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Zusammenfassung  

Trotz erheblicher Fortschritte in Diagnostik, Therapie und Prävention werden kardiovaskuläre 

Erkrankungen weiterhin als häufigste Todesursache in deutschen und weltweiten 

Todesursachenstatistiken aufgeführt.1,2 Angesichts dieser hohen Zahlen besteht ein enormes 

Potenzial, durch weiteren Erkenntnisgewinn über die Entstehungsprozesse der Erkrankung das 

Leben vieler Patienten maßgeblich zu verlängern und ihre Lebensqualität zu verbessern.  

Der Atherosklerose liegt ein komplexer pathogenetischer Mechanismus zugrunde, bei dem 

Inflammation, unterschiedliche Zelltypen und atherogene Stimuli zusammenspielen. Eine Zelllinie 

von besonderer Bedeutung sind die glatten Gefäßmuskelzellen (vascular smooth muscle cells = 

VSMC). In der Vergangenheit konnte gezeigt werden, dass diese Zelltypen im Rahmen der 

Atherosklerose durch ihre erhebliche Plastizität ihren Phänotyp verändern und sich beispielsweise 

zu Makrophagen-ähnlichen Zellen entwickeln, was als phenotypic switch bezeichnet wird.3,4 Diese 

komplexen Veränderungen in Morphologie, Expressionsmuster und Funktion, gehen vermutlich 

mit einer deutlichen metabolischen Umstellung einher.  

Eine ähnliche Verschiebung des Metabolismus ist der Forschung bei Tumorzellen als Reaktion auf 

Hypoxie schon lange bekannt und wird als Warburg-Effekt beschrieben. Im Rahmen dieser 

metabolischen Veränderungen kommt es zum Anstieg der zellulären glykolytischen Aktivität und 

aufgrund dessen zu einer erhöhten Laktatproduktion.5 Gleichzeitig ist eine Repression der 

Energiegewinnung über den Citratzyklus und die oxidative Phosphorylierung in den 

Mitochondrien zu beobachten.  

Basierend auf unseren Erkenntnissen aus Zellkulturen und Atherosklerose-Mausmodellen, die 

ebenfalls die beschriebenen Verschiebungen im Metabolismus von VSMC im Rahmen von 

Atherosklerose nahelegten und vor dem Hintergrund, dass VSMC sich in atherosklerotischen 

Läsionen unter reduziertem Sauerstoffangebot erhalten, migrieren und proliferieren, stellten wir 

die Hypothese auf, dass auch humane VSMC in atherosklerotischen Gefäßen ihren Phänotyp 

ändern und dabei ihren Metabolismus auf eine Weise umstellen, die Parallelen zum Warburg Effekt 

aufweist. Um die Übertragbarkeit unserer bisherigen Ergebnisse auf humane VSMC zu 

untersuchen, wurden im Rahmen von Herztransplantationen, sowohl gesunde, als auch 

atherosklerotische humane Koronararterien entnommen (n=30). An diesen Proben wurden 

anschließend immunhistologische Färbungen von verschiedenen metabolischen Markerenzymen, 

sowie an einigen Proben (n=3) elektronenmikroskopische Analysen zur Beurteilung der 

Mitochondrienmorphologie durchgeführt. 
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Insgesamt waren in den VSMC der atherosklerotischen Gefäße deutliche Veränderungen des 

Metabolismus zu verzeichnen. Statistisch signifikante Ergebnisse zeigten sich als Ausdruck einer 

gesteigerten Glykolyse in der Hochregulation der Phosphofructokinase B (p=0,02), und als Zeichen 

einer verringerten Aktivität des Citratzyklus in der Herunterregulation der Isocitrat-

Dehydrogenase (p=0,0003). Die elektronenmikroskopischen Ergebnisse müssen aufgrund der 

geringer Fallzahl mit Vorsicht interpretiert werden. Nichtsdestotrotz konnten wir in glatten 

Gefäßmuskelzellen atherosklerotischer Proben eine verringerte Mitochondriendichte, bei 

gleichzeitig erhöhter mitochondrialer Größe beobachten, was als Zeichen einer Dysbalance in der 

mitochondrialen Dynamik in Richtung vermehrten Fusion, zu werten sein könnte.  
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Abstract (English)  

Despite enormous advances in diagnosis, therapy and prevention, cardiovascular diseases (CVD) 

remain the leading cause of death in Germany, as well as worldwide.1,2 In light of these high 

numbers, there is a high potential to prolong the life and improve the quality of life for a wide range 

of patients, through further knowledge about the underlying pathogenetic processes. 

Atherosclerosis develops as a result of a complex interaction between inflammation, different cell 

types and atherogenic influences. One cell type that has a special point of interest are vascular 

smooth muscle cells (VSMC). In the past it could be shown that due to their high plasticity VSMC 

are able to completely change their phenotype, in example into a macrophage-like phenotype, 

which is called phenotypic switching.3,4 These complex changes in morphology, expression and 

function, are allegedly associated with notable changes in cellular metabolism. A similar metabolic 

shift is well known as a reaction to hypoxic conditions in tumor cells and is called the Warburg 

effect. In course of these metabolic changes cells increase their glycolytic activity and lactate 

production, whereas the citrate cycle and the oxidative phosphorylation in the mitochondria is 

repressed.5 Based on our previous findings in cell cultures and mice atherosclerosis models, as well 

as considering that VSMC need to sustain themselves, migrate and proliferate in atherosclerotic 

lesions with limited oxygen supply, we assumed that human VSMC likewise, undergo a phenotypic 

switch including metabolic changes with parallels to the Warburg effect. To investigate the 

transferability to human VSMC, healthy and atherosclerotic coronary arteries from explanted 

hearts were collected in the course of heart transplantations (n=30). On those samples we performed 

immunohistochemical staining of different metabolic enzymes, as well as electron microscopy on 

a part of those samples (n=3) to investigate the mitochondrial morphology. Overall, we observed a 

statistically significant upregulation of phosphofructo kinase b (PFK-B) expression as a sign of 

increased glycolysis, in addition to a significant reduction of isocitrate dehydrogenase (IDH2) 

expression as an indicator for a decreased citrate cycle activity in VSMC in atherosclerotic lesions. 

Due to the small sample size (n=3) for electron microscopic analysis, the obtained results must be 

interpreted with caution. However, we noticed a reduction in mitochondria count, along with an 

increase in mitochondrial size in VSMC in atherosclerosis, which might be a sign of imbalance in 

mitochondrial dynamics by increased mitochondrial fusion.  
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1. Einleitung 

1.1. Das menschliche Gefäßsystem  

Der menschliche Kreislauf lässt sich nach den herrschenden Druckverhältnissen in zwei Systeme 

einteilen: das Hoch- und das Niederdrucksystem. Zum Hochdrucksystem, auf das sich im Rahmen 

dieser Studie konzentriert werden soll, gehören der linke Ventrikel während der Systole, die Aorta, 

sowie sämtliche Arterien und Arteriolen. Neben der Einteilung nach dem bestehenden Druck, 

können die Gefäße nach ihrer Funktion weiter in Windkessel-, Widerstands-, Austausch- und 

Kapazitätsgefäße eingeteilt werden. Die Windkesselgefäße werden auch als Arterien vom 

elastischen Typ bezeichnet, da sie vorwiegend aus elastischen Fasern bestehen. In diese Kategorie 

fallen die Aorta und ihre großen Abzweigungen.  

Als Widerstandsgefäße oder auch Arterien vom muskulären Typ bezeichnet man die kleinen 

Arterien und Arteriolen. Namensgebend ist hier eine Vielzahl von Schichten glatter 

Gefäßmuskelzellen in der Tunica media, der mittleren Schicht der Gefäßwand. Diese Gefäße sind 

den Kapillaren vorgeschaltet und können über die glatten Gefäßmuskelzellen (vascular smooth 

muscle cells = VSMC) ihren Durchmesser und damit den Druck, sowie die Durchblutung in den 

dahinter liegenden Abschnitten beeinflussen.6 Die kleinsten Gefäße des Blutkreislaufs, die 

Kapillaren, werden auch Austauschgefäße genannt, da hier die Aufnahme und Abgabe von Stoffen 

und Gasen durch das Gewebe erfolgt.  

Die letzte Gruppe von Blutgefäßen bildet das venöse System mit den Kapazitätsgefäßen. Wie der 

Name vermuten lässt, sind diese in der Lage einen großen Teil des vorhandenen Blutvolumens 

aufzunehmen und bei Bedarf auch wieder abzugeben.  

Mit den hohen Druckverhältnissen in den Windkessel- und Widerstandsgefäßen geht auch eine 

erhöhte mechanische Belastung der Gefäßwand einher, die an Engstellen und Bifurkationen 

besonders ausgeprägt ist. Die (Patho-)Physiologie dieser Vorgänge wird unter 1.2.4 erläutert.  

1.1.1. Gefäßhistologie  

Der histologische Aufbau der größeren Gefäße folgt einem einheitlichen Schema. Von innen nach 

außen ist stets eine Dreischichtigkeit zu erkennen, die sich aus Tunica intima, Tunica media und 

Tunica externa zusammensetzt.7 Die Tunica intima dient der Auskleidung des Gefäßes von luminal 

und bildet damit eine Diffusionsbarriere. Des Weiteren hat die Intima einen regulatorischen 

Einfluss auf die Blutgerinnung, die Gefäßweite, Zelladhäsion und Angiogenese. Sie besteht aus 

einschichtigem Endothel, welches nach luminal von einer Glykokalix bedeckt wird, sowie einem 
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Stratum subendotheliale, welches lockeres Bindegewebe und einzelne glatte Muskelzellen enthält.8 

Zur Tunica media wird die Tunica intima durch die Membrana elastica interna abgegrenzt, einer 

kräftigen Membran aus elastischen Fasern. Zirkulär angeordnete glatte Gefäßmuskelzellen 

charakterisieren die Tunica media. Durch sie kann der Gefäßdurchmesser und somit auch der 

Widerstand des Gefäßes reguliert werden. Außerdem sind die glatten Gefäßmuskelzellen an der 

Bildung der Extrazellulärmatrix (EZM) beteiligt. Die letzte, äußerste Schicht der Gefäßwand bildet 

die Tunica adventitia. Sie wird durch eine dünne Membrana elastica externa von der Tunica media 

getrennt und dient der Verankerung des Blutgefäßes im umliegenden Gewebe. Die Adventita ist 

überwiegend zellfrei und besteht vor allem aus lockerem Bindegewebe, elastischen Fasern und 

Kollagenen. Im Gegensatz zu den übrigen Schichten, die durch Diffusion ernährt werden, enthält 

die Tunica externa eigene kleine Gefäße zur Nährstoffversorgung, die Vasa vasorum.  

 

1.1.2. Physiologie des Gefäßsystems 

Die Funktionen des Kreislaufs werden zum einen zentral durch neuronale und humorale Faktoren 

reguliert, zum anderen spielt jedoch auch die Endothel-gesteuerte Autoregulation durch das Gefäß 

selbst eine große Rolle.  

Das Endothel fungiert demnach nicht nur als Barriere zwischen Blut und umliegendem Gewebe, 

sondern übernimmt eine Vielzahl von metabolischen Funktionen. Zum einen kann das Endothel 

über verschiedene Rezeptoren die Umgebungsbedingungen wahrnehmen und zum anderen auch 

aktiv auf diese reagieren. Dazu gehören die Produktion und der Abbau vasoaktiver Substanzen, die 

kontinuierliche Haltung eines Gleichgewichts zwischen pro- und antithrombotischen Faktoren und 

die Freisetzung von Wachstumsfaktoren wie platelet-derived growth factor (PDGF) und vascular 
endothelian growth factor (VEGF). Über diese Mechanismen können Gefäßtonus, Hämostase, 

Redoxgleichgewicht, Angiogenese und Einwanderung von Immunzellen moduliert werden. Vom 

Endothel sezerniertes Prostazyklin und Stickoxid (NO) bewirken eine Vasodilatation und 

induzieren eine Hemmung der Thrombozyten.9 Das Endothel kann andererseits auch 

vasokonstriktorisch wirksame Substanzen wie Endothelin, Thromboxan A2 freisetzen und so stets 

zu einer Anpassung des Gefäßtonus an lokale Anforderungen beitragen.10 

Die zentrale Regulation erfolgt hauptsächlich über sympathische Fasern, die bis auf die Kapillaren 

alle Abschnitte des Gefäßsystems innervieren. Zudem gibt es eine Gruppe lokal wirkender 

Hormone, die den Tonus der glatten Gefäßmuskulatur regulieren. Hierzu zählen Bradykinin, 

Histamin, Prostaglandine und Thromboxan A2.11 



 

 
17 

Das Zusammenspiel dieser Mechanismen hat eine feine Regulation der Durchblutung der 

verschiedenen Organe zur Folge. 

 

In den meisten Abschnitten des Gefäßsystems fließt das Blut laminar entlang des Gefäßlumens. 

Demensprechend bewegen sich alle Flüssigkeitsschichten parallel zur Gefäßwand. Es gibt jedoch 

auch besondere Bereiche, wie Teile der Aorta und Gefäßbifurkation, an denen diese Art der 

Strömung gestört wird und Turbulenzen entstehen. Durch diese Turbulenzen wird die 

Strömungsgeschwindigkeit vermindert und die Kontaktzeit zwischen Blut und Endothel 

verlängert.10 Außerdem treten Turbulenzen vermehrt an stenotischen Abschnitten des 

Gefäßsystems auf, da hier die laminare Strömung der äußeren Flüssigkeitsschichten unterbrochen 

wird. Die Bedeutung dieser Strömungsunregelmäßigkeiten für die Pathogenese der Atherosklerose 

wird unter 1.2.4 thematisiert.  

1.2. Atherosklerose  

1.2.1. Definition  

Bei der Atherosklerose handelt es sich um eine chronisch-entzündliche Erkrankung der großen bis 

mittleren Arterien, an deren Entstehung sowohl das angeborene, als auch das adaptive 

Immunsystem beteiligt ist. Die Entwicklung von anfänglichen Endothelveränderungen bis hin zur 

fortgeschrittenen atherosklerotischen Läsion dauert zumeist mehrere Jahrzehnte und beginnt 

häufig schon in der Kindheit. Die häufigsten klinischen Manifestationen der Atherosklerose sind 

die koronare Herzkrankheit (KHK), der ischämische Schlaganfall, die periphere arterielle 

Verschlusskrankheit und die chronische Niereninsuffizienz.12 

1.2.2. Epidemiologie  

Durch steigende Populationszahlen und demographischen Wandel stieg die Anzahl von 

Todesfällen aufgrund von kardiovaskulären Ereignissen in den letzten Jahrzehnten um etwa 30%.13 

Trotz der starken Reduktion der prozentualen Mortalität von Atherosklerose-bedingten 

Erkrankungen über die letzten Jahrzehnte durch Fortschritte in Therapie und Diagnostik, stellen 

die Folgen der Atherosklerose in absoluten Zahlen die Gesundheitssysteme der ganzen Welt vor 

große Herausforderungen. Insgesamt führten kardiovaskuläre Erkrankungen, mit Atherosklerose 

als deren häufigste Ursache, 2016 laut WHO zu knapp 18 Millionen Todesfällen weltweit. Dies 

entspricht in etwa einem Drittel der gesamten Todesfälle.1 Auch Deutschland bildet hier keine 

Ausnahme, so sind in der Statistik der Todesursachen auch 2018 noch Herz-Kreislauferkrankungen 
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mit 36,2 % als häufigste Todesursache aufgeführt.2 Die Wahrscheinlichkeit, im Laufe des Lebens an 

einer ischämischen Herzkrankheit zu erkranken, unterscheidet sich in Deutschland stark nach 

Geschlecht und sozialem Status, wobei Männer mit niedrigem sozialen Status mit 17,9 % die höchste 

und Frauen mit hohem sozialen Status mit 2,7 % die niedrigste Lebenszeitprävalenz haben.14  

1.2.3. Ätiologie  

Eine Vielzahl prospektiver Studien hat sich mit der Identifikation von Risikofaktoren der 

Atherosklerose beschäftigt und so dazu beigetragen, dass uns heute eine große Zahl bekannt ist. 

Besonders bedeutend sind hier die modifizierbaren Risikofaktoren, da deren Vermeidung, z.B. 

durch verändertes Gesundheitsverhalten, für alle Formen der Prävention genutzt werden kann und 

so eine große Rolle in der Senkung der weltweiten kardiovaskulären Mortalität spielt.  

 

Tabakkonsum 

Ein wichtiger und vor allem vermeidbarer Risikofaktor für Atherosklerose ist der Tabakkonsum. 

Die atherogene Wirkung von Zigarettenrauch ist vor allem durch erhöhten oxidativen Stress und 

verminderte Bioverfügbarkeit von NO zu erklären.15 Zudem wird durch Bestandteile von 

Tabakrauch auch die Expression von Leukozytenadhäsionsmolekülen wie VCAM-1 und E-Selektin 

erhöht und so die lokale Entzündungsreaktion gefördert.16 Rauchen fördert jedoch nicht nur die 

Entstehung von Atherosklerose, sondern gefährdet auch die Plaquestabilität.17,18 

 

Hypertonie 

Ebenso wurde der Zusammenhang zwischen erhöhtem Blutdruck und der Entwicklung von 

Atherosklerose ausführlich untersucht: eine im Jahre 2002 durchgeführte Metaanalyse mit über 

einer Million Teilnehmer, zeigte, dass ab einem Blutdruck von 115/75 mmHg eine Erhöhung des 

systolischen Blutdrucks je 20 mmHg beziehungsweise des diastolischen Blutdrucks je 10 mmHg 

mit einer Verdopplung des Risikos an einem kardiovaskulären Ereignis zu versterben einhergeht.19 

 

Dyslipidämie 

Der Lipidmetabolismus scheint bei der Entwicklung von Atherosklerose ebenfalls eine besondere 

Rolle zu spielen. So können erhöhte Cholesterol-Spiegel sogar trotz Abwesenheit anderer 

Risikofaktoren zur Ausbildung von Atherosklerose führen.20 Erhöhte LDL-Cholesterin-

Konzentrationen im Blut konnten durch mehrere große Studien als entscheidender Faktor in der 

Pathogenese der Atherosklerose identifiziert werden.21,22  
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Diabetes mellitus und weitere Risikofaktoren 

Weiterhin stellt Diabetes mellitus einen etablierten Risikofaktor für die Entwicklung 

atherosklerotischer Läsionen dar. Im Rahmen der Hyperglykämie kommt es zu verminderter 

Verfügbarkeit von endothelialem, vasodilatatorischem NO, vermehrter Freisetzung freier 

Fettsäuren aus dem Fettgewebe, erhöhter Konzentration von vasokonstriktivem Endothelin-1 und 

erhöhter Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS).23 Diese Faktoren haben eine ausgeprägte 

atherogene Wirkung auf die Gefäßwand, indem sie Immunzellen rekrutieren und deren Adhäsion 

begünstigen. Überdies kommt es im Rahmen von Diabetes zu einer verminderten Kollagen-

Produktion durch glatte Gefäßmuskelzellen und zu einer erhöhten Produktion von Matrix-Metallo-

Proteasen (MMP), die vermehrt Kollagene abbauen und damit maßgeblich zur Plaqueinstabilität in 

fortgeschrittenen Läsionen beitragen.24 

 

Außer den genannten, zumindest teilweise beeinflussbaren Faktoren, existiert auch eine Reihe 

nicht modifizierbarer Risikofaktoren. Dazu zählen männliches Geschlecht, Alter und genetische 

Prädisposition. Bei der Entwicklung des Reynolds Risk Scores zur Risikoabschätzung von 

kardiovaskulären Ereignissen konnte außerdem eine erhöhte Konzentration von C-reaktivem 

Protein (CRP) mit einem erhöhten Risiko für die Entwicklung von Atherosklerose assoziiert 

werden.25 Zu den modernen kardiovaskulären Risikofaktoren zählen zudem Bewegungsmangel, 

Hyperurikämie und Übergewicht.26 

1.2.4. Pathophysiologie der Atherosklerose 

Die Entstehung atherosklerotischer Läsionen ist ein multifaktorielles Geschehen, an dem 

verschiedenste gefäßschädigende Faktoren beteiligt sind. Dieser Prozess führt sich meist 

kontinuierlich über mehrere Jahrzehnte fort und resultiert in einer stetigen Aggravation. Die meiste 

Zeit dieser langen Periode bleibt die Erkrankung klinisch stumm und manifestiert sich erst ab einer 

Stenose des Gefäßes von etwa 50 % oder im Rahmen von Komplikationen. 

 

Nach der „Response to injury“ Hypothese, die erstmalig von R Ross und J A Glomset im Jahre 1976 

postuliert und seitdem kontinuierlich modifiziert wurde, beginnt dieser Prozess mit einer 

Schädigung der Gefäßwand durch gefäßtoxische Substanzen, wie beispielsweise ROS oder 

bakterielle Endotoxine, aber auch erhöhte mechanische Belastung kommt für die initiale 

Schädigung in Frage.27  

Mechanische Belastungen des Endothels entstehen durch veränderte, bspw. nicht-laminare 

Scherkräfte des vorbeiströmenden Blutes (siehe Kapitel 1.1.2). Besonders stark wirken diese 
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Scherkräfte sowohl an Gefäßbifurkationen durch turbulente Strömungen, was diese Bereiche des 

Kreislaufs deutlich vulnerabler für die Entwicklung von Atherosklerose macht, als auch beim 

Vorliegen einer arteriellen Hypertonie. 

Durch die beschriebenen schädigenden Einflüsse werden komplexe zelluläre Signalwege in Gang 

gesetzt, die zu veränderten Funktionen und Eigenschaften des Endothels führen. Dieser Prozess 

wird auch als endotheliale Dysfunktion bezeichnet und ist die erste wahrnehmbare Veränderung 

eines Gefäßes im Entstehungsprozess atherosklerotischer Läsionen.28  

In Folge der endothelialen Dysfunktion kommt es zu einer phänotypischen Veränderung der 

Endothelzellen hin zu einem proinflammatorischen, prothrombotischen Zustand.29 Im Rahmen 

dieser dysfunktionalen Umstellung kommt es u.a. zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie 

NF-kB, die wiederum die Expression von Leukozytenadhäsionsmolekülen wie E-Selektin, 

Chemokinen wie Interleukin-8 (IL-8) und prokoagulatorischen Molekülen wie tissue factor 
induzieren.30 Diese kurzfristige Reaktion zur Rekrutierung von Immunzellen wird langfristig durch 

die Expression von atherosclerosis-associated endothelial–leukocyte adhesion molecule (VCAM-1) 

aufrechterhalten.31 Es findet also schon in anfänglichen Läsionen ein komplexes Zusammenspiel 

aus verschiedenen Teilen des Immunsystems statt, wodurch die entzündliche Komponente in der 

Entstehung von Atherosklerose deutlich wird. 

 

Eine entscheidende Rolle für die Entwicklung und Progression atherosklerotischer Läsionen spielt, 

wie bereits unter 1.2.3 erwähnt, auch die erhöhte Konzentration von low density lipoprotein (LDL) 

im Blut. Nachdem chemisch modifiziert wurden, können diese Lipoproteine durch das 

vorgeschädigte, undichte Endothel in den subendothelialen Raum eindringen und akkumulieren.32 

Dort finden anschließend weitere molekulare Veränderungen des LDL statt, wobei der Oxidation 

durch Endothelzellen, glatte Gefäßmuskelzellen oder Makrophagen wohl die größte Bedeutung 

zukommt, da oxidiertes LDL (oxLDL) deutlich schneller aufgenommen werden kann als natives 

LDL.33,34 Als verantwortliche Enzyme für diese Oxidationsprozesse werden Myeloperoxidasen, die 

Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS) und die s15-Lipoxygenase diskutiert.20  

Das oxLDL führt zu einer verminderten Verfügbarkeit von NO, einer weiteren Hochregulation von 

Zelladhäsionsmolekülen und wirkt selbst chemotaktisch auf Monozyten, wodurch es zur weiteren 

Rekrutierung verschiedener inflammatorischer Zellen in den subendothelialen Raum kommt.35 In 

besonderem Maße entscheidend für die weitere Progression der atherosklerotischen Läsion sind 

Monozyten (siehe Abbildung 1b). Sie differenzieren sich im subendothelialen Raum zu 

Makrophagen und exprimieren Scanvenger-Rezeptoren, die es ihnen ermöglichen das oxLDL in 

großen Mengen zu internalisieren.36 Durch diese massive Aufnahme von oxLDL wird das 
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Erscheinungsbild der Makrophagen verändert und sie erreichen das Stadium der Schaumzellen. Da 

die Scavenger-Rezeptoren im Gegensatz zu den übrigen LDL-Rezeptoren durch intrazelluläre 

Lipidakkumulation nicht herunterreguliert werden, nehmen die Schaumzellen weiter LDL auf bis 

sie zu Grunde gehen.37 

 

Auch verschiedene Arten von T-Zellen sind in diesem Stadium am Voranschreiten der Läsion 

beteiligt. T-Helfer-Zellen sezernieren IFN-g,  während regulatorische T-Zellen IL-10 und TGF-b 

produzieren, wodurch die Immunreaktion in der Intima ebenfalls moduliert wird.38  

 

Abgesehen von Immunzellen spielen auch glatte Gefäßmuskelzellen eine entscheidende Rolle für 

den weiteren Fortschritt atherosklerotischer Läsionen. Sie wandern aus der Tunica media 

zunehmend in die Tunica intima ein und proliferieren dort vor allem durch den PDGF-vermittelten 

Wachstumsreiz.39 Sie tragen damit zwar erheblich zur Verdickung der Gefäßwand bei, sind aber 

gleichzeitig durch Produktion von Kollagenen und anderen Proteinen der Extrazellulärmatrix 

maßgeblich an der Bildung der fibrösen Kappe, der schützenden Schicht zwischen Plaque und 

Gefäßlumen, beteiligt. So wird das Risiko einer Plaqueruptur mit potentiell schwerwiegenden 

klinischen Konsequenzen durch die Proliferation glatter Gefäßmuskelzellen entscheidend 

verringert. 40  

Unterhalb dieser fibrösen Kappe kommt es im Rahmen des Untergangs von Schaumzellen durch 

Apoptose bzw. Nekrose, zur Entstehung eines nekrotischen Kerns mit hohem extrazellulärem 

Lipidanteil, der zu einer gesteigerten Instabilität des Plaques führt.41 

Da sich Plaques ab einer gewissen Größe nicht mehr durch Diffusion aus dem eigentlichen 

Blutgefäß ernähren können, kommt es in fortgeschrittenen Läsionen zur Bildung von Vasa vasorum 

durch Angiogenese (siehe Abbildung 1c).42 Diese wachsen von der Adventita aus bis in den Plaque 

hinein und übernehmen anschließend dessen Versorgung. Die neugebildeten Gefäße exprimieren 

Leukozytenadhäsionsmoleküle und sind sehr fragil, wodurch es zu Einblutungen kommen kann.43  

Bei fortgeschrittenen atherosklerotischen Plaques kommt es außerdem häufig zu 

Kalzifizierungsprozessen. Diese Verkalkungen entstehen durch eine Dysregulation von Calcium-

Ablagerungen und werden durch Osteogenese-ähnliche Prozesse gebildet.44 Treten diese 

Kalzifikationen nur vereinzelt innerhalb des Plaques auf, führen sie tendenziell zu einer Instabilität 

des Plaques, während bei hochgradigen Verkalkungen eher das Gegenteil der Fall ist.45,46 

 

Die klinische Symptomatik atherosklerotischer Läsionen kann über zwei Wege hervorgerufen 

werden. Zum einen kann es durch eine hochgradige Stenose zur chronischen Minderperfusion der 
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poststenotischen Gefäßabschnitte kommen, die je nach Lokalisation klinisch z.B. als Angina 

pectoris oder Claudicatio intermittens imponieren kann. Zum anderen kann durch eine 

Plaqueruptur (siehe Abbildung 1d) weiter distal ein akutes thromboembolisches Ereignis entstehen, 

welches klinisch bspw. in einem Myokardinfarkt, ischämischen Schlaganfall oder 

Mesenterialinfarkt resultieren kann. Über das Auftreten einer solchen Plaqueruptur, entscheidet 

vor allem die Stabilität der fibrösen Kappe. Deren Integrität kann durch Makrophagen gefährdet 

werden, da diese proteolytische Enyme wie MMP sezernieren.47 

Letztendlich bleibt die genaue Pathophysiologie der Atherosklerose trotz enormen 

Erkenntnisgewinns über die letzten Jahrzehnte nicht vollständig erklärt. Es existiert zwar eine 

Vielzahl von Erklärungsansätzen, jedoch hat noch keiner von ihnen Allgemeingültigkeit erlangt, 

so bleibt zu hoffen, dass diese Thematik auch in der Zukunft Gegenstand von vielen 

Forschungsarbeiten sein wird.  

