
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3.6 Quantitative Real-Time-PCR (qRT-PCR) 

Nach der Primeroptimierung folgte die qRT-PCR mit SYBR-Green, einem in die DNA bzw. 

cDNA interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff. Zur Normalisierung der Ergebnisse und 

�berpr�fung der zu erwartenden Verdopplung der Fluoreszenz, wurden bei jedem Durchlauf 

5 und 10 ng DNA aufgetragen. Exemplarisch wird nachfolgend die Schmerzkurve von ADAM 

12 aus AAA-Pr�paraten gezeigt (Abb. 38). Die farbigen Graphen kodieren jeweils eine 

Probe.  

 

 

 

 

 

 

Abbildung 39 zeigt Ausschnitte der Produkte der qRT-PCR mit SYBR-Green. Bei den 

sichtbaren zus�tzlichen Banden handelt es sich nicht um Primerdimere, sondern vielmehr 

um unspezifische Abbauprodukte (siehe Kapitel 4.4.2).  

Abbildung 38: Schmelzkurve von ADAM 12 
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Abbildung 39: qRT-PCR mit SYBR-Green, 2 $l cDNA, 40 Zyklen, 95¡C 30 Sekunden,  
55 - 62¡C 30 Sekunden, 72¡C 30 Sekunden 
 

 

3.6.1 Normierung der qRT-PCR-Ergebnisse auf GAPDH 

Zun�chst erfolgte eine Gegen�berstellung der Ergebnisse jeder einzelnen Probe zu GAPDH. 

Dabei wurde w�hrend der exponentiellen Phase der Zyklus festgehalten, ab dem ein 

signifikanter Fluoreszenzanstieg zu beobachten ist. Desto eher ein solcher Anstieg 

festgestellt werden kann, desto mehr Genmaterial ist somit vorhanden. Nachdem es sich bei 

diesem Messverfahren nicht um die Aufzeichnung absoluter Werte handelt, ist eine 

Gegen�berstellung zu einem Referenzgen obligat, in diesem Fall GAPDH. Ebenso k�nnen 

die Ergebnisse anderer Marker mit Hilfe folgender Formel miteinander verglichen werden: 

%CP = CP (Zielgen) Ð CP (Referenzgen) 

Ratio (Expressionunterschied) = 2-%CP 

Eine genaue Er�rterung des Vorgehens bei der Expressionsanalyse findet sich in Kapitel 

2.4.5. Nachfolgende Grafik zeigt eine Zusammenschau aller Marker normiert auf GAPDH. 
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Abbildung 40: Normierung auf GAPDH, Reihenfolge: ADAM 8, 9, 10, 12, 15, 17, TIMP 1, 3, 
Gegen�berstellung der qRT-PCR Ergebnisse, jeweils normiert auf GAPDH,  
Y-Achse: relative Expression 
 
 
Die Gegen�berstellung aller untersuchten Marker zeigt tendenziell eine st�rkere Expression 

in den Kontrollen. Eine besonders starke Expression wiesen ADAM 10, 12, 15 und TIMP 1 

auf. In einigen F�llen (ADAM 12) �berstieg die Expression sogar die Expression des 

Referenzgens GAPDH (> 1,00). 

 

 
Abbildung 41: Gegen�berstellung von qRT-PCR-Ergebnissen, jeweils normiert auf GAPDH,  
Y-Achse: relative Expression 
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Die Expression in den Kontrollen war f�r ADAM 10 1,5-fach, f�r ADAM 12 1,3-fach und f�r 

ADAM 15 wiederum 1,5-fach st�rker als in den AAA-Pr�paraten (Abb. 41). In jedem Fall war 

ADAM 12 von allen ADAMs am st�rksten exprimiert. 

ADAM 8, 9 und 17 wiesen deutlich schw�chere Expressionen auf (Abb. 42).  

 

 

Abbildung 42: Gegen�berstellung von qRT-PCR-Ergebnissen, jeweils normiert auf GAPDH,  
Y-Achse: relative Expression 
 

Die Expressionsunterschiede zwischen AAA-Pr�paraten und Kontrollen waren nicht 

signifikant (p > 0,05). Im Vergleich zu ADAM 12, welches die st�rkste Expression unter den 

ADAMs aufwies, waren ADAM 8, 9 und 17 ungef�hr 5-fach, 47-fach und 13-fach schw�cher 

exprimiert. ADAM 17 war in den Kontrollen 1,2-fach st�rker exprimiert, als in den AAA-

Pr�paraten. 

 

 

Abbildung 43: Gegen�berstellung von qRT-PCR-Ergebnissen, jeweils normiert auf GAPDH,  
Y-Achse: relative Expression 
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TIMP 1 war 11-fach st�rker exprimiert als TIMP 3. Die Expressionsunterschiede zwischen 

Kontrollen und AAA-Pr�paraten waren f�r TIMP 3 nicht signifikant, f�r TIMP 1 hingegen 

deutlich signifikant (p < 0,05). TIMP 1 und 3 waren in den Kontrollen 1,3-fach st�rker 

exprimiert (Abb. 43). 

 

3.6.2 Normierung der qRT-PCR-Ergebnisse auf TIMP 1 und 3 

Einige ADAMs werden durch TIMPs inhibiert. Nachdem dadurch die Aktivit�t der 

exprimierten ADAMs inhibiert oder zumindest reduziert wird, erfolgte eine Normierung der 

PCR-Ergebnisse auf die relevanten TIMPs (Abb. 44 und 45). 

ADAM 10 wird durch TIMP 1 und 3 inhibiert, ADAM 12 und 17 hingegen nur von TIMP 3. 

ADAM 8 und 9 werden nicht durch TIMPs inhibiert. Bislang sind noch keine Inhibitoren f�r 

ADAM 15 untersucht. (Edwards DR, et al. 2008, Klein T. et al. 2011, Murphy G. 2009). 

Nachdem ADAM 15 jedoch eine starke Expression aufgewiesen hatte, wurden die 

Ergebnisse im Folgenden sowohl auf TIMP 1, als auch auf TIMP 3 und beide TIMPs zugleich 

normiert. 

Zun�chst wurden auch hier alle Einzelergebnisse der entsprechenden ADAMs auf das 

Einzelergebnis des Inhibitors normiert. 

 

 

Abbildung 44: Normalisierung auf Inhibitor TIMP 3, Y-Achse: relative Expression 
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Abbildung 45: ADAM 10 und 15 auf TIMP 1 und 3 einzeln (linke und mittlere Bildh�lfte) und auf beide 
Inhibitoren gemeinsam normiert (rechte Bildh�lfte), Y-Achse: relative Expression 
 
 

Die Normierungen von ADAM 12 und 17 auf TIMP 3 waren nicht signifikant (p < 0,05). 

Ebenfalls konnten bei der Gegen�berstellung von ADAM 10 und 15 zu TIMP 1 oder 3 keine 

signifikanten Unterschiede festgestellt werden, obgleich sich die Werte der Normierung auf 

TIMP 1 bei den AAA-Pr�paraten deutlich von den Werten der Kontrollen abhoben. Bei der 

Normierung auf TIMP 1 war ADAM 10 in den AAA im Mittel 12,6-fach und ADAM 15 12,8-

fach st�rker exprimiert als in den Kontrollen. 

Die Ergebnisse der Normierung auf TIMP 1 und 3 unterschieden sich hingegen signifikant (p 

< 0,05) zwischen AAA-Pr�paraten und Kontrollen. Somit war bei dieser Normierung ADAM 

10 in den AAA-Pr�paraten 22,5-fach und ADAM 15 22,8-fach st�rker exprimiert.  

 

3.6.3 Korrelationen  

Bei der Auswertung mit SPSS wurden diverse Korrelationsanalysen anhand der qRT-PCR-

Ergebnisse und Serum-Markern oder histologischen Klassifikationen durchgef�hrt. Dabei 

wurde eine signifikante Korrelation zwischen dem immunhistologisch festgestellten SMC-

Gehalt und der Expression von ADAM 10, 12, 15, 17 und TIMP 3 festgestellt (r = 0,486; 
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0,511; 0,478; 0,589; 0,590; p < 0,05). Zwischen den weiteren histologisch beurteilten 

Strukturen und der Expression von ADAMs oder TIMPs, konnte keine signifikante Korrelation 

festgestellt werden.  

Es konnten weiterhin eine signifikant positive Korrelation zwischen ADAM 17 oder TIMP 3 (r 

= 0,471; 0,586; p < 0,05) und eine signifikant negative Korrelation zwischen TIMP 1 und dem 

CRP-Spiegel (r = -0,572; p = 0,26) verzeichnet werden.  

Weiterhin wurden alle ADAMs und TIMPs untereinander auf Korrelationen untersucht (Tab. 

10). Dabei wurde festgestellt, dass sowohl ADAM 10, 12, 15  und 17, als auch TIMP 3 hoch 

signifikant miteinander und untereinander korrelieren (r > 0,700; p < 0,001). ADAM 8 

korreliert lediglich mit ADAM 10 und 15 (p < 0,05). F�r ADAM 9 konnten positive 

Korrelationen mit ADAM 10, 12 und 15 festgestellt werden (p < 0,05). Allerdings konnte 

zwischen keinem Vertreter der ADAMs und TIMP 1 eine signifikante Korrelation beobachtet 

werden. 

