
 

Aus dem 

CharitéCentrum für Innere Medizin mit Gastroenterologie und Nephrologie (CC13) 

Medizinische Klinik m.S. Nephrologie und Internistische Intensivmedizin 

Direktor: Prof. Dr. Kai-Uwe Eckardt 

 
 
 
 
 
 
 
 

Habilitationsschrift 
 

Die Bedeutung des vaskulären „Inflammaging“  
für die Pathogenese der medialen arteriellen Kalzifizierung  

 
 

zur Erlangung der Lehrbefähigung 

für das Fach Experimentelle Nephrologie 

 

 

vorgelegt dem Fakultätsrat der Medizinischen Fakultät 

Charité-Universitätsmedizin Berlin 

 

 

von 

 
Dr. rer. nat. Mirjam Tölle-Schuchardt 

 
 
 
 
 
Eingereicht:   September 2022 
 
Dekan:   Prof. Dr. med. Axel R. Pries 
 
1. Gutachter:   Prof. Dr. med. Philip Wenzel 
 
2. Gutachter:   Prof. Dr. med. Florian Limbourg 
 
 



Habilitationsschrift Dr. rer. nat. Mirjam Tölle-Schuchardt  
 

2 

Inhaltsverzeichnis  
 

 

1. Einleitung ........................................................................................................... 4 
1.1 Chronische Nierenerkrankung ............................................................................................... 4 

1.2 MAC als histopathologisches Korrelat der Arteriosklerose .................................................... 5 
1.2.1 Die Kalzium-Phosphat-Homöostase .................................................................................. 7 
1.2.2 Inhibitoren .......................................................................................................................... 9 

1.3 Chronisches „Inflammaging“ als Stimulator der MAC Pathogenese .................................... 11 
1.3.1 Nlrp3 Inflammasom .......................................................................................................... 11 
1.3.2 Zelluläre Seneszenz ........................................................................................................ 12 

1.4 Vaskuläre Progerie und „Inflammaging“ .............................................................................. 14 

1.5 Chronisch-urämisches „Inflammaging“ und urämische vaskuläre Progerie ........................ 15 

1.6 Experimentelle Modelle zur Untersuchung der medialen arteriellen Kalzifizierung ............. 17 

1.7 Zielsetzung der Arbeit .......................................................................................................... 18 

2. Ergebnisse (Eigene Arbeiten) ........................................................................ 19 
I. Einzelzell-basierter Nachweis von Seneszenz- und Kalzifizierungsmarkern ...................... 19 

II. Etablierung eines neuen ex vivo Perfusionsmodells von Nagetierarterien .......................... 32 

III. Untersuchung des Einflusses von reaktivem Sauerstoffstress auf die Genese der MAC in       
einem in vitro Modell ......................................................................................................................... 40 

IV. Untersuchung des Einflusses von reaktivem Sauerstoffstress auf die Genese der MAC in 
einem in vivo Modell .......................................................................................................................... 49 

V. Untersuchung der Bedeutung des Stressor-induzierten „Inflammaging“, ausgelöst über die 
Aktivierung des Nlrp3 Inflammasoms, auf die Genese der MAC ...................................................... 64 

3. Diskussion ....................................................................................................... 78 
3.1 Modelle zur Untersuchung des vaskulären „Inflammaging“ und der MAC .......................... 78 

3.2 MAC als Folge einer Stressor-induzierten zellulären OBP-Transformation......................... 81 
3.2.1 Chronisches „Inflammaging“: Nlrp3 Inflammasom, ROS und DNA-Schäden ................. 82 
3.2.2 Chronische Niereninsuffizienz als Krankheitsbild der vaskulären Progerie .................... 85 

3.3 Potenzielle Therapiekonzepte der vaskulären Progerie mit Bezug zur Urämie .................. 86 
3.3.1 Therapeutische Konzepte im Rahmen der Kalzifizierung................................................ 86 
3.3.2 Therapeutische Konzepte im Rahmen des chronischen „Inflammaging“ ........................ 87 
3.3.3 Therapeutische Konzepte im Rahmen der zellulären Seneszenz ................................... 88 

3.4 Schlussfolgerung .................................................................................................................. 89 

3.5 Ausblick ................................................................................................................................ 90 

4. Zusammenfassung .......................................................................................... 91 

5. Summary .......................................................................................................... 92 

6. Literaturangaben ............................................................................................. 93 

Danksagung ............................................................................................................ 99 

Erklärung ............................................................................................................... 100 
 
 
  



Habilitationsschrift Dr. rer. nat. Mirjam Tölle-Schuchardt  
 

3 

Abkürzungen 
 
ABT263   Navitoclax 
Akt   Proteinkinase B 
Alp   alkalische Phosphatase 
Asc   “apoptosis-associated speck-like protein” 
ATM   “ataxia teleangiectasia mutated” 
ATP   Adenosintriphosphat 
Bcl-2   “B-cell lymphoma 2” 
Bmp-2   “bone morphogenetic protein 2” 
CANTOS  “canacinumab anti-inflammatory thrombosis outcome study“ 
CKD   “chronic kidney disease” 
Crp   C-reaktives Protein 
CVD   “cardiovascular disease” 
DAMP   “damage-associated molecular pattern” 
DDR   „DNA damage response pathways“ 
DNA   Desoxyribonukleinsäure 
eNPP   Ectonucleotid-Pyrophosphatase/Phosphodiesterase 
ESRD   „end-stage renal disease“ 
EZM   extrazelluläre Matrix 
Fgf-23   „fibroblast growth factor 23“ 
GFR   glomeruläre Filtrationsrate 
Gsdmd   Gasdermin D 
HAP   Hydroxyapatit 
HGPS   Hutchinson Gilford Progerie Syndrom 
HPM   Hochphosphat-Medium 
IIA   isoliert-inkubierte Arterie 
Il   Interleukin 
IPA   isoliert-perfundierte Arterie 
JUPITER  „justification for the use of statins in prevention: an international trial  

evaluating rosuvastatin“ 
LDL   „low density lipoprotein“ 
MAC   “medial arterial calcification” 
MBD   “mineral bone disease” 
Mgp   Matrix-Gla-Protein 
Mmp   Matrix-Metalloproteinase 
mRNA   „messenger“ Ribonukleinsäure 
mTOR   „mammalian target of rapamycin“ 
NFκB   “nuclear factor kappa-light chain enhancer of activated B cell” 
Nlrp   NOD-, LRR- and pyrin domain-containing protein  
OBP   Osteoblasten-ähnlicher Phänotyp 
Opg   Osteopontin 
Ocn   Osteocalcin 
Opn   Osteopontin 
ROS   „reactive oxygen species“ 
PPi   Pyrophosphat 
PRR   „pattern-recognition receptor” 
Ptx3   Pentraxin 3 
Runx2/Cbfa1  “runt-related transcription-factor 2 / core-binding factor alpha” 
Saa   Serum Amyloid A 
SA-β-Gal  Seneszenz-assoziierte Beta-Galaktosidase 
SASP   “senescence associated secretory phenotype” 
Sm22⍺   “smooth muscle protein 22 alpha” 
SNF472   Myo-Inositol-Hexaphosphat 
Tlr   “toll-like receptor” 
Tnf   Tumornekrosefaktor 
VSMC   “vascular smooth muscle cell”  
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1. Einleitung 
Herz-Kreislauf-Erkrankungen („cardiovascular disease“, CVD) stellen weltweit die führende 

Todesursache, verbunden mit erheblichen Gesundheitskosten, dar.1 Die absolute Zahl 

prävalenter CVD Fälle hat sich zwischen 1990 und 2019 von 271 auf 523 Millionen fast 

verdoppelt. Ebenso stieg die Anzahl der CVD-assoziierten Todesfälle im gleichen Zeitraum 

von 12,1 auf 18,6 Millionen an, wobei 50% dieser Todesfälle durch eine ischämische 

Kardiomyopathie bedingt sind, ca. 18% durch ischämische zerebrale Insulte und ca. 16% 

durch intrazerebrale Blutungen. Adjustiert nach Alter ist sowohl die Anzahl prävalenter CVD 

Fälle als auch die CVD-assoziierte Mortalität gesunken. Die zunehmende Alterung der 

Bevölkerung scheint somit ursächlich für den absoluten Anstieg der nicht-adjustierten Zahlen 

zu sein,2 womit alterungsbedingte vaskuläre Veränderungen in den Fokus rücken.  

Die Atherosklerose und die Arteriosklerose stellen die wichtigsten Entitäten systemischer 

Vaskulopathien dar. Die Atherosklerose ist gekennzeichnet durch eine Lipidakkumulation und 

Plaquebildung in der tunica intima der Gefäßwand, die mit einer chronischen Inflammation und 

einer Infiltration inflammatorischer Zellen einhergeht. Die Plaques können sekundär 

kalzifizieren. Bei der Arteriosklerose handelt es sich um eine Versteifung der Arterienwand 

infolge einer primären Kalzifizierung der tunica media („medial arterial calcification“, MAC). 

Auch wenn sich die jeweilige Pathophysiologie beider Vaskulopathien unterscheidet, gibt es 

gemeinsame Risikofaktoren und Signalwege, so dass beide Entitäten in einem Patienten 

vorliegen und sich gegenseitig beeinflussen können. Die chronische Nierenkrankheit („chronic 

kidney disease“, CKD) stellt für beide Entitäten einen bedeutenden Risikofaktor dar.  

 
1.1 Chronische Nierenerkrankung 

Von einer CKD sind aktuell ca. 700 Millionen Menschen betroffen, was einer geschätzten 

weltweiten Prävalenz von ca. 9% entspricht.2 Von allen Todesursachen zeigt die CKD den 

stärksten Anstieg der Prävalenz, mit ca. 40% im Vergleich zu 1990.3 Im Gegensatz zur CVD 

nahm nicht nur die Gesamtprävalenz, sondern auch die altersadjustierte Prävalenz zu.  

Die Nieren sind Hochleistungsorgane. Bei einem Gewicht, das ca. 4‰ des Körpergewichtes 

entspricht, verbrauchen sie ~10% des Energiebedarfs des Körpers. Hierfür ist eine 

Durchblutungsrate von ~20% des Herzzeitvolumens, entsprechend ca. 1.800 Litern pro Tag, 

notwendig.4 Mit einer glomerulären Filtrationsrate (GFR) von ~125 ml/min liegt das tägliche 

Filtrationsvolumen bei ~180 Litern, wodurch eine große Menge an Stoffwechselendprodukten 

aus dem Blut eliminiert wird.4 Nimmt die GFR ab, akkumulieren diese 

Stoffwechselendprodukte im Blut. Solche ohne bekannte biologische Funktion werden als 

urämische Retentionsprodukte und solche mit bekannter biologischer Funktion als 

Urämietoxine bezeichnet.4 Deren Retention führt zur Ausbildung des klinischen Syndroms der 

Urämie, das bereits Ende des 18. Jahrhunderts beschrieben wurde und dessen Name mit 
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„Urin im Blut“ übersetzt werden kann.5 Die Urämie ist ein chronisches Krankheitsbild das 

geprägt ist durch die schädigende Wirkung von mehr als 150 meist pro-inflammatorischer 

Urämietoxine. Die Plasma-Konzentration von Urämietoxinen eines Dialysepatienten kann die 

nierengesunder Menschen um das mehr als 200-fache übersteigen.6 Bedeutender als die 

Plasma-Konzentration eines einzelnen Urämietoxins ist jedoch das Ausmaß der gesamten 

Urämietoxin-Last, die von der verbleibenden GFR abhängt.7,8 Patienten mit dialysepflichtiger 

Nierenerkrankung im Endstadium („end-stage renal disease“, ESRD) weisen die höchste 

Urämietoxin-Last und damit das volle Ausmaß der Urämie auf. Die Gesamtmortalität von 

ESRD Patienten ist im Vergleich zur Allgemeinbevölkerung bis zu 36-fach erhöht, so dass ein 

20-jähriger Dialysepatient bis zu 40 Lebensjahre verliert.7,9,10 Zu bedenken ist, dass viele CKD 

Patienten aufgrund der ausgeprägten CVD-Mortalität das Stadium der Dialyse gar nicht 

erreichen. Ursache hierfür ist die urämische arterielle Vaskulopathie, deren Pathogenese 

komplex, multifaktoriell und unzureichend verstanden ist.11 Aktuelle Therapieoptionen 

orientieren sich an denen nierengesunder Menschen und zielen auf die Behandlung 

klassischer kardiovaskulärer Risikofaktoren, z.B. Senkung von erhöhten Cholesterinwerten, 

ab. Studien zeigen jedoch, dass diese Behandlung bei CKD Patienten nicht in gleicherweise 

protektiv wirkt.12 Die Erklärung hierfür scheint der urämische Phänotyp zu sein, der geprägt ist 

von einer chronisch-sterilen Inflammation und einer Vielzahl pro-inflammatorischer 

Urämietoxine. Hierdurch werden zahlreiche physiologische Prozesse nachhaltig beeinflusst 

und damit die Wirksamkeit pharmakologischer Interventionen abgeschwächt. Speziell auf 

diese schädigende Wirkung von Urämietoxinen ausgerichtete Therapieoptionen existieren 

aktuell außerhalb der Dialysetherapie und der Transplantation nicht. Das therapeutische 

Konzept der Dialyse ist die Elimination der Urämietoxine, um dadurch die urämische 

Dyshomöostase positiv zu beeinflussen. In den letzten 50 Jahren konnte trotz zahlreicher 

technischer Optimierungen das Überleben von Dialysepatienten nicht verbessert werden.10 

Ursächlich ist zum einen die begrenzte Behandlungszeit von i.d.R. 12 Stunden pro Woche im 

Vergleich zur kontinuierlichen Entgiftungszeit der Nieren von 168 Stunden pro Woche und zum 

anderen die deutlich nachlassende therapeutische Effektivität bei der Elimination von 

mittelmolekularen und proteingebundenen Urämietoxinen.10 Hierdurch kann die urämische 

Dyshomöostase lediglich auf dem Niveau eines sehr weit fortgeschrittenen CKD Stadiums mit 

weiterhin deutlich erhöhter Urämietoxin-Last stabilisiert werden. Daher ist das Ausmaß der 

MAC bei dialysepflichtigen Patienten am größten. 

 

1.2 MAC als histopathologisches Korrelat der Arteriosklerose 
Durch Rudolph Virchow wurde 1856 der Begriff der „Arteriosklerose“ geprägt, wobei die MAC 

dessen pathologisches Korrelat darstellt.13,14 Anfänglich wurde diese als altersabhängige und 

vor allem passive, degenerative Ablagerung von Hydroxyapatit (HAP), insbesondere im 
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Bereich der tunica media der Arteriae elastotypicae, betrachtet.15 Die Folge ist eine Versteifung 

elastischer Gefäße mit hämodynamischen Veränderungen, v.a. eine Zunahme der 

Pulswellengeschwindigkeit, verbunden mit einer erhöhten kardiovaskulären Morbidität und 

Mortalität (Abb. 1).  

 
Abbildung 1. Mediale arterielle Kalzifizierung 
Die mediale arterielle Kalzifizierung geht einher mit hämodynamischen Veränderungen der Gefäße, wie u.a. 
Zunahme der Pulswellengeschwindigkeit, die sich im Alter, aber auch durch Komorbiditäten wie u.a. einer 
chronischen Niereninsuffizienz (CKD) manifestiert. Dies resultiert in einem drastischen Anstieg (Pfeile) der 
kardiovaskulären Ereignisse in CKD Patienten, aber auch einer altersabhängigen Zunahme. Die Verkalkung der 
Gefäßwand kann u.a. mittels Computertomographie visualisiert werden. Dargestellt ist jeweils eine 3D 
Rekonstruktion der Aorta eines exemplarischen CKD Patienten, eines alternsgleichen nierengesunden Probanden, 
sowie von einem älteren Patienten mit alternsnormaler glomerulären Filtrationsrate (GFR). 
Der Verlauf der Pulswelle ist schematisch dargestellt. Die medizinisch schematischen Abbildungen sind mit dem „Servier Medical Art“ System 
erstellt.” CVD: „cardiovascular disease“,      Myokardinfarkt,       ischämische cerebrale Insulte,      Vaskulopathien 
 

Die glatte Gefäßmuskelzelle („vascular smooth muscle cell“, VSMC) stellt eine Schlüsselzelle 

für die Pathogenese der MAC dar.16 Unter physiologischen Bedingungen besitzt diese einen 

kontraktilen Phänotyp und exprimiert typische Markerproteine (u.a. „smooth muscle alpha 

actin“, „smooth muscle 22-alpha“ (Sm22α)). Aufgrund einer phänotypischen Plastizität können 

VSMC ihren zellulären Phänotyp als Reaktion auf Veränderungen des Milieus verändern.17 Im 

Prozess der vaskulären Kalzifizierung verlieren die VSMC ihren kontraktilen Phänotyp und 

nehmen einen osteoblastären Phänotyp (OBP) ein, der charakterisiert ist durch eine 

verminderte Expression von VSMC- und eine erhöhte Expression von Osteoblasten-Markern. 