Abbildung 1: Verschiedene Entwicklungsstadien einer atherosklerotischen Läsion vom normalen Gefäß (a) bis hin 

zum rupturierten Plaque (d) 

Reprinted by permission from Springer Nature Customer Service Centre GmbH: Springer Nature, Nature. Progress and 

challenges in translating the biology of atherosclerosis. Peter Libby et al, 2011.38 
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1.2.5. Zelluläre Komponenten der Atherosklerose  

An den komplexen pathogenetischen Prozessen, die zur Entwicklung atherosklerotischer Läsionen 

führen, ist eine Vielzahl verschiedener Zelllinien beteiligt. Insbesondere glatte Gefäßmuskelzellen, 

Endothelzellen und verschiedenen Entzündungszellen spielen hier eine entscheidende Rolle, die in 

diesem Kapitel genauer erörtert wird.  

 

Endothelzellen 

Da das gesamte Gefäßsystem von Endothelzellen ausgekleidet wird, kommen diese auch als erstes 

in Kontakt mit zirkulierenden gefäßtoxischen Substanzen und sind in besonderem Maße der 

mechanischen Belastung durch den Blutfluss ausgesetzt. Wie Endothelzellen auf diese Schädigung 

reagieren, ist unter 1.2.4 aufgeführt. In Folge gefäßschädigender Einflüsse kann nicht nur die 

Funktionalität, sondern auch die Morphologie von Endothelzellen verändert werden. So wurden 

gestörte Orientierung und rundliche Verformung von Endothelzellen im Rahmen von 

Atherosklerose beobachtet.48 

 

Makrophagen und Monozyten 

In den Anfangsstadien von Atherosklerose sind im Rahmen einer Hyperlipidämie mehr 

zirkulierende Monozyten im Blut zu finden.49 Diese können in die Gefäßwand migrieren und dort 

zu Makrophagen differenzieren. Anschließend werden die eingewanderten Makrophagen initial 

durch oxLDL und Phospholipide über pathogen-associated molecular patterns (PAMP) und über 

damage-associated molecular patterns (DAMP) aktiviert, woraufhin sie verschiedene pro- und 

antiinflammatorische Zytokine sezernieren.50  

Haben die Makrophagen durch massive Aufnahme von modifiziertem LDL das Stadium der 

Schaumzellen erreicht, kommt es zu Aktivierung der Caspase-1, die zur Freisetzung von IL-1β und 

IL-18 führt, was in einer proinflammatorischen Wirkung resultiert.51  

Während der Großteil der Makrophagen in frühen Stadien atherosklerotischer Läsionen durch 

Migration von Monozyten in die Gefäßwand gelangt, spielt in späteren Stadien die Proliferation 

von Makrophagen innerhalb der Gefäßwand eine größere Rolle.52  

In weit fortgeschrittenen Läsionen sind Makrophagen außerdem dafür verantwortlich, nach der 

Ruptur von neugebildeten, fragilen Gefäßen, für den Abbau von ausgetretenen Erythrozyten zu 

sorgen.53 Eine eingeschränkte Phagozytosekapazität führt hier zu einem weiteren Progress der 

Erkrankung. 
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Mastzellen 

Vorläufer von Mastzellen zirkulieren im Blut und können so von luminal oder aus den Vasa 

vasorum in die Gefäßwand eindringen.54 Es konnte gezeigt werden, dass Mastzellen im Rahmen 

von Atherosklerose, insbesondere in instabilen Plaques und nach stattgefundener Plaqueruptur, in 

Intima und Adventitia akkumulieren.55 Demnach wird Mastzellen eine Rolle bei der 

Destabilisierung von atherosklerotischen Plaques nachgesagt.56  

Letztendlich ist die genaue Rolle von Mastzellen bei der Atherogenese nicht abschließend geklärt. 

Jedoch ist eine Mastzellinvasion in die Gefäßwand bei der Entwicklung von Atherosklerose ein 

eindeutiger Indikator für ihre Beteiligung an den pathophysiologischen Prozessen der 

Atherogenese. 

 

B-Zellen 

Sowohl B1-, als auch B2-Lymphozyten sind im Rahmen von Atherosklerose in der Gefäßwand zu 

finden. Da oxLDL eine hohe Antigenität besitzt, sind B1-Zellen in der Lage, mit oxLDL zu reagieren 

und daraufhin IgM-Antikörper zu produzieren.57 Diese Antikörper scheinen eine protektive 

Wirkung auf die Gefäßwand zu haben, während die T-Zell-abhängigen B2-Zellen eher eine 

proatherogene Wirkung zeigen.58 

 

T-Zellen 

In atherosklerotischen Läsionen sind vor allem CD4+ T-Helferzellen zu finden, wobei Th1-Zellen 

die größte Subgruppe dieser Zellpopulation darstellen. Sie werden durch antigenpräsentierende 

Zellen aktiviert, die ihnen vermutlich Teile von oxLDL als Antigen präsentieren.59 Die Th1-Zellen 

reagieren darauf mit der Produktion einer Reihe proinflammatorischer Zytokine wie TNF-a, IFN-

g und IL-2 und vermutlich auch mit einer antigenspezifischen Immunreaktion.60 Aber auch Th2-

Zellen sind innerhalb von Plaques zu finden, sie unterstützen den Klassenwechsel der von den B-

Zellen produzierten Immunglobuline gegen oxLDL von IgM zu IgG und produzieren 

antiinflammatorische Zytokine, wodurch sie mutmaßlich eine eher antiatherogene Wirkung 

innerhalb der Gefäßwand haben.61  

 

Dendritische Zellen 

Dendritische Zellen gehören zur Gruppe der antigenpräsentierenden Zellen und sind ebenso in 

atherosklerotischen Plaques präsent. Sie können, wie Makrophagen, über Scavenger-Rezeptoren in 

hohem Maße LDL aufnehmen und sich so ebenfalls zu Schaumzellen entwickeln.62 Nach Aufnahme 

von oxLDL kommt es zur verstärkten Migration von dendritischen Zellen in die regionalen 
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Lymphknoten, wo sie Teile des oxLDL als Antigen an T-Zellen präsentieren.63 Innerhalb der Läsion 

ähneln sich dendritische Zellen und Makrophagen phänotypisch stark, weshalb sie nicht immer 

eindeutig voneinander abgrenzbar sind.64  

 

Glatte Gefäßmuskelzellen 

Im Rahmen von Atherosklerose spielen glatte Gefäßmuskelzellen sowohl in der Entstehung von 

Plaques, als auch bei deren Stabilisierung eine entscheidende Rolle. Wie schon unter 1.2.4 

beschrieben, kommt es vor allem in den Anfangsstadien der Atherosklerose zur starken 

Proliferation glatter Gefäßmuskelzellen im Rahmen der Plaqueformation. 

Früher ging man davon aus, dass sie durch Bildung der fibrösen Kappe und der daraus 

resultierender Stabilisierung des Plaques eine ausschließlich protektive Wirkung in derartigen 

Läsionen haben. Diese Annahme basierte jedoch vermutlich zu einem Großteil auf der falschen 

Zuordnung von Zellen innerhalb atherosklerotischer Läsionen. 

Tatsächlich sind glatte Gefäßmuskelzellen im Gegensatz zu anderen Muskelzellen noch nicht 

terminal differenziert und können ihre Expressionsmustern und ihre Funktion veränderten 

Bedingungen anpassen.65 Der Erkenntnisgewinn zu dieser hohen Plastizität glatter 

Gefäßmuskelzellen, stellte vorherige Annahme über die Rolle glatter Gefäßmuskelzellen im 

Rahmen der Atherogenese infrage. Im differenzierten Zustand ist es möglich, glatte 

Gefäßmuskelzellen durch einige Marker-Proteine, darunter MYH11 und a-SMA (auch als ACTA2 

bezeichnet) zu identifizieren. 

Im Mausmodell konnte jedoch gezeigt werden, dass ein großer Anteil glatter Gefäßmuskelzellen in 

atherosklerotischen Läsionen, die Expression dieser Marker dramatisch reduziert und gleichzeitig 

eher zu Proliferation, Migration und Sekretion von Proteinen der Extrazellulärmatrix neigt.66 

Zudem können glatte Gefäßmuskelzellen auch beginnen, klassische Makrophagen-Marker wie 

CD68 zu exprimieren. Dieses Phänomen konnte in Studien bei ca. 30 % aller Zellen glattmuskulären 

Ursprungs beobachtet werden.3,4 Dieses Zusammenspiel aus Differenzierung, Dedifferenzierung, 

Proliferation und Migration ist entscheidend für den Umbau der Gefäßwandstruktur im Rahmen 

von Atherosklerose. Der Ablauf dieser Veränderungen im Expressionsmuster erfordert neben der 

Anwesenheit atherogener Faktoren wie PDGF oder oxidierten Lipiden vermutlich auch der des 

Transkriptionsfaktors KLF4 (siehe Abbildung 2).67 Beim Knock-out von KLF4 im Mausmodell 

konnte eine Reduktion, der von glatten Gefäßmuskelzellen abstammenden Makrophagen-

ähnlichen Zellen beobachtet werden, sodass KLF4 an dieser Änderung des Phänotyps beteiligt zu 

sein scheint.68  



 

 
26 

KLF4 ist jedoch nicht allein für die Dedifferenzierung glatter Gefäßmuskelzellen verantwortlich, 

auch der serum response factor (SRF) mit seinem Ko-Faktor Myokardin, sowie die Beschaffenheit 

der Extrazellularmatrix nehmen hier Einfluss, wobei ein tieferes Verständnis für die molekularen 

Mechanismen des phenotypic switch Gegenstand aktueller Forschung ist.69 

In Abbildung 2 sind die möglichen Phänotypen, zu denen glatte Gefäßmuskelzellen 

dedifferenzieren können dargestellt. Im Rahmen der Dedifferenzierungsprozesse können glatte 

Gefäßmuskelzellen sowohl Makrophagen-, Myofibroblasten-, als auch mesenchymale Stammzell-

ähnliche Phänotypen annehmen.70 Aus bisherigen Forschungsarbeiten mit murinen 

Atherosklerosemodellen und Zellkulturen, geht die Vermutung hervor, dass diese phänotypischen 

Veränderungen auch mit veränderten Ansprüchen an den zellulären Metabolismus von glatten 

Gefäßmuskelzellen einhergehen.  

Konkret wurden auf Ebene der Zellkultur in unserer Forschungsgruppe glatte Gefäßmuskelzellen 

mit PDGF inkubiert, wodurch Dedifferenzierungsprozesse angestoßen wurden. Dies führte 

einerseits zu einer deutlichen Reduktion der Expression glattmuskulärer Markerproteine (αSMA 

und MYH11). Andererseits zeigte sich im in vitro Seahorse-Experiment, einem Versuch bei dem 

Sauerstoffverbrauch und die extrazelluläre Azidifizierung bestimmt werden können, auch eine 

deutliche Verschiebung des Gleichgewichts zwischen Glykolyse und mitochondrialer 

Energiegewinnung in Richtung glykolytischer Aktivität im Vergleich zur  Kontrollkultur. (Wöltje 

K, unveröffentlichte Daten) Diese Veränderungen wurden weiterhin auf Proteinebene untersucht, 

wobei sich hier vor allem die Expression glykolytischer Enzyme wie der Phosphofruktosekinase 

(PFK) und der Laktatdehydrogenase (LDH) im Vergleich zu den Kontrollen erhöht zeigte. (Wöltje 

K, unveröffentlichte Daten) In vivo wurden diese metabolischen Veränderungen in einem Karotis-

Ligatur-Mausmodell, sowie einem ApoE-/- Mausmodell mit 12 Wochen westlicher Ernährung 

untersucht. Erkenntnisse brachte dabei vor allem das Karotis-Ligatur-Modell, bei dem nach Ligatur 

der A. carotis die mitochondriale DNA, mitochondriale Enzyme und die mitochondriale Masse 

vermindert waren. (Wöltje K, unveröffentlichte Daten)  
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Trotz der Tatsache, dass sich dedifferenzierte glatte Gefäßmuskelzellen teils nur schwer von 

beispielsweise Makrophagen unterscheiden lassen, finden sich dennoch wichtige Unterschiede in 

der Funktion. So zeigen die aus Dedifferenzierungsprozessen hervorgehenden Makrophagen-

ähnlichen glatten Gefäßmuskelzellen eine deutlich reduzierte Phagozytosekapazität im Vergleich 

zu klassischen Makrophagen myeloischen Ursprungs.71 Unzureichender Abtransport apoptotischer 

Zellen und Zelldebris ist ein bekanntes Problem fortgeschrittener atherosklerotischer Läsionen, da 

so eine verstärkte Inflammation ausgelöst wird, der nekrotische Kern wächst und die 

Plaquestabilität gefährdet wird (siehe Abbildung 3: „Plaque erosion“).72 An der Entstehung dieser 

Problematik sind glatte Gefäßmuskelzellen demnach zumindest mitbeteiligt.73 Gerät das 

Gleichgewicht aus Einlagerung von Zelldebris und Cholesterolkristallen, sowie anderen 

Komponenten des nekrotischen Kern und der Resorption dieser Bestandteile, sowie Stabilisierung 

des Plaques aus dem Gleichgewicht, kann dies in einer Ruptur ebendiesem resultieren. Um auf eine 

solche Plaqueruptur adäquat reagieren zu können, ist eine starke Proliferation von glatten 

Gefäßmuskelzellen erforderlich, um den entstandenen Defekt in der Gefäßwand zu schließen. Es 

Abbildung 2: Überblick über Mechanismen des phänotypischen Switchs glatter Gefäßmuskelzellen im Rahmen von 

Atherosklerose. 

Quelle: Bennett MR, Sinha S, Owens GK. Vascular Smooth Muscle Cells in Atherosclerosis. Circ Res. 2016;118(4):692-

702.  
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wird jedoch vermutet, dass glatte Gefäßmuskelzellen sich in fortgeschrittenen atherosklerotischen 

Läsionen, zu einem erhöhten Anteil im Status der Zellseneszenz befinden.74 Dieser Zustand 

zeichnet sich durch eine fehlende Proliferationsfähigkeit aus und kann durch Telomerverkürzung 

oder Zellstress ausgelöst werden. Ist ein erhöhter Anteil der glatten Gefäßmuskelzellen im Bereich 

der atherosklerotischen Läsion seneszent, kann eine zeitnahe Defektdeckung nach einer 

Plaqueruptur gefährdet sein.70 Der unzureichende oder verzögerte Verschluss eines rupturierten 

Plaques resultiert schlussendlich in einer Einengung des Gefäßlumens und somit in einer 

verminderten Durchblutung distaler Gefäßabschnitte.  
 

 

Abbildung 3: Bedeutung glatter Gefäßmuskelzellen in verschiedenen Stadien der Atherosklerose. Im physiologischen 

Zustand (ganz links) ist ihre Hauptaufgabe, den Durchmesser des Gefäßlumens zu regulieren. Bei der initialen 

Ausbildung von Atherosklerose beginnen die VSMC mit der vermehrten Produktion von Extrazellulärmatrix, einige 

glatte Gefäßmuskelzellen nehmen einen Makrophagen-ähnlichen Phänotyp an und werden durch die massive 

Aufnahme von LDL zu Schaumzellen. In fortgeschrittenen Läsionen stammt ein Großteil der Zellen innerhalb des 

Plaques von glatten Gefäßmuskelzellen ab. Durch ihre reduzierte Fähigkeit zur Phagozytose und den erhöhten Anteil 

glatter Gefäßmuskelzellen, die sich im Zustand der Zellseneszenz befinden, tragen sie maßgeblich zur Größenzunahme 

des nekrotischen Kerns bei.  

Reprinted by permission from Springer Nature Customer Service Centre GmbH: Springer Nature, Nature Reviews 

Cardiology. Vascular smooth muscle cells in atherosclerosis. Gemma L. Basatemur et al., 2019. 

 

Die beschriebenen veränderten Expressionsmuster sind für die Identifikation von glatten 

Gefäßmuskelzellen in humanen Gefäßen ein großes Hindernis geblieben und führen hier weiterhin 

zur fälschlichen Zuordnung von Zellen in atherosklerotischen Plaques.  
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Erschwerend kommt hinzu, dass nicht nur glatte Gefäßmuskelzellen in der Lage sind, untypische 

Marker zu exprimieren. Es konnte sowohl in der Maus, als auch in humanen Proben gezeigt werden, 

dass Zellen myeloischen Ursprungs, wie beispielsweise Makrophagen, in der Lage sind, Marker 

glatter Gefäßmuskelzellen wie aSMA zu exprimieren.75,76 Im Falle von Schaumzellen wurde 

beobachtet, dass etwa die Hälfte sowohl Marker glatter Gefäßmuskeln, als auch Marker von 

Makrophagen exprimieren.77 Auch in unserer Arbeitsgruppe wurde die Expression von CD68 durch 

glatte Gefäßmuskelzellen in der Zellkultur nach Inkubation mit Cholesterol, als proatherogener 

Faktor, untersucht, wobei sich die Expression im Vergleich zu den Kontrollen nach 

Cholesterolinkubation erhöhte. (Wöltje K, unveröffentlichte Daten)  

Dementsprechend gestaltet sich die Unterscheidung zwischen myeloischen Zellen, bei denen es zur 

Aktivierung von glatten Gefäßmuskelmarkern kommt und Makrophagenmarker-exprimierenden 

glatten Gefäßmuskelzellen anhand dieser klassischen Methoden äußerst schwierig. Vor einigen 

Jahren konnte jedoch eine epigenetische Modifikation als spezifisches Erkennungsmerkmal glatter 

Gefäßmuskelzellen von Mensch und Maus identifiziert werden. Dabei handelt es sich um die 

Demethylierung von Lysin 4 des Histons H3 (H3K4me2) am MYH11-Genlokus, die selbst bei 

glatten Gefäßmuskelzellen mit verändertem Phänotyp vorhanden ist und bisher an keinem anderen 

Zelltyp nachgewiesen wurde.78 

 

Zusammenfassend ist die Rolle der glatten Gefäßmuskelzellen in atherosklerotischen Plaques als 

ambivalent zu sehen. Einerseits ist ihre Migrations- und Proliferationsfähigkeit entscheidend, um 

in die Intima einwandern zu können und dort zu einer Stabilisierung des Plaques, sowie im Falle 

einer Ruptur zu einem Verschluss des Defektes beitragen zu können. Anderseits sind die durch 

proatherogene Faktoren induzierten Dedifferenzierungsprozesse entscheidend an Plaquewachstum 

und –destabilisierung beteiligt. Sollte sich die Hypothese bestätigen, dass diese Dedifferenzierung 

zu proatherogenen Phänotypen eine Anpassung des Metabolismus erfordert, bietet sich hier 

gegebenenfalls ein Ansatzpunkt um die protektiven Phänotypen der glatten Gefäßmuskelzellen zu 

selektieren, beziehungsweise die Dedifferenzierung zu proatherogenen Phänotypen zu 

unterbinden.  



 

 
30 

Lineage Tracing 

 

Um die Plastizität der glatten Gefäßmuskelzellen, die zunächst vor allem in der Zellkultur 

untersucht wurde, auch in vivo zu analysieren, ist es notwendig die Zellen glattmuskulären 

Ursprungs von den übrigen Zelllinien in atherosklerotischen Zellen zu unterscheiden. Die 

Befähigung glatter Gefäßmuskelzellen ihr Expressionsmuster so drastisch zu verändern, stellte 

dabei lange ein entscheidendes Hindernis dar. Durch die Etablierung des Lineage tracings, also der 

permanenten Markierung einer Zelle und ihrer Abkömmlinge, konnte diese Problematik in den 

letzten Jahren zumindest teilweise überwunden werden. Im Rahmen des Lineage tracings können 

Zellen bspw. mit einem Fluoreszenz-Reporter markiert werden, der an alle aus der Ursprungszelle 

hervorgehenden Tochterzellen weitergeben wird, sodass man diese später sicher ihrer 

Abstammung zuordnen kann. Durch diese Möglichkeiten konnte in der Vergangenheit zumindest 

an Mäusen im Atherosklerosemodell die Herkunft glatter Gefäßmuskelmarker-exprimierender 

Zellen untersucht werden.4 Hierfür kam das Cre/Lox-System zum Einsatz, bei dem die 

Rekombinase Cre als Transgen mit dem Promotor eines gewebesspezifischen Gens in das Genom 

einer Maus eingebracht wird. Diese Rekombinase bindet spezifisch an eine bestimmte 

Erkennungssequenz (Lox), welche zusammen mit einem Fluorezenz-Reporter-Gen in das Genom 

einer zweiten Mauslinie eingebracht wird, die anschließend mit der ersten gekreuzt werden kann 

(siehe Abbildung 4).79 Im Falle des Atherosklerose-Modells wird hierfür eine Liganden-abhängige 

Cre-Rekombinase genutzt, die erst durch die Bindung von Tamoxifen aktiviert wird. Die 

Rekombinase wird zum Lineage tracing glatter Gefäßmuskelzellen zusammen mit dem Promotor 

der smooth muscle myosin heavy chain und für das Lineage tracing von Makrophagen zusammen 

mit dem Promotor des M-Lysozyms in das Mausgenom eingebracht. Wird den Mäusen nun 

Tamoxifen verabreicht, wird die Cre-Rekombinase aktiviert, es findet ein Knockout der Zielgene 

statt und an deren Stelle wird ein Reportergen transkribiert. In den nach der beschriebenen 

Methodik durchgeführten Studien konnte gezeigt werden, dass 16% der Zellen in 

atherosklerotischen Läsionen, die CD68+ sind, also einen klassischen Makrophagenmarker 

exprimieren, nicht myeloischen Ursprungs sind, sondern von glatten Gefäßmuskelzellen 

abstammen.4 Auf der anderen Seite stellte sich heraus, dass etwa ein Drittel der aSMA positiven 

Zellen, nicht aus glatten Gefäßmuskelzellen hervorgehen. Diese Beobachtungen stützen die 

Theorie einer erhöhten Plastizität verschiedener Zelltypen, insbesondere der glatten 

Gefäßmuskelzellen und Makrophagen, im Rahmen von Atherosklerose enorm. 
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Abbildung 4: Darstellung der Funktionsweise des Cre/LoxP-Systems. In der F0-Generation wird in eine Maus die Cre-

Rekombinase und in eine andere Maus die LoxP-Sequenz eingebracht. Anschließend werden die Mäuse gekreuzt, 

wodurch es in der F1-Generation Mäuse mit Cre-Rekombinase und LoxP-Sequnenz gibt. Wird die Cre-Rekombinase 

aktiviert, wird das Zielgen inaktiviert und stattdessen ein Reportergen transkribiert.  

Zepper M. Illustration eines Genetikversuchs, der sich des Cre / LoxP Systems bedient. Wikimedia Commons; 2008. 

Verfügbar unter: https://commons.wikimedia.org/wiki/File:CreLoxP_Modellversuch.png (zuletzt abgerufen am 

25.08.2020). 

1.2.6. Stadieneinteilung der Atherosklerose  

Die Klassifikation der Atherosklerose wurde durch die American Heart Association nach Stary 

entsprechend ihrer histologischen Morphologie festgelegt und umfasst 8 Stadien. Es ist zu beachten, 

dass Umbauvorgänge in der Gefäßwand generell nicht nur im Rahmen von Atherosklerose 

auftreten, sondern auch Teil physiologischer Adaptionsprozesse sein können.80 Diese umfassen 

beispielsweise eine Verdickung der Intima als Reaktion auf veränderte Strömungsbedingungen 

oder Gefäßwandspannung. Zu diesen Veränderungen kommt es keinesfalls erst im hohen Alter, 

vielmehr konnten sie bereits ab der ersten Lebenswoche nachgewiesen werden.81 Der fehlende 

Krankheitswert dieser Veränderungen liegt vor allem in der fehlenden Auswirkung auf den 

Durchmesser des Gefäßlumens, welches durch diese physiologischen Umbauprozesse 

unbeeinträchtigt bleibt. Die Bedeutung der Intimaverdickung liegt vielmehr darin, dass es sich in 

Anwesenheit von pro-atherosklerotischen Faktoren, wie erhöhten Serum-LDL-Spiegeln um 

Prädilektionsstellen („lesion prone areas“) für die Entwicklung von atherosklerotischen Läsionen 
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handelt. Die Frage, ob diese initialen Intimaverdickungen als Vorläuferläsion oder reine 

Prädilektionsstellen eingeordnet werden sollten, bleibt offen.  