 

 ADAM 8 ADAM 9 ADAM 10 ADAM 12 ADAM 15 ADAM 17 TIMP 1 TIMP 3 

ADAM 8   - 0,593* - 0,629** - - - 

ADAM 9     + 0,517* + + (?) - + 

ADAM 10       0,868*** 0,826*** 0,798*** - 0,708*** 

ADAM 12         0,834*** 0,657** - 0,797*** 

ADAM 15           0,708*** - 0,802*** 

ADAM 17               0,893*** 

TIMP 1               - 

TIMP 3                 

 
Tabelle 10: Signifikanzniveau der Korrelationen,  
* signifikant (p < 0,05), ** sehr signifikant (p < 0,01), *** hoch signifikant (p < 0,001) 
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3.7 Westernblot 

Mit Hilfe des Westernblot-Verfahrens sollte, neben dem RNA-Nachweis mittels qRT-PCR, 

ein weiterer Expressionsnachweis auf Proteinebene erbracht werden. Zun�chst wurde 

GAPDH als Kontrollprotein optimiert. 

 

 

Abbildung 46: Nachweis von GAPDH in AAA-Pr�paraten 

 

GAPDH besteht aus vier Untereinheiten von 30-40 kDa. Wie seitens des Herstellers 

beschrieben, zeigten sich deutliche Banden im Bereich von ca. 40 kDa (Abb. 46). Weiterhin 

waren f�r ADAM 10 und 17 Jurkat-Zellen als Positivkontrolle angegeben.  

 

 

Abbildung 47: AAA-Proben (Bahn 1) und Jurkat-Zellkultur (Bahn 2) 

 

Im Westernblot mit Jurkat-Zellen (Abb. 47, Bahn 2) fanden sich, ebenfalls �bereinstimmend 

mit den Angaben des Herstellers, Banden im Bereich von ca. 80 kDa f�r ADAM 10 und im 
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Bereich von ca. 80 und 130 kDa f�r ADAM 17. Die AAA-Proben zeigten keine verwertbaren 

Banden. 

Trotz ausgedehnter Optimierungsversuche, wobei sowohl Antik�rperkonzentrationen, als 

auch Entwicklungszeiten und Entwicklerkonzentrationen variiert wurden, konnten weder f�r 

ADAMs, noch f�r TIMPs, zufriedenstellende Ergebnisse mit AAA-Proben erzielt werden 

(Abb. 48).  

 

 

Abbildung 48: �bersicht Westernblot 
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4 Diskussion 

4.1 Patientencharakterisierung 

Das Durchschnittsalter des in der Klinik f�r Gef�§chirurgie operierten Patientenkollektivs (n = 

20) betrug 67,7 ± 12,6 Jahre und entsprach somit dem bundesweiten Durchschnittsalter aller 

operativ versorgten AAA-Patienten (Eckstein H.-H. et al, 2007). Die Pr�valenz des AAA ist 

unter der m�nnlichen Bev�lkerung sechsmal h�her als unter der weiblichen Bev�lkerung 

(Gussmann A. et al., 2008). Mit 17 m�nnlichen und drei weiblichen Gewebedonatoren 

entsprach unser Patientenkollektiv der epidemiologischen Geschlechtsverteilung. 

Risikofaktoren und Komorbidit�ten der Patienten deckten sich ebenfalls mit den Daten gro§ 

angelegter Studien (Baumgartner I. et al, 2008; Gussmann A. et al, 2008). Der mittlere 

Aortendurchmesser betrug 7,2 ± 1,9 cm. Ab einem Durchmesser von 5,5 cm wird eine 

Sanierung des AAAs empfohlen (Lederle F.A., 2009), nachdem andernfalls von einem 

j�hrlichen Rupturrisiko von �ber 20% auszugehen ist (Brewster D.C. et al., 2003). Insgesamt 

kann das ausgew�hlte Patientenkollektiv somit als repr�sentativ betrachtet werden. 

Im Hinblick auf die Altersgruppe und in Anbetracht der Tatsache, dass es sich bei den 

Kontrollgef�§en um nicht atherosklerotisch ver�ndertes Material handeln sollte, bestand eine 

nicht unerhebliche Schwierigkeit der vorliegenden Studie in der Beschaffung geeigneter 

Kontrollpr�parate. Dies spiegelt sich in den abweichenden Altersdurchschnitten der 

Patientenkollektive wieder. W�hrend das Durchschnittsalter der AAA-Patienten bei 67,7 ± 

12,6 Jahren lag, waren die Kontrollpersonen im Durchschnitt deutlich j�nger (54,8 ± 8,5 

Jahre).  

Leider war es weder mit Hilfe des Institutes f�r Pathologie der TU M�nchen, noch mit Hilfe 

des Institutes f�r Rechtsmedizin der LMU M�nchen m�glich, Kontrollpr�parate von Personen 

einer entsprechenden h�heren Altersgruppe zu finden. Daher wurde beschlossen, 

Donatoren ab einem Mindestalter von 40 Jahren in die Studie einzubeziehen. Entsprechend 

wurden w�hrend gerichtsmedizinischen Sektionen 10 Personen ausgew�hlt.  

Hintergrund der beschriebenen Problematik ist die Tatsache, dass innerhalb der 

altersentsprechenden Kontrollgruppe bereits h�ufig Vorstufen der Atherosklerose und somit 

eine Verkalkung der Aorta vorliegen. Nachdem Atherosklerose zu einem nicht 

unerheblichem Teil zur Aneurysmabildung beitr�gt, musste selbstverst�ndlich auf 

atherosklerotisch ver�nderte Pr�parate verzichtet werden (Guo D.-C. et al. 2006, Kaschina 

E. et al. 2009, Shimizu K. et al. 2006). Im Rahmen einer aus den 80er Jahren stammenden, 

in gro§em Stil angelegten Autopsiestudie an 2.200 m�nnlichen Verstorbenen wurde 

nachgewiesen, dass bei 55% aller Obduzierten im Alter von 55 bis 64 Jahren 

fortgeschrittene atherosklerotische Ver�nderungen vorliegen Ð mit zunehmender Tendenz 
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bei steigendem Lebensalter. So lag bei den 65- bis 74-J�hrigen bereits in 66% der F�lle eine 

fortgeschrittene Atherosklerose vor. Leichte und m�§ige Ver�nderungen sind bereits bei 

knapp der H�lfte aller unter 55-j�hrigen Obduzierten nachweisbar (Auerbach O. et al. 1980). 

Eine ultraschallgest�tze Studie an 4.206 m�nnlichen und weiblichen beschwerdefreien 

Freiwilligen untermauert diese Ergebnisse, wobei jedoch ein deutlicher Unterschied 

zwischen M�nnern und Frauen zu Tage kommt. In dieser Studienpopulation wiesen knapp 

40% der 50- bis 59-j�hrigen und ca. 50% der 60 bis 70-j�hrigen M�nner 

atherosklerosetypische Ver�nderungen auf. Die weiblichen Studienteilnehmer zeigten 

hingegen in der erstgenannten Altersgruppe mit unter 20% zun�chst eine deutlich geringere 

Rate atheroskleotischer Ver�nderungen. In der zweiten Altersgruppe erreichen sie jedoch 

mit knapp 40% ann�hernd die Rate der altersentsprechenden m�nnlichen Studienteilnehmer 

(Kr�ger K. et al. 1999).  

 

4.2 Histologische Charakterisierung 

Die histologische Charakterisierung der AAA-Pr�parate und der Kontrollgef�§e wurde durch 

die erfahrenen Untersucher Herrn PD Dr. Pelisek und Frau Dr. Rudelius validiert. Zur 

genauen Charakterisierung der Gef�§e wurden Makrophagen, T- und B-Zellen, glatte 

Muskelzellen (SMCs), Endothelzellen und Neogef�§e mittels geeigneter Antik�rper 

identifiziert. Entsprechende F�rbemethoden und eine zusammenfassende Tabelle der 

semiquantitativen Auswertung finden sich in Kapitel 3.3.  

Ein Gro§teil der AAA-Pr�parate wies eine deutliche bis starke Akkumulation von Infiltraten 

auf. In den Kontrollgef�§en hingegen wurden keine Infiltrate detektiert. Inflammatorische 

Zellen waren h�ufig im Bereich von Neovaskularisationen lokalisiert, sie stellen ein 

pathomorphologisches Korrelat des AAAs dar. Diese Ergebnisse waren im Einklang mit 

bereits ver�ffentlichen Studien, in denen nachgewiesen wurde, dass entz�ndliche Prozesse 

sowohl zur Entstehung, als auch zur Ruptur von AAA beitragen (Guo D.C. et al. 2006, 

Herron G.S. et al. 1991, Nordon I.M. et al. 2011).  

Weiterhin kommt es, im Rahmen der Entz�ndung, zu einer Schw�chung und somit 

Rupturgef�hrdung der Aortenwand, welche mit einem Verlust von SMCs und elastischen 

Fasern einhergeht (Guo D.C. et al. 2006). Dieses Postulat konnte ebenfalls anhand unserer 

histologischen Studien nachvollzogen werden.  