Zu den Osteoblasten-Markern gehören u.a. „runt-related transcription-factor 2/core-binding 

factor alpha 1“ (Runx2/Cbfa1), „bone morphogenetic protein 2“ (Bmp-2), Osteopontin (Opn), 

Osteocalcin (Ocn) und alkalische Phosphatase (Alp).16,18 Induktoren dieser Phänotyp-

Transformation sind u.a. reaktive Sauerstoffspezies („reactive oxygen species“, ROS) und eine 

chronische Inflammation.18-21 Diese Phänotyptransformation tritt während der Gefäßalterung 

auf und wird als „Inflammaging“ bezeichnet. Die MAC Pathogenese wird neben dem Alter, u.a. 



Habilitationsschrift Dr. rer. nat. Mirjam Tölle-Schuchardt  
 

7 

auch von dem Verhältnis zwischen Mediatoren und Inhibitoren, sowie der Kalzium-Phosphat 

Homöostase beeinflusst (Abb. 2).  

 
Abbildung 2. Einflussfaktoren der medialen arteriellen Kalzifizierung 
Eine Vielzahl von Faktoren und deren Dysbalance beeinflussen die Gefäßkalzifizierung. Nähere Informationen sind 
dem Text zu entnehmen. Aorta: Visualisierung der Kalzifizierung in einer thorakalen Aorta der Ratte mittels 
OsteoSense.22 
DAMP: „damage-associated molecular pattern“, HPT: Hyperparathyreoidismus 

 

1.2.1 Die Kalzium-Phosphat-Homöostase 

Molekulares Korrelat der MAC ist HAP, ein unter physiologischen Bedingungen unlösliches 

Kristall, bestehend aus Kalzium und Phosphat. Dessen Entstehung ist abhängig von der 

Kalzium-Phosphat-Homöostase und von Milieubedingungen. Bereits unter physiologischen 

Bedingungen liegen die Kalzium- und Phosphatkonzentrationen an der thermodynamischen 

Löslichkeitsgrenze, so dass deren Plasmakonzentrationen eng reguliert sind und Inhibitoren 

die Kristallisation verhindern. Nachdem die initiale Hypothese der MAC Entstehung von einer 

passiven Ausfällung von HAP bei erhöhtem Kalzium-Phosphat-Produkt ausging, zeigten 

weitere Untersuchungen, dass Kalzium und Phosphat eine aktive Rolle in der MAC 

Pathogenese einnehmen.15 Eine Hyperphosphatämie verstärkt bereits unabhängig vom 

Vorliegen einer CKD die kardiovaskuläre Mortalität und die koronare Kalzifizierung durch 

Aktivierung prokalzifizierender Signaltransduktionswege und die Initiierung einer OBP-

Transformation der VSMC.23 Erhöhte Kalzium- und Phosphatkonzentrationen bewirken 

darüber hinaus eine vermehrte Sekretion von Matrixvesikeln und eine verstärkte Apoptose und 

Nekrose von VSMC mit Bildung apoptotischer Körperchen.24,25 Matrixvesikel bestehen aus 

Kalzium, Kalziumphosphat, freier Desoxyribonucleinsäure (DNA), Chelatoren und Inhibitoren 

der Kalzifizierung und können abhängig vom Mikromilieu als Nidus für die Kalzifizierung dienen 

oder eine Phänotyp-Transformation von VSMC in einen OBP bewirken.24,26 Die Kalzium-

Phosphat-Homöostase beeinflusst außerdem die Expression von Inhibitoren der vaskulären 

Kalzifizierung und die Autophagie bei funktionellen Störungen wichtiger Organellen, u.a. der 

Mitochondrien.27,28 Kalziotrope Hormone wie Calcitriol oder Parathormon (Pth) regulieren die 
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Kalzium-Phosphat-Homöostase und beeinflussen die vaskuläre Kalzifizierung sowie den 

Knochenstoffwechsel. Die Bedeutung von Calcitriol in der Pathogenese der MAC ist bislang 

unvollständig verstanden. Sowohl eine Hypo- als auch eine Hypervitaminose D sind mit einer 

vermehrten vaskulären Kalzifizierung verbunden.29  

Viele experimentelle Modelle bedienen sich einer erhöhten Zufuhr von Kalzium und Phosphat 

als Induktor der MAC.30 Da diese Ionen eine Dyshomöostase induzieren, müssen neben 

thermodynamischen Bedingungen viele aktive, pleiotrope Effekte auf die VSMC bedacht 

werden.15 Die Induktion einer Hypervitaminose D wird häufig in in vivo Modellen zur Induktion 

der vaskulären Kalzifizierung verwendet. Eine dreitägige Applikation von 500.000 IU/kg/d 

Vitamin D3  bewirkt in Mäusen eine schwere aortale MAC bereits nach 7 Tagen.31 Die Vitamin 

D Applikation geht einher mit einer erhöhten Kalzium- und Phosphatkonzentration im Serum 

und Calcitriol bewirkt außerdem direkte dosisabhängige Vitamin-D-Rezeptor abhängige 

Effekte in der Kalzifizierung.32 Der in in vitro Untersuchungen vermutete direkte Einfluss von 

Vitamin D auf die MAC ist in vivo nicht unabhängig von der begleitenden Hyperkalziämie und 

Hyperphosphatämie zu untersuchen, so dass keine tierexperimentellen Daten vorliegen. 

Neben dem Einfluss der Hypervitaminose D scheint auch eine Hypovitaminose D einen 

Einfluss auf die Induktion der MAC zu haben. Die inadäquate Substitution einer bestehenden 

Hypovitaminose D war in Wildtyp und „low density lipoprotein“ (LDL)-Rezeptor knockout 

Mäusen verbunden mit einer erhöhten MAC.33,34 Vitamin D scheint hier insbesondere eine 

direkte Rolle für die Inflammations-assoziierte vaskuläre Kalzifizierung zu spielen. Eine 

inadäquate Vitamin D Substitution geht einher mit einer erhöhten Tumornekrosefaktor (Tnf)-α 

Expression und ist assoziiert mit einer erhöhten Expression osteogener Markerproteine in 

LDL-Rezeptor knockout Mäusen.33,34 Vergleichbare Befunde zeigten in vitro Untersuchungen 

an VSMC, in denen aktives Vitamin D die Phosphat- und Tnf-α-induzierte Kalzifizierung 

vermindert.35 In einem urämischen Rattenmodell bildet sich eine aortale MAC unter niedrigen 

Kalzium- und Vitamin D-Konzentration bei begleitend hoher Pth- und Phosphat-Konzentration 

aus.36 Pth ist über zahlreiche direkte und indirekte Effekte ebenfalls in die Regulation der 

Kalzium-Phosphat-Homöostase, dem Knochenstoffwechsel und der vaskulären Kalzifizierung 

eingebunden.37 Eine normale Pth Konzentration inhibiert und eine hohe Pth Konzentration, 

z.B. beim sekundären Hyperparathyreoidismus, stimuliert die vaskuläre Kalzifizierung und die 

Expression osteogener Markerproteine.37 Nach Ausschaltung des Pth-1 Rezeptors zeigt sich 

eine signifikant reduzierte pro-kalzifizierende Pth Wirkung, so dass ein direkter Rezeptor-

abhängiger Effekt vorzuliegen scheint.38 Unter CKD Bedingungen stellt eine zu niedrige Pth 

Konzentration im Zusammenhang mit der Ausbildung eines adynamen Knochenstoffwechsels 

einen eigenständigen Risikofaktor für die Ausbildung einer vaskulären Kalzifizierung dar und 

ist mit einem hohen kardiovaskulären Risiko verbunden.39 Der adyname Knochenstoffwechsel 

ist charakterisiert durch einen niedrigen Knochenumbau, ein niedriges Knochenvolumen, eine 
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normale Mineralisierung mit deutlich reduzierter Zellularität und minimaler bis fehlender 

Fibrose.39 Der adyname Knochenstoffwechsel stellt bisweilen die häufigste Form der renalen 

Osteodystrophie dar.39 Er wird ausgelöst durch eine zu starke Suppression der Pth Sekretion, 

begleitet von einer individuellen und multifaktoriellen Pth Resistenz des Knochens unter 

urämischen Bedingungen.39 

Die Ablagerung von HAP kann selbst nachhaltige Auswirkungen auf die weitere Kalzifizierung 

haben, beispielsweise durch den Effekt auf die Dysorganisation elastischer Fasern in der 

tunica media der Gefäßwand.15 Elastinfragmente der extrazellulären Matrix (EZM), die durch 

Matrix-Metalloproteasen (Mmp) gebildet werden, können dabei einen Nidus zur Kalzifizierung 

darstellen und auf parakrinem Weg das Expressionsprofil benachbarter Zellen beeinflussen.40  

 

1.2.2 Inhibitoren 

Aufgrund physiologisch hoher Kalzium- und Phosphatkonzentrationen bedarf es potenter 

endogener Inhibitoren, um die extra-ossäre Bildung stabiler HAP zu verhindern.15 Das aus der 

Leber sezernierte Fetuin-A, das von VSMC stammende, gewebsständige Matrix Gla Protein 

(Mgp), „fibroblast growth factor-23“ (Fgf-23)/Klotho,  Pyrophosphat (PPi), Osteoprotegerin 

(Opg) und Magnesium haben eine inhibierende Wirkung auf die Pathogenese der MAC.41-44 

Zwischen einem Inhibitor-Mangel und dem Ausmaß der MAC besteht eine klinische 

Assoziation.41,42  

Fgf-23 ist ein aus dem Knochen freigesetztes Hormon. Die Sekretion wird über Kalzium, 

Vitamin D und Pth reguliert.45,46 FGF-23 vermindert die Expression der Natrium-Phosphat-

Cotransporter im proximalem Tubulus und induziert dadurch eine Phosphaturie.45 Außerdem 

inhibiert Fgf-23 die 1α-Hydroxylase und stimuliert die 24-Hydroxylase, so dass die Produktion 

von Calcitriol reduziert wird und anstelle dessen 24,25-Dihydroxyvitamin D entsteht, was in 

einer weiteren Reduktion der Phosphatkonzentration resultiert.47 In Bezug auf die direkten 

Auswirkungen von Fgf-23 auf die MAC Induktion bestehen kontroverse Ansichten. 

Unterschiedliche Arbeiten zeigten keinen direkten prokalzifizierenden Effekt von Fgf-23 in 

VSMC oder Aortenringen.48,49 In anderen Studien zeigte sich eine potentiell protektive Wirkung 

von Fgf-23 auf die Kalzifizierung in VSMC, die zum Teil abhängig von α-Klotho waren.50 Auf 

der anderen Seite zeigte sich in VSMC die Klotho überexprimierten, eine durch Fgf-23 

induzierte gesteigerte Kalzifizierung.46 

Klotho ist ein Typ I Transmembranprotein, das als Co-Rezeptor mit dem Fgf-Rezeptor 1 

assoziiert und so die Bindung von Fgf-23 ermöglicht.51 Klotho wird insbesondere in der Niere, 

aber auch in Plazenta, Prostata, Lunge, Milz und Nebenschilddrüse exprimiert.51,52 Unter dem 

Einfluss von Klotho wird die renale Rückresorption von Phosphat vermindert, die 

Rückresorption von Kalzium erhöht und die Aktivierung von 25-Hydroxy-Vitamin D3 über die 

Hemmung der 1α-Hydroxylase gehemmt.53 Klotho knockout Mäuse zeigen eine verminderte 
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Lebensspanne, Hyperphosphatämie sowie Hypervitaminose D, und eine damit assoziierte 

vorzeitige MAC und Osteopenie.53 Es existieren 2 Formen von α-Klotho, eine 

membrangebundene Form und eine lösliche Form, die durch das Ablösen der extrazellulären 

Domäne aus der membrangebundenen Form gebildet wird. α-Klotho entfaltet eine endokrine 

Hormonwirkung auf unterschiedliche Transportersysteme.52,53 Alle aktuell publizierten 

Arbeiten deuten auf einen protektiven Effekt von α-Klotho in Bezug auf die vaskuläre 

Kalzifizierung hin.54-56 Die teilweise konträren Ergebnisse in Bezug auf die vaskuläre 

Kalzifizierung zwischen Fgf-23 und α-Klotho können mit einer fehlenden Expression des 

membrangebundenen α-Klotho in vaskulären Zellen erklärt werden.57 

Fetuin-A ist ein Glykoprotein, das aus der Leber und dem Fettgewebe freigesetzt wird und 

unter CKD und ESRD Bedingungen wesentlich zur Vermeidung der vaskulären Kalzifizierung 

über die Bildung von Calciprotein-Partikeln (CPP) beiträgt.44 In ESRD Patienten ist eine 

niedrige Fetuin-A Plasmakonzentration mit einer erhöhten Mortalität assoziiert.58  

Mgp gehört zur Familie der Vitamin K2 abhängigen Proteine mit Gla-Domäne.59 Mgp beinhaltet 

Glutamat, das posttranslational von der γ-Glutamylcarboxylase carboxyliert wird. Dieser 

Vorgang ist Vitamin K-abhängig.59 Über die Bindung von Kalzium mit hoher Affinität über die 

Gla-Domäne, wirkt Mgp als potenter Inhibitor der vaskulären Kalzifizierung.59 

PPi ist ein endogener Inhibitor, der die Präzipitation von Kalzium und Phosphat sowohl in vitro 

als auch in vivo vermindert.15,60,61 PPi wird durch die Ectonucleotid-

Pyrophosphatase/Phosphodiesterase (eNPP) 1 und 3 durch Hydrolyse von extrazellulärem 

Adenosintriphosphat (ATP) gebildet. In der extrazellulären Flüssigkeit wird PPi durch die Alp 

zu anorganischem Phosphat degradiert.61 Mutationen die in einem Funktionsverlust von eNPP 

resultieren, führen zu einer signifikanten vaskulären Kalzifizierung.15  

Opg ist ein Zytokin-Rezeptor und gehört zur Tnf-Rezeptor-Superfamilie. Opg wirkt als Decoy-

Rezeptor für „receptor activator of nuclear factor kappa B ligand“.62 Hierdurch kommt es zu 

einer Hemmung von „nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells (NFκB) 

und damit zu einer Verminderung der Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine, was 

hemmend auf die vaskuläre Kalzifizierung wirkt.62 

Minerale, wie z.B. Magnesium, modulieren die Phosphat-induzierte Kalzifizierung, indem sie 

das Gleichgewicht von Stimulatoren und Inhibitoren beeinflussen.15,63,64 Über die Erhöhung der 

Aktivität des Magnesium Transporters „transient receptor potential melastatin 7“ und einen 

erhöhten intrazellulären Magnesiuminflux wird beispielsweise die Expression von Inhibitoren, 

wie Bmp-7, Opn und Mgp, erhöht.65 Als Antagonist von Kalzium-Kanälen verhindert 

Magnesium den intrazellulären Influx von Kalzium.65  

CKD Patienten entwickeln bereits in frühen Stadien der Niereninsuffizienz relevante 

Veränderungen des Knochen- und Mineralstoffwechsels, die als „CKD–mineral bone disease“ 

(CKD-MBD) bezeichnet werden. Die CKD-MBD geht einher mit einer erhöhten Frakturrate des 
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Knochens und ausgeprägten vaskulären und extra-vaskulären Verkalkungen, die in einer 

hohen kardiovaskulären Morbidität und Mortalität resultieren.66 Zu den wichtigsten 

Veränderungen zählt eine erhöhte Plasmakonzentration von Pth, Fgf-23 und anorganischem 

Phosphat, bei gleichzeitig verminderter Konzentration von 1,25-Dihydroxyvitamin D3, Kalzium 

und Klotho.66 Durch eine verminderte Phosphaturie entsteht eine Hyperphosphatämie.66 Durch 

die Beeinflussung der Kalzium-Phosphat-Homöostase bestehen viele indirekte Wirkungen auf 

die Pathogenese der MAC.  