 

Stadium I 

Das erste Stadium der Klassifikation nach Stary ist durch geringe Mengen von Lipideinlagerungen 

in der Intima gekennzeichnet. Auch diese Läsionen können bereits im Kindesalter zu finden sein. 

Aufgrund des geringen Ausmaßes dieser Veränderungen, können sie für das ungeübte Auge auch 

unter dem Mikroskop kaum zu erkennen sein, da sich die Lipideinlagerungen lediglich als 

vereinzelte Gruppen lipidgefüllter Makrophagen präsentieren (siehe Abbildung 5).  

 

  

Abbildung 5: 5 µm dicker Querschnitt des Ramus interventricularis anterior (RIVA) eines jungen Mannes. Gefärbt 

mit Movat-Pentachrom-Färbung. An der rechten Seite des Lumens ist eine Verdickung der Intima mit kleinen 

Lipideinlagerungen zu erkennen, demnach Stadium I nach Stary. 10-fache Vergrößerung. 
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Stadium II 

Die ausgeprägteren Veränderungen bei Typ II-Läsionen, die sogenannten „fatty streaks“, können 

zum Teil bereits makroskopisch in Form von gelben Streifen auf der luminalen Seite der Gefäßwand 

sichtbar sein.48 Wie die Typ-I-Läsionen können sie bereits im Kindesalter zu finden sein. 

Schaumzellen sind hier nicht mehr nur vereinzelt zu finden, sondern sind dicht in mehreren 

Schichten angeordnet (siehe Abbildung 6). Auch Lipid-enthaltende glatte Gefäßmuskelzellen, T-

Lymphozyten und vereinzelte Mastzellen sind in dieser Art von Läsion anwesend.82 In diesem 

Stadium ist der Großteil der akkumulierten Lipide intrazellulär lokalisiert, während extrazelluläre 

Lipideinlagerungen eher rar sind. Da nur ein geringer Anteil der Stadium II Läsionen einen 

weiteren Progress zu fortgeschrittenen atherosklerotischen Veränderungen durchläuft, wurde eine 

weitere Einteilung in Subgruppen vorgenommen: zum einen die „progression-prone“- oder auch 

Typ IIa-Läsionen, bei denen ein Fortschreiten zu erwarten ist und die „progression-resistant“- oder 

auch Typ IIb-Läsionen, welche entweder sehr langsam oder nur in Anwesenheit hoher 

Lipoproteinkonzentrationen einen progredienten Verlauf zeigen.48  Die Typ IIa-Läsionen zeichnen 

sich durch Akkumulation von Lipoproteinen und Makrophagen, sowie einer tieferreichenderen 

Lokalisation dieser Veränderungen aus.48 Das Voranschreiten von Typ IIa-Läsionen ist bei den 

meisten Individuen als erstes an der dorsalen Seite der abdominellen Aorta zu beobachten, eine 

weitere Prädilektionsstelle für den Läsionsprogress ist der Ramus interventricularis anterior 

(RIVA).  

Abbildung 6: 5 µm dicker Querschnitt des RIVA eines jungen Mannes. Gefärbt mit Movat-Pentachrom-Färbung. An 

der rechten Seite des Lumens sind eine Intimahypertrophie und einige Schaumzellen (SZ) zu erkennen, demnach 

Stadium II nach Stary. 10-fache Vergrößerung. 

SZ 
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Stadium III 

Der Übergang zwischen den reversiblen Vorläuferläsionen der Stadien I und II und dem manifesten 

Atherom wird durch das Stadium III gebildet. Die in dieses Stadium einzuordnenden Läsionen 

werden daher auch als Präatherome bezeichnet.83 Charakteristisch für Stadium-III-Läsionen ist die 

vermehrte Akkumulation von Lipidtröpfchen im extrazellulären Raum, wodurch die strukturelle 

Integrität der physiologischen Gefäßwandkomponenten beeinträchtigt wird (siehe Abbildung 7). 

Diese Lipidpools sind noch voneinander abgrenzbar und konfluieren nicht, sodass noch kein 

Lipidkern im Zentrum der Läsion ausgebildet ist.  

 

 

Stadium IV  

Läsionen dieser Art bilden sich etwa ab dem 3. Lebensjahrzehnt. Das vierte Stadium nach Stary ist 

das erste, welches zu den fortgeschrittenen Läsionen zählt und zeichnet sich durch die massive 

Akkumulation von extrazellulären Lipiden in einem gut abgrenzbaren Bereich, dem Lipidkern, aus. 

Zwar führt dieser Lipidkern zu einer Verdickung der Gefäßwand, was jedoch eher zu einer 

Zunahme des Gefäßumfangs, als einer Einengung des Lumens führt.84 Zwischen dem Lipidkern 

und dem Endothel sind Makrophagen, glatte Gefäßmuskelzellen, Lymphozyten und Mastzellen zu 

finden. 85 

 

Abbildung 7: 5 µm dicker Querschnitt des Ramus circumflexus (RCX) einer Frau im mittleren Erwachsenenalter. 

Gefärbt mit Movat-Pentachrom-Färbung. Es sind diffus verteilte, kleine Lipidpools in der Gefäßwand, jedoch kein 

Lipidkern erkennbar. Dementsprechend liegt eine Typ III-Läsion nach Stary vor. 10-fache Vergrößerung. 
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Stadium V  

Der Übergang zu Typ V-Läsionen geht mit einer Fibrosierung des Bereichs zwischen Lipidkern und 

Endothel einher. Diese bindegewebige Neubildung enthält vor allem Kollagen und glatte 

Gefäßmuskelzellen und wird als Reaktion auf die Störung der Gefäßwandarchitektur im Rahmen 

der Verdrängung durch den Lipidkern gebildet, wobei die reaktive Gewebsverdickung die Dicke 

des Lipidkerns durchaus übersteigen kann.86 Die Gruppe der Typ V-Läsionen wird wiederum in 

drei Subgruppen unterteilt: fibroatheromatöse Läsionen werden der Gruppe Va, Läsionen mit 

kalzifizierten Arealen der Gruppe Vb und überwiegend fibrotische Läsionen mit wenig oder sogar 

fehlenden Lipideinlagerungen der Gruppe Vc zugeordnet. Typ Va-Läsionen zeigen teilweise sogar 

mehrere Schichten von Lipidkernen, die durch dicke Lagen von fibrotischem Gewebe getrennt 

werden. Bei den Typ Vb-Läsionen kommt es zur Kalzifizierung von Zelldebris und extrazellulären 

Lipiden bis hin zu gesamten Lipidkernen (siehe Abbildung 9b).  

Alle diese Subgruppen haben gemeinsam, dass sie im Gegensatz zu Läsionen des Stadium IV zu 

einer Einengung des Gefäßlumens führen und damit eine hohe klinische Relevanz haben. Zudem 

sind diese Läsionen anfälliger für die Ausbildung von Fissuren und Einblutungen, was ebenfalls zu 

Abbildung 8: 5µm dicker Querschnitt des RIVA eines Mannes im mittleren Erwachsenenalter. Gefärbt mit Movat-

Pentachrom-Färbung. An der oberen Seite des Gefäßes ist ein großer Lipidkern (LK), jedoch keine fibrotische 

Umwandlung des angrenzenden Gewebes zu erkennen. Demnach Stadium IV nach Stary. 10-fache Vergrößerung. 

LK 
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ihrer klinischen Bedeutung beiträgt. Je nach Ausmaß der Gefäßobstruktion können Typ V-

Läsionen symptomatisch oder klinisch stumm verlaufen.  

 

 

Stadium VI  

Kommt es bei Stadium V-Läsionen zu Verletzungen der Gefäßwand, Hämatomen, Hämorrhagien 

oder Thrombenbildung, werden sie dem Stadium VI zugeordnet und auch als komplizierte Läsionen 

bezeichnet (siehe Abbildung 10). Thromben und Blutungen können in den Plaque eingelagert 

werden und so zu einer zunehmenden Einengung des Gefäßlumens führen. Läsionen dieser Gruppe 

werden durch starke Obstruktion und der hohen Gefahr für thromboembolische Ereignisse meist 

symptomatisch. 

Abbildung 9a (links): 5 µm dicker Querschnitt des RIVA eines Mannes im mittleren Erwachsenenalter. Gefärbt mit 

Movat-Pentachrom-Färbung. An der oberen Seite des Gefäßes sind sowohl ein großer Lipidkern (LK), als auch eine 

fibrotische Umwandlung des angrenzenden Gewebes zu erkennen. Das Gefäßlumen ist sichtbar eingeengt. Demnach 

Stadium Va nach Stary. 10-fache Vergrößerung. 

 Abbildung 9b (rechts): 5 µm dicker Querschnitt des RIVA eines Mannes im mittleren Erwachsenenalter mit 

ischämischer Kardiomyopathie. Gefärbt mit Movat-Pentachrom-Färbung. Die Gefäßwand ist überwiegend gelb 

gefärbt, was für eine ausgeprägte Kalzifizierung der Läsion spricht. Durch die ausgeprägten Umbauprozesse in der 

Gefäßwand ist das Lumen massiv eingeengt. Demnach Stadium Vb nach Stary. 10-fache Vergrößerung. 
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1.2.7. Therapie 

Trotz multimodaler Ansätze in der Therapie der Atherosklerose, bestehend aus nicht-

pharmakologischen, medikamentösen und interventionell-operativen Ansätzen, handelt es sich um 

eine Erkrankung, die wie in Kapitel 1.2.2 beschrieben, häufig zum Tode führt. Die Entwicklung 

neuer Gruppen pharmakologischer Therapeutika ist daher von großem Interesse für die Millionen 

von Betroffenen weltweit. Ein interessanter neuer Ansatzpunkt ist dabei der Metabolismus glatter 

Gefäßmuskelzellen. Der hohe Stellenwert glatter Gefäßmuskelzellen in der Atherogenese wurde 

bereits in Kapitel 1.2.5 behandelt und erklärt, weshalb es sich hier um einen vielversprechenden 

Angriffspunkt handelt. In der Vergangenheit wurde beispielsweise die Wirkung von Dichloracetat, 

einem Inhibitor der Pyruvat-Dehydrogenase-Kinase (PDK) auf Gefäße im Tiermodell untersucht. 

Die PDK führt physiologisch zu einer verminderten Oxidation von Pyruvat und somit einer 

vermehrten Umsetzung von Pyruvat zu Laktat.87 Diese Reaktion scheint bedeutsam für die Bildung 

einer hyperplastischen Intima im Rahmen von Atherosklerose zu sein, sodass in verschiedenen 

Tiermodellen die verminderte Formation einer Neointima nach Gefäßverletzung gezeigt werden 

konnte.88 Auch Sirtuine, deren Funktion und Bedeutung in Kapitel 1.8 noch einmal genauer 

Abbildung 10: 5 µm dicker Querschnitt des RIVA einer Frau im mittleren Erwachsenenalter. Gefärbt mit Movat-

Pentachrom-Färbung. Die Gefäßintegrität ist hochgradig gestört und an mehreren Stellen sind kleine Thromben zu 

erkennen. Das Gefäßlumen ist massiv eingeengt. Demnach Stadium VI nach Stary. 10-fache Vergrößerung. 
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erläutert werden, stellen mögliche Zielmoleküle für die pharmakologische Therapie der 

Atherosklerose dar. 

1.2.8. Herztransplantation 

Die Herztransplantation spielt als letzte Therapiemöglichkeit bei terminaler Herzinsuffizienz, 

ebenfalls eine Rolle in der Therapie der kardialen Atherosklerose, wenngleich diese eher gering ist. 

Bei der Herztransplantation handelt es sich stets um eine Reservetherapie, deren Indikation äußerst 

streng zu stellen ist. Im Jahre 2019 wurden in Deutschland von 1136 Patienten auf der Warteliste 

344 herztransplantiert, davon knapp 40 am Deutschen Herzzentrum Berlin.89 Von dieser 

Gesamtheit der Transplantationen waren knapp ein Drittel aufgrund einer koronaren 

Herzerkrankung notwendig, die somit nach der Kardiomyopathie (57 %) die zweithäufigste zur 

Transplantation führende Diagnose ist.89 

1.3. Mitochondrien  

Oft auch als Kraftwerke der Zelle bezeichnet, sind Mitochondrien der Hauptproduktionsort für 

Adenosintriphosphat (ATP) in menschlichen Zellen. Sie werden von einer äußeren und einer 

inneren, stark gefalteten Membran umgeben und gelangten einst als Bakterium in eine 

eukaryotische Vorläuferzelle. Eine Besonderheit dieser Zellorganelle liegt darin, dass sie ihre 

eigene, zirkuläre DNA besitzen: die nahezu ausschließlich maternal vererbte mtDNA. Ein Großteil 

dieser mtDNA wurde im Laufe der Evolution in den Zellkern ausgelagert, heute codiert sie noch 13 

der ca. 1500 vom Mitochondrium benötigten Proteine.90 Diese durch die mtDNA codierten Gene 

sind hauptsächlich der oxidativen Phosphorylierung dienlich und werden unabhängig von der 

restlichen, im Zellkern lokalisierten DNA repliziert.91 Mitochondrien sind jedoch an deutlich mehr 

zellulären Prozessen beteiligt, als nur der Bereitstellung von ATP. Dazu zählen unter anderem. die 

Calcium-Homöostase, der programmierte Zelltod, die Modulation des angeborenen Immunsystems 

und die Autophagie.92,93,94 Lange dachte man, die einzelnen Mitochondrien einer Zelle seien 

statische, voneinander isolierte Zellorganelle, jedoch konnte gezeigt werden, dass dies nicht der 

Fall ist. Ganz im Gegenteil handelt es sich in der Tat um ein Netzwerk von enormer Plastizität. 

Gerade in dieser mitochondrialen Dynamik liegt eine weitere Besonderheit dieser komplexen 

Organellen. Durch Fission und Fusion sind sie in der Lage, sich stetig zu vereinigen und zu teilen.95 

Die Fusion zweier Mitochondrien wird dabei durch Enzyme aus der Familie der GTPasen 

vermittelt, dazu gehören Mitofusin 1 und 2 (MFN1, MFN2) und Optic Atrophy 1 (OPA1) (siehe 

Abbildung 11). Wie genau die mitochondriale Fusion durch diese Enzyme mediiert wird, ist nicht 
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vollständig geklärt, jedoch scheinen MFN1 und MFN2 für die Fusion der äußeren 

Mitochondrienmembranen verantwortlich zu sein, während OPA1 die Fusion der inneren 

Membranen induziert.96 Diese Proteine unterliegen einigen Regulationsmechanismen, so kann 

beispielweise die Enzymaktivität von OPA1 durch SIRT3, einer mitochondrialen Deacetylase, 

erhöht werden.97 Die Verschmelzung zweier Mitochondrien resultiert nicht nur in einer Änderung 

ihrer Morphologie, sondern hat auch für den mitochondrialen Metabolismus Konsequenzen, denn 

sie können so mtDNA, Proteine und andere Metaboliten untereinander austauschen. Bei der 

Teilung eines Mitochondriums in zwei Tochtermitochondrien, der Fission, spielt das GTPase 

dynamin-related protein 1 (DRP1) wohl die größte Rolle, wobei auch noch eine Reihe weiterer 

Proteine daran beteiligt zu sein scheint (Mitochondrial Fission Factor, Fission 1 protein und 

Mitochondrial dynamics protein 49 und 51) (siehe Abbildung 11).98,99 Die Mitochondrien stehen 

dabei stetig miteinander in Kommunikation und können so die Gesamtanzahl der Mitochondrien 

einer Zelle, deren Größe und Position innerhalb der Zelle an die herrschenden Anforderungen 

anpassen.100 Gelangen mitochondriale Fusion und Fission aus dem Gleichgewicht, z.B. durch 

Akkumulation von Mutationen in den Genen der regulatorischen Proteine, resultiert dies in einem 

dysfunktionalen Zustand der Zelle. Übermäßige Fragmentation des mitochondrialen Netzwerks in 

viele, kleine Mitochondrien, tritt beispieksweise Im Rahmen von erhöhtem Zellstress auf (siehe 

Abbildung 11) .101 

Abbildung 11: Mitochondriale Dynamik als Reaktion auf Zellstress. Wird die Zelle mit mildem Stress, wie im Rahmen 

von Nährstoffmangel, konfrontiert, fusionieren Mitochondrien bevorzugt miteinander, erhöhen die Produktion von 

ATP und entgehen so ihrer Elimination durch Mitophagie. Anders verhält es bei starkem Zellstress: hier kommt es 

vermehrt zur Fission. DRP1: Dynamin-Related Protein 1; MFF: Mitochondrial Fission Factor; FIS1: FISsion 1; 

MiD49/51: Mitochondrial Dynamics 49/51; Mfn1/2: Mitofusin 1/2; OPA1: OPtic Atrophy 1. 

Aus: Zemirli N, Morel E, Molino D. Mitochondrial Dynamics in Basal and Stressful Conditions. International Journal 

of Molecular Sciences. 2018;19(2):564.  
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Eine gestörte mitochondriale Dynamik konnte bereits mit einer Vielzahl von Pathologien, darunter 

Typ II-Diabetes mellitus, Morbus Parkinson und Morbus Alzheimer, in Verbindung gebracht 

werden.102,103,104 

Auch die Rolle von Mitochondrien in der Pathogenese von Atherosklerose wurde schon häufiger 

in Forschungsarbeiten thematisiert. Unter 1.2.4 wurde die endotheliale Dysfunktion als erste 

wahrnehmbare Veränderung beschrieben und ROS als mögliche Trigger identifiziert. In 

fortgeschrittenen Stadien tragen ROS durch Apoptoseinduktion endothelialer Zellen, 

proinflammatorische Wirkung und Aktivierung von MMP zur Destabilisierung der Läsion bei und 

führen entsprechend ihrem Namen auch zur vermehrter Bildung von oxLDL.105 Da Mitochondrien 

der Hauptproduktionsort für ROS in der Zelle sind, haben sie einen direkten Einfluss auf die 

beschriebenen Prozesse und ihre Dysfunktionalität resultiert in einer atherogenen Wirkung. ROS 

werden von Mitochondrien verstärkt gebildet, wenn diese in ihrer Funktion beeinträchtigt sind, 

wobei diese mitochondriale Dysfunktion auch durch ROS ausgelöst werden kann, da 

Mitochondrien besonders sensibel auf ROS reagieren. Durch diese Art der Interaktion verstärken 

sich hohe Konzentrationen von ROS und dysfunktionale Mitochondrien gegenseitig und ein 

Circulus vitiosus entsteht.106 

1.4. Wege der zellulären Energiegewinnung  

Der menschlichen Zelle stehen prinzipiell drei Gruppen von Substraten zur Energiegewinnung zur 

Verfügung: Fette, Kohlenhydrate und Proteine. Alle diese Substrate können zu Acetly-CoA 

verstoffwechselt und damit in den Citratzyklus eingespeist werden. Dieser bildet damit das 

Drehkreuz des zellulären Energiestoffwechsels.  

1.4.1. Glykolyse 

Das Ziel der Glykolyse ist der Abbau von Glucose zu Pyruvat, wobei je zwei Moleküle ATP und 

NADH/H+ entstehen. Das gewonnene NADH/H+ kann wiederum genutzt werden, um über die 

Atmungskette ATP zu generieren. Der Abbau von Glucose erfordert zehn einzelne 

Reaktionsschritte, die im Zytosol stattfinden. Die einzelnen Reaktionen sind in tabellarischer Form 

im Folgenden aufgeführt.  

 

Reaktionsgleichung der Glykolyse: 

Glucose + 2 NAD+ + 2 ADP + 2 Pi → 2 Pyruvat + 2 NADH + H+ + 2 ATP + 2 H2O 
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Drei der zehn an der Glykolyse beteiligten Enzyme werden als Schlüsselenzyme bezeichnet, wobei 

die PFK das geschwindigkeitsbestimmende Enzym ist. Die verbleibenden zwei Schlüsselenzyme 

sind die Hexokinase und die Pyruvatkinase. Alle diese Enzyme unterliegen 

Regulationsmechanismen: die Hexokinase kann allosterisch durch Glucose-6-Phosphat, die PFK 

durch ATP, fallenden pH-Wert sowie Citrat und die Pyruvatkinase durch ATP und Alanin 

gehemmt werden.107 Die Hexokinase kann zusätzlich hormonell durch Glucagon und Insulin 

reguliert werden, wobei Insulin die Transkription der Hexokinase steigert und Glucagon ebendiese 

vermindert.108 Fructose-1,6-Bisphosphat führt sowohl zu einer Aktivierung der PFK, als auch der 

Pyruvatkinase. 

 

1. Phase der Glykolyse: Umwandlung von Glucose zu Fructose-1,6-Bisphosphat 

Substrat Katalysierendes Enzym   Produkt 

Glucose Hexokinase Glucose-6-Phosphat 

Glucose-6-Phosphat Isomerase Fructose-6-Phosphat 

Fructose-6-Phosphat Phosphofructokinase Fructose-1,6-Bisphosphat 

 

2. Phase der Glykolyse: Spaltung von Fructose-1,6-Bisphosphat zu Glycerinaldehyd-3-

phosphat (GAP) 

Substrat Katalysierendes Enzym   Produkt 

Fructose-1,6-

Bisphosphat 

Aldolase GAP und Dihydroxyacetonphosphat 

(DAP) 

DAP Triosephosphat-Isomerase GAP 

 

3. Phase der Glykolyse: Umwandlung von GAP in Pyruvat 

Substrat Katalysierendes Enzym   Produkt 

GAP GAP-Dehydrogenase 1,3-Bisphosphoglycerat (BPG) 

BPG Phosphoglyceratkinase 3-Phosphogylcerat 

3-Phosphogylcerat Phosphoglyceratmutase 2-Phosphoglycerat 

2-Phosphoglycerat Enolase Phosphoenolpyruvat (PEP) und H2O 

PEP Pyruvatkinase Pyruvat  
 

Tabelle 1: Überblick über die einzelnen Schritte der Glykolyse. Schlüsselenzyme sind durch Unterstreichung 

gekennzeichnet.  
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Ist die Glucose erst einmal zu Pyruvat umgesetzt, hat die Zelle zwei unterschiedliche Möglichkeiten, 

dieses Substrat weiter zu nutzen. Unter aeroben Bedingungen wird das Pyruvat bevorzugt in den 

Mitochondrien zu Acetyl-CoA metabolisiert, welches anschließend für den Citratzyklus genutzt 

werden kann. Diese Reaktion ist irreversibel und wird durch den Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex 

mit seinen fünf Ko-Faktoren Thiamin-Pyrophosphat, Liponsäure, Coenzym A, FAD und NAD+ 

katalysiert.109   

Der zweite Weg der Umsetzung von Pyruvat, die Reduktion zu Laktat im Zytosol, findet vor allem 

unter anaeroben Bedingungen statt, wobei NAD+ regeneriert werden kann. 

 

Energiebilanz der anaeroben Glykolyse: 

Glucose + 2 Pi + 2 ADP → 2 Laktat + 2 ATP + 2 H2O 

1.4.2. b-Oxidation 

Als b-Oxidation bezeichnet man den Abbau von Fettsäuren mit dem Ziel der Energiegewinnung. 

Die b-Oxidation selbst findet in der Mitochondrienmatrix statt, wobei dem zwei Reaktionsschritte 

voraus gehen. Zunächst werden die Fettsäuren außerhalb des Mitochondriums durch die Acyl-

CoA-Synthetase unter ATP-Verbrauch aktiviert. Anschließend wird das entstandene Acyl-CoA in 

das Innere der Mitochondrien transportiert, wofür Acyl-CoA vorübergehend in Carnitin 

umgeestert werden muss.110 Diese Reaktion ist geschwindigkeitsbestimmend für die b-Oxidation 

und wird durch die Carnitin-Palmityltransferase 1 katalysiert. In der mitochondrialen Matrix 

angelangt, wird das Acyl-CoA im Rahmen der b-Oxidation konsekutiv abgebaut, bis zwei Moleküle 

Acetyl-CoA übrigbleiben, die anschließend im Citratzyklus genutzt werden können. Da sich die zu 

verwertenden Fettsäuren in ihrer Kettenlänge stark unterscheiden, existieren von den an der b-

Oxidation beteiligten Enzymen für die unterschiedlichen Kettenlängen spezifische Isoenzyme. Die 

einzelnen Reaktionsschritte der b-Oxidation werden in Tabelle 2 aufgeführt. Aus den 

Einzelreaktionen wird ersichtlich, dass es während der b-Oxidation auch zur Regeneration von 

FADH2 und NADH/H+ kommt, wodurch die Energieausbeute der b-Oxidation stark ansteigt, 

sofern die Reduktionsäquivalente in der Atmungskette genutzt werden können.110 
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Substrat(e) Katalysierendes Enzym   Produkt 

Acyl-CoA, FAD Acyl-CoA-Dehydrogenase Trans-D2-Enoyl-CoA, FADH2 

Trans-D2-Enoyl-CoA Enoyl-CoA-Hydratase ß-Hydroxyacyl-CoA 

ß-Hydroxyacyl-CoA, NAD ß-Hydroxyacyl-CoA-

Dehydrogenase 

3-Ketoacyl-CoA, NADH/H+ 

3-Ketoacyl-CoA, Acyl-CoA Ketothiolase Acetyl-CoA, Acyl-CoA 
 

Tabelle 2: Reaktionsschritte der β-Oxidation. 

1.4.3. Citratzyklus 

Im Citratzyklus wird Acetyl-CoA in der mitochondrialen Matrix zu zwei CO2-Molekülen und acht 

Wasserstoffatomen (H+) abgebaut, wobei in einigen Reaktionsschritten die Reduktionsäquivalente 

FADH2 und NADH/H+ entstehen (siehe Abbildung 12).111 Durch die Metabolisierung von einem 

Molekül Acetyl-CoA können so ein Molekül FADH2 und drei Moleküle NADH/H+ gewonnen 

werden. Da aus einem Molekül Glucose zwei Acetyl-CoA-Moleküle gebildet werden, ist die Bilanz 

pro Glucose Molekül doppelt so hoch, also zwei FADH2 und sechs NADH/H+. Die katalysierenden 

Enzyme für die Bildung der Reduktionsäquivalente sind Dehydrogenasen, namentlich die 

Isocitratdehydrogenase (IDH), die α-Ketoglutaratdehydrogenase, die Succinatdehydrogenase, 

sowie die Malatdehydrogenase. Der Citratzyklus hat im Gegensatz zu vielen anderen 

Stoffwechselwegen kein Schlüsselenzym, über das die vollständige Reaktion reguliert werden kann. 