Neovaskularisationen treten in gesunden Gef�§en nicht auf und waren auch in den 

untersuchten Kontrollgef�§en nicht nachzuweisen. Abzugrenzen von Neogef�§en sind die 

Vasa vasorum, welche physiologischerweise in der Adventitia gro§er Arterien zu finden sind 

und der Blutversorgung exzentrisch gelegener Wandanteile dienen (Kate ten G.L. et al. 

2010). Neogef�§e zeigten sich in den AAA-Pr�paraten insbesondere in tieferen Schichten 
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der Media und waren h�ufig von Infiltraten umgeben. Aktuelle Studien an 

atherosklerotischen Gef�§en sehen in Neogef�§einsprossungen Risikofaktoren f�r 

Plaqueruptur und -einblutung (Kate ten G.L. et al. 2010). Es wird angenommen, dass diese 

pathologischen Neovaskularisationen aus den Vasa vasorum der Adventitia hervorgehen. So 

ist davon auszugehen, dass Makrophagen und andere inflammatorische Zellen �ber 

Neogef�§e in die Arterienwand einwandern und dort proteolytische und pro-angiogenetische 

Enzyme sezernieren. Neovaskularisationen k�nnen somit als Anzeichen inflammatorischer 

Aktivit�t gewertet werden (Herrmann J. et al. 2006, Kate ten G.L. et al. 2010).  

 

4.3 Interpretation der Ergebnisse 

In den nachfolgenden Abschnitten werden zun�chst die Expressionsdaten der  untersuchten 

ADAMs relevanten Publikationen gegen�bergestellt. Mit einer Ausnahme beziehen sich alle 

zitierten Publikationen auf Atherosklerose, da lediglich f�r ADAM 17 eine Studie an AAA 

vorliegt. Abschlie§end sollen die Einzelergebnisse verglichen und gegeneinander gewertet 

werden. 

Insgesamt waren drei ADAMs (10, 12, und 15) deutlich st�rker exprimiert als die �brigen 

untersuchten ADAMs. Mit Ausnahme von ADAM 8 waren alle Expressionen in den AAA nicht 

signifikant schw�cher als in den Kontrollen. ADAM 10, 12, 15 und 17 korrelierten 

untereinander. ADAM 8 und 9 korrelierten hingegen nur teilweise mit den restlichen 

untersuchten ADAMs, was ein Indiz f�r eine abweichende Expressionsregulation sein kann. 

Zudem werden ADAM 8 und 9 nicht durch TIMPs inhibiert (Edwards D.R. et al. 2008, Klein 

T. et al. 2011, Murphy G. 2009). 

 

4.3.1 ADAM 8 

Im Rahmen der qRT-PCR wies ADAM 8 als einziges untersuchtes Enzym eine nicht 

signifikant st�rkere Expression in den AAA als in den Kontrollen auf. Im Gegensatz dazu 

zeigte ADAM 8 in der histologischen Auswertung insgesamt eine nur schwache F�rbung und 

war schwerpunktm�§ig in Makrophagen nachweisbar. SMCs und Neogef�§e zeigten sich 

ebenfalls positiv. Es ist bekannt, dass ADAM 8 durch kein TIMP inhibiert wird (Edwards D.R. 

et al. 2008, Klein T. et al. 2011, Murphy G. 2009). Unsere Korrelationsanalyse ergab 

ebenfalls keine Korrelation von ADAM 8 zu TIMP 1 oder 3. Die Expression von ADAM  8 

korrelierte lediglich mit der von ADAM 10 und 15 (p < 0,05).  ADAM 8 ist bislang nur marginal 

im Hinblick auf Atherosklerose untersucht. Es liegt aktuell eine Studie vor, welche ADAM 8 in 

atherosklerotischen L�sionen beschreibt. Insgesamt konnte in besagter Studie 

�bereinstimmend mit unseren Ergebnissen eine vermehrte ADAM-8-mRNA-Expression in 
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atherosklerotischen Gef�§en, darunter auch Aorten, nachgewiesen werden. Es wurde 

zudem gezeigt, dass ADAM 8 unabh�ngig von anderen Atherosklerose-Risikofaktoren 

exprimiert wird. Dabei wurden bei der immunhistochemischen Auswertung, analog zu 

unseren Ergebnissen, ebenfalls haupts�chlich Makrophagen und zus�tzlich SMCs als 

Expressionsorte beschrieben. Endothelzellen (ECs) zeigten keine F�rbung (Levula M. et al. 

2009). Diese Aussage ist aufgrund unserer Daten jedoch nur bedingt nachvollziehbar, da 

sich in unseren Pr�paraten nur wenige luminale ECs fanden, welche dann jedoch keine 

F�rbung aufwiesen. Interessanterweise kam der gleiche Antik�rper-Klon der Firma R&D-

Systems zum Einsatz, von dem auch wir Gebrauch gemacht hatten. 

Insgesamt st�tzen unsere Ergebnisse die Thesen von Levula und Kollegen, welche 

insbesondere in der atherosklerotischen Aorta bis zu 10fach erh�hte ADAM-8-

Konzentrationen nachgewiesen haben (Levula M. et al. 2009). Allerdings konnten wir keine 

derart starken Expressionsunterschiede feststellen.  

 

4.3.2 ADAM 9 

Unter allen untersuchten ADAMs war ADAM 9 insgesamt am schw�chsten in AAA und 

Kontrollen exprimiert. Die Expression in den Kontrollen war tendenziell st�rker als in den 

AAA, der Unterschied war jedoch nicht signifikant. In Anbetracht der Tatsache, dass sich die 

Expression auf mRNA-Ebene extrem schwach zeigte und zum Zeitpunkt der histologischen 

Untersuchung kein geeigneter Antik�rper verf�gbar war, liegt f�r ADAM 9 keine 

immunhistochemische Auswertung vor. Genau wie ADAM 8 wird ADAM 9 ebenfalls von 

keinem TIMP inhibiert (Edwards D.R. et al. 2008, Klein T. et al. 2011, Murphy G. 2009). 

Ebenfalls zeigten sich keine Korrelationen zur Expression von TIMP 1 und 3, jedoch zu 

ADAM 10, 12 und 17 (p < 0,05). Es liegen aktuell zwei Studien vor, welche ADAM 9 im 

Zusammenhang mit Atherosklerose untersuchen. Oksala und Kollegen fanden im Rahmen 

der Tampere Vascular Study eine erh�hte Expression von ADAM 9, neben ADAM 15 und 17, 

in von fortgeschrittener Atherosklerose betroffenen Gef�§en. Als Kontrollgewebe wurden 

atherosklerosefreie A.-thoracica-interna-Pr�parate verwendet, welche von KHK-Patienten 

w�hrend einer Bypass-Operation entnommen wurden. Es wurden atherosklerotische 

Carotiden, Aorten und Femoralgef�§e mittels qRT-PCR untersucht. Hierbei zeigte ADAM 9 

eine um das 1,7-fache und damit signifikant erh�hte Expression in atherosklerotischen 

Aorten (Oksala N. et al. 2009). Durch das verwendete Kontrollgewebe lassen sich die 

abweichenden Ergebnisse zu vorliegender Studie m�glicherweise erkl�ren. 

Es ist bekannt, dass es von ADAM 9 (84 kDa) eine kleinere, sekretorische Form (47 kDa) 

gibt, welche als aktive Form gilt (Klein T. et al. 2011). Zudem stellte sich heraus, dass alle 

untersuchten ADAMs zum �berwiegenden Teil in ihrer aktiven Form in atherosklerotischem 

Gewebe vorliegen (Oksala N. et al. 2009). Nachdem wir keinen Nachweis mittels 
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Westernblot erbringen konnten, entziehen sich letztgenannte Daten einem Vergleich. Eine 

�ltere Studie  untersuchte ebenfalls ADAM 9 in atherosklerotischem Gewebe, allerdings 

lediglich an Carotis-Pr�paraten. Unter Verwendung von atherosklerosefreien A.-thyroidea-

Pr�paraten als Kontrollen, ergab sich aus der qRT-PCR eine 6-fach erh�hte Expression von 

ADAM 9 (Al-Fakhri N. et al. 2003).  

Was die PCR-Ergebnisse von Oksala et al. anbelangt, konnten wir keinen entsprechenden 

Expressionsunterschied feststellen. Im Gegensatz zu den Studien von Oksala und Al-Fakhri 

et al., wurden in unserer Studie Aorten zur Kontrolle verwendet. Somit sind Kontrollpr�parate 

und Endergebnisse mit den Daten unserer Studie nicht direkt vergleichbar. Aktuell findet sich 

keine Studie, welche sich mit der Rolle von ADAM 9 in der Aneurysmaerkrankung befasst. 

 

4.3.3 ADAM 10 

ADAM 10 zeigte neben ADAM 12 und 15 eine starke Expression auf mRNA-Ebene. Die 

Expression in den Kontrollen war vergleichbar mit derer in den AAA (p > 0,05). ADAM 10 

wird durch TIMP 1 und 3 inhibiert (Edwards D.R. et al. 2008, Klein T. et al. 2011, Murphy G. 