 
1.3 Chronisches „Inflammaging“ als Stimulator der MAC Pathogenese 

Ein zunehmend in den Fokus rückender Induktor der MAC ist die chronische Inflammation, die 

bereits in zunehmendem chronologischen Alter als „Inflammaging“ auftritt und maßgeblich an 

assoziierten Pathologien wie CKD oder CVD beteiligt ist.67,68 Das „Inflammaging“ beschreibt 

den Prozess einer verstärkten Freisetzung pro-inflammatorischer Mediatoren mit Induktion 

einer sterilen chronischen Inflammation.15,69,70 Diese ist gekennzeichnet durch die Sekretion 

von v.a. NFκB-assoziierten pro-inflammatorischen Interleukinen (Il) der Il-1 Familie als Folge 

einer Aktivierung von Mechanismen der Mustererkennung des angeborenen 

Immunsystems.69,70 Das Immunsystem hat evolutionär konservierte Abwehrmechanismen 

entwickelt, um den Organismus vor Einflüssen potentiell schädigender exogener und 

endogener Moleküle zu schützen.71 Eine chronische Aktivierung dieser Schutzmechanismen 

führt zur Maladaption.71 Die Mustererkennung des angeborenen Immunsystem erfolgt über 

unterschiedliche transmembranöse und intrazelluläre Mustererkennungsrezeptoren („pattern 

recognition receptors“, PRR). PRR sind evolutionär von Insekten bis zu Wirbeltieren 

konserviert.72 Sie erkennen sowohl potenziell schädliche exogene Moleküle beispielsweise 

von Pathogenen, die als „pathogen associated molecular pattern“ bezeichnet werden, als auch 

potenziell schädliche endogene Moleküle, zu denen v.a. die von sterbenden Zellen 

freigesetzten „damage associated molecular pattern“ (DAMP) gehören. Hyperaktive Zellen 

sezernieren weitere endogene Moleküle, sogenannte Alarmine. Zu den PRR zählen z.B. Toll-

like-Rezeptoren (Tlr), die entweder transmembranös (u.a. Tlr2/4) oder zytoplasmatisch (u.a. 

Tlr9) lokalisiert sind, zytoplasmatische Inflammasomen als Multiprotein-Signalkomplexe (u.a. 

„NOD-, LRR- and pyrin domain-containing protein“ (Nlrp)1, Nlrp3) oder DNA-Detektoren.72  

Komponenten der Mustererkennung werden in vaskulären Zellen, wie u.a. in VSMC, 

exprimiert.73,74 Deren Aktivierung induziert eine transkriptionelle pro-inflammatorische 

Reprogrammierung, durch die eine chronisch-sterile Inflammation induziert wird.75 Diese ist in 

akuten Situationen zeitlich begrenzt nützlich, eine Chronifizierung ist aber schädlich.72  

 

1.3.1 Nlrp3 Inflammasom 

Über die Aktivierung von Nlrp Inflammasomen wird v.a. die Sekretion von Zytokinen der Il-1 

Familie induziert, deren Expression und Aktivierung aufgrund der starken pro-
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inflammatorischen Potenz über einen mehrstufigen Prozess reguliert ist. Im kanonischen 

Signalweg spaltet Caspase-1 Il-1β und Il-18 aus ihren inaktiven Pro-Peptiden.76 Im nicht-

kanonischen Signalweg wird Il-1α freigesetzt über die Spaltung durch Caspase-4/5/11.76 Das 

im vaskulären System hauptsächlich exprimierte Nlrp3 Inflammasom gehört zu den 

kanonischen Inflammasomen und wird insbesondere durch ROS aktiviert.76,77 Der mehrstufige 

Aktivierungsprozess wird über ein Initialisierungs- und ein Aktivierungssignal, z.B. Tlr 

Aktivierung und ROS Produktion, streng kontrolliert.77 Die Sezernierung der Zytokine erfolgt 

über Membranporen, die durch Gasdermin D (Gsdmd) gebildet werden.78 Die Menge an 

membranständigem, über Caspase 1 prozessiertem, Gsdmd ist entscheidend für das 

Zellschicksal.78 Die stärkste Antwort auf eine DAMP/Alarmin Stimulation mündet in der 

zellulären Pyroptose, der lytischen Form des programmierten Zelltodes.76 Ist die Gsdmd 

Menge unterhalb der Pyroptoseschwelle, nimmt die Zelle einen hyperaktiven Zustand an, der 

über die Caspase 1 Aktivität, die assoziierte Il-1 Zytokinmenge, sowie die Größe und Art der 

Inflammasomen determiniert wird.76 Im Gegensatz zu myeloischen Zellen exprimieren VSMC 

kleine Inflammasomen mit geringer, langsam einsetzender, aber langanhaltender Aktivität mit 

kontinuierlicher Freisetzung niedrigkonzentrierter Il-1 Zytokine.77,79 Hierdurch wird v.a. eine 

zelluläre Hyperaktivität und chronisch-sterile Inflammation induziert, die sich im Verlauf 

unabhängig vom initialen Auslöser selbst unterhalten kann.77,79 Die Zellen behalten dabei ihre 

volle Viabilität und inkludieren Il-1 Zytokine in das Repertoire ihres pro-inflammatorischen 

Sekretoms.75 Il-1α/β wirken stark pro-inflammatorisch über die Aktivierung unterschiedlicher 

homomerer und heteromerer Rezeptoren, wodurch viele synergistische Wirkungen vermittelt 

werden.75 Il-1α ist ein v.a. aus sterbenden Zellen freigesetztes DAMP, dass die frühe Phase 

einer sterilen Inflammation einleitet, während Il-1β v.a. als Alarmin von Inflammasomen 

gebildet wird und die chronisch-sterile Inflammation aufrecht erhält.75 Il-1β induziert die 

Expression weiterer pro-inflammatorischer Zytokine, insbesondere Il-6, und kann durch einen 

positiven Feedback-Mechanismus auch die eigene Expression steigern.80 Damit werden Il-1 

Zytokine unabhängig vom initialen Auslöser u.a. über Rekrutierung von Entzündungszellen 

oder Aktivierung von Mmp, wichtiger und autarker Teil der jeweiligen Pathogenese.80  Parallel 

steigt in alternden Geweben die Anzahl seneszenter Zellen, die sowohl Folge als auch 

Auslöser des chronischen „Inflammaging“ sind.67  

 

1.3.2 Zelluläre Seneszenz 

Den Begriff der zellulären Seneszenz beschrieb der Gerontologe Leonard Hayflick erstmals in 

den 1960er Jahren.81 Er entdeckte in Untersuchungen an humanen Fibroblasten, dass 

eukaryote Zellen eine endliche Anzahl an Zellteilungen durchführen können, dann in einen 

Zellzyklusstopp eintreten, aber weiterhin eine metabolische Aktivität zeigen.81 Man 

unterscheidet zwischen replikativer und nicht-replikativer zellulärer Seneszenz. In beiden 
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Fällen spielen Schädigungen der DNA eine bedeutende Rolle, über die „DNA damage 

response pathways“ (DDR) induziert werden, die u.a. eine Aktivierung beispielsweise der 

humanen Tumorsuppressoren p53/p21 und p16INK4A bewirken. Während die replikative 

zelluläre Seneszenz eine wichtige Bedeutung für das Verständnis der Tumorgenese hat, 

spielen Mechanismen der nicht-replikativen Seneszenz in pathologischen Situationen wie 

beispielsweise einer chronischen Inflammation eine wichtige Rolle.68 In diesen Situationen 

zeigen sich vor allem ROS-induzierte DNA- und Protein-Schädigungsmuster, über die 

zahlreiche Veränderungen im zellulären Transkriptom induziert werden.67,82,83 Seneszente 

Zellen können hierbei einen reversiblen und potentiell nützlichen akuten oder nur partiell 

reversiblen und potentiell schädlichen chronisch-seneszenten Status einnehmen.67,82,83 

Seneszente Zellen zeigen relevante Doppelstrang-DNA-Schäden durch die eine 

Phosphorylierung von Histonen induziert wird. Durch den Einfluss der „ataxia teleangiectasia 

mutated“ (ATM) und „ATM-Rad3-related“ Kinase wird vor allem das Histon H2A.X 

phosphoryliert, aus dem die phosphorylierte Form des γH2A.X entsteht.84 In der Folge werden 

die Tumorsuppressoren p53/p21 und p16INK4A als weitere Seneszenz-Marker induziert.85 

Zusätzlich zeigt sich eine erhöhte lysosomale Aktivität der Seneszenz-assoziierten β-

Galaktosidase (SA-β-Gal), über die die Hydrolyse von β-Galaktosiden in Monosaccharide in 

seneszenten Zellen katalysiert wird.86 Durch ihre metabolische Aktivität, u.a. über die 

Sekretion von Il-1α und Il-6, haben sie parakrine Wirkung.87 Hierbei spielen v.a. ROS eine 

Rolle, die über „gap junction“ zwischen den Zellen transferiert werden können.88 Seneszente 

Zellen verändern ihr individuelles Sekretom und nehmen einen hypersekretorischen Zustand 

an, der als „senescence-associated secretory phenotype“ (SASP) bezeichnet wird.87 Das 

Sekretom besteht aus einer Vielzahl sekretorischer Mediatoren, darunter beispielsweise pro-

inflammatorische Zytokine, Chemokine, Wachstumsfaktoren, Proteasen, bioaktive Lipide und 

Mmp.87 Die Eigenschaften seneszenter Zellen werden über die individuelle Zusammensetzung 

des SASP vermittelt.89 Die Zusammensetzung und die Bedeutung des SASP wird wesentlich 

beeinflusst durch die Art und Dauer der Induktion, die Dauer der Seneszenz und des Zelltyps.87 

Zentrale Komponenten des SASP sind insbesondere NFκB abhängige pro-inflammatorische 

Mediatoren, wobei u.a. Il-1β und Il-6 konserviert vorliegen.82  

Letztendlich bilden seneszente Zellen einen pro-inflammatorischen SASP aus, der durch die 

Expression zahlreicher pro-inflammatorischer Zytokine, beispielsweise der Il-1 Zytokin-

Superfamilie, geprägt ist. Daher besteht zwischen der Mustererkennung und der zellulären 

Seneszenz mechanistische Überlappungen. Für die Pathogenese der MAC in der 

physiologischen Gefäßalterung kommt der oben beschriebenen OBP-Transformation von 

VSMC mit Induktion eines SASP eine wichtige Bedeutung zu.15 Die beschriebenen Prozesse 

der physiologischen Gefäßalterung können bei vorzeitig einsetzenden und/oder verstärkt 
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vorliegenden chronischen „Inflammaging“ beschleunigt ablaufen, was zu einer vaskulären 

Voralterung (Progerie) mit MAC führt (Abb. 3). 

 
Abbildung 3. Vaskuläre Progerie mit einhergehender medialen arteriellen Kalzifizierung induziert durch 
chronisches „Inflammaging“ 
Schematische Zusammenstellung der Signalwege, nähere Informationen sind dem Text zu entnehmen. Aorten: 
makroskopischer Vergleich einer kalzifizierten thorakalen Rattenaorta und einer thorakalen Aorta eines 
Kontrolltieres. Visualisierung der Kalzifizierung mittels OsteoSense im histologischen Schnitt. Zelle: 
Fluoreszenzbasierte Visualisierung von Seneszenzmarkern in glatten Gefäßmuskelzellen der Ratte. Nähere 
Informationen zu den fluoreszenzbasierten Färbungen sind den Publikationen zu entnehmen.22,90 
Alp: alkalische Phosphatase, Bmp-2: “bone morphogenetic protein 2”, Cbfa1: “core binding factor alpha 1”, DAMP: „damage-associated molecular 
pattern”, Il: Interleukin, NFκB: “nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells”, Nlrp3: “nucleotide-binding oligomerization domain-
like receptor pyrin domain containing 3” OBP: osteoblastärer Phänotyp, Opn: Osteopontin, PRR: “pattern recognition receptor”, p21: “cyclin-
dependent kinase inhibitor p21”, p16: “cyclin-dependent kinase inhibitor 2A p16”,  ROS: reactive oxygen species, SA-β-Gal: Seneszenz-assoziierte 
beta Galaktosidase, SASP: Seneszenz-assoziierter sekretorischer Phänotyp, Tlr: “toll-like receptor” 
 
 

1.4 Vaskuläre Progerie und „Inflammaging“ 
Bereits in der Allgemeinbevölkerung zeigt sich eine Assoziation zwischen chronischer 

Inflammation und CVD.67 Geringe Erhöhungen der zirkulierenden Il-6- und C-reaktives Protein 

(Crp)-Konzentration sind mit einer signifikant erhöhten CVD Inzidenz assoziiert, die durch eine 

anti-inflammatorische Therapie reduziert werden kann.67  In der JUPITER („justification for the 

use of statins in prevention: an international trial evaluating rosuvastatin“) Studie konnte durch 

die Therapie mit einem Cholesterinsynthese-Enzyme-Hemmer bei Patienten das Ausmaß der 

Inflammation und damit das kardiovaskuläre Risiko gesenkt werden und zwar unabhängig von 

der Cholesterin-Plasmakonzentration.91 Bei Patienten mit einer inflammatorischen 

Kardiomyopathie korreliert das Ausmaß der Inflammation mit der Expression des Nlrp3 

Inflammasoms und der Plasmakonzentration von Il-1β und Il-18.92 Die CANTOS 

(„canacinumab anti-inflammatory thrombosis outcome study“) Studie belegte erstmals die 
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Bedeutung der chronisch-sterilen vaskulären Inflammation.93 In einem großen 

Patientenkollektiv wurden die positiven Effekte einer auf die Mustererkennung des 

angeborenen Immunsystems ausgerichteten anti-inflammatorischen Therapie mit dem Il-1β-

bindenden Antikörper Canakinumab gezeigt.93 PRR nehmen somit eine mögliche Rolle als 

zentraler Vermittler des vaskulären „Inflammaging“ ein.93 Die Verbindung zwischen 

chronischer Inflammation, „Inflammaging“ und vaskulärer Progerie zeigt u.a. das 

monogenetische Hutchinson-Gilford-Progerie Syndrom (HGPS). HGPS Patienten sterben im 

jungen chronologischen Alter an typischen altersbedingten CVD infolge struktureller 

Gefäßveränderungen, die gekennzeichnet sind durch einen erhöhten Anteil an VSMC mit OBP 

und einer MAC.94 Die Prozesse sind vergleichbar mit einer fortgeschrittenen physiologischen 

Gefäßalterung.94 Darüber hinaus weisen VSMC aus pluripotenten HGPS Stammzellen 

nukleäre Atypien und eine vorzeitige zelluläre Seneszenz auf.95,96 Diese sind mit einer 

erhöhten Vulnerabilität und Ausbildung eines pro-inflammatorischen SASP mit konsekutiver 

Induktion einer chronisch-sterilen Inflammation verbunden, also Prozessen, die dem 

„Inflammaging“ gleichen.94,96 In dem murinen Progeriemodell der Klotho-defizienten Maus 

korreliert die Anzahl seneszenter VSMC mit der OBP-Transformation und der MAC.97 Die 

seneszenten Zellen exprimieren einen SASP mit erhöhter NFκB Aktivität und erhöhter 

Produktion von Il-1 Zytokinen als Zeichen eines akzelerierten vaskulären „Inflammaging“.94 

Dass die Lebenserwartung in einem HGPS Mausmodell durch die Inhibition des Nlrp3 

Inflammasoms verbessert werden kann, zeigt die Bedeutung der Mechanismen der 

Mustererkennung.98 In LDL-Rezeptor-defizienten Mäusen kann über die Ausschaltung des 

Nlrp3 Inflammasoms das Ausmaß der Atherosklerose gesenkt und in ApoE-defizienten 

Mäusen durch Inhibition der Caspase-1 die atherogene Plaquelast reduziert werden.92,99  

Die Mechanismen der Mustererkennung im Prozess der chronisch-sterilen Inflammation 

stellen damit einen potenziellen Ansatz für die Therapie systemischer Gefäßerkrankungen, 

z.B. der urämisch vaskulären Progerie, dar.  
 

