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Abkürzungsverzeichnis 

 

ACR Albumin/Creatinin Ratio 

AER Albuminausscheidungsrate über 24h (engl. albumin excretion rate) 

AKT Serin/Threonin Kinase (Gen, syn. Proteinkinase B) 

ALP Gewebeunspezifische alkalische Phosphatase (Enzym) 

ALPL Gewebeunspezifische alkalische Phosphatase (Gen) 

AMP Adenosinmonophosphat 

ANOVA Varianzanalyse (engl. analysis of variance) 

ATP Adenosintriphosphat 

BAX Bcl-2-ähnliches Protein 4 (engl. BCL2 associated X protein) 

BCL2 engl. B-cell lymphoma 2 bzw. B-Cell CLL/Lymphoma 2 

BMP2 Knochenmorphogenetisches Protein 2 (engl. bone morphogenetic 

protein 2) 

BPS Phosphatgepufferte Salzlösung  (engl. phosphate-buffered saline) 

Ca2+ Kalzium(ion) 

cAMP Cyclisches Adenosinmonophosphat 

CBFA1 Transkriptionsfaktor (engl. core binding factor alpha 1), syn. RUNX2 

cDNA Komplementäre DNS (engl. complementary DNA) 

CKD Chronische Nierenkrankheit/-versagen (engl. chronic kidney disease) 

cSHMT Zytosolische Serin Hydroxymethyl Transferase, syn. SHMT1 

CYBA engl. Cytochrome B-245 Alpha Chain, syn. p22phox (essentielle 

Komponente der phagozytären NADPH-Oxidase) 

DHF Dihydrofolat 

DLX5 Homöobox-Protein DLX-5 (engl. distal-less homeobox 5) 

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat 

dTMP Desoxythymidinmonophosphat, syn. Desoxythymidylat 

DTT Dithiothreitol, syn. Clelands Reagenz 

dTTP Desoxythymidintriphosphat 

dUMP Desoxyuridinmonophosphat, syn. Desoxyuridylat 

DUOX Isoform der NADPH-Oxidase (engl. dual oxidase 1) 

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 

ESRD Endstadium der chronischen Nierenerkrankung (engl. end stage 

renal disease) 

FBS Fetales Kälberserum (engl. fetal bovine serum) 

FGF Fibroblasten-Wachstumsfaktor (engl. fibroblast growth factor) 

GFR Glomeruläre Filtrationsrate 

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (ein Haushaltsgen) 

HAoSMCs Menschliche glatte Gefäßmuskelzellen der Aorta (engl. human aortic 

smooth muscle cells) 

https://de.wikipedia.org/wiki/Hom%C3%B6obox
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HCl Salzsäure 

KDIGO engl. Kidney Disease: Improving Global Outcomes 

Ktr. Kontrolle 

LDL Lipoprotein niederer Dichte (engl. low-density lipoprotein) 

MBD engl. mineral and bone disorder; CKD-MDB im Sinne der renalen 

Osteopathie 

MGP Matrix-Gla Protein 

MMP Matrixmetalloproteinase 

mRNA Boten-RNA (engl. messenger RNA) 

mSHMT Mitochondriale Serin Hydroxymethyl Transferase, syn. SHMT2 

MSX2 engl. msh homeobox 2  

MT Methyltransferase 

MTHFR Methylen-Tetrahydrofolat-Reduktase 

NADPH Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (reduziert) 

Neg. Si Negativ Silencing-Gruppe 

NF-κB engl. nuclear factor kappa B 

NMDA N-Methyl-D-Aspartat 

NO Stickstoffmonoxid 

NOX Isoform der NADPH-Oxidase 

NSCLC Nicht-kleinzelliges Bronchialkarzinom (engl. non-small-cell 

lung carcinoma) 

OPN Osteopontin 

P β-Glycerophosphat 

P22phox Essentielle Komponente der phagozytären NADPH-Oxidase, syn. 

CYBA 

PBS Phosphatgepufferte Salzlösung (engl. phosphate buffered saline)  

PCR Polymerase Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction) 

PDGF engl. platelet-derived growth factor 

Pi Inorganisches Phosphat 

PI3K Phosphoinositid-3-Kinase 

pNPP Para-Nitrophenylphosphat 

PO4
3-  Phosphat-Anion 

PPi Pyrophosphat 

PTH Parathormon 

qRT-PCR Quantitative Echtzeit-Polymerase Kettenreaktion (engl. quantitative 

real-time polymerase chain reaction) 

RANKL engl. receptor activator of NF-κB ligand 

ROS Reaktive Sauerstoffspezies (engl.  reactive oxygen species) 

rpm Umdrehungen pro Minute (engl. revolutions per minute) 

RT-PCR 

 

Echtzeit-Polymerase Kettenreaktion, auch quantitative PCR (engl. 

real-time polymerase chain reaction) 

https://flexikon.doccheck.com/de/Phosphoinositid-3-Kinase
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RUNX2 engl. runt related transcription factor 2, syn. CBFA1  

SAM S-Adenosylmethionin, syn. AdoMet 

SDS Natriumlaurylsulfat (engl. sodium dodecyl sulfat) 

SEM Standardfehler des Mittelwerts (engl. standard error of the mean) 

SHMT1 Serin Hydroxymethyl Transferase 1 

siRNA engl. silencing RNA (syn. small/short interfering RNA) 

SM22-α Transgelin (syn. TAGLN, engl. smooth muscle) 

SMC Glatte Muskelzelle (engl. smooth muscle cell) 

SNPs Single-Nukleotid-Polymorphismen 

SOD Superoxiddismutase 

SOX9 Transkriptionsfaktor, syn. SRY (Sex Determining Region Y)-Box 9 

St. Stadium 

THF Tetrahydrofolat 

TNF-α Tumor-Nekrose-Faktor-α 

TS Thymidylat-Synthase 

VC Gefäßverkalkung (engl. vascular calcification) 

VCi Gefäßverkalkung der Intima (engl. vascular calcification of the intima) 

VCm Gefäßverkalkung der Media (engl. vascular calcification of the media) 

VSMCs Glatte Gefäßmuskelzellen (engl. vascular smooth muscle cells) 

willk. Einh. Willkürliche Einheiten (engl.: arbitrary units, a.u.) 

Wnt Wachstumsfaktor; „w“ von engl. wingless (nach einer flügellosen 

Drosophila-Mutante), „nt“ von Int-Gen 
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Abstract (Deutsch) 

 

Hintergrund & Fragestellung: Hyperphosphatämie als Resultat einer eingeschränkten renalen 

Exkretionsfunktion ist ein häufiges Phänomen bei Patienten mit chronischer Nierenkrankheit. 

Eine entscheidende nachteilige Wirkung dieser besteht in der Ausbildung und Unterhaltung der 

medialen Gefäßverkalkung. Dabei kommt es unter anderem zu einer osteo-/chondrogenen 

Transdifferenzierung der glatten Gefäßmuskelzellen. Die komplexen Signalwege, die diese 

Transformation verursachen, sind bisher nur unzureichend verstanden. Diese Studie untersucht 

die Rolle der zytosolischen Serin Hydroxymethyl Transferase 1 (SHMT1) bei der Kalzifikation 

glatter Gefäßmuskelzellen.  

Methodik: Die Experimente wurden an Zellkulturen von humanen glatten Gefäßmuskelzellen 

der Aorta (HAoSMCs) durchgeführt. Hier wurde die endogene SHMT1-Expression mittels 

Silencing-RNA unterdrückt und die Zellen mit und ohne Phosphat sowie Antioxidantien 

behandelt. Messungen der mRNA Expression verschiedener Verkalkungs-Marker wurden 

mittels quantitativer RT-PCR Technik realisiert. 

Ergebnisse: Phosphatbehandlung führte zu einem Anstieg der SHMT1-mRNA Expression in 

HAoSMCs. Das Silencing von SHMT1 ging mit einem deutlichen Anstieg der mRNA Expression 

typischer Marker osteo-/chondrogener Transdifferenzierung (CBFA1, MSX2, ALPL) einher. 

Außerdem konnte ein mRNA Anstieg charakteristischer Marker von oxidativem Stress, 

namentlich NOX4 und CYBA als Bestandteile des NADH/NADPH-Oxidase Systems, die Matrix-

Metalloproteinase MMP2 sowie Marker der Apoptose (BAX/BCL2-Ratio) in SHMT1-defizienten 

HAoSMC-Kulturen detektiert werden. Schließlich konnte die Zugabe der Antioxidantien 

TEMPOL bzw. Tiron die durch das SHMT1-Silencing verstärkte mRNA-Expression osteogener 

Marker aufheben.  

Fazit: Reduktion von SHMT1 durch Silencing führt zu einer verstärkten osteo- und 

chondrogenen Transdifferenzierung der glatten Gefäßmuskelzellen, erkennbar an einem 

veränderten Expressionsmuster. Diese Vorgänge können zumindest teilweise auf verstärkten 

oxidativen Stress in diesen Zellen zurückgeführt werden. Berücksichtigt man die Zunahme der 

SHMT1-Expression unter Hyperphosphatämie-Bedingungen, scheinen die vorliegenden 

Ergebnisse eine protektive Rolle von SHMT1 in der Regulation der Phosphat-getriggerten 

medialen Verkalkung anzudeuten.  
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Abstract (Englisch) 

 

Background & aims: Hyperphosphatemia is a frequent condition in patients with chronic 

kidney disease due to impaired renal excretion function. Amongst the multifaceted adverse 

effects of hyperphosphatemia, medial vascular calcification takes a crucial role. Therein, osteo-

/chondrogenic transdifferentiation of vascular smooth muscle cells has been identified as one of 

the main elements, though the regulating pathways are still incompletely understood. This study 

aims to investigate the role of cytosolic serine hydroxymethyl transferase 1 (SHMT1) in the 

process of phosphate-triggered vascular calcification.  

Methods: Primary human aortic smooth muscle cells (HAoSMCs) were transfected with 

silencing-RNA (siRNA) to suppress the endogenous SHMT1 expression. Thereafter, cells were 

treated with or without phosphate or additional antioxidant administration and specific mRNA 

expression was measured using quantitative RT-PCR. 

Results: Phosphate up-regulated SHMT1 expression in HAoSMCs. Silencing of SHMT1 was 

followed by increased expression of markers of osteo-/chondrogenic transdifferentiation 

(CBFA1, MSX2, tissue-nonspecific alkaline phosphatase (ALPL)). Compared to negative control 

siRNA transfected HAoSMCs, SHMT1 deficient cells displayed augmented mRNA expression of 

markers for oxidative stress and apoptosis. This was shown by increased mRNA expression of 

components of NADH/NADPH oxidase system (NOX4, CYBA) and enzymes capable of 

degrading extracellular matrix (matrix metalloproteinase MMP2) in SHMT1-silenced cells. 

Furthermore, SHMT1-silenced cells exhibited an up-regulated BAX/BCL2 mRNA ratio. 

Additional antioxidant treatment (TEMPOL, Tiron) was able to ameliorate the SHMT1-silencing 

induced increase of osteogenic markers mRNA expression.  

Conclusions: Reduction of endogenous SHMT1-expression by silencing augments expression 

of transdifferentiation markers in vascular smooth muscle cells. These effects involve, at least in 

part, increased oxidative stress. Since phosphate up-regulated SHMT1, these observations 

indicate a protective role of SHMT1 during phosphate induced medial vascular calcification. 
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1.  Einführung 

1.1. Chronische Nierenkrankheit 

 
Die chronische Nierenerkrankung (engl. chronic kidney disease; CKD) zählt mit einer 

wachsenden Inzidenz und Prävalenz zu einem der größten Gesundheitsprobleme der Zukunft: 

Epidemiologische Schätzungen auf Grundlage verschiedener nationaler und internationaler 

Datenquellen legen Prävalenzzahlen von mindestens 2 bis 9 Millionen Patienten mit einer 

chronischer Nierenkrankheit in Deutschland nahe (3-5). Global gesehen waren im Jahre 2017 

etwa 700 Millionen Menschen an einer chronischen Nierenerkrankung erkrankt (6), Tendenz 

steigend (4). Dies kann unter anderem in der relativen Symptomarmut im Anfangsstadium 

begründet sein. Die chronische Nierenerkrankung verläuft jahrelang schmerzlos und 

schleichend (7). Jedoch geht sie mit einem erhöhten Risiko für kardiovaskuläre Krankheiten, 

Infektionen und Hospitalisationen einher (7).  

Die folgende Zusammenfassung basiert grundsätzlich auf der aktuellen KDIGO Leitlinie von 

2012 (8).  

Die gegenwärtigen nationalen Definitionen der chronischen Nierenerkrankung 

orientieren sich an den internationalen und evidenzbasierten KDIGO Leitlinien (engl. Kidney 

Disease: Improving Global Outcomes) (8). Diese fordern eine Einschränkung der glomerulären 

Filtrationsrate (GFR) <60ml/min/1.73 m2 (GFR Stadien G3a–G5) sowie Zeichen einer 

Nierenschädigung über einen Zeitraum von >3 Monaten. Diagnostische Marker für einen 

Nierenschaden sind (≥1 zur Diagnose notwendig) (8):  

• Albuminurie (Albuminausscheidungsrate (AER) ≥30mg/24 h; Albumin/Kreatinin Ratio 

(ACR) ≥30mg/g [≥3mg/mmol]) 

• Auffälligkeiten im Urinsediment 

• Elektrolytveränderungen und andere Auffälligkeiten, die durch Tubulusschädigung 

bedingt sind 

• histologische Veränderungen 

• Strukturveränderungen sichtbar in der Bildgebung 

• sowie ein Zustand nach Nierentransplantation. 

 

Die Stadieneinteilung der CKD erfolgt anhand der drei Kategorien Ursache (engl. 

cause), GFR-Stadium (G1-G5) und Albuminurie (A1-A3) (CGA-Klassifizierung; siehe Tab. 1 

und 2) (8).  
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Tab. 1:  Stadieneinteilung nach glomerulärer Filtrationsrate 

GFR Kategorie GFR (ml/min/1.73 m2) Beschreibung 

G1 ≥ 90 Normal oder hoch 

G2 60-89 Mild eingeschränkt 

G3a 45-59 Mild bis moderat 

eingeschränkt 

G3b 30-44 Moderat bis schwer 

eingeschränkt 

G4 15-29 Schwer eingeschränkt 

G5 < 15 Nierenversagen 

Nach (8), adaptiert 

 

Hierbei muss berücksichtigt werden, dass ohne Hinweis auf eine Nierenschädigung die 

GFR Kategorien G1 und G2 die Kriterien der CKD nicht erfüllen und keinen Krankheitswert 

darstellen. 

 

Tab. 2:  Stadieneinteilung nach Albuminurie 

Kategorie AER  

(mg/24 hours) 

ACR Beschreibung 

(mg/mmol) (mg/g) 

A1 < 30 < 3 < 30 Normal bis leicht 

erhöht 

A2 30-300 3-30 30-300 Moderat erhöht 

A3 > 300 > 30 > 300 Stark erhöht 

Nach (8), adaptiert, AER Albuminausscheidungsrate über 24h (engl. albumin excretion rate);                                          

ACR Albumin/Creatinin Ratio 

 

Die Ätiologie der chronischen Nierenerkrankung hat sich in den letzten Jahrzehnten 

gewandelt (9). So liegt der Fokus weltweit nun weniger bei den entzündlichen 

Nierenerkrankungen, sondern viel mehr bei chronischen Krankheitsbildern als Folge des 

metabolischen Syndroms (9, 10). Zu den Hauptursachen der CKD werden daher Diabetes 

mellitus (6, 9) sowie arterielle Hypertension (10) gezählt. Diese nehmen sowohl in Industrie- als 

auch Entwicklungsländern stetig zu und werden daher als Ursache für die wachsende Inzidenz 

der CKD angesehen (9, 11, 12). Risikofaktoren sind entsprechend Hypertension, 

Insulinresistenz, Rauchen, Alkoholkonsum, Dyslipidämie, Adipositas und ein niedriger 

sozioökonomischer Status (9, 13). In Industrienationen wie Deutschland wird insbesondere 

Diabetes mellitus als einer der Hauptfaktoren angesehen, die zum Endstadium der CKD führen 

(9). Dagegen sind in den Entwicklungsländern chronische Glomerulonephritiden und 

interstitielle Nephrititiden als Ergebnis bakterieller und viraler Infektionen sowie Parasiten als 
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Hauptursachen weiterhin führend (14). Ebenso zu nennen sind polyzystische 

Nierenerkrankungen, thrombotische Mikroangiopathien, Nephrolithiasis, Tumore und andere 

strukturelle Nierenerkrankungen sowie genetische Syndrome, welche vor allem bei Kindern mit 

CKD bedeutende Ursachen sind (15). 

 

Therapeutische Strategien richten sich neben der Behandlung der Grunderkrankung wie 

Hypertension und Diabetes vor allem nach dem Ausgleich von Störungen des inneren Milieus, 

die durch die eingeschränkte Nierenfunktion entstehen (8). Des Weiteren sollte eine Reduktion 

individueller Risikofaktoren angestrebt werden (siehe Ätiologie). Bereits in den Anfangsstadien 

einer chronischen Nierenerkrankung sollten Komorbiditäten behandelt sowie 

patientenadaptierte Strategien zur Verlangsamung der Progression entwickelt werden (16). Um 

das Voranschreiten der Erkrankung frühzeitig zu erkennen, werden jährliche Messungen der 

GFR und der Albuminurie empfohlen, bei Vorliegen von Risikofaktoren oder ähnlichem häufiger 

(8). Da die arterielle Hypertonie sowohl Ursache als auch Folge der Erkrankung darstellt, ist 

eine regelmäßige Überprüfung und individuelle Anpassung des Blutdrucks von zentraler 

Bedeutung. Vorzugsweise sollte die Einstellung mittels Angiotensin-Rezeptorblockern oder 

ACE-Hemmern durchgeführt werden. Eine intensive Blutdrucksenkung wirkt protektiv gegen die 

Entwicklung einer terminalen Niereninsuffizienz von CKD Patienten (17). 

