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1 Einleitung 
Vaskuläre Kalzifizierungen sind ein typischer Bestandteil fortgeschrittener 

atherosklerotischer Läsionen, die insbesondere in der Aorta, Aortenklappe und den 

Koronararterien vorkommen (1). Die Relevanz vaskulärer Verkalkungen für die 

Plaquestabilität und das Auftreten thrombotischer Ereignisse in Folge einer 

Plaqueruptur ist umstritten. Dabei wird zwischen Mikro- und Makroverkalkung 

unterschieden. Mikroverkalkungen, insbesondere innerhalb der fibrösen Kappe, gelten 

als destabilisierend (2, 3), wohingegen Makroverkalkungen eher vor einer Ruptur 

schützen (4). Die Ablagerung von Hydroxylapatitkristallen innerhalb athero-

sklerotischer Läsionen ist ein über verschiedene molekulare Mechanismen regulierter 

Prozess, der mit der Osteogenese in Knochen vergleichbar ist, sodass verschiedene 

Marker für osteoblastische Zellen auch in atherosklerotischen Läsionen nachweisbar 

sind (5, 6). Ein weiteres Phänomen fortgeschrittener atherosklerotischer Läsionen ist 

die Neovaskularisation, die verantwortlich für Einblutungen in Plaques, sogenannte 

Intraplaquehämorrhagien, ist (7, 8). In Übereinstimmung hiermit finden sich häufig 

extravasal gelegene Erythrozytenbestandteile in atherosklerotischen Läsionen (9). 

Klinische und experimentelle Untersuchungen von Koronararterien (9), Carotisplaques 

(10) und degenerativ veränderten Aortenklappen (11) konnten zeigen, dass 

Intraplaquehämorrhagien mit der Progression atherosklerotischer Läsionen assoziiert 

sind.  

Diese Beobachtungen liegen der Leitfrage dieser Arbeit zugrunde, nämlich ob und 

durch welche molekularen Mechanismen Erythrozyten zum Fortschreiten der 

Atherosklerose und möglicherweise auch zur Entstehung vaskulärer Verkalkungen 

beitragen. Die experimentelle Grundlage zur Erforschung dieses Zusammenhangs im 

Rahmen der vorliegenden Arbeit war die histologische Analyse von humanen 

kalzifizierten stenosierenden Aortenklappen, abdominellen Aortenaneurysmata und 

atherosklerotischen Carotisplaques. Hierbei wurden verschiedene histologische und 

immunhistochemische Färbungen auf Serienschnitten dieser Läsionen zur Analyse 

der Kolokalisationen von Erythrozytenbestandteilen und Anzeichen bzw. Biomarkern 

vaskulärer Verkalkung durchgeführt. Durch die Demonstration histologisch 

darstellbarer Kolokalisationen von Erythrozyten und Verkalkung in der Gefäßwand 

sollten Hinweise auf mögliche molekulare Zusammenhänge gefunden werden, welche 

dann von anderen MitarbeiterInnen der Arbeitsgruppe in der Zellkultur oder im 

Tierexperiment weiterführend untersucht wurden. Da in Vorarbeiten der Arbeitsgruppe 



 

 2 

an kultivierten Gefäßmuskelzellen bereits gezeigt wurde, dass nur lysierte, nicht aber 

intakte Erythrozyten eine Kalzifizierung bewirken, lag ein Schwerpunkt der 

histologischen Analysen auf der Bedeutung lysierter Erythrozytenmembranen für die 

Umdifferenzierung vaskulärer glatter Muskelzellen zu osteoblastischen, 

kalzifizierenden Zelltypen in humanen Gefäßläsionen. 

2 Literaturdiskussion 
2.1 Physiologie der Gefäßwand 
Die zentrale Rolle der Blutgefäße besteht im Transport von Nährstoffen, Bio- und 

Signalmolekülen und von Gasen durch den gesamten Körper. Außerdem ist das 

kardiovaskuläre System Träger des Immun- und Gerinnungssystems (12). 

Histologisch besteht die gesunde Gefäßwand aus drei Schichten. Die innerste Schicht 

ist die Intima, welche aus dem Endothel und dem bindegewebigen Stratum 

subendotheliale besteht (13). Das Endothel ist eine einfache Zellschicht, welche das 

Gefäßinnere auskleidet. Endothelzellen sind nicht nur physikalische Barriere zwischen 

Blut und Gefäßwand, sondern auch eine Quelle zahlreicher humoraler Faktoren, die 

das Verhalten der Zellen in der Gefäßwand und im fließenden Blut und Prozesse wie 

Blutdruck, Inflammation, Hämostase und Thrombose regulieren (12, 14, 15). Als 

Antwort auf Dehnung und Scherstress bei erhöhten Blutfluss produzieren 

Endothelzellen humorale Faktoren wie Stickstoffmonoxid (NO), Prostazyklin, 

„endothelium-derived hyperpolarizing factor“ (EDHF) oder Endothelin-1, welche durch 

Hyperpolarisation eine Relaxation der umliegenden vaskulären glatten Muskelzellen 

verursachen und so den Gefäßtonus regulieren (12, 14). Für diese Arbeit von 

besonderer Bedeutung ist die von Endothelzellen exprimierte endotheliale NO-

Synthase (eNOS), die durch Oxidation aus ihrem Substrat L-Arginin L-Citrullin und NO 

synthetisiert. Als essentieller Kofaktor wird dabei 5,6,7,8-Tetrahydro-L-biopterin (BH4) 

benötigt (16). Das freigesetzte NO sorgt durch Stimulation der Guanylatzyklaseaktivität 

und nachfolgender Produktion von zyklischem Guanosinmonophosphat (cGMP) in 

glatten Muskelzellen für eine Acetylcholin-vermittelte Vasodilatation (17, 18). Das in 

das Gefäßlumen freigesetzte NO inhibiert außerdem die Plättchenaggregation -und 

adhäsion (16). Die bedeutende Funktion von eNOS wird auch durch Studien in eNOS-

Knockoutmäusen deutlich. Diese zeigen einen hypertensiven Phänotyp, an dem eine 

paradoxe Acetylcholin-induzierte Vasokonstriktion beteiligt ist (19). Außerdem kommt 

es in diesen Tieren zu einer erhöhten Leukozyten- und Endothelzellinteraktion, 

vermehrter Plättchenaggregation und Thrombose (20-22).  
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Weiter außen, jenseits der Intima, liegt die Media, welche vor Allem glatte 

Muskelzellen enthält. Diese regulieren durch das Zusammenwirken zytoskelettaler 

kontraktiler Proteine die Kontraktion und Relaxation der Gefäßwand den Vasotonus 

und somit den Blufluss (13). 

Die äußerste histologische Schicht stellt die Adventitia dar. Sie besteht aus 

Bindegewebe, welches Kollagenfasern, elastische Fasern, Immunzellen, 

Lymphgefäße, Progenitorzellen, Nerven und Fibroblasten enthält. Auch die sog. Vasa 

vasorum sind hier zu finden. Dies sind kleine Blutgefäße, welche für die 

Eigenversorgung des Gefäßes mit Sauerstoff und Nährstoffen zuständig sind (13, 23). 

2.2 Klinische Relevanz der Atherosklerose 
Pathologische Gefäßveränderungen durch Atherosklerose sind ursächlich für 

verschiedene kardiovaskuläre Erkrankungen, die unter anderem zu dem klinischen 

Bild eines Myokardinfarktes oder Schlaganfalls führen können. So werden 45% der 

jährlichen Todesfälle kardiovaskulären Erkrankungen zugeschrieben, wovon 20% 

durch eine koronare Herzerkrankung, 11% durch zerebrovaskuläre Erkrankungen und 

14% durch andere kardiovaskuläre Erkrankungen verursacht werden (24). Daher ist 

die Atherosklerose die grundliegende Pathologie der häufigsten Todesursachen der 

westlichen Welt und mittlerweile auch von Schwellenländern. Aus diesem Grund 

besitzt sie eine hohe klinische Relevanz und ist von wissenschaftlichem Interesse.  

Klinisch und wissenschaftlich von großer Bedeutung sind dabei unter anderem die für 

die Experimente dieser Arbeit verwendeten Patientenproben aus atherosklerotischen 

Carotisplaques, kalzifizierten atherosklerotischen Aortenklappen und abdominellen 

Aortenaneurysmata. Die häufigste Ursache eines Schlaganfalls stellen stenosierende 

atherosklerotische Plaques in den Carotisarterien dar (25), und das Vorkommen 

morphologischer Bestandteile von Atherosklerose in den Carotiden erhöht deutlich das 

Risiko, einen Schlaganfall oder eine transitorisch-ischämische Attacke (TIA) zu 

erleiden (26). Ätiologisch und morphologisch vergleichbare Prozesse mit der 

Atherosklerose innerhalb der Gefäßwand findet man bei kalzifizierten stenosierenden 

Aortenklappen (27, 28). Diese Pathologie ist klinisch von großer Bedeutung, da sie 

die häufigste Ursache einer Aortenstenose darstellt und so der häufigste Grund für 

einen chirurgischen Klappenersatz in westlichen Ländern ist (29). Eine weitere Form 

kardiovaskulärer Erkrankungen ist neben der Atherosklerose das abdominelle 
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Aortenaneurysma mit einer Prävalenz von ca. 1,5% (30-32). Diese Erkrankung betrifft 

hauptsächlich Männer im Alter von über 65 Jahren (31) und führt im Falle einer Ruptur 

bei über 80% der Betroffenen zum Tod, weshalb Screeningprogramme mittels 

Ultraschallsonographie etabliert wurden (33). Abdominelle Aortenaneurysmata teilen 

viele Parallelen mit atherosklerotisch veränderten Gefäßen wie beispielsweise 

gemeinsame prädisponierende Risikofaktoren und eine ähnliche Pathogenese, 

sodass man abdominelle Aortenaneurysmata als eine Sonderform der Atherosklerose 

bezeichnen kann (30). Dabei ist allerdings umstritten, ob beide Pathologien 

Parallelitäten in ihrer Entwicklung aufweisen (34, 35) oder ob eine Atherosklerose der 

Aorta durch Veränderungen des Scherstresses eine ursächliche Rolle bei der 

Entstehung abdomineller Aortenaneurysmata spielt (35, 36). 

2.3 Risikofaktoren und molekulare Mechanismen der Atherosklerose 
Atherosklerose entsteht unter Einwirkung kardiovaskulärer Risikofaktoren, die zu 

endothelialer Dysfunktion und nachfolgender subendothelialer Lipoproteinretention 

führen. Durch die Akkumulation von Lipoproteinen in der Gefäßintima wird eine 

inflammatorische Reaktion ausgelöst mit nachfolgender Aktivierung des Endothels 

und der glatten Muskelzellen. Außerdem werden zunehmend Makrophagen rekrutiert, 

die durch Phagozytose von Lipidbestandteilen zu sog. Schaumzellen werden. Dadurch 

kommt es im Verlauf zu einer Akkumulation von inflammatorischen Zellen und 

extrazellulärer Matrix sowie von Lipidbestandteilen in der Intima (37). Als Barriere 

zwischen dem Plättchen-enthaltendem zirkulierendem Blut und der prothrombotischen 

Matrix (sog. Lipidkern) des atherosklerotischen Plaques bildet sich eine fibrotische 

Kappe. Wenn diese rupturiert, kann es zu arteriellen Thrombosen mit 

Gefäßverschlüssen und folglich zu Endorganischämien kommen (38). Beeinflusst wird 

die Aktivierung dieser Zelltypen von verschiedenen (lokalen) Risikofaktoren.  

2.3.1 Kardiovaskuläre Risikofaktoren und deren Wirkung 
Patienten mit Diabetes mellitus Typ 1 (primärer Insulinmangel) oder Typ 2 

(Insulinresistenz mit sekundärem Insulinmangel) haben ein erhöhtes Risiko für 

Schlaganfälle und kardiovaskuläre Erkrankungen (39). Dies hängt damit zusammen, 

dass durch eine Hyperglykämie vermehrt Proteine und Phospholipide, wie 

beispielsweise das Kollagen der Gefäßwand, glykosyliert werden. Zunächst entstehen 

dabei reversible Glykosylierungsprodukte, welche im Verlauf durch weitere chemische 

Umstrukturierungen zu stabilen, irreversibel veränderten, sog. „advanced 

glycosylation end products“ (AGEs) werden. Dabei entstehen vermehrt reaktive 
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Sauerstoffspezies, welche oxidative Schäden an der Gefäßwand verursachen können 

(40). Monozyten und Makrophagen besitzen einen Oberflächenrezeptor für AGEs, 

sodass es bei Akkumulation dieser Glykosylierungsprodukte in der Gefäßwand zu 

einer inflammatorischen Antwort und folglich zu erhöhter vaskulärer Permeabilität 

kommt (41). Neben diesem Mechanismus führt auch eine gesteigerte Aktivität von 

NADPH-Oxidase zu vermehrtem oxidativen Stress, wie in Gefäßen von Patienten mit 

Diabetes gezeigt werden konnte (42). Gleichzeitig wird durch Hyperglykämie die 

Proteinkinase C aktiviert, wodurch die Aktivität von eNOS gehemmt wird und 

vasokonstriktorische Faktoren wie Endothelin-1 dominieren (39, 43). Außerdem 

werden durch Aktivierung der Proteinkinase C vermehrt Adhäsionsmoleküle wie ICAM 

exprimiert, was eine Aktivierung des Endothels zur Folge hat (39, 44). Eine 

Insulinresistenz ist häufig mit Adipositas im Sinne eines Metabolischen Sydroms 
assoziiert, welches zusätzlich durch eine Dyslipidämie (erhöhte Plasmaspiegel von 

Triacylglyzeriden und „low density lipoprotein“ [LDL] Cholesterin, verminderte 

Plasmakonzentrationen an „high density lipoprotein“ [HDL] Cholesterin) und arterielle 

Hypertonie definiert wird (39, 45). 

Eine Hyper- oder Dyslipidämie ist selbst ein etablierter Risikofaktor für die 

Entstehung von Atherosklerose (39). Auch hier entsteht vermehrt oxidativer Stress 

durch eine gesteigerte Expression der NADPH-Oxidase (39). Daneben werden durch 

eine Hypercholesterinämie die Plasmakonzentrationen von asymmetrischem 

Dimethylarginin (ADMA) erhöht (46, 47). Dieser Faktor konkurriert mit L-Arginin um die 

Substratbindungsstelle von eNOS und wirkt so als endogener eNOS-Inhibitor, was zu 

einer eNOS-Entkopplung, einer verminderten NO-Bioverfügbarkeit und vermehrter 

Superoxidproduktion führt (41). Ein weiterer bedeutender Mechanismus in der 

Entstehung von Atherosklerose ist die Oxidation von LDL durch Superoxidradikale mit 

nachfolgender Aktivierung des Endothels (48). Dabei wird in Endothelzellen die 

Synthese von Endothelin-1 gesteigert (49), die Inflammation durch Hochregulation von 

Adhäsionsmolekülen und Chemokinen gefördert und die Migration und Proliferation 

vaskulärer glatter Muskelzellen stimuliert (39). Oxidiertes LDL wird von Makrophagen 

unter Bildung sogenannter Schaumzellen internalisiert, was den Beginn der 

Plaqueentstehung bedeutet (39).  

Auch bei Patienten mit arterieller Hypertonie liegt eine gesteigerte Produktion 

reaktiver Sauerstoffspezies vor, und es dominieren vasokonstriktive Faktoren wie 

Endothelin-1 bei einer reduzierten Bioverfügbarkeit von NO (43, 50). Dies zeigt sich 
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auch dadurch, dass in hypertensiven Patienten die durch Scherstress provozierte NO-

induzierte Vasodilatation reduziert ist (51). Diese sog. endotheliale Dysfunktion ist ein 

prominenter Pathomechanismus des Krankheitsbildes Bluthochdruck (52). 

Das Problem der endothelialen Dysfunktion besteht auch bei Rauchern, bei denen die 

Bioverfügbarkeit von NO und damit die Fluss-vermittelte Vasodilatation vermindert ist 

(53). Außerdem steigert Tabakkonsum die Bildung von oxidiertem LDL (53). 

Ursächlich dafür sind freie Radikale im Tabakrauch, welche durch Aktivierung 

inflammatorischer Zellen die endogene Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies 

fördern (54, 55). So entsteht vermehrt oxidativer Stress, eNOS wird entkoppelt und es 

kommt zu endothelialer Dysfunktion, was letzendlich die Atherogenese begünstigt 

(39).  

Auch Alter ist häufig mit einer endothelialen Dysfunktion assoziiert (56). Mit 

steigendem Alter nimmt die Expression von eNOS, sowie die der nachgeschalteten 

Guanylatzyklase ab, und es entstehen vermehrt reaktive Sauerstoffspezies (ROS). 

Gleichzeitig werden vasodilatatorisch wirkende „endothelial-derived relaxing factors“ 

(EDRF) herunter- und vasokonstriktiv wirksame „endothelial-derived contracting 

factors“ (EDCF) heraufreguliert (39, 56). Außerdem kann es altersbedingt zu einer 

gesteigerten Expression von Arginase-1 kommen, welche mit eNOS um das Substrat 

L-Arginin konkurriert, wodurch auch so die Bioverfügbarkeit von NO abnimmt (57). All 

dies verursacht oxidativen Stress und fördert die Entstehung von Atherosklerose (39). 

2.3.2 An der Atherogenese beteiligte Zelltypen 

2.3.2.1 Endothelzellen 
Bei Patienten mit Atherosklerose, die einen oder mehrere der oben genannten 

Risikofaktoren aufweisen, kommt es zu einem Funktionsverlust des Endothels und 

unter anderem zu einer Fehlfunktion der eNOS. Diese sog. endotheliale Dysfunktion 

spielt bei der Atheroskleroseprogression eine entscheidende Rolle. Ursächlich für die 

Schädigung der Endothelzellen ist insbesondere oxidativer Stress, der durch die 

typischen Risikofaktoren der Atherosklerose verursacht werden kann (39). Bei 

oxidativem Stress kommt es zu einer Hochregulation der ROS-bildenden Enzyme, wie 

zum Beispiel der NADPH-Oxidase (39). Dies initiiert die Proliferation glatter 

Gefäßmuskelzellen, Endothelzellapoptose und erhöht auch die Expression von 

Metalloproteinasen, die an allen Stadien der Atherogenese beteiligt sind (53). Neben 

der gesteigerten oxidativen Last kommt es gleichzeitig zu einer verminderten 

antioxidativen Aktivität, welche beispielsweise durch die Superoxiddismutase 
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vermittelt wird (58). Folglich steigt der Gehalt an Sauerstoffradikalen, welche mit einer 

hohen Affinität NO binden und inaktivieren (39). Dabei entsteht vermehrt Peroxynitrit 

(59), welches weitere Schäden am Endothel, unter anderem an eNOS, verursachen 

kann (60). Außerdem reagiert der Kofaktor Tetrahydrobiopterin, der für die Synthese 

von NO durch eNOS notwendig ist, sensitiv auf eine Oxidation durch Peroxynitrit (16). 

Dies verstärkt die sog. Entkopplung von eNOS, sodass es zu weiterer 

Superoxidproduktion und einer reduzierten NO-Bioverfügbarkeit kommt (39). 

Gleichzeitig führen diese Schäden am Gefäßendothel auch zu einer gestörten 

Barrierefunktion der Zellen, was proinflammtorische und prothrombotische 

Konsequenzen hat. Dies hängt eng mit deren Prädisposition zur Retention oxidativ 

modifizierter Lipoproteine zusammen. Die Kombination aus endothelialer Dysfunktion 

und Lipoproteinakkumulation stimuliert das Eindringen von Monozyten und deren 

Differenzierung zu Makrophagen. Diese enthalten Cholesterin von Lipoproteinen und 

bilden sog. Schaumzellen (37). Auch Zytokine, Glykosylierungsendprodukte, 

bakterielle und virale Pathogene sind an der proatherogenen Aktivierung des 

Endothels beteiligt (37).  

2.3.2.2 Makrophagen 
Durch die Veränderung der Endothelzellen und die daraus begleitende 

Lipoproteinretention und endotheliale Aktivierung kommt es zu einer Zytokin-

induzierten Einwanderung von Monozyten in die Gefäßwand (37). Im 

atherosklerotischen Plaque differenzieren diese weiter zu Makrophagen. Die läsionale 

Akkumulation von Makrophagen ist jedoch nicht nur durch den Influx von Monozyten 

bedingt, sondern auch durch eine lokale Proliferation unter Beteiligung des Scavenger-

Rezeptor A (SR-A) (61).  

In atherosklerotischen Läsionen sind zwei verschiedene Phänotypen von 

Makrophagen zu finden: proinflammatorische, sog. M1-Makrophagen und 

antiinflammatorsche, sog. M2-Makrophagen (62). M1-Makrophagen werden durch 

Toll-like-Rezeptor-Liganden und Zytokine wie Interferon-g stimuliert und exprimieren 

selber proinflammatorische Zytokine. Dadurch unterhalten sie die lokale Inflammation 

im Plaque, was zu einer weiteren Aktivierung des Endothels und Rekrutierung von 

Monozyten führt (62). Außerdem sind sie am Abbau extrazellulärer Matrixproteine 

beteiligt, wodurch der Plaque instabiler wird, was erklärt, warum man diese 

Makrophagen insbesondere in Ruptur-gefährdeten Schulterregionen von 

atherosklerotischen Läsionen findet (63). Im Gegensatz dazu sezernieren M2-
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Makrophagen antiinflammatorische Zytokine und Kollagen. Sie spielen eine Rolle bei 

Wundheilungsprozessen und Gewebereparaturen, was ihre vermehrte Präsenz in 

regredienten Läsionen in Mausmodellen erklärt (62). Anders als M1-Makrophagen sind 

sie in atherosklerotischen Läsionen eher in der Adventitia und in stabilen, zellreichen 

Bereichen lokalisiert (63).  

Nach Eintritt der Makrophagen in den atherosklerotischen Plaque kommt es dort zu 

einer Internalisierung subendothelial akkumulierter Lipoproteine. Dies geschieht durch 

Phagozytose aggregierter Lipoproteine, eine Scavenger-Rezeptor-vermittelte 

Aufnahme modifizierter Lipoproteine und auch durch Pinozytose nativer Lipoproteine. 

Hierdurch sind Makrophagen im Verlauf der Atheroskleroseprogression auch an der 

Entstehung eines vulnerablen Plaques beteiligt. Durch vermehrte Akkumulation 

oxidierter Phospholipide und einer zunehmenden Ansammlung von Cholesterin im 

endoplasmatischen Retikulum (ER) von Makrophagen entsteht sog. ER-Stress, und 

die Makrophagen können apoptotisch zugrunde gehen (37, 64). Durch oxidativen 

Stress und eine zytoplasmatische Überladung anderer Makrophagen mit 

unverdaulichen Materialien liegt in atherosklerotischen Läsionen gleichzeitig eine 

gestörte Efferozytose vor, also ein gestörter Abbau der apoptotischen Zellüberbleibsel 

(65). Auch der nekrotische Untergang von Makrophagen wirkt durch weitere 

Steigerung der Inflammation proatherogen (66). Zusätzlich exprimieren Makrophagen 

Matrix-Metalloproteinasen, welche eine weitere Ausdünnung der fibrotischen Kappe 

verursachen und so das Risiko einer Plaqueruptur weiter steigern (67). Eine post 

mortem Studie von Koronarplaques zeigte, dass die Ausdünnung der fibrotischen 

Kappe mit einem Voranschreiten der Lumenstenose vor einem akuten thrombotischen 

Ereignis einhergeht (68). 