1.5 Chronisch-urämisches „Inflammaging“ und urämische vaskuläre Progerie 
Klinische Studien zeigen, dass eine klinisch relevante MAC bei 30-70% aller erwachsenen 

CKD Patienten vorhanden ist und das deren Ausmaß in den Koronararterien  einen 

eigenständigen Prädiktor für das Auftreten von CVD darstellt.100  Bereits jeder siebte 

urämische pädiatrische Patient, der in aller Regel neben der CKD keine weiteren 

Komorbiditäten aufweist, zeigt klinisch eine relevante MAC, was den Einfluss der chronischen 

Urämie untermauert.101  

Obwohl alle oben postulierten Komponenten innerhalb der Pathogenese der MAC unter CKD 

nachgewiesen werden können, stellt insbesondere die chronisch-sterile urämische 

Inflammation einen übergreifenden Faktor dar. Dieser kann bei der Hälfte der Patienten mit 

fortgeschrittener CKD bereits serologisch nachgewiesen werden und korreliert mit der MAC 
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und einer erhöhten kardiovaskulären Morbidität und Mortalität.102,103 In Arterien urämischer 

Patienten zeigt sich korrespondierend eine Phänotyp-Transformation der VSMC mit 

Ausbildung eines OBP und eines SASP.104 Daher ist anzunehmen, dass unter urämischen 

Bedingungen die oben skizzierten Prozesse des chronischen „Inflammaging“ sowie der PRR 

Aktivierung akzeleriert ablaufen und im histopathologischen Korrelat der MAC münden.  

Die Urämie stellt eine chronische und Toxin-induzierte systemische Dyshomöostase dar, bei 

der eine Vielzahl an Urämietoxinen akkumulieren, die von PRR als urämische DAMP/Alarmine 

erkannt werden können. Beispiele hierfür sind Serumamyloid A (Saa) oder „high-mobility group 

box 1“ (Hmgb1).72,105,106 Zum einen können urämische DAMP direkt über die Aktivierung der 

Mustererkennung im Sinne eines „circulus vitiosus“ die Expression weiterer pro-

inflammatorischer Urämietoxine oder urämischer DAMP und Alarmine induzieren.107 Zum 

anderen führt das toxische urämische Milieu zu einer signifikanten Beeinträchtigung der 

zellulären Funktion mit einer vermehrten Zelltodrate (Apoptose, Nekroptose, Pyroptose), die 

ihrerseits die Freisetzung von DAMP/Alarminen aus den geschädigten Zellen erhöht.108 

Die unter physiologischen Bedingungen restriktiv regulierte Mustererkennung ist unter der 

Urämie an mehreren Stellen geschädigt. Die Expression von Nlrp3, pro-Il-1β und pro-Il-18 in 

mononukleären Zellen ist in der Urämie erhöht.73 Die Phosphat-vermittelte MAC ist über die 

Aktivierung des Nlrp3 Inflammasoms gesteuert.74 Urämisches Serum induziert in 

Endothelzellen in Abhängigkeit des CKD-Stadiums Tlr4-vermittelt eine Nlrp3 Inflammasom-

abhängige endotheliale Dysfunktion.109 Das Urämietoxin Indoxylsulfat induziert als Alarmin 

über mitochondriale ROS eine erhöhte Nlrp3 Inflammasom Aktivität, mit erhöhter Il-1β 

Expression.110 Im murinen Urämiemodell ist die Caspase-1 ein wichtiger Regulator der 

Neointimabildung und VSMC Phänotyptransformation, die in urämischen Caspase-1-

defizienten Mäusen signifikant geringer ausgeprägt ist.111 Diese Befunde belegen die 

Bedeutung der Mustererkennung für das chronisch-urämische „Inflammaging“, wobei die 

zellulären und molekularen Mechanismen unter Urämie bislang unzureichend verstanden 

sind.15 Die Identifikation zentraler pathophysiologischer Signalwege ist daher notwendig, um 

gezielte Therapieansätze für die Behandlung der urämisch vaskulären Progerie entwickeln zu 

können. Die in der CANTOS Studie gezeigten positiven Effekte der Inhibition der Wirkung von 

Il-1β auf die kardiovaskuläre Morbidität und Mortalität konnten insbesondere auch in der 

Subgruppe von Patienten in früheren CKD-Stadien mit einer GFR <60 ml/min pro 1,73 m² 

gesehen werden.112 Voraussetzung hierfür ist, dass die initial erhöhte Plasmakonzentration 

des Crp unter Therapie auf Werte < 2 mg/dl abgesenkt werden konnte.112 Dies unterstreicht 

den Einfluss der Il-1-Familie auf das urämische „Inflammaging“.  

Aktuell kann auf eine Vielzahl unterschiedlicher experimenteller Modelle zurückgegriffen 

werden, um die zellulären und molekularen Mechanismen des „Inflammaging“ zu studieren 
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und hierdurch Schlüsselsignalwege zu identifizieren. Alle Modelle haben ihre Vor- und 

Nachteile. 

 
1.6 Experimentelle Modelle zur Untersuchung der medialen arteriellen 

Kalzifizierung 
Für die Untersuchung der MAC Signalwege kommen aktuell verschiedene Modelle zum 

Einsatz: (a) in vitro Zellkulturmodelle (v.a. primäre VSMC von Maus, Ratte, Mensch), (b) ex 

vivo Inkubations- und Perfusionsmodelle (v.a. Arterien von Ratte, Maus) und (c) in vivo 

Tiermodelle (Ratte, Maus).30 Die experimentellen Modelle zur Induktion der Kalzifizierung 

unterscheiden sich zum Teil erheblich in der Wahl des Stimulationsmediums mit der 

Konzentration der verschiedener Zusätze, in der Induktionszeit sowie den experimentellen 

Analysemethoden.30,113 Die Vor-/Nachteile der einzelnen experimentellen Methoden und deren 

Analysen sind in zwei Übersichtsarbeiten der Autorin zusammengefasst.30,113  

Alle experimentellen Modelle zeigen eine sehr hohe Sensitivität gegenüber einer 

Kalziumphosphatpräzipitation, die abhängig ist von der Ionenstärke von Kalzium und Phosphat 

und leicht von Stimulatoren oder Inhibitoren der Kalzifizierung beeinflusst werden kann.15 

Supraphysiologische Kalzium- und/oder Phosphatkonzentrationen werden sowohl in in vitro 

Modellen als auch ex vivo und in vivo zur Induktion der Kalzifizierung verwendet, so dass diese 

in Hinblick auf die thermodynamischen Bedingungen im Versuchsansatz überprüft und 

angepasst werden sollten.15,30 

In vitro Modelle mit primären VSMC verschiedener Spezies stellen für die Durchführung, die 

Standardisierung und die Übertragung von Ergebnissen die vergleichsweisen einfachsten 

Modelle dar. Ein grundsätzlicher Vorteil dieser Modelle ist die Betrachtung komplexer 

Mechanismen der zellulären Funktion bis auf das Einzelzell-Niveau, so dass hier 

pathophysiologische Signalwege studiert und potenzielle therapeutische Schlüsselziele 

identifiziert werden können. Ein gravierender Nachteil dieser in vitro Zellmodelle ist der 

fehlender Gewebeverbund und die damit fehlende Zell-Zell-Interaktion. In ex vivo Modellen 

werden präparierte Arterien in entsprechenden Medien inkubiert (isoliert-inkubierte Arterie 

(IIA)). Der Vorteil ist der erhaltene Gewebeverbund mit potenzieller Interaktion zwischen 

Endothelzellen und VSMC. Ein Nachteil ist, dass die Arterien nicht mit den Stimulationsmedien 

perfundiert und damit endoluminal stimuliert werden. Durch die fehlende Perfusion kommt es 

über die Versuchszeit zu einer Störung der endothelialen Funktion, die ihrerseits einen 

artifiziellen Einfluss auf den Versuchsansatz auslöst. Daher sind ex vivo Methoden notwendig, 

die die Vorteile dieses Versuchsansatzes im Sinne der 3R114 „reduce, refine, replace“ mit 

Erhaltung einer Perfusion unter sterilen Bedingungen und Schonung der endothelialen 

Funktion verbindet. Eine solche Methode für die Untersuchung der MAC existierte vor Beginn 

der experimentellen Tätigkeit für diese Habilitationsschrift nicht. In vivo Methoden stellen 
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weiterhin den Goldstandard für die Untersuchung des Einflusses der Urämie auf die vaskuläre 

Funktion dar. Die CKD Induktion kann zum einen durch die operative Entfernung von 

Nierengewebe (5/6 oder 7/8 Nephrektomie) oder durch die Fütterung einer nephrotoxischen 

Substanz, z.B. Adenin, erreicht werden.30 Je nach Induktionsmethode der CKD unterscheiden 

sich die Modelle u.a. in der Lokalisation der Kalzifizierung (intimal vs. medial) sowie in deren 

Ausprägung (Mikro- vs. Makrokristalle).30 Der in vivo Vorteil liegt in der Nachahmung des 

komplexen urämischen Milieus, das auch durch die (Fehl-)Funktion anderer Organsysteme 

während der Urämie gekennzeichnet ist, der Zell- und Organinteraktion, sowie lokaler und 

systemischer Effekte im Organismus. Ein Nachteil diese Modelle sind die aufwendigen 

Versuchsbedingungen und insbesondere das hohe Leid der Versuchstiere.30  

 
 

1.7 Zielsetzung der Arbeit 
Im Mittelpunkt dieser Habilitation steht die Charakterisierung zentraler Signalwege in VSMC 

innerhalb des urämischen „Inflammaging“ und der urämischen vaskulären Progerie mit Hilfe 

von in vitro und ex vivo Methoden, sowie experimenteller Tiermodelle. Das Ziel ist es, neue 

gezielte Therapieansätze zu erarbeiten und ihre Wirksamkeit in geeigneten Modellen 

überprüfen zu können.  

Die in dieser Habilitationsschrift aufgeführten Publikationen können in 2 Abschnitte gegliedert 

werden. Die Arbeiten I und II des ersten Abschnitts umfassen die Etablierung neuer Methoden 

zur Bearbeitung zentraler Hypothesen in der MAC Pathogenese. Die Arbeiten III bis V im 

zweiten Abschnitt umfassen die Untersuchung zentraler Signalwege des urämischen 

„Inflammaging“ und der urämischen vaskulären Progerie.  

 

Abschnitt 1 - Etablierung und Optimierung neuer Modelle zur Untersuchung zentraler 

pathophysiologischer Signalwege in der Genese der MAC: 

I. Einzelzell-basierter Nachweis von Seneszenz- und Kalzifizierungsmarkern (Arbeit I)  

II. Etablierung eines neuen ex vivo Perfusionsmodells von Nagetierarterien (Arbeit II) 

 

Abschnitt 2 - Identifikation zentraler pathophysiologischer Signalwege in der MAC 

Pathogenese: 

III. Untersuchung des Einflusses von reaktivem Sauerstoffstress auf die Genese der MAC 

in einem in vitro Modell (Arbeit III) 

IV. Untersuchung des Einflusses von reaktivem Sauerstoffstress auf die Genese der MAC 

in einem in vivo Modell (Arbeit IV) 

V. Untersuchung der Bedeutung des Stressor-induzierten „Inflammaging“, ausgelöst 

über die Aktivierung des Nlrp3 Inflammasoms, auf die Genese der MAC (Arbeit V) 
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2. Ergebnisse (Eigene Arbeiten)  
 

I. Einzelzell-basierter Nachweis von Seneszenz- und Kalzifizierungsmarkern  
 
Originalarbeit:    https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32423114 
 
“A Novel Protocol for Detection of Senescence and Calcification Markers by Fluorescence 
Microscopy” 
 
International Journal of Molecular Science, 2020, 21(10), DOI 10.3390/ijms21103475 
 
Herrmann, J.*, Babic, M.*, Tölle, M., Eckardt, K.U., van der Giet, M., Schuchardt, M. 
(*contributed equally) 
 
 
Die Genese der MAC ist durch unterschiedliche zelluläre Prozesse und Signalwege 

gekennzeichnet. Das Verständnis der Interaktion zwischen diesen Signalwegen ist wichtig, um 

neue therapeutische Ansätze, beispielsweise für das urämische „Inflammaging“ und die 

urämische vaskuläre Progerie, zu finden. Für die Identifizierung dieser Signalwege und ihrer 

Interaktion sind verschiedene experimentelle Modelle etabliert worden. Zu diesen zählen 

neben humanen Studien, vor allem tierexperimentelle und zellbasierte Ansätze. Diese wurden 

kürzlich in zwei eigenen Review-Artikeln zusammengefasst.30,113 Nachteil vieler Methoden ist 

die fehlende Möglichkeit die bestehende interzelluläre Heterogenität im Expressionsmuster 

der Zelle aufzulösen, so dass neue methodische Ansätze notwendig sind, um Prozesse auf 

Einzel-Zell-Niveau zu untersuchen. 

Das Ziel dieser Studie war es daher, eine neue „messenger“ Ribonukleinsäure (mRNA) in situ 

Detektionsmethode von Seneszenz- und Kalzifizierungsmarkern zu etablieren. Der 

experimentelle Ansatz beruht auf einem in vitro Modell mit VSMC der Ratte. Als Marker für die 

Seneszenz wurden im beschriebenen Modell SA-β-Gal, γH2A.X und p21 genutzt. Als 

Kalzifizierungsmarker diente der Nachweis von Opn. Der auf Immunfluoreszenz-basierte 

Nachweis kann im Fluoreszenzmikroskop visualisiert und anschließend quantifiziert werden. 

Das Modell ist auf VSMC anderer Spezies (z.B. Mensch, Maus) und andere Marker für den 

Nachweis der Seneszenz und Kalzifizierung übertragbar. Weitere Kalzifizierungsmarker wie 

Bmp-2 konnten in der Arbeitsgruppe bereits erfolgreich etabliert und in den Studien 

angewendet werden.115 Im Vergleich zu mRNA Genexpressionsstudien aus Zellen, erlaubt 

dieses Protokoll einen Nachweis der Marker auf Einzelzellebene und kann so die 

interzellulären Unterschiede im Expressionsmuster der Zellen in Kultur auflösen.  

 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32423114
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II.  Etablierung eines neuen ex vivo Perfusionsmodells von Nagetierarterien  

  

Originalarbeit:   https://doi.org/10.1159/000503785  

  

“A Novel Long-Term ex vivo Model for Studying Vascular Calcification Pathogenesis: The Rat 

Isolated-Perfused Aorta”  

  

Journal of Vascular Research, 2020, 57(1), 46-52; DOI 10.1159/000503785  

  

Schuchardt, M., Siegel, N.V., Babic, M., Reshetnik, A., Lützenberg, R., Zidek, W., van der 

Giet, M., Tölle, M.  

  

  

Neben in vitro Modellen werden ex vivo Modelle, meist mit aortalen Gefäßabschnitten, in  

Kalzifizierungsstudien verwendet.30 Diese basieren bislang auf einer Inkubation arterieller 

Gefäßringe im Stimulationsmedium für einige Tagen bis mehrere Wochen. Ein Nachteil dieser 

Methode ist, dass die arteriellen Gefäßringe nicht wie unter physiologischen Bedingungen 

endoluminal stimuliert werden, sondern eine Stimulation von allen Seiten auf das Gewebe 

erfolgt. Ein weiterer Nachteil ist die fehlende Perfusion und damit des physiologischen „shear 

stress“, der die tangentiale Kraft des fließenden Blutes beschreibt. Dieser ist für die 

physiologische Funktion v.a. des Endothels und des gesamten arteriellen Gefäßes essenziell. 