Daher erfolgt die Regulation des Citratzyklus über die einzelnen Reaktionsschritte, wobei viele der 

beteiligten Enzyme über ihre Produkte gehemmt und über ihre Substrate aktiviert werden.112 Die 

IDH wird außerdem durch ATP gehemmt und durch ADP und Calcium aktiviert. Eine hormonelle 

Beeinflussung des Citratzyklus ist nicht bekannt. 
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Abbildung 12: Darstellung der Einzelreaktionen des Citratzyklus inkl. ihrer katalysierenden Enzyme.  

Reprinted by permission from Springer Nature: Springer eBook. Der Citratzyklus – Abbau von Acetyl-CoA zu CO2 und 

H2O. Löffler G, Müller M, 2019.  
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1.4.4. Atmungskette 

Die oxidative Phosphorylierung findet an der inneren Mitochondrienmembran statt, wodurch sie 

räumlich sehr eng mit dem Citratzyklus verbunden ist. An der Atmungskette sind vier große 

Enzymkomplexe beteiligt, welche durch die Oxidation von den aus dem Citratzyklus gewonnen 

Reduktionäquivalenten FADH2 und NADH/H+ in der Lage sind, ATP zu synthetisieren (siehe 

Abbildung 13).113 Die freiwerdenden Elektronen werden dabei in Form einer 

Elektronentransportkette entlang der vier, beziehungsweise im Falle von FADH2 drei Komplexe 

der Atmungskette transportiert und schließlich auf Sauerstoff übertragen, sodass Wasser 

entsteht.113 Da Sauerstoff notwendig ist, um den Elektronenfluss aufrecht zu erhalten, kann die 

Atmungskette nur unter aeroben Bedingungen stattfinden. Die im Rahmen des 

Elektronentransportes freiwerdende Energie wird genutzt um einen Protonengradienten entlang 

der inneren Mitochondrienmembran aufzubauen. Da NADH/H+ durch Komplex I in die 

Atmungskette eintritt, FADH2 aber erst durch Komplex II, können durch NADH/H+ mehr Protonen 

in den Intermembranraum transportiert werden.114 Diese Protonen werden anschließend durch die 

ATP-Synthase wieder entlang ihres Gradienten zurück in den Matrixraum transportiert und die 

dabei freigesetzte Energie zur Synthese von ATP genutzt. Dabei reicht die Energie von etwa drei 

transportierten Protonen zur Phosphorylierung von einem Molekül ADP zu ATP.115  

Abbildung 13: Darstellung der Elektronentransportkette und des Protonenflusses in der Atmungskette. Schließlich 

wird der Protonengradient durch die ATP-Synthase genutzt, um ATP aus ADP und Phosphat zu synthetisieren. IMM= 

Intermembranraum. 

Reprinted by permission from Springer Nature: Springer eBook. Mitochondrien – Organelle der ATP-Gewinnung. 

Brandt U 2019.  
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Während der Atmungskette kann es zur Bildung von Superoxidanionen (O2- ) kommen, die eine 

zelltoxische Wirkung zeigen. Um diesen schädigenden Einfluss zu verhindern, steht der Zelle ein 

Schutzmechanismus in Form von Superoxiddismutase und Katalase zur Verfügung. Die 

Superoxiddismutase setzt zwei O2- mit zwei H+ zu Wasserstoffperoxid (H2O2) um, welches 

wiederum durch die Katalase in Sauerstoff und Wasser gespalten und somit unschädlich für die 

Zelle gemacht wird. Die Regulation der Atmungskette erfolgt hauptsächlich über die Verfügbarkeit 

der Substrate ADP und Phosphat, was auch als Atmungskontrolle bezeichnet wird.116 

1.5. Warburg Effekt 

Der Warburg Effekt ist der Wissenschaft nun seit fast 100 Jahren bekannt und wurde erstmals im 

Jahre 1925 von Otto Warburg beschrieben. Entgegen seinen Erwartungen konnte er zeigen, dass 

Tumorzellen, im Vergleich zu gesundem Gewebe, zum einen über eine gesteigerte glykolytische 

Aktivität verfügen und zum anderen das gewonnene Pyruvat in größerem Maße zu Laktat 

umsetzten, als es für die oxidative Phosphorylierung zu nutzen. Die von ihm untersuchten Zellen, 

taten dies zudem unabhängig von der Sauerstoffverfügbarkeit.5 Die Unterschiede in der Nutzung 

der beiden Stoffwechselwege am gesamten Energiegewinn zwischen gesundem und entartetem, 

proliferierendem Gewebe sind dramatisch: in einer Studie von Karl Brand stellte man die Wege der 

Abbildung 14: Überblick über die Metabolisierung von Glucose in Form von aerober und anaerober Glykolyse mit 

anschließender Verstoffwechselung von Pyruvat über Acetyl-CoA im Citratzyklus. Die deutlichen Unterschiede in der 

Energiebilanz werden deutlich. 

Reprinted by permission from Springer Nature: Springer eBook. Glucose – Schlüsselmolekül des 

Kohlenhydratstoffwechsels. Löffler G, Müller M, 2019.  
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ATP-Gewinnung von ruhenden und proliferierenden Thymozyten gegenüber. Wurden in den 

ruhenden Zellen 88 % des ATP über oxidative Phosphorylierung und nur 12 % durch Glykolyse 

gewonnen, so waren es in den proliferierenden Zellen 86 % durch Glykolyse und nur 14 % durch 

oxidative Phosphorylierung.117  

Die positiven Effekte dieser metabolischen Veränderungen auf das Wachstum und die Proliferation 

von Tumorzellen war in den letzten Jahren vielfacher Gegenstand von Forschungsarbeiten, wobei 

eine große Zahl an möglichen Auswirkungen diskutiert wurden. Ein Vorteil der Energiegewinnung 

über Laktat, könnte die zeitliche Überlegenheit gegenüber der oxidativen Phosphorylierung sein. 

Zwar hat die oxidative Phosphorylierung pro Glukose-Molekül eine höhere ATP Bilanz, jedoch 

läuft sie deutlich langsamer ab, sodass in derselben Zeit weniger ATP bereitgestellt werden kann.118 

Auch ist die Energiebilanz der Stoffwechselwege bei komplexen Organismen eher von geringer 

Bedeutung, da über einen funktionierenden Kreislauf eine konstante Verfügbarkeit von 

Nährstoffen wie Glukose gewährleistet wird, sodass diese nicht zum limitierenden Faktor wird.119 

Ein weiterer Erklärungsansatz sieht die Vorteile der gesteigerten Glykolyse weniger in der 

Generation von ATP, sondern in der Bereitstellung anderer Substrate, wie NAD+ und Kohlenstoff, 

die entscheidend für das Wachstum und die Proliferation von Zellen sind. Weitere diskutierte 

Effekte, die sich positiv auf die Wachstumsbedingungen von Tumoren auswirken, sind 

Immunmodulation und erleichterte Tumorinvasion über Azidifizierung der Tumorumgebung durch 

das ausgeschiedene Laktat und Verminderung des oxidativen Zellstresses durch geringere 

Produktion von ROS, die zu einem großen Teil bei der oxidativen Phosphorylierung 

anfallen.120,121,122  

Nicht nur über den Nutzen des Warburg Effektes gibt es verschiedene Theorien, sondern auch 

darüber, wie er induziert wird. Maßgeblich daran beteiligt scheint der Transkriptionsfaktor HIF-1 

(Hypoxie-induzierter Faktor 1) zu sein.123 Da im Rahmen des schnellen Wachstums von 

Tumorgewebe die Sauerstoffversorgung durch eine erhöhte Diffusionsstrecke reduziert ist, kommt 

es unter diesen hypoxischen Bedingungen zur Induktion von HIF-1 und damit zur Transkription 

seiner Zielgene, darunter verschiedene Glucose-Transporter, der Laktatdehydrogenase A (LDHA),  

der Phosphofruktokinase L (PFKL) und Pyruvatkinase M.124 Hierbei handelt es sich um 

entscheidende Enzyme und Transporter des Glukosestoffwechsels, wodurch eine erhöhte 

Transkription dieser Gene auch eine gesteigerte glykolytische Aktivität der Zelle erklären würde.  

Die Steigerung der aeroben Glykolyse scheint nicht nur den Progress von Tumorerkrankungen 

voran zu treiben, sondern auch bei einer Vielzahl nicht-maligner Erkrankungen, unter anderem bei 

der Atherosklerose, eine entscheidende Rolle zu spielen.125 Im Tiermodell konnte bereits eine 

gesteigerte GLUT-1-vermittelte Glucose-Aufnahme und eine erhöhte Verwendung von Glucose für 
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die Produktion von Laktat durch neointimale glatte Gefäßmuskelzellen gezeigt werden.126 Diese 

Veränderungen gingen zudem mit einer Beeinträchtigung der Gefäßkontraktilität und mit einer 

Hypertrophie der Media einher.127 Erklären lassen sich diese metabolischen Alterationen einerseits 

durch Sekretion von PDGF im Rahmen von Gefäßwandverletzungen und im Verlauf, wie im 

Tumorgewebe, durch die Induktion von HIF-1.128,129 

1.6. Enzyme der Glykolyse  

1.6.1. PFKFB3 

Die regulatorischen PFKFB (Phosphfructokinasen/Fructosebisphosphatasen) dienen der 

Phosphorylierung beziehungsweise Dephosphorylierung von Fructose-6-Phosphat zu Fructose-1,6-

Bisphosphat, welches wiederum zur Aktivierung der PFK-1, dem geschwindigkeitsbestimmenden 

Enzym der Glykolyse führt. Aus der Familie der PFKFB sind vier Isoenzyme bekannt (PFKFB 1-4), 

wobei die PFKB3 das höchste Verhältnis von Kinase- zu Phosphataseaktivität aus dieser Enzym-

Familie aufweist.130 

Die Expression der PFKB3 wird u.a. durch Hypoxie induziert, indem HIF-1α an das hypoxia 

response Element in der Promotorregion bindet.131 Demzufolge überrascht es nicht, dass PFKB3 

vermehrt in stark proliferierenden Zellen und Tumorgeweben exprimiert wird.132 

Erst vor einigen Jahren kam man zu der Erkenntnis, dass die PFK nicht nur ein Schlüsselenzym der 

Glykolyse ist, sondern auch im Zellkern präsent ist und dort Einflüsse auf den Zellzyklus nimmt.133  

Das im Nukleus produzierte Fruktose-2,6-Bisphosphat scheint eine antiapoptotische Wirkung zu 

haben, indem eine vermehrte Phosphorylierung des Tumorsuppressorgens p27 durch die Cyklin-

dependent Kinase (CDK) erfolgt.134 Nachdem p27 phosphoryliert wurde, kommt es zu einer 

gesteigerten Degradation im Proteasom und die Apoptoseinduktion am G1-Checkpoint wird 

gehemmt.134 

Diesen Mechanismen entsprechend kann die PFKB3 je nach Lokalisation in der Zelle verschiedene 

Einflüsse auf den Metabolismus haben: im Nukleus führt sie zu einer Steigerung der CDK-1-

Aktivität, ohne dabei die Glykolyse zu beeinflussen und im Zytosol induziert sie über die 

Aktivierung der PFK-1 eine Steigerung der glykolytischen Aktivität.  

Die Aktivität der PFKFB kann durch verschiedene Wachstumsfaktoren beeinflusst werden. 

Beispielsweise wird die PFKFB von Endothelzellen in Anwesenheit angiogenetischer Stimuli wie 

VEGF stark überexprimiert, wodurch diese ihre glykolytische Aktivität nahezu verdoppeln 

können.135 Da VEGF auch im Rahmen von Atherosklerose sezerniert wird, wäre auch hier eine 

vermehrte Expression der PFKFB zu erwarten. Inwiefern nicht nur Endothelzellen, sondern auch 
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glatte Gefäßmuskelzellen in der Lage sind eine Hochregulation der PFKB3-Expression zu 

vollziehen, wird in dieser Arbeit untersucht. 

1.6.2. LDHA 

Die LDHA ist ein tetrameres Enzym und gehört zu einer Familie aus fünf Isoenzymen. Ihre Rolle 

als entscheidendes Enzym der anaeroben Glykolyse, wird der LDHA durch die Katalyse der 

Reduktion von Pyruvat zu Laktat am Ende der Glykolyse zuteil. Zusätzlich zur Laktatsynthese, 

führt diese Reaktion zur Generierung von NAD+, welches für die Metabolisierung weiterer 

Glukosemoleküle erforderlich ist (siehe Abbildung 15). 

Diese Form der Energiegewinnung wird vor allem von Skelettmuskelfasern in 

Belastungssituationen genutzt, jedoch wurde auch in vielen verschiedenen Tumoren eine erhöhte 

Konzentration der LDHA im Rahmen des Warburg-Effektes nachgewiesen.136 Wird die LDHA in 

neoplastischem Gewebe inhibiert, so kann der weitere Progress verzögert werden, was die 

Bedeutung der LDHA im Tumorstoffwechsel unterstreicht.137 Die Transkription der LDHA kann 

durch c-MYC und durch HIF-1α induziert werden, wodurch die reduzierte Energiegewinnung über 

oxidative Phosphorylierung unter hypoxischen Bedingungen kompensiert werden kann.138 Auch in 

atherosklerotischen Läsionen sind hypoxische Bedingungen durch verlängerte Diffusionsstrecken 

keine Seltenheit, daher konnte in einem Rattenmodell nach Ballon-Angioplastie der A. carotis, 

beziehungsweise nach Stimulation durch PDGF eine erhöhte Expression der LDHA nachgewiesen 

werden.139 In besagter Studie konnte außerdem gezeigt werden, dass die Proliferation und 

Migration von glatten Gefäßmuskelzellen nach PDGF-Stimulus bei Knock-out der LDHA 

signifikant reduziert war.139  Diese Beobachtungen implizieren, dass glatte Gefäßmuskelzellen im 

Rahmen von Atherosklerose in gewisser Weise abhängig von einer Hochregulation der aeroben 

Glykolyse sind, wodurch dies ein potentieller Interventionspunkt ist, um das Fortschreiten 

atherosklerotischer Läsionen zu verhindern. 
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1.7. Mitochondriale Enzyme  

Die Mitochondrien sind, wie unter 1.3 erläutert, ein wichtiges Zentrum des zellulären 

Stoffwechsels. Nicht nur entscheidende Abläufe des katabolen Stoffwechsels, wie β-Oxidation der 

Fettsäuren, Citratzyklus und Atmungskette finden in den Mitochondrien statt, sondern auch 

Schritte der Harnstoff-, Steroidhormon- und Häm-Biosynthese.140 Da der zelluläre 

Energiestoffwechsel für diese Arbeit von besonderer Bedeutung ist, wurden für β-Oxidation, 

Citratzyklus und Atmungskette repräsentative Enzyme zur Beurteilung dieser Stoffwechselwege 

ausgewählt. Diese drei Enzyme werden in diesem Kapitel genauer beschrieben. 

1.7.1. IDH2 

Die IDH2 ist ein mitochondriales, homodimeres Enzym und katalysiert im Citratzyklus die 

reversible, oxidative Decarboxylierung von Isocitrat zu α-Ketoglutarat, wobei NADPH entsteht 

(siehe Abbildung 12). Die Produktion von NADPH in diesem Reaktionsschritt spielt eine 

entscheidende Rolle im Umgang der Zelle mit oxidativem Stress, da viele Enzyme des 

antioxidativen Schutzsystems NADPH-abhängig sind.141 Unter hypoxischen Bedingungen ist die 

IDH2 außerdem in der Lage die entgegengesetzte Reaktion, also die reduktive Carboxylierung von 

Abbildung 15: Rolle der LDHA in der Glykolyse: Katalyse der Reduktion von Pyruvat mit Hilfe von NADH zu Laktat 

und NAD+. 

Reprinted from Cancer Cell, Vol 9 / Issue 6, Bui T and Thompson C B, Cancer’s sweet tooth, Pages 419-420, Copyright 

(2006), with permission from Elsevier. 
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α-Ketoglutarat zu Isocitrat, zu katalysieren.142 Dies geschieht im Rahmen von HIF1-induzierter 

metabolischer Reprogrammierung und konnte in Krebszellen in erhöhtem Maße beobachtet 

werden.143 Während unter physiologischen Bedingungen das vom Mitochondrium benötigte Citrat 

über Acetly-CoA aus der Glykolyse gewonnen wird, kann unter hypoxischen Bedingungen auch 

Glutamin zur Synthese von Citrat genutzt werden. Diese Umstellung des Metabolismus scheint 

Zellen in die Lage zu versetzen, auch unter hypoxischen Bedingungen noch proliferieren zu 

können.144 Ob die vermehrte reduktive Aktivität der IDH2 unter hypoxischen Bedingungen auch 

mit einer veränderten Expression einher geht ist allerdings noch nicht geklärt. Hinzukommend hat 

die IDH2-Aktivität einen regulatorischen Einfluss auf die mitochondriale Dynamik. Demnach 

konnte in einer Forschungsarbeit durch IDH2-Knockout in einer Zellkultur muriner Endothelzellen 

eine signifikant verringerte Expression von Mfn-1 und Drp-1, jedoch eine erhöhte Expression von 

OPA-1 beobachtet werden.141 Diese Studie konnte außerdem zeigen, dass eine verringerte 

Konzentration der IDH2 die Funktion der NOS in Endothelzellen beeinträchtigt und damit mit einer 

gestörten Vasomotorik durch verminderte Produktion von NO einhergeht (siehe Abbildung 16).  

Weiterhin sind durch die erhöhte Produktion von ROS bei IDH2-Mangel verringerte Expression 

beziehungsweise Aktivität der Komplexe 1,3 und 4 der Atmungskette zu beobachten. COX IV 

Abbildung 16: Auswirkungen von verringerter IDH2-Konzentration auf Endothelzellen: es kommt zur verminderten 

Expression von Komplexen der oxidativen Phosphorylierung, gestörte mitochondriale Dynamik und verringerter 

Aktivität der NOS.  

Reprinted from Free Radical Biology and Medicine, Vol 94, Park JB, Nagar H, Choi S, Jung S, Kim HW, Kwang Kang 

S, Wan Lee J, Hyup Lee J, Park JW, Irani K, Jeon BH, Song HJ, Kim CS, IDH2 deficiency impairs mitochondrial 

function in endothelial cells and endothelium-dependent vasomotor function, Pages 36-46, Copyright (2016), with 

permission from Elsevier.  
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1.7.2. COX IV 

Die COX IV ist eine von 13 Untereinheiten der Cytochrom-C-Oxidase (COX), einem Bestandteil 

der mitochondrialen Atmungskette. Die Cytochrom-C-Oxidase wird auch als Komplex 4 

bezeichnet, da sie den vierten und damit letzten Schritt der Atmungskette katalysiert und ist für 

den Elektronentransfer von Ferro-Cytochrom auf molekularen Sauerstoff verantwortlich. 145 Durch 

diese Reaktion entsteht ein Protonengradient entlang der Mitochondrienmembran, was 

entscheidend für die mitochondriale Synthese von ATP ist.146 Ein Teil der Untereinheiten von 

Komplex 4 wird von der mitochondrialen DNA selbst codiert, wobei die COX IV auf dem nukleären 

Genom lokalisiert ist. Die Aktivität der COX wird über das Gleichgewicht von ATP zu ADP und 

durch Interaktion mit verschieden Proteinen, unter anderem Cardiolipin reguliert.147,148 An dieser 

Regulation ist auch die COX IV beteiligt: kommt es zu Bindung von ATP statt ADP an die COX 

IV, induziert dies eine allosterische Hemmung der COX.149  

1.7.3. ACADM 

Die mittlere-Ketten-spezifische Acyl-Coenzym A-Dehydrogenase (ACADM) katalysiert den ersten 

Schritt der mitochondrialen β-Oxidation von Fettsäuren. Dabei werden speziell mittelkettige Acyl-

Ketten mit vier bis zwölf Kohlenstoffatomen mit Hilfe von FAD oxidiert, wodurch FADH2 und 

trans-Enoyl-CoA entstehen.150 

Interessanterweise kann die Expression der ACADM in Makrophagen durch IL-4, einen 

Entzündungsmediator, stimuliert werden.151 Diese Reaktion könnte ebenso auch durch 

inflammatorische Stimuli im Rahmen von Atherosklerose initiiert werden. Ein Mangel an, 

beziehungsweise ein Defekt der ACADM hingegen resultiert in der Akkumulation von 

Intermediärprodukten des Fettsäurestoffwechsels, welche die oxidative Energiegewinnung in den 

Mitochondrien hemmen und gleichzeitig den oxidativen Stress, dem die Zelle ausgesetzt ist 

erhöhen.152 Die Repression der oxidativen Phosphorylierung kommt vermutlich durch eine 

Assoziation der ACADM mit dem OXPHOS Superkomplex, welcher die Komplexe I, III und IV der 

Atmungskette umfasst, zustande.153 

1.8. Sirtuine 

Als Sirtuine bezeichnet man eine Reihe hochkonservierter Proteine menschlicher Zellen, wobei 

sieben Isoformen bekannt sind (SIRT1-SIRT7). Es handelt sich dabei um NAD+ abhängige 

Histondeacetylasen, die der Regulation wichtiger metabolischer Prozesse dienen und die im 

Rahmen von fallenden zellulären Energiespeichern aktiviert werden.154 Kommt es zur 
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Deacetylierung von Histonen, so erhöht sich deren Affinität gegenüber der DNA, sodass die 

Transkription der gebundenen DNA-Abschnitte auf ein niedrigeres Niveau reguliert wird. Die 

Erforderlichkeit von NAD+ für die meisten ihrer enzymatischen Funktionen macht sie von einer 

kontinuierlichen, ausreichenden NAD+-Verfügbarkeit und damit von einem einwandfreien 

metabolischen Zustand der Zelle abhängig. Die Sirtuine 3, 4 und 5 sind in den Mitochondrien 

lokalisiert.155 

SIRT3 ist dabei vor allem dafür zuständig die Produktion von ROS in den Mitochondrien zu 

inhibieren, indem die Superoxiddismutase 2 aktiviert wird, reguliert aber ebenfalls eine Vielzahl 

mitochondrialer Proteine, darunter auch die IDH2.156,157 

Im Gegensatz zu allen anderen Proteinen der SIRT-Familie zeigt SIRT4 keine Deacetylase-

Aktivität, sondern fungiert als ADP-Ribosyltransferase, wodurch SIRT4 eine Bedeutung bei der 

Zellzyklusregulation zukommt. 

Die Sirtuine 1,3 und 6 stehen im Verdacht, eine Rolle bei der Entstehung von Atherosklerose zu 

spielen. SIRT 1 wird in hohem Maße durch Endothelzellen exprimiert. Kommt es hier zu einer 

Minderverfügbarkeit steigen, zumindest in der Zellkultur, inflammatorische Aktivitäten, oxidativer 

Stress und Schaumzellbildung.158 Die Rolle von SIRT3 bei der Atherogenese ist weniger genau 

erforscht, es wird jedoch eine Beeinflussung der Plaquekalzifizierung in Betracht gezogen.159 Auch 

in Bezug auf SIRT6 sind die Interaktionsmechanismen bisher nicht bekannt, jedoch wurde sowohl 

in atherosklerotischen Plaques von Mäusen, als auch von Menschen eine verminderte Expression 

beobachtet.160,161 Möglicherweise vermindert SIRT6 die Entzündungsreaktion, sowie die 

endotheliale Dysfunktion.162 In einigen Zelllinien, unter anderem in glatten Gefäßmuskelzellen, ist 

SIRT6 zudem in der Lage über epigenetische Mechanismen direkt in den Metabolismus 

einzugreifen. In Zellkulturen konnte gezeigt werden, dass die Abwesenheit von SIRT6 zu einer 

vermehrten Expression glykolytischer Enzyme, wie der LDH und PFK führt.163 Als 

zugrundeliegender Mechanismus wird eine Repression des Transkriptionsfaktors HIF1α 

vermutet.163 Die Zielgene von HIF1α wurden bereits in Kapitel 1.5 erläutert. Insgesamt stellen 

Sirtuine, durch vielfältige Bedeutungen in der Athereogenese, vielversprechende Zielmoluküle für 

neue Therapieansätze der Atherosklerose dar.  
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1.9. Zielsetzung 

Trotz weitentwickelter Therapieformen der Atherosklerose und Ihrer Risikofaktoren, bleiben ihre 

Folgen die häufigste Todesursache in den Industrienationen.1,2 Daher ist es von hoher Bedeutung, 

die Pathophysiologie der Erkrankung noch weitreichender zu untersuchen und zu verstehen, um 

neue therapeutische Angriffspunkte, beziehungsweise neue Präventionsstrategien entwickeln zu 

können.  

Das übergeordnete Ziel dieser Arbeit ist es, die Übertragbarkeit der bisher in Proteomics und 

Mausmodell beobachteten Veränderungen im Expressionsmuster verschiedener metabolischer 

Surrogatmarker als Reaktion auf atherogene Stimuli durch humane glatte Gefäßmuskelzellen zu 

untersuchen, um eine Einschätzung über deren klinische Relevanz treffen zu können. Konkret 

werden auf Proteinebene die Expressionsmuster der PFKB, LDHA, ACADM, IDH2 und COX IV 

untersucht.  

Um festzustellen, inwiefern sich zu den veränderten Expressionsmustern auch ein ultrastrukturelles 

Korrelat auf Ebene der Mitochondrien findet, erfolgen zusätzlich elektronenmikroskopische 

Analysen der Mitochondrien, bei denen deren Zahl und Größe untersucht werden.  