2.3.2.3 Glatte Muskelzellen 
Die oben beschriebene Akkumulation von Lipoproteinen, Aktivierung des Endothels 

und Inflammation führen ebenfalls zu einer Aktivierung und Änderung des Phänotyps 

von vaskulären glatten Muskelzellen (37). Diese äußert sich durch eine 

Herabregulation typischer Marker dieses Zelltyps, wie zum Beispiel „smooth muscle α-

actin“ (Acta2) oder „smooth muscle myosin heavy chain“ (Myh11) (37). Folglich kommt 

es zu einer gesteigerten Proliferation und Migration der glatten Muskelzellen von der 

Media in die Intima und gesteigerter Produktion von Extrazellulärmatrix, was zu einer 

Größenzunahme, aber auch Stabilisierung des Plaques führt (69, 70). So findet man 

in vulnerablen Plaques einen reduzierten Anteil an glatten Muskelzellen im Verhältnis 
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zu inflammatorischen Lipid-beladenen Zellen, insbesondere in der Nähe der 

fibrotischen Kappe (37). Außerdem kommt es in atherosklerotischen Läsionen zu 

einem sogenannten „phenotype-switching“ von glatten Muskelzellen, bei welchem sich 

ihr kontraktiler Phänotyp in einen synthetischen und Makrophagen-ähnlichen 

Phänotyp umwandelt (70). Dieses Phänomen wird durch die Lipidakkumulation im 

Plaque reguliert, sodass es durch Cholesterinbeladung von kultivierten glatten 

Muskelzellen zu einer verminderten Expression Muskelzell-typischer Marker und 

Induktion von Makrophagenmarkern wie CD68 und Mac2 kommt (71). Es lässt sich 

somit vermuten, dass nicht alle Schaumzellen makrophagozytären Ursprungs sind 

(71). Jedoch ist die Unterscheidung des Ursprungs glatter Muskelzellen und 

Makrophagen in atherosklerotischen Läsionen nur begrenzt möglich, da umgekehrt 

auch Makrophagen und andere Zellen hämatopoetischen Ursprungs Frühmarker 

glatter Muskelzellen exprimieren können (72, 73). Auch die Tatsache, dass 

Cholesterin-beladene glatte Muskelzellen makrophagozytäre Funktionen wie 

Phagozytose und Efferozytose aufweisen, zeigt deren Beitrag zur 

Atheroskleroseprogression (74). 

2.3.2.4 Erythrozyten 
Einen potentiell bedeutenden Mechanismus bei der Entwicklung atherosklerotischer 

Läsionen stellt die Neovaskularisierung dar (7). Innerhalb fortgeschrittener 

atherosklerotischer Plaques entsteht ein hypoxisches Milieu, wodurch der 

Transkriptionsfaktor „hypoxia-inducible transcription factor“ (HIF) vermindert abgebaut 

und damit stabilisiert wird. Folglich werden auch nachgeschaltete Gene wie der 

„vascular endothelial growth factor“ (VEGF) hochreguliert, was eine gesteigerte 

Angiogenese zur Folge hat (8). Auch Inflammation und reaktive Sauerstoffspezies 

können VEGF-abhängig über HIF-1a, genauso wie oxidierte Lipide, allerdings VEGF-

unabhängig, die Bildung kleiner Mikrogefäße innerhalb des Plaques stimulieren (75). 

Allerdings sind diese Gefäße eher unreif und rupturieren leicht, was zur Extravasation 

von Erythrozyten innerhalb der Läsion führt, sog. Intraplaquehämorrhagien (IPH), 

welche in 40% der Hochrisikoplaques feststellbar sind (7). IPH werden mit der 

Progression atherosklerotischer Läsionen assoziiert, wodurch beispielsweise in 

fortgeschrittenen Läsionen von Koronargefäßen vermehrt Glykophorin A-positive 

Erythrozytenmembranen zu finden sind (9). Auch bei der Analyse von Carotisplaques 

(10) und degenerativ veränderten Aortenklappen (11) konnte ein Zusammenhang 

zwischen IPH und dem Progress von Atherosklerose gezeigt werden. Ursächlich dafür 

ist unter anderem das aus Erythrozytenmembranen freigesetzte Cholesterin, welches 
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neben LDL eine weitere Quelle zur Bildung von Cholesterinkristallen bei der Expansion 

des Lipidkerns atherosklerotischer Läsionen darstellt (9, 76). Aus diesem Grund führte 

auch eine direkte Injektion von roten Blutzellen in atherosklerotische Läsionen von 

Kaninchen zu einer Vergrößerung des nekrotischen Kerns und vermehrter Formation 

freier Cholesterinkristalle mit exzessiver Makrophageninfiltration (9). Die Erythrozyten 

betreiben jedoch selber keine Lipidsynthese, sondern stehen im Austausch mit dem 

Blutplasma, sodass Patienten mit familiärer Hypercholesterinämie auch einen 

erhöhten Cholesteringehalt in den Membranen der Erythrozyten aufweisen (77). 

Dieser Cholsteringehalt zirkulierender Erythrozyten ist mit der klinischen Präsentation 

einer koronaren Herzerkrankung assoziiert, wobei Patienten mit akutem 

Koronarsyndrom einen signifikant höheren Gehalt zeigen (78, 79). Bei Kaninchen 

konnte unter einer Therapie mit Statinen ein reduzierter Cholesteringehalt der 

Erythrozytenmembranen erreicht werden, was in den atherosklerotischen Läsionen 

mit signifikant kleineren Lipidkernen, weniger Makrophagen und weniger 

Mikrogefäßen einherging (80). Auch die Induktion einer Anämie mit Hilfe von 

Phenylhydrazin konnte die Läsionsprogression in Apolipoprotein-E-Knockoutmäusen 

reduzieren (81). Zusätzlich wird im Rahmen der IPH Interleukin-8 freigesetzt, welches 

zuvor je nach Stadium des Schweregrades der Atherosklerose an die Erythrozyten 

gebunden wird und letzendlich ebenfalls an der inflammatorischen Kaskade und der 

Plaqueinstabilität beteiligt ist (82).  

Innerhalb atherosklerotischer Läsionen herrscht unter anderem durch reaktive 

Lipidbestandteile ein oxidatives Milieu, welches zu einer Lyse der extravasierten 

Erythrozyten führt (7). Folglich sind auch die sonst von der Membran geschützten 

Erythrozytenbestandteile, insbesondere Hämoglobin, diesem Milieu ausgesetzt und 

werden oxidiert, sodass Hämoglobin in seiner oxidierten Form Methämoglobin oder 

der zweifach oxidierten Form Ferryl-Hämoglobin vorliegt (83). Vor allem Ferryl-

Hämoglobin triggert durch einen intramolekularen Elektronentransfer die Bildung von 

Globinradikalen, wodurch prooxidative und -inflammatorische Prozesse weiter 

verstärkt werden (7). Außerdem werden durch oxidierte Formen von Hämoglobin 

proinflammatorische Zell-Adhäsionsmoleküle wie ICAM-1, VCAM-1 oder E-Cadherin 

stimuliert und es kommt zu einer vermehrten Rekrutierung polymorphkerniger 

Immunzellen (84). Genauso löst auch die prosthetische Gruppe Häm des Hämoglobins 

einen massiven Influx von Granulozyten und eine Hochregulation verschiedener 

Adhäsionsmoleküle aus (85). Gleichzeitig ist Häm in der Lage LDL zu oxidieren (86) 

und Endothelzellen oxidativ zu schädigen (87).  
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2.4 Fortgeschrittene atherosklerotische Läsionen und deren Komplikationen 
Fortgeschrittene atherosklerotische Läsionen werden durch einen nekrotischen Kern, 

den sogenannten „necrotic core“ charakterisiert. Dieser entsteht durch das Eindringen 

von Makrophagen in die sogenannten „lipid pools“, und ist von fibrösem Gewebe 

umgeben (88). Diese „lipid pools“ stellen eine extrazelluläre Ansammlung von Lipiden 

dar, welche im Bereich der Media zu finden ist und keine glatten Muskelzellen enthält 

(89). Bei der Bildung dieser nekrotischer Areale stehen die Apoptose von 

Makrophagen und die mangelhafte Entfernung dieser apoptotischen Zellkörper im 

Vordergrund (90). In diesem Stadium treten auch vermehrt Verkalkungen und 

Gefäßneubildungen auf, die Grundlage für Intraplaquehämorrhagien und gesteigerte 

Inflammation (9, 91). Die fibrotische Kappe, welche einen Schutz zwischen 

nekrotischem Kern und Blutstrom darstellt, ist ausgedünnt (38). Aus diesem Grund gilt 

dieses atherosklerotische Stadium auch als Vorläuferläsion für eine Plaqueruptur, 

welcher ein thrombotisches Ereignis folgt. Sie wird daher auch „vulnerabler Plaque“ 

bezeichnet (92). Die Frage, in wie fern die für diese Arbeit relevanten Kalzifizierungen 

innerhalb der Läsionen zu der Plaqueruptur beitragen, bleibt umstritten. 

Mikrokalzifizierungen, die insbesondere in der fibrotischen Kappe lokalisiert sind, 

haben durch eine Erhöhung des lokalen Gewebestresses eine destabilisierende 

Wirkung auf den atheroskerotischen Plaque und fördern die Plaqueruptur (2, 3). Dabei 

gelten Mikroverkalkungen mit einem Durchmesser <5 µm als harmlos und solche mit 

einem Durchmesser >5 µm als gefährdend für die Stabilität der fibrotischen Kappe 

(93). Außerdem haben Mikrokalzifizierungen eine proinflammatorische Wirkung und 

wirken auch über diesen Mechanismus destabilisiernd. Im Gegensatz dazu sind 

Makrokalzifizierungen mit einem Shift proinflammatorisch wirkender M1-Makrophagen 

zu antiinflammatorisch wirkenden M2-Makrophagen assoziiert, sodass makroskopisch 

sichtbare Verkalkung durch eine zurückgehende Inflammation eine stabilisierende 

Wirkung auf die Läsionen zu haben scheint. Daneben fördern M2-Makrophagen die 

Produktion extrazellulärer Matrix und die osteoblastische Differenzierung von glatten 

Muskelzellen, was ebenfalls den Plaque stabilisiert (4). Auch eine weitere Studie 

konnte zeigen, dass es bei ansteigendem Kalziumgehalt innerhalb der Läsion zu einer 

Abnahme des Volumens des Lipidkerns kommt und der Plaque dadurch stabilisiert 

wird (94). 

2.5 Vaskuläre Verkalkung 
Eine bedeutende Komplikation innerhalb atherosklerotischer Läsionen stellt die 

vaskuläre Verkalkung dar, bei der die osteochondrogene Differenzierung 
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verschiedener Zelltypen der Gefäßwand zur Ablagerung von Hydroxylapatitkristallen 

führt. 

2.5.1 Lokalisation 
Bei vaskulärer Verkalkung kann man zwei verschiedene Arten der Kalzifizierung 

unterscheiden. Einerseits kann es durch Osteoblasten-ähnliche Zellen zur Bildung von 

unstrukturiertem, ektopischen Knochen kommen, andererseits können mineralisierte 

Areale auch ohne den Einfluss Osteoblasten- oder Osteoklasten-ähnlicher Zellen 

entstehen (95). Welche Art der Verkalkung vorliegt, hängt von den Eigenschaften des 

Gefäßes, der ursächlichen Pathologie und auch davon ab, welche Schicht der 

Gefäßwand betroffen ist (95). Bei atherosklerotisch veränderten Arterien ist durch 

einen gestörten Blutfluss oder an Gefäßabzweigungen die arterielle Intima 

pathologisch verändert (96). Verkalkte Areale dieser Plaques sind meist an der Basis 

der Läsion in Nähe zur Gefäßmedia in Form von Knötchen zu finden und tragen 

Merkmale von umgebautem Knochen, Knorpelmetaplasie, Fettgewebe und 

Knochenmarkelementen (95, 97). Eine spezielle Form der Gefäßwandverkalkung, der 

sog. Mediasklerose oder Mönckebergsklerose, ist mit Diabetes mellitus, hohem Alter 

und chonischem Nierenleiden („chronic kidney disease“, CKD) und der damit 

verbundenen Hyperphosphatämie assoziiert (98, 99). Hier ist die arterielle Media oder 

auch die Membrana elastica interna betroffen, innerhalb welcher sich Verkalkungen 

entlang der elastischen Lamellen bildet (95, 100).  

Klinisch von großer Bedeutung ist die Verkalkung von Herzklappen, insbesondere der 

Aortenklappe, die mit der Entwicklung einer Aortenklappenstenose assoziiert ist (101). 

Die Regulation des kalzifizierenden Effekts weist trotz einiger einzigartiger 

Eigenschaften deutliche Ähnlichkeiten mit der Entwicklung von Verkalkung innerhalb 

der Gefäßwand auf (95, 101). Auch hier entsteht die Verkalkung durch eine 

osteoblastische Transition valvulärer interstitieller Zellen (102). Nach einer Verdickung 

der Klappensegel bilden sich Kalziumkerne, die aus Knochenmatrix bestehen können. 

Bei weiterer Vergrößerung der kalzifizierten Areale werden die einzelnen 

Klappensegel in ihrer Bewegung beeinträchtigt, und die Öffnung der Aortenklappe und 

damit auch der linksventrikuläre Auswurf sind reduziert (101). In diesem Fall ist ein 

Klappenersatz die Therapie der Wahl (102).  

2.5.2 Beteiligte Zelltypen 
Eine osteochondrogene Differenzierung, die zu vaskulärer Verkalkung führt, können 

verschiedene Zelltypen der Gefäßwand durchlaufen (95). Meistens geht diese im 
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ersten Schritt allerdings von Zellen der Gefäßmedia aus, den glatten Muskelzellen 

(103). In ihrem Phänotyp veränderte, dedifferenzierte glatte Muskelzellen sind 

zunächst während der Atherogenese an der Bildung einer Neointima beteiligt und in 

der Lage, auf osteogene Signale, welche in atherosklerotischen Läsionen durch 

Diabetes, Hyperphosphatämie oder Inflammation zu finden sind, zu antworten (95). 

Bei der Differenzierung zu einem osteoblastärem Phänotyp kann zwischen einer 

indirekten Differenzierung mit vorheriger Dedifferenzierung zu weniger reifen Zellen, 

gefolgt von einer osteochondrogenen Redifferenzierung und einer direkten 

Differenzierung zu einem ostechondrogenen Phänotyp unterschieden werden (104). 

Auslösend für diese Differenzierungsschritte sind unter anderem Zytokine von 

Makrophagen, die eine Mineralisierung glatter Muskelzellen verursachen können (105, 

106). Im Verlauf der Plaqueprogression kommt es außerdem vermehrt zu Stress im 

endoplasmatischen Retikulum (ER-Stress), was durch Hochregulation von Faktoren, 

die essentiell für die Osteoblastogenese sind, wie zum Beispiel Osteocalcin, zu einer 

osteoblastären Differenzierung glatter Muskelzellen führt (4, 107). Außerdem haben 

glatte Muskelzellen den gleichen mesenchymalen Ursprung wie Osteoblasten und 

reagieren mit einem vergleichbaren Expressionsmuster auf osteogene Stimulation (6, 

103). Die anschließende Mineralisierung glatter Muskelzellen geschieht entweder 

durch Sekretion von Matrixvesikeln (108) oder durch Apoptose (109). Dieses 

mineralisierende Potential wird durch einen Anstieg von Phosphor und Kalzium 

verstärkt (108, 110), was erklärt, warum vaskuläre Verkalkungen vermehrt bei 

Patienten mit chronischer Nierenerkrankung auftreten (111). Diese verkalkenden 

Prozesse werden im Knochen und auch in Arterien durch Inhibitoren wie „matrix Gla 

protein“ (MGP), Pyrophosphate, Osteopontin oder zirkulierendes Fetuin-A 

gegenreguliert (112). 

In der Adventitia der Gefäßwand vorliegende Myofibroblasten können auch in eine 

osteogene Differenzierung involviert sein, was sich in diabetischen Tiermodellen mit 

Hyperlipidämie zeigte (113). Diese Zellen sind mobil und können daher zu 

inflammatorischen Gebieten migrieren (95).  

Auch Perizyten können an vaskulärer Verkalkung beteiligt sein (114) und in 

osteoblastische Linien differenzieren (115). Andererseits sind sie jedoch auch in der 

Lage die osteogene Differenzierung glatter Muskelzellen zu inhibieren (116).  

Eine osteochondrogene Differenzierung ist durch mesenchymale Transition auch in 

Endothelzellen möglich (117, 118). Das bedeutet, dass die Zellen zunächst in 
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mesenchymale Zellen mit Stammzellcharakter dedifferenzieren, bevor sie eine 

osteochondrogene Differenzierung durchlaufen. So sinkt auch das Ausmaß an 

Verkalkung bei Verminderung der endothelialen-mesenchymalen Transition (118). 

Zusätzlich steigt durch Inflammation und Beschädigung von Endothelzellen die 

Expression von „bone morphogenic protein-2“ (BMP-2), was zu einer Produktion 

endothelialer Mikropartikel führt, die vor allem Kalzium und BMP-2 enthalten und 

vaskuläre glatte Muskelzellen zur Differenzierung und Verkalkung stimulieren (119).  

Bedeutend für vaskuläre Verkalkung sind ebenfalls Progenitorzellen, welche 

stationär in der Gefäßwand zu finden sein können oder im Kreislauf zirkulieren und in 

vaskuläres Gewebe migrieren können (120). Besonders reich an Progenitorzellen, die 

lokale Zellen der Gefäßwand unterstützen und regulieren, sind außerdem Nischen 

innerhalb der Adventitia (121). Stationäre Gli1-positive mesenchymale Stammzellen 

sind beispielsweise Progenitorzellen vaskulärer glatter Muskelzellen, die in der 

Adventitia lokalisiert sind (122). Sie tragen durch Migration zur Media zur 

Neointimabildung bei und stellen eine weitere Quelle osteoblastischer Zellen dar (122). 

Genauso tragen auch zirkulierende Stammzellen des Knochenmarks zur Präsenz 

osteoblastischer sowie auch osteoklastischer Zellen in der Gefäßwand bei (123). 

Daher findet man in kalzifizierten Arealen nicht nur mineralisierende Zellen vom 

osteoblastischen Typ, sondern auch osteoklastische Zellen. Diese sitzen in der 

Zellwand und besitzen die Fähigkeit, mineralisierte Areale zu degradieren und 

Osteoblasten-ähnliche Zellen zu regulieren (95). Ihre Abstammung ist auf zirkulierende 

Monozyten zurückzuführen, welche durch das kalzifizierte Milieu der erkrankten 

Gefäßwand eine osteoklastische Differenzierung durchlaufen (124).  

In verkalkenden stenosierenden Aortenklappen sind es die valvulären interstitiellen 
Zellen, die osteogene Faktoren exprimieren und so zu einer Mineralisierung von 

Aortenklappen führen (102, 125). Die fibrotisch-kalzifizierenden Prozesse laufen hier 

hauptsächlich in der Fibrosa, also der Aorta-zugewandten Seite der Klappe, ab, was 

sich durch vermehrt wirkende Scherkräfte auf dieser Seite der Aortenklappe erklären 

lassen könnte (102). Auf dieser Seite exprimieren die Endothelzellen außerdem 

weniger inhibitorische Moleküle für vaskuläre Verkalkung (126).  

2.5.3 Signaltransduktionswege vaskulärer Kalzifizierung 

2.5.3.1 BMP-Signalweg 
Die „bone morphogenic proteins“ (BMPs) sind Wachstumsfaktoren, die zu der Gruppe 

der „transforming growth factor b“ (TGF-β)-Familie gehören (127). Als wichtige 
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Aktivatoren der osteoblastischen Differenzierung sind sie auch in verkalkten 

Gefäßwänden zu finden (128). Ihre Aktivierung ist dabei mit typischen Bedingungen 

vaskulärer Verkalkung wie Atherosklerose (129), hohen Phosphatkonzentrationen 

(130) und Diabetes mellitus (131) assoziiert. Dabei unterscheidet man verschiedene 

Subtypen der BMPs mit unterschiedlicher Bedeutung für die vaskuläre Kalzifizierung. 

BMP-2 und -4 fördern durch Modulation der Genexpression osteogener Faktoren die 

vaskuläre Verkalkung (132). Sie interagieren dabei mit ihrem Rezeptor, was eine 

Phosphorylierung regulatorischer „Smads“ zur Folge hat. Dies sind intrazelluläre 

Proteine, die extrazelluläre Signale an den Nukleus weiterleiten und so die genetische 

Transkription der entsprechenden Zelle beeinflussen (133). So wird durch BMPs der 

Transkriptionsfaktor „Core binding factor alpha-1“ (Cbfa-1) bzw. „Runt-related 

transcription factor 2“ (Runx2) vermehrt exprimiert, was zu einer Transition der Zelle 

in einen osteoblastischen Phänotyp führt (130). Dadurch stellt Cbfa-1 als 

Schlüsselelement der osteoblastischen Differenzierung durch seine Expression in der 

Gefäßwand einen frühen Schritt vaskulärer Verkalkung dar (134). Außerdem werden 

durch Cbfa-1 auch weitere Faktoren, die die osteoblastische Differenzierung 

beeinflussen, wie beispielsweise Osteocalcin, Osteopontin oder Kollagen Typ I, 

reguliert (135, 136). Es kommt zu einem veränderten Expressionsmuster der 

differenzierten Zellen mit Hochregulation der Alkalischen Phosphatase, „bone 

sialoprotein“, Osteocalcin und Kollagen Typ II und einer verminderten Expression von 

MGP, Osteonectin, Osteoprotegerin und Aggrecan (6).  

Im Gegensatz zu BMP-2 und -4 vermindert BMP-7 eine osteoblastische 

Differenzierung durch Förderung der Expression spezifischer Marker von glatten 

Muskelzellen und durch Hemmung derer Proliferation (137). 

Vaskuläre Verkalkung ist eine Komplikation von Atherosklerose, einer chronisch-

inflammatorischen Erkrankung der Gefäßwand. Neben oxidativem Stress spielen auch 

inflammatorische Prozesse eine Rolle bei der Entstehung vaskulärer Verkalkung (95). 

So sind in atherosklerotischen Läsionen vermehrt Zytokine, wie zum Beispiel TNF-α, 

zu finden (138). Durch Stimulation der Expression von BMP-2 kann TNF-α vaskuläre 

glatte Muskelzellen stimulieren, Kalziumablagerungen zu bilden (106, 139). 

Gleichzeitig liegen inhibitorische Faktoren wie MGP in reduzierter Menge vor (140). 

Aus diesem Grund kann eine Inhibition des Inflammasoms die Verkalkung von 

kultivierten vaskulären glatten Muskelzellen vermindern (141). In atherosklerotischen 

Plaques treten außerdem vermehrt Apoptose und Nekrose auf, wodurch Zytokine, wie 
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Interleukin-1α, induziert werden, die auch Verkalkung initiieren (140). Auch 

Kalziumphosphatkristalle selbst stimulieren umliegende Makrophagen, die in der 

Folge Zytokine wie TNF-α oder Interleukin-1β sezernieren und so die vaskuläre 

Verkalkung durch diesen positiven Rückkopplungsmechanismus weiter verstärken 

(142). Neben diesen direkten Effekten auf die Verkalkung von Gefäßen steigern 

Inflammation und Zytokine auch die Generierung von reaktiven Sauerstoffspezies und 

somit die Entstehung von oxidativem Stress (143). Durch die hohen Spiegel an freien 

Radikalen werden auch weitere Marker für vaskuläre Verkalkung, wie die Aktivität der 

alkalischen Phosphatase oder BMP-2, induziert (132). BMP-2 steigert nicht nur die 

Mineralisierung glatter Muskelzellen, sondern fördert auch die Aktivität der 

Cyclooxygenase-2. Folglich werden neben der Prostaglandinsynthese auch Oxidasen, 

die weitere reaktive Sauerstoffspezies synthetisieren, stimuliert (132). Dadurch 

entsteht ein Teufelskreis, in dem sich inflammatorische und kalzifizierende Prozesse 

gegenseitig bedingen.  