Um diese Nachteile zu überwinden, wurde ein neues Perfusionsmodell für Arterien entwickelt, 

mit dessen Hilfe eine Perfusion und damit eine endoluminale Stimulation arterieller Gefäße mit 

einem Perfusionsmedium unter sterilen Bedingungen für einen Zeitraum von bis zu 14 Tagen 

ermöglicht wird. In der aufgeführten Arbeit wurden die Induktion einer MAC durch ein 

Hochphosphat-Medium (HPM) zwischen dieser neu entwickelten ex vivo Perfusionsmethode 

und der bereits etablierten ex vivo Inkubationsmethode verglichen.  

Die Perfusion der Aorta mit einem HPM induziert die Kalzifizierung der Gefäßwand, die 

histologisch mittels Alizarin Red und von Kossa Färbung in der tunica media nachgewiesen 

werden konnte. Der Kalziumgehalt der mit HPM perfundierten Aorten lag im Vergleich zu den 

mit Kontrollmedium perfundierten Aorten signifikant höher. Korrespondierend zeigte sich in 

den perfundierten Aorten ein geringerer Kalziumgehalt im Vergleich zu den inkubierten Aorten, 

was wiederum als Zeichen einer MAC Induktion unter Verminderung des artifiziellen Effektes 

der Inkubationsmethode gewertet werden kann. Die Induktion der mRNA Expression des 

osteoblastären Markers Bmp-2 war für beide Methoden vergleichbar. Die mRNA Expression 

von Sm22α hingegen ist unter Stimulation mit HPM nur im Perfusionsmodell signifikant 

niedriger. Das neu etablierte Modell erlaubt auch die Untersuchung anderer Spezies sowie 

anderer Gefäßbette. Für die Mausaorta konnte diese Methode bereits erfolgreich etabliert 

werden116 und kann somit für pharmakologische Untersuchungen unter der Umsetzung der 3R 

Prinzipien von Russel und Burch114 eingesetzt werden.  

https://doi.org/10.1159/000503785
https://doi.org/10.1159/000503785
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III. Untersuchung des Einflusses von reaktivem Sauerstoffstress auf die Genese der 
MAC in einem in vitro Modell 

 
Originalarbeit:    https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25029363 
 
“Harmful effects of the azathioprine metabolite 6-mercaptopurine in vascular cells: induction of 
mineralization” 
 
PLoSOne, 2014, e101709, 9(7), DOI 10.1371/journal.pone.0101709 
 
Prüfer, J.*, Schuchardt, M.*, Tölle, M., Prüfer, N., Höhne, M., Zidek, W., van der Giet, M. 
(*contributed equally) 
 
 
In diesem Teil der Habilitationsschrift sollten zentrale pathophysiologische Signalwege in der 

Genese der MAC untersucht werden. Ein zentrales intrazelluläres Signalsystem stellen ROS 

dar, die entweder zytosolisch oder mitochondrial entstehen können. Ein bekannter ROS 

Induktor ist Azathioprin. 

Das Ziel dieser Studie war es, den Einfluss des aktiven Metaboliten des Purinanalogon 

Azathioprin, 6-Mercaptopurin, auf die Mineralisierung von glatten Gefäßmuskelzellen in einem 

in vitro und ex vivo Modell zu untersuchen. 6-Mercaptopurin wird über die Xanthinoxidase 

metabolisiert, wobei ROS entstehen.  

6-Mercaptopurin induziert eine OBP-Transformation der VSMC, die anhand der mRNA 

Expressionssteigerung der osteoblastären Marker Cbfa1, Ocn, Alp, sowie einer erhöhten Alp 

Enzymaktivität nachgewiesen wurde. 6-Mercaptopurin stimuliert außerdem in vitro und ex vivo 

die Mineralisierung der VSMC.  

Die OBP-Transformation der VSMC ist abhängig von einem ROS-vermittelten Signalweg. 

Sowohl die Hemmung der Xanthinoxidase mittels Allopurinol, als auch die Bindung von 

Superoxidradikalen mittels Tiron, inhibiert die 6-Mercaptopurin induzierte Radikalproduktion 

sowie die Alp Aktivierung. 

Diese in vitro Daten zeigen den Effekt von 6-Mercaptopurin auf die ROS Produktion und die 

damit verbundene Induktion der Kalzifizierung der VSMC und Aorten.  

Ob sich dieser Effekt auch in einem in vivo Tiermodell bestätigt, lies diese Arbeit offen.  
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IV. Untersuchung des Einflusses von reaktivem Sauerstoffstress auf die Genese der 
MAC in einem in vivo Modell  

 
Originalarbeit:    https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/33806932 
 
“Long-term treatment of azathioprine in rats induces vessel mineralization” 
 
Biomedicines, 2021, 9, 327, DOI 10.3390/biomedicines9030327 
 
Schuchardt, M., Herrmann, J., Henkel, C., Babic, M., van der Giet, M., Tölle, M. 
 
 
Um den in vitro gezeigten Effekt der Induktion der Kalzifizierung durch 6-Mercaptopurin zu 

verifizieren, wurde in dieser Arbeit der Effekt einer Langzeitbehandlung mit Azathioprin über 

24 Wochen auf die Gefäßmineralisierung im Rattenmodell untersucht.  

Die Azathioprin-Behandlung zeigte keine negativen Effekte auf das Körpergewicht oder das 

Überleben im Vergleich zur Kontrollgruppe. In der Therapiegruppe zeigten sich nach 24 

Wochen Behandlung mit Azathioprin histologisch medial lokalisierte Kalziumablagerungen im 

aortalen Gefäß. Vergleichbar mit den in vitro Daten konnte in vivo eine Phänotyptransformation 

der VSMC im aortalen Gewebe durch Nachweis osteoblastärer Marker (Cbfa-1, Alp und Opn) 

nachgewiesen werden. Des Weiteren stieg die mRNA Expression der Xanthinoxidase, eines 

der Hauptenzyme für die Bildung von ROS in VSMC, an. Die Plasmakonzentration von 8-Oxo-

desoxyguanosine, einem systemisch nachweisbaren ROS Marker, war bei den Azathioprin-

behandelten Tieren im Vergleich zur Kontrollgruppe erhöht.  

ROS stellen wichtige intrazelluläre Signalmoleküle dar, über die zelluläre Systeme, wie 

beispielsweise Inflammasomen als intrazelluläre PRR, aktiviert werden können. Daher wurde 

untersucht, ob durch die Behandlung mit Azathioprin die Aktivität des Nlrp3 Inflammasoms, 

als eines der wichtigsten intrazellulären Inflammasomen in VSMC, induziert werden kann. 

Sowohl die Expression der pro-inflammatorischen Zytokine Il-1β und Il-6 in aortalen Gewebe, 

als auch deren Plasmakonzentration war unter der Azathioprin Therapie signifikant erhöht. 

Dass diese erhöhte Il-1β und Il-6 Expression Nlrp3 Inflammasom abhängig ist, zeigten die 

Ergebnisse eines experimentellen ex vivo Ansatzes an aortalen Gefäßringen von Nlrp3 

knockout Mäusen.  

Diese Ergebnisse bestätigen die in vitro erzielten Daten der Azathioprin-induzierten 

Kalzifizierung von VSMC und Induktion einer MAC. Darüber hinaus zeigte sich die Bedeutung 

der ROS-abhängigen Aktivierung des Nlrp3 Inflammasomes für diesen Prozess. Damit rückten 

Mechanismen des angeborenen Immunsystems in den Fokus der weiteren Untersuchungen.  
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V. Untersuchung der Bedeutung des Stressor-induzierten „Inflammaging“, ausgelöst 
über die Aktivierung des Nlrp3 Inflammasoms, auf die Genese der MAC 
 

Originalarbeit:    https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcvm.2021.752305/full 
 
“Stressor-induced “inflammaging” of vascular smooth muscle cells via Nlrp3-mediated pro-
inflammatory auto-loop” 
 
Frontiers in Cardiovascular Medicine, 2021, 8, 752305, DOI 10.3389/fcvm.2021.752305 
 
Herrmann, J., Xia, M., Gummi, M.R., Greco, A., Schacke, A., van der Giet, M., Tölle, M., 
Schuchardt, M.  
 
 
Obwohl verschiedene Signalkaskaden in die Induktion und Aufrechterhaltung des SASP 

involviert sind, kommt dem Nlrp3 Inflammasom, als intrazellulärem PRR in vaskulären Zellen, 

eine zentrale Bedeutung in der MAC Pathogenese zu. Hinweise für einen ROS- und Nlrp3-

abhängigen Signalweg zeigte bereits Arbeit IV. Das Ziel der Arbeit V war es, die Stressor-

induzierte Aktivierung des Nlrp3 Inflammasoms und die Rolle des Effektor-Zytokins Il-1β auf 

die MAC Pathogenese weiter zu untersuchen. Hierfür wurde ein weiterer bekannter ROS 

Induktor in VSMC, das Anthrazyklin Doxorubicin, verwendet. Die Ergebnisse zeigten, dass 

ROS, DNA-Schäden und eine OBP-Transformation durch Doxorubicin induziert werden. Die 

Induktion der Kalzifizierung ist hierbei abhängig vom Nlrp3 Inflammasom, das zur anhaltenden 

inflammatorischen Reaktion durch die Sekretion von Il-1β aus den VSMC führt. Il-1β hält 

unabhängig vom initialen Auslöser die pro-inflammatorische Situation aufrecht, da durch eine 

Auto-Stimulation des Nlrp3 Inflammasoms die eigene Expression induziert werden kann. Die 

Inhibition von Nlrp3 vermindert die Mineralisierung im in vitro und ex vivo Modell.  

Stressor-induzierte zelluläre Schäden scheinen zur Aktivierung des angeborenen 

Immunsystems, insbesondere von PRR, zu führen, die ihrerseits relevante Veränderungen der 

zellulären Funktion nach sich ziehen. Die ROS-abhängige Aktivierung des Nlrp3 

Inflammasoms induziert die Il-1β Sekretion. Diese verstärkt die zelluläre Seneszenz und den 

pro-inflammatorischen SASP, was mit einer OBP-Transformation und Kalzifizierung 

einhergeht. Damit konnte ein zentraler Mechanismus identifiziert werden, über den viele 

Stressoren, wie beispielsweise DAMP/Alarmine oder ROS-Induktoren, die Funktion der VSMC 

nachhaltig beeinflussen können. Eine Inhibition von PRR könnte daher eine neuartige 

Therapieoption für die Reduktion der Kalzifizierung der Gefäßwand darstellen. In diesem 

Zusammenhang stehen bereits sowohl Inhibitoren des SASP als auch Il-1β-bindenden 

Antikörper zur Anwendung im Menschen zur Verfügung. Deren Untersuchung auf den Einfluss 

der MAC Pathogenese könnte vielversprechend sein, um die kardiovaskuläre Mortalität von 

Patienten mit chronischem „Inflammaging“ zu senken. 
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3. Diskussion 
 
Das vaskuläre „Inflammaging“ und dessen histologisches Korrelat MAC stellen sowohl in der 

alternden Bevölkerung als auch bei CKD und ESRD Patienten einen eigenständigen 

kardiovaskulären Risikofaktor dar. Kausale Therapieoptionen zur Behandlung der MAC fehlen 

bislang in der klinischen Routine.15 Obwohl in den letzten Jahren zahlreiche potenzielle 

Signalwege mit Assoziation zum multifaktoriellen Prozess des „Inflammaging“ identifiziert 

werden konnten, ist dessen genaue Pathogenese weiterhin unzureichend verstanden. Die 

Identifikation neuer pharmakologischer Konzepte, gerichtet auf zentrale Schlüsselziele, ist 

notwendig, um diesen komplexen Prozess positiv beeinflussen und damit die Ausbildung 

sowie die gravierenden klinischen Folgen verhindern zu können. Hierfür sind neben adäquaten 

experimentellen Modellen, die die humane Situation widerspiegeln, geeignete 

Analysemethoden notwendig, durch die eine frühzeitige Identifikation und Quantifizierung der 

Kalzifizierung und deren pathophysiologischen Signalwege untersucht werden können.  

Diese kumulative Habilitationsschrift umfasst fünf ausgewählte Arbeiten, die sich zum einen 

mit der Etablierung neuer experimenteller Modelle und Analysemethoden befassen und zum 

anderen einen Einblick in zentrale Signalwege in VSMC geben.  

 

3.1 Modelle zur Untersuchung des vaskulären „Inflammaging“ und der MAC 
Zur Identifikation relevanter Signalwege und möglicher therapeutischer Schlüsselziele 

innerhalb der Pathogenese der MAC, sind in vitro Studien an primären VSMC, ex vivo Studien 

an aortalen Gewebestücken und in vivo Studien an Tiermodellen durchgeführt worden. Die 

benutzten Modelle sind zum Teil sehr heterogen.15 Einen Überblick über die Eigenschaften der 

experimentellen Modelle und Analysemethoden wurden von der Autorin in zwei Review-Artikel 

zusammengefasst.30,113 Jedes Einzelne dieser Modelle kann nur einen Teil der humanen 

Situation abbilden, wodurch die Identifikation zentraler Signalwege als Grundlage für die 

pharmakologische Intervention erschwert wird.15 In vitro Modelle stellen die einfachsten 

Ansätze in Bezug auf Standardisierung und Durchführung dar. Ein Vorteil ist die Möglichkeit, 

komplexe zelluläre Signalwege bis auf das Einzelzell-Niveau untersuchen zu können. Das 

„Inflammaging“ ist ein komplexer zellulärer Prozess. Sowohl aus eigenen Versuchen als auch 

in der Literatur117 zeigt sich, dass die Ausprägung des SASP von Zellen in einem 

Gewebeverband, aber auch in Kultur, von Zelle zu Zelle verschieden ausgeprägt sein kann. 

Einzelzell-basierte und ggf. visualisierende Methoden sind von Vorteil für die Untersuchungen, 

zudem da bekannt ist, dass sich beide Prozesse in den Signalkaskaden zumindest teilweise 

überlappen.30,104 Daher war die Etablierung einer neuen in situ Methode zur gleichzeitigen 

Analyse von SASP- und Kalzifizierungsmarkern mittels Fluoreszenzmikroskopie auf VSMC 

Einzelzellniveau ein Ziel der Autorin. Außerdem kann so die Ressource der primären tierischen 

Zellen im Sinne des „refine, reduce, replace“ (3R) Gedanken von Russel und Burch114 optimiert 
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eingesetzt werden (Arbeit I der Habilitationsschrift). Am Beispiel primärer VSMC der Ratte 

konnte ein Multiplex-Detektionsverfahren der Expression der Seneszenzmarker SA-β-Gal, 

γH2A.X und p21, sowie des osteogenen Markers Opn etabliert werden.90 Weitere osteogene 

Marker, Bmp-2, Alp und Cbfa1, sind ebenfalls etabliert und kamen zum Teil in einer weiteren 

Arbeit zum Einsatz.115 Neben dem beschriebenen Modell90 erlauben „Single-Cell 

Transcriptomic“ Ansätze ebenfalls die gleichzeitige Untersuchung mehrerer Analyten in einer 

Zelle und können so eine potenzielle Heterogenität des zellulären Phänotyps der VSMC 

offenlegen.15 Zudem können systemische „Omics“-Studien helfen, die biochemischen, 

genetische und experimentellen Ansätze der Gefäßkalzifizierung zu verstehen.15 Die Vor- und 

Nachteile verschiedener alternativer Protokolle zum Einzelzell-basierten Nachweis von 

Markern sind im Anhang des Manuskriptes von Herrmann et al. tabellarisch 

gegenübergestellt.90 Die Ergebnisse der Arbeit I belegen, dass der osteogene Marker Opn in 

VSMC abhängig ist von der Anzahl der Passagen primärer VSMC, sowie zwischen 

verschiedenen Zellchargen in unterschiedlicher Ausprägung exprimiert wird. Zudem zeigten 

sich Unterschiede im Ausmaß der Expression von Kalzifizierungs- und Seneszenzmarkern in 

Abhängigkeit des jeweilig verwendeten Induktors,90,115 so dass verschiedene Signalwege hin 

zur MAC aktiviert werden. Die etablierte Analysemethode ist übertragbar auf andere Marker, 

auf andere Zellspezies und auf den Nachweis in Gewebe.  