2009). Die Korrelationsanalyse von ADAM 10 zu TIMP 1 oder 3 brachte keine signifikante 

Korrelation zu Tage, jedoch zeigte die Normierung von ADAM 10 auf TIMP 1 und 3 eine 

durchschnittlich 22,5-fach signifikant (p < 0,05) st�rkere relative Expression in den AAA im 

Vergleich zu den Kontrollaorten. Die Expression von ADAM 10 korrelierte hoch-siginifikant 

mit der Expression von ADAM 12, 15, 17 und TIMP 3 (p < 0,001). Bei der 

immunhistochemischen Untersuchung zeigte ADAM 10 die st�rkste Expression in 

Makrophagen. Bislang existiert keine Studie, welche die Expression von ADAM 10 in 

atherosklerotischen Gef�§en oder Aortenaneurysmen umfassend analysiert und sich somit 

f�r einen Vergleich mit unseren Ergebnissen anbietet. Allerdings gibt es Hinwese, dass 

ADAM 10 Angiogenese und Neogef�§bildung im Rahmen der Atherosklerose reguliert 

(Claesson-Welsh L. 2010, Donners M.M. et al. 2010). Es wurden, im Vergleich zu gesunden 

Gef�§en, erh�hte Konzentrationen von ADAM 10 in rupturierten atherosklerotischen Plaques 

nachgewiesen (Donners M.M. et al. 2010). Weiterhin ist ADAM 10 in der Lage, Kollagen IV 

zu degradieren, welches ein wesentlicher Bestandteil der vaskul�ren Basalmembran ist 

(Claesson-Welsh L. 2010, Mochizuki S. et al. 2007, Seals D.F. et al. 2003). Au§erdem 

prozessiert ADAM 10, ebenso wie ADAM 17, TNF- ! (Arduise C. et al. 2008). Des Weiteren 

ist ADAM 10 an der Aktivierung von HB-EGF beteiligt (Sahin U. et al. 2004). 

Auf die Rolle von HB-EGF und TNF-! in AAAs wird in Abschnitt 4.3.6. n�her eingegangen. 
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4.3.4 ADAM 12 

Normiert auf GAPDH zeigte ADAM 12 die st�rkste Expression unter den untersuchten 

ADAMs. Die Expression in den Kontrollen war st�rker, jedoch nicht signifikant h�her, als in 

den AAA-Pr�paraten (p > 0,05). ADAM 12 wird generell von TIMP 3 inhibiert (Edwards D.R. 

et al. 2008, Klein T. et al. 2011, Murphy G. 2009). Die Normierung von ADAM 12 auf TIMP 3 

brachte jedoch keine signifikanten Expressionsunterschiede zwischen AAA und 

Kontrollaorten zu Tage. Die Expression von ADAM 12 korrelierte hingegen hoch signifikant 

mit der Expression von ADAM 12, 15, 17 und TIMP 3 (p < 0,001). Nachdem zum Zeitpunkt 

der histologischen Untersuchung kein geeigneter Antik�rper verf�gbar war, liegen hierzu 

keine Daten vor. In einer Studie von Barbara Herren konnte ADAM 12 jedoch in kultivierten 

SMCs nachgewiesen werden (Herren B. 2002).  

Ebenso wie f�r ADAM 10 sind bislang keine umfassenden Studien zu der Beteiligung von 

ADAM 12 an Atherosklerose, oder der Aneurysmaerkrankung publiziert. Es gibt einige 

Anhaltspunkte, dass ADAM 12 ebenfalls am Shedding von HB-EGF und somit an der 

Atherogenese beteiligt sein k�nnte (Raab G. et al. 1997). M�glicherweise tr�gt ADAM 12 

durch HB-EGF-Shedding zu kardialen Umbauprozessen (Remodeling) und somit der 

Ausbildung einer Herzinsuffizienz bei (Klein T. et al. 2011). Interessant in Anbetracht der 

Aneurysmaforschung ist die Tatsache, dass ADAM 12, neben ADAM 10 und 15, in der Lage 

ist, Kollagen IV und weitere ECM-Bestandteile, wie Proteoglykane, zu degradieren 

(Claesson-Welsh L. 2010, Herren B. 2002, Klein T. et al. 2011). Atherosklerose versteht sich 

als entz�ndlicher Prozess, welcher durch eine Vielzahl von Enzymen reguliert wird. Darunter 

befinden sich auch Adh�sionsmolek�le, welche die Leukozytenmigration steuern. ADAM 12 

ist neben anderen ADAMs in der Lage, Adh�sionsmolek�le zu prozessieren und freizusetzen 

(Herren B. 2002). 

Aufgrund der Tatsache, dass ADAM 12 in einer sekretorischen Form existiert, kann es in 

K�rperfl�ssigkeiten wie Urin und Serum nachgewiesen werden. ADAM 12 k�nnte somit nach 

weiterf�hrender Erforschung als potenzieller Biomarker, beispielsweise zur �berwachung 

der AAA-Progression, genutzt werden (Klein T. et al. 2011).  

 

4.3.5 ADAM 15 

Neben ADAM 10 und 12 wies ADAM 15 eine starke Expression in der Normierung auf 

GAPDH auf. Wiederum war die Expression in den Kontrollen nicht signifikant st�rker (p > 

0,05). Bislang wurden f�r ADAM 15 keine Inhibitoren untersucht (Edwards D.R. et al. 2008, 

Klein T. et al. 2011, Murphy G. 2009). Aufgrund der starken Expression haben wir uns 

jedoch entschieden, eine Normierung gegen TIMP 1 oder 3, sowie TIMP 1 und 3 

durchzuf�hren, da es sich bei diesen um die bislang bekannten Inhibitoren der ADAMs 
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handelt. Lediglich die Normierung gegen TIMP 1 und 3 erbrachte signifikante Unterschiede, 

wobei ADAM 15 nach dieser Normierung 22,8-fach st�rker in den AAAs exprimiert wurde (p 

< 0,05). Die Expression von ADAM 15 korreliert hoch signifikant mit ADAM 10, 12, 17 und 

TIMP 3 (p < 0,001). Immunhistologisch war ADAM 15 sowohl in SMCs, Infiltraten und 

Makrophagen, als auch in ECs, deutlich zu detektieren. Oksala et al. wiesen ADAM 15, unter 

Benutzung desselben Antik�rper-Klons, der auch bei unseren Untersuchungen zum Einsatz 

kam, ebenfalls in genannten Zellarten nach (Oksala N. et al. 2009). Es liegen Studien von 

Herren und Kollegen vor, welche sich mit der Expression von ADAM 15 in 

atherosklerotischem Gewebe besch�ftigen. Hierbei wurde ADAM 15 immunhistochemisch in 

sich entwickelnden atherosklerotischen L�sionen der thorakalen Aorta von Primaten  

(Macaca nemestrina) nach cholerstrinreicher Di�t nachgewiesen, jedoch nicht in gesunden 

thorakalen Aorten der gleichen Spezies. Dabei zeigten sich vor allem im Markophagen-

tragenden Atherom starke F�rbungen (Herren B. et al. 1997, Herren* B. et al. 1997). Unsere 

histologischen Ergebnisse hingegen zeigen, dass auch SMCs ADAM 15 exprimieren. Zudem 

konnten wir ADAM 15 ebenfalls in SMCs der Kontrollgef�§e immunhistochemisch 

nachweisen, wenn auch schw�cher als in den AAAs. Ein m�glicher Grund f�r das 

Abweichen unserer Ergebnisse von Herren et al. sind die unterschiedlichen Spezies 

angeh�rigen Gewebedonatoren. Zudem kamen auch unterschiedliche Prim�rantik�rper zum 

Einsatz. Weiterhin besteht dass Problem, dass Ergebnisse aus atherosklerotischem Gewebe 

m�glicherweise nicht exakt auf das AAA �bertragen werden k�nnen. Zudem stammten die 

Proben von Herren et al. aus der thorakalen und nicht aus der abdominalen Aorta. Die 

Pathologien dieser Aortenabschnitte sind jedoch nicht eins zu eins miteinander zu 

vergleichen. Im Falle des thorakalen Aneurysma wird beispielsweise von einer 

abweichenden, nicht atherosklerotisch bedingten, Pathogenese ausgegangen. Au§erdem 

unterscheiden sich thorakale und abdominale Aortenabschnitte in ihrer embryologischen 

Abstammung (Pannu H. et al. 2006). 

Bei weiteren Untersuchungen von Herren et al. kamen, im Gegensatz zu unserer Studie, 

Kulturen von menschlichen aortalen SMCs und Zellkulturen von menschlichen Nabelschnur-

ECs (HUVECs) zum Einsatz. Der Nachweis erfolgte unter anderem mittels PCR. Dabei 

wurde ADAM 15 in kultivierten SMCs, sowie in in HUVECs nachgewiesen (Herren B. et al. 