2.5.3.2 Wnt-Signalweg 
Wnt-Moleküle sind sekretorische Glykoproteine, die eine wichtige Bedeutung für die 

Entwicklung und Differenzierung von Zellen und so auch für die Homöostase des 

Gewebes besitzen (144). In atherosklerotischen Läsionen kommt es durch oxidativen 

Stress zu einer gesteigerten Expression von BMP-2 und TNF-α, welche unter anderem 

die Expression des osteochondrogenen Transkriptionsfaktors MSX-2 induzieren. 

Durch Hochregulation dieses Faktors werden vermehrt Wnt-Moleküle, wie Wnt3a und 

Wnt7a, exprimiert (145). Diese Wnt-Moleküle binden Proteinkomplexe, die den Abbau 

von β-Catenin im Proteasom verhindern. Dadurch akkumuliert β-Catenin im 

Zytoplasma und wird anschließend in den Nukleus translokalisiert, wo dann 

bedeutende Gene für eine osteoblastische Differenzierung induziert werden (146). 

Neben vaskulären Verkalkungen (145) führt eine Aktivierung dieses Signalweges auch 

zu einer gesteigerten Monozytenadhäsion an Endothelzellen (147) und einer 

vermehrten Proliferation vaskulärer glatter Muskelzellen (148). 

2.5.3.3 Notch-Signalweg 
Der Notch-Signalweg ist ein juxtakriner Signalmechanismus, bei dem es zu einer 

Interaktion von Notch-Liganden mit deren transmembranären Notch-Rezeptoren 

kommt, was eine veränderte Transkriptions der Notch-nachgeschalteten Gene zur 

Folge hat (149). So können Liganden von Notch-1 wie zum Beispiel Jag1 oder DLL1 

die BMP-2-vermittelte osteogene Differenzierung steigern (150). Auch eine gesteigerte 
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Aktivität der intrazellulären Domäne von Notch-1 stimuliert eine durch BMP-2 

induzierte Expression des Transkriptionsfaktors MSX-2 und führt somit zu einer 

Mineralisierung glatter Muskelzellen (151). Gegenregulatorisch wird durch BMP-2 

gleichzeitig der Notch-Ligand Hey1 vermehrt exprimiert, welcher durch eine Inhibition 

von Runx2 die Mineralisierung glatter Muskelzellen negativ reguliert (152). Durch 

dieses Phänomen entsteht bei inaktivierenden Mutationen von Notch-1 eine deutliche 

Progression der Runx2-vermittelten vaskulären Verkalkung (149). Außerdem wird 

Notch-1 durch erhöhten Scherstress aktiviert und induziert nachfolgend MGP, was zu 

einer verminderten Aktivität osteoblastischer Gene führt (153). Inhibitorische Liganden 

der Notch-Rezeptoren wie DIK1, die in proliferierenden Stammzellen exprimiert 

werden, können deren volle Differenzierung zu Osteoblasten inhibieren (154). Die 

Aktivität der verschiedenen Notch-Signalwege wird auch durch Hypoxie (149), 

inflammatorische Zytokine (155, 156) und chemische Modifikationen durch NO oder 

reaktive Sauerstoffspezies (149) beeinflusst.  

2.5.3.4 Phosphat-vermittelte Signalwege 
Eine Konsequenz von progressivem Nierenversagen und die beeinträchtigte Fähigkeit 

der Niere, Phosphat und Kalzium zu sezernieren, ist die Entstehung einer 

Hyperphosphatämie. Dieses Phänomen ist ein weiterer Stimulator vaskulärer 

Verkalkung, insbesondere der Gefäßmedia (98). Anorganisches Phosphat lagert sich 

dabei weniger an Kollagenfibrillen, sondern eher am Elastin der elastischen Fibrillen 

der Media ab (157). Dieser Prozess wird durch Degradierung des Elastins durch 

Elastasen und andere Proteasen verstärkt (158). Durch den Natrium-abhängigen 

Phosphat-Kotransporter Pit-1 gelangt Phosphat in die vaskulären glatten 

Muskelzellen, wo es durch die Erhöhung der Expression von Osterix, einem 

osteoblastischen Transkriptionsfaktor, die Mineralisierung der Matrix stimuliert (159).  

Im Gegensatz zu anorganischem Phosphat ist Pyrophosphat durch Blockade der 

Bildung von Hydroxylapatitkristallen ein Inhibitor vaskulärer Verkalkung (132, 160).  

2.5.3.5 Matrixvesikel und Exosome 
Matrixvesikel sind zellmembranumschlossene Strukturen, deren Inhalt unter anderem 

eine wichtige Rolle bei der Mineralisierung des Skeletts spielt. Ähnliche Strukturen 

wurden auch im Zusammenhang mit vaskulärer Verkalkung entdeckt (161). 

Matrixvesikel und Exosome enthalten Mineralien, Proteine und RNA, sodass sie den 

Verkalkungsprozess über diesen Weg beeinflussen können (162).   
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2.5.3.6 Inhibitorische Faktoren 
Vaskuläre Verkalkung wird durch verschiedene Faktoren auch inhibitorisch reguliert. 

Das oben bereits erwähnte „matrix Gla protein“ (MGP) moduliert vaskuläre Verkalkung 

durch Inhibition der Interaktion der BMPs mit ihren Rezeptoren (163). Für diese 

inhibitorische Funktion ist eine Vitamin-K-abhängige γ-Carboxylierung des Proteins 

notwendig, sodass an verkalkten Arealen vermehrt nicht ausreichend carboxyliertes 

MGP zu finden war (164).  

Auch das Osteoprotegerin (OPG)/“receptor activator of nuclear factor-kappaB ligand“ 

(RANKL)/“TNF-related apoptosis-inducing ligand“ (TRAIL)-Signalsytem nimmt 

Einfluss auf den Prozess der vaskulären Verkalkung (95). Dabei steigert RANKL durch 

Induktion osteoblastischer Aktivität vaskuläre Verkalkung (165). Jedoch ist OPG in der 

Lage als „Köderrezeptor“ zu wirken, indem es RANKL bindet und so von dessen 

Rezeptor abfängt. Die kalzifizierende Wirkung wird dadurch aufgehoben (166). Einen 

weiteren Liganden für OPG stellt TRAIL dar, dessen genaue Bedeutung für Gefäße 

allerdings umstritten ist (166).  

Ein weiterer potenter Inhibitor vaskulärer Verkalkung ist das Glykoprotein Fetuin-A, 

das von der Leber produziert wird und zu den negativen Akute-Phase-Proteinen 

gehört. Fetuin-A ist in der Lage frühe Kalziumphosphat-Kristalle zu binden und so 

deren Wachstum und Ablagerung zu verhindern (167). Diese Hydroxylapatitkristalle 

werden normalerweise durch Zellen des retikuloendothelialen Systems verdaut. Durch 

Bildung dieser sogenannten „fetuin-A calciprotein particles“ (CPPs) kann diese 

Eliminierung vereinfacht ablaufen (167). Außerdem fällt die Induktion der Sekretion 

von proinflammatorischen Zytokinen durch CPPs niedriger aus als jene durch 

Hydroxylapatitkristalle alleine (168). Diese Tatsachen sind eine mögliche Erklärung 

dafür, dass in Patienten mit vaskulärer Verkalkung niedrigere Konzentrationen an 

Fetuin-A zu finden sind (169).  

 

2.6 Offene Fragen und Ziele der Arbeit 
In fortgeschrittenen atherosklerotischen Läsionen kommt es mit zunehmender Größe 

häufig zu Neovaskularisationen, welche durch Leckagen in den kleinen, unreifen 

Gefäßen zu lokalen Blutungen, sog. IPH führen können (7). Die Präsenz von 

Erythrozyten innerhalb der Läsionen legt die wesentliche Frage dieser Arbeit offen, ob 

diese eine Folge fortgeschrittener Atherosklerose sind oder ob ihnen außerdem eine 
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ursächliche proatherogene Funktion zugeschreiben werden kann. Die oben 

beschriebenen Studien, bei denen ein steigernder Effekt von intraläsionalen 

Erythrozyten auf die Atheroskleroseprogression beschrieben wird, bestärken diese 

Annahme (9). Ein weiterer Bestandteil fortgeschrittener atherosklerotischer Plaques 

sind Kalzifizierungen, welche hauptsächlich durch die osteoblastische Differenzierung 

glatter Muskelzellen entstehen (95). Ein Schwerpunkt dieser Arbeit war es 

herauszufinden, ob sich in atherosklerotischen Läsionen des Menschen histologische 

Hinweise finden lassen, dass Erythrozyten bei der Transdifferenzierung von glatten 

Muskelzellen in Osteoblasten und somit für die vaskuläre Kalzifizierung eine Rolle 

spielen könnten. In diesem Zusammenhang war ein weiteres Ziel der Arbeit, im Falle 

eines Zusammenhangs den entsprechenden Mechanismus zu analysieren. Hierzu 

wurde, angelehnt an Zellkulturexperimente und Tierversuche der eigenen 

Arbeitsgruppe, eine systematische histologische und morphometrische Analyse von 

humanen kalzifizierten stenosierenden Aortenklappen, abdominellen 

Aortenaneurysmata und atherosklerotischen Carotisplaques durchgeführt. Mit Hilfe 

von Kolokalisationen verschiedener Erythrozytenbestandteile (Zellmembran, 

Hämoglobin, Eisen), potentiellen Mediatoren (eNOS, Arginase-1, oxidativer Stress) mit 

zellulären Markern für Osteoblasten (Osteopontin, Periostin) und anderen potentiell 

relevanten Zelltypen (CD163-positive Makrophagen, SM alpha-Aktin-positive 

Myofibroblasten) wurde an Serienschnitten versucht, mögliche Zusammenhänge und 

Mechanismen der osteoinduktiven Aktivität von Erythrozyten in vivo zu analysieren. 
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3 Methoden 
3.1 Materialien 

3.1.1 Chemikalien 

Name Firma Bestellnummer 
10X Phosphate-Buffered 
Saline (PBS) 

Gibco® by Life TechnologiesTM, 

Carlsberg, CA, USA 

70011-051 

AB Diluent with 
Background Reducing 
Activities 

Dako North America, Inc., 

Carpinteria, USA 

S302283-2 

Aceton Applichem GmbH, Darmstadt, DE A1582, 2500 

Acid Fuchsin Sigma-Aldrich® GmbH, Steinheim, 

DE 

F8129 

AEC Peroxidase 
Substrate Kit 

VectorLabs, Burlingame, CA, USA SK-4200 

Albumin Fraktion V 
(BSA) 

Carl Roth® GmbH & Co. KG, 

Karlsruhe, DE 

2834 

Alizarinrot-S Carl Roth® GmbH & Co. KG, 

Karlsruhe, DE 

O348.2 

Ammoniak 10% Carl Roth® GmbH & Co. KG, 

Karlsruhe, DE 

6756.1 

Avidin/Biotin Kit VectorLabs, Burlingame, CS, USA SP-2001 

Azophloxine Waldeck GmbH & Co., Münster, 

DE 

1B-103 

Biotin-xx-goat anti-
mouse IgG 

Molecular Probes® by Life 

TechnologiesTM, Eugene, OR, US 

B2763 

Biotin-xx-goat anti-
rabbit IgG 

Molecular Probes® by Life 

TechnologiesTM, Eugene, OR, US 

B2770 

Citric Acid Monohydrate Sigma-Aldrich® GmbH, Steinheim, 

DE 

C1909 
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EDTA-Dinatriumsalz Applichem GmbH, Darmstadt, DE A3553 

Essigsäure 100% Carl Roth® GmbH & Co. KG, 

Karlsruhe, DE 

3738.4 

Ethanol 100% Carl Roth® GmbH & Co. KG, 

Karlsruhe, DE 

K9285 

Ethanol 70% Carl Roth® GmbH & Co. KG, 

Karlsruhe, DE 

T913.3 

Ethanol 96% Carl Roth® GmbH & Co. KG, 

Karlsruhe, DE 

T171.4 

Eukitt Sigma-Aldrich® GmbH, Steinheim, 

DE 

3989 

Formaldehydlösung 
37% 

Carl Roth® GmbH & Co. KG, 

Karlsruhe, DE 

4979.1 

Gill’s Hämatoxylin Sigma-Aldrich® GmbH, Steinheim, 

DE 

GHS332 

Hämatoxylinlösung A 
nach Weigert 

Carl Roth® GmbH & Co. KG, 

Karlsruhe, DE 

X906.1 

Hämatoxylinlösung B 
nach Weigert 

Carl Roth® GmbH & Co. KG, 

Karlsruhe, DE 

X907.1 

Immersionsöl für 
Mikroskopie 

Applichem GmbH, Darmstadt, DE A0699,0250 

ImmuMount Thermo Fisher Scientific Gerhard 

Menzel B.V. & Co. KG, 

Braunschweig, DE 

9990402 

Kernechrot-
Aluminiumsulfat-
Lösung 

Carl Roth® GmbH & Co. KG, 

Karlsruhe, DE 

N069-1 

Lichtgrün SF Waldeck GmbH & Co., Münster, 

DE 

1B-211R 

Methanol (>99,5%) Carl Roth® GmbH & Co. KG, 

Karlsruhe, DE 

CP.43.2 

Normal Goat Serum Abcam®, Cambridge, UK ab156046 

NovaRed (Peroxidase 
Substrat Kit) 

VectorLabs, Burlingame, CS, USA SK-4800 
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Tabelle 3.1-1  Übersicht Chemikalien 

 

Orange G Carl Roth® GmbH & Co. KG, 

Karlsruhe, DE 

0318.2 

ParaPlast Plus Carl Roth® GmbH & Co. KG, 

Karlsruhe, DE 

X881.2 

Phosphomolybdänsäure Carl Roth® GmbH & Co. KG, 

Karlsruhe, DE 

4440.3 

Pikrinsäure, gesättigt Sigma-Aldrich® GmbH, Steinheim, 

DE 

P-6744-1GA 

Ponceau Xylidin Sigma-Aldrich® GmbH, Steinheim, 

DE 

P2395 

Potassium 
hexacyanoferrate (II) 

Sigma-Aldrich® GmbH, Steinheim, 

DE 

P3289-100G 

Roti-Clear Carl Roth® GmbH & Co. KG, 

Karlsruhe, DE 

A538.5 

Rotihistol Carl Roth® GmbH & Co. KG, 

Karlsruhe, DE 

6640.4 

Roti-Liquid Barrier 
Marker, rot 

Carl Roth® GmbH & Co. KG, 

Karlsruhe, DE 

AN92.1 

Salzsäure 20% Applichem GmbH, Darmstadt, DE A3397,1000 

TRIS, blotting grade Carl Roth® GmbH & Co. KG, 

Karlsruhe, DE 

0188.3 

Triton-X100 Carl Roth® GmbH & Co. KG, 

Karlsruhe, DE 

3051.3 

Vecta Stain ABC Kit 
Elite (Standard) 

VectorLabs, Burlingame, CS, USA PK 6100 

Wasserstoffperoxid 30% Carl Roth® GmbH & Co. KG, 

Karlsruhe, DE 

9681.4 

Xylol (>98%, rein, für 
Histologie) 

Carl Roth® GmbH & Co. KG, 

Karlsruhe, DE 

9713.5 

Zinkformalin Sigma-Aldrich® GmbH, Steinheim, 

DE 

Z2902-3,75L 
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3.1.2 Verbrauchsmaterialien 
 

Name Firma Bestellnummer 
Baumwollstäbchen VWR International, Radnor, PA, 

US 

149-0331 

Deckgläser 24x60 mm 
(Menzel) 

Thermo Fisher Scientific Gerhard 

Menzel B.V. & Co. KG, 

Braunschweig, DE 

BB022060A1 

Deckglaspinzette 
gebogen 115 mm 

Carl Roth® GmbH & Co. KG, 

Karlsruhe, DE 

K718.1 

Drahtbügel für 
Färbegestell 

VWR International, Radnor, PA, 

US 

631-9329 

Einbettkassetten Engelbrecht GmbH, Edermünde, 

DE 

17995 

Einmal-Wägeschalen 
14x14 mm 

Carl Roth® GmbH & Co. KG, 

Karlsruhe, DE 

2159.2 

Eppendorf-Cups 1,5 ml 
SafeLook 

Eppendorf AG, Hamburg, DE  

Eppendorf-Cups 2,0 ml Eppendorf AG, Hamburg, DE 1003-8760 

Falcon 15 ml Greiner Bio-One GmbH, 

Frickenhausen, DE 

188271 

Falcon 50 ml Greiner Bio-One GmbH, 

Frickenhausen, DE 

227261 

Färbegestelle Carl Roth® GmbH & Co. KG, 

Karlsruhe, DE 

H552.1 

Glasküvetten mit 
Deckel 

VWR International, Radnor, PA, 

US 

631-9328 

Laborflaschen 1000 ml VWR International, Radnor, PA, 

US 

215-1537 

Laborflaschen 500 ml VWR International, Radnor, PA, 

US 

215-1536 
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Magnetrührstäbchen 30 
mm 

VWR International, Radnor, PA, 

US 

422-4525 

Messzylinder Kartell 
100 ml 

VWR International, Radnor, PA, 

US 

612-4065 

Messzylinder Kartell 
1000 ml 

VWR International, Radnor, PA, 

US 

612-4066 

Messzylinder Kartell 
500 ml 

VWR International, Radnor, PA, 

US 

612-4063 

Objektträger Superfrost 
ultra 

Thermo Fisher Scientific Gerhard 

Menzel B.V. & Co. KG, 

Braunschweig, DE 

J3800AMNZ 

Objektträgermappe VWR International, Radnor, PA, 

US 

631-0689 

Pasteurpipetten kurz VWR International, Radnor, PA, 

US 

612-1701 

pH-Elektrode VWR International, Radnor, PA, 

US 

662-1161 

Pinzette (10 cm, 
gerade) 

Fine Science Tools® GmbH, 

Heidelberg, DE 

11150-10 

Pipette Eppendorf 
Research plus 0,5-10 µl 

Eppendorf AG, Hamburg, DE 3123-000.020 

Pipette Eppendorf 
Research plus 100 µl 

Eppendorf AG, Hamburg, DE 3123-000.047 

Pipette Eppendorf 
Research plus 1000 µl 

Eppendorf AG, Hamburg, DE 3123-000.063 

Pipettenspitzen 0,1-10 
µl 

Starlab International GmbH, 

Hamburg, DE 

S1110-3000 

Pipettenspitzen 100 µl Starlab International GmbH, 

Hamburg, DE 

S1111-0006 

Pipettenspitzen 1000 µl Starlab International GmbH, 

Hamburg, DE 

S1111-6001 

Serologische Pipetten 
10 ml steril  

Greiner Bio-One GmbH, 

Frickenhausen, DE 

607107 
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Trichter (100 mmx155 
mm) 

Carl Roth® GmbH & Co. KG, 

Karlsruhe, DE 

YA49.1 

Zellstoff ungebleicht Apotheke  

 

Tabelle 3.1-2  Übersicht Verbrauchsmaterialien 

 

3.1.3 Geräte 

Name Firma 
Gewebeinfiltrationsautomat TP1020 Leica Biosystems GmbH, Wetzlar, DE 

Inkubator Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

US 

Kühlschränke Liebherr-International AG, Bulle, CH 

Magnetrührer VS-C4 VWR International, Radnor, PA, US 

MicroPublisher 5.0 RTV QImaging, Surrey, BC, CA 

Mikroskop BX51 Olympus, Hamburg, DE 

Mikrotom RM2245 Leica Biosystems GmbH, Wetzlar, DE 

Mikrowelle Sharp K. K., Oskaka, JP 

Paraffinausgießstation EG 1150 H Leica Biosystems GmbH, Wetzlar, DE 

pH-Meter Hanna Instruments, Woonsocket, USA 

Vortex-Genie 2 Scientific Industries Inc., New York, 

USA 

Waage, Laboratory LC 2200 P Sartorius AG, Göttingen, DE 
 

Tabelle 3.1-3  Übersicht Geräte 

 

3.1.4 Software 

Name Firma 
Microsoft Excel 2016 Microsoft Corporation, Redmond, WA, 

US 

Microsoft Word 2016 Microsoft Corporation, Redmond, WA, 

US 

Microsoft Powerpoint 2016 Microsoft Corporation, Redmond, WA, 

US 
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QCapture Pro 6.0 QImaging Corporation, Surrey, CA 

Graph Pad Prism 7.0 GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, 

US 

Image-Pro Plus 7.0 Media Cybernetics Inc., Rockville, MD, 

US 

 

Tabelle 3.1-4  Übersicht Softwares 

 

3.2 Methoden 

3.2.1 Herkunft der humanen Gewebeproben 
Untersucht wurden operativ entnommene kalzifizierte stenosierende Aortenklappen, 

abdominelle Aortenaneurysmata und atherosklerotische Carotisplaques 

symptomatischer Patienten. Die chirurgischen Eingriffe wurden am „University General 

Hospital of Alexandroupolis“, Griechenland, „Department of Cardiothoracic Surgery 

and Vascular Surgery“ durchgeführt (Ethikvotum der lokalen Behörden liegt beim 

Kooperationspartner vor) und uns für histologische Untersuchungen zur Verfügung 

gestellt. Patienten mit Karzinomen, systemisch inflammatorischen oder 

Autoimmunkrankheiten wurden von der Studie ausgeschlossen. Das Studienprotokoll 

entsprach den ethischen Richtlinien der Deklaration von Helsinki. Alle Patienten 

wurden aufgeklärt und gaben ihr schriftliches Einverständnis zum Einschluss in die 

Studie.  

3.2.2 Gewebepräparation 
Die Gewebeproben wurden in der Abteilung Pathologie der Universitätsklinik 

Alexandroupolis zunächst in Formaldehyd (8%) gelagert, für 24 Stunden bei 4°C im 

Kühlschrank inkubiert und anschließend in eine Einbettkapsel gegeben. Danach wurde 

das Gewebe für 3 Stunden unter fließendem Leitungswasser gewässert, bevor es 15 

Minuten in dH2O gespült wurde und in 70% Ethanol überführt wurde. So wurden die 

Gewebeproben dann bei 4°C bis zur Einbettung in einem Gewebeinfiltrations-

automaten (TP 1020, Leica) gelagert. Dort wurde das Gewebe zunächst entwässert 

und nach Inkubation in dem Zwischenmedium Rotihistol mit dem Einbettmedium 

Paraffin infiltriert. Dies geschah nach folgendem Protokoll: 

• 5 Minuten in dH2O 

• 30 Minuten in dH2O 
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• Aufsteigende Alkoholreihe: 2 Stunden in 70% Ethanol, 2 Stunden in 80% 

Ethanol, 2 mal 2 Stunden in 96% Ethanol, 2 mal 2 Stunden in 100% Ethanol 

• 2 mal 2 Stunden in Rotihistol (Xylol-Ersatz) als Zwischenmedium 

• 2 Stunden in Paraffin  

• 4 Stunden in Paraffin 

Am darauffolgenden Tag wurden die mit Paraffin infiltrierten Proben in 

Einbettkassetten an einer Paraffinausgießstation (EG 1150 H, Leica) ausgeblockt. 

Nach Übermittlung der Gewebeblöcke an die Universitätsmedizin in Mainz wurden von 

den paraffineingebetteten Proben an einem Mikrotom (RM 2245, Leica) 5 µm dicke 

Schnitte angefertigt. Dabei wurden von jedem Patienten zehn Objektträger mit 

Serienschnitten mit jeweils zwei bis drei Gewebeschnitten pro Objektträger erstellt. 

Danach wurden die Schnitte zum Trocknen bei 60°C in einen Inkubator gestellt. 