Weitere therapeutische Maßnahmen sind (8): 

• Blutzuckerkontrollen mit dem Ziel-HbA1c ~7,0% (53 mmol/mol) (>7,0% bei 

Komorbiditäten oder Hypoglykämierisiko) 

• eine Salzrestriktion auf <90mmol (<2 g) pro Tag 

• eine Verringerung der täglichen Proteinzufuhr auf 0,8 g/kg/d bei einer GFR Kategorie 

von G4 oder G5 

• Förderung von Bewegung und Lifestyle-Veränderungen, soweit unter Berücksichtigung 

der individuellen Komorbiditäten möglich 

• eine Ernährungsberatung 

 

Die Planung einer Nierenersatztherapie wird für Patienten mit einem Risiko von ≥10-

20% für die Entwicklung eines Nierenversagen innerhalb eines Jahres empfohlen. Bei 

Entwicklung von Symptomen des Nierenversagens wie Pruritus, Serositis, Störungen des 

Elektrolyt- oder Säure-Basen-Haushalt wird die Empfehlung zur Einleitung der Dialyse 

ausgesprochen. Ab einer GFR von < 20 ml/min/ 1.73 m2 sowie Evidenz für Progression und 

Irreversibilität der CKD über die nächsten 6-12 Monate sollte auch die Möglichkeit einer 

Nierentransplantation berücksichtigt werden. (8)  
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Eine solide Prognoseabschätzung zieht die drei Klassifikationssysteme (Ursache, GFR, 

Albuminurie) sowie weitere Risikofaktoren/Komorbiditäten mit ein. Als Hilfe kann Tabelle 3 

dienen.  Hier erfolgt die Einteilung der Patienten in vier Risikokategorien, welche mit steigender 

Albuminurie bzw. sinkender GFR eine schlechtere Prognose erwarten lassen. Prädiktoren für 

eine weitere Progression sind unter anderem arterielle Hypertonie, Hyperglykämie, 

Dyslipidämie, Nikotinabusus und Übergewicht. (8) 

 

Tab. 3:  Prognoseeinschätzung der CKD mittels GFR und Albuminurie 

Nach (8), adaptiert 

Grün: Niedriges Risiko (wenn keine  

anderen Hinweise für  

Nierenerkrankungen vorliegen, kein 

Krankheitswert) 

Gelb: Moderat erhöhtes Risiko 

Orange: Hohes Risiko 

Rot: Sehr hohes Risiko 

 

 

Das Vorliegen einer chronischen Nierenerkrankung geht mit einer Vielzahl an 

Komplikationen einher:  

• Patienten mit CKD sollten als Risikopersonen für die Entwicklung eines akuten 

Nierenversagen eingestuft werden. Dies ist insbesondere bei potentiell 

nierenschädigenden diagnostischen und therapeutischen Verfahren zu berücksichtigen 

(8).  

• Ebenso kommt es im Verlauf häufig zu einer renalen Anämie (als Hb-Grenzwerte 

werden angesehen: Männer: <13,0 g/dl (<130 g/l); Frauen: <12,0 g/dl (<120 g/l)) (8) 

• Auch kommt es bei CKD-Patienten schneller zur Entwicklung einer Azidose. Diese soll 

mit oraler Bicarbonat-Supplementation bei einem Serum-Bikarbonat <22 mmol/l 

therapiert werden (8).  

• Des Weiteren besteht ein erhöhtes Risiko für Infektionen (18) sowie Hospitalisierung 

(19). 

• Das GFR-Stadium ist ein unabhängiger Risikofaktor für atherosklerotisch-bedingte Herz-

Kreislauf-Erkrankungen (20). So haben CKD-Patienten u.a. ein erhöhtes Risiko für das 

Auftreten von Myokardinfarkten, Herzinsuffizienz und Schlaganfall (21). Es konnte 

gezeigt werden, dass diese Verbindung bereits lange vor dem Dialyse-pflichtigem 

Endstadium der CKD besteht (22).  

 Albuminurie 
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• CKD ist assoziiert mit erhöhter Morbidität, kardiovaskulärer sowie Gesamtmortalität und 

Senkung der Lebensqualität (22, 23). 

 

Besondere Bedeutung erlangt in diesem Zusammenhang die renale Osteopathie (syn. 

renale Osteodystrophie). Daher hat die KDIGO eine eigene Leitlinie zu diesem Thema 

veröffentlicht (Stand 2017, (24)): Die als CKD-MBD (engl. mineral and bone disorder) 

bezeichnete Störung äußert sich unter anderem in Muskel- und Knochenschmerzen, einer 

Erhöhung des Frakturrisikos bei Osteoporose sowie Gefäß- und Bindegewebsverkalkungen. 

Die Pathogenese der renalen Ostheopathie ist im folgenden Kapitel näher erläutert.  

Diagnostisch sollen regelmäßige Messungen des Serum-Kalziums und -Phosphats, des 

Parathormons (PTH), der alkalischen Phosphatase sowie eventuell 25(OH)D (Kalzidiol) ab 

Stadium G3a erfolgen. Die Verlaufsbeobachtung dieser Parameter ist entscheidend für die 

Therapie. Knochendichtemessungen sollen ab Stadium G3a sowie bei Vorliegen von 

Risikofaktoren für Osteoporose vorgenommen werden, in Einzelfällen kommt eine Biopsie in 

Frage. Therapeutisch stehen ab Stadium G3a die Einhaltung der jeweiligen Referenzbereiche 

für Phosphat und Kalzium im Vordergrund, z.B. durch Reduktion der alimentären 

Phosphataufnahme. Ab Stadium G4/5 kommen auch Kalzitriol und Vitamin D-Analoga in 

Betracht. Diese können auch zu einer PTH-Verminderung bei Hyperparathyreodismus gegeben 

werden. Wenn dieser nicht konservativ in den Griff zu bekommen ist, wird auch die Empfehlung 

einer Parathyreoidektomie ausgesprochen. Die Therapie einer Osteoporose erfolgt wie in der 

übrigen Bevölkerung. (8, 24) 

Viele der genannten Komplikationen sind direkt prognoseentscheidend (8).  

 

1.2.  Hyperphosphatämie 

 
Physiologie 

Der Phosphat-Haushalt wird durch die intestinale Phosphat-Aufnahme (~950mg/d), 

renale und intestinale Phosphat-Ausscheidung sowie der ossären Reservoir-Funktion bestimmt. 

Der so aufrechterhaltene austauschbare Phosphat-Pool besteht vorwiegend (~70%) aus 

intrazellulärem Phosphat, welches zu einem Großteil organisch gebunden vorliegt, sowie das 

an der Ossifikationszone des Knochens gelöste Phosphat (~29%). Weniger als 1% sind im Blut 

gelöst und stellen das Serum-Phosphat dar. Die Hauptmasse des Phosphats befindet sich im 

Knochen. Der Serum-Phosphat Spiegel kann über 3 Wege gesenkt werden: via ossärer 

Einlagerung oder intestinaler oder renaler Exkretion. Dabei ist die renale Ausscheidung der 

wahrscheinlich bedeutendste Faktor. Bei gesunden Erwachsenen entspricht die Menge der in 

den Knochen neu eingelagerten Phosphatsalze auch in etwa der der Abgabe aus dem 
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Knochen. Während die Phosphat-Sekretion des Darms etwa 150 mg/d beträgt, kommt das über 

den Urin ausgeschiedene Phosphat auf etwa 800 mg/d. Eine intakte Nierenfunktion ist somit 

essentiell für die Aufrechterhaltung physiologischer Serum-Spiegel. Ein Verlust der 

Exkretionsfunktion, wie sie im Rahmen einer CKD auftritt, führt zu einer gestörten Phosphat-

Homöostase und durch Phosphatretention zu einer Hyperphosphatämie. (25) 

 

Sekundärer Hyperparathyreoidismus und weitere Gegenregulationsmechanismen 

Kalzium- und Phosphatstoffwechsel sind eng miteinander verbunden (26): So führt 

neben einem erniedrigten Serum-Kalzium auch Hyperphosphatämie zu einer 

Parathormonsynthese in den Nebenschilddrüsen (27). Parathormon (PTH) wiederum induziert 

eine verstärkte Mobilisation von Kalzium aus dem Knochen, um der vermeintlichen 

Hypokalzämie entgegenzuwirken. Da Kalzium nur zusammen mit Phosphat aus dem ossären 

Speicher mobilisiert werden kann, kommt es zu einer weiteren Steigerung der 

Hyperphosphatämie. Physiologischerweise hemmt Parathormon auch die renale Reabsorption 

von Phosphat im proximalen Tubulus, womit einer Hyperphosphatämie entgegengewirkt wird. 

Da dieser Mechanismus bei CKD-Patienten gestört ist, kommt es zu einer Anreicherung von 

Phosphat. Die konsekutive PTH-Synthese zur Reduktion der Hyperphosphatämie kann bei 

eingeschränkter Nierenfunktion nicht wirken. Im Gegenteil verstärkt es das Problem, ein 

Circulus vitiosus entsteht. (26) 

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass Patienten mit CKD zu einem Großteil parallel 

einen Mangel an Calzidiol und Calzitriol aufweisen (28). Dieser tritt auch schon in frühen 

Krankheitsstadien in Erscheinung (29). In der Gruppe der Dialyse-Patienten sollen 50-90% eine 

Vitamin D Defizienz zeigen (30). Ursache dafür ist unter anderem eine Hyperphosphatämie-

induzierte Zunahme des Fibroblast Growth Factor 23, welcher die Aktivität der 25-

Hydroxyvitamin D-1α-Hydroxylase vermindert und direkt die Phosphatausscheidung steigert 

(31). Calzitriol führt über die bekannten Mechanismen (gesteigerte intestinale und renale 

Kalzium- und Phosphat-Re(ab)sorption) unter anderem zu einer Anhebung des Kalziumspiegels 

(32). CKD Patienten weisen daher häufig eine Hypokalzämie auf (33). Diese Hypokalzämie 

verstärkt den bereits dargestellten sekundären Hyperparathyreodismus mit konsekutiver 

Hyperphosphatämie (25).  

In den letzten Jahren kam es zu beachtlichen Fortschritten im Verständnis des 

sekundären Hyperparathyreodismus bei CKD-Patienten. Neben den bereits erwähnten 

Mechanismen spielen intrinsische Veränderungen der Nebenschilddrüsen, Resistenz des 

Skelettsystems auf PTH und andere Mechanismen eine Rolle (34). 
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Veränderungen des Knochenstoffwechsels 

In der Tat wird von einer „skeletal resistance“ gegenüber PTH gesprochen (34): Es 

konnte gezeigt werden, dass es zu einer reduzierten cAMP-Freisetzung (cyclisches 

Adenosinmonophosphat) als Antwort auf PTH in urämischen Tieren mit chronischer 

Niereninsuffizienz kommt. Daher wird eine PTH-induzierte Down-Regulation des PTH-Rezeptor 

Adenylatzyklase Systems angenommen (35). Gut untersucht ist, dass im Endstadium der CKD 

höhere PTH-Spiegel notwendig sind, um eine normale Rate an Knochenumbau sicherzustellen, 

als in den KDIGO-Leitlinien für PTH empfohlen werden (25).  

Des Weiteren wird vermutet, dass es parallel zu einer Resistenz des Skelettsystems 

gegenüber Kalzitriol kommt. Diese scheint in der Anwesenheit von Urämietoxinen begründet zu 

sein. (36)  

Die physiologische Funktion des Knochens als Speicherort für Kalzium und Phosphat ist 

CKD-bedingt gestört (25). Ein PTH-assoziierter erhöhter Knochenumbau resultiert in einer 

verminderten Sekretion von Typ-1-Kollagen sowie verstärkter RANKL-Produktion (engl. 

receptor activator of NF-κB ligand), wodurch die verstärkte Knochen-Bildung von einer noch 

stärker erhöhten Knochen-Resorption überholt wird (25). Außerdem sind die Umbauprozesse 

charakterisiert von der Bildung eines atypisch geformten Knochens mit gestörtem 

Kollageneinbau und endostealer Fibrose (37). Somit ist selbst bei erhaltener Knochenmasse die 

Funktionalität des Skelettsystems herabgesetzt (25). Osteopenie und später Osteoporose sind 

die Folge (25). Es kommt zu der im vorangegangenen Kapitel beschriebenen renalen 

Osteopathie. Diese tritt bereits zu frühen Krankheitsstadien und unter physiologischen Kalzium- 

und Phosphat-Spiegeln auf (29). Oft wird sie daher lediglich durch erhöhte PTH-Spiegel auffällig 

(29). Klinisch kommt es zu einer Erhöhung der Prävalenz von Osteoporose bei CKD-Patienten 

im Vergleich zur Allgemeinbevölkerung (38). Dabei konnte nachgewiesen werden, dass bereits 

geringe Erhöhungen des Serum-Phosphats innerhalb der von den Leitlinien empfohlenen 

Referenzbereichen die pathologischen Veränderungen bewirken (39). Es hat sich gezeigt, dass 

erhöhte Phosphatspiegel mit der Entwicklung von Herzinsuffizienz und kardiovaskulären 

Ereignissen assoziiert sind (39). Insbesondere konnte gezeigt werden, dass erhöhte 

Phosphatspiegel unabhängig von anderen Risikofaktoren mit einer erhöhten Sterblichkeitsrate 

verbunden sind (40). Das Mortalitätsrisiko erhöht sich proportional mit den Serum-Phosphat 

Spiegeln bei Patienten mit CKD (40). 

 Die aktuellen KDIGO CKD-MBD Leitlinien weisen daher bereits früh auf eine Phosphat-

senkende Therapie hin (24). Diese kann durch Phosphat-Binder, Reduktion der alimentären 

Phosphataufnahme oder Dialyse realisiert werden (24). Die Pufferfunktion, welche unter 

physiologischen Umständen das Skelettsystem bei einer positiven Phosphatbilanz ausübt, wird 

gestört. Auf diese Weise wird bei CKD-Patienten eine heterotope Mineralisation getriggert (25). 
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Dieses neue Phosphat-Reservoir liegt hauptsächlich im Weichteilgewebe, inklusive der 

Blutgefäße (25).  

 

Zusammengefasst: In Patienten mit chronischer Nierenkrankheit kommt es zu Störungen 

des Phosphat-, Kalzium-, Parathormon- und Vitamin D-Metabolismus mit mannigfachen 

Verknüpfungen. Deren Auswirkungen greifen in komplexer Weise in den Knochenstoffwechsel 

und das kardiovaskuläre System ein. Es kommt zu renaler Ostheopathie inklusive Osteoporose 

auf der einen und heterotoper Verkalkung auf der anderen Seite. Folgend soll dargestellt 

werden, welche pathologischen Veränderungen am Blutgefäßsystem stattfinden und welche 

Mechanismen bei dieser heterotopen Verkalkung eine Rolle spielen.  

 

1.3.  Mechanismen der vaskulären Kalzifizierung  

 
Vor allem im Endstadium der chronischen Nierenerkrankung (engl. end stage renal 

disease, ESRD) werden die Folgen einer chronischen Hyperphosphatämie deutlich und zeigen 

sich in einer zunehmenden Verkalkung des Gefäßsystems, des Myokards und der Herzklappen 

(41). Bei den Kalzium-Phosphat-Ablagerungen handelt es sich hauptsächlich um Apatit (42). Es 

werden zwei Formen der vaskulären Kalzifizierung (engl. vascular calcification, VC) 

unterschieden, die sich in Lokalisation und Pathomechanismus unterscheiden: die  intimale 

Gefäßverkalkung (engl. vascular calcification of the intima, VCi) im Rahmen atherosklerotischer 

Plaques auf der einen und die Gefäßverkalkung der Media (engl. vascular calcification of the 

media, VCm) auf der anderen Seite (43).  

Die Verkalkung der Intima (VCi) ist fokal, mit Inflammation assoziiert und vor allem in 

den großen Gefäßen wie der Aorta und deren großen Abgängen sowie der Koronargefäße 

lokalisiert (25). Eine Kalzifikation der atheromatösen Plaques erfolgt meist erst zu späteren 

Krankheitsstadien (44). Des Weiteren spielen hier die traditionellen Risikofaktoren (Alter, 

arterielle Hypertension, Diabetes mellitus, Dyslipidämie, Rauchen) eine ursächliche Rolle (44, 

45).  Aufmerksamkeit erlangt sie besonders durch die Bildung neointimaler Plaques, welche 

durch die modernen Bildgebungstechniken dargestellt werden können (25).   