1997, Herren* B. et al. 1997). Diese Ergebnisse lassen sich aufgrund des unterschiedlichen 

Untersuchungsmaterials schwer auf unsere PCR-Ergebnisse �bertragen.  Jedoch beweisen 

sie die Expression von ADAM 15 in SMCs. Oksala und Kollegen publizierten hingegen zum 

Vergleich geeignete PCR-Ergebnisse von atherosklerotischen Aorten. Allerdings wurden 

hierbei atherosklerosefreie A.-thoracica-interna-Pr�parate zur Kontrolle verwendet. ADAM 15 

zeigte eine 2,7-fache und damit signifikant erh�hte Expression in atherosklerotischen Aorten 

(Oksala N. et al. 2009). Auch hier gilt es, wie bereits in Kapitel 4.3.2. er�rtert, zu beachten, 



    

 

87 

 

dass Oksala et al. ein Kontrollgef�§ verwendeten, welches nicht der Lokalisation der 

untersuchten L�sion entspricht und zudem nicht mit unseren Kontrollgef�§en vergleichbar 

ist. Allerdings stimmt die Tendenz der ADAMs untereinander, wobei ADAM 15 st�rker als 

ADAM 9 und 17 exprimiert wird, mit unseren Ergebnissen �berein. Ein weiterer interessanter 

Aspekt ist die Tatsache, dass ADAM 15, neben ADAM 10 und 12, in der Lage ist, die ECM 

durch Spaltung von Kollagen IV und Gelatin zu degradieren (Klein T. et al. 2011, Martin J. et 

al. 2002). Neben anderen Mitgliedern der Familie der ADAMs tr�gt auch ADAM 15 zur 

vaskul�ren Leukozyten-Adh�sion bei (Herren B. 2002). Neuere Studien besch�ftigen sich 

ebenfalls mit der Rolle von ADAM 15 in inflammatorischen Prozessen. ADAM 15 wird, wie 

auch in unseren immunhistochemischen Untersuchungen nachvollziehbar, von ECs 

exprimiert und tr�gt zu der Rekrutierung entz�ndlicher Zellen und der Degradierung der 

Gef�§wand bei. Zudem wird die endotheliale Expression von ADAM 15 mit einer 

gesteigerten Pl�ttchen-Aggregations-Neigung in Zusammenhang gebracht. Durch ADAM 15 

stimulierte Blutpl�ttchen werden in ihren aktiven Zustand versetzt und rekrutieren so weitere 

Pl�ttchen. Diese sezernieren potenziell pro-inflammatorische Stoffe, worin ein weiterer 

m�glicher Aspekt der Rolle von ADAM 15 in der Atherogenese und AAA-Formation zu sehen 

ist (Charrier-Hisamuddin L. et al. 2008). 

 

4.3.6 ADAM 17 

ADAM 17 war insgesamt deutliche schw�cher exprimiert als ADAM 10, 12 und 15. Die 

Expression in den Kontrollen war zwar st�rker als in den AAA-Pr�paraten, jedoch ohne 

signifikante Unterschiede (p > 0,05). ADAM 17 wird durch TIMP 3 inhibiert (Edwards D.R. et 

al. 2008, Klein T. et al. 2011, Murphy G. 2009). Allerdings erbrachte die Normierung auf 

TIMP 3 keine signifikanten Expressionsunterschiede zwischen AAA und Kontrollen (p > 

0,05). Die Expression von ADAM 17 korrelierte hoch signifikant mit ADAM 10, 12, 15 und 

TIMP 3 (p < 0,001). In der Korrelation zu TIMP 3 liegt ein m�glicher Grund f�r die fehlenden 

Expressionsunterschiede bei Normierung auf TIMP 3. Immunhistochemisch zeigte ADAM 17 

in allen Zelltypen (SMCs, Infiltrate, Makrophagen und Neogef�§e) die st�rkste 

F�rbungsintensit�t verglichen mit ADAM 8, 10, 15. Ebenfalls zeigte ADAM 17 F�rbungen in 

ECs. Das Ergebnis der immunhistochemischen Untersuchung steht somit im deutlichen 

Widerspruch zu der Auswertung der qRT-PCR. Nachdem die Immunhistochemie sich nicht 

f�r quantitative Aussagen, sondern lediglich zur Lokalisationsanalyse eignet, sollte man den 

PCR-Ergebnissen mehr Beachtung schenken. Eine Er�rterung der eingesetzten Methoden 

folgt im n�chsten Kapitel. Bislang existiert eine Studie, welche ADAM 17 im Zusammenhang 

mit dem AAA untersucht. Au§erdem ist ADAM 17, neben ADAM 15, das im Zusammenhang 

mit Atherosklerose am besten untersuchte Mitglied der ADAM-Familie. Satoh und Kollegen 

verglichen die Expression von ADAM 17 in AAA und Kontrollaorten, sowie die Expression in 
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Transitionszone und Aneurysmasack (Satoh H. et al. 2004). Im Einklang mit unseren 

immunhistochemischen Resultaten zeigte ADAM 17 in dieser Studie eine starke Expression 

in Makrophagen. Satoh et al. untersuchten zudem parallel die Expression von TNF-!, einem 

Substrat von ADAM 17. Abweichend von unseren Ergebnissen konnten Satoh und Kollegen 

ADAM 17 in signifikant h�herer Konzentration in AAA nachweisen. Die Kontrollaorten 

stammten von f�nf Patienten mit einem Durchschnittsalter von 46 ± 4 Jahren. Die Proben der 

AAA waren w�hrend operativen Eingriffen an der infrarenalen Aorta von 19 Patienten mit 

einem Durchschnittsalter von 72 ± 6 Jahren entnommen worden. Dabei wurden Pr�parate 

aus Aneurysmasack und Transitionszone asserviert. Im Rahmen unseres breit angelegten 

Studienkonzeptes wurden generell nur Pr�parate aus dem Aneurysmasack untersucht. 

Zudem kamen in unserer Studie mehr Kontrollpr�parate (n = 10) zum Einsatz, welche sich 

dem Alter der AAA-Patienten besser anglichen als in besagter Studie. M�glicherweise liegt in 

der j�ngeren und kleineren Kontrollgruppe ein Grund f�r das st�rkere Auseinanderweichen 

der Ergebnisse von AAA und Kontrollen bei Satoh und Kollegen. Bei der Gegen�berstellung 

der Expression von ADAM 17 in Transitionszone und Aneurysmasack,  konnten Satoh und 

Kollegen eine signifikant h�here Expression in der Transitionszone verzeichnen (Satoh H. et 

al. 2004). 

In einer aktuellen Studie von Oksala und Kollegen zeigte ADAM 17 in atherosklerotischen 

Aorten eine st�rkere Expression als in Kontrollgef�§en. Wie bereits in den Abs�tzen 4.3.2 

und 4.3.5 er�rtert, kamen hierzu atherosklerosefreie A.-thoracica-interna-Pr�parate zum 

Einsatz, wodurch sich ein direkter Vergleich mit unseren Daten verbietet. Die Gr�nde wurden 

ebenfalls in Kapitel 4.3.2 und 4.3.5 dargelegt.  Die Relationen der Expression von ADAM 9, 

15 und 17 zueinander stimmen jedoch mit unseren Ergebnissen �berein, wobei ADAM 17 

deutlich schw�cher als ADAM 15 exprimiert wird. Weiterhin konnten Oksala et al. mittels 

Westernblot nachweisen, dass ADAM 17 in atherosklerotischem Gewebe in seiner 

katalytisch aktiven Form vorliegt (Oksala et al. 2009). 

Neben ADAM 17 wurde TNF- ! ebenfalls prim�r in Makrophagen detektiert (Satoh et al. 

2004). ADAM 17 ist, wie ADAM 10, an der Freisetzung von TNF- ! in atherosklerotischen 

Plaques ma§geblich beteiligt (Arduise C. et al. 2008, Herren G. 2005). ADAM 17 wird in 

zellreichen und zellarmen bzw. azellul�ren Zonen des Plaques exprimiert. Es konnte 

nachgewiesen werden, dass in Gegenwart von ADAM 17 vermehrt TNF-! prozessiert wird. 

ADAM 17 ist im Vergleich zu anderen relevanten ADAMs (e.g. ADAM 10) der potenteste 

TNF-!-Aktivator (Canault M. et al. 2007). Neben TNF-! aktiviert ADAM 17 weitere Zytokine 

und Wachstumsfaktoren, welche in inflammatorische Prozesse der Atherogenese involviert 

sind. Beispielsweise kann ADAM 17 durch das Shedding von L-Selectin die 

Leukozytenadh�sion an Gef�§w�nden unterst�tzen (Oksala et al. 2009). Zudem regt ADAM 

17 die intravasale Angiogenese an (Satoh H. et al. 2004). Neogef�§e wiederum tragen zur 
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Schw�chung der Gef�§wand bei, indem sie inflammatorische und proteolytische Prozesse 

unterhalten (Michel J.B. et al. 2011). 

Ein weiterer Fokus der Atherogenese liegt auf der Funktion von SMCs, welche neben ECM-

Komponenten auch pro-inflammatorische Stoffe (e.g. Zytokine) sezernieren (Orr A.W. et al. 