3.2.3 Histologische Färbungen 
Zum allgemeinen Überblick über die verfügbaren Patientenproben und zur 

Eingrenzung der Auswahl der für die Arbeit geeigneten Proben wurden zunächst eine 

Alizarin S Färbung und eine Masson-Goldner-Trichrom Färbung als 

Übersichtsfärbungen durchgeführt. Nach dem ersten Ausschluss von Proben, die auf 

Grund von beschädigtem Gewebe, nicht vorhandener oder zu geringer Verkalkung 

bzw. Einblutungen für die Untersuchung der Fragestellung ungeeignet waren, wurde 

zur endgültigen Auswahl der Proben noch eine Berliner-Blau Färbung durchgeführt. 

Die ausführliche Zusammensetzung der verwendeten Färbelösungen wird im Anhang 

erläutert. 

Im Folgenden werden zunächst die Schritte beschrieben, die zur Entparaffinisierung 

und Rehydrierung zu Beginn bei allen drei Färbungen identisch durchgeführt wurden. 

Die Gewebeschnitte wurden dazu in ein Färbegestell mit einem Drahtbügel gestellt 

und wie im folgenden Protokoll dargestellt für bestimmte Zeiträume in die jeweiligen 

Küvetten eingebracht. 

• 3 mal 5 Minuten in Xylol zur Entparaffinisierung 

• Absteigende Alkoholreihe: 2 mal 2 Minuten in 100% Ethanol, 2 mal 2 Minuten 

96% Ethanol, 2 Minuten 70% Ethanol, 2 Minuten 50% Ethanol zur Rehydrierung 

• 5 Minuten in dH2O 
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3.2.3.1 Alizarin S  
Die Alizarin S Färbung dient der Darstellung mineralisierter Bereiche im 

Knochengewebe, sodass sich Hydroxylapatit auf den Gewebeschnitten in 

leuchtendem Rot anfärbt. Das nicht kalzifizierte Gewebe ist dabei in einem hellen rosa 

zu sehen. In der vorliegenden Arbeit wurde diese Färbung verwendet, um vaskuläre 

Kalzifizierung in Aortenaneurysmata, Aortenklappen und Carotisplaques darzustellen. 

Die Durchführung der Färbung erfolgte im Anschluss an die Entparaffinierung nach 

folgendem Protokoll: 

• 2,5 Minuten in 0,5% Alizarinrot S 

• 4 mal kurz in Aceton spülen 

• 4 mal kurz in einem Aceton-Xylol Gemisch mit dem Mischverhältnis 1:1 spülen 

• 2 mal 5 Minuten in Xylol 

• Eindecken mit Eukit 

3.2.3.2 Masson-Goldner-Trichrom 
Die Masson-Goldner-Trichrom Färbung wurde nach dem modifizierten Färbeprotokoll 

durchgeführt und erlaubt die Darstellung von kollagenreichem Bindegewebe und 

verschiedenen Zelltypen. Dabei lassen sich Zellkerne in braun-schwarz, Muskelzellen 

in dunkelrot-schwarz, Erythrozyten in rot-pink, Kollagen und mineralisierter Knochen 

in grün und Osteoid in rot-orange identifizieren. 

In dieser Arbeit war diese Färbung notwendig, um eine allgemeine Übersicht über das 

Gewebe der Aortenaneurysmata, Aortenklappen und Carotisplaques zu gewinnen, 

sowie um Osteoid, glatte Muskelzellen und Erythrozyten zu visualisieren. 

Zur Verbesserung des Färbeergebnisses durch Erhöhung der Gewebeempfindlichkeit 

wurden die Schnitte zunächst über Nacht bei Raumtemperatur in Bouins‘ Fixativ 

nachfixiert. 

Anschließend wurde die Färbung nach folgendem Protokoll durchgeführt: 

• in Leitungswasser spülen bis die Gewebeschnitte klar aussehen 

• 10 Minuten in Weigert’s Iron Working Solution (zu gleichen Anteilen aus Lösung 

A und B frisch angesetzt) färben 

• 15 Minuten unter fließendem Leitungswasser bläuen 

• 3 Minuten in Ponceau-Säurefuchsin-Azophloxin färben 

• 15 Sekunden in 1% Essigsäure spülen 
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• 2,5 Minuten in Molybdatophosphorsäure-Orange differenzieren (mikroskopisch 

kontrollieren) 

• 15 Sekunden in 1% Essigsäure spülen 

• 7 Minuten in 0,15% Lichtgrün SF gegenfärben (mikroskopisch kontrollieren) 

• 15 Sekunden in 1% Essigsäure spülen 

• Aufsteigende Alkoholreihe: 2 mal 3 Minuten in 100% Ethanol zum Dehydrieren 

• 2 mal 5 Minuten in Roticlear klären 

• Eindecken mit Eukit 

3.2.3.3 Berliner-Blau 
Die Berliner-Blau Färbung erlaubt, im histologischen Präparat dreiwertige Eisenionen, 

Hämosiderin und Ferritin blau anzufärben. Das restliche Gewebe zeigt sich in hellrosa.  

Diese Färbung wurde verwendet, um ältere Einblutungen auf den Gewebeschnitten 

von Aortenaneurysmata, Aortenklappen und Carotisplaques ausfindig zu machen. 

Bei der Durchführung wurden alle Glasgefäße vor Benutzung mit 20% Salzsäure 

ausgespült und der Metallbügel des Färbegestells während der Färbung in der 

Potassium-Ferrocyanid Lösung abgenommen. Es wurde nach folgendem Protokoll 

gefärbt: 

• 30 Minuten in Potassium-Ferrocyanid Lösung färben 

• 15 Sekunden in dH2O spülen 

• 5 Minuten in Kernechrot-Aluminiumsulfat Lösung gegenfärben 

• 2 Minuten unter fließendem Leitungswasser differenzieren 

• Aufsteigende Alkoholreihe: 2 mal 2 Minuten in 96% Ethanol, 2 mal 2 Minuten in 

100% Ethanol dehydrieren 

• 2 mal 5 Minuten in Histoclear klären 

• Eindecken mit Eukit 

 

3.2.4 Patientenauswahl 
Zu Beginn standen für die Übersichtsfärbungen mittels Alizarin S und Masson-

Goldner-Trichrom Gewebeproben aus 14 Aortenaneurysmata, 46 Aortenklappen und 

9 Carotisplaques zur Verfügung. Nach Durchführung der beiden Färbungen wurden 

die histologischen Präparate mit dem Mikroskop BX51 der Firma Olympus 

ausgewertet. Da mit Serienschnitten gearbeitet wurde, war es möglich, mit den beiden 
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Übersichtsfärbungen gezielt die Kolokalisation von kalzifizierten Arealen mit 

Erythrozyten, Osteoid und glatten Muskelzellen zu bestimmen. Die Digitalisierung der 

Stellen im histologischen Präparat wurde durch das Kamerasystem MikroPublisher 5.0 

RTV von QImaging, Kanada, und der ImagePro 7.0 Software der Firma Media 

Cybernetics, USA, gewährleistet. So war es möglich, verschiedene Stellen 

(insbesondere die mit Verkalkung in der Alizarin S Färbung oder die mit Einblutung in 

der Masson-Goldner-Trichrom Färbung) in verschiedenen Vergrößerungen 

aufzunehmen und die entsprechende Stelle in der anderen Färbung ausfindig zu 

machen. Anschließend erfolgte die erste Auswahl und Eingrenzung der 

Patientenproben, in der vor allem Patienten ausgewählt wurden, bei denen 

Einblutungen in der Nähe von kalzifizierten Arealen festzustellen waren. Einige 

Präparate mussten wegen schlechter Qualität und Brüchigkeit des Gewebes (aufgrund 

zu starker Verkalkung) ausscheiden, da eine Kolokalisation im Präparat so nicht 

nachzuweisen ist. Nach der ersten Auswahl von 6 Aortenaneurysmata, 16 

Aortenklappen und 5 Carotisplaques wurde zur weiteren Eingrenzung noch eine 

Berliner-Blau Färbung durchgeführt, da die Präsenz des hier in blau dargestellten 

Hämosiderins ein weiterer Indikator für Einblutungen ist. So war es möglich eine 

endgültige Auswahl von insgesamt 17 geeingete Gewebeproben zu finden.  

Dabei wurden 5 Gewebeproben aus Aortenaneurysmata ausgewählt (männlich n=4, 

weiblich n=0, unbekannt n=1). Das durchschnittliche Alter der Patienten zum Zeitpunkt 

der Entnahme betrug 77,5 Jahre, der durchschnittliche BMI lag bei 27,0 kg/m². Von 

den Gewebeproben aus Aortenklappen wurden 8 ausgewählt (männlich n=2, weiblich 

n=6). Hier lag das Durchschnittsalter bei 73 Jahren und der durchschnittliche BMI bei 

30,9 kg/m². Zuletzt wurden 4 Proben aus Carotisplaques in die Arbeit eingeschlossen 

(männlich n=3, weiblich n=1). Es ergab sich ein durchschnittliches Alter von 72,3 

Jahren. Bei dieser Patientengruppe wurde leider kein BMI erhoben. Die klinischen 

Daten der Patientenproben sind in Tabelle 3.2-1 zusammengefasst. 

 

 

 

 

 



 

 31 

 Aortenaneurysmata Aortenklappen Carotisplaques 
Anzahl weiblich 0 6 1 
Anzahl männlich 4 2 3 
Geschlecht 
unbekannt 

1 0 0 

TOTAL 5 8 4 
Durchschnittliches 
Alter (Jahre) 

77,5 73,0 72,3 

Durchschnittlicher 
BMI (kg/m²) 

27,0 30,9 unbekannt 

 

Tabelle 3.2-1  Klinische Daten der ausgewählten Patientenproben 

  

3.2.5 Immunhistochemische Färbungen 
Zur histologischen Darstellung von bestimmten im Gewebe erhaltenen Epitope dient 

die Immunhistochemie. Diese Methode beruht auf der spezifischen Antigen-

Antikörper-Bindung und macht so eine Anfärbung bestimmter Merkmale in 

histologischen Präparaten möglich. In dieser Arbeit wurden die 

immunhistochemischen Färbungen dazu verwendet, um die Bedeutung von 

Erythrozyten für vaskuläre Kalzifizierung histologisch zu untersuchen. Die 

Kolokalisation verschiedener Komponenten wurde auf Serienschnitten analysiert. 

Dabei waren folgende Komponenten (Antigene) von Bedeutung: 

Erythrozytenmembranen (CD235a/Glykophorin A), Hämoglobin als 

Hauptproteinbestandteil von Erythrozyten, Methämoglobin (HBG2), Makrophagen mit 

Hämoglobin-Scavenger Rezeptor (CD163), Endothelzellen (CD31), 

Osteoblastenmarker (Osteopontin und Periostin), Myofibroblasten (SM alpha-Aktin), 

endotheliale NO-Synthase (eNOS), oxidativer Stress (Nitrotyrosin) und Arginase 1 

(ARG1). 

3.2.5.1 ABC-Methode 
Bei der ABC-Methode bindet zunächst ein Primärantikörper an das 

immunhistochemisch anzufärbende Epitop. Danach werden die Schnitte mit einem 

Sekundärantikörper, auch Brückenantikörper genannt, inkubiert. Dieser ist biotinyliert 

und richtet sich gegen das Immunglobulin G (IgG) der Spezies, aus der der 

Primärantikörper stammt, sodass der Sekundärantikörper an dessen Fc Region 

(„fragment crystallisable“ Region) bindet. Anschließend macht man sich die hohe 

Affinität des Hühnereiweißproteins Avidin zu Biotin zu Nutze (Dissoziationskonstante 

10-15 mol/l). Dazu wird der sogenannte Avidin-Biotin-Komplex (ABC-Komplex) 
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angelagert. Dieser besteht aus Avidin, welches vier Bindungsstellen für Biotin besitzt, 

und einem Markerenzym, in diesem Fall der Meerrettichperoxidase. Avidin bindet mit 

hoher Affinität mit drei seiner vier Bindungsstellen an die Biotinmoleküle des 

Sekundärantikörpers und fungiert so als Brücke zwischen dem biotinylierten 

Sekundärantikörper und der Peroxidase. Im letzten Schritt setzt die Peroxidase dann 

ein zugegebenes Chromogen, wie zum Beispiel Aminoethylcarbazol (AEC) um, 

sodass im Präparat ein rot gefärbtes positives Signal am durch den Antikörper 

detektierten Epitop sichtbar wird. 

3.2.5.2 Spezifität und Qualitätssicherung 
Zur Sicherung der Spezifität und zum Erlangen eines guten Signal-Hintergrund-

Verhältnisses wurden die verschiedenen Antikörper und ihre optimale Verdünnung 

vorher auf Kontrollgewebe mit bekannter Expression des Epitops getestet. Außerdem 

wurde bei jeder Färbung Kontrollgewebe mit bekannter Expression des Epitops als 

Positivkontrolle mitgeführt. Zugleich wurde auch eine negative Kontrolle mitgefärbt, bei 

der an Stelle des Primärantikörpers nur das Verdünnungsmittel auf das Gewebe 

aufgetragen wurde (siehe Abbildung 8.2-1 im Anhang). Um eine unspezifische 

Umsetzung des Chromogens durch endogene Peroxidaseaktivität zu vermeiden, 

wurden die Gewebeschnitte in 3%iger Wasserstoffperoxidlösung (in Methanol) 

inkubiert, um auf diese Weise die gewebeeigene Peroxidase zu verbrauchen und zu 

inaktivieren. Außerdem wurde eine Avidin-Biotin-Blockade durchgeführt, da auch 

endogenes Biotin zu unspezifischen Bindungen und Hintergrundreaktionen führen 

kann. Zur Blockade unspezifischer Bindungsstellen wurden die Gewebeschnitte mit 

sog. Normalserum, das aus der gleichen Spezies wie der Sekundärantikörper 

stammte, behandelt. Standardprotokoll: 

Bei allen immunhistochemischen Färbungen wurde die Entparaffinisierung und 

Blockade der engogenen Peroxidase nach folgendem Protokoll durchgeführt: 

• 3 mal 5 Minuten in Xylol entparaffinisieren 

• 2 mal 2 Minuten in 100% Ethanol entparaffinisieren 

• 10 Minuten in 3% H2O2 zur Blockade der endogenen Peroxidase 

• 2 mal 2 Minuten in 96% Ethanol, 2 Minuten in 70% Ethanol, 2 Minuten in 50% 

Ethanol wässern 

• 5 Minuten in dH2O spülen 
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Anschließend wurden die Gewebeschnitte in 0,01 M Citratpuffer (pH 6,0) oder in 0,01 

mM Tris/EDTA-Puffer (pH 9,0) für 11 Minuten bei 800 Watt in einer Mikrowelle gekocht. 

Dieser Schritt wird als „heat induced epitop retrieval“ (HIER) bezeichnet und dient einer 

hitzeinduzierten Antigendemaskierung, sodass die Antikörper auch Epitope, die zuvor 

zum Beispiel durch Aldehydvernetzungen maskiert waren, erkennen können. Danach 

wurden die Gewebeschnitte für weitere 20 Minuten zum Abkühlen im Puffer stehen 

gelassen. Da sich auf jedem Objektträger mehrere Schnitte des Gewebes befanden 

und daher zwei unterschiedliche immunhistochemische Färbungen zugleich auf einem 

Objektträger durchgeführt wurden, wurden die einzelnen Schnitte mit einer 

hydrophoben Barriere umkreist, sodass es zu keiner Vermischung, insbesondere der 

Antikörper kommen konnte. Dazu wurde der Roti-Liquid Barrier der Firma Roth 

verwendet. Bei manchen Primärantikörpern war eine Permeabilisierung des Gewebes 

durch 0,05% Triton-X100 für 10 Minuten bei 37°C nötig (siehe Tabelle 3.2-2). Zur 

Blockade der unspezifischen Bindungsstellen des Sekundärantikörpers wurden die 

Gewebeschnitte nun 30 Minuten mit Normalserum der Ziege behandelt, da aus dieser 

Spezies auch die verwendeten Sekundärantikörper gewonnen wurden. Zum 

Abschluss des ersten Tages der Färbung wurde nun der Primärantikörper in seiner 

entsprechenden Verdünnung (siehe Tabelle 3.2-2) auf die Schnitte gegeben und bei 

4°C über Nacht inkubiert. 

Der Ablauf des zweiten Teils der immunhistochemischen Färbung wurde durch 

folgendes Protokoll festgelegt: 

• 3 mal 5 Minuten mit 1X PBS waschen 

• 60 Minuten Inkubation des entsprechenden Sekundärantikörpers bei 

Raumtemperatur 

• 3 mal 5 Minuten mit 1X PBS waschen 

• 30 Minuten Inkubation mit VectaStain ABC-Kit Elite 

• 3 mal 5 Minuten mit 1X PBS waschen 

• Chromogen (AEC-Kit oder Nova Red, siehe Tabelle) auf die Schnitte geben und 

Farbentwicklung des Signals, insbesondere der Positivkontrolle, unter dem 

Mikroskop kontrollieren (5-20 Minuten) 

• 5 Minuten in dH2O waschen zum Abstoppen der Peroxidasereaktion 

• Gegenfärben mit Gills Hämatoxylin 

• 2 Minuten unter fließendem Leitungswasser spülen 

• 5 Minuten in dH2O waschen 



 

 34 

• Eindecken mit ImmuMount 

 

 

 

 

 

 

 

Name Marker Firma,  
Bestellnummer 

Herkunft Verdünnung Reaktivität 

Arginase 1 Arginase 1 Santa Cruz 

Biotechnologie, 

 sc-166920 

Mouse, 

monoklonal 

1:100 Anti-human 

CD31 (Pentacam-1) Endothelzellen Dako, M 082301-2 Mouse, 

monoklonal 

1:50 Anti-human 

CD163 Makrophagen mit NO-

Scavenger- Rezeptor 

Abcam, ab111250 Mouse, 

monoklonal 

1:25 Anti-

human/rabbit 

CD235a/Glykophorin A Glykophorin A in 

Erythrozytenmembranen 

DAKO, M 0819 Mouse, 

monoklonal 

1:200 Anti-human 

eNOS eNOS Novusbio., NB 

300-500 

Rabbit, 

polyklonal 

1:50 Anti-

mouse/human 

Hämoglobin Hämoglobin Abcam 191183 Rabbit, 

monoklonal 

1:250 Anti-human 

Methämoglobin Oxidiertes Hämoglobin 

(Inaktivierung als NO- 

Scavenger) 

Biozol,  

LS-

C472429/120955 

Rat, 

monoklonal 

(biotinyliert) 

1:20 Anti-human 

Nitrotyrosin Oxidativer Stress Millipore #06-284 Rabbit, 

polyklonal 

1:250 Anti-

mouse/human 

Osteopontin Osteoblasten Abcam 8448 Rabbit, 

polyklonal 

1:500 Anti-

mouse/human 

Periostin Extrazelluläres 

Matrixprotein (von 

Osteoblasten sezerniert) 

PA5-34641 Rabbit, 

polyklonal 

1:50 Anti-

mouse/human 

SM alpha-Aktin 

(clone1A4) 
Glatte Muskelzellen Sigma, A 2547 Mouse, 

monoklonal 

1:500 Anti-

mouse/human 
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Name Sekundärantikörper Positivkontrolle Objekt- 
träger 

Puffer 0,05% 
Triton-
X100 

Chromogen 

Arginase 1  Biotin- goat- anti- 

mouse 

Humane Leber OT10 0,01 M Citrat- 

Puffer (pH 6,0) 

- Nova Red 

CD31 (Pentacam-1) Biotin- goat- anti- 

mouse 

Humane Niere OT7 10mM Tris, 1nM 

EDTA (pH 9,0) 

ja AEC-Kit 

CD163 Biotin- goat- anti- 

mouse 

Humane Leber OT9 0,01 M Citrat- 

Puffer (pH 6,0) 

- AEC-Kit 

CD235a/Glykophorin 

A 
Biotin- goat- anti- 

mouse 

Humane Lunge, 

Niere 

OT3 0,01 M Citrat- 

Puffer (pH 6,0 

- AEC-Kit 

eNOS Biotin- goat- anti- 

rabbit 

Multiblock 2 (Leber, 

Milz, Thymus, Darm, 

Niere, Lunge) 

OT4 0,01 M Citrat- 

Puffer (pH 6,0) 

- Nova Red 

Hämoglobin Biotin- goat- anti- 

rabbit 

Humane Niere OT3 0,01 M Citrat- 

Puffer (pH 6,0) 

- AEC-Kit 

Methämoglobin - Humane Lunge OT7 10 mM Tris, 1 mM 

EDTA (pH 9,0) 

- AEC-Kit 

Nitrotyrosin Biotin- goat- anti- 

rabbit 

Multiblock 1 (Leber, 

Darm, Niere, Blase, 

OT9 0,01 M Citrat- 

Puffer (pH 6,0) 

- AEC-Kit 

Osteopontin Biotin- goat- anti- 

rabbit 

Muriner Knochen, 

unentkalkt 

OT6 0,01 M Citrat- 

Puffer (pH 6,0) 

- AEC-Kit 

Periostin Biotin- goat- anti- 

rabbit 

Muriner Knochen, 

unentkalkt 

OT6 0,01 M Citrat- 

Puffer (pH 6,0) 

ja Nova Red 

SM alpha-Aktin 

(clone1A4) 
Biotin- goat- anti- 

mouse 

Humane Arterie 

(Media) 

OT10 0,01 M Citrat- 

Puffer (pH 6,0) 

- AEC-Kit 

 

Tabelle 3.2-2  Primärantikörper der immunhistochemischen Färbungen 

 

3.2.6 Auswertung der histologischen und immunhistochemischen Färbungen 
Zur Darstellung der histologischen Präparate wurde das Mikroskop BX51 der Firma 

Olympus verwendet. Dabei wurden Bilder mit der Digitalkamera MicroPublisher 5.0 

RTV der Firma QImaging, Kanada, und mit Hilfe der Software Image Pro Plus 7.0 der 

Firma Media Cybernetics Inc. aufgenommen. Zur statistischen Analyse und 
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graphischen Darstellung der Auswertung wurde das Programm Graph Pad Prism 7.0 

verwendet. 

3.2.6.1 Auswertung der histologischen Färbungen 
Zu einer quantitativen Bewertung der Übersichtsfärbungen Alizarin S, Masson-

Goldner-Trichrom und Berliner-Blau wurden die einzelnen histologischen Präparate 

unter dem Mikroskop komplett durchmustert und wie folgt analysiert. Dabei wurde das 

Ausmaß der Präsenz von zuvor definierten Strukturen bewertet, d.h. wie häufig sie im 

histologischen Präparat angefärbt waren. Insbesondere wurde das Ausmaß der 

Kalzifizierungen in der Alizarin S Färbung, die Häufigkeit von Erythrozyten, 

Myofibroblasten und Osteoid in der Masson-Goldner-Trichrom Färbung und die 

Häufigkeit von blau angefärbten eisenhaltigen Strukturen in der Berliner-Blau Färbung 

in die Kategorien negativ (nicht aufzufinden), schwach (+), mittelmäßig (++) und stark 

(+++) eingeteilt. Die prozentuale Verteilung dieser Kategorien wurde graphisch mit 

Hilfe von Graph Pad Prism 7.0 dargestellt. Zur Nachvollziehbarkeit dieser Einteilung 

wurden außerdem repräsentative Bilder gemacht. Für die Alizarin S Färbung wurden 

repräsentative Schnitte der einzelnen Kategorien zusätzlich mit einer 

Spiegelreflexkamera (Firma; privat) aufgenommen, sodass neben dem 

mikroskopischen auch ein makroskopischer Eindruck über die Kalzifizierung in Bezug 

auf die Gesamtfläche gewonnen werden konnte. Außerdem wurde der prozentuale 

Anteil kalzifizierter Areale von der Gesamtfläche der Gewebeschnitte ebenfalls mit 

Hilfe des Programms Image Pro Plus 7.0 ausgemessen und berechnet.  