Die Verkalkung der Media (VCm) wird unter anderem durch Alterungsprozesse, 

Diabetes mellitus und die chronische Nierenerkrankung hervorgerufen (41). An der 

Pathogenese scheinen sowohl traditionelle Risikofaktoren (siehe oben) als auch andere “nicht-

traditionelle“ Faktoren wie Hyperphosphatämie, Hyperparathyreodismus und Hämodialyse-

Dauer beteiligt zu sein (44, 46). Wichtig ist auch zu erwähnen, dass die VCm bereits in frühen 

Krankheitsstadien in Patienten jungen bis mittleren Alters mit chronischer Nierenerkrankung 

auftritt (44). Sie ist charakterisiert durch eine diffuse Ablagerung von Mineralstoffen vor allem in 
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den großen Arterien vom elastischen Typ, Viszeral- und Nierengefäßen bis zu kleineren 

Arterien mit einem Durchmesser von mindestens 0,5 mm (44, 47). Die VCm ist mit einer 

erhöhten Arteriensteifheit (engl. stiffness) assoziiert (objektivierbar an einer erhöhten 

Pulswellengeschwindigkeit der Aorta (engl. aortic pulse-wave velocity)) (48). Diese führt zu 

einer verminderten Dehnbarkeit der Gefäße, einem steigenden systolischen und erniedrigten 

diastolischen Blutdruck, einer Erhöhung der Nachlast und folgender Einschränkung der 

Koronarduchblutung während der Diastole (41). Folgen sind linksventrikuläres Remodelling und 

Hypertrophie, welche das Risiko für Herzversagen und Myokardinfarkt sowie einer allgemein 

erhöhten kardiovaskulären Mortalität erhöhen (49). Die in manchen Arbeiten erwähnte 

Mönckeberg Mediasklerose ist besonders an der Aorta und den Extremitätenarterien lokalisiert 

(44, 50). Die Kalzium-Ablagerungen können hier die gesamte Zirkumferenz einnehmen und zu 

sogenannten Pfeifenrohr-Arterien (engl. pipestem arteries) führen (50). Die verdickten und 

rigiden Arterienwände führen primär nicht zu einer Okklusion des Gefäßes, da das Lumen offen 

bleibt (50).  

 

In Patienten mit ESRD kommen beide Formen der VC vor, wobei die VCm deutlich 

stärker ausgeprägt zu sein scheint (51). Diese Erkenntnis, obwohl alt, schien ein gutes 

Jahrhundert in den Hintergrund gerückt worden zu sein: Ein Blick in die Geschichte zeigt, dass 

bereits Pathologen des 19. Jahrhunderts Knochen-ähnliches Gewebe innerhalb 

arteriosklerotisch veränderter Arterien erkannten. Rudolf L. K. Virchow verglich 1858 die von 

ihm gefundenen Strukturen in der mittleren Schicht der Arterienwand mit realem Knochen (52). 

Durch einen Prozess der „Ossification“ würden die „Faserzellen der Ringfaserhaut in 

Kalksäulchen verwandelt“ (52). Bereits er unterschied diese von den Fettzellen-enthaltenden 

und mit Inflammation assoziierten Plaques der Arterienwände (52). Ein halbes Jahrhundert 

später studierte Johann G. Mönckeberg die Mediaverkalkung der Extremitätenarterien genauer 

(53). Dennoch galt der Prozess der VC über die meiste Zeit des 20. Jahrhunderts als ein 

passiver, degenerativer und unregulierter Vorgang, der innerhalb atherosklerotischer Plaques 

abläuft (54).  

Anhand der aktuellen Literatur zeigt sich diese Ansicht als überholt: Die VCm wird 

beschrieben als ein komplexer, aktiv zell-vermittelter und streng regulierter Prozess, der mit 

einer Reprogrammierung und Transdifferenzierung kontraktiler glatter Gefäßmuskelzellen (engl. 

vascular smooth muscle cells, VSMCs) zu einem Osteoblasten-ähnlichen Phänotyp einhergeht 

(55). Einige der beteiligten Prozesse zeigen Parallelen mit der physiologischen Ossifikation des 

Skelettsystems (56). Am Ende dieses Vorgangs generiert die umgewandelte Gefäßmuskelzelle 

die Ablagerung von Hydroxylapatit in die extrazelluläre Matrix der Media (55). 
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Histologisch kann dieser Prozess der Kalzifizierung  für die Mönckeberg-Sklerose in vier 

Stadien eingeteilt werden (44): Nach einer initialen feinkörnigen/granulären Kalzium-Ablagerung 

in Nachbarschaft der VSMC und entlang der inneren elastischen Membran der Gefäßwände 

(besonders Anlagerung an Elastin) (Stadium 1) folgt eine Konfluenz der Ablagerungen bis hin 

zu zwei Dritteln des Gefäßquerschnitts (Stadium 2). Ein Fortschreiten der Kalzifikation führt zu 

soliden Hydroxylapatit-enthaltenden Plättchen innerhalb der Media, die später die gesamte 

Zirkumferenz umfassen (Stadium 3). Außerdem wird eine Hyperplasie der subendothelialen 

Intima beobachtet. Schließlich können Zentren der Knochenbildung innerhalb der Media 

gefunden werden, welche trabekuläre Strukturen sowie Markräume mit hämatopoetischen 

Zellen und Adipozyten aufweisen können (Stadium 4). Welche pathologischen Prozesse hier 

genau ablaufen, ist noch nicht abschließend geklärt und Gegenstand intensiver Forschung. (44, 

50) 

Hyperphosphatämie scheint bei der medialen Gefäßverkalkung eine zentrale Bedeutung 

einzunehmen. Hinweise darauf, dass Hyperphosphatämie direkt und unabhängig von anderen 

Faktoren wie Hyperkalzämie etc. an der Genese der VCm beteiligt ist, liefern klinische Studien 

an Patienten mit CKD sowie Patienten mit genetischen Syndromen (z.B. Mutationen des 

Fibroblast Growth Factor 23 (FGF-23)) (57). So konnte klinisch gezeigt werden, dass eine 

Senkung der Serum-Phosphat Konzentration mittels kalziumfreiem Phosphatbinders eine 

weitere Progression der vaskulären Kalzifizierung in ESRD Patienten vermindert (41). Des 

Weiteren konnten in-vitro Studien zeigen, dass sowohl Aorta von Ratten als auch Kulturen 

humaner glatter Muskelzellen (engl. smooth muscle cell, SMC) unter Hyperphosphatämie-

Bedingungen einen Dosis-abhängigen Anstieg der Kalzium-Phosphat-Ablagerungen als auch 

eine verstärkte Expression von Markern der osteogenen Differenzierung aufweisen (58, 59).  

Hyperphosphatämie kann über verschiedene Wege direkt die vaskuläre Verkalkung 

beeinflussen:  

• Eine passive Ausfällung von Kalzium-Phosphat Salzen kommt durch Erhöhung des 

Kalzium-Phosphat Produkts (Ca X P) zustande: oberhalb des Löslichkeitsprodukts 

kommt es zur Ausfällung und Bildung von Präzipitaten im extrazellulären Raum. 

(Tatsächlich ist dies bereits unter physiologischen Serum-Kalzium und –Phosphat 

Konzentrationen der Fall, jedoch verhindern pH, Temperatur und andere Inhibitoren 

(vorrangig Pyrophosphat und antikalzifizierende Proteine; siehe unten) die Ausfällung im 

Weichgewebe des gesunden Organismus. Während alleinige Hyperkalz- und 

Hyperphosphatämie im Gesunden zu keiner Kalzifizierung führen, sind sie doch der 

Schlüssel und Auslöser weiterer zell-vermittelter Prozesse und triggern so die Initiierung 

und Progression der VC bei CKD-Patienten.) (47, 60) 

• Hyperphosphatämie löst eine osteo-/chondrogene Transdifferenzierung der glatten 

Gefäßmuskelzellen aus (56). 
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• Unter Hyperphosphatämie kommt es zum Verlust von Mineralisierungs-Inhibitoren wie 

MGP (Matrix-Gla Protein, ein Transkriptionsfaktor, welcher die VSMC 

Transdifferenzierung inhibiert und die Kalzium-Bindung an die extrazellulärere Matrix 

verringert), Osteopontin (OPN, Binder von Hydroxylapatit und Förderer der 

Osteoklasten-Funktion), Fetuin-A (einer der stärksten Inhibitoren ektoper Verkalkung 

und SMC-Apoptose), Osteoprotegerin, Pyrophosphat (ein potenter Inhibitor der 

Hydroxylapatit-Kristallisierung) und weitere, verhindern in der normalen 

Gefäßmuskelschicht aktiv die Verkalkung (61-64). 

• Es wird die Induktion von Apoptose der Gefäßmuskelzellen gefördert (56, 64, 65). 

• Erhöhte Phosphatspiegel führen zu gesteigertem oxidativem Stress  (66). 

• Es kommt zum Umbau und Untergang von Extrazellulärmatrix, sowie Zerstörung 

elastischer Fasern (67), assoziiert mit der Aktivität von Matrix-Metalloproteinasen (68). 

 

Trotz zunehmender Bemühungen und vermehrter Forschung zu diesem Thema bleiben 

viele Fragen zu den multiplen Faktoren und Mechanismen der vaskulären Kalzifizierung bei 

Patienten mit CKD offen. Die vorherrschende Hypothese zur Entstehung der medialen 

Gefäßverkalkung legt ein Zusammenspiel verschiedener Risikofaktoren wie Diabetes mellitus, 

Dyslipidämie, Inflammation und Urämie im Zusammenhang mit Hyperphosphatämie nahe, die 

einen Prozess initiieren und verstärken, bei dem es zu einer osteo-/chondrogenen 

Transformation der glatten Gefäßmuskelzellen kommt. Veränderungen der Expression 

verschiedener osteogener Transkriptionsfaktoren und Enzyme spielen in diesem Prozess eine 

entscheidende Rolle und führen zur aktiven Mineralisierung der Gefäße durch die 

Gefäßmuskelzellen. Eine Auswahl der relevanten Signalwege soll im Folgenden näher erläutert 

werden.  

 

1.4. Transformation glatter Gefäßmuskelzellen und assoziierte 

Signaltransduktionswege 

 
Die glatten Gefäßmuskelzellen (engl. vascular smooth muscle cells, VSMCs) sind 

mesenchymalen Ursprungs und können unter bestimmten Bedingungen zu anderen Zelltypen 

mesenchymalen Ursprungs transdifferenzieren (56).  Dazu zählen Osteoblasten, Chondrozyten 

und Adipozyten (56). 

Unter zellulärem Stress können die glatten Gefäßmuskelzellen einen morphologischen 

Wandel durchmachen, wodurch diese einen sekretorischen osteoblasten-ähnlichen Phänotyp 

annehmen (56, 69).  Dieser Prozess geht mit einer Hochregulation mineralisierungsfördernder 

Faktoren und Enzyme einher (56). Dazu zählen unter anderem (56, 63): 
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• RANKL (engl. receptor activator of nuclear factor kappa B ligand): Es handelt sich um 

ein trans-membran Protein, welches von T-Zellen und Osteoblasten exprimiert wird. Es 

steigert Differenzierung und Aktivität von Osteoklasten und fördert direkt die vaskuläre 

Kalzifizierung (70).  

• BMP2 (engl. bone morphogenetic protein 2): Als ein Schlüsselfaktor in der Entstehung 

Osteoblasten-ähnlicher Zellen ist er für die osteogene Differenzierung mesenchymaler 

Zellen bedeutsam. Er reguliert sowohl osteogene (MSX2, DLX5, Osterix) als auch 

chondro-osteogene (CBFA1, SOX9) Transkriptionsfaktoren (siehe unten). (71, 72) 

• die alkalische Phosphatase (siehe unten). 

 

Die Expression dieser Faktoren zeigt eine osteo-/chondrogene Transdifferenzierung der 

zuvor kontraktionsfähigen VSMC an (63). Gleichzeitig exprimieren diese Zellen weniger Marker 

glatter Gefäßmuskelzellen wie Alpha-Actin-2 und SM22-α /Transgelin (73). Im Folgenden soll 

näher auf die genannten Transkriptionsfaktoren CBFA1 und MSX2 sowie assoziierter 

Signalwege eingegangen werden.  

 

CBFA1 

CBFA1 (engl. core binding factor alpha 1) wird in die RUNX Familie von 

Transkriptionsfaktoren eingeordnet und auch unter dem Namen RUNX2 (engl. runt related 

transcription factor 2) gefunden (74). Er hat eine Schlüsselrolle bei der Proliferation und 

Differenzierung von Osteoblasten (74). Versuche mit CBFA1-defizienten Mäusen zeigten ein 

völliges Fehlen der Mineralisation des Skelettsystems (75). Diese Mäuse wiesen 

schwerwiegende Fehler bei der Ossifikation bei fast normal ausgebildetem Knorpelgewebe auf 

(75). Des Weiteren konnte CBFA1 als starker anti-apoptotischer Faktor identifiziert werden, der 

ein Gegenspieler von p53 zu sein scheint (76). Schließlich wird er von einigen Autoren als 

Onkogen angesehen, indem er unter anderem mit Zellzyklus-regulierenden Faktoren interagiert, 

wie etwa dem Retinoblastom-Protein (74). Neben seiner entscheidenden Rolle bei der 

Ossifikation  kommt ihm so ein Stellenwert bei der „DNA-Damage Response“ zu (74).  

Phosphat führt zu einer Hochregulation der CBFA1 Expression und Aktivität in 

kultivierten VSMCs (73). CBFA1 wird positiv reguliert durch FGF (engl. fibroblast growth factor), 

Retinsäuren sowie indirekt über BMP-Mitglieder (wie BMP-2) und wahrscheinlich gehemmt 

durch Vitamin D3 (77, 78). Des Weiteren beeinflusst TNF-α die Expression dieses 

Transkriptionsfaktors (79, 80). Für die Differenzierung von osteogenen Vorläuferzellen wird die 

CBFA1-Genexpression direkt via Wnt-Signalweg (Wnt: Wachstumsfaktor; „w“ von engl. 

wingless (nach einer flügellosen Drosophila-Mutante), „nt“ von Int-Gen) aktiviert und reguliert so 

den Eintritt undifferenzierter mesenchymaler Zellen in die osteogene Zellinie (81). Durch CBFA1 

regulierte Proteine sind u.a. Osteocalcin (engl. bone Gla protein), Osteopontin, 
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Matrixmetalloproteinasen (MMP), die alkalische Phosphatase sowie Kollagen Typ 1 (62, 82, 

83).  

 

MSX2 

MSX2 (engl. msh homeobox 2) ist ein osteogener Transkriptionsfaktor, welcher für die 

kraniofaziale Mineralisation entscheidend ist (84). In Mausmodellen wurde gezeigt, dass ein 

Fehlen von MSX2 zu verschiedenen Defekten der Verknöcherung der Kalotte und zu 

persistierenden Foramina führt (85). Daneben wurden auch Pathologien der enchondralen 

Ossifikation, Zähnen, Haarfollikel und anderen gefunden (85). Ein Zielgen von diesem 

Transkriptionsfaktor ist Osteocalcin (62). Des Weiteren kann MSX2 die Aktivität von CBFA1 

modifizieren (86).  

Es konnte gezeigt werden, dass atherogene Stimuli wie Interleukin-1 β und einige aus 

oxidiertem LDL entstandene Lipidabkömmlinge in mesenchymalen Zellen zu einer vermehrten 

vaskulären Aktivität  von MSX2 führen (87, 88). Der Tumor-Nekrose-Faktor-α (TNF-α) induziert 

ebenso die MSX2-Expression via NF-κB-Signalweg in VSMCs (80). Des Weiteren wird durch 

TNF-α sowie oxidierte Lipide die BMP-2 Expression in VSMCs und Endothelzellen stimuliert 

(89). BMP-2 wiederum reguliert osteogene Transkriptionsfaktoren wie MSX2 via BMP2-MSX2-

Wnt-Signalweg hoch (71, 72). MSX2 führt zu einer Aktivierung des parakrinen Wnt-

Signalweges. Es führt zu einer verstärkten Transkription von Wnt3a- und Wnt7a-mRNA als 

auch zu einer Hemmung von Inhibitoren dieses Signalweges. Es folgt die Akkumulation von β–

Catenin im Zellkern und eine verstärkte Transkription von Genen, welche Zellteilung und 

Differenzierung der glatten Gefäßmuskelzelle regulieren. Es kommt zu einer Verstärkung der 

osteo-/chondrogenen Transdifferenzierung der Zellen. (72) 

Unter den durch CBFA1 und den MSX2-Wnt-Signalweges beeinflussten Genen ist auch 

die alkalischen Phosphatase, welche über im Folgenden beschriebene Prozesse die 

Mineralisation fördert (72, 83).   

 

Alkalische Phosphatase 

Ein wirkungsvoller Inhibitor und Regulator der Bildung von Hydroxylapatit aus Kalzium 

und Phosphat ist Pyrophosphat (PPi) (90). Es fällt bei der Hydrolyse von ATP zu  AMP an, ein 

Vorgang, der durch die Ectonucleotide-Pyrophosphatase-1 vermittelt wird  (91, 92). Es konnte 

gezeigt werden, dass Zellkulturen von aortalem Gewebe PPi freisetzen und dass eine 

Kalzifikation dieser selbst bei hohen Konzentrationen von Phosphat und Kalzium nur auftritt, 

wenn PPi entzogen wird (93).  

Der Abbau von PPi wird mittels Hydrolyse durch Pyrophosphatasen bestimmt (94). Hier 

ist besonders die gewebeunspezifische alkalische Phosphatase (ALP) zu nennen (94). Dieses 

Ektoenzym wird durch das ALPL-Gen kodiert (92).  
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Bei dem seltenen Krankheitsbild der Hypophosphatasie liegt ein Mangel von ALP vor, 

welcher in einer Anreicherung von PPi und in einer gestörten Knochen-Mineralisation resultiert 

(95). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass Niereninsuffizienz in vitro zu einer gesteigerten 

Aktivität und Vorkommen von ALP in Gefäßgewebe führt (94).  

Eine Erhöhung der ALP führt also zum einen zu einer Verminderung des 

mineralisierungshemmenden PPi, zum anderen wird direkt das Substrat für die weitere 

Hydroxylapatit-Bildung bereitgestellt (92). Die alkalische Phosphatase stellt somit ein 

Schlüsselenzym für die ektope Kalzifikation in VSMCs im Prozess der vaskulären Verkalkung 

dar (92), siehe Abbildung 1.  