Der Vorteil der Einzelzell-Analyse ist auch gleichzeitig dessen Nachteil, denn durch die 

Simplifizierung der Untersuchungsumgebung auf das Niveau einer isolierten VSMC wird der 

interaktive Gewebeverband des arteriellen Gefäßes aufgehoben, wodurch die parakrine 

interzelluläre Kommunikation vaskulärer Zellen verloren geht. Daraus ergibt sich die 

Notwendigkeit, experimentelle Modelle an arteriellen Gefäßpräparaten zu nutzen. Das bislang 

verwendete ex vivo Modell der IIA begegnet diesem Problem durch die Aufrechterhaltung des 

Gewebeverbandes zumindest teilweise und wurde in zahlreichen Untersuchungen bereits 

angewendet.30 Vorteile dieses Modells sind die leichte Präparation, die einfache Durchführung 

und die Möglichkeit der Standardisierung. Der Nachteil dieses Modells ist das Fehlen der 

Perfusion, die u.a. für die Aufrechterhaltung der physiologischen vaskulären Funktionen 

essenziell ist.118 Die arteriellen Gefäßpräparate werden über das Inkubationsmedium mit 

Stimulatoren/Inhibitoren des „Inflammaging“ und der MAC Bildung behandelt, so dass neben 

der physiologisch intraluminalen Stimulation/Inhibition über das Endothel parallel eine 

extraluminale Stimulation erfolgt. Daher handelt es sich hierbei um eine artifizielle 

Stimulationstechnik, deren Limitationen, insbesondere in Hinblick auf die Ausprägung der 

induzierten Kalzifizierung, berücksichtigt werden sollte. Um diesen Limitationen zu begegnen, 

wurde das neue ex vivo Modell der „isoliert perfundierten Arterie“ (IPA) etabliert (Arbeit II der 

Habilitationsschrift). Die Arterie ist dabei über einen Zeitraum von bis zu 14 Tagen in einem 

Perfusionskreislauf eingespannt, wird mit einem Perfusionsmedium endoluminal unter 
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definierten, sterilen Bedingungen perfundiert und ist von einem physiologischen 

extrazellulären Medium umgeben.119 Die „proof-of-concept“ Studie der IPA wurde an 

Rattenaorten im Vergleich zur IIA unter Nutzung eines HPM, wie es bereits in in vitro Studien 

an Zellen oder ex vivo Studien genutzt wurde, durchgeführt. Die Ergebnisse zeigten eine 

ausgeprägte MAC in beiden Modellen, wobei signifikante Unterschiede im Ausmaß der 

Kalzifizierung unter Nutzung des gleichen Stimulationsmediums nachzuweisen waren. Dieser 

Unterschied kann durch mehrere Faktoren erklärt werden: Zum einen unterscheidet sich die 

Stimulationsart der Perfusion von der der Inkubation, da hier keine primäre extravaskuläre 

Stimulation stattfinden kann. Zum anderen können während der Perfusion endothelial 

sezernierte Mediatoren, wie beispielsweise Stickstoffmonoxid, einen protektiven Einfluss auf 

die Ausbildung der MAC haben. In beiden ex vivo Modellen zeigte sich eine signifikant erhöhte 

Expression typischer zellulärer OBP Marker, wie beispielsweise Bmp-2.119 Die IPA Methode 

ist übertragbar auf andere arterielle Gefäße verschiedener Spezies, z.B. auf arterielle Gefäße 

gendefizienter Mäuse.116 Das IPA Modell erlaubt somit Untersuchungen an vaskulären 

Präparaten mit erhaltener interzellulärer Interaktion zwischen Endothelzellen, VSMC und EZM 

unter Nutzung einer physiologisch pulsatilen Perfusion und bildet somit eine Brücke zwischen 

dem bislang verwendeten ex vivo IIA Modells und den in vivo Studien. Im Vergleich zu anderen 

in der Literatur beschriebenen ex vivo Perfusionsansätzen, die von wenigen Stunden bis zu 

einem Tag durchgeführt wurden,120,121 ist das neu etablierte Modell explizit für die 

Langzeitperfusion von bis zu 14 Tagen konzipiert, wobei kürzere Perfusionszeiten über 

Stunden ebenfalls möglich sind. Aufgrund der Flexibilität der Perfusionskammer ist die 

Perfusion humaner Gefäße ebenfalls möglich, was eine translationale Anwendung im 

humanen System erlaubt. Die vollständige Kompatibilität zu allen aktuell etablierten 

Analysemethoden der vaskulären Kalzifizierung, wie z.B. Quantifizierung des 

Kalziumgehaltes, histopathologische und immunhistochemische Untersuchungen, sowie 

Expressionsstudien mittels quantitativer „real-time“ Polymerasekettenreaktion oder Western 

Blot Untersuchungen, ist gegeben. 

Um die hochkomplexen und multifaktoriellen Interaktionen, insbesondere des vaskulären 

„Inflammaging“ unter Krankheitszuständen, beispielsweise der chronischen Urämie, verstehen 

zu können, sind aktuell weiterhin in vivo Tiermodelle, meist der Ratte oder Maus, notwendig. 

Da Nagetiere gegenüber der Ausbildung einer MAC eine relative Resistenz aufweisen, muss 

diese durch einen erheblichen Eingriff in die Homöostase, beispielsweise über die Induktion 

einer Urämie oder über Nutzung genetisch veränderter Modelle, oft zusätzlich in Kombination 

mit einer speziellen Diät, etabliert werden.30 Die Ausprägung der Urämie unterscheidet sich 

zwischen den CKD Tiermodellen zum Teil erheblich, was sich in einer inkonsistenten 

Ausprägung und Lokalisation der vaskulären Kalzifizierung in der Intima oder Media 

widerspiegelt. Mit diesen in vivo Modellen ist aufgrund des notwendigen Aufwandes für die 
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Induktion und Aufrechterhaltung der Urämie und der damit einhergehenden Folgen ein sehr 

hohes Tierleid über viele Wochen verbunden.  Für die Verwendung dieser in vivo Modelle und 

auch die Etablierung weiterer Modelle sollte daher der 3R Gedanke114 berücksichtigt werden. 

Ein alternatives Modell, das möglichst nah an die Bedingungen der humanen Situation kommt, 

bei möglichst hoher Reproduzierbarkeit und geringer Variabilität (um Versuchszahlen gering 

zu halten) zum Erreichen signifikanter Unterschiede ist daher wünschenswert. Die IPA könnte 

hier einen wichtigen Beitrag liefern. 

 
3.2 MAC als Folge einer Stressor-induzierten zellulären OBP-Transformation 

Ein Merkmal des sich im Alterungsprozess entwickelnden chronisch sterilen „Inflammaging“ 

ist die Aktivierung von Mechanismen der Mustererkennung des angeborenen 

Immunsystems.72,122 Beim Altern fallen zunehmend endogene DAMP/Alarmine an, die eine 

kontinuierliche Aktivierung von PRR bewirken,72,122 was die Sekretion potenter v.a. NFκB-

assoziierter pro-inflammatorischer Zytokine mit der Ausbildung eines chronischen 

„Inflammaging“ zur Folge hat.72,122 Dieses ist u.a. charakterisiert durch das Vorhandensein 

seneszenter Zellen, die spezifische Seneszenz-Marker aufweisen, wie u.a. eine erhöhte 

p53/p21 und p16 Expression, eine lysosomale SA-β-Gal Aktivität sowie Zeichen von DNA-

Schäden, wie u.a. γH2A.X.104 Seneszente Zellen durchleben eine Phänotyp-Transformation 

hin zu einem pro-inflammatorischen SASP.122 Die zelluläre Seneszenz stellt somit einen 

Teilaspekt des chronischen „Inflammaging“ dar und ist mit zentralen Mechanismen innerhalb 

der MAC Entwicklung verbunden. Zu diesen zählen u.a. die chronisch-sterile Inflammation, 

ROS, eine gesteigerte Zelltodrate, eine gestörte Kalzium-Phosphat-Homöostase, eine 

Zunahme von Matrixvesikeln, die OBP-Transformation von VSMC, sowie Veränderungen der 

EZM.15 Auch wenn viele Teilaspekte innerhalb der Pathogenese des chronischen 

„Inflammaging“, der zellulären Seneszenz und der MAC bekannt sind, so ist deren Interaktion 

unzureichend verstanden, wodurch die Identifikation von Schlüsselsignalwegen für die 

therapeutische Beeinflussung erschwert ist.  

Dass physiologische Alterungsprozesse durch die Mutation nur eines Schlüsselproteins 

akzeleriert ablaufen können, zeigen HGPS Patienten, die im jugendlichen Alter an vaskulären 

Erkrankungen sterben.123 Auch bei anderen, primär nicht genetischen Erkrankungen, spielt 

das chronische „Inflammaging“ eine wichtige Rolle, wie es das Beispiel der chronischen 

Urämie zeigt,104 die mit einer zum Teil exzessiv erhöhten kardiovaskulären Morbidität und 

Mortalität in Abhängigkeit des Schweregrads der Urämie verbunden ist.7,8 In der CANTOS 

Studie konnte erstmals gezeigt werden, dass durch die Inhibition des Nlrp3 Inflammasom 

Effektorzytokins Il-1β, der kombinierte primäre kardiovaskuläre Endpunkt aus nicht-fatalem 

Schlaganfall, nicht-fatalem Myokardinfakt und kardiovaskulärer Mortalität in einem optimal 

vortherapierten kardiovaskulären Hochrisiko-Kollektiv mit erhöhter Crp Plasmakonzentration 

signifikant verbessert werden kann.93 Diese Daten zeigten erstmals, das eine auf die 
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Verminderung einer chronischen Inflammation ausgerichtete Therapie mit einer Verbesserung 

des kardiovaskulären Überlebens verbunden ist. Aus den oben skizzierten (patho)-

physiologischen Erwägungen und den klinischen Daten heraus ergab sich die Hypothese, 

dass PRR als zentrale Mechanismen der Mustererkennung ein potenzielles Bindeglied 

zwischen chronischem „Inflammaging“, oxidativem Stress, zellulärer Seneszenz und 

Ausbildung einer MAC darstellen und somit maßgeblich an der Ausbildung einer vaskulären 

Progerie beteiligt sein könnten. Das Ziel der Arbeit III, IV und V dieser Habilitationsschrift war 

es daher, zentral interagierende Signalwege zu identifizieren, um mögliche therapeutische 

Schlüsselziele identifizieren zu können. Aufgrund seiner Bedeutung im vaskulären System 

wurde der Fokus primär auf das Nlrp3 Inflammasom als intrazellulären PRR gelegt,76,77 das 

als Auslöser und Vermittler einer chronischen Inflammation, u.a. resultierend aus erhöhtem 

oxidativem Stress, Einfluss auf die OBP-Transformation der VSMC und die Formierung des 

SAPS hat. 

 

3.2.1 Chronisches „Inflammaging“: Nlrp3 Inflammasom, ROS und DNA-Schäden 

Bereits in einer initialen Arbeit der Autorin mit dem purinergen Agonisten Uridin-Adenosin-

Tetraphosphat konnte der Einfluss von ROS auf die Kalzifizierung nachgewiesen werden.124,125 

Unter Nutzung des ROS Induktors Azathioprin und dessen Metaboliten 6-Mercaptopurin 

konnte eine zentrale Rolle des oxidativen Stresses im Prozess der Kalzifizierung bestätigt 

werden.126,127 Sowohl in vitro als auch ex vivo wird eine OBP-Transformation und Kalzifizierung 

durch Azathioprin bzw. 6-Mercaptopurin induziert,126 die unabhängig von einer erhöhten 

Phosphat-Konzentration erfolgt. Durch die anti-oxidative Wirkung von Tiron konnte die 

Kalzifizierung verhindert werden, was die zentrale Bedeutung von ROS in der Pathogenese 

der MAC verdeutlicht.126 Die Verifikation erfolgte in einem in vivo Tiermodell, in dem Ratten 

über einen Zeitraum von 24 Wochen mit Azathioprin behandelt wurden.127 Die Tiere zeigten 

systemische Zeichen eines erhöhten ROS Levels, deren Bildung u.a. durch den Abbau von 6-

Mercaptopurin über die Xanthinoxidase erhöht wird und eine OBP-Transformation induzieren 

können.126,127 In der Interventionsgruppe mit Azathioprin wurde ein chronisch-systemisches 

„Inflammaging“ induziert, das insbesondere durch eine erhöhte Plasmakonzentration von Il-1β 

und Il-6 gekennzeichnet ist.127 Die Plasmakonzentration von Il-18, Rantes und Saa war 

erniedrigt und die Konzentration 17 weiterer potenziell pro-inflammatorischer Zytokine zeigte 

sich unverändert.127 Die Untersuchungen an den Gefäßen ergaben in der Interventionsgruppe 

eine erhöhte Expression von Il-1β und Il-6 als Marker eines SASP, sowie von Cbfa1, Alp und 

Opn als Marker eines OBP bei gleichzeitig verminderter Expression des VSMC Markers 

Sm22α in der Interventionsgruppe.127 Im vaskulären System wird die Il-1β Sekretion v.a. durch 

das Nlrp3 Inflammasom reguliert, dessen molekularen Komponenten “apoptosis-associated 

speck-like protein” (Asc) und Caspase-1 in kalzifizierenden VSMC verstärkt exprimiert sind.115 
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Eine Hemmung des Nlrp3 Inflammasoms reduziert die vaskuläre Kalzifizierung in vitro,74,128 

was in eigenen Untersuchungen bestätigt werden konnte.115,127 Im aortalen Gewebe der 

Interventionsgruppe war die Expression der Nlrp3 Inflammasom Komponenten Nlrp3, Asc und 

Caspase-1 erhöht.127  Ex vivo Versuche an Aortenringen von Nlrp3-defizienten Mäusen 

bestätigten die zentrale Rolle des Nlrp3 Inflammasoms im vaskulären 

Kalzifizierungsprozess.127  

Um den Zusammenhang zwischen der ROS Induktion, DNA-Schäden, einer zellulären 

Seneszenz und der Aktivierung des Nlrp3 Inflammasoms in der Pathogenese der MAC weiter 

zu untersuchen, wurde Doxorubicin als Induktor von ROS und DNA-Schäden verwendet.115 In 

den Untersuchungen zeigte sich eine Doxorubicin-induzierte Kalzifizierung von VSMC in vitro 

sowie ex vivo eine MAC Induktion in aortalen Gefäßpräparaten.115 Neben einer erhöhten 

Expression der OBP-Marker Alp, Bmp-2, Cbfa1 und Opn wurde auch die Expression der 

SASP-Marker Il-6 und Il-1β und die Nlrp3 Inflammasom assoziierten Komponenten Nlrp3, Asc 

und Caspase-1 durch Doxorubicin stimuliert.115 In ex vivo Untersuchungen an aortalen 

Gefäßen von Nlrp3-defizienten Mäusen konnte die Bedeutung des Nlrp3 Inflammasoms 

bestätigt werden.115 Somit zeigen die Arbeiten der Autorin, dass das Nlrp3 Inflammasom ein 

potenziell zentrales pathophysiologisches Element für die ROS abhängige Induktion der 

Kalzifizierung von VSMC und die Ausbildung der MAC im aortalen Geweben ist.115,127 Die 

entscheidende Rolle von Mechanismen der Mustererkennung und die Bedeutung des Nlrp3 

Inflammasoms wurden auch in anderen Modellen bestätigt. Die durch Doxorubicin-induzierte 

myokardiale Dysfunktion und Kalzifizierung der Kardiomyocyten wurde durch MCC950 

Therapie verbessert.128,129 Die Il-1β vermittelten pro-inflammatorischen Prozesse bis hin zur 

Pyroptose sind vom Nlrp3 Inflammasom abhängig, wie in Kardiomyocyten gezeigt werden 

konnte.130 In einem HGPS Mausmodell reduzierte die Inhibition von Nlrp3 mit MCC950 die 

chronische Inflammation und verlängerte die Lebensspanne der Tiere signifikant.98  