3.2.6.2 Auswertung der Kolokalisation verschiedener Komponenten auf 
Serienschnitten 

Zur Bestimmung der Kolokalisation der verschiedenen Komponenten auf 

Serienschnitten, die für den Nachweis des Zusammenhangs zwischen Erythrozyten 

und vaskulärer Kalzifizierung von Bedeutung sind, wurde folgendermaßen 

vorgegangen: 

Um keine relevanten Informationen und Zusammenhänge zu übersehen, wurden 

zunächst alle Stellen fotographiert, an denen entweder Erythrozytenbestandteile, wie 

zum Beispiel Erythrozytenmembranen oder Hämoglobin, oder Marker für vaskuläre 

Kalzifizierung, wie zum Beispiel Alizarin S, Osteopontin oder Periostin, angefärbt 

waren. Anschließend wurde zu diesen Bildern die entsprechende Stelle in den anderen 

Färbungen gesucht und ebenfalls fotographiert. Danach wurden für interessante 

Stellen verschiedener Konstellationen weitere Aufnahmen anderer Färbungen 
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gemacht. Die quantitative Analyse unterschiedlicher Konstellationen erfolgte durch 

Auszählen der analysierten Stellen und wurde graphisch mit Hilfe von Graph Pad 

Prism 7.0 dargestellt. 

3.2.7 Statistische Auswertung 
Um den Zusammenhang zwischen zwei verschiedenen Variablen statistisch zu prüfen, 

wurde der Chi-Quadrat Test verwendet. Dieses Testverfahren dient dazu, zwei 

nominalskalierte Merkmale auf ihre stochastische Unabhängigkeit zu prüfen. Dabei 

sollten die Häufigkeiten jeder Kategorie >5 sein. War dies nicht der Fall wurde der 

Exakte Test nach Fisher verwendet. Das Signifikanzniveau lag dabei bei 5% (p£0,05). 
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4 Ergebnisse 
4.1 Histologische Übersichtsfärbungen und Auswahl der Gewebeproben 
Zu Beginn dieser Arbeit wurden die drei Übersichtsfärbungen Alizarin S, Masson-

Goldner-Trichrom und Berliner-Blau durchgeführt, um die unterschiedlichen 

Gewebeproben auf ihre Qualität und Eignung für diese Arbeit zu prüfen. Im ersten 

Schritt wurden die Schnitte in jeder der drei Färbungen komplett mikroskopisch 

durchmustert und anschließend klassifiziert. Technisch oder qualitativ ungeeignete 

Proben wurden von der weiteren Analyse und Auswertung ausgeschlossen. Darunter 

fielen durch eine starke Verkalkung sehr brüchige Schnitte, auf denen die Analyse von 

Kolokalisationen kaum möglich war. Außerdem wurden Schnitte ohne Einblutungen 

als für die Beantwortung der speziellen Fragestellung dieser Arbeit als ungeeignet 

aussortiert. Auch sehr zellarme Schnitte wurden ausgeschlossen, da es hier in der 

weiteren Analyse nur schwer möglich gewesen wäre, zelluläre Mechanismen im frühen 

Stadium vaskulärer Kalzifizierung immunhistochemisch sichtbar zu machen. 

Letztendlich wurden 5 Aortenaneurysmata, 8 Aortenklappen und 4 Carotisplaques für 

den weiteren Verlauf dieser Arbeit ausgewählt. Eine graphische Darstellung über den 

Ablauf der Auswahl dieser Patientenproben ist in Abbildung 4.1-1 gezeigt. 
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Abbildung 4.1-1  Auswahl der in der Arbeit verwendeten Gewebeproben 

Schematische Darstellung der Schritte zur Auswahl der für die Arbeit geeigneten 
Gewebeproben aus Aortenaneurysmata, Aortenklappen und Carotisplaques. 

 

4.1.1 Anfärbung von Kalzifizierung mittels Alizarin S 
Die Gewebeschnitte aus 14 Aortenaneurysmata, 46 Aortenklappen und 9 

Carotisplaques wurden zunächst in der Alizarin S Färbung komplett durchmustert. 

Dabei wurde das Ausmaß der rot angefärbten verkalkten Areale klassifiziert. 

Gewebeschnitte, auf denen kein Hydroxylapatit in rot angefärbt war, wurden als 

Alizarin S negativ bezeichnet. Verkalkung, die nur mikroskopisch, jedoch nicht 

makroskopisch zu sehen war, wurde als schwach (+) bewertet. Mit einem 

mittelmäßigen (++) Grad an Verkalkung wurden Schnitte bewertet, an denen auch 

kleine Hydroxylapatit-reiche Areale makroskopisch sichtbar waren. Großflächige 

makroskopisch sichtbare Verkalkung wurde als stark (+++) klassifiziert. Beispielhafte 

Bilder mit der entsprechenden prozentualen Berechnung des Alizarin S-positiven 

Flächenanteils sind in Abbildung 4.1-2 gezeigt.   



 

 40 

In der detaillierten Verteilung zeigte sich, dass unter den 14 Aortenaneurysmata 4 

Patientenproben Alizarin S negativ (28,6%), 2 schwach (+) (14,3%), 6 mittelmäßig (++) 

(42,9%) und 2 stark (+++) (14,3%) verkalkt waren. Von den 46 durchmusterten Proben 

aus Aortenklappen stellten sich 16 als Alizarin S negativ (34,8%), 9 als schwach (+) 

(19,6%), 12 als mittelmäßig (++) (26,1%) und 9 als stark (+++) (19,6%) kalzifiziert dar. 

Am meisten Hydroxylapatit-reiche Areale zeigten die Carotisplaques. Hier gab es 

keinen Schnitt, der Alizarin S negativ war. Die Verkalkung wurde auf 2 der 9 gefärbten 

Schnitte (22,2%) als schwach (+), auf 3 Schnitten (33,3%) als mittelmäßig (++) und auf 

4 Schnitten (44,4%) als stark (+++) klassifiziert. Die prozentuale Verteilung des Grades 

an Kalzifizierung unter den drei Gefäßerkrankungen und der Gesamtheit der 

analysierten Patientenproben (total) wird in Abbildung 4.1-3 graphisch dargestellt.  
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Abbildung 4.1-2  Klassifizierung der Alizarin S Färbung 

Repräsentative Beispiele der makro- und mikroskopischen Bewertung des Grades der 
Kalzifizierung in negativ, schwach (+), mittelmäßig (++) und stark (+++); Anfärbung 
kalzifizierter Arealen in rot; Analyse des prozentualen Anteils der kalzifizierten Areale von der 
Gesamtfläche des Gewebes (in %) mit Hilfe von ImageProPlus 7. 
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Abbildung 4.1-3  Auswertung der Alizarin S Färbung 

Anteil der nicht kalzifizierten (negativ), schwach + (Kalzifizierung makroskopisch: nicht 
beurteilbar, mikroskopisch: kalzifizierte Areale), mittelmäßig ++ (Kalzifizierung makroskopisch: 
kleinere kalzifizierte Areale) und stark +++ (Kalzifizierung makroskopisch: großflächige 
kalzifizierte Areale) kalzifizierten Proben von der Gesamtheit der gefärbten Proben (in %). 
Unterscheidung zwischen Aortenaneurysmata (n=14), Aortenklappen (n=46), Carotisplaques 
(n=9) und der Gesamtheit der analysierten Patientenproben (total) (n=69). 
 
	
4.1.2 Übersichtsfärbung nach Masson-Goldner-Trichrom  
Die Masson-Goldner-Trichrom Färbung erlaubte bei der Durchmusterung der 

histologischen Präparate die simultane Quantifizierung des Gehaltes an Erythrozyten 

(rot-pink), Myofibroblasten (rot-schwarz) und Osteoid (rot-orange). Färbebeispiele 

hierzu sind in Abbildung 4.1-4 zu sehen. Auch bei dieser Färbung wurde zwischen 

negativ, schwach (+), mittelmäßig (++) und stark (+++) positiv unterschieden. 

Beispielhafte Bilder zur Nachvollziehbarkeit dieser Klassifizierung sind in Abbildung 

4.1-5 gezeigt.  
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Abbildung 4.1-4  Färbebeispiele nach Masson-Goldner-Trichrom Färbung 

Repräsentative Beispiele der Darstellung von Erythrozyten, Myofibroblasten und Osteoid in 
der Masson-Goldner-Trichrom Färbung, 1000fache Vergrößerung. 

 

 

 
Abbildung 4.1-5  Klassifizierung der Masson-Goldner-Trichrom Färbung 

Repräsentative Beispiele der Bewertung des Grades der Darstellung von Erythrozyten, 
Myofibroblasten und Osteoid in schwach (+), mittelmäßig (++) und stark (+++); Darstellung 
von Erythrozyten in rot/pink, von Myofibroblasten in rot/schwarz/gewellt) und von Osteoid in 
rot/orange, 200fache Vergrößerung. 
 

 

Im Detail zeigte sich: In den 14 analysierten Aortenaneurysmata waren auf 2 Schnitten 

(14,3%) keine Einblutung, auf 4 (28,6%) schwache (+), auf 6 (42,9%) mittelmäßige 

(++) und auf 2 (14,3%) starke (+++) Einblutungen zu sehen. Weniger häufig waren 

Erythrozyten bei Durchmusterung von Aortenklappen zu sehen. Hier waren auf 12 von 

46 gefärbten Schnitten (26,1%) keine Erythrozyten zu erkennen und auf 26 Schnitten 
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(56,5%) schwache (+), auf 8 Schnitten (17,4%) mittelmäßige (++) und auf keinem der 

Schnitte starke (+++) Einblutungen sichtbar. Unter den 9 durchmusterten Schnitten 

aus Carotisplaques wurde der Erythrozytengehalt auf einem Schnitt (11,1%) als 

negativ, auf 3 Schnitten (33,3%) als schwach (+), auf 5 (55,6%) als mittelmäßig (++) 

und auf keinem als stark (+++) klassifiziert.  

 

Als nächstes wurde der durch diese Färbung identifizierte Gehalt an glatten 

Muskelzellen klassifiziert. Bei den Aortenaneurysmata wurde dieser auf 7 Schnitten 

(50,0%) als negativ, auf 6 Schnitten (42,9%) als schwach (+), auf einem Schnitt (7,1%) 

als mittelmäßig (++) und auf keinem der Schnitte als stark (+++) eingeteilt. In 

Aortenklappen war die Präsenz von glatten Muskelzellen auf 24 von 46 Schnitten 

(52,2%) negativ, auf 19 (41,3%) schwach (+), auf 2 (4,4%) mittelmäßig (++) und auf 

einem (2,2%) stark. Bei Durchmusterung der Carotisplaques wurden 5 der 9 Schnitte 

(55,6%) als negativ klassifiziert, ein Schnitt (11,1%) als schwach (+), 3 Schnitte 

(33,3%) als mittelmäßig (++) und keiner der Schnitte als stark (+++). Bei dieser 

Analyse zeigte sich, dass es bezüglich der glatten Muskelzellen keine größeren 

Unterschiede zwischen den drei Gefäßerkrankungen gab.  

 

Zuletzt wurde auch der Osteoidgehalt quantifiziert. Dieser zeigte sich unter den 14 

gefärbten Schnitten aus Aortenaneurysmata auf 7 Schnitten (50,0%) als negativ, auf 

4 Schnitten (28,6%) als schwach (+), auf 2 Schnitten (14,3%) als mittelmäßig (++) und 

auf einem Schnitt (7,1%) als stark (+++). Am stärksten war die Präsenz von Osteoid 

unter den 46 Aortenklappen. Hier waren nur 3 Schnitte (6,5%) negativ, 12 Schnitte 

(26,1%) wurden als schwach (+), 28 Schnitte (66,7%) als mittelmäßig (++) und 3 

Schnitte (7,1%) als stark (+++) an Osteoid beurteilt. Zusätzlich zeigten sich die 

Aortenklappen in Bereichen des Osteoids mit einer großflächigen zellarmen roten 

Matrix. Die prozentuale Verteilung dieser Klassifizierung aller drei Spezies und der 

Gesamtheit der analysierten Patientenproben (total) wird in Abbildung 4.1-6 graphisch 

gezeigt.   
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Abbildung 4.1-6  Auswertung der Masson-Goldner-Trichrom Färbung 

Anteil der Proben mit fehlender (negativ, hellster Farbton), schwacher (+, heller Farbton), 
mittelmäßiger (++, mittlerer Farbton) und starker (+++, dunkler Farbton) Darstellung von 
Erythrozyten (A), Osteoid (B) und Myofibroblasten (C) im Gewebe von der Gesamtheit der 
gefärbten Proben (in %).  
Unterscheidung zwischen Aortenaneurysmata (n=14), Aortenklappen (n=46), Carotisplaques 
(n=9) und der Gesamtheit der analysierten Patientenproben (total) (n=69). 
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4.1.3 Nachweis von Eisen und Hämosiderin mittels Berliner-Blau Färbung 
Die in die engere Auswahl genommenen Gewebeproben wurden anschließend noch 

einer Berliner-Blau Färbung unterzogen. Diese Färbung sollte dabei helfen, auf den 

Gewebeschnitten Einblutungen sichtbar zu machen, da sie freies Eisen und 

Hämosiderin anfärbt, das im Rahmen einer Hämolyse frei wird. Bei der Auswertung 

wurden die Schnitte erneut durchmustert und als negativ, schwach (+), mittelmäßig 

(++) und stark (+++) klassifiziert. Beispielhafte Bilder zu dieser Einteilung sind in 

Abbildung 4.1-7 gezeigt. 

 

Abbildung 4.1-7  Färbebeispiele nach Berliner-Blau Färbung 

Repräsentative Beispiele der Bewertung des Grades der Darstellung von Siderophagen in 
schwach (+), mittelmäßig (++) und stark (+++); Darstellung von Hämosiderin/Eisen in blau, 
200fache Vergrößerung. 
 

Allgemein war das Vorkommen von positiven blauen Signalen eher selten. In den 

Aortenaneurysmata, wo auch die Präsenz von Erythrozyten in der Masson-Goldner-

Trichrom Färbung am größten war, wurde am meisten Hämosiderin/Eisen angefärbt. 

Von den 6 gefärbten Aortenaneurysmata war nur ein Schnitt (16,7%) Berliner-Blau 

negativ. 2 der 6 Schnitte (33,3%) zeigten einen schwachen (+), 2 (33,3%) einen 

mittelmäßigen (++) und ein Schnitt (16,7%) einen starken (+++) Gehalt an angefärbtem 

Eisen. Unter den 16 gefärbten Aortenklappen befanden sich 12 Schnitte (75,0%) ohne 

positives Eisensignal, wohingegen 3 Schnitte (18,8%) in die Kategorie schwach (+), 

einer (6,3%) in die Kategorie mittelmäßig (++) und keiner in die Kategorie stark (+++) 

eingeteilt wurden. Von den 5 Gewebeschnitten aus Carotisplaques war nur auf einem 

(20,0%) ein mittelmäßiger (++) Gehalt an angefärbten Eisen zu sehen. Der Rest 

(80,0%) zeigte sich negativ. Eine graphische Darstellung der prozentualen Verteilung 

unter den verschiedenen Spezies und der Gesamtheit der analysierten 

Patientenproben (total) ist in Abbildung 4.1-8 zu sehen. 



 

 47 

 

Abbildung 4.1-8  Auswertung der Berliner-Blau Färbung 

Anteil der Proben mit fehlender (negativ), schwacher (+), mittelmäßiger (++) und starker (+++) 
Anfärbung von Siderophagen (Eisen eliminierende Makrophagen, Indikator für Einblutungen) 
von der Gesamtheit der gefärbten Proben. 
Unterscheidung zwischen Aortenaneurysmata (n=6), Aortenklappen (n=16), Carotisplaques 
(n=5) und der Gesamtheit der analysierten Patientenproben (total) (n=27). 
 

 

4.2 Bedeutung von Erythrozyten für vaskuläre Kalzifizierung 

4.2.1 Vorkommen von Erythrozyten in humanen atherosklerotischen Läsionen 

4.2.1.1 Extravasation von Erythrozyten 
In humanen atherosklerotischen Läsionen wurden Erythrozyten zunächst mit Hilfe der 

Masson-Goldner-Trichrom Färbung, welche Erythrozyten in rot-pink anfärbt, und 

immunhistochemisch mit einem Antikörper gegen Glykophorin A (CD235a), ein 

Membranprotein von Erythrozyten, markiert. Kleinere Gefäße innerhalb des Plaques 

konnten durch die immunhistochemische Anfärbung von Endothelzellen (CD31) 

dargestellt werden. Daher war es möglich, eine Aussage darüber zu treffen, ob sich 

die im Plaque befindlichen Erythrozyten innerhalb oder außerhalb von Blutgefäßen 

befanden. Dabei waren in den Aortenaneurysmata an 16 von 19 analysierten Stellen 

(84,2%), in den Aortenklappen an 10 von 12 analysierten Stellen (83,3%) und in den 

Carotisplaques an 10 von 11 analysierten Stellen (90,9%) Erythrozyten auch 

extravasal, d.h. außerhalb von Blutgefäßen, zu finden. Beispielhafte Bilder für dieses 

Phänomen sind in Abbildung 4.2.1 und die Verteilung in Tabelle 4.2.1 gezeigt.  
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Abbildung 4.2-1  Extravasation von Erythrozyten in Gefäßläsionen 

Nachweis des Austritts von Erythrozyten aus Gefäßen in Gefäßläsionen (repräsentative 
Beispiele aus Aortenaneurysmata) anhand der Kolokalisation verschiedener Komponenten 
auf Serienschnitten. 1000fache Vergrößerung. 
Durchgeführte Färbungen:  
Masson-Goldner-Trichrom Färbung zur Darstellung von Erythrozyten in rot/pink, 
Immunhistochemie von Hämoglobin zur Darstellung des Hauptproteinanteils von Erythrozyten 
(Signal in rot), Immunhistochemie von CD235a zur Darstellung von Erythrozytenmembranen 
(Signal in rot) und Immunhistochemie von CD31 zur Darstellung des Endothels von Gefäßen 
(Signal in rot). 
 
 
 Stellen mit 

extravasal 
gelegenen 
Erythrozyten 

Gesamtheit der 
Stellen mit 
Erythrozyten 

 
% 

Aortenaneurysmata 16 19 84,2 

Aortenklappen 10 12 83,3 

Carotisplaques 10 11 90,9 

TOTAL 36 42 85,7% 

 

Tabelle 4.2-1 Extravasation von Erythrozyten in Gefäßläsionen 
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4.2.1.2 Hämolyse extravasaler Erythrozyten 
Daraufhin wurde histologisch analysiert, in welcher Form extravasal lokalisierte 

Erythrozyten vorliegen. Hierbei wurde zwischen Hämolyse und intakten Erythrozyten 

unterschieden. Erythrozyten wurden als lysiert interpretiert, wenn sich das 

Hämoglobin, welches den Hauptproteinbestandteil von roten Blutzellen darstellt, 

außerhalb der Erythrozytenmembranen befand, d.h. wenn beide 

Erythrozytenbestandteile getrennt voneinander angefärbt waren. Hierzu wurden auch 

die Stellen gezählt, an denen freies Hämoglobin allein zu finden war, da auch dies ein 

Anzeichen dafür ist, dass an dieser Stelle Erythrozyten geplatzt sein müssen. Im Fall 

von intakten Erythrozyten, deckte sich das angefärbte Hämoglobin mit den 

angefärbten Membranen. Als weiterer Indikator für die Hämolyse wurde die Berliner-

Blau Färbung hinzugezogen, die bei der Hämolyse frei gewordenes Eisen bzw. 

Hämosiderin blau darstellt. In den Aortenaneurysmata waren die Erythrozyten an 27 

von 30 analysierten Stellen (90,0%) als lysiert zu erkennen. Allerdings war aber nur an 

14 dieser 27 Stellen (51,9%) auch Hämosiderin nachweisbar. Bei der Analyse der 

Aortenklappen waren extravasale Erythrozyten an 18 von 19 analysierten Stellen 

(94,7%) lysiert, wovon nur an drei Stellen (16,7%) auch ein positives Signal in der 

Berliner-Blau Färbung zu finden war. An 8 von 10 analysierten Stellen in 

Carotisplaques (80,0%) war eine Hämolyse nachweisbar. Eine Kolokalisation mit 

Hämosiderin war nur an einer Stelle (12,5%) zutreffend. Dadurch ließ sich histologisch 

zeigen, dass die meisten Erythrozyten (89,8%) nach Extravasation aus den Gefäßen 

innerhalb des Plaques hämolysiert werden, was sich als Austritt von Hämoglobin aus 

dem Erythrozyten definieren lässt. Die Berliner-Blau Färbung erwies sich bei dieser 

Analyse als ein unzuverlässiger Indikator, da er nur in 34,0% der analysierten Stellen 

mit der Darstellung der Hämolyse durch Hämoglobin und Erythrozytenmembranen 

übereinstimmte.  

Repräsentative Bilder und eine tabellarische Darstellung zur Hämolyse extravasaler 

Erythrozyten sind in Abbildung 4.2-2 und Tabelle 4.2-2 gezeigt. 
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Abbildung 4.2-2  Nachweis von Hämolyse extravasaler Erythrozyten 

Nachweis der Hämolyse von extravasalen Erythrozyten, d.h. des Austritts von Hämoglobin 
aus den Erythrozyten, anhand der Kolokalisation verschiedener Komponenten auf 
Serienschnitten. Gezeigt sind repräsentative Beispiele aus einem Aortenaneurysma, einer 
Aortenklappe und einem Carotisplaque. 1000fache Vergrößerung. 
Durchgeführte Färbungen: 
Masson-Goldner-Trichrom Färbung zur Darstellung von Erythrozyten in rot/pink, 
Immunhistochemie von CD235a zur Darstellung von Erythrozytenmembranen (Signal in rot), 
Immunhistochemie von Hämoglobin zur Darstellung des Hauptproteinbestandteils von 
Erythrozyten (Signal in rot), Berliner-Blau Färbung zur Darstellung von Eisen eliminierenden 
Siderophagen als Indikator einer Einblutung in blau und Immunhistochemie von CD31 zur 
Darstellung des Endothels von Gefäßen (Signal in rot). 
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 Stellen mit 
lysierten 
Erythrozyten 

Gesamtheit der 
Stellen mit 
Erythrozyten 

 
% 

Aortenaneurysmata 27 30 90,0 

Aortenklappen 18 19 94,7 

Carotisplaques 8 10 80,0 

TOTAL 53 59 89,8 
 

 Hämosiderin-
positive Stellen 

Gesamtheit der 
Stellen mit 
lysierten 
Erythrozyten 

 
% 

Aortenaneurysmata 14 27 51,9 

Aortenklappen 3 18 16,7 

Carotisplaques 1 8 12,5 

TOTAL 18 53 34,0 

 

Tabelle 4.2-2  Nachweis von Hämolyse extravasaler Erythrozyten 

 

4.2.2 Vaskuläre Kalzifizierung in humanen atherosklerotischen Läsionen 

4.2.2.1 Marker für vaskuläre Kalzifizierung 
Um vaskuläre Kalzifizierung histologisch darzustellen, wurden zusätzlich zur Alizarin 

S Färbung eine immunhistochemische Färbung von Periostin und Osteopontin 

durchgeführt. Um die Parallelität zu Knochengewebe zu zeigen, wurde bei allen drei 

Färbungen muriner Knochen als Positivkontrolle mitgeführt.  

Alizarin S färbt dabei schon mineralisierte Areale an, also Bereiche, die aus 

Hydroxylapatit bestehen. Periostin und Osteopontin werden als Marker für 

osteoblastenähnliche Zellen verwendet. Periostin ist ein extrazelluläres Matrixprotein 

und Osteopontin, ein Protein, das an der Regulation von Knochensubstanzbildung 

beteiligt ist und von Osteoblasten exprimert wird.  