 

 

Oxidativer Stress 

Neben den bereits angesprochenen Punkten spielt oxidativer Stress besonders bei der 

Gefäßverkalkung in CKD-Patienten eine große Rolle (96). Oxidativer Stress bezeichnet ein 

Ungleichgewicht zwischen antioxidativen Faktoren und oxidativen Produkten zugunsten von 

letzteren (97). Die Akkumulation von Oxidantien wie reaktiven Sauerstoffspezies (engl. reactive 

oxigen spezies; ROS) führt zu Oxidation von DNA, Proteinen, Kohlenhydraten sowie Lipiden 

und in der Folge zu Apoptose und Zell- beziehungsweise Organdysfunktion (97). Im Folgenden 

sollen die für diese Arbeit interessanten Modulatoren und wichtigen Zusammenhänge kurz 

erläutert werden.  

Werden VSMCs oxidativem Stress in Form von Wasserstoffperoxid (H2O2) zugeführt, 

wird bei ihnen unter anderem via PI3K/AKT Signalweg (PI3K: Phosphoinositid-3-Kinase; AKT: 

eine Serin/Threonin Kinase) eine verstärkte Expression von CBFA1 registriert (83). In der Folge 

wird die osteoblastäre Differenzierung von VSMCs durch H2O2 stimuliert (66). Dieses und 

Abb. 1: Reaktion der Alkalischen Phosphatase 

Vereinfachte Darstellung, Quellen siehe Text. 

ATP Adenosintriphosphat AMP Adenosinmonophosphat PPi Pyrophosphat  

ALP Gewebeunspezifische alkalische Phosphatase PO4
3- Phosphat-Anion 
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andere ROS sind neben ihren verschiedenen Funktionen in der Immunabwehr und zellulären 

Signaltransduktion auch an vielfältigen Pathologien des Körpers beteiligt (98). Ein wichtiger 

Produzent von ROS ist die NADPH-Oxidase (98). Es handelt sich um einen 

membrangebundenen Enzymkomplex (99). Beim Menschen gibt es 7 Isoformen (NOX1-5, 

DUOX1-2) (98). VSMCs exprimieren vor allem die Isoformen NOX1 und NOX4 (100, 101). 

NOX4 kann im Gegensatz zu anderen NOX Proteinen große Mengen H2O2 konstitutiv erzeugen 

(102). P22phox ist eine essentielle Komponente der phagozytären NADPH-Oxidase und wird 

auch als CYBA (engl. Cytochrome B-245 Alpha Chain) bezeichnet (98, 103). Verschiedene 

Faktoren wie TNF-α, Angiotensin und PDGF (engl. platelet-derived growth factor) sind bisher 

identifiziert worden, die in glatten Muskelzellen zu einer Steigerung der Aktivität der NADPH-

Oxidase führen (66). NOX Enzyme reduzieren molekularen Sauerstoff zu Superoxid (•O2
−), 

welches dann zu weiteren ROS-Vertretern umgewandelt werden kann (104). Diese induzieren 

auch die Expression von Matrix-Metalloproteasen wie MMP-2 in VSMCs (99). MMP-2 als 

downstream-Effektor von oxidativem Stress ist ein essentieller Faktor für die phänotypischen 

Veränderungen, wie sie bei der VCm gefunden werden (105). Es führt zu einem Remodelling 

von Extrazellulärmatrix und Zerstörung von elastischen Fasern, aber auch via Hochregulation 

von BMP-2 zu einer gesteigerten Expression von MSX2 und CBFA1 (105). Die dargestellten 

Vorgänge sind in Abbildung 2 zusammengefasst.  

Ferner scheint oxidativer Stress Apoptosevorgänge in VSMCs zu induzieren (106).  
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      Abb. 2: Auswirkung von oxidativem Stress bei der vaskulären Verkalkung 

      Vereinfachte Darstellung, Quellen siehe Text. 

 

Apoptose 

Veränderungen der extrazellulären Kalzium- und Phosphat-Konzentration scheinen für 

die Freisetzung extrazellulärer Vesikel  von umgebenden, lebenden VSMCs verantwortlich zu 

sein (107). Diese können, ähnlich den bei der Mineralisation von Knochen physiologischerweise 

abgeschnürten Matrix-Vesikeln, neben vorgeformten kristallinem Hydroxylapatit, Kalzium und 

alkalischer Phosphatase auch MMP-2 enthalten (108).  Eine Freisetzung der in diesen Vesikeln 

enthaltenen Stoffe, vor allem der Hydroxylapaptit-Kristalle, stellen Kristallisationskeime für die 

umgebene extrazelluläre Matrix dar (107).   

Davon zu unterscheiden sind die etwas größeren, ebenfalls mit Kalzium angereicherten 

Körperchen, welche von apoptotischen VSMCs abgeschnürt werden (107). Es konnte in vitro 

gezeigt werden, dass Apoptosevorgänge der Kalzifikation von VSMCs vorausgehen (109). Sie 

werden unter anderem durch hohe extrazelluläre Phosphat- und Kalziumlevel sowie oxidativen 

Stress ausgelöst (56, 65). Die entstehenden Apoptosekörperchen stellen Kristallisationskeime 

für die umgebende extrazelluläre Matrix dar (107). Eine Verringerung funktionsfähiger VSMCs 

führt zwangsläufig auch zu einer reduzierten Bildung von Mineralisierungs-Inhibitoren (64). Im 
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Rahmen von Apoptosevorgängen wird verstärkt Kalzium aus den untergehenden Zellen 

freigesetzt, welches die angestoßenen Apoptoseprozesse aggraviert (56). Apoptotische 

Vorgänge fördern damit die Verkalkung im Gefäß (64).  

 

            Abb. 3: Apoptose im Rahmen vaskulärer Verkalkung 

         Vereinfachte Darstellung, Quellen siehe Text. 

 

Zusammenfassung  

Im Rahmen der Gefäßverkalkung ist der Weg der glatten Gefäßmuskelzelle der Media 

hin zu einer Osteoblasten-ähnlichen Zelle mit entsprechender sekretorischer Funktion 

gekennzeichnet von der Expression typischer Markerproteine: MSX2 und CBFA1 als 

Transkriptionsfaktoren sowie die alkalische Phosphatase wurden hier als wichtige Vertreter der 

osteo-/chondrogenen Transdifferenzierungsprozesse beleuchtet. Oxidativer Stress und 

Apoptosevorgänge sind an den komplexen Signalwegen der vaskulären Verkalkung beteiligt.  

Durch chronische Nierenerkrankung und Hyperphosphatämie initial ausgelöst und 

unterhalten, handelt es sich somit um einen aktiven und sich selbst verstärkenden Vorgang. 

Einen Überblick über die beteiligten Prozesse soll Abbildung 4 geben. Die Signalwege, die an 

der osteogenen Transdifferenzierung beteiligt sind, sind aber nur teilweise bekannt. (25, 56)  
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1.5.  SHMT1 

 
Die Serin Hydroxymethyl Transferasen (SHMT) sind evolutionär hoch-konservierte 

Proteine (110). In Säugetieren existieren zwei Isoformen, die im Zytosol lokalisierte SHMT1 

(cSHMT) als auch die mitochondriale Isoform SHMT2 (mSHMT) (SHMT2 kodiert auch für ein 

zweites Transkript, dem die mitochondriale Import-Sequenz fehlt. Dieses als SHMT2α 

bezeichnete Enzym  ist vorwiegend in Zytoplasma und Nucleus lokalisiert (2)) (111). Die diese 

Enzyme kodierenden Gene konnten identifiziert sowie auf den Chromosomen 17p11.2 (SHMT1) 

und 12q13 (SHMT2) lokalisiert werden. Beide Isoformen ähneln sich sehr in ihren kinetischen 

Eigenschaften und weisen einen hohen Anteil (63%) identischer Nukleotid-Sequenzen auf 

(110). Es wird angenommen, dass die entsprechenden Regionen auf Chromosom 12 und 17 

durch einen Duplikationsprozess entstanden sind (110).  

Während SHMT2 relativ konstant und ubiquitär in Säugerzellen exprimiert wird, zeigt 

SHMT1 ein gewebsspezifisches Expressionsmuster (112). Dieses wird durch alternatives 

Splicing verwirklicht, welches ebenso eine wichtige und konservierte Eigenschaft der SHMT1 

Expression in Säugern zu sein scheint (112). SHMT1 findet sich in erster Linie in Niere und 

Leber, weniger im Skelettmuskel (112). Die Gegenwart alternativ-gesplicter Isoformen sowie 

Hinweise auf gewebsspezifische Variationen in den Splicing-Mustern legen ein komplexes 

Expressionsmuster von SHMT1 nahe, welches entscheidend für die Aufrechterhaltung eines 

funktionstüchtigen Folatmetabolismus in den verschiedenen Geweben zu sein scheint (112). 

Abb. 4: Prozesse vaskulärer Verkalkung bei CKD-Patienten 

Vereinfachte Darstellung, Quellen siehe Text. 
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Entgegen dieser Ansicht existieren verschiedene Studien mit zum Teil widersprüchlichen 

Ergebnissen. Analysiert wurden unter anderem SHMT1 defiziente Mäuse (SHMT1 -/-) bzw. 

Caenorhabditis elegans (Fadenwurm)-Mutanten. Die Untersuchungsbefunde reichen von 

letalem Ausgang bis zu einem nur geringfügig veränderten Phänotyp der Untersuchungstiere 

(113, 114). In den letzten Jahren scheint sich ein Konsens in der Literatur herauszuarbeiten, 

dass SHMT1 zumindest kein essentielles House-Keeping Gen darstellt und die Isoformen bis zu 

einem gewissen Anteil funktional redundant sind. Des Weiteren wird von einer regulierenden 

Rolle von SHMT1 im Folatzyklus und den damit verbundenen Reaktionswegen (siehe unten) 

gesprochen (2, 112, 113).  

   

Die zytosolische Serin Hydroxymethyl Transferase 1 katalysiert die reversible 

Umwandlung von Tetrahydrofolat (THF) zu 5,10-Methylentetrahydrofolat (1, 112). Infolge dieser 

Pyridoxalphosphat ( ≙ aktiviertes Vitamin B6) -abhängigen Reaktion kommt es zu einer 

Übertragung der  β-C1-Einheit von Serin auf  THF (112). Als weiteres Produkt entsteht Glycin 

(112).  

SHMT1 ist damit zentraler Bestandteil des Folatzyklus. Die Reaktion ist für die 

Übertragung von C1-Einheiten im zellulären Stoffwechsel von entscheidender Bedeutung. Es 

werden so Ein-Kohlenstoffeinheiten unter anderem für die Synthese von Thymidylat, Purinen 

sowie Methionin bereitgestellt (112). 

SHMT1 wird vor allem in Verbindung mit der de novo Thymidilat-Synthese genannt.  

Während der Pyrimidinnukleotid-Biosynthese wird Desoxyuridinmonophosphat (dUMP) mittels 

Thymidylat-Synthase zu Desoxythymidinmonophosphat (dTMP) methyliert (115). Das von 

SHMT1 generierte 5,10-Methylen-THF steuert die Methylgruppe bei (115). Das dTMP kann 

dann weiter zu Desoxythymidintriphosphat (dTTP) phosphoryliert und für die DNA-Synthese 

verwendet werden (116). Störungen der SHMT1-Expression scheinen über diesen 

Reaktionsweg unter anderem für die Entstehung von Neuralrohrdefekten verantwortlich zu sein 

(117).  

Bezüglich der Purin-Synthese wird angenommen, dass die von SHMT1-stammenden 

C1-Einheiten nur einen kleinen Anteil bilden. Der Grund hierfür soll in der reduzierenden 

Umgebung des Zytoplasmas liegen (NADPH/NADP+-Verhältnis), welches eine Umwandlung 

von 5,10-Methylen-THF zu 10-Formyl-THF nicht unterstützt. (Entscheidend für die Synthese 

von Purinen und Formiaten ist das mitochondriale SHMT2.) (118) 

Methionin ist die initiierende Aminosäure bei der Synthese von Proteinen in Eukaryoten 

(119). Ferner kann es zu S-Adenosylmethionin (SAM; AdoMet) umgebaut werden (1, 120). 

Dieser Kofaktor wird in verschiedenen Reaktionen benötigt, zum Beispiel für die Methylierung 

von Proteinen, Phospholipiden, RNA und DNA (119, 121). Das bei der Abgabe der 

Methylgruppen entstehende Homocystein wird mittels 5-Methyl-THF wieder zu Methionin 
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remethyliert (Methioninzyklus) (120). Bei diesem Schritt wird ebenso THF regeneriert (1). 

Alternativ wird Methionin über Homocystein zu Cystein umgebaut (119). Dieser Prozess ist 

irreversibel und trägt dazu bei, dass das aus Homocystein regenerierte Methionin nicht 

ausreicht, um den täglichen Bedarf zu decken (119). Methionin muss daher mit der Nahrung 

zugeführt werden und gilt als essentielle Aminosäure (119). Als Beispiel für die klinische 

Relevanz seien hier das erhöhte Risiko für die Entwicklung einer koronaren Herzkrankheit und 

Schlaganfällen bei erhöhten Homocystein-Konzentrationen als unabhängigem Risikofaktor 

genannt (122). Der Methylgruppen-Donor SAM spielt auch eine Rolle bei epigentischen 

Regulationsprozessen. In diesem Zusammenhang konnten SHMT1-Polymorphismen als 

Risikofaktor für Multiple Sklerose identifiziert werden (123).  

Die zwei Reaktionswege (Thymidylat-Synthese und Methionin-Zyklus) scheinen um das 

Produkt der von SHMT1-katalysierten Reaktion, 5,10-Methylen-THF, zu konkurrieren (116). Die 

Methylengruppe kann entweder in die Folat-abhängige Thymidylat-Synthese eingespeist oder 

für die Remethylierung von Homocystein zu Methionin verwendet werden. Der daraus 

ableitbare Kofaktor SAM kann dann Methylgruppen für andere Reaktionen im Körper 

bereitstellen. SHMT1 scheint hier eine vermittelnde Rolle einzunehmen (116). Siehe hierfür 

auch Abbildung 5. 

SHMT1 katalysiert noch eine zweite Reaktion, die irreversible Hydrolyse von 5,10-

Methenyl-THF zu 5-Formyl-THF (Folinsäure/Leucovorin). 5-Formyl-THF bleibt an das Enzym 

gebunden und wirkt als Inhibitor von SHMT1 in vivo und in vitro, obwohl unklar ist, welche 

Bedeutung diese Reaktion im Stoffwechsel hat (112, 124, 125). Neben 5-Formyl-THF ist auch 

5-Methyl-THF ein wirkungsvoller Inhibitor und an der Regulation von SHMT1 beteiligt (126).  

Außerdem konnte gezeigt werden, dass SHMT1 neben seiner enzymatischen Funktion 

als Gerüstprotein (engl. scaffold protein) bei der Synthese von Desoxythymidinmonophosphat 

(dTMP) eine maßgebliche Rolle übernimmt (115). SHMT1 führt zusammen mit SHMT2α zu 

einer Verankerung des Thymidylatsynthese-Multienzymkomplexes an der nukleären Lamina 

(115).  
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Abb. 5: SHMT1 und beteiligte Reaktionswege 

SHMT1 katalysiert die reversible Transformation von Tetrahydrofolsäure zu 5,10-

Methylentetrahydrofolsäure. Serin überträgt dabei eine C1-Einheit und verlässt als Glycin die 

Reaktion. So werden Methylgruppem unter anderem für die Synthese von Thymidylaten und den 

Methionin-Zyklus bereitgestellt.  

DHF Dihydrofolat, THF Tetrahydrofolat, MTHFR Methylen-Tetrahydrofolat-Reduktase, MT 

Methyltransferase, TS Thymidylat-Synthase, dTMP Desoxythymidinmonophosphat, dUMP 

Desoxyuridinmonophosphat 

Modell modifiziert nach Hebbring 2012 (1) und Anderson 2009 (2), weitere Quellen siehe Text. 
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Weitreichend wurde der Zusammenhang zwischen SHMT1 und Tumorerkrankungen 

untersucht. Als Beispiele seien hier hepatozelluläre Karzinome (via DNA Methylierung) (127), 

Ovarial-Tumore (128), B-Zell Lymphome (129) und akute Lymphatische Leukämien (130) 

genannt. So ist Folat am Tumorzellwachstum beteiligt, beeinflusst zelluläre antioxidative 

Vorgänge und Methylierungsprozesse und unterhält damit die Tumorhomöostase (131, 132). Es 

konnte gezeigt werden, dass SHMT1 in einigen Tumortypen wie dem Bronchial-Karzinom 

(NSCLC) überexprimiert wird (133). Andere Studien zeigten, dass SHMT1-Knockdown zu 

Zellzyklusarrest in Bronchialkarzinom-Zellkulturen wie auch zu p53-vermittelter Apoptose führt 

(132). Diese sei nicht, wie vorher angenommen, durch Serin/Glyzin-Entzug, sondern vielmehr 

durch Uracil-Fehleinbau in die DNA, hervorgerufen (132).  