2010). HB-EGF stimuliert vaskul�re SMCs im Rahmen der Atherogenese (Ohtsu H. et al. 

2006). ADAM 17 ist neben ADAM 10 f�r die Aktivierung des EGF-Rezeptor-Liganden HB-

EGF verantwortlich (Sahin U. et al, 2004). 

 

4.3.7 TIMP 1 und 3 

TIMP 1 wies in den Kontrollen eine signifikant h�here Expression als in den AAA (p < 0,05) 

auf und war insgesamt deutlich st�rker exprimiert als TIMP 3. Die Expression von TIMP 3 in 

AAA und Kontrollen war vergleichbar und korrelierte zudem mit ADAM 10, 12, 15, 17. 

Wahrscheinlich wird TIMP 3 entsprechend der genannten ADAMs reguliert, was diese 

Korrelation bedingt. ADAM 10, 12 und 17 werden erwiesenerma§en von TIMP 3 inhibiert 

(Edwards D.R. et al. 2008, Klein T. et al. 2011, Murphy G. 2009), was als ein weiterer Grund 

f�r diese Korrelation zu sehen ist. F�r ADAM 15 ist bislang kein Inhibitor untersucht. Jedoch 

k�nnte man aufgrund der Korrelationsanalyse eine Inhibition zumindest durch TIMP 1 

vermuten. Nachdem TIMP 1 nicht mit ADAM 10, 12, 15 und 17, sowie TIMP 3 korrelierte, ist 

davon auszugehen, dass die Expression von TIMP 1 anderweitig und somit unabh�ngig von 

ADAMs reguliert wird. ADAM 10 wird neben TIMP 3 auch durch TIMP 1 inhibiert (Edwards 

D.R. et al. 2008, Klein T. et al. 2011, Murphy G. 2009). Die Normierung auf TIMP 1 erbrachte 

eine 12,6-fach st�rkere Expression, jedoch nicht signifikant. Allein die Normierungen auf 

TIMP 1 und 3 zeigten f�r ADAM 10 und 15 signifikante Werte. In beiden F�llen wiesen 

jedoch die Ergebnisse der Normierung auf TIMP 1 st�rkere Kontraste auf. Aufgrund dieser 

Werte und der Korrelationsuntersuchung l�sst sich die Hypothese formulieren, dass es sich 

bei TIMP 1, im Gegensatz zu TIMP 3, in der Pathologie des AAAs um den potenteren 

Inhibitor handelt. Allerdings bedarf diese Hypothese in jedem Fall weiterer experimenteller 

Untermauerung. TIMP 1 ist bislang insbesondere als Inhibitor der MMPs untersucht. Im 

Einklang mit unseren Ergebnissen konnte in vorhergehenden Untersuchungen ebenfalls eine 

verringerte Expression von TIMPs in AAA nachgewiesen werden. Das Verh�ltnis von MMPs 

zu TIMPs in AAA-Pr�paraten zeigte sich, analog zu unseren Ergebnissen im Hinblick auf 

ADAMs, ebenfalls zugunsten der MMPs verschoben (Reeps C. et al., 2009). Es gibt zudem 

Hinweise, dass genetische Polymorphismen, welche zu einer Downregulation von TIMP 1 

f�hren, mit der Ausbildung von AAAs einhergehen (Ogata T. et al. 2005). Interessanterweise 

stellte sich heraus, dass TIMP 1 zwar der Aneurysmabildung entgegenwirkt, jedoch die 

Atherogenese beg�nstigen kann (Silence J. et al. 2002). TIMP 1 wurde in unseren 

histologischen Untersuchungen insbesondere in Markophagen und Infiltraten nachgewiesen. 
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Im Gegensatz zu TIMP 1 ist TIMP 3 an die ECM gebunden (Yu W.-H. et al, 2000). 

Histologisch war TIMP 3 insgesamt schwach in SMCs, Infiltraten und Neogef�§en 

detektierbar. Die st�rkste F�rbung zeigten Makrophagen in einigen Pr�paraten. Eine neuere 

Studie beschreibt den Zusammenhang zwischen TIMP-3-Expression und Diabetes mellitus 

Typ II. Cardellini und Kollegen konnten belegen, dass in atherosklerotischen Carotis-

Pr�paraten von Diabetikern die Expression von TIMP 3 signifikant reduziert ist, wobei ADAM 

17 und MMP-9 in Relation �berexprimiert sind. Die restlichen TIMPs hingegen werden 

unabh�ngig von der Erkrankung an Diabetes mellitus Typ II exprimiert. Histologisch konnten 

Cardellini et al. TIMP 3 ebenfalls in SMCs und Makrophagen nachweisen (Cardellini M et al. 

2009). 

 

4.4 Er�rterung der Methoden 

Nach der Er�rterung der Ergebnisse sollen abschlie§end die Methoden diskutiert werden. 

Auch bei korrekter Durchf�hrung ist es essentiell die Limitierungen der angewandten 

Methoden zu kennen, um die gewonnen Ergebnisse deuten zu k�nnen. Durchf�hrung und 

Resultate der in nachfolgendem Abschnitt er�rterten Methoden wurden bereits in den 

Kapiteln 2 und 3 eingehend beschrieben. 

 

4.4.1 Immunhistochemische Untersuchung 

Die immunhistochemische Untersuchung ist ein wertvolles Mittel zur qualitativen Beurteilung 

von Lokalisation und Expression. Jedoch kann diese Methode keinesfalls eine quantitative 

Untersuchung, beispielsweise mittels PCR, in Aussagekraft und Stichhaltigkeit ersetzen. 

Zum einen k�nnen w�hrend einer mikroskopischen Untersuchung nur grobe Abstufungen 

unterschieden werden, wobei die Ergebnisse von der Erfahrung des Untersuchers abh�ngig 

sind. Zum anderen ergeben sich durch die Qualit�t, Sensitivit�t und Spezifit�t der 

verwendeten Antik�rper zum Teil erhebliche Schwankungen. Dies untermauert auch die 

Tatsache, dass die f�r ein befriedigendes Ergebnis ben�tigten Konzentrationen zum Teil 

deutlich voneinander abwichen. Die F�rbungsprofile der einzelnen untersuchten ADAMs und 

TIMPs unterschieden sich zum Teil erheblich in Intensit�t und zellul�rer Lokalisation. Bei 

ADAM 15, 17, TIMP 1 und 3 zeigte sich eine starke, diffuse F�rbung des atherosklerotischen 

Plaques. Wenn auch im Bereich des Atheroms Schaumzellen lokalisiert sind, welche aus 

Markophagen hervorgehen (CD-68-positiv), wurde diese F�rbung nicht in die Auswertung mit 

einbezogen, da das Atherom haupts�chlich aus nekrotischem Material besteht (Fettbrei, 

Cholesterinkristalle, Zelltr�mmer und Fibrin) (Baretton G.B. et al. 2004, Tanaskovi! I. et al. 
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2010). Es wurde daher von einer diffusen unspezifischen Farbreaktion ausgegangen, welche 

nicht zellbezogen und somit der Lokalisationsanalyse nicht dienlich ist. 

 

4.4.2 Quantitative Real-Time-PCR (qRT-PCR) 

Erg�nzend zur Immunhistochemie wurde eine quantitative Expressionsanalyse mittels qRT-

PCR durchgef�hrt. Dabei wird indirekt das Vorhandensein entsprechender RNA 

nachgewiesen. Es handelt sich hierbei um mRNA (messenger-RNA), welche w�hrend der 

Transkription von der DNA ãabgeschriebenÒ wird, um als Vorlage zur Proteinbiosynthese zu 

dienen. Mit Hilfe der qRT-PCR mit cDNA, einem zur RNA komplement�ren DNA-Strang, 

kann somit, neben der Expression des Genes, auch seine ãbiologische RelevanzÒ f�r die 

Zelle nachgewiesen werden. Es ist jedoch anzumerken, dass die qRT-PCR einen direkten 

Proteinnachweis mittels Westernblot nicht g�nzlich ersetzen kann. Die Optimierung der PCR 

wurde zun�chst mit DNA begonnen und sp�ter, unter optimalen Bedingungen und mit 

ausgew�hlten Primern, mit cDNA weitergef�hrt. Im Gegensatz zu den Versuchen mit DNA 

trat bei der Elektrophorese der amplifizierten cDNA eine zweite Bande auf (siehe 

Abbildungen Kapitel 3.6). Diese zweite Bande lag dicht bei der ersten Bande (Abb. 39), was 

gegen das Vorliegen von Primer-Dimeren spricht, zumal diese bereits bei den Vorversuchen 

mit DNA aufgetreten w�ren. H�chstwahrscheinlich handelt es sich in diesem Fall um RNA-

Spaltprodukte, welche vermutlich im Rahmen der Formalinfixierung entstanden sind. 

Au§erdem ist in Betracht zu ziehen, dass es bereits im Rahmen der Aneurysmaerkrankung 

zu einer Degradierung der RNA kam. 