Zunächst wurden die Gewebeschnitte auf Kolokalisation von Alizarin S-positiven 

Arealen mit Periostin und Osteopontin geprüft. Dabei waren insgesamt 14 von 27 

Alizarin S-positiven Stellen (51,9%) auch Osteopontin-positiv und 26 von 27 Stellen 

(96,3%) zugleich Periostin-positiv. Außerdem war an 33 von 57 Periostin-positiven 
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Stellen (57,9%) auch der Marker Osteopontin zu finden. Zusätzlich zeigte sich 

Osteopontin bei Durchmusterung der histologischen Präparate als ein eher 

unspezifischer Marker für vaskuläre Kalzifizierung (definiert durch Alizarin S). Im 

Gegensatz dazu stellte sich Periostin als präziser und spezifischer Marker heraus, da 

dieser konstant an kalzifizierten Stellen zu finden war. Stellen, an denen Periostin 

angefärbt war, sich die Alizarin S Färbung jedoch negativ darstellte (30 von 57 

Periostin-positiven Stellen, 52,6%), wurden daher in der weiteren Analyse dieser Arbeit 

als ein früheres Stadium vaskulärer Kalzifizierung interpretiert.  

Repräsentative Bilder und eine tabellarische Darstellung der Analyse zur Etablierung 

der Marker für vaskuläre Kalzifizierung werden in Abbildung 4.2-3 und Tabelle 4.2-3 

gezeigt. 

 

Abbildung 4.2-3  Kolokalisation von Markern für vaskuläre Kalzifizierung 

Nachweis der Kolokalisation von Markern für vaskuläre Kalzifizierung und 
Osteoblastenaktivität auf Serienschnitten. Gezeigt werden repräsentative Beispiele aus einem 
Aortenaneurysma, einer Aortenklappe und einem Carotisplaque sowie murinem Knochen als 
Positivkontrolle. 1000fache Vergrößerung. 
Durchgeführte Färbungen:  
Alizarin S zur Darstellung von Hydroxylapatit in rot, Immunhistochemie von Periostin zur 
Darstellung von Osteoblastenaktivität (Signal in rot) und Immunhistochemie von Osteopontin 
zur Darstellung von Osteoblasten (Signal in rot). 
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Gesamtheit der 

Alizarin S-positiven 

Stellen 

Kolokalisation mit 
Osteopontin-
positiven Stellen 

 
% 

27 14 51,9 

 
Gesamtheit der 

Alizarin S-positiven 

Stellen 

Kolokalisation mit 
Periostin-positiven 
Stellen 

 
% 

27 26 96,3 
 

Tabelle 4.2-3  Kolokalisation von Markern für vaskuläre Kalzifizierung 

 

4.2.2.2 Differenzierung von Myofibroblasten zu Osteoblasten 
Zur Darstellung der Bedeutung von glatten Muskelzellen für vaskuläre Kalzifizierung 

wurden die Gewebeschnitte auf Kolokalisation von kalzifizierten Arealen (Alizarin S-

positiv bzw. Periostin-positiv) mit Myofibroblasten (SM alpha-Aktin-positiv) untersucht, 

um so zu zeigen, dass Myofibroblasten zu osteoblastenähnlichen Zellen differenzieren 

können. Als Marker für Myofibroblasten wurde SM alpha-Aktin verwendet, das von 

diesen Zellen gebildet/produziert wird und Bestandteil des kontraktilen Apparats von 

glatten Muskelzellen ist. Bei der Analyse wurde zwischen den drei Spezies 

Aortenaneurysmata, Aortenklappen und Carotisplaques unterschieden, da die 

Präsenz von glatten Muskelzellen im histologischen Präparat variierte und bei den 

Aortenklappen im Gegensatz zu den Aortenaneurysmata und Carotisplaques weniger 

vorhanden war.  

Dabei waren in den analysierten Aortenaneurysmata 9 von 12 Alizarin S-positiven 

Stellen (75,0%) ebenfalls SM alpha-Aktin-positiv, in Aortenklappen 2 von 3 Stellen 

(66,7%) und in Carotisplaques ebenfalls 2 von 3 Stellen (66,7%). Des Weiteren wurden 

Periostin-positive Stellen untersucht, da dieser Marker als Indiz für ein früheres 

Stadium vaskulärer Kalzifizierung etabliert wurde. Bei dieser Analyse waren in 

Aortenaneurysmata an 14 von 17 Periostin-positiven Stellen (82,4%) auch glatte 

Muskulatur angefärbt, in Aortenklappen an 7 von 14 Stellen (50,0%) und in 

Carotisplaques an 6 von 12 Stellen (50,0%).  

Beispielhafte Bilder, die die Kolokalisation von Myofibroblasten mit vaskulärer 

Kalzifizierung und damit die Differenzierung von glatten Muskelzellen zu 
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osteoblastenähnlichen Zellen veranschaulichen und eine tabellarische Darstellung der 

Ergebnisse, werden in Abbildung 4.2-4 und Tabelle 4.2-4 gezeigt. 

 

Abbildung 4.2-4  Kolokalisation von Myofibroblasten und Osteoblasten 

Nachweis der Differenzierung von Myofibroblasten zu Osteoblasten anhand der Kolokalisation 
verschiedener Komponenten auf Serienschnitten. Gezeigt werden repräsentative Bilder aus 
Aortenaneurysmata. 1000fache Vergrößerung. 
Durchgeführte Färbungen: 
Immunhistochemie von SM alpha-Aktin zur Darstellung von Myofiboblasten (Signal in rot), 
Immunhistochemie von Osteopontin zur Darstellung von Osteoblasten (Signal in rot), 
Immunhistochemie von Periostin zur Darstellung von Osteoblastenaktivität (Signal in rot), 
Alizarin S Färbung zur Darstellung von Hydroxylapatit in rot und Masson-Goldner-Trichrom-
Färbung zur Darstellung von Erythrozyten in rot/pink und Kollagen in grün. 
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 Gesamtheit der 
Alizarin S-positiven 
Stellen 

Kolokalisation mit 
SMA-positiven 
Stellen 

 
% 

Aortenaneurysmata 12 9 75,0 

Aortenklappen 3 2 66,7 

Carotisplaques 3 2 66,7 

TOTAL 18 13 72,2 

 
 Gesamtheit der 

Periostin-positiven 
Stellen 

Kolokalisation mit 
SMA-positiven 
Stellen 

 
% 

Aortenaneurysmata 17 14 82,4 

Aortenklappen 14 4 50,0 

Carotisplaques 12 6 50,0 

TOTAL 43 24 55,8 
 

Tabelle 4.2-4  Kolokalisation von Myofibroblasten und Osteoblasten 

 

4.2.3 Kolokalisation von Erythrozyten mit vaskulärer Kalzifizierung 
Ziel dieser Arbeit ist es, Hinweise für einen Zusammenhang zwischen dem 

Vorkommen von Erythrozyten und vaskulärer Kalzifizierung in menschlichen 

atherosklerotischen Läsionen aufzufinden. 

In die Analyse wurden zu Beginn alle Stellen einbezogen, an denen entweder Marker 

für vaskuläre Kalzifizierung (Alizarin S und/oder Periostin) oder Erythrozyten (Masson-

Goldner-Trichrom und/oder CD235a) zu sehen waren. Zu diesen Stellen wurden 

jeweils die entsprechenden Stellen in den anderen Färbungen aufgesucht. Dabei 

wurde zunächst untersucht, ob an Stellen mit angefärbten Erythrozyten nach Masson-

Goldner-Trichrom Färbung oder Immunhistochemie von CD235a auch vaskuläre 

Kalzifizierungen zu sehen waren. In Aortenaneurysmata war dies an 27 von 32 Stellen 

(84,4%), in Aortenklappen an 23 von 25 Stellen (92,0%) und in Carotisplaques an 26 

von 30 Stellen (86,7%) der Fall. Umgekehrt wurde auch die Präsenz von Erythrozyten 

an kalzifizierten Stellen überprüft. Hier waren in Aortenaneurysmata an 32 von 43 

Stellen (74,4%), in Aortenklappen an 24 von 42 Stellen (57,1%) und in Carotisplaques 

an 25 von 30 Stellen (83,3%) Erythrozyten im Bereich vaskulärer Kalzifikationen 

ausfindig zu machen. Durch diese Beobachtungen lässt sich schlussfolgern, dass es 
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einen Zusammenhang zwischen diesen beiden Komponenten geben könnte. 

Unterschiede zwischen den drei verschiedenen Former atherosklerotischer Läsionen 

lassen sich dadurch erklären, dass atherosklerotische Läsionen an der Aortenklappe 

histologisch im Allgemeinen zellärmer waren und weniger Einblutungen aufwiesen als 

atherosklerotische Carotisplaques und Aortenaneurysmata. Auf der Basis von 

Befunden der Arbeitsgruppe, die an kultivierten Glattmuskelzellen erhoben wurden 

und auf eine Bedeutung der in Erythrozyten exprimieren eNOS hinwiesen, wurde auch 

die Expression von eNOS in menschlichen Gewebeproben untersucht. Bilder aus den 

drei Spezies, die Kolokalisationen von Verkalkung, Erythrozyten und dem 

osteoinduktiven Mediator eNOS zeigen, sind in Abbildung 4.2-5 gezeigt. Außerdem ist 

eine tabellarische Darstellung der Analyse durch Tabelle 4.2-5 gegeben. 
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Abbildung 4.2-5  Kolokalisation von Kalzifizierung, lysierten Erythrozyten und 
eNOS  

Nachweis der Kolokalisation von Erythrozytenbestandteilen, eNOS als osteoinduktiven 
Mediator aus Erythrozytenmembranen und vaskulärer Kalzifizierung auf Serienschnitten. 
Gezeigt sind repräsentative Beispiele aus einem Aortenaneurysma, einer Aortenklappe und 
einem Carotisplaque. 1000fache Vergrößerung. 
Durchgeführte Färbungen: 
Alizarin S Färbung zur Darstellung von Hydroxylapatit in rot; Masson-Goldner-Trichrom 
Färbung zur Darstellung von Erythrozyten in rot/pink und Kollagen in grün; Immunhistochemie 
von Hämoglobin zur Darstellung des Austritts von Hämoglobin aus den Erythrozyten, d.h. der 
Lyse von Erythrozyten (Signal in rot); Immunhistochemie von CD235a zur Darstellung von 
Erythrozytenmembranen (Signal in rot) und Immunhistochemie von eNOS zur Darstellung der 
NO Produktion (Signal in rot).  
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 Gesamtheit der 

Stellen mit 
Erythrozyten 

Kolokalisation mit 
kalzifizierten 
Stellen 

 
% 

Aortenaneurysmata 32 27 84,4 

Aortenklappen 25 23 92,0 

Carotisplaques 30 26 86,7 

TOTAL 87 76 87,4 

 
 Gesamtheit der 

kalzifizierten 
Stellen 

Kolokalisation mit 
Stellen mit 
Erythrozyten 

 
% 

Aortenaneurysmata 43 32 74,4 

Aortenklappen 42 24 57,1 

Carotisplaques 30 25 83,3 

TOTAL 115 81 70,4 
 

Tabelle 4.2-5  Kolokalisation von Kalzifizierung und lysierten Erythrozyten 

 

4.2.4 Unterschiede zwischen lysierten und intakten Erythrozyten in Bezug auf 
vaskuläre Kalzifizierung 

Basierend auf Ergebnissen aus Zellkulturexperimenten der Arbeitsgruppe, bei denen 

ein kalzifizierender Effekt auf kultivierte glatte Muskelzellen nur durch lysierte und nicht 

durch intakte Erythrozyten feststellbar war, wurde der Zusammenhang der Bedeutung 

von intakten bzw. lysierten Erythrozyten für die vaskuläre Kalzifizierung auch 

histologisch detaillierter untersucht. Dabei ließ sich ebenfalls eine unterschiedliche 

Assoziation von lysierten und intakten Erythrozyten mit Verkalkung im 

atherosklerotischen Plaque feststellen. Histologisch wurde vaskuläre Kalzifizierung 

durch Alizarin- und/oder Periostin-positive Areale dargestellt. Bei lysierten 

Erythrozyten war Hämoglobin außerhalb der mit einem gegen CD235a gerichtetem 

Antikörper angefärbten Erythrozytenmembranen zu finden, wohingegen es bei 

intakten roten Blutzellen innerhalb der Membranen bzw. der Zelle zu sehen war. 

Wie oben bereits beschrieben waren in den analysierten Läsionen an 89,83% der 

fotographierten Stellen die Erythrozyten in einem lysierten Zustand aufzufinden. Von 

diesen Stellen war an 81,1% auch vaskuläre Verkalkung zu sehen. Um der Rolle der 

Erythrozytenbestandteile für Kalzifizierung nachzugehen, wurden diese Stellen auf die 
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Präsenz von Erythrozytenmembranen und Hämoglobin untersucht. Dabei waren dort 

an 86,1% auch Membranen und an 72,1% auch Hämoglobin angefärbt. Beide 

Strukturen zugleich war an 55,8% der Stellen zu sehen. An den nicht kalzifizierten 

Stellen waren nur an 10,0% Erythrozytenmembranen zu sehen, jedoch an allen 

(100,0%) Hämoglobin. Dies zeigt, dass Hämoglobin alleine an der Mehrheit der Stellen 

keine Kalzifizierung auslösen konnte. Zu diesem Ergebnis kamen auch 

Zellkulturexperimente in der Arbeitsgruppe. Im Vergleich dazu waren von den 10,7% 

intakten roten Blutzellen nur bei 33,3% auch kalzifizierte Areale zu finden, woraus man 

schlussfolgern kann, dass der Effekt bei intakten Erythrozyten ebenfalls geringer ist. 

Eine schematische Übersicht über den Unterschied zwischen lysierten und intakten 

Erythrozyten in Bezug auf vaskuläre Verkalkung ist in Abbildung 4.2-6 veranschaulicht. 

Aus diesen Ergebnissen lässt sich schließen, dass eine Hämolyse von Erythrozyten 

für deren kalzifizierenden Effekt notwendig ist und dass an verkalkten Stellen 

vornehmlich Erythrozytenmembranen eine Bedeutung zu haben scheinen. 

Beispielhafte histologische Bilder sind in Abbildung 4.2-7 gezeigt. Als osteoinduktiver 

Mediator aus Erythrozytenmembranen wurde an diesen Stellen auch die Präsenz von 

eNOS dargestellt.  
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Abbildung 4.2-6  Analyse und Auswertung der histologischen Kolokalisationen 

n=59 (Anzahl der analysierten Stellen von Aortenaneurysmata, Aortenklappen und 
Carotisplaques); Darstellung der Unterschiede zwischen lysierten und intakten Erythrozyten in 
Bezug auf vaskuläre Kalzifizierung; Darstellung der Rolle von Erythrozytenmembranen und 
Hämoglobin in Bezug auf Kalzifizierung. 
Histologische Bewertung: 
Lysierte Erythrozyten: Hämoglobin außerhalb der Erythrozytenmembranen (CD235a), Intakte 
Erythrozyten: Hämoglobin innerhalb der Erythrozytenmembranen (CD235a) und Verkalkung: 
Alizarin S und/oder Periostin positiv. 
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Abbildung 4.2-7  Assoziation lysierter und intakter Erythrozyten mit vaskulärer 
Kalzifizierung 

Repräsentative Bilder zur Darstellung der Unterschiede zwischen lysierten und intakten 
Erythrozyten in Bezug auf vaskuläre Kalzifizierung anhand der Kolokalisation verschiedener 
Komponenten auf Serienschnitten. 1000fache Vergrößerung. 
Durchgeführte Färbungen: 
Masson-Goldner-Trichrom Färbung zur Darstellung von Erythrozyten in rot/pink, 
Immunhistochemie von CD235a zur Darstellung von Erythrozytenmembranen (Signal in rot), 
Immunhistochemie von Hämoglobin zur Darstellung des Hauptproteinbestandteils von 
Erythrozyten (Signal in rot), Immunhistochemie von eNOS zur Darstellung der NO Produktion 
(Signal in rot), Alizarin S Färbung zur Darstellung von Hydroxylapatit in rot und 
Immunhistochemie von Periostin zur Darstellung von Osteoblastenaktivität (Signal in rot). 
Vergleich von lysierten Erythrozyten (Darstellung von Hämoglobin außerhalb der 
Erythrozytenmembranen, kalzifiziernder Effekt) und intakten Erythrozyten (Darstellung von 
Hämoglobin innerhalb der Erythrozytenmembranen, kein kalzifizierender Effekt). 
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4.2.5 Bedeutung von Erythrozytenmembranen  
Da sich in der vorangegangenen Analyse ein auffälliger Zusammenhang zwischen der 

Präsenz von Erythrozytenmembranen und Stellen mit vaskulärer Kalzifizierung ergab, 

wurde die Bedeutung dieser im Folgenden weiter analysiert. Dazu wurden alle 

analysierten Stellen in die Auswertung mit einbezogen und auf Anwesenheit von 

Erythrozytenmembranen (CD235a) untersucht. Anschließend wurde innerhalb der 

Gruppen CD235a-positiv und -negativ der jeweilige Anteil nicht kalzifizierter und 

kalzifizierter Stellen berechnet. Es wurde erneut zwischen Aortenaneurysmata, 

Aortenklappen, Carotisplaques unterschieden und auch die Gesamtheit aller 

analysierten Stellen (total) bewertet. In Aortenaneurysmata waren von den 27 

CD235a-positiven Stellen 22 (81,5%) zugleich verkalkt. An CD235a-negativen Arealen 

war nur an 3 von 9 Stellen (33,3%) eine Verkalkung zu finden. Bei den Aortenklappen 

waren 15 von 16 CD235a-positiven Stellen (93,8%) und 3 von 12 CD235a-negativen 

Stellen (25,0%) kalzifiziert. Bei der Analyse der Stellen aus Carotisplaques war an 

allen von 17 CD235a-positiven Stellen (100%) auch eine Verkalkung zu sehen, 

wohingegen nur 2 der 6 CD235a-negativen Stellen (33,3%) eine Verkalkung zeigten. 

Insgesamt waren von den 87 analysierten Stellen 60 CD235a-positiv (69,0%) und 27 

Stellen CD235a-negativ (31,0%). Von den CD235a-positiven Stellen war an 54 

(90,0%) zugleich eine Kalzifizierung zu finden. An den CD235a-negativen Stellen war 

dies nur an 8 Stellen (29,6%) der Fall. Die prozentuale Verteilung der verschiedenen 

Konstellationen bezogen auf alle analysierten Stellen wird in Abbildung 4.2-8 

graphisch dargestellt. Der Zusammenhang zwischen Erythrozytenmembranen und 

vaskulärer Kalzifizierung wurde für die Gesamtheit der analysierten Stellen (total) 

statistisch ausgewertet. Dabei lag der p-Wert bei <0,00001, wodurch sich die 

Abhängigkeit vaskulärer Kalzifizierung von der Anwesenheit von 

Erythrozytenmebranen als signifikant erwies. Eine tabellarische Darstellung dieser 

Ergebnisse ist in Tabelle 4.2-6 zu finden.  
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Abbildung 4.2-8 Bedeutung von Erythrozytenmembranen für vaskuläre 
Kalzifizierung 

Anteil der Stellen mit CD235a-positivem oder -negativem Immunsignal (Marker für 
Erythrozytenmembranen) von der Gesamtheit der analysierten Stellen (in %), 
Anteil der Stellen mit Darstellung von Kalzifizierung (Alizarin S- und/oder Periostin-positiv) oder 
keiner Kalzifizierung innerhalb der beiden Gruppen CD235a-positiv oder -negativ (in %); 
Unterscheidung zwischen Aortenaneurysmata (n=36), Aortenklappen (n=28), Carotisplaques 
(n=23) und der Gesamtheit der analysierten Patientenproben (total) (n=87). 
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 Gesamtheit der 
CD235a-positiven 
Stellen 

Kolokalisation mit 
kalzifizierten 
Stellen 

 
% 

Aortenaneurysmata 27 22 81,5 

Aortenklappen 16 15 93,8 

Carotisplaques 17 17 100,0 

TOTAL 60 54 90,0 

 

 Gesamtheit der 
CD235a-negativen 
Stellen 

Kolokalisation mit 
kalzifizierten 
Stellen 

 
% 

Aortenaneurysmata 9 3 33,3 

Aortenklappen 12 3 25,0 

Carotisplaques 6 2 33,3 

TOTAL 27 8 29,6 

 

 Kalzifizierung Keine Kalzifizierung 

CD235a-positiv 54 6 

CD235a-negativ 8 19 
 

Tabelle 4.2-6 Bedeutung von Erythrozytenmembranen für vaskuläre 
Kalzifizierung 

 

4.2.6 Bedeutung von Hämoglobin 

4.2.6.1 Fehlende Kalzifizierung in Abwesenheit von Erythrozytenmembranen 
In der vorangegangenen Analyse wurde an nicht-kalzifizierten Stellen festgestellt, dass 

dort meistens Hämoglobin jedoch weniger Erythrozytenmembranen zu finden waren. 

Diese Beobachtung legte den Verdacht nahe, dass Hämoglobin allein keine 

Kalzifizierung verursachen kann und somit Kalzifizierung in Abwesenheit von 

Erythrozytenmembranen seltener ist. Daher wurden die Stellen, an denen nur 

Hämoglobin und keine Erythrozytenmembranen zu sehen waren, auf Verkalkung 

(Alizarin S- und/oder Periostin-positiv) untersucht. Dabei war in Aortenaneurysmata, 

an 5 von 8 dieser Stellen (62,5%), in Aortenklappen an 9 von 10 (90,0%) und in 

Carotisplaques an 2 von 3 Stellen (66,7%) keine Verkalkung zu sehen. Insgesamt 

waren also von 21 Stellen mit Hämoglobin allein nur 5 verkalkt (23,8%) und 16 frei von 
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Verkalkung (76,2%). Diese Ergebnisse weisen auch darauf hin, dass der 

kalzifizierende Effekt von Erythrozyten nicht in ihrem Hauptproteinbestandteil, dem 

Hämoglobin, liegt, sondern eher in den Erythrozytenmembranen. Repräsentative 

Bilder und eine tabellarische Darstellung dieses Phänomens sind in Abbildung 4.2-9 

und Tabelle 4.2-7 gezeigt.  

 

Abbildung 4.2-9 Fehlende Kalzifizierung in Abwesenheit von 
Erythrozytenmembranen 

Repräsentative Beispiele zum Nachweis der fehlenden Kalzifizierung in Anwesenheit von 
Hämoglobin und Abwesenheit von Erythrozytenmembranen anhand der Kolokalisation 
verschiedener Komponenten auf Serienschnitten. 1000fache Vergrößerung. 
Durchgeführte Färbungen: 
Immunhistochemie von Hämoglobin zur Darstellung des Hauptproteinbestandteils von 
Erythrozyten (Signal in rot), Alizarin S Färbung zur Darstellung von Hydroxylapatit in rot, 
Immunhistochemie von CD235a zur Darstellung von Erythrozytenmembranen (Signal in rot), 
Masson-Goldner-Trichrom Färbung zur Darstellung von Erythrozyten in rot/pink und Kollagen 
in grün, Alizarin S Färbung zur Darstellung von Hydroxylapatit in rot und Immunhistochemie 
von Periostin zur Darstellung von Osteoblastenaktivität (Signal in rot). 
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 Gesamtheit der 

Hämoglobin-
positiven und 
CD235a-negativen 
Stellen 

Kolokalisation mit 
Stellen ohne 
Kalzifizierung 

 
% 

Aortenaneurysmata 8 5 62,5 

Aortenklappen 10 9 90,0 

Carotisplaques 3 2 66,7 

TOTAL 21 16 76,2 
 

Tabelle 4.2-7  Fehlende Kalzifizierung in Abwesenheit von 
Erythrozytenmembranen 

 

4.2.6.2 Hämoglobin als NO-Scavenger 
In den histologischen Präparaten war jedoch auch an kalzifizierten Stellen Hämoglobin 

nachweisbar. In Zellkulturexperimenten der Arbeitsgruppe wurde mit Hilfe genetisch-

veränderter Mäuse, pharmakologischer eNOS-Inhibitoren und NO-Donoren gezeigt, 

dass die Erythrozytenmembran-induzierte Verkalkung durch NO ausgelöst wird (170). 