Über die Bedeutung der SHMT1 geben auch Analysen von Single-Nukleotid-

Polymorphismen (SNPs) des SHMT1 Gens Aufschluss. So konnte unter anderem gezeigt 

werden, dass Polymorphismen des SHMT1 Gens mit einem erhöhten Risiko für die Entwicklung 

von Herz-Kreislauf-Erkrankungen assoziiert sind (134). Dies gilt insbesondere für 

Kombinationen von SHMT1-Polymorphismen mit genetischen Varianzen anderer für den Folat-

Metabolismus wichtiger Gene (135, 136). Weiterhin konnten die SNPs-Analysen eine 

Assoziation zwischen SHMT1-Polymorphismen und dem Risiko für die Entwicklung 

ischämischer Schlaganfälle (137) sowie eine Korrelation mit der Intima-Media-Dicke als Marker 

für Arteriosklerose (138) aufzeigen. Schließlich konnte eine jüngere Studie zeigen, dass SHMT1 

Promoter-Hypermethylierung das Risiko für essentielle Hypertonie potenziert (139).  
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2.  Ziel der Arbeit und Fragestellung 

 

Die oben genannten SNPs-Analysen liefern erste Daten, die auf eine Assoziation 

zwischen SHMT1-Expressionsmuster und kardiovaskulärem Risiko hindeuten. Aufgrund dieser 

Assoziationen könnte die SHMT1 einen beteiligten Faktor bei Gefäßverkalkungen darstellen. 

Bislang ist die Rolle der SHMT1 bei der osteo-/chondrogenen Transdifferenzierung von 

Gefäßmuskelzellen nicht bekannt.  

Ziel dieser Studie war daher die Rolle der zytosolischen Serin Hydroxymethyl 

Transferase 1 im Rahmen der Verkalkung glatter Gefäßmuskelzellen und ihre Beteiligung an 

osteo- und chondrogenen Transdifferenzierungsvorgängen unter Hyperphosphatämie-

Bedingungen in-vitro zu untersuchen. Ebenso sollte festgestellt werden, durch welche 

Mechanismen eine Beeinflussung der Kalzifizierungsprozesse möglich ist. 
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3.  Methoden 

3.1.  Zellkultur 

 
Die Experimente wurden an primären humanen glatten Gefäßmuskelzellen der Aorta 

(engl. human aortic smooth muscle cells, HAoSMCs) durchgeführt, welche von Thermo Fisher 

Scientific bezogen wurden. HAoSMCs wurden in Waymouth`s MB 752/1 Medium und Ham`s F-

12 nutrient mixture (Nährlösung; Thermo Fisher Scientific) in einem Verhältnis von 1:1 kultiviert. 

Weitere Bestandteile des Nährmediums waren 10% FBS (Fetales Kälberserum; Thermo Fisher 

Scientific) sowie zur antibiotischen Abschirmung 100 U/ml Penicillin und 100 µg/ml 

Streptomycin (Thermo Fisher Scientific). Es wurden Inkubationsbedingungen von 37°C und 5% 

CO2 aufrechterhalten. 

 

Die Zellen wurden bis zur Konfluenz gezüchtet, passagiert und nur die Passagen 4 bis 

11 für Experimente verwendet. Das Passagieren (Splitten) konfluenter Kulturen erfolgte nach 

Waschen mit PBS-Lösung (Phosphate Buffered Saline, phosphatgepufferte Salzlösung; Thermo 

Fisher Scientific) mittels Trypsinieren: Zugabe von Trypsin/EDTA-Lösung 

(Ethylendiamintetraessigsäure; Thermo Fisher Scientific) führte zur Resuspendierung der am 

Boden der Zellkulturflasche anhaftenden Zellen. Nach einer kurzen Inkubation (2 Minuten) 

konnte unter dem Mikroskop der Resuspensionserfolg abgeschätzt werden. Zur Deaktivierung 

des Trypsins wurde nun erneut Medium zugefügt und eine Zell-Medium-Suspension gewonnen. 

In einem weiteren Säuberungsschritt wurde nach Zentrifugation (12000 rpm, 1 Minute, 

Raumtemperatur) und Entfernung des alten Mediums das entstandene Zellpellett mit frischem 

Medium aufgebrochen. Es folgte die Bildung von Aliquots in 6-Well Platten (~2x105 Zellen/Well). 

Medium sowie Agenzien wurden alle 2-3 Tage gewechselt. 

 

Transfektion der Zellen erfolgte mit 10 nM SHMT1 siRNA (Pre-Designed siRNA, ID: 

s12820; Thermo Fisher Scientific) oder mit 10 nM negative control siRNA ( Thermo Fisher 

Scientific). Hier wurde siPORT Amine Transfection Agent (Thermo Fisher Scientific) 

entsprechend Herstellerangaben verwendet. Nachdem alle Reagenzien auf Zimmertemperatur 

gebracht wurden, konnte das siPORT Amine Transfection Agent in OPTI-MEM I Medium 

(Thermo Fisher Scientific) verdünnt (1:10) und bei Zimmertemperatur 10 Minuten inkubiert 

werden. Es wurde eine Verdünnung der siRNA bis zu einer endgültigen Konzentration von 10 

nM siRNA je Probe in OPTI-MEM I Medium hergestellt. Nun folgte die Mischung des 

verdünnten siPORT Transfection Agent mit der verdünnten siRNA sowie eine weitere 

Inkubation für 10 Minuten. Die so entstandenen Transfektionskomplexe wurden den HAoSMCs 

zugefügt. Die Zellen konnten 48 Stunden nach der Transfektion für Experimente verwendet 

https://www.thermofisher.com/order/genome-database/edit?lineKey=3688028203&cartKey=120264554&assayType=SIRNA&packageId=ABSELVALMTOsiRNA&SKU=4457298&quantity=1&operation=EditScale&assayId=s12820
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werden. Effektivität des RNA-Silencings wurde mittels quantitativer real-time PCR (qRT-PCR; 

siehe unten) überprüft. 

 

HAoSMCs wurden mit 2 mM β-Glycerophosphat (Sigma-Aldrich) zur Induktion der 

osteogenen Differenzierungsvorgänge behandelt. Als Antioxidantien fanden 10 µM TEMPOL (4-

Hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidinyloxyl oder 4-Hydroxy-TEMPO, gelagert in DMSO 

[Dimethylsulfoxid]; Sigma-Aldrich) bzw. 10 µM TIRON (Brenzcatechin-3,5-disulfonsäure 

Dinatriumsalz; Sigma-Aldrich) Verwendung. Um die Vergleichbarkeit der Gruppen zu erhalten, 

wurde die gleiche Menge des entsprechenden Vehikels als Kontrolle eingesetzt. Mit diesen 

Substanzen wurden die Zellen für 24 Stunden vor weiterer Verarbeitung für qRT-PCR 

behandelt.  

 

3.2.  Quantitative RT-PCR 

 
RNA-Isolierung 

Um Veränderungen der Genexpression in den verschiedenen Behandlungsgruppen 

bestimmen zu können, musste der mRNA-Gehalt ausgewählter Gene gemessen werden. 

Entsprechend wurden die Zellen nach Abschluss der Behandlung gewaschen (PBS) und es 

folgte die Isolation der Gesamt-RNA der Zellen mittels Trizol-Reagenz (Thermo Fisher 

Scientific) entsprechend den Herstellerangaben: Nach Zugabe von 500 µl Trizol-Reagenz  pro 

Well wurden die Zellkulturplatten 5 min inkubiert. Mit der Pipette wurde zusätzlich mechanisch 

die Homogenisation unterstützt und das gewonnene Lysat in neue Mikroreaktionsgefäße 

überführt. Nach Zugabe von 100 µl Chloroform folgte eine weitere kurze Inkubations (2-3 min) 

sowie Zentrifugation (12000 rpm, 15 min, 4°C). So konnte eine obere, wässrige und klare RNA-

enthaltende von einer Intermediärphase und einer unteren, roten und organischen Phase 

(Phenol und Chloroform) getrennt und in neue Gefäße gebracht werden. Eine Präzipitatbildung 

der Gesamt-RNA dieser wässrigen Phase konnte mittels Zugabe von je 250 µl Isopropanol und 

10-minütiger Inkubation realisiert werden. Nach weiterer Zentrifugation (12000 rpm, 10 min, 

4°C), Waschung mit 600 µl 75%igen Ethanol und Vortexen konnte erneut zentrifugiert (7500 

rpm, 5 min, 4°C) werden. Nach Entfernen der Flüssigkeit und 12-minütiger Trocknungsphase an 

der Luft konnten die RNA-Präzipitate mittels 13 µl Nuklease-freiem destillierten Wasser 

resuspendiert werden. Messungen der optischen Dichte der verdünnten Proben unter 

Verwendung von Biophotometer Plus (Eppendorf) erlaubten die Bestimmung der totalen RNA-

Konzentration. 

 

 



  
 36 

 
  

cDNA-Synthese 

Die Synthese der komplementären DNA (cDNA) erfolgte unter Verwendung des 

SuperScriptTM III Reverse Transcriptase Kit (Thermo Fisher Scientific). Zwischen 1 und 3 µg der 

isolierten RNA wurde in kleinere 0,2 ml Mikroreaktionsgefäße pipettiert. Entsprechend der 

jeweiligen Konzentrationen wurden sie mit destilliertem, DNase- und RNase-freien Wasser bis 

auf 12 µl aufgefüllt. Da die verwendeten Substanzen und Reaktionen temperaturempfindlich 

sind, wurden die Reagenzien stets bei -20°C gelagert, die RNA-Proben bei -80°C, und die 

folgenden Pipettierschritte über Eis durchgeführt. Es erfolgte die Zugabe von 1 µl (Oligo)dT 

(Primer) und 1 µl dNTP-Mischung (Desoxyribonukleosidtriphosphate). Nach Mixen und 

Zentrifugation folgte eine 5-minütige Inkubation bei 65°C im Thermocycler (Bio-Rad T100 PCR / 

Thermal Cycler) sowie eine Minute über Eis. Nun wurden nacheinander jeweils 4 µl 5x 

konzentrierter First-Strand Buffer (Puffer; 250 mM Tris-HCl [pH 8.3 bei Zimmertemperatur], 375 

mM KCl, 15 mM MgCl2), 1 µl 0,1 M DTT (Dithiothreitol/Clelands Reagenz) sowie 1 µl 

SuperScript III Reverse Transcriptase beigegeben. Die Ansätze mit einem Endvolumen von 20 

µl wurden im Reaktionsgefäß kräftig gemischt, zentrifugiert und eine Stunde bei 50°C inkubiert. 

Die Reaktion wurde mit 10-minütiger Erhitzung auf 70°C beendet, in welcher das Enzym 

inaktiviert wurde. 

 

qRT-PCR 

Der mRNA-Gehalt der Proben wurde nun mittels quantitativer Echtzeit Polymerase-

Kettenreaktion (engl. quantitative real-time PCR, qRT-PCR) bestimmt. Für jedes der 

untersuchten Gene wurde ein Master Mix angefertigt, welcher je Probe  

6 µl Nuklease-freies, destilliertes Wasser,  

1 µl Primer (forward, verdünnt [1:10] mit Nuklease-freiem destillierten Wasser),  

1 µl Primer (reverse, verdünnt [1:10] mit Nuklease-freiem destillierten Wasser), 

10 µl iQTM Sybr Green Supermix (enthält u. a. dNTPs, iTaq™ DNA Polymerase, MgCl2 

und SYBR® Green I, Fluorescein; Bio-Rad Laboratories) enthielt.  

Zu den verwendeten Primern siehe Tabelle 4. 

Für eine Probe wurden 2 µl gewonnene cDNA (verdünnt 1:2 mit Nuklease-freiem 

destillierten Wasser) und 18 µl Master Mix verwendet und auf eine 96-Well PCR-Platte 

aufgebracht. Die Platten wurden bei 4°C und 2000 rpm für eine Minute zentrifugiert. Mittels 

iCycler iQTM Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad Laboratories) erfolgte eine Erhitzung 

auf 95°C für 2 Minuten zur Denaturierung und Aktivierung der Polymerase. Anschließend 

wurden 40 Zyklen bestehend aus 15 Sekunden bei 95°C (Denaturierung) und 45 Sekunden bei 

55°C (Annealing, Extension) durchgeführt. Nach jedem Zyklus wurde das emittierte grüne Licht 

(λmax = 520 nm) gemessen.  
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Tab. 4:  Verwendete humane Primer 

(5’→3’ Orientierung, Thermo Fisher Scientific), fw forward, rev reverse 

 

 

 

 

Jede Probe wurde in doppelter Ausführung angefertigt und in der Datenanalyse der 

Mittelwert verwendet, um den Einfluss von unter anderem Pipettierungenauigkeiten 

auszugleichen. Pro untersuchtem Gen und Master Mix wurde ebenso eine Negativkontrolle mit 

destilliertem Wasser durchgeführt. Die relative mRNA-Bildung wurde mittels der 2-ΔΔCt –Methode 

mit GAPDH als konstitutiv exprimierten Haushaltsgen ermittelt. Analysen der Schmelzkurven 

sicherten eine ausreichende Spezifität. Die Ergebnisse wurden auf die Negativ-Kontroll-

Silencing-Gruppe genormt.   

 

 

Gen  Ausrich-

tung  
Nukleotidsequenz Alias 

ALPL fw GGGACTGGTACTCAGACAACG Alkalische Phosphatase 

 rev GTAGGCGATGTCCTTACAGCC 

BAX fw CCCGAGAGGTCTTTTTCCGAG engl. Bcl-2-associated X 

protein  rev CCAGCCCATGATGGTTCTGAT 

BCL2 fw GGTGGGGTCATGTGTGTGG engl. B-cell lymphoma 2 

 rev CGGTTCAGGTACTCAGTCATCC 

CBFA1 fw GCCTTCCACTCTCAGTAAGAAGA engl. Core-binding factor 

subunit alpha-1 (auch RUNX2)   rev GCCTGGGGTCTGAAAAAGGG 

CYBA fw CCCAGTGGTACTTTGGTGCC engl. Cytochrome B-245 Alpha 

Chain (auch p22-phox)  rev GCGGTCATGTACTTCTGTCCC 

GAPDH fw GAGTCAACGGATTTGGTCGT Glycerinaldehyd-3-phosphat-

Dehydrogenase   rev GACAAGCTTCCCGTTCTCAG 

MMP2 fw TACAGGATCATTGGCTACACACC Matrix-Metalloproteinase-2 

 rev GGTCACATCGCTCCAGACT 

MSX2 fw TGCAGAGCGTGCAGAGTTC engl. Msh homeobox 2 

 rev GGCAGCATAGGTTTTGCAGC 

NOX4 fw TGACGTTGCATGTTTCAGGAG NADPH Oxidase 4 

 rev AGCTGGTTCGGTTAAGACTGAT 

SHMT1 fw TTGCCTCGGAGAATTTCGCC Serin Hydroxymethyl 

Transferase 1  rev GTCCCGCCATAGTATCTCTGG 
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3.3. Statistische Auswertung 

 
Angegeben ist das arithmetische Mittel ± Standardfehler (SEM, engl. standard error of 

the mean). Veränderungen des SEM sind in der gegebenen Versuchsanordnung  weniger auf 

biologische Varianz (geringe genetische Variabilität der HAoSMCs) als auf 

Messungenauigkeiten etc. zurückzuführen (140).  

 

Die Anzahl unabhängiger Experimente, die in unterschiedlichen Zellpassagen 

durchgeführt worden sind, wurde mit n beschrieben. Zur Testung auf Normalverteilung wurde 

der Shapiro-Wilk-Test verwendet. Nicht-normal verteilte Datensätze wurden vor der 

statistischen Analyse transformiert (Logarithmus, Quadratwurzel, Kehrwert), um 

Normalverteilung entsprechend Shapiro-Wilk-Test zu erzielen. Statistische Analysen wurden 

mittels einfaktorieller Varianzanalyse (engl. one-way analysis of variance, one-way ANOVA) 

gefolgt von Tukey-Test (bei homoskedastischen Datensätzen) oder Games-Howell Test 

(heteroskedastische Daten) durchgeführt. Nicht normalverteilte Datensätze wurden mit der 

Steel-Dwass Methode untersucht. Vergleich zweier Gruppen konnte mit dem ungepaarten, 

zweiseitigen t-Test erreicht werden. Ein p<0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.  

 

Es wurde eine Darstellung mittels Streudiagrammen gewählt, genauer ausgedrückt 

Punktdiagrammen (engl. scatter dot plot). Auf diese Weise lassen sich eindimensional 

Verteilungen der Variablen (z.B. Expression einzelner Gene) darstellen und übersichtlich mit 

anderen Gruppen vergleichen. In Bezug auf die mRNA Expression der untersuchten Gene 

wurde eine Angabe in willkürlichen Einheiten (engl. arbitrary units, willk. Einh.) gewählt. Auf 

diese Weise kann der relative mRNA Gehalt angegeben werden, da für unsere Zielsetzung die 

Angabe des absoluten Gehaltes nicht relevant ist. Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe 

von IBM SPSS Statistics 22 sowie der JMP 12 Software.  
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4.  Ergebnisse 

4.1. Endogene SHMT1 mRNA Expression ± Phosphat 

 
Um den Effekt des SHMT1-Silencings in unseren Experimenten zu beurteilen, sollte in 

einem ersten Schritt die endogene SHMT1 mRNA Expression der HAoSMCs (Neg.Si) 

gemessen und mit der SHMT1 Silencing Gruppe (SHMT1Si) verglichen werden. Im selben 

Experiment sollte außerdem die Wirkung von Phosphat auf die Gruppen beurteilt werden. Dazu 

wurden HAoSMCs nach Transfektion mit Silencing RNA (siRNA) mit Kontrolle oder 2 mM β-

Glycerophosphat (P) behandelt.  

Wie Abbildung 6 zu entnehmen ist, führte Silencing von SHMT1 in HAoSMCs zu einer 

signifikanten Reduktion der SHMT1 mRNA Expression. Die reduzierte mRNA Expression von 

SHMT1 konnte unabhängig von der Behandlung mit Kontrollmedium oder phosphatreichem 

Medium festgestellt werden. Dieses erste Experiment im Rahmen einer internen 

Qualitätskontrolle des Silencing-Vorgangs sollte als Grundlage der weiteren Untersuchungen 

dienen.  