Abgesehen von ADAM 8 war die Expression aller untersuchten ADAMs und TIMPs in den 

Kontrollen st�rker als in den AAA-Pr�paraten. Nachdem wir feststellen konnten, dass die 

Expression der ADAMs mit dem Gehalt an SMCs korreliert, l�sst sich dieses Ph�nomen 

m�glicherweise durch den Untergang glatter Muskelzellen im Rahmen der 

Aneurysmaerkrankung erkl�ren. 

 

4.4.3 Westernblot 

Im Gegensatz zur qRT-PCR mit cDNA kann mit Hilfe des Westernblots das tats�chliche 

Genprodukt, das fertige Protein, direkt nachgewiesen werden. Leider konnten wir diesen 

Nachweis nicht erbringen. Es war lediglich m�glich, das Verfahren erfolgreich an nicht-

formalinfixierten AAA-Pr�paraten und Kontrollen durchzuf�hren und GAPDH als 

Kontrollprotein zu etablieren. Diverse Versuche ADAMs und TIMPs zu detektieren 

scheiterten jedoch. Als m�gliche Ursache f�r das Misslingen des Westernblots muss 

zun�chst die Eignung des Untersuchungsmaterials angezweifelt werden. F�r die Eignung 

des Untersuchungsmaterials spricht jedoch die Tatsache, dass GAPDH jeder Zeit 
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nachgewiesen werden konnte. Zudem wurden im Rahmen des gleichen Versuchsaufbaus, 

an denselben Pr�paraten, durch ein anderes Mitglied der Arbeitsgruppe (cand. med. Fabian 

Loh�fer) erfolgreich Cathepsine mittels Westernblot detektiert. Bei den Cathepsinen handelt 

es sich jedoch im Gegensatz zu den ADAMs um intrazellul�r exprimierte Proteine (e.g. 

lysosomal), welche dadurch m�glicherweise besser vor dem Abbau durch gewebsans�ssige 

Proteasen gesch�tzt sind (Nomura T. et al. 2005). 

Nachdem Untersuchungsmaterial und Vorgehensweise als ad�quat zu betrachten sind, kann 

das Scheitern der Versuche m�glicherweise auch in der Eignung der verwendeten 

Antik�rper begr�ndet sein. Gem�§ den Angaben der Hersteller waren alle Antik�rper, die f�r 

den Expressionsnachweis von ADAMs und TIMPs von der Arbeitsgruppe genutzt wurden, 

grunds�tzlich f�r Westernblot vorgesehen. F�r ADAM 10 und 17 waren von Seiten des 

Herstellers Jurkat-Zellen als Positivkontrollen vorgegeben. Wir konnten den Nachweis von 

ADAM 10 und 17 mit Hilfe einer Jurkat-Zellkultur ebenfalls nachvollziehen. 

Eine definitive Ursache f�r das Misslingen des Westernblots kann letztendlich nicht 

festgestellt werden. Abschlie§end ist anzumerken, dass bislang keine Publikation vorliegt, 

die einen Nachweis von ADAMs mittels Westernblot in atherosklerotischen Gef�§en 

beschreibt. 

 

 

4.5 Schlussfolgerung und Zukunftsperspektive 

Generell liegt die Vermutung nahe, dass ADAMs, unabh�ngig von der Pathogenese von 

Atherosklerose und Aneurysmen, eine wichtige Rolle in der Funktion der menschlichen Aorta 

spielen. 

Die vorliegenden Daten lassen in Gegen�berstellung zu relevanten Studien die Annahme zu, 

dass ADAMs an der Entstehung und dem Fortschreiten der Aneurysmaerkrankung beteiligt 

sein k�nnen. Es gibt hierzu verschiedene Anhaltspunkte:  

-   Alle untersuchten ADAMs wirken pro-inflammatorisch und besitzen proteolytische 

Eigenschaften.  

-    F�r einige ADAMs (ADAM 10 und 17) ist bekannt, dass sie die Neoangiogenese 

unterst�tzen.  

-    Der Gehalt an Neogef�§en korreliert mit dem Verlust elastischer Fasern und dem 

Leukozytengehalt Ð somit sind Neogef�§e als pathomorphologisches Korrelat f�r 

eine fortschreitende Wandschw�chung zu sehen (Michel J.B. et al. 2011).  

-   Weiterhin besitzen ADAMs die F�higkeit Ð wie f�r ADAM 10, 12 und 15 bereits 

nachgewiesen Ð ECM zu degradieren und so ebenfalls die Gef�§wand zu schw�chen 

(Klein T. et al. 2011).  
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Alle genannten Fakten k�nnen zu fortscheitender Wandinstabilit�t und Ruptur beitragen. 

�ber den Stellenwert der ADAMs im Gesamtbild der Aneurysmaerkrankung l�sst sich derzeit 

nur schwer eine Aussage treffen, da es sich bei der AAA-Formation, wie auch bei der 

Atherogenese, um einen multifaktoriellen Prozess handelt. Im Rahmen der Forschung an 

MMPs, welche ebenfalls der Familie der Metalloproteasen angeh�ren, ergaben sich 

Hinweise im Rahmen experimenteller Studien, dass eine Inhibition von MMPs das 

Fortschreiten der Aneurysmaerkrankung unterbinden kann (Reeps C. et al. 2009; Thompson 

R.W. et al. 1999). Weiterhin sollte man jedoch generell bedenken, dass neben genetischen 

und molekularbiologischen Faktoren auch mechanische Einfl�sse eine fortschreitende 

Dilatation und drohende Ruptur bedingen k�nnen (Satoh H. et al. 2004).  

Bislang ist nur ADAM 17 in Bezug auf das AAA erforscht. Dabei wurde im Gegensatz zu 

unserer Studie, welche einen Gesamt�berblick �ber die Rolle proteolytisch aktiver ADAMs 

im AAA geben soll, die Expression in Transitionszone und Aneurysmasack verglichen. Es 

zeigte sich eine h�here Expression in der Transitionszone (Satoh H. et al. 2004). Daher w�re 

es interessant, diesen Vergleich ebenfalls f�r die restlichen proteolytisch aktiven ADAMs 

anzustrengen.  

Unsere Studienergebnisse machen jedoch auch deutlich, dass es m�glicherweise weniger 

gut erforschte ADAMs gibt (e.g. ADAM 8, 10, 12), die in der Pathogenese des AAAs und der 

Atherosklerose relevanter als ADAM 17 sein k�nnten. Man sollte sich zudem vor Augen 

f�hren, dass eine starke Expression nicht zwingend mit einer starken biologischen Aktivit�t 

einhergehen muss. Einer starken Expression kann auch eine ebenso starke Inhibition 

gegen�berstehen.  

Neben ADAM 17 liegen f�r ADAM 15 zahlreiche Studien zur Atherogenese vor. ADAM 15 

zeigte insgesamt und auch in Relation zu TIMP 1 und 3 eine starke Expression. ADAM 15 

sollte somit auch in Hinblick auf das AAA eingehender erforscht werden. F�r ADAM 8 und 9 

liegen erst wenige Daten zu Atherosklerose vor. Bei vergleichsweise schwacher Expression 

besteht f�r ADAM 8 und 9 jedoch die Besonderheit, dass sie weitestgehend unabh�ngig von 

ADAM 10, 12, 15, 17, sowie TIMP 1 und 3 reguliert werden. Zudem werden sie nicht durch 

TIMPs inhibiert (Edwards D.R. et al. 2008, Klein T. et al. 2011, Murphy G. 2009). Es w�re 

daher von Interesse, auch ADAM 8 und 9 eingehender in atherosklerotischen und 

aneurysmatischen Gef�§en zu erforschen und beispielsweise m�gliche Inhibitoren und 

weitere Substrate zu finden. 

Erschwert wurde die verlgeichende Literaturrecherche dadurch, dass sich, mit einer 

Ausnahme, s�mtliche relevanten Studien auf Atherosklerose bezogen, was einen direkten 

Vergleich mit unseren gewonnenen Daten nicht bedingungslos zul�sst. Die  

Aneurysmaerkrankung ist als eigenst�ndige Entit�t von der Atherosklerose abzugrenzen, 

obwohl Atherosklerose als ein Ausgangspunkt der Entwicklung eines AAAs angesehen wird 
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(Guo D.-C. et al. 2006, Kaschina E. et al. 2009, Shimizu K. et al. 2006). Zudem ist in jedem 

Fall die Herkunft der Kontrollen zu ber�cksichtigen, bevor ein direkter Vergleich von 

Studiendaten angestrengt wird. Die Gegen�berstellung unserer Daten und der Daten von 

Satoh, Oksala, Herren und Al-Fakhri et al. zeigte, dass Alter und Spezies der Spender, 

Herkunft der Kontrollgef�§e, sowie Isolation von Zellen in Zellkulturen zu einer starken 

Fluktuation der Ergebnisse f�hren. W�nschenswert w�re es, um die Rolle der ADAMs bei 

Aneurysmaerkrankung und Atherosklerose weiter zu eruieren, zus�tzliche vergleichende 

Daten zu kreieren, welche sich auf einheitliche Kontrollmaterialien beziehen. Es sollte 

bedacht werden, dass eine abweichende Lokalisation von Proben und Kontrollen die 

Aussagekraft einer Studie einschr�nken kann, da pathologische Prozesse verschiedener 

Gef�§regionen voneinander abweichen. Beispielsweise weist das thorakale Aneurysma eine 

andere Pathogenese als das abdominale Aneurysma auf (Pannu H. et al. 2006). 