In Abschnitt 4.3 ist eine detaillierte Analyse der histologischen Ergebnisse bezüglich 

der Bedeutung der erythrozytären eNOS für vaskuläre Kalzifizierung zu finden. Das 

bei der Hämolyse freigesetzte Hämoglobin ist allerdings als NO-Scavenger bekannt 

(171) und würde so durch Bindung von NO und Bildung von Nitrat eine NO-vermittelte 

vaskuläre Kalzifizierung verhindern. Als Möglichkeiten der Inaktivierung dieses 

Mechanismus wurden die Gewebeschnitte immunhistochemisch auf das oxidierte 

Methämoglobin, das nicht mehr in der Lage ist NO irreversibel zu binden, und auf 

CD163, einen Marker für Makrophagen mit einem Hämoglobin-Scavenger Rezeptor, 

untersucht (172). 

4.2.6.2.1 Inaktivierung von Hämoglobin durch Oxidation zu Methämoglobin 
Als erste Möglichkeit der Inaktivierung des potenten NO-Scavenger Hämoglobin wurde 

dessen Oxidation von zweiwertigem zu dreiwertigem Eisen enthaltendem 

Methämoglobin im histologischen Präparat analysiert. Dazu wurden alle Hämoglobin-

positiven Stellen auf Kolokalisation mit Methämoglobin (HBG2) und außerdem auch 



 

 67 

auf Kalzifizierung (Alizarin S- und/oder Periostin-positiv) untersucht. Dabei zeigte sich, 

dass an 92,6% der Hämoglobin-positiven Stellen das Hämoglobin in seiner oxidierten 

Form, dem Methämoglobin, vorlag. Beispielhafte Bilder für die Kolokalisation von 

Hämoglobin und Methämoglobin sind in Abbildung 4.2-10 gezeigt. Anschließend 

wurden die kalzifizierten Anteile innerhalb der beiden Gruppen Methämoglobin-positiv 

und -negativ berechnet. Wie bisher, wurde dabei zwischen Aortenaneurysmata, 

Aortenklappen, Carotisplaques und der Gesamtheit aller analysierten Patientenproben 

unterschieden. Hier zeigte sich, dass von den zugleich Hämoglobin- und 

Methämoglobin-positiven Stellen bei den Aortenaneurysmata 16 von 23 Stellen 

(69,6%), bei den Aortenklappen 13 von 17 Stellen (76,5%) und bei den Carotisplaques 

alle Stellen (100,0%) kalzifiziert waren. Unter den wenigen (insgesamt vier) Stellen, an 

denen Hämoglobin nicht oxidiert, also noch in seiner Funktion als NO-Scavenger 

fungieren kann, war nur an einer von 4 Stellen (25,0%) Verkalkung zu finden. Die 

Notwendigkeit der Oxidation von Hämoglobin zu Methämoglobin für vaskuläre 

Kalzifizierung wurde auch statistisch geprüft. Dabei erwies sich der Zusammenhang 

mit einem p-Wert von 0,0492 als signifikant. Die prozentualen Anteile der einzelnen 

Konstellationen sind in Abbildung 4.2-11 und Tabelle 4.2-8 dargestellt.   

 

Abbildung 4.2-10  Oxidation von Hämoglobin zu Methämoglobin 

Nachweis der Kolokalisation von Hämoglobin und Methämoglobin auf Serienschnitten. 
Gezeigt werden repräsentative Beispiele aus einem Aortenaneurysma, einer Aortenklappe 
und einem Carotisplaque. 1000fache Vergrößerung. 
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Abbildung 4.2-11  Bedeutung der Oxidation von Hämoglobin zu Methämoglobin 
für die vaskuläre Kalzifizierung 

Anteil der Stellen mit Methämoglobin (HBG2)-positivem oder -negativem Immunsignal von der 
Gesamtheit der Hämoglobin-positiven Stellen (in %), 
Anteil der Stellen mit Darstellung von Kalzifizierung (Alizarin S- und/oder Periostin-positiv) oder 
keiner Kalzifizierung innerhalb der beiden Gruppen Methämoglobin-positiv oder -negativ (in 
%); 
Unterscheidung zwischen Aortenaneurysmata (n=24), Aortenklappen (n=20), Carotisplaques 
(n=10) und der Gesamtheit der analysierten Patientenproben (total) (n=54). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 69 

 Gesamtheit der 
Hämoglobin- und 
Methämoglobin-
positiven Stellen 

Kolokalisation mit 
kalzifizierten 
Stellen 

 
% 

Aortenaneurysmata 23 16 69,6 

Aortenklappen 17 13 76,5 

Carotisplaques 10 10 100,0 

TOTAL 50 39 78,0 

 

 

 Kalzifizierung Keine Kalzifizierung 

HBG2-positiv 39 11 

HBG2-negativ 1 3 

 

 Gesamtheit der 
Hämoglobin-
positiven und 
Methämoglobin-
negativen Stellen 

Kolokalisation mit 
kalzifizierten 
Stellen 

 
% 

Aortenaneurysmata 1 0 0,0 

Aortenklappen 3 1 33,3 

Carotisplaques 0 0 0,0 

TOTAL 4 1 25,0 
 

Tabelle 4.2-8 Bedeutung der Oxidation von Hämoglobin zu Methämoglobin für 
die vaskuläre Kalzifizierung 

 

4.2.6.2.2 Inaktivierung durch Makrophagen mit Hämoglobin-Scavenger-
Rezeptor 

Als weiterer limitierender Faktor für die Funktion von Hämoglobin als NO-Scavenger 

wurde die Präsenz von CD163-positiven Makrophagen an Hämoglobin-positiven 

Stellen geprüft. Diese Makrophagen exprimieren einen Hämoglobin-Scavenger 

Rezeptor und können somit Hämoglobin eliminieren, wodurch dieses nicht mehr in der 

Lage ist zu NO binden und so vaskuläre Kalzifizierung zu verhindern. Bei dieser 

Analyse wurden alle Hämoglobin-positiven Stellen der drei unterschiedlichen Spezies 

auf Kolokalisation mit positiven Signalen einer immunhistochemischen Färbung von 
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CD163 untersucht. Insgesamt traf dieses Phänomen an 35 von 56 Stellen (62,5%) zu. 

Beispielhafte Bilder dazu sind in Abbildung 4.2-12 zu finden. Im Anschluss wurden die 

beiden Gruppen CD163-positiv und -negativ auf vaskuläre Kalzifizierung (Alizarin S- 

und/oder Periostin-positiv) analysiert. Dabei war unter den Aortenaneurysmata an 12 

zugleich Hämoglobin- und CD163-positive Stellen von 18 Hämoglobin-positiven 

Stellen (66,7%), unter den Aortenklappen an 8 von 9 Stellen (88,9%) und unter den 

Carotisplaques an 7 von 8 Stellen (87,5%) Verkalkung zu finden. Allerdings waren 

auch insgesamt 14 der 21 CD163-negativen Stellen (66,7%) kalzifiziert. Um die 

Beziehung zwischen CD163-positiven Makrophagen und vaskulärer Kalzifizierung 

auch statistisch zu prüfen, wurde auch hier der Chi-Quadrat Test durchgeführt. Dabei 

erwies sich der Zusammenhang bei einem p-Wert von 0,39 als nicht signifikant. Eine 

detaillierte prozentuale Verteilung ist in Abbildung 4.2-13 und Tabelle 4.2-9 dargestellt.  

Da sich die Inaktivierung durch CD163-positive Makrophagen als nicht so konstant wie 

jene durch Oxidation zu Methämoglobin erwies, war es notwendig kalzifizierte Stellen 

auf die verschiedenen Kombinationen der Inaktivierung von anwesendem Hämoglobin 

zu überprüfen. Dazu wurden alle Stellen mit vaskulärer Kalzifizierung zunächst auf 

Kolokalisation mit Hämoglobin untersucht und anschließend auf verschiedene 

Konstellationen einer Inaktivierung aufgeteilt. Folgende Kombinationen ergaben sich 

bei dieser Analyse: keine Form einer Inaktivierung (HBG2- und CD163-negativ), 

Inaktivierung durch Oxidation von Hämoglobin zu Methämoglobin (HBG2- und CD163-

positiv) oder alleinige Inaktivierung durch Oxidation (HBG2-positiv und CD163-

negativ). Eine Inaktivierung nur durch Makrophagen mit Hämoglobin-Scavenger 

Rezeptor war an keiner Stelle zu finden. Bei der Gesamtheit der analysierten Stellen 

waren von den 41 zugleich kalzifizierten und Hämoglobin-positiven Stellen 40 (97,6%) 

Methämoglobin (HBG2)-positiv, 24 (58,5%) Methämoglobin- und CD163-positiv und 

nur an einer Stelle (2,4%) war keine Form der Inaktivierung anzutreffen. Die genaue 

prozentuale Verteilung der verschiedenen Konstellationen in den drei Arten 

atherosklerotischer Läsionen und der Gesamtheit der analysierten Stellen (total) ist in 

Abbildung 4.2-15 und Tabelle 4.2-10 dargestellt. So konnte festgestellt werden, dass 

ein „Ausschalten“ von Hämoglobin als NO-Scavenger durch Oxidation zu 

Methämoglobin für die durch eNOS vermittelte vaskuläre Kalzifizierung notwendig ist.  

Repräsentative Bilder, die zeigen, dass an Stellen mit oxidiertem, inaktivertem 

Hämoglobin und CD163-positiven Makrophagen Erythrozytenmembranen eine 

Kalzifizierung auslösen können, sind in Abbildung 4.2-14 gezeigt.  
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Abbildung 4.2-12 Mögliche Eliminierung von Hämoglobin durch CD163-positive 
Makrophagen 

Nachweis der Kolokalisation von Hämoglobin und CD163-positiven Makrophagen auf 
Serienschnitten. Gezeigt werden repräsentative Beispiele aus einem Aortenaneurysma, einer 
Aortenklappe und einem Carotisplaque. 1000fache Vergrößerung. 
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Abbildung 4.2-13  Bedeutung der Eliminierung von Hämoglobin durch CD163-
positive Makrophagen für vaskuläre Kalzifizierung 

Anteil der Stellen mit CD163-positivem oder -negativem Immunignal (Marker für Makrophagen 
mit Hämoglobin-Scavenger Rezeptor) von der Gesamtheit der Hämoglobin-positiven Stellen 
(in %), 
Anteil der Stellen mit Darstellung von Kalzifizierung (Alizarin S- und/oder Periostin-positiv) oder 
keiner Kalzifizierung innerhalb der beiden Gruppen CD163-positiv oder -negativ (in %); 
Unterscheidung zwischen Aorteneneurysmata (n=28), Aortenklappen (n=17), Carotisplaques 
(n=11) und der Gesamtheit der analysierten Patientenproben (total) (n=56). 
 
 
 
 Gesamtheit der 

Hämoglobin- und 
CD163-positiven 
Stellen 

Kolokalisation mit 
kalzifizierten 
Stellen 

 
% 

Aortenaneurysmata 18 12 66,7 

Aortenklappen 9 8 88,9 

Carotisplaques 8 7 87,5 

TOTAL 35 27 77,1 

 
 
 Kalzifizierung Keine Kalzifizierung 

CD163-positiv 27 8 

CD163-negativ 14 7 
 

Tabelle 4.2-9  Bedeutung der Eliminierung von Hämoglobin durch CD163-
positive Makrophagen 
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Abbildung 4.2-14  Mögliche Inaktivierung von Hämoglobin als NO-Scavenger 

Nachweis der Inaktivierung von Hämoglobin als NO-Scavenger durch Oxidation zu 
Methämoglobin und durch CD163-positive Makrophagen mit Hämoglobin-Scavenger 
Rezeptor, anhand der Kolokalisation verschiedener Komponenten auf Serienschnitten. 
Repräsentative Beispiele aus einem Aortenaneurysma, einer Aortenklappe und einem 
Carotisplaque. 1000fache Vergrößerung. 
Durchgeführte Färbungen: 
Immunhistochemie von Hämoglobin zur Darstellung des Hauptproteinbestandteils von 
Erythrozyten und des NO-Scavengers (Signal in rot), Immunhistochemie von Methämoglobin 
zur Darstellung des Oxidationsproduktes von Hämoglobin (Signal in rot), Immunhistochemie 
von CD163 zur Darstellung von Makrophagen mit Hämoglobin-Scavenger Rezeptor (Signal in 
rot), Immunhistochemie von CD235a zur Darstellung von Erythrozytenmembranen (Signal in 
rot), Immunhistochemie von eNOs zur Darstellung von NO-Produktion (Signal in rot) und 
Alizarin S Färbung zur Darstellung von Hydroxylapatit in rot. 
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Abbildung 4.2-15 Konstellationen der Inaktivierung von Hämoglobin als NO-
Scavenger 

Anteil der Stellen mit Hämoglobin-positivem oder -negativem Signal von der Gesamtheit der 
kalzifizierten Stellen (Alizarin S- und/oder Periostin-positiv) (in %), 
Anteil der Stellen mit Inaktivierung durch Oxidation von Hämoglobin zu Methämoglobin 
(HBG2-positiv), Inaktivierung durch Oxidation zu Methämoglobin und CD163-positive 
Makrophagen (HBG2-+CD163-positiv) oder keine Form der Inaktivierung innerhalb der beiden 
Gruppen Hämoglobin-positiv oder -negativ (in %); 
Unterscheidung zwischen Aortenaneurysmata (n=22), Aortenklappen (n=14), Carotisplaques 
(n=11) und der Gesamtheit der analysierten Patientenproben (total) (n=47). 
 
 
 Gesamtheit der 

kalzifizierten und 
Hämoglobin-
positiven Stellen 

 
% 

Methämoglobin-

positiv 
40/41 97,6 

CD163-positiv 24/41 58,5 

Methämoglobin- 

und CD163-positiv 
24/41 58,5 

Methämoglobin- 

und CD163-negativ 
1/41 2,4 

 

Tabelle 4.2-10 Konstellationen der Inaktivierung von Hämoglobin als NO-
Scavenger 
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4.3 Bedeutung von eNOS  
Die endotheliale NO-Synthase wird konstitutiv von Endothelzellen exprimiert und spielt 

durch Bildung des Signalmoleküls NO eine wichtige Rolle bei der Regulation des 

Vasotonus. Darüber hinaus reguliert NO auch die Aktivität und Funktion von Blutzellen, 

wie Thrombozyten oder Leukozyten. Bei der Bildung von NO setzt eNOS L-Arginin 

unter Verbrauch von molekularem Sauerstoff zu L-Citrullin um (173). In 

Zellkulturexperimenten der Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass eNOS durch 

Produktion von NO bei der vaskulären Kalzifizierung als osteoinduktiver Mediator eine 

Rolle spielt. Daher wurde in dieser Arbeit die Expression von eNOS und der 

Zusammenhang mit Kalzifizierung auch histologisch untersucht. 

4.3.1 Expression von eNOS 
Bekannt ist, dass eNOS von gesunden, CD31-positiven Endothelzellen in Gefäßen 

exprimiert wird. Im histologischen Präparat zeigte sich jedoch ebenfalls eine 

Expression durch andere Zelltypen, wie Makrophagen, Myofibroblasten und für diese 

Arbeit von besonderer Bedeutung durch Erythrozyten. Um diese Beobachtungen 

genauer zu quantifizieren, wurden alle CD31-positiven Stellen zur Darstellung von 

Endothelzellen, alle CD163-positiven Stellen zur Darstellung von Makrophagen, alle 

Stellen mit SM alpha-Aktin-positivem Signal zur Darstellung von glatten Muskelzellen 

/ Myofibroblasten und alle CD235a-positiven Stellen zur Darstellung von 

Erythrozytenmembranen auf ihre Kolokalisation mit eNOS-positiven Signalen 

untersucht. Dabei war an 15 von 18 CD31-positiven Stellen (83,3%), an 30 von 32 

CD163-positiven Stellen (93,8%), an 28 von 31 SM alpha-Aktin-positiven Stellen 

(90,3%) und an 41 von 48 CD235a-positiven Stellen (85,4%) auch eNOS zu finden. 

Diese Ergebnisse sind graphisch in Abbildung 4.3-1 und tabellarisch in Tabelle 4.3-1 

dargestellt. Repräsentative immunhistochemische Bilder zu dieser Analyse sind in 

Abbildung 4.3-2 gezeigt.  
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Abbildung 4.3-1  Expression von eNOS auf histologischen Gewebeschnitten 

Anteil der Kolokalisation von eNOS-positiven Signalen der Immunhistochemie mit  
Gesamtheit der CD31-positiven Stellen zur Darstellung von Endothelzellen (in %), n=18; 
Gesamtheit der CD163-positiven Stellen zur Darstellung von Makrophagen (in %), n=32; 
Gesamtheit der SM alpha-Aktin-positiven Stellen zur Darstellung von Myofibroblasten (in %), 
n=31 und Gesamtheit der CD235a-positiven Stellen zur Darstellung von 
Erythrozytenmembranen (in %), n=48. 
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 Kolokalisation mit 
eNOS-positiven 
Stellen 

 
% 

Gesamtheit der 

CD31-positiven 

Stellen 

15/18 83,3 

Gesamtheit der 

CD163-positiven 

Stellen 

30/32 93,8 

Gesamtheit der 

SMA-positiven 

Stellen 

28/31 90,3 

Gesamtheit der 

CD235a-positiven 

Stellen 

41/48 85,4 

 

Tabelle 4.3-1 Expression von eNOS auf histologischen Gewebeschnitten 
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Abbildung 4.3-2  Expression von eNOS durch unterschiedliche Zelltypen 

Nachweis der Expression von eNOS und Kolokalisation von eNOS-positiven Signalen mit 
zellspezifischen Markern für verschiedene Zelltypen in immunhistochemischen Färbungen auf 
Serienschnitten (Signal in rot). 1000fache Vergrößerung. 
Durchgeführte immunhistochemische Färbungen: 
CD31 zur Darstellung von Endothelzellen, CD163 zur Darstellung von Makrophagen, SM 
alpha-Aktin zur Darstellung von Myofibroblasten und CD235a zur Darstellung von 
Erythrozytenmembranen. 
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4.3.2 eNOS und vaskuläre Kalzifizierung 
Zellkulturexperimente der Arbeitsgruppe konnten zeigen, dass eNOS aus lysierten 

Erythrozytenmembranen durch Produktion von NO über den cGMP Signalweg eine 

Differenzierung von glatten Muskelzellen zu osteoblastenähnlichen Zellen und 

vaskuläre Kalzifizierung auslösen kann (170). Basierend auf diesen Ergebnissen 

wurde dieser Zusammenhang auch histologisch analysiert. Dabei wurden Stellen, die 

eine Kalzifizierung (Alizarin S- und/oder Periostin-positiv) zeigten, auf Kolokalisation 

mit Erythrozyten mit Hilfe der Masson-Goldner-Trichrom Färbung bzw. 

Immunhistochemie von CD235a oder eNOS untersucht. Dabei wurde zwischen 

Aortenaneurysmata, Aortenklappen, Carotisplaques und der Gesamtheit der 

analysierten Stellen unterschieden. Hierbei ergab sich insgesamt an 38 von 55 

kalzifizierten Stellen (Alizarin S- und/oder Periostin-positiv) eine Kolokalisation mit 

Erythrozyten in der Masson-Goldner-Trichrom Färbung und an 40 von 55 Stellen 

(72,7%) waren ebenso CD235a-positive Signale zu sehen. eNOS war an 51 von 55 

verkalkten Stellen (92,7%) zu finden, sodass sich auch histologisch ein enger 

Zusammenhang zwischen vaskulärer Kalzifizierung und dem von eNOS 

synthetisiertem NO ergibt. Die prozentuale Verteilung der einzelnen Spezies wird in 

Abbildung 4.3-3 graphisch dargestellt. Im Umkehrschluss wurden auch alle eNOS-

positiven Stellen auf Kolokalisation mit Markern für Kalzifizierung (Alizarin S- und/oder 

Periostin-positiv) untersucht. Dabei war in Aortenaneurysmata, Aortenklappen und 

Carotisplaques von 66 eNOS-positiven Stellen an 57 (86,4%) zugleich Verkalkung zu 

finden. Von den eNOS-negativen Stellen war nur eine von 4 (25,0%) kalzifiziert. Der 

Zusammenhang zwischen eNOS und vaskulärer Kalzifizierung erwies sich mit einem 

p-Wert von 0.0145 als signifikant. Eine tabellarische Darstellung dieser Ergebnisse ist 

in Tabelle 4.3-2 gezeigt. 
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Abbildung 4.3-3 Histologische Kolokalisation von kalzifizierten Stellen mit 
Erythrozyten (Masson-Goldner), Erythrozytenmembranen (CD235a) und eNOS 

Anteil der Kolokalisation von Erythrozyten (Darstellung durch eine Masson-Goldner-Trichrom 
Färbung in rot/pink), Erythrozytenmembranen (Darstellung durch eine Immunhistochemie von 
CD235a) und eNOS (Darstellung durch eine Immunhistochemie von eNOS) mit der 
Gesamtheit der kalzifizierten Stellen (Alizarin S und/oder Periostin positiv) (in %); 
Unterscheidung zwischen Aortenaneurysmata (n=26), Aortenklappen (n=16), Carotisplaques 
(n=13) und der Gesamtheit der analysierten Patientenproben (total) (n=55). 
 

 Gesamtheit der 
kalzifizierten 
Stellen 

Kolokalisation mit 
eNOS-positiven 
Stellen 

 
% 

Aortenaneurysmata 26 24 92,3 

Aortenklappen 16 15 93,8 

Carotisplaques 13 12 92,3 

TOTAL 55 51 92,7 

 

 Kalzifizierung Keine Kalzifizierung 

eNOS-positiv 57 9 

eNOS-negativ 1 3 
 

Tabelle 4.3-2 Bedeutung von eNOS für vaskuläre Kalzifizierung 
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4.3.3 Effekte gesteigerter NO-Produktion 
Auf den histologischen Präparaten zeigte sich eine starke Präsenz von eNOS, was auf 

eine gesteigerte NO-Synthese und möglicherweise vermehrten oxidativen Stress 

hindeuten könnte. Dies hat verschiedene Konsequenzen, die sich auch histologisch 

darstellen ließen. Einer dieser Effekte ist die Oxidation von Hämoglobin zu 

Methämoglobin, welches dann nicht mehr in der Lage ist, NO zu binden. Des weiteren 

kommt es zur Nitrosylierung der Tyrosinreste von Proteinen, was ein Indiz für 

oxidativen Stress ist. Außerdem konnte, wie oben bereits beschrieben, auch 

histologisch ein Zusammmenhang zwischen eNOS und vaskulärer Kalzifizierung 

aufgedeckt werden. Dazu wurden Methämoglobin- und Nitrotyrosin-positive Stellen 

auf Kolokalisation mit eNOS untersucht. Gelegentlich waren Stellen in der 

entsprechenden Färbung im histologischen Präparat weggebrochen und somit nicht 

zu identifizieren, sodass diese nicht in die Auswertung aufgenommen wurden. 