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit ist es für humane Koronarien ein verlässliches Verfahrensprotokoll 

für die elektronenmikroskopische Untersuchung von humanen Koronararterien zu erstellen, um 

reproduzierbare Ergebnisse zu erzielen.  
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2. Materialien  

2.1.  Chemikalien und Zusätze  

Reagenzien Hersteller 

ABC-Kit (VECTASTAIN) Vector Labarotories (Burlingame, USA) 

Bovines Serumalbumin (BSA) Sigma Aldrich (München, Deutschland) 

Ziegenserum Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 

Citrat Monohydrat Merck Millipore (Darmstadt, Deutschland) 

Dako Pen Agilent Technologies (Santa Clara, USA) 

DPBS Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 

EDTA-K-Salz Merck Millipore (Darmstadt, Deutschland) 

Ethanol absolut Merck Millipore (Darmstadt, Deutschland) 

Ethanol 96 % vergällt Carl Roth GmBH (Karlsruhe, Deutschland) 

Glutaraldehyd Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 

Hämatoxylin Harris Sigma Aldrich (München, Deutschland) 

HCl Sigma Aldrich (München, Deutschland) 

Isopentan Sigma Aldrich (München, Deutschland) 

Kaliumhydroxid-Plätzchen Merck Millipore (Darmstadt, Deutschland) 

Movat Pentachrom nach  

Verhöff Färbekit 

MORPHISTO GmBH (Frankfurt am Main, 

Deutschland)  

Natriumhydroxid-Plätzchen Merck Millipore (Darmstadt, Deutschland) 

Neo-Clear Sigma Aldrich (München, Deutschland) 

NeoMount Merck Millipore (Darmstadt, Deutschland) 

Paraffin Richard Allan Scientific (Kalamazoo, USA) 

ROTI®Histofix 4%  Carl Roth GmBH (Karlsruhe, Deutschland) 

Tissue-Tek Sakura Finetek (Staufen, Deutschland) 

Tris Carl Roth GmBH (Karlsruhe, Deutschland) 

Triton X-100 Ferack (Berlin, Deutschland) 

Vector Red Substrate Kit,  

Alkaline Phosphatase 

Vector Labraotories (Burlingame, USA) 
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2.2. Puffer und Zusätze 

Phosphat buffered saline (PBS)  

Reagenzien Menge  

NaCl 137 mM 

KCl 2,7 mM 

Na2HPO4 10 mM 

KH2PO4 1,8 mM 
HCl Titrieren auf pH 7.4 

 

10mM Citrat-Puffer zum Antigenretrieval (pH 6.0) 

Reagenzien Menge  

Citrat Monohydrat 2,1g 

NaOH Titrieren auf pH 6.0 

Mit Aqua dest. auf 1000ml auffüllen. 

 

0,27M EDTA-Entkalkungs-Lösung (pH 7.4) 

Reagenzien Menge  

EDTA-Kalium-Salz 109 g 

KOH Tritrieren auf pH 7.4 

Mit Aqua dest. auf 1000ml auffüllen. 

 

Vector Red Tris Puffer 

Reagenzien Menge  

Tris 100mM 

HCl Titrieren auf pH 8.2-8.4 
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2.3. Antikörper  

 

2.4. Verbrauchsmaterialien  

Bezeichnung Hersteller 

Einbettkassetten Medite (Burgdorf, Deutschland) 

Deckgläser Carl Roth GmBH (Karlsruhe, 

Deutschland) 

Pipettenspitzen 1000 µl  Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 

Pipettenspitzen 200 µl Sarstedt AG & Co. KG (Nürnbrecht, 

Deutschland) 

Pipettenspitzen 10 µl Biozym (Hessisch Oldendorf, 

Deutschland) 

Mikroreaktionsgefäße 5ml Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 

Mikroreaktionsgefäße 0,5 ml, 1ml, 1,5ml Sarstedt AG & Co. KG (Nürnbrecht, 

Deutschland) 

Antikörper 

gegen 

Isotyp Hersteller Produktkennung Verwendete 

Konzentration 

PFK-B Kaninchen, 

monoklonal 

Abcam 

(Cambridge, GB) 

[EPR12594] 

(ab181861) 

1:50 

LDHA Kaninchen, 

monoklonal 

Abcam 

(Cambridge, GB) 

[EPR1564] 

(ab101562), 

1:250 

a-SMA Maus, 

monoklonal 

Thermo Fisher 

Scientific 

(Waltham, USA) 

AB_2574461 1:100 

COX IV Kaninchen, 

polyklonal 

Abcam 

(Cambridge, GB) 

(ab16056) 1:100 

IDH2 Kaninchen, 

polyklonal 

Abcam 

(Cambridge, GB) 

[EPR7577] 

(ab131263), 

1:150 

ACADM Kaninchen, 

monoklonal 

Abcam(Cambridge, 

GB) 

[EPR3708] 

(ab92461) 

1:100 

Kaninchen 

IgG 

Schaf, 

biotinyliert 

Vector 

Labraotories 

(Burlingame, USA) 

B1000 1:200 
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S35 Mikrotomklingen Feather (Osaka, Japan) 

Reaktionsgefäße 50ml, 15ml Falcon 

Superfrost-Objektträger Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 

Tissue Tek Kryomold Sakura Finetek (Staufen, Deutschland) 

Objektträger adhesive surface Paul Marienfeld GmbH & Co. KG (Lauda 

Königshofen, Deutschland) 

Vasco Nitril Handschuhe B. Braun (Melsungen, Deutschland) 

2.5. Geräte  

Geräte Hersteller 

Abzugbank Molecular Devices/Köttermann 

Brutschrank Heraeus Instruments, Memmert 

Shandon Citadel 1000 Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 

Elektronenmikroskop LEO TM 912 Carl Zeiss (Oberkochen, Deutschland) 

Einbettautomat Microm EC 350-1 Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 

BZ 9000 (Biorevo) Fluoreszenzmikroskop Keyence (Osaka, Japan) 

Kühlplatte Microm  EC 350-2 Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 

Kühlplatte MR 3002  Heidolph Instruments GmbH & CO. KG 

(Schwabach, Deutschland) 

Lichtmikroskop HM LUX3 Leica Microsystems GmbH (Wetzlar, 

Deutschland) 

Mikrotom HM 325 Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 

pH-Meter WTW pH 330i WTW Xylem Analytics Germany Sales 

GmbH & Co. KG (Weilheim, Deutschland) 

Pipetten 10µl, 20µl, 100µl,  

200µl, 1000µl 

Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 

Rührplatte Leica 1130 Leica Microsystems GmbH (Wetzlar, 

Deutschland) 

Schwenkplatte Duomax 1030 Heidolph Instruments GmbH & CO. KG 

(Schwabach, Deutschland) 

Sterilbank Holten LaminAir Heraeus Instruments (Hanau, 

Deutschland) 
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Tischzentrifuge Sprout Biozym (Hessisch Oldendorf, 

Deutschland) 

Schüttelapparat Vortex-Genie 2 Scientific Industries (Bohemia, USA) 

Waage Practum BP610 Sartorius AG (Göttingen, Deutschland) 

Wärmebecken  Störk Tronik (Stuttgart, Deutschland) 

2.6. Software 

Name des Programms  Anwendungsbereich 

ImageJ 2018 Analyse der elektronenmikroskopischen und 

fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen 

Microsoft PowerPoint 2019 Erstellen von Grafiken und Diagrammen 

Microsoft Excel 2019 Dokumentation der Messwerte, statistische Analyse 

Microsoft Word 2019 Verfassen von Texten 
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3. Methoden 

3.1. Herkunft der humanen Gefäßproben  

Alle verwendeten Proben wurden im Rahmen von Herztransplantationen im Deutschen 

Herzzentrum Berlin im Zeitraum von Juli 2015 bis Januar 2019 gewonnen (n=30). In der Zeitspanne 

von Juli 2015 bis Oktober 2017 wurden die Proben von meinem Vorgänger, Herrn Malte Pietron, 

gewonnen, in der restlichen Zeit von Oktober 2017 bis Januar 2019 erfolgten sämtliche 

Probenentnahmen durch die Autorin dieser Dissertation. Es wurden ausschließlich Proben aus 

Gefäßabschnitten entnommen, die im Rahmen der Operation entfernt wurden. Sowohl Teile der 

Aorta ascendens, als auch Koronararterien wurden extrahiert, wobei in dieser Arbeit letztendlich 

nur eine Analyse der Koronarien erfolgte. In Tabelle 3 ist dargestellt, welche Koronargefäße in Fall- 

und Kontrollgruppe eingeschlossen wurden. Alle eingeschlossenen Patienten haben der 

Verwendung von während der Operation entnommenem Gewebe für wissenschaftliche Zwecke 

schriftlich zugestimmt. Das Projekt wurde der Ethikkommission der Charité vorgelegt und durch 

das Ethik-Votum Nummer EA2/043/14 genehmigt. 

 
  

Abbildung 17: Darstellung der Vorderseite des menschlichen Herzens. Die entnommenen Gefäße (RIVA und Ateria 

coronaria dextra) sind gelb markiert.  

Reprinted by permission from Springer Nature: Springer eBook. Organe des Blutkreislaufs. Hildebrand R, 2010.  
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3.2. Zusammensetzung der Studienpopulation  

Es konnten im Rahmen der Herztransplantationen von 16 Patienten insgesamt 30 Proben 

verschiedener Koronararterien gewonnen werden. Da von einigen Patienten (n=4) sowohl gesunde 

Koronarien, als auch Gefäße mit atherosklerotischen Läsionen entnommen wurden, sind solche 

Patienten in dieser Arbeit sowohl der Atherosklerose- als auch der Kontrollgruppe zugeteilt 

worden. Gab es von einem Patienten mehrere Proben aus unterschiedlichen Koronarien, so wurden 

diese einzeln ausgewertet und als eigener Fall betrachtet.  

Tabelle 3: Verteilung der verschiedenen Koronararterien innerhalb von Fall- und Kontrollgruppe. In beiden Gruppen 

stammen die meisten Proben aus dem RIVA. Im Vergleich zur Kontrollgruppe, stammen in der Fallgruppe mehr Proben 

aus der rechten Koronararterie. 

 Fallgruppe (n=15) Kontrollgruppe (n=15) 

RIVA 6 8 

RCX 5  5 

RCA 4  2 

Abbildung 18: Darstellung der Rückseite des menschlichen Herzens. Die entnommenen Gefäße (RCX) sind gelb 

markiert.  

Reprinted by permission from Springer Nature: Springer eBook. Organe des Blutkreislaufs. Hildebrand R, 2010. 
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Soweit es im Rahmen der kleinen Studienpopulation möglich war, wurden die Patienten in Fall- 

und Kontrollgruppe vor Färbungen und Analyse nach Alter und Geschlecht gematcht. Da bei 

Patienten im höheren Lebensalter nur selten vollständig gesund erscheinende Koronargefäße 

gefunden werden, ist die Kontrollgruppe durchschnittlich etwas jünger. Das Alter der gesamten 

Studienpopulation lag zwischen 23 und 59 Jahren zum Zeitpunkt der Herztransplantation. 

Außerdem unterscheiden sich die Gruppen leicht in Bezug auf die Diagnose, die letztendlich zur 

Transplantation führte. Zwar wurde in beiden Gruppen der Großteil aufgrund einer dilatativen 

Kardiomyopathie transplantiert, bei der Fallgruppe kamen jedoch noch zwei Patienten mit 

ischämischer Kardiomyopathie, in der Kontrollgruppe zwei Patienten mit angeborenen Herzfehlern 

hinzu.  

 

3.3. Präparation 

Die Probenentnahme aus dem explantierten Herzen erfolgte etwa 10 Minuten nach 

Organentnahme, wenn die Freigabe des Organs durch den Operateur erfolgt war, unter sterilen 

Bedingungen im Operationssaal. Insofern es die Präparation des explantierten Herzens durch die 

Herzchirurgen möglich machte, erfolgte die Abtrennung einer gesamten Aortenzirkumferenz ca. 

1,5 cm oberhalb der Aortenklappe mittels chirurgischer Schere. War dies nicht möglich wurden 

Teilstücke herausgeschnitten. Die Präparation der Koronararterien erfolgte mittels Koronarmesser, 

Schere und anatomischer Pinzette. Durch dieses Verfahren konnten in der Regel Abschnitte des 

linken Hauptstammes, des RIVA, der Arteria coronaria dextra (RCA) und des RCX mit einer Länge 

von ein bis vier Zentimetern präpariert und entnommen werden. Anschließend wurden die 

extrahierten Gefäßabschnitte von etwaigem Fett- und Bindegewebe getrennt und für kurze Zeit in 

Tabelle 4 Überblick über epidemiologische Daten der eingeschlossenen Patienten. Bezüglich des Alters handelt es sich 

um Mittelwerte, in den anderen Kategorien sind in Klammern die absoluten Zahlen angegeben. KI = Konfidenzintervall. 

DCM = dilatative Kardiomyopathie. ICM = ischämische Kardiomyopathie. 

 Fallgruppe (n=9) Kontrollgruppe (n=11) 

 

Alter zum OP Zeit-

punkt 

49,2 Jahre  

(95 % KI: 40,5-57,9 Jahre) 

44,0 Jahre  

(95 % KI: 36,8-51,2 Jahre) 

Geschlecht  55,6 % (5) weiblich 

44,4 % (4) männlich  

44,5 % (5) weiblich 

54,5 % (6) männlich,  

Zur HTx-führende 

Diagnose  

78,8 % (7) DCM  

22,2 % (2) ICM 

81,8 % (9) DCM  

18,2 % (2) Angeborene Herzfehler  
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NaCl zwischengelagert. War die gesamte Präparation abgeschlossen, wurden alle Proben in den 

unsterilen Bereich überführt und dort weiter aufbereitet. 

3.4. Probenfixierung und –aufbereitung  

Probenanteile, die für die Anfertigung von Paraffin-Schnitten bestimmt waren, wurden für 12 bis 

48 Stunden in Paraformaldehyd fixiert, um autolytische Prozesse zu verhindern und danach in 

70%igem Ethanol bei 4°C gelagert. Anschließend wurde bei allen Proben eine Entkalkung mittels 

Lagerung in 0,27 mol EDTA-Lösung (pH 7,41) für 24-36 Stunden mit anschließender Wässerung 

für 3x15 Minuten in Aqua dest. durchgeführt. Für den Fall, dass die Einbettung in Paraffin nicht 

unmittelbar nach der Entkalkung erfolgen konnte, wurde die Zeit bis dahin durch Rückführung in 

70%iges Ethanol überbrückt. 

Für die Elektronenmikroskopie wurden unmittelbar nach der Entnahme eines Gefäßabschnittes ca. 

1-2mm dicke Schnitte der Koronarzirkumferenz, beziehungsweise 2mm x 2mm große Quadrate der 

Aorta abgetrennt. Die Anfertigung dieser Schnitte erfolgte mittels Rasierklingen auf Dentalwachs, 

um etwaige Quetschungen zu vermeiden. Wenn die Möglichkeit bestand das Fixans für die 

Elektronenmikroskopie (Glutaraldehyd) durch eine Person im unsterilen Bereich anreichen zu 

lassen, wurden die Proben unmittelbar nach der Präparation dahin überführt. Bestand diese 

Möglichkeit nicht, wurden die Proben zwischenzeitlich in NaCl aufbewahrt. Die Proben wurden für 

maximal 3 Wochen in Glutaraldehyd gelagert und der Core-Facility für Elektronenmikroskopie der 

Charité zur Einbettung und Anfertigung von Semi- und Ultradünnschnitten übergeben. 

3.5. Anfertigung histologischer Schnitte  

Zunächst erfolgte die Paraffin-Einbettung in einer Citadelle mit Entwässerung durch aufsteigende 

Alkoholreihe, Entfettung und Entalkoholisierung durch Xylol und schließlich Durchtränkung mit 

warmem Paraffin. Die Proben wurden anschließend mithilfe eines Einbettautomaten in 

Paraffinblöcke gebettet. Abschließend wurden die Paraffinblöcke für ca. eine Stunde auf eine 

Kühlplatte zum Aushärten gelegt. Unter Zuhilfenahme eines Mikrotoms wurden histologische 

Schnitte mit einer Dicke von 5 µm angefertigt, zur Glättung in ein warmes Wasserbad überführt 

und schließlich auf SuperFrost-beschichtete Objektträger aufgebracht. Daraufhin erfolgte die 

Trocknung, zunächst für mindestens eine Stunde bei 64° C Grad im Wärmeschrank, danach über 

Nacht bei Raumtemperatur. 
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3.6. Movat-Pentachrom-Färbung nach Verhöff 

Die Movat-Pentachrom-Färbung war der erste Schritt in der weiteren Analyse der Proben, da sie 

die Basis für die Einteilung in Fall- und Kontrollgruppe lieferte. Sie ermöglicht durch die 

differenzierte Färbung verschiedener Gewebearten einen detaillierten Einblick in die 

Läsionsmorpholgie. Eine Übersicht über die Färbeergebnisse in den verschiedenen Geweben wird 

in Tabelle 5 dargestellt. 

 

Die Durchführung der Movat-Pentachrom-Färbung erfolgte manuell. Der dabei befolgte Ablauf ist 

in den folgenden Tabellen dargestellt. 

 

Struktur/Gewebe Färbung 

Zellkerne Blau-schwarz 

Muskeln Rot 

Grundsubstanz Blau 

Knorpelgewebe Blau-grün bis gelblich 

Kollagen Gelb 

Elastische Fasern Schwarz  

Knochen Gelb bis rot   

Tabelle 5: Färbeergebnis der Movat-Pentachrom-Färbung nach Verhöff in den verschiedenen Geweben.164 

1. Entparaffinierung und Rehydrierung   

Neo-Clear 10 Minuten 

Neo-Clear 10 Minuten 

Ethanol 96 % 5 Minuten 

Ethanol 80 % 5 Minuten 

Ethanol 70 % 5 Minuten 

Ethanol 60 % 5 Minuten 

Aqua dest. (fließend) 2 Minuten  
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3.7. Immunhistochemie  

Zur Erarbeitung der Färbeprotokolle, wurden Testfärbungen an älteren Paraffinschnitten der Aorta 

ascendens und von Koronarien durchgeführt. Um das bestmögliche Färbeergebnis zu erzielen 

wurden verschiedene Antikörperverdünnungen (je nach Antikörper 1:25, 1:50, 1:100, 1:150 und 

1:250), verschiedene Dauern der hitzeinduzierten Antigendemaskierung (2, 4 und 5 Minuten) und 

verschiedene Entwicklungszeiten bei der Chromogen-Inkubation (10, 20 und 30 Minuten) erprobt. 

Bei jedem dieser Probedurchläufe wurde durch Auslassen des Primärantikörpers eine 

Negativkontrolle angefertigt, um die Erkennung von unspezifischen bzw. Hintergrundfärbungen 

zu ermöglichen. Die besten Ergebnisse wurden bei allen Antikörpern mit einer Erhitzungszeit von 

5 Minuten erzielt, wohingegen sich ideale Konzentration des Primärantikörpers und die 

Entwicklungszeit bei allen Antikörpern unterschieden. Die verwendeten Konzentrationen sind 

unter  2.3 Antikörper nachzulesen.  

Für die Entwicklung des Ko-Färbeprotokolls mit aSMA wurden sowohl verschiedene 

Konzentrationen des Primärantikörpers (1:100, 1:150, 1:250 und 1:500), als auch verschiedene 

2. Färbung  

Essigsäure 3 % 30 Sekunden 

Alcainblau 30 Minuten 

Aqua non-dest. (fließend) 2Minuten 

Verhoeffsche Gebrauchslösung 8 Minuten 

Fe-III-Chlorid  1 Minute 

Aqua non-dest. 10 Minuten  

Brilliant-Crocein-Säurefuchsin 6 Minuten 

Essigsäure 1 % 30 Sekunden 

Ethanol 99 % 3 Minuten 

Ethanol 99 % 15 Minuten 

Safran du Gâtinais 15 Minuten  

3. Dehydrierung  

Ethanol 99 % 2 Minuten 

Ethanol 99 % 2 Minuten  

2-Propanol 5 Minuten 

Neo-Clear  10 Minuten 

Neo-Clear  10 Minuten 
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Inkubationszeiten des Primärantikörpers (2 Stunden und über Nacht) getestet. Eine Inkubation über 

Nacht mit einer Konzentration von 1:100 erwies sich hier als die beste Methode. Das genaue 

Vorgehen bei den immunhistochemischen Färbungen wird in den folgenden Tabellen dargestellt.  

 

 

3. Antigendemaskierung   

10mM Citrat-Puffer (pH 6.0) 5 Minuten Kochen in der Mikrowelle bei 

600 W 

Aqua dest.  10 Minuten 

1. Entparaffinierung und Rehydrierung   

Neo-Clear 5 Minuten 

Neo-Clear 5 Minuten 

Ethanol 96 % 3 Dips 

Ethanol 80 % 3 Dips 

Ethanol 70 % 3 Dips 

Ethanol 60 % 1 Minute  

Aqua dest.  1Minuten 

2. Permeabilisierung    

0.025 % Triton-X in PBS 5 Minuten 

0.025 % Triton-X in PBS 5 Minuten 

PBS  2 Minuten  

4. Färbung des metabolischen Markers  

Blocking Buffer (1 % BSA und 10 % Ziegenserum in 

PBS) 

60 Minuten in einer feuchten Kammer  

PBS 2 Minuten auf einer Schwenkplatte 

Primärantikörper Über Nacht bei 4° in einer feuchten 

Kammer  

PBS 5 Minuten auf einer Schwenkplatte 

Biotinylierter Sekundärantikörper 1 Stunde bei Raumtemperatur 

PBS  2 Minuten auf der Schwenkplatte  

ABC-KIT (30 Minuten vor Verwendung ansetzen) 

PBS 

30 Minuten in einer feuchten Kammer 

2 Minuten auf einer Schwenkplatte 
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Abschließend Auflegen eines Deckglases und Versiegelung mit Klarlack.  

Vector-Red  

 

Aqua dest. 

10-30 Minuten in Abhängigkeit der 

Färbungsintensität 

5 Minuten 

5. Kofärbung mit aSMA-Antikörper   

PBS 

Blocking Buffer (1 % BSA und 10 % Schafserum in 

PBS) 

5 Minuten auf einer Schwenkplatte 

60 Minuten in einer feuchten Kammer  

PBS 2 Minuten auf einer Schwenkplatte 

Fluoreszenzmarkierter alpha-SMA-Antikörper  Über Nacht bei 4° in einer feuchten 

Kammer  

PBS 2 Minuten auf einer Schwenkplatte 

PBS 2 Minuten auf einer Schwenkplatte 

Eindeckmedium mit DAPI  2 Minuten   
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3.8. Grundlagen der Elektronenmikroskopie 

Im Rahmen der Transmissions-Elektronenmikroskopie wird die zu untersuchende Probe durch 

einen Elektronenstrahl durchdrungen und durch eine elektronenoptische Linse vergrößert. Der 

benötigte Elektronenstrahl wird dabei aus einer Kathode emittiert, im Vakuum bis zur Anode 

beschleunigt und vor der Durchdringung der Probe durch eine elektromagnetische Linse 

fokussiert.165 Bei der Durchdringung der Probe durch den Elektronenstrahl gilt: je dicker das zu 

durchdringende Gewebe, desto mehr Elektronen werden absorbiert oder gestreut. Diese Elektronen 

fehlen anschließend im Elektronenstrahl und bedingen so einen dunkleren Bereich im Bild. Das 

erzeugte Bild wird anschließend auf einem Fluoreszenzschirm für den Betrachter sichtbar gemacht. 

Für diese Art der Elektronenmikroskopie sind sehr dünne Proben von etwa 0,1 µm erforderlich. 

Dieses Prinzip der Elektronenmikroskopie wurde auch in der vorliegenden Arbeit genutzt.  

3.9. Elektronenmikroskopie  

Die Methodik für den Umgang mit humanen Koronargefäßen für die Elektronenmikroskopie 

musste in dieser Arbeit erst etabliert werden. Die Schwierigkeiten begannen hier bei der Entnahme 

der Proben. Für eine adäquate Fixierung der Proben, sollten diese innerhalb von 5 Minuten nach 

Abbildung 19: Visualisierung des Strahlengangs in einem Transmissionselektronenmikroskop und Vergleich mit einem 

klassischen Lichtmikroskop.  

Reprinted by permission from Springer Nature: Springer eBook. Richtungen der Elektronenmikroskopie. Michler GH 

2019.  
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Organentnahme in Glutaraldehyd überführt werden. Dies ist jedoch im Rahmen einer 

Herztransplantation selbst unter günstigsten Bedingungen nicht zu erreichen, da allein die Freigabe 

des explantierten Organs durch den Operateur etwa 10 Minuten in Anspruch nimmt. Nach der 

Freigabe des Organs erfolgte dann eine recht zeitintensive Präparation der Koronarien unter 

sterilen Bedingungen, die weitere 10 Minuten in Anspruch nahm. Eine zusätzliche Schwierigkeit 

ergibt sich durch die hohe Toxizität von Glutaraldehyd, wodurch die Überführung in den sterilen 

Bereich ungünstig ist. Ob die Proben also direkt nach der Präparation fixiert werden konnten, hing 

von den personellen Kapazitäten im OP ab. Glücklicherweise war ein Anreichen durch OP-

Pflegende bei der Mehrzahl der Operationen möglich und die Fixierung konnte so etwa 20 Minuten 

nach Organentnahme beginnen.  

Bei den eingeschlossenen Proben wurden sehr dünne (etwa 1 mm dicke) Querschnitte angefertigt, 

die eine adäquate Fixierung der Mitochondrien, bei gleichzeitig erhaltener 

Orientierungsmöglichkeit bieten konnten. Bis diese zufriedenstellende Probenqualität erreicht 

werden konnte, war bedauerlicherweise viel Zeit und somit viele Herztransplantationen vergangen, 

sodass in dieser Arbeit nur drei Proben der insgesamt 30 akquirierten Proben, 

elektronenmikroskopisch ausgewertet werden konnten. 

Alle Proben wurden nach der Fixierung in Glutaraldehyd an die Core-Facility für 

Elektronenmikroskopie der Charité übergeben und dort für die Elektronenmikroskopie aufbereitet 

(Härtung, Kontrastierung, Anfertigung von Semi- und Ultradünnschnitten).  

Für jede der Proben wurden je 40 Bilder in 12930x Vergrößerung mit dem Elektronenmikroskop 

LEO TM (Zeiss) angefertigt. 

3.10.  Histologische Auswertung  

Zur Auswertung der Movat-Pentachrom-gefärbten histologischen Schnitte wurden zunächst 

lichtmikroskopische Bilder in 10-facher Vergrößerung angefertigt, wobei über die Merge-Funktion 

des Mikroskops für jede Probe ein Bild des gesamten Gefäßquerschnitts aufgenommen wurde. Die 

anschließende Zuordnung zu einem der acht Atherosklerosestadien nach Stary erfolgte zum einen 

durch Vergleich mit Beispielbildern und zum anderen anhand der morphologischen Charakteristika 

der entsprechenden Läsionen. Alle Proben die maximal Stadium II zuzuordnen waren, sind der 

Kontrollgruppe zugeführt worden, alle weiter fortgeschritten Läsionen wurden Teil der Fallgruppe.   
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3.11. Immunhistochemische Auswertung  

Der erste Schritt in der Auswertung der immunhistochemischen Färbungen lag in der Anfertigung 

von Bildern in 20-facher Vergrößerung mittels Fluoreszenzmikroskopie. Bei kleinen Gefäßen 

wurde die ganze Zirkumferenz mittels Merge-Funktion fotografiert, bei Gefäßen eines größeren 

Kalibers wurden pro Gefäß je nach Größe ca. 10 bis 15 repräsentative Bilder angefertigt.  