Eine wesentliche Limitierung des Vergleichs der ADAM-Expression in AAA und Kontrollen ist 

der Aspekt, dass die Expression von ADAMs nach unserer Datenlage mit dem Gehalt an 

SMCs korreliert. Es ist ebenso bekannt wie histologisch nachweisbar (Kapitel 3.3), dass die 

Aneurysmaerkrankung mit einem Verlust an SMCs einhergeht (Michel J.B. et al. 2011). Als 

m�glicher Grund sollte in Erw�gung gezogen werden, dass die Expression von ADAMs in 

SMCs bereits vor der anatomischen und klinischen Manifestation des AAAs vorliegen und 

somit bereits zu einem fr�heren Zeitpunkt die Entstehung von AAA beeinflussen kann. 

Tats�chlich wiesen unserer Kontrollpatienten, welche keine makroskopischen Korrelate der 

Atherosklerose oder des AAAs zeigten, mit Ausnahme von ADAM 9, eine st�rkere ADAM-

Expression auf. Bei einem Durchschnittsalter von 54,8 Jahren w�re es weiterhin interessant 

zu untersuchen, ob bereits j�ngere Patienten eine Expression von ADAMs aufweisen und 

wie stark diese Expression ausf�llt.  

Um unsere Studiendaten als Grundlage f�r weitere Untersuchungen zu nutzen, w�re es 

ausschlaggebend einen direkten Expressionsnachweis der ADAMs in AAA und 

Kontrollaorten zu etablieren. Beispielsweise durch einen direkten Proteinnachweis mittels 

Westernblot k�nnten die Ergebnisse der qRT-PCR unterst�tzt werden. Nachdem die 

Durchf�hrung des Westernblots an Gewebeproben nicht m�glich war, w�re zu erw�gen, 

Zellkulturen von SMCs aus AAA und Kontrollaorten anzulegen und erneut Westernblots 

durchzuf�hren.  

Der Fokus weiterer Untersuchungen sollte auf der Aktivit�t der exprimierten ADAMs liegen. 

Dies kann beispielsweise mittels Zymographie erfolgen. Unsere Studie erbrachte Hinweise 

auf ein Ungleichgewicht zwischen Expression und Inhibition einiger ADAMs im AAA. 

Ausschlaggebend in der Pathogenese des AAAs ist unter Umst�nden nicht alleine die 

Expression der ADAMs, sondern deren verminderte Inhibition. Einige Studien weisen zudem 
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auf eine protektive Rolle von TIMP 1 in der AAA-Formation hin (Ogata T. et al. 2005, Silence 

J. et al. 2002). 

Abschlie§end ist zu �berlegen, welcher klinische Vorteil durch eine ausgedehnte 

Erforschung der Rolle der ADAMs zu erlangen w�re. Generell ist es wichtig und 

lebensrettend, potentiell letale Erkrankungen, wie das AAA, fr�hzeitig zu erkennen und zu 

therapieren. Sonographie (Eckstein et al. 2009) und CT sind erprobte Verfahren. Die 

Etablierung geeigneter Marker stellt einen weiteren Ansatzpunkt zur Fr�herkennung des 

AAAs dar. Die Diagnostik mit Markern erfordert in der Regel nur die Gewinnung geeigneter 

K�rpersekrete und deren Untersuchung. Jedoch setzt die Markerbestimmung eine 

eingehende klinische Erforschung voraus, um die gew�nschte Relevanz der zu 

bestimmenden Marker zu gew�hrleisten. Sollte die Etablierung von Markern gelingen, 

m�sste weiterhin ein kosteneffizientes Verfahren zur Markerbestimmung entwickelt werden. 

Unter genannten Pr�missen birgt die Markerbestimmung die Chance einer nicht-invasiven 

Diagnostik, m�glicherweise sogar bevor sich anatomische Korrelate (e.g. fortschreitende 

Dilatation) manifestieren. Zudem k�nnte die Markerbestimmung eine Charakterisierung von 

Risikopatienten erlauben. Ein gro§er Nachteil der Markerbestimmung besteht hingegen 

darin, dass die zu untersuchenden Enzyme spezifisch f�r die Krankheit sein m�ssen und 

weitere Expressionsorte im K�rper ausgeschlossen werden sollten. Alle untersuchten 

ADAMs werden jedoch ebenfalls im Rahmen entz�ndlicher und maligner Prozesse 

exprimiert (Kapitel 1.4.2 bis 1.4.7), wodurch ein spezifischer Nachweis nicht sicher 

gew�hrleistet ist. Zudem muss das Vorliegen des Markers in den zu untersuchenden 

K�rpersekreten sichergestellt sein.  

Die Frage nach der Eignung der ADAMs als Biomarker l�sst sich nach dem heutigen 

Wissensstand nicht beantworten. Derzeit kann lediglich die Vermutung angestellt werden, 

dass ADAMs eine bislang unbekannte Funktion in der Aortenwand haben, jedoch 

m�glicherweise an der Entstehung von AAA beteiligt sein k�nnen. 
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5 Zusammenfassung 

Das abdominale Aortenaneurysma (AAA) ist eine h�ufige Erkrankung der �lteren Population. 

Trotz verbesserter Therapieoptionen geht die Ruptur des AAAs nach wie vor mit hohen 

Mortalit�tsraten einher. Bislang gilt ein Durchmesser von �ber 5,5 cm als ausschlaggebende 

Therapieindikation. Es ist bekannt, dass insbesondere entz�ndliche Vorg�nge und die 

Degradierung der Gef�§wand durch Proteasen zu Aneurysmabildung und Ruptur beitragen. 

Dabei wird die extrazellul�re Matrix (ECM) der Aortenwand abgebaut. Der Gehalt an glatten 

Muskelzellen (SMCs) und elastischen Fasern reduziert sich dramatisch. Verschiedene 

Proteasen wurden bislang im AAA nachgewiesen. Die Matrixmetalloproteasen (MMPs) sind 

derzeit die bekanntesten und am besten erforschten Vertreter. Die Rolle der ADAMs (A 

Disintegrin and Metalloprotease), welche wie MMPs der Familie der Metalloproteasen 

angeh�ren, wurde hingegen bislang kaum untersucht. Es gibt jedoch bereits Hinweise auf 

die Beteiligung einzelner Mitglieder der Familie der ADAMs, e.g. ADAM 15 und 17, an der 

Atherogenese. Lediglich zu ADAM 17 liegt derzeit eine Studie vor, welche sich mit der 

Aneurysmaerkrankung befasst.  

Ziel dieser Dissertation war daher die systematische Untersuchung proteolytisch aktiver 

ADAMs (ADAM 8, 9, 10, 12, 15 und 17) und deren Inhibitoren (TIMP 1 und 3) im AAA. 

Zu diesem Zweck wurden Pr�parate von 20 Patienten w�hrend der operativen Sanierung 

eines AAAs entnommen und 10 Kontrollpr�paraten gegen�bergestellt. Es folgten eine 

histologische Charakterisierung und immunhistochemische Begutachtung der Pr�parate, 

sowie wie eine Expressionsanalyse auf mRNA-Ebene mittels SYBR-Green-basierter-qRT-

PCR und auf Proteinebene mittels Westernblot an acht weiteren AAA-Pr�paraten. 

Die untersuchten ADAMs und TIMPs waren immunhistochemisch in SMCs, Infiltraten, 

Markophagen und Neogef�§en nachweisbar. Die Expressionsanalyse der untersuchten 

ADAMs mittels PCR zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen AAAs und Kontrollen. 

Lediglich deren Inhibitor TIMP 1 wies eine signifikant schw�chere Expression in den AAAs 

auf. Die Normierung der ADAMs gegen ihre Inhibitoren ergab hingegen eine signifikant 

erh�hte relative Expression von ADAM 10 und 15 im AAA. Signifikant positive Korrelationen 

konnten zwischen ADAM 10, 12, 15, 17 und TIMP 3, sowie dem Gehalt an SMCs beobachtet 

werden.  

Im Rahmen dieser Studie wurden erstmalig s�mtliche proteolytisch aktiven ADAMs parallel 

untersucht. Alle getesteten ADAMs waren im AAA, insbesondere in SMCs, nachweisbar. 

ADAMs scheinen somit eine Funktion in der gesunden Gef�§wand zu haben. Die 

vergleichsweise niedrige Expression der ADAMs im AAA l�sst sich durch den Verlust von 

SMCs im Rahmen der Aneurysmaerkrankung erkl�ren. Im AAA handelt es sich insgesamt 

vermutlich weniger um eine �berexpression der ADAMs, als um eine verminderte Inhibition 
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durch TIMPs. ADAMs k�nnen somit aufgrund ihrer Expression und ihrer enzymatischen 

Eigenschaften zur Entstehung und Progression des AAAs beitragen. Um jedoch den 

Stellenwert der ADAMs im Rahmen der Aneurysmaerkrankung einordnen zu k�nnen, sind 

weitere Untersuchungen erforderlich.  
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