Abb. 6: Endogene SHMT1 mRNA Expression sowie SHMT1 Silencing mit und ohne 

Phosphatbehandlung 

Punktdiagramm und arithmetisches Mittel ± Standardfehler (n=8; willkürliche Einheiten) der 

SHMT1 mRNA Expression in HAoSMCs behandelt mit negativ siRNA (Neg.Si) oder SHMT1 

siRNA (SHMT1Si) und ohne oder mit Phosphatbehandlung (+P) *(p<0,05), ***(p<0,001) 

statistisch signifikant im Vergleich mit der negativ Silencing Kontrollgruppe. 



  
 40 

 
  

Überraschenderweise konnte bei der Zugabe von Phosphat-reichem Medium eine 

signifikante Zunahme der mRNA Expression in der negativ Silencing Gruppe verglichen mit der 

negativ Silencing Gruppe ohne Phosphat-Zugabe beobachtet werden (Abb. 6). 

 

 

 

 

 

Der Einfluss der Transfektion selbst (negative control siRNA) wurde gesondert 

untersucht, indem die SHMT1 mRNA Expression der negativ Silencing Kontrollgruppe (Neg.Si) 

mit einer Gruppe von HAoSMCs ohne Transfektion verglichen wurde (Ktr.) (Abb. 7). Diesen 

Daten zufolge zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Kontrollgruppen mit oder 

ohne negative control siRNA. Alle folgenden Experimente wurden mit negative control siRNA 

als Kontrollgruppe (Neg.Si) durchgeführt. 

 

 

 

 

 

Abb. 7: Einfluss der Transfektion  

Punktdiagramm und arithmetisches Mittel ± Standardfehler (n=5; willkürliche Einheiten) der 

SHMT1 mRNA Expression in HAoSMCs behandelt ohne Transfizierung (Ktr.) oder mit negativ 

siRNA (Neg.Si).  
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4.2. Effekt des SHMT1 Knockdown auf mRNA Expression osteogener Marker 

 
Um den Einfluss des SHMT1 Knockdowns auf die osteo-/chondrogene 

Transdifferenzierung zu untersuchen, wurden die HAoSMCs nach Silencing für 24 Stunden mit 

Kontrollmedium oder 2 mM β-Glycerophosphat (P) behandelt. Anschließend wurde die mRNA 

Expression osteogener Marker mittels real-time PCR bestimmt. 

Silencing von SHMT1 zeigte sich dabei als ausreichend, um eine signifikanten Zunahme 

der mRNA Expression des osteogenen Transkriptionsfaktors MSX2 herbeizuführen. Die 

Zunahme der MSX2 Expression unter SHMT1-Silencing entsprach ungefähr dem Effekt einer 

Phosphatbehandlung. Eine gemeinsame Phosphatbehandlung mit SHMT1-Silencing tendierte 

dazu, die MSX2 mRNA Expression weiter zu erhöhen, ein Effekt der keine statistische 

Signifikanz erreichte (Abb.8).  

 

 

 

 

 

Abb. 8: SHMT1-Silencing und Phoshpat-induzierte mRNA Expression des osteogenen 

Transkriptionsfaktors MSX2 

Punktdiagramm und arithmetisches Mittel ± Standardfehler (n=8, willkürliche Einheiten) der 

relativen MSX2 mRNA Expression in HAoSMCs behandelt mit negativ siRNA (Neg.Si) oder 

SHMT1 siRNA (SHMT1Si) und Behandlung mit Kontrollmedium oder phosphatreichem Medium 

(+P) ***(p<0,001) statistisch signifikant verglichen mit der negativ Silencing Kontrollgruppe. 
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 Ebenso wurde die mRNA Expression des osteogenen Transkriptionsfaktors CBFA1 in 

Gefäßmuskelzellen nach Silencing von SHMT1 mit und ohne Phosphatzugabe bestimmt. Auch 

die mRNA Expression von CBFA1 zeigte sich in Folge des SHMT1-Silencings erhöht, 

verglichen mit den negativ-Silencing behandelten Zellen. Wiederum wurde eine ähnlich hohe 

Expression von CBFA1 mRNA unter Phosphatbehandlung verglichen mit SHMT1-Silencing 

festgestellt. Unter Phosphatbehandlung mit gleichzeitigem Silencing von SHMT1 zeigte sich 

erneut eine Tendenz zu einer weiter erhöhten CBFA1 mRNA Expression, ein Effekt der keine 

statistische Signifkanz erreichte (Abb. 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 9: SHMT1-Silencing und Phosphat-induzierte mRNA Expression des osteogenen 

Transkriptionsfaktors CBFA1  

Punktdiagramm und arithmetisches Mittel ± Standardfehler (n=8, willkürliche Einheiten) der 

relativen CBFA1 mRNA Expression in HAoSMCs behandelt mit negativ siRNA (Neg.Si) oder 

SHMT1 siRNA (SHMT1Si) und Behandlung mit Kontrollmedium oder phosphatreichem Medium 

(+P) **(p<0,01), ***(p<0,001) statistisch signifikant verglichen mit der negativ Silencing 

Kontrollgruppe. 
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Als weiterer Indikator für osteogene Transdifferenzierung wurde die mRNA Expression 

des Enzyms gewebsunspezifische alkalische Phosphatase (ALPL) bestimmt. Es zeigte sich 

wieder eine Zunahme der ALPL mRNA Expression unter dem SHMT1-Silencing Manöver 

verglichen mit den Kontrollzellen. Auch unter Phosphatbehandlung kam es zur Zunahme der 

ALPL mRNA Expression, mit vergleichbaren Effekten zu Bedingungen von SHMT1-Silencing. 

Unter gleichzeitiger Behandlung mit Phosphat und SHMT1-Silencing zeigte sich die mRNA 

Expression von ALPL weiter erhöht (Abb. 10). 

 

 

 

 

 

Dies weist darauf hin, dass Silencing von SHMT1 eine osteogene Transdifferenzierung 

von Gefäßmuskelzellen fördern könnte, sowie dass derartige Effekte durch 

Phosphatbehandlung verstärkt werden könnten.  

C 

Abb. 10:  SHMT1-Silencing und Phosphat-induzierte mRNA Expression des osteogenen 

Enzyms ALPL  

Punktdiagramm und arithmetisches Mittel ± Standardfehler (n=8, willkürliche Einheiten) der 

relativen ALPL mRNA Expression in HAoSMCs behandelt mit negativ siRNA (Neg.Si) oder 

SHMT1 siRNA (SHMT1Si) und Behandlung mit Kontrollmedium oder phosphatreichem Medium 

(+P) **(p<0,01), ***(p<0,001) statistisch signifikant verglichen mit der negativ Silencing 

Kontrollgruppe; †(p<0,05) statistisch signifikant zur negativ Silencing Kontrollgruppe mit β-

Glycerophosphat (P). 

 

A B 
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4.3. Effekt des SHMT1 Knockdown auf mRNA Level oxidativer Stress- und Apoptose- 

Marker  

 

Um Indikatoren für oxidativen Stress zu untersuchen, wurde die mRNA Expression der 

Marker NADPH Oxidase 4 NOX4, Cytochrome B-245 Alpha Chain CYBA und Matrix 

Metallopeptidase 2 MMP2 bestimmt. Dabei zeigte sich eine deutliche Zunahme der mRNA 

Expression des oxidativen Markers NOX4 (Abb. 11 A) unter SHMT1-Silencing Bedingungen. 

Gleichermaßen zeigte die mRNA von CYBA (Abb. 11 B) eine Zunahme unter Bedingungen des 

SHMT1-Silencing. Ebenso zeigten HAoSMCs nach SHMT1 Knockdown eine signifikante 

Erhöhung der mRNA-Expression der Matrix Metalloproteinase 2 (MMP2) (Abb. 11 C), 

verglichen mit Zellen ohne SHMT1 Knockdown.  

 

 

 

 

 

 

 

C 

Abb. 11:  SHMT1-Silencing und mRNA Expression von Markern oxidativem Stress: NOX4 

(A), CYBA (B) und MMP2 (C)  

Punktdiagramm und arithmetisches Mittel ± Standardfehler (n=6, willkürliche Einheiten) der 

relativen mRNA Expression von NOX4 (A), CYBA (B) und MMP2 (C) in HAoSMCs behandelt 

mit negativ siRNA (Neg.Si) oder SHMT1 siRNA (SHMT1Si). **(p<0,01), ***(p<0,001) statistisch 

signifikant verglichen mit der negativ Silencing Kontrollgruppe. 

A C B 
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In weiterer Folge wurden Versuche durchgeführt, um einen möglichen Einfluss des 

Knockdowns von SHMT1 auf Apoptoseprozesse in HAoSMCs abzuschätzen. Zu diesem Zweck 

wurde die BAX/BCL2 mRNA Ratio in den beiden Gruppen bestimmt. Dabei fand sich eine 

signifikant höhere BAX/BCL2 mRNA Ratio in der SHMT1 Silencing Gruppe verglichen mit der 

negativ Silencing Gruppe (Abb. 12), ein Befund, der hinweisend auf vermehrte 

Apoptosevorgänge sein könnte. 

 

 

 

 

 

Diese Beobachtungen der Zunahme von Markern für oxidativen Stress und Apoptose 

sowie proapoptotischer Faktoren deuteten auf eine Zunahme des oxidativen Stresses in 

SHMT1-Knockdown Gefäßmuskelzellen hin.  

 

 

  

Abb. 12:  SHMT1-Silencing und mRNA Expression der Apoptosemarker BAX und BCL2 im 

Verhältnis zueinander 

Punktdiagramm und arithmetisches Mittel ± Standardfehler (n=6, willkürliche Einheiten) der 

BAX/BCL2 Expressions-Ratio in HAoSMCs behandelt mit negativ siRNA (Neg.Si) oder SHMT1 

siRNA (SHMT1Si). *(p<0,05) statistisch signifikant verglichen mit der negativ Silencing 

Kontrollgruppe. 



  
 46 

 
  

4.4. Antioxidantien 

 
In einem letzten Schritt sollte eruiert werden, inwieweit eine mögliche Entstehung von 

oxidativem Stress an den pro-kalzifizierenden Effekten des SHMT1-Silencing beteiligt sein 

könnte. Zu diesem Zweck erfolgte die Zugabe von zwei antioxidativ wirkenden Substanzen 

TEMPOL (4-Hydroxy-TEMPO) und TIRON (Brenzcatechin-3,5-disulfonsäure Dinatriumsalz) 

nach dem SHMT1-Silencing. In der Folge wurde bestimmt, ob die Zugabe von Antioxidantien 

die osteo- und chondrogenen Transdifferenzierungsvorgänge glatter Gefäßmuskelzellen, 

gemessen anhand der mRNA Expression der osteogenen Marker, aufheben kann.  

Die Auswirkungen der Zugabe von TEMPOL und TIRON unter SHMT1-Silencing auf die 

SHMT1 mRNA Expression der HAoSMCs sind in Abbildung 13 dargestellt. Es zeigte sich wie 

erwartet eine signifikante Reduktion der SHMT1 mRNA-Expression durch das SHMT1-

Silencing. Ein modifizierender Einfluss der Antioxidantien auf die SHMT1 Expression in der 

SHMT1-Silencing Gruppe konnte nicht festgestellt werden.  

 

 

 

 

Abb. 13:  SHMT1 mRNA Expression unter Zugabe von Antioxidantien 

Punktdiagramm und arithmetisches Mittel ± Standardfehler (n=6, willkürliche Einheiten) der 

relativen SHMT1 mRNA Expression in HAoSMCs behandelt mit negativ siRNA (Neg.Si) oder 

SHMT1 siRNA (SHMT1Si) und ohne oder mit zusätzlicher Behandlung mit den Antioxidantien 

TEMPOL oder TIRON. ***(p<0,001) statistisch signifikant verglichen mit der negativ Silencing 

Kontrollgruppe. 
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In weiterer Folge wurde die mRNA Expression der bereits beschriebenen osteogenen 

Marker bestimmt. Erneut zeigte sich eine Zunahme der mRNA Expression des osteogenen 

Transkriptionsfaktors MSX2 nach SHMT1-Silencing, verglichen mit negativem Kontroll-

Silencing. Allerdings konnte sowohl durch Zugabe von TEMPOL als auch TIRON eine 

statistisch signifikante Reduktion der erhöhten mRNA–Expression von MSX2 herbeigeführt 

werden, wie in Abbildung 14 dargestellt ist. Des Weiteren kann angemerkt werden, dass 

TEMPOL in dieser Versuchsanordnung tendenziell die MSX2 mRNA Expression stärker 

absenken konnte als TIRON, ein Effekt, der aber keine statistische Signifikanz aufwies.  

 

  

Abb. 14:  SHMT1-Silencing und mRNA Expression des osteogenen Transkriptionsfaktors 

MSX2 unter Zugabe von Antioxidantien 

Punktdiagramm und arithmetisches Mittel ± Standardfehler (n=6, willkürliche Einheiten) der 

relativen MSX2 mRNA Expression in HAoSMCs behandelt mit negativ siRNA (Neg.Si) oder 

SHMT1 siRNA (SHMT1Si) und ohne oder mit zusätzlicher Behandlung mit den Antioxidantien 

TEMPOL oder TIRON. ***(p<0,001) statistisch signifikant verglichen mit der negativ Silencing 

Kontrollgruppe; †† (p<0,01), ††† (p<0,001) statistisch signifikant zur SHMT1 Silencing 

Kontrollgruppe. 
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   Ebenso wurde unter Behandlung mit SHMT1-Silencing und gleichzeitiger 

Antioxidantien-Behandlung durch Zugabe von TEMPOL und TIRON die Expression des 

osteogenen Transkriptionsfaktors CBFA1 bestimmt. Dabei bestätigte sich die zuvor 

beobachtete Erhöhung der CBFA1 mRNA Expression durch SHMT1-Silencing verglichen mit 

der Kontrollgruppe. Zugabe der Antioxidantien TEMPOL und TIRON konnten wiederum die 

erhöhte mRNA Expression von CBFA1 unter SHMT1-Silencing Bedingungen absenken, sodass 

die mRNA Expression von CBFA1 unter Zugabe der Antioxidantien signifikant reduziert wurde 

verglichen mit den kontrollbehandelten Zellen nach SHMT1-Silencing (Abb.15).  

  

 

 

  

Abb. 15:  SHMT1-Silencing und mRNA Expression des osteogenen Transkriptionsfaktors 

CBFA1 unter Zugabe von Antioxidantien 

Punktdiagramm und arithmetisches Mittel ± Standardfehler (n=6, willkürliche Einheiten) der 

relativen CBFA1 mRNA Expression in HAoSMCs behandelt mit negativ siRNA (Neg.Si) oder 

SHMT1 siRNA (SHMT1Si) und ohne oder mit zusätzlicher Behandlung mit den Antioxidantien 

TEMPOL oder TIRON. *(p<0,05) statistisch signifikant verglichen mit der negativ Silencing 

Kontrollgruppe; †(p<0,05) statistisch signifikant zur SHMT1 Silencing Kontrollgruppe. 
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   Auch wurde erneut die Expression des osteogenen Enzyms ALPL bestimmt, das wie 

bereits beschrieben einen entscheidenden Faktor bei Gefäßverkalkungen darstellt. Wiederum 

zeigte sich, verglichen mit der Kontrollgruppe, eine Erhöhung der ALPL mRNA Expression unter 

SHMT1-Silencing. Vergleichbar mit den zuvor beobachteten Effekten für MSX2 und CBFA1 wurde 

die erhöhte ALPL mRNA Expression unter SHMT1-Silencing Bedingungen durch zusätzliche 

Zugabe der Antioxidantien TEMPOL oder TIRON wieder abgeschwächt (Abb. 16). 

 

  

Abb. 16:  SHMT1-Silencing und mRNA Expression des osteogenen Enzyms ALPL unter 

Zugabe von Antioxidantien 

Punktdiagramm und arithmetisches Mittel ± Standardfehler (n=6, willkürliche Einheiten) der 

relativen ALPL mRNA Expression in HAoSMCs behandelt mit negativ siRNA (Neg.Si) oder 

SHMT1 siRNA (SHMT1Si) und ohne oder mit zusätzlicher Behandlung mit den Antioxidantien 

TEMPOL oder TIRON. ***(p<0,001) statistisch signifikant verglichen mit der negativ Silencing 

Kontrollgruppe; †(p<0,05) statistisch signifikant zur SHMT1 Silencing Kontrollgruppe. 
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5.  Diskussion 

5.1. SHMT1 und osteogene Transdifferenzierung von Gefäßmuskelzellen 

 
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass SHMT1 in osteo-/chondrogenen 

Transdifferenzierungsvorgängen der glatten Gefäßmuskelzelle eine Rolle spielen könnte. Die 

SHMT1 mRNA Expression wurde durch Phosphatbehandlung gesteigert. Unterdrückung der 

SHMT1-Expression durch Silencing führte zu einer vermehrten mRNA Expression der 

osteogenen Transkriptionsfaktoren MSX2 und CBFA1. Ebenso wurde die Expression der 

alkalischen Phosphatase ALPL erhöht. Diese Effekte sind hinweisend auf eine vermehrte 

osteogene Reprogrammierung der glatten Gefäßmuskelzellen. Diese Beobachtungen wurden 

durch weitere Versuche unserer Arbeitsgruppe bestätigt. So zeigte sich unter SHMT1 Silencing 

und Phosphatbehandlung ebenso eine erhöhte Aktivität der alkalischen Phosphatase (141). 