Da sowohl Doxorubicin als auch Azathioprin eine Il-1β Produktion über die Aktivierung des 

Nlrp3 Inflammasoms induzieren,115,127 hat die Autorin die Effekte von Il-1β auf die Pathogenese 

der Kalzifizierung in den angewandten Modellen weiter untersucht. In vitro Daten aus der 

Literatur zeigen, dass Il-1β ein Induktor der vaskulären Kalzifizierung ist.131 In eigenen Arbeiten 

konnte bestätigt werden, dass Il-1β die Ausbildung eines OBP induziert.115 Dieser Phänotyp 

ist durch die vermehrte Expression der osteogenen Marker Cbfa1, Alp, Opn und einer 

verminderten Expression der VSMC Marker Sm22α, „myosin heavy-chain smooth muscle 

isoform“ und Calponin 1 gekennzeichnet.115 Il-1β entfaltet seine pro-inflammatorische Wirkung 

außerdem über eigene Expressionssteigerung, sowie die anderer PRR, wie Tlr2 und Tlr4.115 

Diese Autostimulation kann durch die Blockade der Nicotinamidadenindinukleotidphosphat 

Oxidase, des Tlr4 Rezeptors, des Nlrp3 Inflammasoms und durch eine anti-oxidative 

Behandlung gehemmt werden.115 Klinische Studien zeigen, dass Il-1β, aber auch Il-6 und die 
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Pentraxine Crp und Pentraxin-3 (Ptx3) Prädiktoren für kardiovaskuläre Erkrankungen und die 

Ausbildung vaskulärer Pathologien sind.132 Il-1β induziert die Expression von Il-6 und Ptx3.133 

Il-6 und Ptx3 sind in CKD- und ESRD-Patienten starke Prädiktoren für eine erhöhte 

kardiovaskuläre Morbidität und Mortalität.134-136 Weitere Studien zeigen, dass funktionelle 

Varianten des Il-6-Gens das CVD Risiko bei CKD beeinflussen.137,138 In den eingesetzten in 

vitro, ex vivo und in vivo Modellen zeigt sich eine erhöhte systemische und lokale Il-6 

Produktion.115,127 Dieser Effekt ist abhängig vom PRR Tlr4 und dem Nlrp3 Inflammasom, aber 

unabhängig von einer ROS Induktion.115 Il-6 ist somit Teil eines NFκB-abhängigen SASP.139 

Daneben sind NFκB-unabhängige Signalwege über p38-„mitogen-activated protein kinase“, 

Proteinkinase B (Akt), „mammalian target of rapamycin“ (mTOR) und ATM Kinase bekannt, 

die die Ausbildung eines SASP und Induktion der MAC miteinander verbinden. Für ATM ist 

der kausale Zusammenhang zwischen SASP und MAC bislang am besten untersucht. Eine 

ATM Inhibition hemmt die OBP-Transformation und Kalzifizierung der VSMC über eine 

Reduktion der assoziierten Inflammation, wobei Cbfa1 das Bindeglied zur ATM-abhängigen 

Kontrolle von DNA-Schäden zu sein scheint.104,140,141 

Diese beschriebenen Mechanismen haben einen bedeutenden Anteil an der vaskulären 

Progerie. Progressive zelluläre Schädigungsmuster münden in der Freisetzung von 

DAMP/Alarminen mit einer konsekutiven PRR Aktivierung. Damit werden evolutionär 

konservierte immunologische Mechanismen bedient.72 Komponenten des SASP können 

neben ihrer lokalen Bedeutung für die interzelluläre Kommunikation eine übergreifende Rolle 

als systemische pro-inflammatorische Mediatoren gewinnen und damit die Homöostase des 

Körpers grundlegend beeinflussen. DAMP/Alarmine können neben der Inflammation auch eine 

zelluläre Seneszenz induzieren, die ihrerseits die Inflammation unterhalten kann.142,143  Die 

eigenen Ergebnisse zeigen, dass sowohl Doxorubicin als auch Il-1β ROS in VSMC 

induzieren.115 DNA-Schäden mit assoziierter Ausbildung einer zellulären Seneszenz (z.B. p21) 

hingegen werden zwar durch Doxorubicin, nicht aber durch Il-1β ausgelöst.115 Entgegen 

Hinweisen in der Literatur, in denen Il-1β auch die Seneszenz in VSMC induzieren kann,131 

konnten diese Effekte in den eigenen angewandten Modellen nicht nachgewiesen werden.115 

Abweichend von unserem Modell wurde der Effekt von Il-1β auf die Seneszenz in der Studie 

von Han et al. in einem artifiziellen System unter Nutzung eines HPM nachgewiesen,131 wobei 

Phosphat selbst ein Induktor der Seneszenz sein kann.132 Eine ähnliche Erklärung würde auch 

für den in der Literatur nachgewiesen Effekt von Il-6 auf die Induktion von Seneszenz und 

Kalzifizierung zutreffen,132 der in den von der Autorin eingesetzten Modellen ohne Nutzung 

eines HPM ebenfalls nicht nachgewiesen werden konnte.115 Die Kenntnisse über Prozesse 

der zellulären Seneszenz sind von Bedeutung, da durch die Elimination seneszenter Zellen 

die Auswirkungen der SASP vermittelten Inflammation relevant vermindert werden kann.142,143 

Um jedoch den Stellenwert der zellulären Seneszenz in der Pathogenese der MAC beurteilen 
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zu können, bedarf es weiterer Untersuchungen. Vorstellbar ist, dass die zelluläre Seneszenz 

initial einen protektiven Einfluss auf die MAC Entwicklung hat, der in Abhängigkeit des 

Ausmaßes oder bei Persistenz der Seneszenz den SASP und die MAC Bildung verstärkt. Die 

zelluläre Seneszenz kann in Abhängigkeit des jeweiligen Mediators und der zeitlichen 

Dimension zu einer DNA-Schädigung führen, durch die zusätzlich eine Verstärkung der 

zellulären Seneszenz induziert wird. 

Die Arbeiten der Habilitationsschrift bestätigen den Mechanismus eines PRR-abhängigen pro-

inflammatorischem SASP und OBP über das Nlrp3 Inflammasom. Insbesondere durch Il-1β 

wird die Expression weiterer Inflammations- und Kalzifizierungsmarker primär unabhängig 

vom zellulären Status der Seneszenz aufrechterhalten, da durch Il-1β keine direkten DNA-

Schäden und zelluläre DDR induziert werden.  

 

3.2.2 Chronische Niereninsuffizienz als Krankheitsbild der vaskulären Progerie 

Die CKD ist aufgrund der Vielzahl retinierter Urämietoxine ein Musterbeispiel für eine 

kontinuierlich vorliegende toxische Dyshomöostase mit Freisetzung urämischer 

DAMP/Alarmine.68,144,145 Darüber hinaus wirken zahlreiche urämische Toxine, wie 

beispielsweise Saa oder Hmgb1, als DAMP/Alarmine, die von unterschiedlichen PRR 

detektiert werden.72,105,106 Auch das Urämietoxin Trimethylamine N-Oxid, ein Produkt des 

Darm-Mikrobioms, aktiviert das Nlrp3 Inflammasom.146 In der Urämie besteht somit eine 

kontinuierliche Stimulation des angeborenen Immunsystems mit Aktivierung von 

Mechanismen der Mustererkennung. Zur Vermeidung der schädlichen Konsequenzen sind die 

Therapieziele unter Urämie entweder die Konzentration der DAMP/Alarmine durch 

verminderte Bildung oder erhöhte Elimination zu reduzieren oder deren Wirkung durch 

Blockade zentraler therapeutischer Schlüsselziele zu vermindern. Bei dialysepflichtigen 

Patienten kann durch die Dialysebehandlung die chronisch-urämische Inflammation dennoch 

nicht adäquat kontrolliert werden.147 Gründe hierfür sind u.a. die intermittierende 

Dialysebehandlung und hiermit verbundene limitierte Therapiezeit, sowie die reduzierte 

therapeutische Effektivität, insbesondere im Bereich der mittelmolekularen Urämietoxine.147 

Das bestehende Konzept der Verminderung urämischer Toxine durch Nutzung 

unterschiedlicher Dialyseverfahren, stellt für CKD-Patienten ohne Dialyseindikation keine 

geeignete Therapieoption dar. Daher werden alternative Behandlungskonzepte benötigt, die 

auf zentrale Mechanismen innerhalb des urämischen „Inflammaging“ abzielen. Durch eine 

Inhibition der deletären Wirkungen der Urämietoxine und damit einhergehender Inhibition der 

vaskulären Progerie, könnte das kardiovaskuläre Risiko reduziert werden. Aufgrund der 

Bedeutung der dargestellten Prozesse erscheint der evolutionär konservierte Prozess der 

Mustererkennung, insbesondere das Nlrp3 Inflammasoms, geeignet zu sein. Die positiven 
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Ergebnisse der CANTOS Studie, insbesondere in der phänotypisch komplexen CKD 

Subpopulation, unterstützen diese Hypothese.112  

 

3.3 Potenzielle Therapiekonzepte der vaskulären Progerie mit Bezug zur Urämie 

Verschiedene neue therapeutische Konzepte zielen auf die Beeinflussung von Prozessen der 

Kalzifizierung, zellulären Seneszenz oder der Inflammation ab.15 Der gestörte Kalzium-

Phosphat-Haushalt und eine persistierende chronische Inflammation zählen zu den wichtigen 

nicht-traditionellen CKD-abhängigen Risikofaktoren.145 Eine therapeutische Intervention des 

Kalzium-Phosphat-Haushaltes zielen v.a. die Kontrolle der jeweiligen Plasmakonzentration 

dieser Elektrolyte, des Vitamin D3 und des Parathormons. Zur Therapie des sekundären 

Hyperparathyreoidimus werden u.a. Phosphatbinder, Vitamin-D Präparate und Kalzimimetika 

eingesetzt, durch die die Progression der MAC vermindert werden soll. Aktuell existieren keine 

systemischen anti-inflammatorischen Therapieoptionen, die die urämische Inflammation 

kausal adressieren. Dass eine kausale anti-inflammatorische Therapie der Urämie 

fundamentale Auswirkungen hat, demonstriert der Erfolg der Nierentransplantation, durch die 

eine kontinuierliche und signifikante Verminderung der Urämietoxinlast und des damit 

einhergehenden urämischen „Inflammaging“ durch Etablierung einer adäquaten GFR erreicht 

wird. Hierdurch wird die Progression der Ausbildung einer MAC vermindert oder sogar 

aufgehoben.148 Die mit abnehmender GFR assoziierte Retention urämischer Toxine kann ohne 

Dialysetherapie kausal nicht beeinflusst werden, so dass der therapeutische Fokus auf der 

Modulation des urämischen “Inflammaging” liegen sollte.  

 

3.3.1 Therapeutische Konzepte im Rahmen der Kalzifizierung 

Zu den therapeutischen Ansätzen mit Bezug zur Kalzifizierung zählen eine Verminderung der 

Phosphatkonzentration, eine Verhinderung der Ablagerung von Kalzium-Phosphat-

Komplexen und eine Erhöhung der Konzentration von Inhibitoren der Kalzifizierung. 

Eine Metaanalyse von 25 klinischen Studien, davon 18 Studien mit dialysepflichtigen 

Patienten, analysierte den Effekt der Senkung der Phosphat-Plasmakonzentration mit Hilfe 

von Phosphatbindern auf die Genese der MAC.149 Als primärer Endpunkt wurde hauptsächlich 

eine kalzifizierende Koronargefäß-Arteriopathie untersucht. Die Untersuchungsergebnisse an 

mehr als 2.500 Patienten verblieben uneinheitlich.149 Die meisten Studien untersuchten 

kalziumhaltige gegen kalziumfreie Phosphatbinder. Dabei war zwar die MAC bei kalziumfreien 

im Vergleich zu kalziumhaltigen Phosphatbindern geringer ausgeprägt, aber zu einem Placebo 

ergab sich kein signifikanter Nutzen,149 so dass die MAC Progression dabei am ehesten durch 

die erhöhte Kalziumzufuhr erklärt werden kann. Eine Senkung der Phosphatkonzentration 

erscheint demnach keinen signifikanten Vorteil gegenüber einem Placebo zu haben.149 Der 

Zulassungsprozess für die Therapie mit Tenapanor, einem Inhibitor des Natriumhydrogen-
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Antiporters 3, der die gastrointestinale Absorption von Phosphat reduziert, wurde von der 

„Food and Drug Administration“ gestoppt, da die klinische Signifikanz unklar eingeschätzt 

wurde.  

Ein weiteres therapeutisches Konzept ist die Verhinderung der Kalzium- und Phosphat-

Ablagerung durch eine anti-resorptive Therapie mit Bisphosphonaten, strukturellen Analoga 

von PPi, oder Denusomab, einem humanisierten Antikörper. Aktuell existieren neun Studien, 

die anti-resorptive Therapeutika an ~350 Patienten untersucht haben.149 Die Ergebnisse von 

sieben dieser Studien deuten auf eine Verlangsamung der MAC Entwicklung hin.149 Sowohl 

das Studiendesign als auch die eingesetzten Bisphosphonate unterscheiden sich, was einen 

direkten Vergleich der Studienergebnisse erschwert und die teilweise widersprüchlichen 

Ergebnisse erklären könnte.149 Vier Studien haben das Bisphosphonat Etidronat bei 

dialysepflichtigen Patienten eingesetzt, wodurch eine Reduktion der MAC Ausprägung erzielt 

werden konnte.149 Diese Daten zeigen, dass eine anti-resorptive Therapie potentiell nützliche 

Wirkungen haben kann. Jedoch sind Langzeitdaten notwendig, um die Auswirkungen des 

unter der Therapie bestehenden erheblichen Eingriffs in den Knochenstoffwechsel auf das 

vaskuläre System besser verstehen zu können.150 Myo-Inositol-Hexaphosphat (SNF472) ist 

eine Substanz, die durch eine selektive Bindung an HAP dessen Wachstum inhibiert,151-153 

ohne im Tiermodell nachteilige Auswirkungen auf den Knochenmetabolismus im Vergleich zu 

Bisphosphonaten zu zeigen.154  Der EC50-Wert für die Chelatbildung mit freiem Kalzium ist 50-

mal höher als die maximal wirksame SNF472-Dosis, was dessen Selektivität für HAP 

bestätigt.15,155,156 Bei dialysepflichtigen Patienten konnte durch die Behandlung mit SNF472 

die Progression der MAC signifikant vermindert werden.155  

Ein Therapieansatz, der auf die Erhöhung der Konzentration von endogenen Inhibitoren der 

Kalzifizierung, wie z.B. Mgp, abzielt, ist die Substitution von Vitamin K, wobei der Effekt eine 

unklare klinische Signifikanz zeigt.157 Sechs Studien an ~580 Patienten wurden durchgeführt, 

von denen nur eine Studie, in der eine Vitamin K Substitution im Dialysat genutzt wurde, einen 

Vorteil zeigte. In den anderen fünf Studien konnte kein Vorteil einer Vitamin K Substitution in 

Bezug auf die Ausprägung der MAC gesehen werden.157  

 

3.3.2 Therapeutische Konzepte im Rahmen des chronischen „Inflammaging“ 

Bislang gibt es experimentelle Hinweise, dass eine therapeutische Intervention des Nlrp3 

Inflammasoms einen protektiven Einfluss auf die MAC Pathogenese hat. In urämischen Ratten 

konnte gezeigt werden, dass durch die Therapie mit Puerarin, einem natürlich vorkommenden 

Isoflavon, die Nlrp3 Inflammasom vermittelte vaskuläre Kalzifizierung signifikant vermindert 

wird.158 6-Shogaol, ein natürlicher Inhaltsstoff des Ingwerrhizoms, inhibiert die Nlrp3 

Inflammasom vermittelte vaskuläre Kalzifizierung, induziert durch eine hohe Glukose-

Konzentration.159 Das 2012 entdeckte Myokin Irisin, dessen Plasmakonzentration bei 
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dialysepflichtigen Patienten signifikant vermindert ist, vermindert in einem CKD Mausmodell 

die Nlrp3 Inflammasom vermittelte MAC signifikant.160 Weitere Inhibitoren des Nlrp3 