Die anschließende Bildanalyse erfolgte mit dem Analyseprogramm ImageJ. Eine Kenntnis der zu 

erwartenden Expressionsmuster bestand zu diesem Zeitpunkt nicht. Darüber hinaus wurden alle 

Proben durch einen alphanummerischen Code anonymisiert, wodurch die Zuordnung zu Fall- 

beziehungsweise Kontrollgruppe während der Auswertung nicht ersichtlich war. 

Zunächst erfolgte das Wegschneiden der Adventitia unter Orientierung an der Membrana elastica 

externa (sofern sichtbar) mittels manuellem Schnitt-Tool, da diese von der Auswertung 

ausgeschlossen werden sollte. Anschließend wurde der Querschnitt durch Intima und Media in eine 

neue Bilddatei eingefügt, die als Basis für alle weiteren Auswertungen diente. 

Die quantitative Analyse der gefärbten Flächen erfolgte im CY3- (metabolische Markerenzyme) 

beziehungsweise GFP-Channel (α-SMA) über die Color-Threshold-Funktion. Dazu mussten vor der 

Auswertung aller Färbungen eines metabolischen Markers, zunächst die idealen Einstellungen für 

diese Funktion ermittelt werden, die das Färbeergebnis auf jedem Bild gleichermaßen abbilden. 

Diese Einstellungen wurden anschließend für die Analyse jedes einzelnen Bildes beibehalten. 

Dasselbe Vorgehen gilt auch für die Auswertung des Färbeergebnis von α-SMA. Das Ziel in der 

Bildanalyse bestand darin, den Anteil der Kolokalisation der jeweiligen metabolischen Enzyme und 

α-SMA zu bestimmen. Dazu wurde zunächst die gesamte α-SMA-positive Fläche markiert und 

ausgemessen. Anschließend wurde in der ursprünglichen Bilddatei im CY3-Channel die positive 

Fläche des metabolischen Enzyms ausgewählt und diese Markierungen im „ROI-Manager“ 

gespeichert. Im letzten Schritt wurden die Markierungen in den GFP-Channel übertragen, sodass 

die umrandeten Flächen ausgeschnitten und in eine neue Bilddatei eingefügt werden konnten. In 

dieser neuen Bilddatei befanden sich so nur noch die α-SMA-positiven Bereiche, an deren Stelle im 

CY3-Channel der metabolische Marker angefärbt war. Die so verbliebenen α-SMA-positiven Arale 

wurden ebenfalls ausgemessen.  

Die Gesamte α-SMA-positive Fläche, sowie die Fläche mit positiver Kolokalisation konnten 

schließlich in eine Excel-Tabelle eingetragen und ins Verhältnis gesetzt werden. Da für jede Probe 

eine Vielzahl von Bildern analysiert wurden, die jeweils unterschiedliche Ergebnisse lieferten, 

wurden für die einzelnen Proben Mittelwerte und Standardabweichungen gebildet.  
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3.12. Elektronenmikroskopische Auswertung  

Die Analyse der elektronenmikroskopischen Bilder erfolgte ebenfalls mit dem Programm ImageJ, 

wobei pro Probe 30 elektronenmikroskopische Bilder ausgewertet wurden. Zunächst wurde bei 

jedem Bild manuell die Zellmembran markiert und die Größe der eingeschlossenen Fläche 

bestimmt. Die sich innerhalb dieser Fläche befindlichen Mitochondrien wurden ausgezählt und die 

äußere Mitochondrien-Membran markiert. Über die „Particle“-Analyse-Funktion des Programms 

konnten so Fläche und Circularity der Mitochondrien bestimmt werden. Alle so bestimmten Werte 

wurden in einer Excel-Tabelle dokumentiert und anschließend weiter ausgewertet. Durch Bildung 

des Verhältnisses aus Zellfläche und Mitochondrienanzahl konnte für jede Probe die 

Mitochondriendichte berechnet werden. Bezüglich aller untersuchten Werte wurden für jede Probe 

aus den 30 analysierten Bildern Mittelwerte gebildet. 

3.13. Statistische Analyse 

Die Dokumentation aller Daten und Ergebnisse sowie letztlich auch die statistische Auswertung 

erfolgten mittels Excel 2018. Für Patientendaten und Ergebnisse der Experimente wurden zunächst 

deskriptive Statistiken (Mittelwert, Median, Standardabweichung, 95 % Konfidenzintervall) 

durchgeführt. Um die Ergebnisse der Immunhistochemie zwischen Fall- und Kontrollgruppe 

vergleichen zu können, wurden die Werte zunächst mittels Kolmogorov-Smirnov-Tests auf Ihre 

Normalverteilung hin untersucht. Da sich bei allen Wertegruppen der immunhistochemischen 

Analysen eine Normalverteilung zeigte, wurde zur Signifikanzanalyse ein T-Test für unverbundene 

Stichproben durchgeführt. P-Werte <0,05 wurden als signifikant definiert und führten damit zur 

Ablehnung der Nullhypothese.  

Für die Auswertung der elektronenmikroskopischen Ergebnisse, wurde sich aufgrund der geringen 

Fallzahl auf deskriptive Statistiken beschränkt und es wurden keine weiteren statistischen Analysen 

durchgeführt. 

4. Ergebnisse  

Die Rationale dieser Arbeit war es, die bisherigen Erkenntnisse der Arbeitsgruppe Althoff et al., 

aus Zellkulturen und Mausmodellen in humanen Proben zu validieren.  

Zusammenfassend konnte bisher in der Zellkultur eine durch PDGF- beziehungsweise Cholesterol-

induzierte Dedifferenzierung glatter Gefäßmuskelzellen, also ein Verlust von glattmuskulären 

Markerproteinen, gezeigt werden. Gleichzeitig ging dieser Dedifferenzierungsprozess mit einer 



 

 
72 

Erhöhung der glykolytischen Aktivität, erhöhter Expression glykolytischer Enzyme und 

verminderter Expression mitochondrialer Enzyme einher. Im Mausmodell konnte außerdem 

festgestellt werden, dass nach Karotisligatur die Expression glykolytischer Enzyme in murinen 

glatten Gefäßmuskelzellen zunimmt und gleichzeitig die Anzahl mitochondrialer DNA-Kopien, die 

Expression mitochondrialer Enzyme und die mitochondriale Masse abnimmt.  

Konkret sollte aufgezeigt werden, inwiefern sich auf Proteinebene in humanen glatten 

Gefäßmuskelzellen im Rahmen von Atherosklerose die Expressionsmuster metabolischer Enzyme 

verändern und ob sich im Falle einer Repression mitochondrialer Enzyme ein ultrastrukturelles 

Korrelat in der Elektronenmikroskopie findet.  

Um die gewonnenen Proben entweder der Fall- oder der Kontrollgruppe zuordnen zu können wurde 

zu Beginn bei Schnitten aller eingeschlossenen Proben eine Movat-Pentachrom-Färbung 

durchgeführt. So konnte das Atherosklerosestadium, in dem sich die untersuchten Gefäße 

befanden, bestimmt und ein Zusammenhang zwischen den metabolischen Veränderungen und 

einem Progress der Erkrankung untersucht werden.  

Bei fünf der 30 untersuchten Proben waren bis auf eine adaptive Intimaverdickung keine 

atherosklerotischen Vorläuferläsionen sichtbar, sechs Proben wurden Stadium I und vier Proben 

Stadium II zugeordnet. Von den 15 Proben der Fallgruppe wurden vier dem Stadium III, zwei dem 

Stadium IV, sechs dem Stadium Va, eine dem Stadium Vb und zwei dem Stadium VI nach Stary 

zugeordnet. 
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4.1. Veränderungen der Expression glykolytischer Enzyme 

Da die Energiebilanz der anaeroben Energiegewinnung je Glucose-Molekül deutlich weniger 

effizient ist, als die der oxidativen Phosphorylierung, wird entsprechend mehr Glucose benötigt, 

um eine adäquate Versorgung mit ATP erhalten zu können. Wenn man bedenkt, dass die 

Sauerstoffversorgung und damit die Möglichkeit zur aeroben Energiegewinnung in 

atherosklerotischen Plaques herabgesetzt sein kann, ist es nicht unwahrscheinlich, dass die Zellen 

auf diese Bedingungen mit einer vermehrten glykolytischen Aktivität reagieren, worauf außerdem 

auch die bisherigen Ergebnisse unserer Forschungsgruppe hindeuten.166  

4.1.1. PFK-B 

Die PFK-B, als Schlüsselenzym der Glykolyse, wurde hier als Markerprotein genutzt, um Hinweise 

auf eine Veränderung in der glykolytischen Aktivität zu untersuchen. Zudem ist bezüglich der PFK-

B bekannt, dass die Expression, wie unter 1.6.1 erklärt, durch HIF-1, also im Rahmen von Hypoxie, 

induziert werden kann. Dieser Mechanismus erhärtet die Vermutung, dass die PFK-B in Zellen 

innerhalb von atherosklerotischen Läsionen eine Hochregulation erfährt. Entsprechend dieser 

Hypothese zeigt sich bei der Expressionsanalyse der PFK-B, dass aSMA-positive Zellen 

atherosklerotischer Proben eine signifikante Erhöhung der Expression gegenüber denen in 

unveränderten Gefäßen aufweisen (p=0,02). Während in den pathologisch veränderten Gefäßen 

durchschnittlich 27,2 % (95 %-KI 17,6-36,9 %) der aSMA-positiven Zellen dieses Enzym 

exprimierten, traf dies nur auf 15,9 % (95 %-KI 9,40-22,4 %) der aSMA-positiven Zellen im 

gesunden Gewebe zu. Die gesteigerte Expression in atherosklerotischen Gefäßen entspricht einer 

Zunahme von 71,1 % gegenüber den nicht-atherosklerotischen Gefäßen. Die Verteilung der 

beobachteten Werte innerhalb von Fall- und Kontrollgruppe ist in Abbildung 20 dargestellt.  
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Abbildung 20: Boxplot mit einzelnen Datenpunkten zur Darstellung der Kolokalisation von PFK-B und a-SMA in 

immunhistochemischen Färbungen in Fall- und Kontrollgruppe. Dazu wurde der Anteil der PFK-B-positiven Fläche an 

der a-SMA-positiven Fläche errechnet und für Fall- und Kontrollgruppe Mittelwerte und Standardabweichungen 

berechnet. Anschließen wurde zur Signifikanzanalyse ein T-Test für unverbundene Stichproben durchgeführt. *p<0,05.  

 

In den Abbildungen 21a und 21b werden die Expressionsmuster in Fall- und Kontrollgruppe auf 

fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen exemplarisch gegenübergestellt. Auch in der 

Kontrollprobe sind PFK-B-positive (rote) Bereiche sichtbar, jedoch ist nur wenig bis keine 

Kolokalisation mit aSMA (grün) zu erkennen. Es fällt zudem auf, dass in der gesunden Probe 

vermehrt PFK-B im Zellkern vorhanden zu sein scheint. Diese Bereiche erscheinen im Overlay 

durch die Kernfärbung mit DAPI (blau) rosa. Zwar sind solche Bereiche auch in der 

atherosklerotisch veränderten Probe zu finden, der Großteil der angefärbten PFK-B ist jedoch 

zytoplasmatisch lokalisiert und erscheint so orange.  
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Für eine genauere Charakterisierung der beobachteten Werte, wurden diese nach Aufteilung in die 

Stadien der Atherosklerose nach Stary erneut ausgewertet (Tabelle 6). In gesunden Gefäßen (n=5) 

betrug der Anteil PFK-B-positiver an aSMA-positiven Zellen 24,2 %. Von Stadium I bis Stadium V 

konnte eine kontinuierliche Zunahme der Expression von 10,9 % bis auf 34,3 % beobachtet werden. 

In den Stadien VII und VIII nahm dieser Wert wieder deutlich ab, mit einem Anteil PFK-B-positiver 

Zellen von 8,1 % (Stadium VII) bzw. 27,5 % (Stadium VIII). Diesen Stadien wurden jedoch auch die 

wenigsten Proben zugeordnet.  
 
Atherosklerose Stadium nach Stary-Klassifikation N  Mittelwert (SD) 

Normales Gefäß 5 0,242 (0,14) 

Stadium I 6 0,109 (0,07) 

Stadium II 4 0,130 (0,18) 

Stadium III 4 0,211 (0,12) 

Stadium IV 2 0,278 (0,01) 

Stadium Va 6 0,343 (0,19) 

Stadium Vb 1 0,081 

Stadium VI 2 0,275 (0,31) 
 
Tabelle 6: Anteil der PFK-B-exprimierenden Zellen an der Gesamtheit der aSMA-positiven Zellen aufgeschlüsselt 

nach Atherosklerose-Stadien. 

Abbildung 21a (links): Aufnahme mittels Fluoreszenzmikroskopie eines 5 µm dicken Querschnitts durch den RCX 

eines 54-jährigen Patienten mit atherosklerotischer Läsion. Der dunkle Bereich in der Mitte entspricht dem 

nekrotischen Kern (NK) des Plaques. 20-fache Vergrößerung. Abbildung 21b (rechts): Aufnahme mittels 

Fluoreszenzmikroskopie eines 5 µm dicken Querschnitts durch den RCX eines 34-jährigen Patienten ohne 

atherosklerotische Veränderungen. Die Kolokaliation von aSMA und PFK-B erscheint orange. Die Lokalisation von 

PFK-B innerhalb des Zellkerns erscheint rosa.  20-fache Vergrößerung. 

 

 

 
Abbildung 2 (links): Aufnahme mittels Fluoreszenzmikrokop eines 5µm dicken Querschnitts einer humanen 

Koronararterie mit atherosklerotischer Läsion. Der dunkle Bereich in der Mitte entspricht dem nekrotischen Kern (NK) 

des Plaques. 20-fache VergrößerungAbbildung 3 (rechts): Aufnahme mittels Fluoreszenzmikrokop eines 5µm dicken 

Querschnitts einer gesunden, humanen Koronararterie. 20-fache Vergrößerung 

Die Kolokaliation von aSMA und PFK-B erscheint orange. Die Lokalisation von PFK-B innerhalb des Zellkerns 

erscheint rosa. 

 

NK 
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4.1.2. LDHA  

In dieser Arbeit sollte nicht nur nach Hinweisen auf eine veränderte glykolytische Aktivität gesucht 

werden, sondern auch nach Anhaltspunkten wie das gewonnene Pyruvat weiter metabolisiert wird. 

Unter physiologischen Bedingungen wird der Großteil des Pyruvats in den Citratzyklus eingespeist, 

jedoch hat die Zelle auch die Möglichkeit das Pyruvat in Laktat umzuwandeln, wie es im Rahmen 

des Warburg Effektes vermehrt beobachtet wird.5 Um dem nachzugehen erfolgte eine 

immunhistochemische Analyse der LDHA, welche die Umwandlung von Pyruvat zu Laktat 

katalysiert. Da die vermehrte Produktion von Laktat, eines der ersten Phänomene war, welches auf 

den veränderten Metabolismus von Tumorzellen aufmerksam machte und wir bei glatten 

Gefäßmuskelzellen im Rahmen von Atherosklerose durch unsere bisherigen Ergebnisse von 

ähnlichen metabolischen Verschiebungen ausgehen, wären im Expressionsmuster der LDHA 

deutliche Veränderungen zu erwarten gewesen.  

Es konnte zwar ein erhöhter Anteil LDHA-exprimierender a-SMA-positiver Zellen beobachtet 

werden, sodass man gegebenenfalls auch von einer verstärkten Laktatproduktion dieser Zellen 

ausgehen kann, jedoch zeigten diese Änderungen keine statistische Signifikanz (p=0,08). Während 

in den pathologisch veränderten Gefäßen durchschnittlich 46,1 % (95 %-KI 35,8-56,5 %) der aSMA-

positiven Zellen die LDHA exprimierten, traf dies nur auf 37,8 % (95 %-KI 30,4-45,2 %) der aSMA-

positiven Zellen im gesunden Gewebe zu. Die gesteigerte Expression in atherosklerotischen 

Gefäßen entspricht einer Zunahme von 18,0 % gegenüber den nicht-atherosklerotischen Gefäßen. 

Die Verteilung der einzelnen Messwerte ist in Abbildung 22 visualisiert.  
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In den Abbildungen 23a und 23b werden exemplarisch je eine Probe aus Fall- und Kontrollgruppe 

bezüglich ihrer Expressionsmuster verglichen. Die Unterschiede in der Expression der LDHA fallen 

bei diesen Proben schon bei der Betrachtung auf: während im gesunden Gefäß die LDHA-positiven 

Bereiche eher als vereinzelte rote Punkte imponieren, sind im atherosklerotischen Gefäß inselartige 

Bereiche mit erhöhter LDHA-Expression zu erkennen. Auf beiden Aufnahmen besteht eine recht 

hohe Kolokalisation mit a-SMA, die durch die etwas orangene Färbung der entsprechenden Areale 

zu erkennen ist. Da auch eine Färbung der Zellkerne mit DAPI durchgeführt wurde, können 

ebenfalls Rückschlüsse über die Lokalisation der LDHA innerhalb der Zelle gemacht werden, die 

hier zytosolisch einzuschätzen ist. Dies ist dadurch erkennbar, dass wenig Überlappung zwischen 

der blauen DAPI-Kernfärbung und der roten Färbung der LDHA, welche sonst rosa erscheinen 

würde, sichtbar ist. Bestünde eine höhere Kolokalisation dieser beiden Färbungen, spräche dies für 

eine nukleäre Lokalisation der LDHA. Da über die LDHA bekannt ist, dass es sich um ein 

zytosolisch aktives Enzym handelt, ist dies eine plausible Beobachtung. 
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Abbildung 22: Boxplot mit einzelnen Datenpunkten zur Darstellung der Kolokalisation von LDHA und a-SMA in 

immunhistochemischen Färbungen in Fall- und Kontrollgruppe. Dazu wurde der Anteil der LDHA-positiven Fläche an 

der a-SMA-positiven Fläche errechnet und für Fall- und Kontrollgruppe Mittelwerte und Standardabweichungen 

gebildet. Anschließen wurde zur Signifikanzanalyse ein T-Test für unverbundene Stichproben durchgeführt. p=0,08. 
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Auch bezüglich der LDHA-Expression wurden die gemessenen Werte nach Aufteilung in die 

Atherosklerose-Stadien nach Stary betrachtet und in Tabelle 7 abgebildet. Es ist deutlich zu 

erkennen, dass die Expression von LDHA durch aSMA+ Zellen mit zunehmendem 

Atherosklerosestadium ebenfalls ansteigt, wobei die gemessenen Werte in Stadium IV nicht diesem 

Schema folgen. Dennoch ist beachtlich, dass sich die Expression der LDHA in Stadium VI 

gegenüber den normalen Gefäßen nahezu verdoppelt hat (56,4 % vs. 29,7 % der aSMA+ Zellen).   

Atherosklerose Stadium nach Stary-Klassifikation N  Mittelwert (SD 

Normales Gefäß 5 0,297 (0,11) 

Stadium I 6 0,406 (0,15) 

Stadium II 4 0,439 (0,11) 

Stadium III 4 0,501 (0,23) 

Stadium IV 2 0,156 (0,04) 

Stadium Va 6 0,509 (0,12) 

Stadium Vb 1 0,548  

Stadium VI 2 0,564 (0,01) 

Tabelle 7: Anteil der LDHA-exprimierenden Zellen an der Gesamtheit der αSMA-positiven Zellen aufgeschlüsselt nach 

Atherosklerose-Stadien.. 

Abbildung 23a (links): Fluoreszenzmikropskopische Aufnahme eines 5 µm dicken Querschnitts durch den RIVA eines 

54-jährigen Patienten mit 3-Gefäß-KHK. Es ist eine deutliche Verdickung der Gefäßwand zu erkennen. Besonders im 

Bereich der Tunica media sind Bereiche mit starker LDHA-Expression zu erkennen (rot). 20-fache Vergrößerung. 

Abbildung 23b (rechts): Fluoreszenzmikropskopische Aufnahme eines 5 µm dicken Querschnitts durch den RIVA 

einer 43-jährigen Patientin ohne atherosklerotische Veränderungen. Auch hier ist eine LDHA-Expression erkennbar, 

wobei sie im Vergleich zu Abbildung 23a deutlich geringer ausfällt. 
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4.2. Veränderungen des mitochondrialen Stoffwechsels 

Da sich sowohl im Rahmen der bisherigen Experimente der Arbeitsgruppe Althoff et al. in der 

Zellkultur, als auch im Mausmodell infolge von Dedifferenzierungsprozessen nicht nur eine 

verstärkte glykolytische Aktivität beziehungsweise eine verstärkte Expression glykolytischer 

Enzyme durch glatte Gefäßmuskelzellen, sondern gleichzeitig auch ein Rückgang der 

Energiegewinnung über die oxidative Phosphorylierung zeigten, wurden im Zuge dieser Studie 

verschiedene Enzyme des mitochondrialen Stoffwechsels untersucht. Zum einen die COX IV, 

stellvertretend für die Atmungskette und als Indikator für die Mitochondrienanzahl, die ACADM 

repräsentativ für die ß-Oxidation und die IDH2 für den Citratzyklus.  

4.2.1. IDH2 

Die Expression der IDH2 durch aSMA-positive Zellen zeigte in den immunhistochemischen 

Analysen atherosklerotischer Proben einen signifikanten Rückgang gegenüber gesunden Gefäßen 

(p=0,0003). Während in den gesunden Gefäßen im Mittel 58,7 % (95 %-KI 49,8 %-67,7 %) der 

aSMA-positiven Zellen die IDH2 exprimierten, traf dies nur auf 36,2 % (95%-KI 27,6 %-44,8 %) der 

aSMA-positiven Zellen im pathologisch veränderten Gewebe zu. Die gesteigerte Expression in 

atherosklerotischen Gefäßen entspricht mit einer Abnahme der IDH2-Expression um 38,3 %, einer 

Reduktion von über einem Drittel gegenüber den nicht-atherosklerotischen Gefäßen. Die 

Verteilung der Messwerte ist in Abbildung 24 dargestellt. 
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Abbildung 25a (links): Aufnahme mit dem Fluoreszenzmikroskop einer atherosklerotisch veränderten RCA von einer 

39-jährigen Patientin. Es sind eine Verdickung der Gefäßwand, sowie eine hypotrophierte Tunica Media zu erkennen. 

Besonders im oberen, stark verdickten Bereich sind kaum IDH2-positive Bereiche zu erkennen. 20-fache Vergrößerung. 

Abbildung 25b (rechts): Aufnahme mit dem Fluoreszenzmikroskop von einem Querschnitt durch den RCX eines 52-

jährigen Patienten ohne Atherosklerose. In der gesamten Gefäßwand sind stark IDH2-positive Bereiche zu erkennen. 

20-fache Vergrößerung.  

 
 

Abbildung 24: Boxplot mit einzelnen Datenpunkten zur Darstellung der Kolokalisation von IDH2 und a-SMA in 

immunhistochemischen Färbungen in Fall- und Kontrollgruppe. Dazu wurde der Anteil der IDH2-positiven Fläche an 

der a-SMA-positiven Fläche errechnet und für Fall- und Kontrollgruppe Mittelwerte und Standardabweichungen 

gebildet. Anschließen wurde zur Signifikanzanalyse ein T-Test für unverbundene Stichproben durchgeführt. 

***p<0,001. 

*** 
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In den Abbildungen 25a und 25b werden eine atherosklerotische und eine gesunde Probe 

exemplarisch verglichen. Die unterschiedlichen Expressionsmuster sind in diesen Aufnahmen mit 

dem Fluoreszenzmikroskop auch ohne Bildanalyse-Tool deutlich erkennbar. Sowohl in der Media, 

als auch in der Intima des gesunden Gefäßes sind durch den IDH2-Antikörper stark gefärbte Areale 

sichtbar. Dahingegen ist in der Intima der atherosklerotischen Probe nur wenig Färbung zu 

erkennen. In der Media ist zwar eine Färbung ersichtlich, jedoch ist kaum Kolokalisation mit aSMA 

zu sehen. 

Nach Aufteilung der beobachteten Werte in die Atherosklerose-Stadien nach Stary ist zwar eine 

Tendenz in Richtung sukzessiver Abnahme der IDH2 Expression zu erkennen (siehe Tabelle 8), 

jedoch wird dieser Trend in den Stadien III und IVb durch einen starken Einbruch in der IDH2-

Expression unterbrochen. Vergleicht man nur gesunde Gefäße mit dem am weitesten 

fortgeschrittenen Stadium der Atherosklerose (Stadium VI), fällt auf, dass sich die Expression von 

IDH2 durch aSMA+ Zellen nahezu halbiert hat (34,1 vs. 61,9 %). 

 

Atherosklerose Stadium nach Stary-Klassifikation N  Mittelwert (SD) 

Normales Gefäß 5 0,652 (0,05) 

Stadium I 6 0,548 (0,16) 

Stadium II 4 0,488 (0,23) 

Stadium III 4 0,250 (0,10) 

Stadium IV 2 0,495 (0,16) 

Stadium V 6 0,436 (0,09) 

Stadium VII 1 0,139 

Stadium VIII 2 0,341 (0,26) 
 

Tabelle 8: Anteil der IDH2-exprimierenden Zellen an der Gesamtheit der αSMA-positiven Zellen aufgeschlüsselt nach 

Atherosklerose-Stadien.  
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4.2.2. COX IV 

In den immunhistochemischen Färbungen zur Beurteilung der COX IV-Expression zeigte sich in 

der Fallgruppe ein verminderter Anteil von Zellen, die sowohl durch Anti-COX-IV-Antikörper, als 

auch durch Anti-aSMA-Antikörper angefärbt wurden, wobei die Unterschiede knapp unter dem 

festgelegten Signifikanzniveau von p=0,05 lagen (p=0,06). Während in den gesunden Gefäßen im 

Mittel 51,9 % (95 %-KI 43,6-60,3 %) der aSMA-positiven Zellen die COX IV exprimierten, traf dies 

nur auf 43,6 % (95%-KI 36,0-51,2 %) der aSMA-positiven Zellen im pathologisch veränderten 

Gewebe zu. Die gesteigerte Expression in atherosklerotischen Gefäßen entspricht einer 

durchschnittlichen Abnahme von 16,0 % gegenüber den nicht-atherosklerotischen Gefäßen. 