Ebenso konnte in den weiterführenden Studien gezeigt werden, dass der Kalzium-Gehalt als 

Indikator der Verkalkung von Zellkulturen unter Kalzifikationsbedingungen durch das Silencing 

von SHMT1 erhöht wurde (141). Diese Ergebnisse unterstützen die Beobachtungen dieser 

Arbeit und zeigen eine Rolle der SHMT1 bei der Verkalkung glatter Gefäßmuskelzellen auf. 

Mechanistisch greift SHMT1 wahrscheinlich in Signaltransduktionswege von Apoptose 

und oxidativem Stress der VSMC ein: die Expression spezifischer Marker für oxidativen Stress 

und vermehrtes Apoptose-Signaling wurde durch Silencing von SHMT1 verstärkt. Ferner sind 

Antioxidantien in der Lage, die durch SHMT1-Silencing hervorgerufenen osteoinduktiven Effekte 

abzumildern. Die Beteiligung von oxidativem Stress an den Folgeeffekten von SHMT1 Silencing 

wird durch weitere Versuche unterstützt, bei denen sich eine reduzierte antioxidative Kapazität 

der Zellen nach SHMT1-Silencing zeigte (141). In Zusammenschau deuten diese Ergebnisse 

darauf hin, dass SHMT1 in Gefäßmuskelzellen eine protektive Rolle, die vor 

Gefäßverkalkungen schützt, einnehmen könnte. 

 

5.2. Interpretation der Ergebnisse im Kontext der gegenwärtigen Literatur 

 
Eine Verkalkung der vaskulären Media (VCm) wird besonders durch 

Hyperphosphatämie und dadurch induzierte Fehlfunktion der glatten Gefäßmuskelzellen 

hervorgerufen (34, 56). In vivo- und in vitro-Experimente konnten bestätigen, dass eine 

Erhöhung der extrazellulären Phosphatlevel die phänotypischen Veränderungen der VSMC hin 

zu einer osteoblasten-ähnlichen Zelle fördert (41). Diese ist durch eine veränderte 

Genexpression gekennzeichnet (56). Unter der Vielzahl  der an diesen Prozessen beteiligten 

und bereits identifizierten Faktoren sind insbesondere die Transkriptionsfaktoren CBFA1 und 

MSX2 zu nennen (56). Sie spielen wie eingangs erläutert eine wesentliche Rolle sowohl in der 
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Osteogenese von Knochen als auch bei der extraossären Verkalkung (56). Als frühester Marker 

in Osteoblasten ist insbesondere CBFA1 für die Initiierung der osteoblastären Differenzierung 

unabdingbar und wurde daher als Master-Transkriptionsfaktor der Osteogenese beschrieben 

(81, 142). Zusammen mit MSX2 als Vertreter des BMP2-Signalweges stellen diese beiden 

Transkriptionsfaktoren valide Messparameter zur Erfassung der angestoßenen osteogenen 

Transdifferenzierungsvorgänge dar (143). Dies steht im Einklang mit der gegenwärtigen 

Literatur, da sie auch als dementsprechende Marker in zahlreichen anderen Studien in diesem 

Gebiet verwendet werden (73, 142, 143). Dasselbe gilt für die Messung der alkalischen 

Phosphatase (ALPL), die aufgrund der Spaltung von Pyrophosphat als anerkanntes 

Schlüsselenzym der Hydroxylapatit-Bildung angesehen wird (94).  

Im Rahmen der veränderten Expressionsmuster der VSMC kommt es zu einer 

Hochregulation von CBFA1 und MSX2, welche über verschiedene Mechanismen zu einer 

gesteigerten Expression und Aktivität der alkalischen Phosphatase und schließlich zu 

extrazellulären Hydroxylapatitabagerungen führen (56). Die vorliegende Arbeit zeigt, dass 

SHMT1 einen Einfluss auf diese Phosphat-induzierten Veränderungen hat: Ein Knockdown von 

SHMT1 führt zu einer Erhöhung der Expression der osteogenen Transkriptionsfaktoren 

(CBFA1, MSX2) als auch der ALPL. SHMT1-Silencing scheint also eine Verstärkung der osteo-

/chondrogenen Signalwege herbeizuführen. Auch konnte eine vermehrte Kalziumablagerung 

unter SHMT1-Silencing nachgewiesen werden (141). Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass 

glatte Gefäßmuskelzellen auf eine Phosphat-Behandlung mit einer verstärkten SHMT1-mRNA-

Bildung reagieren. Daraus könnte interpretiert werden, dass erhöhte SHMT1-Level in Phosphat-

behandelten VSMCs anscheinend nötig sind, um das Ausmaß der Verkalkung zu limitieren. Es 

liegt daher die Vermutung nahe, dass SHMT1 eine protektive Rolle in den Prozessen der 

vaskulären Verkalkung spielen könnte.  

Interessanterweise reagieren die Gefäßmuskelzellen bereits auf alleiniges SHMT1-

Silencing mit einer gesteigerten mRNA-Expression der genannten osteogenen Marker. Eine 

gesteigerte Kalzium-Ablagerung zeigte sich in den weiterführenden Versuchen jedoch erst unter 

Erhöhung von Kalzium und Phosphat im Medium, ohne die kein ausreichendes Substrat für die 

Mineralisierung vorhanden ist (141). Diese Beobachtung steht im Einklang mit anderen 

Verkalkungs-Modellen in VSMCs, bei denen ebenso Kalzium- und Phosphat-Supplementation 

im Zellkultur-Medium für eine maximale Mineralisation benötigt werden (144). Die in dieser 

Studie untersuchten Reaktionswege stellen unter anderem eine Verbindung zu oxidativem 

Stress und Apoptosevorgängen her.  
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5.3. Bedeutung von SHMT1 in Signalwegen der osteo-/chondrogenen 

Transdifferenzierung von VSMCs 

 
Oxidativer Stress spielt eine bekannte und entscheidende Rolle in der Pathogenese der  

intimalen vaskulären Verkalkung (VCi) (145). Er scheint aber ein ebenso wichtiger Mediator für 

die Entwicklung der medialen Form der VC zu sein (83, 146), wie sie bei der chronischen 

Nierenerkrankung auftritt (69, 147). Oxidativer Stress moduliert die osteoblastäre 

Differenzierung von VSMCs (66) und stimuliert in SMC-Kulturen die Expression von CBFA1 

(83). In der vorliegenden Arbeit wurde die mögliche Assoziation von SHMT1 mit oxidativem 

Stress untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass Silencing von SHMT1 eine Imbalance 

zwischen antioxidativen Faktoren und oxidativen Produkten induziert: Während einerseits eine 

Reduktion der antioxidativen Kapazität gemessen wurde (141), konnte andererseits eine 

Zunahme der NOX4- und CYBA-mRNA-Expression erfasst werden. Letztere sind 

entscheidende Komponenten der ROS-erzeugenden NADPH-Oxidase (102, 103). Diese wird 

als Reaktion auf Stimuli wie Urämie und Hyperphosphatämie in VSMCs hochreguliert (148, 

149).  

 

Oxidativer Stress kann über verschiedene Mechanismen zur VCm beitragen (83, 99, 

106, 150). Ein möglicher Mechanismus liegt in der Aktivierung von Matrix-Metalloproteasen 

(99), welche u.a. an den phänotypischen Veränderungen der glatten Gefäßmuskelzelle sowie 

Matrix-Degradation beteiligt sind (68, 105). Die aktuellen Ergebnisse zeigen, dass SHMT1-

Silencing zu einer erhöhten mRNA-Expression der MMP-2 führte. In anderen Studien konnte 

bereits nachgewiesen werden, dass im Verlauf der chronischen Nierenerkrankung Expression 

und Aktivität von Matrix-Metalloproteasen zunehmen (68).  

Das Antioxidans TEMPOL (4-Hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidinyloxyl oder 4-Hydroxy-

TEMPO) ist ein zell-permeables Nitroxid. Es schützt Mitochondrien gegen oxidativen Schaden 

und erhöht die Bioverfügbarkeit von NO, einem funktionellen Antagonisten von Superoxid (148, 

151). Nitroxide metabolisieren Superoxid-Anionen (•O2
−) zu H2O2 und werden daher auch als 

SOD (Superoxiddismutase)-Mimetika angesehen (152). Außerdem katalysieren sie den 

Metabolismus verschiedener ROS und reduzieren damit deren Anhäufung im Gewebe als auch 

innerhalb der Zellen (151). TEMPOL verlängert das Leben von Ratten, wenn es ihnen von 

Geburt an gegeben wird (151). In verschiedenen Untersuchungen konnte der protektive Effekt 

von TEMPOL auf zahlreiche Organsysteme (Herz, Gehirn u.a.) und in verschiedenen 

Pathologien gezeigt werden (Diabetes mellitus, Dyslipidämie, Ischämie, Schock u.a.) (151).  

Der Superoxid-Scavenger Tiron (Brenzcatechin-3,5-disulfonsäure Dinatriumsalz) ist ein 

Metall-Chelator (153). Er bildet mit Metall-Ionen einen wasserlöslichen Komplex, der als Vitamin 

E-Analogon ein potentes Antioxidans darstellt (154). Er scheint in den Mitochondrien zu 
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akkumulieren und so reaktive Sauerstoffspezies direkt an der Quelle zu eliminieren (154). 

Ferner wird es als Antidot zur Behandlung von Metallvergiftungen angewandt (154).  

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die osteoinduktiven Effekte des 

SHMT1-Silencings mit oxidativem Stress verknüpft sind: Die Zugabe der Antioxidantien 

reduzierte die Expression der Marker osteogener Transdifferenzierung (MSX2, CBFA1) sowie 

die alkalische Phosphatase unter SHMT1-Silencing Bedingungen. Die bedeutende Rolle von 

oxidativem Stress bei der vaskulären Verkalkung wird auch durch andere Beobachtungen 

unterstützt. So wurde gezeigt, dass die Administration von TEMPOL die mRNA-Expression von 

CBFA1 und Osteocalcin reduziert und somit die phänotypischen Veränderungen der VSMC 

inhibiert (149). Eine weitere Möglichkeit, wie TEMPOL die VCm positiv beeinflussen kann, liegt 

in der Vermeidung von Apoptosevorgängen (155). Obwohl die vorliegende Arbeit diesen 

Bereich nicht detailiert adressiert, konnten andere Autoren in Tiermodellen nachweisen, dass 

TEMPOL-Gabe Apoptose in VSMCs nach Gefäßverletzung inhibiert (155). Es gibt damit bereits 

mehrfach Hinweise, die andeuten, dass Antioxidantien in glatten Gefäßmuskelzellen protektiv 

gegen Mechanismen der vaskulären Verkalkung wirken. Diese Beobachtungen werden durch 

die hier durchgeführten SHMT1-Silencing-Experimente unterstützt.  

Oxidativer Stress kann als Trigger für Apoptosevorgänge wirken (106). Bei Apoptose 

werden Kristallisationskeime für die weitere Hydroxylablagerungen gebildet und es kommt zum 

Untergang benachbarter VSMCs (107, 109). Um auf molekularer Ebene Apoptosevorgänge zu 

messen, bietet sich die BAX/BCL2-Ratio an. Die Bcl2-Familie von Proteinen spielt eine zentrale 

Rolle in der zellulären Regulation von Apoptose (156). Sie umfassen pro-apoptotische (Bax, 

Bak, Bok, Bim etc.) und anti-apoptotische (Bcl2, Bcl-W, Mcl-1 etc.) Faktoren, wobei weniger die 

Konzentration einzelner als das Zusammenspiel bzw. deren Verhältnis ausschlaggebend zu 

sein scheint (156).  

Die hier durchgeführten Versuche zeigen, dass SHMT1-Silencing die BAX/BCL2-Ratio 

anhebt. Dies deutet darauf hin, dass es in den Zellen zu einer Anreicherung apoptosefördernder 

Faktoren gekommen sein könnte. Ob das eine Folge des bereits dargestellten vermehrten 

oxidativen Stresses in den Zellen oder eine direkte Folge des SHMT1-Silencing darstellt, bleibt 

unklar. Es konnte in anderen Arbeiten aber gezeigt werden, dass SHMT1-Knockdown p53-

vermittelte Apoptosevorgänge in Krebszellen induziert (132). Dabei führte eine SHMT1 

Depletion zu einem Zellzyklusarrest sowie Uracil-Fehleinbau (132). Vermutet wurde, dass ein 

Knockdown der Transferase zu einer herabgesetzten Thymidylat-Synthese führt, in deren Folge 

sich dUMP ansammelt und ein Mangel an dTMP ensteht (132). Es wurde angenommen, dass 

dieses Missverhältnis Ursache für den festgestellten Uracil-Fehleinbau sein könnte (132). Hier 

könnte auch die eingangs erwähnte Rolle von SHMT1 als Gerüstprotein und Bestandteil des 

Thymidylatsynthese-Multienzymkomplexes wichtig sein (115). Die de novo Thymidylat-
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Synthese findet im Zellkern statt und SHMT1 wird für die Verankerung des Enzymkomplexes an 

der nukleären Lamina verantwortlich gemacht (115).   

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit kann nicht abgeschätzt werden, welche Bedeutung 

die angezeigten Apoptosevorgänge für die verstärkte Transdifferenzierung SHMT1-Silencing 

und Kalzifizierung hat. Aus vorherigen Studien ist bekannt, dass sowohl apoptotische 

Körperchen als auch Matrix-Vesikel als Nidus für die weitere Mineralisation dienen (56, 107). 

Des Weiteren führen die zunehmende osteo-/chondrogene Transdifferenzierung als auch eine 

Erhöhung der Apoptoserate zu einem Untergang funktionstüchtiger glatter Gefäßmuskelzellen, 

welche Mineralisierungs-Inhibitoren wie Fetuin-A oder MGP produzieren könnten (64). Diese 

Arbeit konnte zeigen, dass SHMT1-Silencing sowohl die mRNA-Expression der Matrix-

Metalloproteinase-2 anhebt als auch apoptosefördernd (gemessen an der BAX/BCL2-Ratio) 

wirken könnte. Dies ist aber eine reine Assoziation und kann keine Kausalität darstellen. 

Dennoch konnten andere Studien zeigen, dass die von VSMCs abgeschnürten Matrix-Vesikel 

unter anderem mit MMP-2 angereichert waren, Vorgänge, die bei der Verkalkung eine wichtige 

Rolle spielen (108).  

Es kann zusammengefasst werden, dass Hyperphosphatämie-Bedingungen in VSMCs 

zu einer vermehrten Expression von SHMT1 führen. Die genauen Mechanismen, die diesen 

Effekt verursachen, sind noch unklar. Des Weiteren kann angenommen werden, dass die 

vermehrte SHMT1 mRNA Produktion als Schutzmechanismus der Zelle zu verstehen ist, da ein 

Mangel an SHMT1 die vaskuläre Verkalkung aggraviert (gemessen an gesteigerten osteogenen 

Transkriptionsfaktoren und höherem Kalziumgehalt) (141). Als Effektoren der osteogenen 

Effekte von SHMT1-Mangel konnten oxidativer Stress und Apoptoseinduktion identifiziert 

werden, obwohl unklar bleibt, welche Signaltransduktionswege im Einzelnen ablaufen.  

 

5.4. Hypothetische Effekte des SHMT1-Mangels bei vaskulärer Kalzifizierung 

 
Bezüglich seiner Rolle im Folatzyklus ist SHMT1 sehr gut untersucht. Aufgrund der 

zahlreichen Verknüpfungen mit anderen Stoffwechselwegen gibt es eine Vielzahl potentieller 

Mechanismen, wie SHMT1 direkt oder indirekt via einen seiner Metaboliten Einfluss auf den 

Zellstoffwechsel nehmen kann. Die hier gewonnen Erkenntnisse stellen einen ersten Einblick in 

die Funktion von SHMT1 dar, die genauen mechanistischen Effekte können aber nur vermutet 

werden. Hypothetischerweise könnten mehrere Signalwege dabei eine Rolle spielen:  

 

1) SHMT1 reguliert das Verhältnis zwischen Tetrahydrofolat (THF) und 5,10-MethylenTHF 

im Rahmen des Folatstoffwechsels (1, 112).  Dieser ist, wie oben erläutert, eng mit dem 

Methioninzyklus verknüpft (1). SHMT1 könnte in diesem Rahmen Einfluss auf den 
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Homocystein-Metabolismus nehmen. Homocystein ist unter anderem ein Induktor von 

oxidativem Stress, denn es stimuliert die Bildung von Wasserstoffperoxid und 

Superoxidanionen (157). Hyperhomocysteinämie ist assoziiert mit Herz-Kreislauf-

Erkrankungen und es gibt starke Hinweise dafür, dass dies in einem kausalen 

Zusammenhang steht (158). Ebenso scheint Homocystein über die Aktivierung von 

CBFA1 bei der vaskulären Kalzifizierung eine Rolle zu spielen (159). Inwieweit 

Homocystein an den pro-kalzifizierenden Effekten des SHMT1-Silencings beteiligt ist, 

bleibt aber unklar.  