Inflammasoms sind bekannt, mit deren Hilfe die Rolle des Nlrp3 Inflammasoms unter 

systemischen Bedingungen in vivo weiter verifiziert werden kann.161 MCC950 ist ein selektiver 

Inhibitor, der die ATPase Domäne des Nlrp3 Inflammasoms blockiert und so dessen Aktivität 

inhibiert.161 In vitro und in vivo Studien zeigen, dass das Leben von HGPS Mäusen durch eine 

MCC950 Therapie verlängert werden kann.161 Des Weiteren hat MCC950 über die Reduktion 

der Plaquebildung und Stabilisierung der Plaques eine anti-atherosklerotische Wirkung.162,163 

Eigene Untersuchungen zeigen, dass MCC950 die Kalzifizierung in vitro vermindert.115 

 

3.3.3 Therapeutische Konzepte im Rahmen der zellulären Seneszenz 

Die therapeutischen Konzepte der zellulären Seneszenz umfassen die Elimination 

seneszenter Zellen („Senolytics“) und die Modulation des SASP („Senomorphics“).68,83,164,165 

Durch die Senolyse p16Ink4a positiver Zellen in einem transgenen Mausmodell konnte das 

Ausmaß der Atherosklerose reduziert und das Überleben der Mäuse verlängert werden.55,166 

Eine vergleichbare Wirkung auf die Atherogenese kann durch das senolytisch wirksame 

Medikament Navitoclax (ABT263) erzielt werden. ABT263 inhibiert anti-apoptotische Proteine 

der „B-cell lymphoma 2“ (Bcl-2) Familie, Bcl-2 und Bcl-xl, wodurch es die Apoptose 

seneszenter Zellen u.a. durch Reaktivierung der pro-apoptotischen Wirkung der Proteine „Bcl-

2 antagonist of cell death“ und „Bcl-2 associated x protein“ und deren Interaktion mit der 

äußeren mitochondrialen Membran moduliert.167 Die Therapie mit ABT263 reduziert die 

Atherogenese im ApoE-defizienten-Mausmodell und senkt die Il-6 Plasmakonzentration als 

ein Marker der systemischen Inflammation.168 Der nachweisbare in vitro Effekt von ABT263 

auf die Reduktion seneszenter VSMC konnte in vivo nicht bestätigt werden.168 Es wurden 

weitere senolytische Medikamente auf der Basis von natürlich vorkommenden Flavonoiden 

entdeckt. Eines davon ist Quercetin, dass ein Polyphenol mit anti-oxidativen Eigenschaften ist 

und in hoher Konzentration in verschiedenen Obst- und Gemüsesorten vorkommt.169 Durch 

Quercetin werden seneszente Zellen selektiv durch die Inhibition des Phosphoinositid-3-

Kinase/Akt und p53/p21/serpine Signalweges durch Reaktivierung der Apoptose eliminiert. 

Durch die kombinierte senolytische Therapie mit Quercetin und Dasatinib, einem Inhibitor der 

Bcr-Abl-Tyrosinkinase und der Sarcoma-Tyrosinkinase, konnte die Seneszenz-assoziierte 

verminderte körperliche Belastbarkeit und die erhöhte Mortalität alter Mäuse verbessert 

werden.170 Eine ähnliche Wirkung zeigte die komibinierte senolytische Therapie bei jungen 

Mäusen, denen seneszente Zellen transplantiert wurden.170 

„Senomorphics“ beeinflussen an unterschiedlichen Stellen den SASP und die zelluläre und 

morphologische Funktion der Zelle. Hierzu zählen Inhibitoren des Januskinase/“signal 

transducers and activators of transcription“ Signalwegs, von NFκB oder mTOR und Aktivatoren 
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von Sirtuinen, einer Gruppe von Histon-Acetylasen, Aktivatoren der Autophagie und anti-

oxidative und anti-inflammtorische Moleküle, die den zellulären Metabolismus und damit den 

zellulären Energiehaushalt modulieren.68 Beispiele für solche Medikamente sind der mTOR 

Inhibitor Rapamycin und Metformin. Eine Therapie mit Rapamycin vermindert die Entstehung 

einer replikativen Seneszenz, verbessert die Erneuerung hämatopoetischer Stammzellen 

sowie das Überleben und den Gesundheitsstatus in unterschiedlichen Tiermodellen.171 Eine 

Erklärung ist die Beeinflussung des SASP, insbesondere über einer verminderte Expression 

von Il-6 und Il-1α, die mit einem reduzierten oxidativen Stress und einer erhöhten Aktivität der 

Adenosin-Monophophat-abhängigen Kinase verbunden ist.87,171 Mit einer mTOR Inhibition sind 

zahlreiche Nebenwirkungen assoziiert, die insbesondere mit der immunsuppressiven und 

metabolischen Wirkung auf die Induktion einer Insulinresistenz und einer Hyperlipidämie 

verbunden sind.172 Die Therapie mit Metformin zeigt ebenfalls potenziell vorteilhafte Wirkungen 

auf die zelluläre Alterung und ist mit einer potenziell lebensverlängernden Wirkung über die 

Modulation des SASP verbunden.87 Über anti-oxidative Eigenschaften besteht außerdem eine 

protektive Wirkung auf die DNA.167  

Diese Befunde zeigen, dass die Modulation des SASP eine wichtige Rolle für die Therapie des 

„Inflammaging“ einnehmen kann. Hierfür müssen zentrale pathophysiologische Mechanismen 

identifiziert werden, um die Nebenwirkungsrate zu minimieren. PRR scheinen zentral in das 

urämische „Inflammaging“ und die urämisch vaskuläre Progerie eingebunden zu sein, so dass 

ein auf die Interaktion zwischen urämischen DAMP und PRR ausgerichteter Ansatz eine 

kausale Therapie des urämischen „Inflammaging“ darstellen könnte.15  

 

3.4 Schlussfolgerung 

Für die physiologische Funktion der VSMC ist die Eigenschaft der Kontraktion essenziell. Um 

sich gegen äußere Stressoren behaupten zu können, wechseln Zellen ihren Phänotyp über 

umfangreiche Veränderungen des Transkriptoms im Sinne einer Phänotyp-Plastizität. Daher 

können VSMC unter den Bedingungen eines chronischen „Inflammaging“ ihren Phänotyp 

ebenfalls anpassen. Durch eine vermehrt anfallende Last an DAMP/Alarminen werden 

transmembranöse und intrazelluläre PRR aktiviert und ein SASP mit der Expression NFκB-

abhängige Il-1 Zytokine induziert. Insbesondere über Il-1β wird ein OBP induziert und die 

Mechanismen der Kalzifizierung aktiviert. In Abhängigkeit von der Art des zellulären Stressors 

und der Menge der intrazellulären ROS können sich DNA-Schädigungsmustern ausbilden, die 

mit einer Aktivierung von DDR einhergehen. Hierdurch können die VSMC zusätzlich einen 

seneszenten Phänotyp einnehmen, der ebenfalls mit der Ausbildung bzw. Verstärkung des 

SASP einhergeht, welcher im Verlauf zu einer Verstärkung des OBP und der Kalzifizierung 

führt. Auch wenn die MAC pathophysiologisch mit erheblichen Veränderungen der vaskulären 

Funktion wie u.a. mit der Erhöhung der vaskulären Steifigkeit verbunden ist, so stellt diese als 
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Defektheilung eine Möglichkeit dar, Störungen der strukturellen vaskulären Integrität, die letal 

sein können, zu verhindern. Die Ergebnisse dieser Habilitationsschrift weisen darauf hin, dass 

unterschiedliche zelluläre Stressoren die beschriebene Phänotyp-Transformation in einen 

OBP v.a. über Aktivierung des Nlrp3 Inflammasoms, als einen zentralen Vermittler des SASP, 

induzieren können. 

Die Urämie stellt ein prädestiniertes Krankheitsbild für die Ausbildung einer vaskulären 

Progerie aufgrund eines chronisch-urämischen „Inflammaging“ dar. Sie ist geprägt durch eine 

systemische Dyshomöostase, ausgelöst durch eine hohe pro-inflammatorische 

Urämietoxinlast. Urämietoxine können selbst als DAMP/Alarmine wirken oder die 

Urämietoxine führen zu einer Schädigung von Zellen, die dann DAMP/Alarmine freisetzen. 

Hierdurch kommt es zu einer kontinuierlichen Aktivierung von PRR, über die das chronisch-

urämische „Inflammaging“ unterhalten wird und sich die oben skizzierten Phänotyp-

Transformationen ausbilden können. In Abhängigkeit der Ausprägung der zellulären 

Schädigung und des SASP entsteht ein pro-inflammatorischer „circulus vitiosus“ v.a. über 

Zytokine der Il-1 Superfamilie, über den der Prozess des urämischen „Inflammaging“ sich 

verstetigen und verstärken kann. Das Nlrp3 Inflammasom stellt daher ein interessantes 

therapeutisches Ziel für die Prävention und gezielte Behandlung der urämisch vaskulären 

Progerie dar. Um den Zusammenhang zwischen Inflammation, Seneszenz und Kalzifizierung 

besser verstehen zu können, sind neue methodische Ansätze notwendig, um die 

multifaktorielle Pathophysiologie zum einen auf Einzelzellebene, aber auch im komplexen 

Gewebeverband untersuchen zu können. Die in dieser Habilitation neu etablierten 

methodischen Ansätze können hierfür von Nutzen sein.  

 

3.5 Ausblick 

Die Identifikation von Schlüsselzielen und die Überprüfung der Wirksamkeit 

pharmakologischer Intervention in geeigneten experimentellen Modellen wird helfen, neue 

Therapieoptionen in klinischen Studien einsetzen zu können. Hierfür ist die Etablierung 

weiterer methodischer Ansätze notwendig, durch die bereits das Anfangsstadium der 

Kalzifizierung nachgewiesen werden kann. Die Beeinflussung des chronisch-urämischen 

„Inflammaging“ durch Modifikation der Ausbildung des SASP und des assoziierten oxidativen 

Stressniveaus bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz kann ein therapeutisches 

Konzept für die urämische Progerie darstellen. Neben der Suche nach neuen 

Wirkstoffkandidaten könnten etablierte Wirkstoffe wie u.a. Il-1β Antikörper/Antagonisten 

therapeutische Optionen bieten, um die hohe kardiovaskuläre Morbidität und Mortalität 

niereninsuffizienter Patienten verbessern zu können.   
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4. Zusammenfassung 
 
Stand der Forschung: Kardiovaskuläre Erkrankungen sind weltweit die führende 

Todesursache, wobei insbesondere altersbedingte vaskuläre Veränderungen in den Fokus 

rücken. Die Arteriosklerose ist eine wichtige Entität systemischer Gefäßveränderungen und 

gekennzeichnet durch eine Kalzifizierung der tunica media („medial arterial calcification“, 

MAC). Ein bedeutender Risikofaktor für die MAC ist die chronische Nierenkrankheit. 

Verschiedene Mediatoren und Inhibitoren beeinflussen die MAC Pathogenese. Hierbei rücken 

evolutionär konservierte Mechanismen der Mustererkennung, u.a. die Aktivierung des „NOD-, 

LRR- and pyrin domain-containing protein“ 3 (Nlrp3) Inflammasom und das einhergehende 

„Inflammaging“ in den Fokus der Untersuchungen. 

Fragestellung: Das Ziel dieser kumulativen Arbeit ist Etablierung von geeigneten Modellen 

und die Charakterisierung zentraler Signalwege in glatten Gefäßmuskelzellen („vascular 

smooth muscle cell“, VSMC) innerhalb des urämischen „Inflammaging“.  

Ergebnisse: Um die multifaktorielle MAC Genese und insbesondere die Interaktion der 

Signalwege untersuchen zu können, wurde in der ersten Arbeit ein Einzelzell-basiertes Modell 

zum Nachweis verschiedener Seneszenz- und Kalzifizierungsmarker etabliert. Durch die 

Etablierung des neuen ex vivo Modells der isoliert-perfundierten Arterie im Rahmen der 

zweiten Arbeit kann die MAC Pathogenese unter Perfusionsbedingungen analysiert werden. 

Die Bedeutung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) im Signalweg der MAC konnte in der dritten 

und vierten Arbeit sowohl in vitro als auch in vivo gezeigt werden. ROS aktivieren das Nlrp3 

Inflammasom als intrazellulären Mustererkennungsrezeptor. Über die Sekretion von 

Interleukin 1β werden pro-inflammatorische und osteogene Signalwege in VSMC induziert, die 

mit einer Phänotyptransformation einhergehen und so die MAC Pathogenese beeinflussen. 

Diskussion & Ausblick: Zellulärer Stress der VSMC resultiert im „Inflammaging“ und 

osteogenem Phänotyp, die letztendlich in Mechanismen der Kalzifizierung münden. In 

Abhängigkeit von der Art des Stressors nehmen die VSMC zusätzlich einen seneszenten 

Phänotyp an, der „Inflammaging“ und Kalzifizierung verstärkt. Das Nlrp3 Inflammasom nimmt 

eine zentrale Rolle im intrazellulären Signalweg der Pathogenese ein. Diese Defektheilung 

geht mit erheblichen strukturellen und rheologischen Veränderungen im Gefäß einher, 

stabilisieren aber die Gefäßintegrität. Die Urämie ist ein prädestiniertes Krankheitsbild für die 

Ausbildung eines chronisch-urämischen „Inflammaging“ und einer vaskulären Progerie. Die 

Modulation des chronisch-urämischen „Inflammaging“ kann ein therapeutisches Ziel für die 

urämische Progerie sein. Neben der Suche nach neuen Wirkstoffkandidaten können etablierte 

Wirkstoffe therapeutische Optionen bieten, um die hohe kardiovaskuläre Morbidität und 

Mortalität von niereninsuffizienten Patienten reduzieren zu können. 
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5. Summary 
 

State of the art: Cardiovascular disease is the leading cause of death worldwide and is 

associated with significant health care costs. Therefore, age-related vascular changes come 

to the fore. Arteriosclerosis is an important entity of systemic vascular changes and is 

characterized by calcification of the tunica media (medial arterial calcification, MAC). A 

significant risk factor for MAC is chronic kidney disease. Various mediators and inhibitors 

influence the MAC pathogenesis. Here, evolutionary conserved mechanisms of pattern 

recognition, including activation of the "NOD-, LRR- and pyrin domain-containing protein" 3 

(Nlrp3) inflammasome and the accompanying "inflammaging" come into focus. 

Purpose: The aim of this cumulative work is to establish appropriate models and characterize 

key signaling pathways in vascular smooth muscle cells (VSMC) within uremic "inflammaging". 

Results: For investigation of the multifactorial MAC progression and in particular the 

interaction of signaling pathways, a single cell-based model for the detection of different 

senescence and calcification markers was established in the first work. The establishment of 

another model in the second work, the isolated-perfused artery, allows MAC pathogenesis to 

be analyzed under perfusion conditions. The importance of reactive oxygen species (ROS) in 

the MAC signaling pathway was highlighted in the third and fourth papers, both in vitro and in 

vivo. These ROS serve as an activation signal for an intracellular pattern recognition receptor 

as the Nlrp3 inflammasome. Nlrp3 maintains pro-inflammatory signaling pathways in VSMC 

via secretion of interleukin 1β and influences MAC via induction of osteogenic markers and 

concomitant phenotype transformation of VSMC. 

Discussion & Outlook: Cellular stress of VSMC results in "inflammaging" and an osteogenic 

phenotype, leading to calcification. Depending on the type of stressor, VSMC additionally 

adopt a senescent phenotype that enhances "inflammaging" and calcification. The Nlrp3 

inflammasome occupies a central role in the intracellular signaling pathway of the 

pathogenesis. This defect healing is accompanied by significant structural and rheological 

changes in vessels but stabilizes the vessel integrity. Uremia is a predestined clinical picture 

for the development of chronic uremic "inflammaging" and vascular progeria. Modulation of 

chronic uremic "inflammaging" may be a therapeutic target for uremic progeria. In addition to 

the search for new drug candidates, established agents may offer therapeutic options to reduce 

the high cardiovascular morbidity and mortality of renal failure patients. 
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