In Abbildung 26 wird die Verteilung der Messwerte innerhalb von Fall- und Kontrollgruppe 

dargestellt, wobei zwei Extremwerte deutlich werden. Diese Werte befinden sich in dieser 

normalverteilten Messgruppe jedoch noch im Bereich von Mittelwert +3*SD (SD = 0,15) und 

wurden daher nicht als Ausreißer betrachtet und in die weiteren Berechnungen miteinbezogen.  
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Abbildung 26: Boxplot mit einzelnen Datenpunkten zur Darstellung der Kolokalisation von LDHA und a-SMA in 

immunhistochemischen Färbungen in Fall- und Kontrollgruppe. Dazu wurde der Anteil der LDHA-positiven Fläche 

an der a-SMA-positiven Fläche errechnet und für Fall- und Kontrollgruppe Mittelwerte und Standardabweichungen 

gebildet. Anschließen wurde zur Signifikanzanalyse ein T-Test für unverbundene Stichproben durchgeführt. p=0,06. 
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In den Abbildungen 27a und 27b werden zwei exemplarische Proben aus Fall- und Kontrollgruppe 

verglichen, die sich hinsichtlich ihrer Expressionsmuster stark unterscheiden.  

 

Betrachtet man die gemessenen Werte nach Aufteilung nach Stary-Klassifikation, so ist zwar kein 

kontinuierlicher Abwärtstrend erkennbar, jedoch fällt auf, dass die höchste Expression von COX 

IV durch glatte Gefäßmuskelzellen mit 63,2 % in unveränderten Gefäßen und die geringste 

Expressionsrate mit 38 % im Stadium Va nach Stary zu finden ist (siehe Tabelle 9), wobei die 

Expression in den höheren Atherosklerosestadien wieder zunimmt.  

 

Abbildung 27a (links): Aufnahme mittels Fluoreszenzmikroskopie des atherosklerotisch veränderten RCX einer 55-

jährigen Patientin. 5 µm dicker Querschnitt durch den Plaque. Besonders die Verdickung der Tunica intima fällt hier 

auf. Sowohl die Expression von aSMA, als auch von COX IV fällt eher gering aus. Die Kernfärbung mit DAPI lässt auf 

eine hohe Zellzahl in dem abgebildeten Bereich schließen. Um die gesamte Gefäßwand in 20-facher Vergrößerung 

darstellen zu können wurden mehrere Bilder zusammengeschnitten.  

Abbildung 27b (rechts): Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme eines 5 µm dicken Querschnitts durch die RCA einer 

53-jährigen Patientin. Im Vergleich zur atherosklerotisch veränderten Koronararterie in Abbildung 27a sind deutlich 

mehr COX IV-positive Bereiche sichtbar, die durch ihr zum großen Teil orangenes Erscheinen auf eine starke 

Kolokalisation mit aSMA und damit auf eine verstärkte Expression durch glatte Gefäßmuskelzellen hinweisen. 20-

fache Vergrößerung. 

 

 

 

 
Abbildung 5 (links): Aufnahme mit dem Fluoreszenzmikroskop einer atherosklerotische veränderten humanen 

Koronararterie. 5µm dicker Querschnitt durch den Plaque. Besonders die Verdickung der Tunica intima fällt hier auf. 

Sowohl die Expression von aSMA, als auch von COX IV fällt eher gering aus. Die Kernfärbung mit DAPI lässt auf eine 

hohe Zellzahl in dem abgebildeten Bereich schließen. Um die gesamte Gefäßwand in 20-facher Vergrößerung 

darstellen zu können wurden mehrere Bilder zusammengeschnitten. 
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4.2.3. ACADM 

Abschließend wurde die ACADM untersucht, um einen möglichst umfassenden Eindruck des 

mitochondrialen Metabolismus abbilden zu können. Auch wenn sich in der Immunhistochemie hier 

in Bezug auf die Mittelwerte deutliche Unterschiede zeigten, blieb eine statistische Signifikanz 

durch die starke Streuung der Werte, insbesondere in der Kontrollgruppe, aus (p=0,24). 

Während in den gesunden Gefäßen im Mittel 43,6 % (95 %-KI 31,8-55,4 %) der aSMA-positiven 

Zellen die ACADM exprimierten, war dies bei 39,0 % (95 %-KI 31,1-46,8 %) der aSMA-positiven 

Zellen im atherosklerotischen Gewebe der Fall. Die Abnahme der ACADM-Expression den 

atherosklerotischen Proben fällt mit durchschnittlich 10,6 % also eher gering aus. 

In Abbildung 28 ist die Verteilung der Werte dargestellt. Hier wird deutlich, dass sowohl die 

stärkste, als auch die schwächste ACADM-Expression durch glatte Gefäßmuskelzellen in der 

Kontrollgruppe zu finden ist, was die hohe Bandbreite der Werte unterstreicht. 

Atherosklerose Stadium nach Stary-Klassifikation N  Mittelwert (SD) 

Normales Gefäß 5 0,632 (0,19) 

Stadium I 6 0,508 (0,06) 

Stadium II 4 0,393 (0,09) 

Stadium III 4 0,452 (0,10) 

Stadium IV 2 0,384 (0,13) 

Stadium Va 6 0,380 (0,17) 

Stadium Vb 1 0,555 

Stadium VI 2 0,565 (0,05) 

Tabelle 9: Anteil der COX-IV-exprimierenden Zellen an der Gesamtheit der aSMA-positiven Zellen aufgeschlüsselt 

nach Atherosklerose-Stadien 
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In den Abbildungen 29a und 29b werden die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen von zwei 

Proben aus der Fall- und der Kontrollgruppe gegenübergestellt. Neben der unterschiedlichen 

Expressionsstärke von aSMA und ACADM, fällt ebenfalls auf, dass in Abbildung 29a deutlich mehr 

Bereiche rosa erscheinen. Diese Farbe kommt durch Überlagerung der rot gefärbten ACADM und 

den durch DAPI blau gefärbten Zellkernen zustande und könnte somit darauf hinweisen, dass die 

ACADM im Rahmen von Atherosklerose zu einem größeren Teil nukleär, statt zytosolisch 

lokalisiert ist.  
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Abbildung 28: Boxplot mit einzelnen Datenpunkten zur Darstellung der Kolokalisation von ACADM und a-SMA in 

immunhistochemischen Färbungen in Fall- und Kontrollgruppe. Dazu wurde der Anteil der ACADM-positiven Fläche 

an der a-SMA-positiven Fläche errechnet und für Fall- und Kontrollgruppe Mittelwerte und Standardabweichungen 

gebildet. Anschließen wurde zur Signifikanzanalyse ein T-Test für unverbundene Stichproben durchgeführt. p=0,24 

 

Abbildung 6: Boxplot mit einzelnen Datenpunkten zum Vergleich der ACDM-Expression aSMA-positiver Zellen in 

atherosklerotischem und gesundem Gewebe 
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Auch die gemessenen Werte bezüglich der ACADM-Expression durch glatte Gefäßmuskelzellen 

wurde in Stary-Atherosklerose-Stadien aufgeteilt (siehe Tabelle 10). Dabei sind in gesunden 

Gefäßen und frühen atherosklerotischen Läsionen relativ konstante Mittelwerte erkennbar, 

während die Expression in fortgeschrittenen Atherosklerosestadien deutlich abnimmt. 

 
Atherosklerose Stadium nach Stary-Klassifikation N  Mittelwert (SD) 

Normales Gefäß 5 0,419 (0,26) 

Stadium I 6 0,464 (0,16) 

Stadium II 4 0,416 (0,27) 

Stadium III 4 0,441 (0,15) 

Stadium IV 2 0,511 (0,12) 

Stadium Va 6 0,365 (0,15) 

Stadium Vb 1 0,196 

Stadium VI 2 0,336 (0,004) 

Tabelle 10: Anteil der ACADM-exprimierenden Zellen an der Gesamtheit der aSMA-positiven Zellen aufgeschlüsselt 

nach Atherosklerose-Stadien. 

Abbildung 29a (rechts): Aufnahme mittels Fluoreszenzmikroskopie der atherosklerotisch veränderten RCA einer 55-

jährigen Patientin. 5 µm dicker Querschnitt. Man sieht eine allgemeine Verdickung der Gefäßwand bei insgesamt 

reduzierter Expression von aSMA. In der Tunica media sind fast keine ACADM-positiven Bereiche zu erkennen. In 

der Tunica intima sind einzelne anfärbbare Zellen zu erkennen, wobei auffällt, dass diese eher rosa statt rot erscheinen. 

20-fache Vergrößerung. Abbildung 29b (links): Aufnahme eines 5 µm Querschnitts durch die gesunde RCA einer 59-

jährigen Patientin mit dem Fluoreszenzmikroskop. Im Vergleich zu Abbildung 29a fällt sowohl eine deutlich stärke 

Expression von aSMA, als auch der ACADM auf. In dieser Probe sind die ACADM-positiven Bereiche vor allem in 

der Tunica media zu finden. 20-fache Vergrößerung. 
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4.3. Elektronenmikroskopie 

Um die Veränderungen des Stoffwechsels in glatten Gefäßmuskelzellen nicht nur über 

Modifikationen auf Ebene der Proteinexpression zu analysieren, wurde die Elektronenmikroskopie 

gewählt, um sich dem metabolischen Wandel über eine zweite Methode zu nähren. Diese 

ermöglichte es, die Mitochondrien als zentrale Organelle des Energiestoffwechsels in ihrer 

Morphologie und Anzahl zu untersuchen. Wie bereits unter 1.9 erwähnt, war ein weiteres Ziel 

dieser Arbeit den Aufarbeitungsprozess humaner Gefäßproben für die Weiterverarbeitung zur 

Elektronenmikroskopie zu optimieren. Da unsere Arbeitsgruppe bisher nur Erfahrungen mit der 

Elektronenmikroskopie von murinen Gefäßproben hatten, waren vor allem die veränderten 

Größendimensionen eine Herausforderung. Bei den ersten Entnahmen wurden kleine Quadrate 

aus der Gefäßwand mit einer Kantenlänge von 1-2 mm entnommen, um ein möglichst schnelles 

Durchdringen der gesamten Probe durch das Glutaraldehyd und so eine gute Fixierung der 

Mitochondrien zu erreichen. Bei diesem Vorgehen war jedoch die Orientierung schon im 

Semidünnschnitt sehr schwierig, sodass zu einer anderen Methode bei der Präparation 

übergegangen werden musste. 

Wie unter 3.9 beschrieben, stellte sich die Anfertigung sehr dünner Gefäßquerschnitte als bester 

Kompromiss zwischen erhaltener Orientierung innerhalb der Probe und optimaler Fixierung der 

Mitochondrien dar (siehe Abbildung 31b).  

Abbildung 30: Elektronenmikroskopische Übersichtsaufnahme in 770-facher Vergrößerung. Mit Pfeilen ist die 

Membrana elastica interna markiert, sodass der Übergang von Intima zu Media erkennbar ist. Durch diese 

Übersichtsaufnahmen konnte später durch Fokussierung und Vergrößerung eines bestimmten Bildbereichs gezielte 

Aufnahmen von Intima oder Media erfolgen.  

Media 

Intima 
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Ein weiteres Problem, auf das wir stießen, waren die z.T. enormen Verkalkungen 

atherosklerotischer Proben, die durch ihre Beschaffenheit eine potentielle Gefahr für das 

Diamantmesser zur Anfertigung von Ultradünnschnitten darstellten. Daher testeten wir zunächst 

an einigen Probeschnitten, wie sich die Entkalkung der Proben durch 0,27M EDTA-Entkalkungs-

Lösung (pH 7.4) nach der Fixierung auf die Qualität der Proben auswirkt. Glücklicherweise konnten 

wir hier keine negativen Effekte feststellen (siehe Abbildungen 32a und 32b) und führten die 

Entkalkung bei allen folgenden Proben durch.  

Elektrononenmikroskopische Aufnahmen humaner Koronararterien in 12.930-facher Vergrößerung 

Abbildung 32a (links): Aufnahme einer Probe ohne Entkalkung. Abbildung 32b (rechts): Aufnahme einer Probe nach 

Entkalkung. Negative Auswirkungen auf die Mitochondrienmorphologie sind nicht auszumachen 

 

Elektrononenmikroskopische Aufnahmen humaner Koronararterien in 12.930-facher Vergrößerung 

Abbildung 31a (links): Dieses Bild entstand im Rahmen erster Probeaufnahmen. Es sind nur vereinzelt Mitochondrien 

zu erkennen, wobei bei den abgebildeten Mitochondrien die inneren Strukturen (wie bspw. Cristae) kaum sichtbar 

sind. Abbildung 31b (rechts): Diese Aufnahme entstand, nachdem der Aufarbeitungsprozess der Proben optimiert 

wurde. Hier sind die Mitochondrien inklusive ihrer inneren Strukturen deutlich besser zu erkennen. 
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Nachdem dieses Verfahren etabliert war, lieferten die so behandelten Proben zuverlässig qualitativ 

hochwertige Ergebnisse. Durch die beschriebenen Herausforderungen, welche die 

Elektronenmikroskopie mit sich brachte, konnten mit dieser Methodik letztendlich nur wenige 

Proben in die abschließende Analyse einbezogen werden, die aber dennoch interessante Ergebnisse 

lieferte. So waren einerseits deutliche Unterschiede in der Anzahl der Mitochondrien pro Zelle 

wahrnehmbar: in glatten Gefäßmuskelzellen der Media gesunder Gefäße fiel die Zahl mehr als 

doppelt so hoch aus, wie in denen atherosklerotischer Gefäße (siehe Tabelle 11). Andererseits 

scheint auch die Größe der Mitochondrien im Rahmen von Atherosklerose eine erhebliche 

Änderung zu erfahren. Dementsprechend fiel die mitochondriale Fläche in atherosklerotischen 

Proben durchschnittlich knapp doppelt so hoch aus, wie in gesunden Gefäßen.  

Abgesehen von Anzahl und Größe wurden auch ein Parameter zur Analyse der 

Mitochondrienmorphologie bestimmt (Circularity), wobei hier nahezu keine Veränderungen zu 

verzeichnen waren. 

 

Tabelle 11: Überblick über die Ergebnisse der Elektronenmikroskopie. In der Fallgruppe handelt es sich jeweils um 

Mittelwerte.  

 

 Intima Fälle 
(n=2) 

Intima Kontrolle 
(n=1) 

Media Fälle   
          (n=2)     

Media Kontrolle  
(n=1) 

Mitochondrien pro 10 
µm2 Zellfläche  

2,6 4,8 2,1 4,3 

Mitochondriale Größe 
in µm2 

0,18 0,101 0,21 0,102 

Anteil mitochondrialer 
Fläche an gesamter 
Zellfläche 

4,68 % 4,84 % 4,41 % 4,38 % 

Circularity 0,81 0,86 0,82 0,81 
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Elektronenmikroskopische Aufnahmen glatter Gefäßmuskelzellen humaner Koronararterien in 12.930-facher 

Vergrößerung. 

Abbildung 33a (oben links): Tunica Intima einer atherosklerotisch veränderten humanen Koronararterie. Die 

Mitochondrien sind mit Pfeilen markiert und imponieren recht groß. 

Abbildung 33b (oben rechts): Tunica Intima einer gesunden humanen Koronararterie. Es sind mehrere glatte 

Gefäßmuskelzellen angeschnitten. Die Mitochondrien der mittleren Zelle sind mit Pfeilen markiert und sind im 

Vergleich zu denen auf Abbildung 33a deutlich kleiner.  

Abbildung 33c (unten links): Tunica Media einer atherosklerotisch veränderten humanen Koronararterie. Die 

Mitochondrien sind mit Pfeilen markiert und scheinen z.T. deutlich vergrößert.  

Abbildung 33d (unten rechts): Tunica Media einer gesunden humanen Koronararterie. Einige Mitochondrien sind 

exemplarisch mit Pfeilen markiert.  
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4.4. Zusammenfassung der Ergebnisse 

Insgesamt zeigten sich bezüglich aller untersuchten Enzyme Veränderungen im Expressionsmuster 

durch glatte Gefäßmuskelzellen in atherosklerotischen Gefäßen. Besonders eindeutig fielen die 

Ergebnisse dabei hinsichtlich der PFKB als geschwindigkeitsbestimmendem Enzym der Glykolyse 

aus. Hier konnte eine signifikante Erhöhung der Expression durch aSMA-positive Zellen gezeigt 

werden. In Bezug auf die IDH2, als Enzym des Citratzyklus, gingen die Ergebnisse in die 

entgegengesetzte Richtung: hier zeigte sich eine signifikante Abnahme der Expression durch glatte 

Gefäßmuskelzellen im Rahmen von Atherosklerose. Hinsichtlich Laktatweg, b-Oxidation und 

oxidativer Phosphorylierung zuzuordnenden Enzymen konnten zwar keine signifikanten 

Expressionsunterschiede festgestellt werden, jedoch liefern die Ergebnisse auch hier Hinweise auf 

eine erhöhte Expression der LDHA, bei gleichzeitig verminderter Expression von ACADM und 

COX IV. In Abbildung 34 sind die zusammengefassten Ergebnisse graphisch dargestellt.  

Die Ergebnisse, aufgeteilt nach Stary-Klassifikation, sind in den Abbildungen 35a und 35b 

zusammengefasst, wobei in Abbildung 35a die glykolytischen und in Abbildung 35b die 

mitochondrialen Enzyme dargestellt sind.  Hier wird deutlich, dass trotz einiger „Ausreißer“ 

insgesamt eine kontinuierliche Entwicklung beobachtet werden kann. Dementsprechend kommt es 

Abbildung 34: Übersicht über die Ergebnisse der Immunhistochemie. Es ist jeweils der Anteil der Enzym-positiven 

Fläche an der aSMA-positiven Fläche dargestellt. Oberhalb der Balken sind die Stoffwechselwege vermerkt, an denen 

die untersuchten Enzyme beteiligt sind. Die Trends in atherosklerotischem Gewebe sind durch Pfeile markiert, wobei 

signifikante Veränderungen durch schwarze und nicht-signifikante Veränderungen durch graue Pfeile gekennzeichnet 

sind. 
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zu einem relativ stetigen Anstieg der Expression glykolytischer Enzyme, während die Expression 

mitochondrialer Enzyme in der Tendenz sinkt. Jedoch ist zu beachten, dass die Fallzahlen in den 

einzelnen Stadien zu gering sind, um anhand dieser Ergebnisse eine eindeutige Aussage über 

Beginn und Entwicklung metabolischer Veränderungen in glatten Gefäßmuskelzellen durch 

Atherosklerose treffen zu können.  

 

Abbildung 35a: Entwicklung des Anteils glatter Gefäßmuskelzellen, welche die untersuchten glykolytischen Enzyme 

exprimieren in verschiedenen Stadien der Atherosklerose. Es sind jeweils die Mittelwerte der einzelnen Stadien 

angegeben. Die PFK-B-Expression zeigt, mit Ausnahme von Stadium IV, eine kontinuierliche Zunahme, während 

bezüglich der LDHA-Expression kein klarer Trend erkennbar ist. 

Abbildung 35b: Entwicklung des Anteils glatter Gefäßmuskelzellen, welche die untersuchten mitochondrialen Enzyme 

exprimieren in verschiedenen Stadien der Atherosklerose. Es sind jeweils die Mittelwerte der einzelnen Stadien 

angegeben. Bei IDH2 und ACADM wird eine relative kontinuierliche Abnahme deutlich, während die COX IV-

Expression in fortgeschrittenen Atherosklerosestadien erneut ansteigt.   
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5. Diskussion 

5.1. Metabolische Veränderungen in glatten Gefäßmuskelzellen im Rahmen von 

Atherosklerose 

In dieser Studie wurden metabolische Veränderungen von glatten Gefäßmuskelzellen im 

Zusammenhang mit Atherosklerose untersucht. Zu diesem Zweck wurden über 

immunhistochemische Untersuchungen die Expressionsmuster der glatten Gefäßmuskelzellen von 

Enzymen der Glykolyse, des Citratzyklus, der oxidativen Phosphorylierung und der β-Oxidation in 

atherosklerotischen und Kontrollgefäßen bestimmt. 

5.1.1. Durch Atherosklerose verändern sich die Expressionsmuster von Schlüsselenzymen der 

Glykolyse und des Citratzyklus in glatten Gefäßmuskelzellen  

Durch die immunhistochemischen Analysen zeigte sich, dass glatte Gefäßmuskelzellen im Kontext 

von Atherosklerose zur erhöhten Expression der PFKB neigen. Als Schlüsselenzym der Glykolyse 

ist die Verfügbarkeit der PFKB der geschwindigkeitsbestimmende Faktor dieses Stoffwechselwegs. 

Die PFKB katalysiert dabei die Phosphorylierung von Fructose-6-Phosphat zu Fructose-1,6-

Bisphosphat und kann, wie unter 1.6.1 beschrieben, durch HIF-1, d.h. im Rahmen von Hypoxie, 

induziert werden. Die Beteiligung von HIF-1 an der Induktion der PFKB-Expression im Rahmen 

von Atherosklerose ist durchaus denkbar. Kommt es zu einer starken Zunahme des 

Gefäßwanddurchmessers, wird die Nähr- und Sauerstoffversorgung aus Gefäßlumen und Vasa 

vasorum gefährdet und es kann zu hypoxischen Zuständen kommen.166 

Die signifikant verstärkte Expression der PFKB ist ein starker Hinweis für eine erhöhte 

glykolytische Aktivität der glatten Gefäßmuskelzellen. Sowohl in Tumorzellen, als auch im 

Rattenmodell, konnte eine gesteigerte glykolytische Aktivität im Rahmen von erhöhter PFKB-

Expression gezeigt werden.167,168 In diesen Studien kam es sowohl zu einer erhöhten Aufnahme von 

Glucose durch die Zellen, als auch zu einem Anstieg der Konzentration von Fructose-2,6-

Bisphosphat, dem Produkt der PFKB. 

In Kapitel 1.6.1 wurde ebenfalls der mögliche Einfluss der PFKB auf den Zellzyklus bei Lokalisation 

im Nukleus durch vermehrte Phosphorylierung eines Tumorsuppressorgens und damit Hemmung 

der Apoptose thematisiert. Da in den Proben atherosklerotischer Koronararterien nur wenig 

Kolokalisation von Nuklei und PFKB zu sehen war, scheinen im Rahmen von Atherosklerose 

keinen antiapoptotischen Effekte auf glatte Gefäßmuskelzellen zu wirken. Die Ergebnisse der 

humanen Proben, passen darüber hinaus zu unveröffentlichten Ergebnissen des Labors Dr. Althoff 
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aus der Zellkultur und dem Mausmodell. Im Mausmodell wurde in der qPCR nach Ligatur der A. 

carotis communis, die zu Dedifferenzierung, verstärkter Proliferation und erhöhter Migration der 

glatten Gefäßmuskelzellen führt, ebenfalls eine Erhöhung der PFKB im Vergleich zu den 

Kontrollgefäßen festgestellt. (Wöltje K, unveröffentlichte Daten) 

Wie unter 1.6.1 dargelegt, wurde eine erhöhte PFKB-Expression in der Vergangenheit auch bereits 

in Endothelzellen beobachtet.135 Bezüglich dieses Zelltyps ist eine erhöhte glykolytische Aktivität 

und damit die Verfügbarkeit der PFKB besonders für die Proliferation und Migration im Rahmen 

von Angiogenese ein entscheidender Faktor – ein Silencing der PFKB kann dementsprechend zur 

Hemmung der Gefäßneubildung führen.169 Hier stellt sich nun die Frage ob für eine gesteigerte 

Bereitschaft von Endothelzellen zu Proliferation und Migration vor allem die erhöhte glykolytische 

Aktivität oder die antiapoptischen Effekte im Zellkerne durch die PFKB entscheidend sind. Zu 

dieser Problematik wurde bereits im Mausmodell die Lokalisation der PFKB innerhalb von 

Endothelzellen untersucht. Hier zeigte sich, analog zu den Ergebnissen dieser Studie, dass die PFKB 

vorwiegend zytosolisch und nicht im Nukleus lokalisiert ist.169 Dieses Resultat impliziert, dass die 

PFKB auch unabhängig von ihrer Lokalisation innerhalb von Zellen deren Proliferations- und 

Migrationsverhalten steigern kann beziehungsweise für diese Fähigkeiten erforderlich ist. Es wäre 

also durchaus denkbar, dass auch glatte Gefäßmuskelzellen in diesen Prozessen eine gewisse 

Abhängigkeit von einer hohen Verfügbarkeit der PFKB aufweisen. Betrachtet man nun den unter 

1.2.5 erläuterten Stellenwert von Proliferation und Migration glatter Gefäßmuskelzellen für die 

pathogenetischen Prozesse atherosklerotischer Läsionen, wird die Bedeutsamkeit dieses möglichen 

Zusammenhangs deutlich.  

 

Die Ergebnisse der Immunhistochemie lieferten außerdem Hinweise auf Veränderung des 

mitochondrialen Stoffwechsels im Kontext der Atherosklerose. Wie bereits unter 1.2.5 beschrieben, 

zeigten sich in den vorangegangenen Studien dieses Projektes in vitro und im Mausmodell 

Hinweise auf eine Repression der mitochondrialen Energiegewinnung, unter anderem durch 

verminderte Anzahl mitochondrialer DNA-Kopien und verminderter Expression mitochondrialer 

Enzyme. In der Untersuchung der humanen Proben konnte nun eine signifikante Abnahme der 

IDH2-Expression, einem Enzym des Citratzyklus, durch glatte Gefäßmuskelzellen 

atherosklerotischer Gefäße gezeigt werden.  

Da der Citratzyklus kein Schlüsselenzym besitzt, kann stets nur eine Hemmung, beziehungsweise 

Aktivierung, der einzelnen Reaktionsschritte erfolgen. So kann man im Zuge der IDH2-

Verminderung höchstwahrscheinlich von einer reduzierten Umwandlung von Isocitrat zu α-

Ketoglutarat und damit von einer verminderten NADH/H+-Produktion ausgehen. Wie sich diese 
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Inhibition auf die Gesamtheit des Citratzyklus auswirkt, ist jedoch unklar, da α-Ketoglutarat auch 

durch alternative Stoffwechselwege aus L-Glutamat synthetisiert werden kann.  