 

2) Wie eingangs erläutert, wird bei der durch SHMT1 katalysierten Reaktion auch Glycin 

gebildet (1, 112). Neue Erkenntnisse legen die Vermutung nahe, das Glycin selbst auch 

eine Rolle bei den Prozessen der Arteriosklerose spielt: Glycin ist ein wichtiger 

Bestandteil von Kollagen und es konnte festgestellt werden, dass abnorm geschaffenes 

Kollagen einen weiteren Faktor in der Initiation und Progression medialer Verkalkung 

darstellt (160, 161). Hypoglycinämie könnte sowohl bei Diabetikern als auch bei 

Patienten mit CKD die vaskuläre Verkalkung antreiben und in der Folge das 

kardiovaskuläre Risiko erhöhen (161). Es wurden auch anti-atherogene Effekte von 

Glycin beschrieben, welche über endotheliale Glycin-aktivierte Chlorid-Kanäle eine  

Reihe von Reaktionen auslösen, die zu einer Down-Regulation der NADPH-Oxidasen 

und letztlich verminderter Superoxidproduktion führen (162). Angemerkt werden muss 

hier jedoch, dass der Metabolismus insbesondere bei Patienten mit chronischen 

Nierenerkrankungen in einer Weise verändert ist, dass es eine Vielzahl möglicher 

Ursachen für Veränderungen des Glycinspiegels gibt und die Bildung via SHMT1 

natürlich nicht die einzige Quelle für Glycin ist. Einschränkend kommt hinzu, dass 

obwohl in diesen Quellen auch von medialer Verkalkung gesprochen wurde, die 

Arbeiten hauptsächlich intimale atherosklerotische Plaques untersuchten. Ebenso 

lassen die aktuell vorliegenden Beobachtungen keine direkten Schlüsse auf eine 

Beteiligung von Glycin bei vaskulärer Verkalkung zu. 

  

3) Eine weitere Vermutung stellt die Beteiligung von apoptotischen Vorgängen an den pro-

kalzifizierenden Effekten des SHMT1-Silencings dar, wie bereits im vorigen Kapitel 

erläutert wurde. Ob die apoptotischen Prozesse die pro-kalzifizierende Wirkung von 

SHMT1-Silencing vermitteln, kann aktuell aber nicht gezeigt werden.  

 

4) Ferner könnte SHMT1 über die Methylierung von Proteinen, RNA und DNA in 

Mechanismen der vaskulären Verkalkung eingreifen. Ein denkbarer Zusammenhang 

besteht in der Beeinflussung der Methylierung von DNA im Rahmen epigenetischer 
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Prozesse (163). Es gibt noch nicht viele Kenntnisse über die Bedeutung der DNA-

Methylierung bei Prozessen arterieller Verkalkung. Jedoch konnte gezeigt werden, dass 

Inkubation von VSMCs unter hohen Phosphat-Konzentrationen mit einer verstärkten 

DNA-Methyltransferase Aktivität und Methylierung der Promotorregion von SM22α 

einhergeht (164). Dieser Effekt wurde von einer verminderten SM22α-Expression sowie 

einer verstärkten CBFA1-Expression und Kalzifikation begleitet (164). SM22α könnte als 

ein Markerprotein für die Differenzierung glatter Gefäßmuskelzellen angesehen werden 

und ist auch unter dem Namen Transgelin bekannt (165, 166). Der Verlust dieses SMC-

spezifischen Proteins ist typisch im Verlauf der osteo-/chondrogenen 

Transdifferenzierung (73). Ob diese Methylierungsreaktionen in einem Zusammenhang 

mit den im Folatzyklus bereitgestellten C1-Einheiten stehen und damit durch SHMT1 

reguliert werden können, ist bisher nicht bekannt. Manche Autoren gehen auch so weit, 

SHMT1 als metabolischen Weichensteller zu bezeichnen, welcher den Fluss der C1-

Einheiten entweder zum Weg der Thymidylat-Synthese oder zu Methylierungsprozessen 

beeinflussen könnte (116). Wiederum ist unklar, ob diese Prozesse bei den pro-

kalzifizierenden Effekten des SHMT1-Silencings beteiligt sind.  

   

Aufgrund der zellulären Funktion von SHMT1 sind also eine Reihe von Reaktionswegen 

denkbar, die die Verkalkung beeinflussen könnten. Die hier beschriebenen möglichen 

Mechanismen können aber keinen Anspruch auf Vollständigkeit stellen. 

 

5.5. Klinische Implikationen  
 

Es finden sich in der Literatur Hinweise darauf, dass SHMT1 auch eine Rolle im 

menschlichen Patienten vermitteln könnte. Wie bereits eingangs erläutert, gibt es eine Reihe 

von Studien, welche Assoziationen zwischen Polymorphismen des SHMT1 Gens und Herz-

Kreislauf-Erkrankungen beschreiben (134-138). Es wurden hierbei vor allem Single-Nukleotid-

Polymorphismen untersucht.  

SHMT1 scheint, wie oben erläutert, auch oxidative Prozesse zu beeinflussen. Dies 

könnte insbesondere für CKD Patienten, die Hochrisikogruppe für mediale VC, bedeutsam sein. 

CKD-Patienten entwickeln bereits in frühen Krankheitsstadien ein Ungleichgewicht von 

reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) und antioxidativen Schutzmechanismen, welches sich mit 

Verschlechterung der Nierenfunktion verstärkt (167). Hämodialyse-Behandlung per se (wie 

auch Peritonealdialyse und Hämofiltration) scheinen diese Imbalanz zu verstärken (167). Der 

aus oxidativem Stress entstehende Circulus vitiosus führt neben den Nebenwirkungen 

systemischer Inflammation auch zu einer Verstärkung der Nierenschädigung (168).  



  
 57 

 
  

Ferner gibt es immer mehr Hinweise darauf, dass oxidativer Stress und Inflammation 

Schlüsselelemente in der Entwicklung und Progression vaskulärer Verkalkung sowie Gesamt- 

und kardiovaskulärer Mortalität in CKD-Patienten sind (147, 169). So ist eine Erhöhung der 

NADPH-Oxidase Aktivität und die damit einhergehende verstärkte ROS-Bildung mit dem 

Auftreten von Verkalkungen der Herzkranzgefäße bei asymptomatischen Personen assoziiert 

(170). Wenn die wichtige Rolle von oxidativem Stress in der Pathogenese der vaskulären 

Verkalkung in CKD-Patienten bedacht wird, ist es naheliegend, an die Möglichkeit einer 

Antioxidantiengabe als Therapiemöglichkeit zu denken. In der Tat konnte TEMPOL in vitro als 

auch in vivo bei urämischen Ratten die VCm verbessern (149). Bisher gibt es jedoch noch keine 

sicheren klinischen Erfahrungen bezüglich des Einsatzes von Tempol zur Reduktion von 

oxidativem Stress oder dem Fortschreiten der Arteriosklerose. Die exogene Aufnahme 

verschiedener anderer Antioxidantien hat sich dagegen in mehreren Studien als 

erfolgversprechend erwiesen. Während Vitamin E keine bzw. gegenteilige Effekte zeigte (167, 

171), sind die Ergebnisse zu L-Carnitin, Curcumin, grünem Tee, Spurenelementen wie Selen, 

mehrfach ungesättigten Omega-3-Fettsäuren, Statinen, Flavanoiden und dem viel untersuchten 

Vitamin C uneindeutig und es bedarf weiterer Studien, bevor sie zur Therapie empfohlen 

werden könnten (97, 167, 171). Die Anwendung von L-Arginin (97) und besonders N-

Acetylcystein (97, 167, 171) scheint hingegen vielversprechend, da sowohl oxidativer Stress, 

Inflammation, Urikämie als auch das Auftreten kardiovaskulärer Ereignisse bei CKD- und 

Dialyse-Patienten vermindert werden könnte. Ferner wurde der positive Effekt aeroben 

Ausdauertrainings sowie Kalorien-reduzierter Diäten diskutiert (168). Die Erkenntnis über eine 

mögliche Beteiligung von SHMT1 bei der Entstehung von oxidativem Stress und medialer VC 

könnte dabei helfen, die komplexen beteiligten Signalwege besser zu verstehen und damit auch 

neue Therapieansätze zu finden.  

Aufgrund der zentralen Bedeutung von Inflammation bei der Pathogenese 

kardiovaskulärer Erkrankungen könnte SHMT1 durch Beeinflussung von oxidativem Stress und 

Apoptosevorgängen auch in anderen systemischen Krankheitsbildern als der vaskulären 

Verkalkung involviert sein (167, 168). Um diese potentielle Beteiligung aufzudecken, sind 

weitere Studien nötig. 

Neben vaskulären Effekten sind auch andere Krankheitsprozesse mit SHMT1 assoziiert 

worden. Häufige in der Literatur immer wieder im Zusammenhang mit SHMT1 erwähnte 

Erkrankungen sind Neoplasien, vor allem gastrointestinale Tumore und Brustkrebs, aber auch 

Leukämien und Lymphome sowie kongenitale Herzfehler und neurologische Krankheitsbilder 

inkl. multiple Sklerose, Neuralrohrdefekte sowie Autismus. Dies gilt für Untersuchungen von 

genetischen Variationen des SHMT1-Gens (135) als auch für epigenetische 

Regulationsmechanismen (127). SHMT1 könnte nicht nur epigenetische Methylierungsprozesse 

steuern, sondern auch selber Ziel eben jener DNA-Methylierungen sein. Besonders bezüglich 
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Tumorerkrankungen konnten Promotor-Hypermethylierungen des SHMT1-Gens identifiziert 

werden (127). Diese führten zu einer Repression des Gens und waren mit einem verstärkten 

Auftreten des entsprechenden Tumors assoziiert (127). Wenn die Reversibilität epigenetischer 

Modifikationen bedacht wird, stellt sich hier ein weiteres Feld therapeutischer 

Interventionsmöglichkeiten (Ernährung, medikamentös, etc.) dar (127), die auch für die VCm 

interessant werden können. 

 

5.6. Limitationen 

 
Die dieser Arbeit zugrunde liegenden Erkenntnisse basieren alle auf Silencing 

Experimenten (SHMT1-Silencing). Bei dieser Methode kann durch Transfektion von Zellen mit 

Silencing-RNA (siRNA) eine Suppression des gewünschten Gens auf transkriptioneller oder 

translationaler Ebene erreicht werden (172). Durch methodische Fortschritte kann heute eine 

beachtliche Reduktion (=Knockdown, nicht Knock-out) der Gen-Expression erzielt werden, 

welche in ihrer Effektivität jedoch potentiell sehr variabel ist (172). Der Silencing-Erfolg der 

vorliegenden Experimente kann anhand der ebenfalls durchgeführten negativ silencing Gruppen 

abgeschätzt werden. Obwohl keine vollständige Suppression der SHMT1 mRNA-Expression 

erreicht werden konnte, war das Ausmaß der Reduktion ausreichend, um signifikante 

Unterschiede in den erhobenen Parametern widerzuspiegeln. Weitere potentielle Fehlerquellen 

bei Silencing-Experimenten liegen in der RNA-induzierten Immunstimulation und der 

unbeabsichtigten Suppression anderer Gene (Off-target effects) (173). Diese sind schwer 

messbar und deren Einfluss kaum vorherzusagen. Jedoch konnte ein Effekt der Transfektion 

der HAoSMCs selbst bezüglich der SHMT1 mRNA Expression im Vergleich mit einer 

Kontrollgruppe weitgehend ausgeschlossen werden. Letzten Endes ist diese vergleichsweise 

einfache Methode des Gen-Silencing, die es erlaubt, Knockdown-Modelle von nahezu jedem 

Gen zu untersuchen, eine gemeinhin akzeptierte Technik (174).  

In dieser Arbeit wurde die Rolle der SHMT1 in der Phosphat-induzierten vaskulären 

Verkalkung untersucht. Daher wurden in den Zellkultur-Experimenten 

Hyperphosphatämiebedingungen erzeugt, wie sie auch beim chronischen Nierenversagen 

häufig sind. Neben Phosphat gibt es jedoch noch weitere Trigger der VC wie beispielsweise 

Kalzium oder Glucose, sowie von Adipozyten stammende Faktoren wie Leptin (175-177). Es 

bleibt unklar, welche Bedeutung SHMT1 bei osteoinduktiven Prozessen unter solchen Triggern 

innehat.  

Arbeiten mit Zellkulturen birgt zahlreiche Risiken, wie beispielsweise Kontamination und 

Selektion von Zellen mit genetischen oder epigenetischen Alteration (178).  



  
 59 

 
  

Die dargestellten Interpretationen sind auch dadurch limitiert, dass die in vitro-Vorgänge 

nicht direkt die vaskuläre Verkalkung in vivo widerspiegeln (32, 34). In vitro-Experimente lassen 

sich nicht ohne Weiteres auf den Menschen übertragen. Die gefundenen Zusammenhänge 

können durch zahlreiche Interaktionen im Organismus verfälscht werden und sollten daher nicht 

überinterpretiert werden. Weitere in vivo Studien sind zur Bestätigung der postulierten Effekte 

nötig. Die aktuellen Ergebnisse liefern erste Erkenntnisse zu der Rolle von SHMT1 in der 

vaskulären Verkalkung, eine direkte Übertragung dieser auf den Patienten ist momentan nicht 

möglich.    
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6. Fazit 

 

Die Resultate dieser Arbeit zeigen eine Beteiligung von SHMT1 an der Phosphat-

induzierten osteo-/chondrogenen Transdifferenzierung der glatten Gefäßmuskelzellen in vitro 

auf. Unter Hyperphosphatämie-Bedingungen kommt es zu einer Erhöhung der SHMT1-mRNA 

Expression. Ein Knockdown von SHMT1 führt zu einer vermehrten Expression osteogener 

Transkriptionsfaktoren und Enzyme. Ferner werden durch SHMT1-Mangel Signalwege aktiviert, 

die oxidativen Stress in glatten Gefäßmuskelzellen induzieren. Weiterhin scheint SHMT1 an der 

Aufrechterhaltung des Gleichgewichts zwischen pro- und antiapoptotischen Faktoren beteiligt 

zu sein. Daher liegt die Vermutung nahe, dass SHMT1 eine regulierende Rolle in den 

Prozessen der Phosphat-induzierten vaskulären Verkalkung ausübt.  

Besonders in Hinblick auf die schlechte therapeutische Beeinflussung vaskulärer 

Verkalkung, die im Rahmen der chronischen Nierenerkrankung und anderen Krankheitsbildern 

auftritt, kommt dem Verständnis der zugrunde liegenden Mechanismen eine besondere 

Bedeutung zu. Es ist bedeutsam, an der Verkalkung beteiligte Hauptsignaltransduktionsketten 

zu erkennen, dadurch könnten neue therapeutische Optionen ermöglicht werden. In dieser 

Arbeit wurden erste Verbindungen zwischen SHMT1 und einigen Schlüsselmechanismen der 

vaskulären Verkalkung der Media dargestellt. Obwohl festgestellt werden konnte, dass ein 

Mangel an SHMT1 oxidativen Stress, Apoptosevorgänge und osteogene Transdifferenzierung 

der VCMC fördert, ist noch nicht bekannt, welche Mechanismen genau diesem Effekt zugrunde 

liegen.  

Diese Arbeit beschreibt SHMT1 als Komponente der osteochondrogenen Signalwege 

der glatten Gefäßmuskelzelle. Sie trägt somit zum Verständnis der komplexen Vorgänge bei, 

welche die vaskuläre Verkalkung bei Patienten mit chronischer Nierenerkrankung vermitteln.  
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zu Methodik (insbesondere praktische Arbeiten, Laborbestimmungen, statistische Aufarbeitung) 

und Resultaten (insbesondere Abbildungen, Graphiken und Tabellen) werden von mir 

verantwortet. 

 

Ich versichere ferner, dass ich die in Zusammenarbeit mit anderen Personen generierten Daten, 

Datenauswertungen und Schlussfolgerungen korrekt gekennzeichnet und meinen eigenen 

Beitrag sowie die Beiträge anderer Personen korrekt kenntlich gemacht habe (siehe 

Anteilserklärung). Texte oder Textteile, die gemeinsam mit anderen erstellt oder verwendet 

wurden, habe ich korrekt kenntlich gemacht. 

 

Meine Anteile an etwaigen Publikationen zu dieser Dissertation entsprechen denen, die in der 

untenstehenden gemeinsamen Erklärung mit dem Erstbetreuer, angegeben sind. Für sämtliche 

im Rahmen der Dissertation entstandenen Publikationen wurden die Richtlinien des ICMJE 

(International Committee of Medical Journal Editors; www.icmje.og) zur Autorenschaft 

eingehalten. Ich erkläre ferner, dass ich mich zur Einhaltung der Satzung der Charité – 

Universitätsmedizin Berlin zur Sicherung Guter Wissenschaftlicher Praxis verpflichte. 

 

Weiterhin versichere ich, dass ich diese Dissertation weder in gleicher noch in ähnlicher Form 

bereits an einer anderen Fakultät eingereicht habe. 

 

Die Bedeutung dieser eidesstattlichen Versicherung und die strafrechtlichen Folgen einer 

unwahren eidesstattlichen Versicherung (§§156, 161 des Strafgesetzbuches) sind mir bekannt 
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Anteilserklärung  

Beate Böhme hatte folgenden Anteil an der folgenden Publikation: 

Boehme B, Schelski N, Makridakis M, Henze L, Vlahou A, Lang F, Pieske B, Alesutan I, Voelkl 

J. Role of Cytosolic Serine Hydroxymethyl Transferase 1 (SHMT1) in Phosphate-Induced 

Vascular Smooth Muscle Cell Calcification. Kidney & blood pressure research. 

2018;43(4):1212-21. 

 

B Böhme führte mit Unterstützung und Einarbeitung durch N Schelski und I Alesutan 

eigenständig cDNA-Synthese und RT-PCR Versuche durch, aus denen die Abbildungen 6-12 

entstanden. Ebenso führte B Böhme eigenständig die cDNA-Synthese und RT-PCR Versuche 

durch, aus denen die Abbildungen 13-16 entstanden. Die Zellkultur und Assays für diese 

Arbeit wurde mit N Schelski, L Henze und I Alesutan durchgeführt, unter technischer Assistenz 

von A. Lange. Die Konzeption, Auswertung und Interpretation der Ergebnisse erfolgte duch B 

Boehme, M Makridakis, A Vlahou, F Lang, B Pieske, I Alesutan und J Voelkl. 
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Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Gründen in der elektronischen Version meiner 

Arbeit nicht veröffentlicht. 
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