Die Einflüsse einer veränderten IDH2-Expression auf die Mitochondrien sind jedoch 

weitreichender. So kommt es im Zuge von IDH2-Defizienz zur vermehrten Produktion von ROS, 

zur verminderten Expression von Komplexen der oxidativen Phosphorylierung, sowie zur 

veränderten Expression mitochondrialer Fusionsproteine und damit zu einem dysfunktionalen 

Zustand der Mitochondrien.167 Auch bezüglich der IDH2-Expression konnten in der Zellkultur und 

im Karotis-Ligatur-Mausmodell analoge Beobachtungen gemacht werden. (Wöltje K, 

unveröffentlichte Daten) 

 

Passend zu der Hypothese, dass Atmungskettenkomplexe durch verminderte Verfügbarkeit der 

IDH2 weniger exprimiert werden, bestätigte sich dies in der Untersuchung der COX IV Expression, 

wobei die Abnahme knapp unter dem festgelegten Signifikanzniveau von p=0,05 blieb. Eine 

Reduktion der Expression von COX IV durch glatte Gefäßmuskelzellen im Rahmen von 

Atherosklerose kann einerseits als Hinweis auf eine verminderte Aktivität der Atmungskette, aber 

auch als Zeichen einer reduzierten Mitochondrienzahl interpretiert werden.  

 

Geht man nun durch die reduzierte Expression von COX IV und IDH2 von einer verminderten 

Metabolisierung von durch die Glykolyse entstandenem Pyruvat über Citratzyklus und 

Atmungskette aus, stellt sich die Frage wie dieses stattdessen verstoffwechselt wird.  

Als alternativer Stoffwechselweg steht der Zelle die Milchsäuregärung zur Verfügung. Dabei wird 

Pyruvat durch die Laktatdehydrogenase zu Laktat reduziert, wobei NAD+ regeneriert werden kann. 

Diese Rolle macht die LDH zu einem Schlüsselenzym der anaeroben Glykolyse. Als Indiz für eine 

vermehrte Laktatproduktion, konnte in den atherosklerotischen Proben ein Anstieg der LDHA-

Expression nachgewiesen werden. 

Zwar blieb diese Veränderung unter dem festgelegten statistischen Signifikanzniveau, jedoch 

konnten in bisherigen Studien der Forschungsgruppe ähnliche Ergebnisse erzielt werden. So kam 

es in der Zellkultur nach Applikation von PDGF und im Mausmodell nach Karotisligatur zu einer 

Erhöhung der LDHA in der qPCR. (Wöltje K, unveröffentlichte Daten) 

Eine verminderte LDHA-Konzentration konnte in Studien in der Zellkultur mit einer verminderten 

Sekretion von Laktat in Verbindung gebracht werden, wodurch man vermuten kann, dass das 

Expressionslevel der LDHA auch mit der tatsächlichen Laktatproduktion zusammenhängt.170 

Zumal die LDHA, wie auch die PFKB, durch HIF-1 induziert werden kann, ist dies eine denkbare 

Ursache für die Überexpression im Rahmen von Atherosklerose. Weiterhin besteht die Hypothese, 
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dass Veränderungen in der LDHA-Expression sich auch auf das Proliferations- und 

Migrationsverhalten glatter Gefäßmuskelzellen auswirken.139 Dabei scheint die LDHA für die 

Reaktionsfähigkeit glatter Gefäßmuskelzellen auf Wachstumsfaktoren wie PDGF erforderlich zu 

sein.139 Da es im Rahmen von Atherosklerose bekanntermaßen zu einer erhöhten Proliferation von 

glatten Gefäßmuskelzellen und einer erhöhten Migration innerhalb der Gefäßwand kommt, ist es 

ebenfalls vorstellbar, dass die Überexpression der LDHA diesem Zweck dient. 

 

Am wenigsten aussagekräftig blieben die Ergebnisse aus der Analyse der ACADM-Expression. 

Dieses Enzym ist im Rahmen der β-Oxidation von Fettsäuren speziell am Abbau mittelkettiger 

Fettsäuren beteiligt. Indirekt wirkt die ACADM, vermutlich durch Verbindung mit dem OXPHOS 

Superkomplex, auch auf die Atmungskette, wodurch es bei einem Mangel oder Defekt der ACADM 

zu einer Reduktion der oxidativen Phosphorylierung kommt.141,153  

Besonders in der Kontrollgruppe wiesen die gemessenen Werte eine hohe Streuung auf, was die 

Interpretation der Ergebnisse erschwert. Dennoch ist eine leichte Tendenz in Richtung Abnahme 

der ACDM-Expression im atherosklerotischen Gewebe erkennbar. Durch Experimente in der 

Zellkultur konnte in der Arbeitsgruppe eine Herunterregulation der ACADM-Expression nach 

Inkubation mit Cholesterol sowie nach Inkubation mit PDGF auch im Mausmodell gezeigt werden. 

(Wöltje K, unveröffentlichte Daten) Inwiefern die β-Oxidation in humanen glatten 

Gefäßmuskelzellen im Zuge von Atherosklerose beeinträchtigt wird, bleibt unklar, zumal die 

ACADM keinen geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der β-Oxidation katalysiert. 

 

Insgesamt spiegelt sich die hohe phänotypische Versatilität glatter Gefäßmuskelzellen in den 

Ergebnissen der Immunhistochemie wider. Die im Rahmen von Atherosklerose deutlich 

veränderten Expressionsmuster legen nahe, dass sie in der Lage sind ihren Stoffwechsel an lokale 

Begebenheiten anzupassen. Diese veränderte Expression metabolischer Enzyme, scheint nicht 

zwingend mit einer starken Veränderung des Expressionsmusters für glatte Gefäßmuskelmarker 

einherzugehen. Wäre dies der Fall gewesen, hätte die metabolische Verschiebung in dieser Studie 

nicht detektiert werden können, da hier die Identifikation von glatten Gefäßmuskelzellen allein 

über den klassischen glatten Gefäßmuskel-Marker α-SMA erfolgte. Die insgesamt beobachtete 

erhöhte Expression glykolytischer Enzyme, bei gleichzeitig verminderter Expression von Enzymen 

des aeroben mitochondrialen Metabolismus, passt ebenfalls zu den Ergebnissen, die innerhalb der 

Arbeitsgruppe im in vitro Seahorse-Experiment erhalten wurden. Bei diesem Experiment wurden 

murine glatte Gefäßmuskelzellen mit PDGF oder Cholesterol inkubiert und dabei die 

mitochondriale Atmung (in Form von Sauerstoffverbrauch), sowie die glykolytische Aktivität (in 
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Form der extrazellulären Azidifizierung durch Laktat) gemessen. Dabei konnte im Vergleich zu 

Kontrollzellen eine Steigerung der glykolytischen Aktivität, sowie eine leichte Abnahme des 

Sauerstoffverbrauchs durch die Mitochondrien beobachtet werden. (Wöltje K, unveröffentlichte 

Daten)  

Weiterhin unbekannt bleiben die Mechanismen, durch die es in glatten Gefäßmuskelzellen im 

Rahmen von Atherosklerose zu den beschriebenen Veränderungen kommt. Hier ist HIF-1 als ein 

potentieller Auslöser, zumindest bezüglich der Induktion glykolytischer Enzyme, zu nennen. Jedoch 

sind auch Auswirkungen auf den mitochondrialen Stoffwechsel denkbar. Obwohl HIF-1 nicht 

direkt auf die Transkription der IDH2 wirkt, wird doch auf anderer Ebene in den Citratzyklus 

eingegriffen. Durch Induktion der Pyruvatdehydrogenase-Kinase 1 (PDK1), wird die Umsetzung 

von Pyruvat zu Acetyl-CoA und somit ein wichtiger Schritt des Citratzyklus gehemmt.171 In 

Atherosklerose-Modellen an ApoE-/- Mäusen, konnte durch die Inhibition des HIF-1 Pathways eine 

Reduktion von atherosklerotischen Veränderungen an der murinen Gefäßwand gezeigt werden, 

was die Rolle von HIF-1 und seinen Zielgenen bei der Pathogenese von Atherosklerose 

unterstreicht.172 

5.1.2. Veränderte mitochondriale Dynamik in glatten Gefäßmuskelzellen im Zusammenhang 

mit Atherosklerose 

Um metabolische Veränderungen glatter Gefäßmuskelzellen auch auf dem Niveau der 

Zellorganellen, speziell auf Ebene der Mitochondrien, zu untersuchen, wurde neben den 

immunhistochemischen Analysen auch die Elektronenmikrokopie genutzt. Wie unter 5.1.1 

beschrieben, sollte so der Frage nachgegangen werden, ob die reduzierte Expression 

mitochondrialer Enzyme durch glatte Gefäßmuskelzellen im Rahmen von Atherosklerose als 

Zeichen für eine reduzierte Mitochondrienanzahl interpretiert werden kann. In den 

elektronenmikroskopischen Untersuchungen zeigte sich eine Abnahme der Mitochondriendichte, 

bei gleichzeitiger Zunahme der durchschnittlichen Mitochondrienfläche in den atherosklerotischen 

Proben. Im Zuge dieser Beobachtung erhalten die Ergebnisse der Immunhistochemie als 

Anhaltspunkte für eine Repression der aeroben Energiegewinnung noch mehr Gewicht.  

Analog zu dem beobachteten Wandel in humanen Proben, fielen ähnliche Veränderungen auch im 

Mausmodell nach Karotisligatur auf. Hier zeigte sich ebenfalls eine Abnahme der 

Mitochondriendichte, sowie eine dezente Zunahme der mitochondrialen Größe. In den murinen 

Proben wurde zusätzlich auch der Gehalt an mitochondrialer DNA bestimmt, welcher nach Ligatur 

ebenfalls verringert war. (Wöltje K, unveröffentlichte Daten) 
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Auffallend in den humanen Proben war, dass trotz erheblicher Reduktion der Mitochondrienzahl 

im Zusammenhang mit Atherosklerose durch die gleichzeitige Größenzunahme, der Anteil der 

Fläche, die in einer Zelle durchschnittlich durch Mitochondrien eingenommen wird, relativ 

konstant geblieben ist (siehe Tabelle 11). Die verringerte Zahl, aber erhöhte Größe der 

Mitochondrien könnte darauf hindeuten, dass Mitochondrien im Rahmen ihrer verringerten 

metabolischen Aktivität in Zellen atherosklerotischer Gefäße eher zu Fusion, als zu Fission neigen. 

Die Regulationsmechanismen der mitochondrialen Dynamik sind in Kapitel 1.3 nachzulesen. Nach 

den dort erläuterten Prinzipien führt eine milde Form des Zellstresses, wie beispielsweise in Form 

von Nährstoffmangel zu einer vermehrten Fusion von Mitochondrien, während es unter schwerem 

Zellstress eher zur Fission kommt.101 Die in atherosklerotischen Läsionen herrschenden 

Bedingungen für die Zellen, wären durch das reduzierte Angebot von Nährstoffen und Sauerstoff 

durchaus mit mildem Zellstress vereinbar und die gemessenen Werte würden so zu diesem Konzept 

passen. 

Die beschriebene Umstellung der mitochondrialen Dynamik könnte ebenfalls durch eine, im Zuge 

der IDH2-Defiezienz entstandene, erhöhte Verfügbarkeit des mitochondrialen Fusionsproteins 

OPA-1 zustande kommen. Im Gegensatz dazu gingen vorherige Studien davon aus, dass die 

verringerte Expression von Mfn-1 im Rahmen eines IDH2-Mangels, die vermehrte Expression von 

OPA-1 überwiegt und es dadurch bei IDH2-Defizienz eher zu einer erhöhten Fragmentation von 

Mitochondrien kommt.143 Im Rattenmodell wurde eine vermehrte mitochondriale Fragmentation 

außerdem mit Dedifferenzierung glatter Gefäßmuskelzellen in Verbindung gebracht.173 

In jedem Falle deutet eine Imbalance zwischen mitochondrialer Fusion und Fragmentation auf 

dysfunktionale mitochondriale Prozesse hin, die in der Regel mit einer verstärkten Bildung von 

ROS einhergehen.104 Der verstärkte Anfall von ROS hat wiederum atherogene Effekte, die unter 

1.3 bereits beschrieben wurden.  

Die Beobachtungen der Elektronenmikroskopie sprechen schlussendlich sowohl dafür, dass sich die 

mitochondriale Dynamik im Rahmen von milder Hypoxie in Richtung Fusion entwickelt (siehe 

Abbildung 11), als auch, dass eine veränderte Mitochondrienfunktion direkte Auswirkungen auf 

den Progress atherosklerotischer Läsionen hat.  

Die Beurteilbarkeit der Morphologie und der Funktionalität von mitochondrialen Netzwerken, 

allein über die Elektronenmikroskopie bleibt jedoch limitiert. Wie in Kapitel 1.3  beschrieben, bilden 

die Mitochondrien innerhalb der Zelle ein hochdynamisches Netzwerk, dass sich im stetigen 

Wandel befindet, sodass die Elektronenmikroskopie immer nur eine Momentaufnahme dieses 

Prozesses wiedergeben kann. Zudem wird durch die Elektronenmikrokopie stets nur ein 
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zweidimensionales Bild erzeugt, wodurch die tatsächliche Form und Anzahl der Mitochondrien 

innerhalb einer Zelle ebenfalls nicht gänzlich abgebildet werden kann. 

Trotz der methodisch bedingten Limitationen erschienen die Mitochondrien glatter 

Gefäßmuskelzellen insgesamt im Rahmen von Atherosklerose in ihrer Zahl vermindert und in ihrer 

Dynamik verändert zu sein.  

Allerdings sind die Ergebnisse der Elektronenmikroskopie nicht nur durch die Methodik, sondern 

auch durch die geringe Fallzahl in ihrer Aussagekraft eingeschränkt. Hier wäre unbedingt eine 

tiefergehende Untersuchung unter verbesserten methodischen Bedingungen notwendig, um eine 

eindeutigere Aussage auf dieser Ebene treffen zu können. 

5.2. Beurteilung der Methodik 

Aufgrund der Tatsache, dass alle Proben im Rahmen von Herztransplantationen gewonnen 

wurden, stammen sie ausnahmslos von kardial vorerkrankten Patienten. Es ist nicht 

auszuschließen, dass im Rahmen von kardialer Remodellierung bei Kardiomyopathien, die bei den 

meisten Patienten die zur Transplantation führende Grunderkrankung waren (siehe Tabelle 4), 

eventuell auch Veränderungen des Stoffwechsels von glatten Gefäßmuskelzellen hervorgerufen 

werden, die so bei anderen Patienten mit Atherosklerose nicht auftreten würden. Andererseits 

könnte die kardiale Vorbelastung der Patienten auch in nicht-atherosklerotisch veränderten 

Gefäßen zu einer Umstellung des Metabolismus glatter Gefäßmuskelzellen geführt haben und so 

die tatsächlichen Unterschiede zwischen gesundem und krankem Gefäß verfälschen.  

Kritisch ist außerdem zu betrachten, dass in dieser Arbeit teilweise Fall- und Kontrollproben vom 

selben Patienten stammten. Hatte ein Patient beispielsweise eine atherosklerotische Läsion im 

RIVA, aber einen unauffälligen RCX, so wurde die eine Koronararterie der Fall- und die andere der 

Kontrollgruppe zugeführt. Geht man nun davon aus, dass es sich bei der Atherosklerose um eine 

systemische Erkrankung handelt, stellt dies den Einsatz von Kontrollproben aus Patienten, die 

bereits in anderen Gefäßabschnitten atherosklerotische Veränderungen zeigen, in Frage. 

Andererseits wird es in der Altersgruppe, in der sich ein Großteil des Fallgruppenkollektivs 

befindet, kaum Individuen geben, die nicht an gewissen Stellen ihres Gefäßsystems Zeichen 

atherosklerotischer Veränderungen aufweisen.  

Zusätzlich ging der Einteilung in Fall- und Kontrollgruppe eine gründliche Beurteilung der 

jeweiligen Gefäßmorphologie durch die Movat-Färbung voraus, wodurch sichtbare 

atherosklerotische Läsionen in der Kontrollgruppe sicher ausgeschlossen werden konnten.  
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Wir entschieden uns in dieser Studie dazu alle immunhistochemischen Analysen in 

Paraffinschnitten durchzuführen, was zwar im Vergleich zur Kryofixierung eine verminderte 

Antigenität mit sich zieht, die Morphologie des Gefäßes dafür aber besser erhält. In der Tat blieb 

die Morphologie der untersuchten Proben, vor allem in den gesunden Geweben sehr gut bestehen. 

Bei stark atherosklerotischem Gewebe kam es teilweise zur leichten Beeinträchtigung der Struktur 

im Rahmen der Schnittanfertigung. Diese Schäden konnten jedoch durch den Entkalkungsprozess 

vor der Paraffineinbettung und Kühlung der Paraffinblöcke vor dem Schneiden stark minimiert 

werden. Letztendlich konnten in den Paraffinschnitten sehr zufriedenstellende Ergebnisse erzielt 

werden und eine zu geringe Antigenität der untersuchten Proteine stellte nach ausreichend langem 

hitzeinduziertem Antigenretriveal kein Problem dar. 

Lediglich die immunhistochemische Färbung der PFK-B stellte durch die geringe Expression im 

untersuchten Gewebe eine Herausforderung dar, weshalb die Verwendung des entsprechenden 

Antikörpers in einer hohen Konzentration und eine ausreichend lange Entwicklungszeit von ca. 30 

Minuten mit dem Chromogen notwendig waren. 

Generell unterliegt die Auswertung immunhistochemischer Färbungen stets einem gewissen 

subjektiven Einfluss, da beispielsweise das Wegschneiden der Adventita durch manuelles 

Nachvollziehen der Membrana elastica externa erfolgte und auch das passende Niveau für 

Farbintensität und -helligkeit manuell festgelegt werden muss.  

Dies trifft gleichermaßen auf die Auswertung der elektronenmikroskopischen Bilder zu, da alle 

Mitochondrien und Zellen manuell markiert und so ausgemessen wurden. 

Bei allen immunhistochemischen Analysen ist außerdem zu beachten, dass Proben bis 

einschließlich Stadium II der Atherosklerose nach Stary-Klassifikation der Kontrollgruppe 

zugeordnet wurden. Betrachtet man nun die Expressionsmuster nach Aufteilung in die 

Atherosklerosestadien (siehe Abbildung 35a und 35b), fällt auf, dass die Veränderungen in der 

Expression schon in diesen frühen Stadien beginnen. Der tatsächliche Unterschied zwischen 

gesundem Gefäß und starker Atherosklerose könnte dadurch etwas unterschätzt werden. 

Eine weitere Limitation der Immunhistochemie kommt durch die Methode zur Identifizierung von 

glatten Gefäßmuskelzellen zustande. Diese erfolgte über die immunhistologische Färbung von 

aSMA, einem Markerprotein für glatte Gefäßmuskelzellen. Leider ist dieser Marker jedoch nicht 

ausreichend spezifisch, um positive Zellen eindeutig als glatte Gefäßmuskelzellen zu identifizieren, 

da einerseits glatte Gefäßmuskelzellen im Rahmen des phänotypischen Switchs die Expression 

dieses Markers verlieren können und andererseits auch andere Zellen in der Lage sind aSMA zu 

exprimieren.37 Wie in Kapitel 1.2.5 beschrieben, wird davon ausgegangen, dass etwa ein Drittel der 
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aSMA-positiven Zellen nicht von glatten Gefäßmuskelzellen abstammen.4 Diese Zellen werden 

dementsprechend fälschlicher Weise in dieser Studie in die Analysen miteinbezogen.  

Bis zum heutigen Tag gestaltet sich die sichere Differenzierung zwischen glatten 

Gefäßmuskelzellen und anderen aSMA-exprimierenden Zellen in humanem Gewebe äußerst 

schwierig. Steht einem im Tiermodell das mittlerweile relativ verbreitete lineage tracing zu 

Verfügung, ist es beim Menschen deutlich komplizierter glatte Gefäßmuskelzellen eindeutig zu 

erkennen (bspw. Y-tracing nach cross-gender Herztransplantation). Da vor einigen Jahren gezeigt 

werden konnte, dass die Demethylierung von Lysin 4 des Histons H3 (H3K4me2) am MYH11-

Genlokus auch bei humanen glatten Gefäßmuskelzellen zur eindeutigen Identifizierung geeignet 

ist, wäre dies bei Verfügbarkeit qualitativ hochwertiger Antikörper eine mögliche Methode um in 

Zukunft sicherzustellen, dass einerseits keine falschen Zellen und andererseits auch 

dedifferenzierte glatte Gefäßmuskelzellen in derartige Analysen mit einbezogen werden.78  

In dieser Arbeit konnten somit in der Immunhistochemie dedifferenzierte glatte 

Gefäßmuskelzellen, sobald diese ihre Fähigkeit aSMA zu exprimieren verloren haben, nicht mehr 

erfasst werden. Gleichzeitig wurden dadurch mit Sicherheit auch einige Zellen in die Analyse 

miteinbezogen, die eigentlich anderen Ursprungs sind, wie beispielsweise Makrophagen. Diese 

Einschränkungen sollte man sich bei der Interpretation und Bewertung der Ergebnisse 

bewusstmachen. Nichtsdestotrotz bleibt eine Kofärbung mit aSMA zum jetzigen Zeitpunkt die 

beste verfügbare Möglichkeit glatte Gefäßmuskelzellen in humaner Proben zu identifizieren.  

 

Bei der Interpretation aller Ergebnisse sollte man ebenfalls bedenken, dass ausschließlich glatte 

Gefäßmuskelzellen in Koronararterien untersucht wurden. Da diese embryologisch gesehen aus 

anderen Geweben entstammen, als die glatten Gefäßmuskelzellen von Arterien außerhalb des 

Myokards, ist nicht auszuschließen, dass sich glatte Gefäßmuskelzellen je nach embryologischer 

Herkunft im Rahmen von Atherosklerose unterschiedlich verhalten. Tatsächlich besteht sogar die 

Vermutung dass sich die verschiedenen Linien glatter Gefäßmuskelzellen beispielweise bezüglich 

ihrer Reaktion auf proatherogene Stimuli unterscheiden.174 
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5.3. Beurteilung der statistischen Auswertung 

Die Aquirierung von Proben im Rahmen von Herztransplantationen geht durch die geringen 

jährlichen Fallzahlen mit einem erheblichen Zeitaufwand einher, sodass in dieser Studie nur eine 

Fallzahl von n=30 erreicht werden konnte. 

Selbst an einem großen Transplantationszentrum wie dem Deutschen Herzzentrum Berlin, finden 

jährlich nur etwa 30 Transplantationen statt, von denen zudem nicht alle für diese Studie geeignet 

waren, beispielsweise, weil Kinderherzen transplantiert wurden. 

Zweifelsohne ist die Aussagekraft der statistischen Analysen durch die geringe Fallzahl 

eingeschränkt, sie wird jedoch durch die analogen Ergebnisse im Mausmodell gestützt.  

Fehlende Signifikanzen bezüglich der Analyse der ACADM-, COX IV- und LDHA-Expression 

können also gut auf die geringe Fallzahl, aber selbstverständlich auch auf das Fehlen tatsächlich 

signifikanter Unterschiede in den Expressionsmustern zurückzuführen sein.  

Insgesamt muss, bedingt durch die geringen Fallzahlen, das Fehlen, aber auch der Nachweis von 

Signifikanzen in dieser Arbeit vorsichtig interpretiert werden  

Sowohl Fall-, als auch Kontrollgruppe zeigten bezüglich der Atherosklerosestadien nach Stary eine 

heterogene Zusammensetzung, wodurch Proben nahezu jedes Stadiums in dieser Arbeit vertreten 

sind. Aufgrund der geringen Fallzahl konnte jedoch nur eine rein deskriptive Analyse der 

Ergebnisse nach Aufteilung in die Atherosklerose-Stadien erfolgen. Dies könnte in der Zukunft ein 

interessanter Forschungsgegenstand sein, um die metabolische Verschiebungen glatter 

Gefäßmuskelzellen gegebenenfalls auch einem Zeitpunkt in der Entwicklung von 

atherosklerotischen Läsionen zuordnen zu können und so weiter zu charakterisieren.  
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5.4. Zusammenfassung und Ausblick 

Zusammenfassend liefern die erzielten Ergebnisse Anhaltspunkte für eine metabolische 

Verschiebung mit Parallelen zum Warburg-Effekt bei glatten Gefäßmuskelzellen im Rahmen von 

Atherosklerose. Durch die Umgebungsbedingungen in atherosklerotischen Gefäßen und 

atherogene Stimuli scheinen glatte Gefäßmuskelzellen die Energiegewinnung durch Glykolyse 

gegenüber der oxidativen Phosphorylierung bevorzugen. 

Es gibt zwar die Vermutung, dass HIF-1 an der Entstehung dieser Präferenzen beteiligt ist, die 

genauen zellulären Mechanismen, die zur Umstellung des Metabolismus führen, sind jedoch 

unbekannt.  

Zusätzlich zu der schon länger bekannten Fähigkeit glatter Gefäßmuskelzellen ihren Phänotyp je 

nach lokalen Bedingungen im Sinne eines phenotypic switch zu ändern, konnte in dieser Arbeit 

gezeigt werden, wie sie dabei ihren Metabolismus anpassen, was die enorme Versatilität dieser 

Zelllinie unterstreicht. Zieht man in Betracht, dass die Verschiebungen im Metabolismus glatter 

Gefäßmuskelzellen nicht nur eine Begleiterscheinung ihrer Dedifferenzierung, sondern auch eine 

notwendige Voraussetzung für den Übergang in einen proatherogenen Phänotyp sind, stellt der 

Metabolismus glatter Gefäßmuskelzellen einen potentiellen Angriffspunkt für neue 

pharmakologische Therapien der Athersklerose dar. In der Krebsforschung werden Inhibitoren von 

glykolytischen Enzymen bereits seit längerem als potentielle Therapeutika diskutiert, wobei unter 

experimentellen Bedingungen einige Erfolge hinsichtlich Reduktion des Tumorwachstums erzielt 

werden konnten.175 Da die direkte Inhibition glykolytischer Enzyme beziehungsweise die Induktion 

mitochondrialer Enzyme durch ihre systemische Wirkung vermutlich nicht tolerable 

Nebenwirkungen zeigen würden, stellen die in Kapitel 1.8 thematisierten Sirtuine einen 

interessanten Ansatzpunkt dar, um den Stoffwechsel glatter Gefäßmuskelzellen gezielter zu 

beeinflussen.  

 

Dadurch, dass die Veränderungen in den Expressionsmustern schon früh im Entstehungsprozess 

atherosklerotischer Läsion zu beginnen scheinen (siehe Abbildungen 35a und 35b) und mit 

Fortschreiten der Erkrankung ebenfalls eine Aggravation erfahren, ist in Betracht zu ziehen, dass 

die metabolischen Veränderungen maßgeblich am Progress der Atherosklerose beteiligt sein 

könnten. Die Möglichkeit der pharmakologischen Beeinflussung des Metabolismus glatter 

Gefäßmuskelzellen bei Atherosklerose könnte so ein interessantes therapeutisches Konzept der 

Zukunft sein.   
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