Methämoglobin war an allen 52 eNOS-positiven Stellen (100%) angefärbt. An 46 von 

52 eNOS-positiven Stellen (92,0%) war auch Nitrotyrosin zu sehen. Kalzifizierung 

(Alizarin S- und/oder Periostin-positiv) war, wie oben bereits erwähnt, auf 57 von 66 

eNOS-positiven Stellen (86,4%) vorhanden. Repräsentative Bilder und eine 

tabellarische Darstellung dieser Analyse, sind in Abbildung 4.3-4 und Tabelle 4.3-3 zu 

sehen.  
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Abbildung 4.3-4  Auswirkungen gesteigerter NO-Produktion durch eNOS 

Nachweis der Oxidation von Hämoglobin zu Methämoglobin, Entstehung von oxidativem 
Stress und vaskulärer Kalzifizierung als Konsequenz gesteigerter NO-Produktion durch eNOS, 
anhand der Kolokalisation verschiedener Komponenten auf Serienschnitten. Repräsentative 
Beispiele aus einem Aortenaneurysma, einer Aortenklappe und einem Carotisplaque. 
1000fache Vergrößerung. 
Durchgeführte Färbungen: 
Immunhistochemie von eNOS zur Darstellung der NO-Produktion (Signal in rot), 
Immunhistochemie von Methämoglobin zur Darstellung des Oxidationsprodukts von 
Hämoglobin (Signal in rot), Immunhistochemie von Nitrotyrosin zur Darstellung von oxidativem 
Stress (Signal in rot) und Alizarin S Färbung zur Darstellung von Hydroxylapatit in rot. 
 
 
 Gesamtheit der 

eNOS-positiven 
Stellen 

 
% 

Nitrotyrosin-positiv 46/52 92,0 

Kalzifizierung-

positiv 
75/66 86,4 

Methämoglobin-

positiv 
52/52 100,0 

 

Tabelle 4.3-3 Auswirkungen gesteigerter NO-Produktion durch eNOS 
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4.4 Bedeutung von Arginase 1 

4.4.1 Expression von Arginase 1 
Die Bioverfügbarkeit von NO kann unter anderem auch durch die Expression von 

Arginase 1 beeinflusst werden, da dieses Enzym mit der NO-Synthase um das 

Substrat Arginin konkurriert. Daher wurde im Folgenden die Expression von Arginase 

1 durch verschiedene Zelltypen auf den histologischen Präparaten analysiert. Dazu 

wurden alle CD235a-positiven Stellen zur Darstellung von Erythrozytenmembranen, 

alle SM alpha-Aktin-positiven Stellen zur Darstellung von Myofibroblasten und alle 

CD163-positiven Stellen zur Darstellung von Makrophagen mit Hämoglobin-

Scavenger Rezeptor auf Kolokalisation mit positiven Signalen der 

immunhistochemischen Färbung von Arginase 1 untersucht. Dabei waren nur 3 von 

33 CD235a-positiven Stellen (9,1%) auch Arginase 1-positiv. Eine Kolokalisation mit 

Arginase 1 war an 20 von 27 SM alpha-Aktin-positiven Stellen (74,1%) und an 16 von 

30 CD163-positiven Stellen (53,3%) zu sehen. Diese Daten sind graphisch in 

Abbildung 4.4-1 und in Tabelle 4.4-1 dargestellt. Repräsentative Bilder hierzu werden 

in Abbildung 4.4-2 gezeigt.    
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Abbildung 4.4-1  Expression von Arginase 1 auf histologischen 
Gewebeschnitten 

Anteil der Kolokalisation von Arginase 1-positiven Signalen der Immunhistochemie mit  
Gesamtheit der CD235a-positiven Stellen zur Darstellung von Erythrozytenmembranen, n=33; 
Gesamtheit der SM alpha-Aktin-positiven Stellen zur Darstellung von Myofibroblasten, n=27 
und Gesamtheit der CD163-positiven Stellen zur Darstellung von Makrophagen mit 
Hämoglobin-Scavenger Rezeptor, n=30. 
 

 

 Kolokalisatsion mit 
Arginase 1-
positiven Stellen 

 
% 

Gesamtheit der 

CD235a-positiven 

Stellen 

3/33 9,1 

Gesamtheit der 

SMA-positiven 

Stellen 

20/27 74,1 

Gesamtheit der 

CD163-positiven 

Stellen 

16/30 53,3 

 

Tabelle 4.4-1 Expression von Arginase 1 auf histologischen Gewebeschnitten 
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Abbildung 4.4-2  Zelluläre Expression von Arginase 1 

Nachweis der Expression von Arginase 1 anhand der Kolokalisation von Arginase 1-positiven 
Signalen mit zellspezifischen positiven Signalen verschiedener Zelltypen in 
immunhistochemischen Färbungen auf Serienschnitten (Signal in rot). 1000fache 
Vergrößerung. 

Durchgeführte immunhistochemische Färbungen:  
CD235a zur Darstellung von Erythrozytenmembranen, SM alpha-Aktin zur Darstellung von 
Myofibroblasten und CD163 zur Darstellung von Makrophagen mit Hämoglobin-Scavenger 
Rezeptor. 
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5 Diskussion 
Die in dieser Arbeit durchgeführten histologischen Analysen von atherosklerotischen 

Aortenaneurysmata, Aortenklappen und Carotisplaques hatten, angelehnt an 

Zellkulturexperimente der Arbeitsgruppe, zum Ziel, einen Zusammenhang zwischen 

dem Vorkommen vaskulärer Kalzifizierung und Intraplaquehämorrhagien beim 

Menschen zu untersuchen. Mit Hilfe verschiedender histochemischer Färbemethoden 

konnte histologisch dargestellt werden, dass Erythrozyten auf den analysierten 

Gewebeschnitten extravasal (außerhalb der durch CD31 angefärbten Gefäße) und 

lysiert vorliegen (174). Zur Darstellung vaskulärer Kalzifizierung wurden 

osteoblastogene Marker und die Anfärbung von Hydroxylapatit durch eine Alizarin S 

Färbung etabliert. In kalzifizierenden atherosklerotischen Läsionen waren glatte 

Muskelzellen zu finden, die osteoblastogene Marker exprimieren. Diese Zellen waren 

in räumlicher Nähe von Erythrozyten und deren Membranen anzutreffen (174). In der 

Nähe von Kalzifzierungen lokalisiertes Hämoglobin lag überwiegend als 

Methämoglobin vor (174). Außerdem wurden zahlreiche, den Hämoglobinrezeptor 

CD163-exprimierende Makrophagen in den Läsionen angetroffen (174). 

Zellkulturexperimente der Arbeitsgruppe konnten zeigen, dass die in 

Erythrozytenmembranen exprimierte eNOS durch Produktion von NO eine 

osteoinduktive Wirkung auf die glatten Muskelzellen hat (170). Daher wurde ein 

Zusammenhang mit eNOS auch histologisch untersucht. Diese Ergebnisse sollen im 

Folgenden diskutiert werden. 

5.1 Osteoblastogenese 

5.1.1 Veränderungen in vaskulären glatten Muskelzellen bei Kalzifizierung 
Die in dieser Arbeit analysierte vaskuläre Kalzifizierung in Aortenaneurysmata, 

Aortenklappen und Carotisplaques ist ein aktiv regulierter Prozess, der Parallelen mit 

der embryologischen Knochenentwicklung aufweist. Dabei werden in vaskulären 

glatten Muskelzellen Transkriptionsfaktoren aktiviert, die die Differenzierung der 

glatten Muskelzellen in einen osteoblastenähnlichen Phänotyp verursachen. Dieser 

Prozess führt zur Akkumulation von Hydroxylapatitkristallen, welche in dieser Arbeit im 

histologischen Präparat mit Hilfe einer Alizarin S Färbung dargestellt wurden (131). 

Das Vorkommen von Osteoblastogenese in der Gefäßwand konnten bereits frühere 

Arbeiten anhand eines veränderten Expressionsmusters von Osteoblasten-

spezifischen Markern zeigen. RT-PCR Analysen in Aortenklappen ergaben eine 

gesteigerte RNA-Expression von Osteocalcin, Cbfa-1, Osteopontin, „bone 
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sialoprotein“ und GAPDH in kalzifizierten im Vergleich zu nicht-kalzifizierten 

Aortenklappen (5). Auch die molekulare Analyse von verkalkten und nicht-verkalkten 

Arterien zeigte deutliche Unterschiede zwischen beiden Gruppen: Einerseits kam es 

in kalzifizierten Arterien zu einer verminderten Expression von „matrix Gla protein“ 

(MGP), Osteonectin, Osteoprotegerin und Aggrecan. Andererseits wurden Proteine 

wie Alkalische Phosphatase, „bone sialoprotein“, Osteocalcin und Kollagen II, reguliert 

durch die Transkriptionsfaktoren Cbfa 1, MSX-2 und Sox9, vermehrt exprimiert (6). 

Auch die parallel zu dieser Arbeit durchgeführten Experimente in glatten 

Gefäßmuskelzellen zeigten bei Zunahme der Alizarin S-positiv gefärbten Zellen eine 

gleichzeitig gesteigerte mRNA Expression von Runx2, Osterix und Osteopontin (170). 

Durch die Untersuchung der Kolokalisation von kalzifizierten Arealen mit glatten 

Muskelzellen, dargestellt durch eine Alizarin S Färbung und den Marker SM alpha-

Aktin, konnte auch im histologischen Präparat eine Rolle von glatten Muskelzellen bei 

der Verkalkung von Aortenaneurysmata, Aortenklappen und Carotisplaques gezeigt 

werden.  

5.1.2 Verwendete immunhistochemische Marker für osteoblastenähnliche 
Zellen 

Als Marker für Zellen mit einem osteoblastenähnlichem Phänotyp wurden 

immunhistochemische Färbungen mit Antikörpern gegen Osteopontin und Periostin 

durchgeführt.   

Osteopontin ist ein phosphoryliertes Glykoprotein mit einem sauren Charakter, das 

multifunktionell agiert. Es spielt unter anderem eine Rolle bei kardiovaskulären 

Erkrankungen, Karzinomen, Diabetes und Inflammation, indem es die Sekretion von 

Entzündungsmediatoren wie Interleukinen reguliert. Auch für Wundheilung, die 

Lebensfähigkeit von Zellen und die Biomineralisierung ist es von Bedeutung (175). Für 

diese Arbeit stand die Funktion von Osteopontin bei der Mineralisierung von glatten 

Muskelzellen im Vordergrund, welche im engen Bezug zu der Rolle von Osteopontin 

bei der Regulation der Knochenmineralisierung steht. Osteoblasten, Osteozyten und 

auch Osteoklasten sind in der Lage Osteopontin zu exprimieren. Dabei hat es eine 

inhibitorische Funktion bei der Bildung von Hydroxylapatit. Jedoch kann diese Wirkung 

durch eine Dephosphorylierung des Proteins durch die Alkalische Phosphatase 

begrenzt werden. Auf der anderen Seite kann ein Überschuss an anorganischem 

Pyrophosphat die Expression und Sekretion von Osteopontin durch Osteoblasten 

steigern. Begrenzt ist diese Regulierung wiederum durch die Alkalische Phosphatase, 
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da diese Pyrophosphat spaltet (176). Als zur Familie der SIBLING („small integrin-

binding ligand, N-linked glycoprotein“) gehörendes Protein kann Osteopontin 

chemotaktisch auf Osteoklastenvorläuferzellen wirken und diese über Integrin-

vermittelte Signalwege aktivieren (177). Über diesen Regelkreislauf kann Osteopontin 

also das Zusammenwirken von Osteoblasten und Osteoklasten regulieren und 

dadurch Einfluss auf die Bildung von Hydroxylapatit nehmen. Jedoch wird seine 

Expression auch durch andere Faktoren wie zum Beispiel Zytokine, Hormone, 

Wachstumsfaktoren oder mechanischen Stress beeinflusst (177). Die Expression von 

Osteopontin durch andere Zelltypen als osteoblastenähnliche Zellen wie zum Beispiel 

Skelettmuskelzellen (178), verschiedene Tumorzellen (179) oder Makrophagen (180), 

aber auch seine Bedeutung als multifunktionelles Zytokin (175) erklären, dass sich 

Osteopontin im histologischen Präparat eher als unspezifischer Marker erwies, um 

vaskuläre Kalzifizierung darzustellen. Ein weiterer erschwerender Aspekt beim 

Nachweis der Differenzierung von glatten Muskelzellen zu osteoblastenähnlichen 

Zellen durch Kolokalisation mit Osteopontin im histologischen Präparat ist die 

Tatsache, dass eine erhöhte Expression von Osteopontin in glatten Muskelzellen zu 

einer Abnahme der Expression von SM alpha-Aktin führt (181). Dadurch ist 

immunhistochemisch eine Kolokalisation von SM alpha-Aktin und Osteopontin nur 

begrenzt möglich.  

Als weiterer Marker für Osteoblasten wurde Periostin verwendet. Periostin ist ein 

sekretorisches Protein, das insbesondere in Kollagen-reichem Gewebe zu finden ist, 

wo es durch proteolytische Aktivierung der Lysyl-Oxidase für eine Cross-link-Bindung 

zwischen Kollagenmolekülen sorgt. Es wird insbesondere im Knochen, Herz und 

vaskulären glatten Muskelzellen exprimiert, ist jedoch auch mit Lungenfibrose und dem 

Knochen-metastasierenden Potential von Lungen- und Brustkrebs assoziiert (182). In 

vitro Studien zeigten, dass auch Osteoblasten eine Isoform des Proteins sezernieren 

und eine Überexpression dieses „Periostin-like-factors“ zu einer erhöhten Aktivität der 

Alkalischen Phosphatase und zu vermehrten Kalziumablagerungen führt (183). 

Außerdem spielt Periostin eine wichtige Rolle bei pathophysiologischen Remodeling-

Prozessen, indem es eine Differenzierung von muskulären Zelllinien zu einem 

fibroblastischen Zelltyp iniziiert. Dabei bindet es an extrazelluläre Matrixproteine oder 

Integrine und aktiviert so intrazelluläre Signalkaskaden, wie zum Beispiel die Rho-

Kinase Signaltransduktion, die zu einer Blockade der Muskeldifferenzierung führt und 

als Regulator von fibroblastischen Vorläuferzellen wirkt (184). Bei der Analyse der 

histologischen Präparate dieser Arbeit zeigte sich dieser Marker spezifischer als 
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Osteopontin und kolokalisierte häufiger mit Alizarin S-positiven, also verkalkten, 

Arealen, und SM alpha-Aktin-positiven glatten Muskelzellen. Daher wurde Periostin als 

spezifischer Marker für Osteoblasten und vaskuläre Kalzifizierung für diese Arbeit 

etabliert.  

5.2 Erythrozyten-vermittelte vaskuläre Kalzifizierung 

5.2.1 Extravasation und Lyse von Erythrozyten im atherosklerotischen Plaque 
Ziel dieser Arbeit war es, das Vorkommen von Erythrozyten in atherosklerotischen 

Plaques und ihre Assoziation mit anderen Prozessen in der Gefäßwand genauer zu 

analysieren. Dabei zeigte sich in parallel zur histologischen Analyse dieser Arbeit 

durchgeführten Zellkulturexperimenten der Arbeitsgruppe, dass Erythrozyten die 

Kalzifizierung von vaskulären glatten Muskelzellen fördern und für diese Wirkung 

extravasal und in lysiertem Zustand vorliegen müssen, da die gleiche Proteinmenge 

an intakten Erythrozyten im Vergleich zu lysierten Erythrozyten zu keinem Alizarin S-

positivem Signal führte (170). Histologisch war zu sehen, dass die Mehrheit der im 

Plaque aufzufindenden Erythrozyten bzw. Erythrozytenbestandteile sich außerhalb 

der durch eine Immunhistochemie von CD31 dargestellten Blutgefäße des Plaques 

befand (174). Slumier et al. zeigten bei der Analyse von Plaques aus Koronargefäßen, 

dass mit der Progression von Atherosklerose auch die Dichte kleiner Gefäße zunimmt, 

die endotheliale Auskleidung der Gefäßwände bei intakter Basalmembran aber 

geringer ist und auch, dass interendotheliale Kontakte teilweise unvollständig sind 

(91). Dadurch erklärt sich die Extravasation von Erythrozyten, die auch deutlich auf 

den histologischen Präparaten zu sehen war, ohne das offensichtliche Vorliegen einer 

Gefäßruptur. In der hoch oxidativen Umgebung von atherosklerotischen Läsionen 

werden diese Erythrozyten dann lysiert, was bedeutet, dass sie in ihre Bestandteile, 

also Erythrozytenmembranen, Hämoglobin, Eisen und auch Cholesterin und andere, 

zerfallen. Durch immunhistochemische Anfärbung der einzelnen Bestandteile auf 

Serienschnitten konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass extravasal gelegene 

Erythrozyten selten intakt bleiben, sondern lysiert werden, sodass ihre Bestandteile im 

histologischen Präparat immunhistochemisch getrennt angefärbt waren (174).  

Verschiedene, in der Literaturdiskussion bereits erwähnte Studien, konnten zeigen, 

dass IPH die Atheroskleroseprogression fördern (9-11). Hierbei könnte die 

Akkumulation von freiem Cholesterol aus Erythrozytenmembranen und die folgende 

Expansion des Lipidkerns ursächlich für die Destabilisation atherosklerotischer 

Plaques sein (76). Hierdurch sind IPH ein kritischer Faktor für klinische Komplikationen 
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atherosklerotischer Läsionen, indem sie deren Vulnerabilität erhöhen (185). Lokale 

Mikrohämorrhagien führten hierbei zu einer gesteigerten Phagozytose von 

Blutplättchen und Erythrozyten, Eisenablagerung, konsekutiver Aktivierung von 

Makrophagen und letztendlich zur Schaumzellbildung. Neovaskularisationen können 

außerdem, neben der Versorgung des Plaques mit Lipoproteinen und Leukozyten, die 

lokale Plaqueexpansion steigern, wenn Mikrogefäße thrombotisch verschließen oder 

rupturieren (186). In einer intravaskulären Ultraschallstudie an autopsierten Herzen 

zeigte sich ebenfalls, dass Koronararteriensegmente mit Einblutungen ausgedehntere 

atherosklerotische Plaques im Vergleich zu Segmenten ohne Einblutungen 

präsentieren (187). Vergleichbar mit den Beobachtungen dieser Arbeit konnte in 

humanen und murinen Aortenaneurysmata ebenfalls ein hohes Maß an IPH und 

Eisenablagerungen festgestellt werden (188, 189). Bei der für dieses Krankheitsbild 

typischen Ausdünnung der Gefäßwand, Remodelling und Vergrößerung des 

Aortendurchmessers (190) ist die typische Komplikation die Ruptur der Gefäßwand mit 

einer ausgeprägten Einblutung. Trotzdem könnte es durch Stase und 

Blutgerinnselbildung bereits in früheren, klinisch stummen Stadien der Erkrankung 

bereits zu lokaler Akkumulation und Lyse von Erythrozyten kommen. An Stellen, an 

denen eine Hämolyse von Erythrozyten zu sehen war, konnten in dieser Arbeit durch 

eine Berliner Blau Färbung ebenfalls Eisen- bzw. Hämosiderinablagerungen 

dargestellt werden (174). Auch Eisen kann durch eine Verstärkung der 

Lipidperoxidation, Aktivierung des Endothels und Steigerung der Inflammation die 

Atheroskleroseprogression fördern (191). Eine Studie an ApoE-Knockoutmäusen 

konnte zeigen, dass eine Mutation des Eisenexporters Ferroportins, welche in 

erhöhten Eisenkonzentrationen im Blut resultiert, zu verstärkter vaskulärer 

Kalzifizierung führt (192). Umgekehrt konnte eine andere Studie demonstrieren, dass 

eine alimentäre Eisenrestriktion bei Mäusen die Atheroskleroseprogerssion reduzieren 

kann (193). Durch die toxischen Effekte des Eisens kann es zur Apoptose glatter 

Muskelzellen kommen, was die Rupturgefahr atherosklerotischer Läsionen fördert 

(194, 195). Die Akkumulation von Eisen in atherosklerotischen Aortenaneurysmata 

kann durch Makrophagenaktivierung und –rekrutierung die Inflammation der 

Aortenwand potentieren (196). Eine hierdurch bedingte erhöhte Aktivität der Matrix-

Metalloproteasen könnte folglich ebenfalls Hämorrhagien fördern (197). 

5.2.2 Bedeutung von Erythrozytenmembranen für vaskuläre Kalzifizierung 
Um zu untersuchen, welcher Bestandteil von Erythrozyten an der vaskulären 

Kalzifizierung beteiligt ist, wurden neben der histologischen Analyse 
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Zellkulturexperimente durchgeführt. Dabei wurden humane arterielle glatte 

Muskelzellen in osteogenetischem Medium mit Vollblut, lysierten und intakten 

Erythrozyten und isolierten Erythrozytenmembranen inkubiert. Der stärkste Effekt der 

Verkalkung in der Alizarin S und van Kossa Färbung zeigte sich nach Inkubation mit 

den Erythrozytenmembranen und dieser Effekt trat Dosis-abhängig auf. Auch ex vivo 

Experimente, bei denen murine Aortenringe mit unterschiedlichen Konzentrationen 

von Erythrozytenmembranen inkubiert wurden, konnten zeigen, dass der 

osteoinduktive Mediator von Erythrozyten in deren Membran lokalisiert sein muss 

(170).   

Ein kalzifizierender Effekt der Lipidbestandteile, insbesondere von Cholesterin in der 

Erythrozytenmembran, konnte jedoch durch Zellkulturexperimente ausgeschlossen 

werden (170) . In Erythrozytenmembranen sind neben Cholesterin und Phospholipiden 

(79, 80) auch verschiedene Proteine lokalisiert. Diese sind meist Integral- oder 

Transmembranproteine, die als Transporter oder Kanäle dienen (198). Dabei 

funktionieren sie unter anderem als Bindungsmoleküle, Proteine mit katalytischer 

Aktivität oder als Signaltransduktoren. Außerdem sorgen sie durch ihre strukturelle 

Aktivität auch für Elastizität und Plastizität, was für die Anpassung von Erythrozyten 

an ihre Umgebung besonders wichtig ist (199). In Erythrozytenmembranen wird jedoch 

auch die endotheliale Isoform der NO-Synthase (eNOS) exprimiert (173). Dieses 

Enzym, das vor allem im Gefäßendothel exprimiert wird, ist in der Lage L-Arginin unter 

Verwendung von molekularem Sauertstoff zu L-Citrullin und NO umzuwandeln. In 

Erythrozyten ist es an der zytoplasmatischen Seite der membranösen Doppelschicht 

zu finden und wird durch sein Substrat L-Arginin, Kalzium und Phosphorylierung durch 

die IP3-Kinase reguliert (173) . Die Funktion des erythrozytär produzierten NO ist 

allerdings umstritten. Es gibt Studien, die zeigen konnten, dass NO die Deformabilität 

der Erythrozyten reguliert und die Aggregation von Plättchen inhibiert (173, 200). 

Diederich et al. hingegen konnten demonstrieren, dass NO die Verformbarkeit der 

Erythrozyten nicht verändert, aber unter oxidativem Stress erhält (201). Eine weitere 

Studie zeigte, dass die Expression von eNOS in Erythrozyten von Patienten mit 

Koronarer Herzerkrankung niedriger ist und mit dem Grad an endothelialer Dysfunktion 

korreliert (202). Diese Daten lassen vermuten, dass das von Erythrozyten produzierte 

NO auch eine Rolle bei der Regulation des Vasotonus spielt. Im Gegensatz zu diesen 

Studien steht die Hypothese, dass Erythrozyten als potente NO-Scavenger agieren 

und so beispielsweise die inhibitorische Wirkung von NO auf Plättchen aufheben 

können (171). In der vorliegenden Arbeit wurde eNOS in Erythrozytenmembranen auf 
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seine Wirkung als osteoinduktiver Mediator und somit in seiner Bedeutung für 

vaskuläre Kalzifizierung untersucht.  

5.2.3 Bedeutung von Hämoglobin für vaskuläre Kalzifizierung 
Der Hauptproteinbestandteil von Erythrozyten setzt sich zu über 95% aus Hämoglobin 

zusammen, welches Sauerstoff in der Lunge zum Transport reversibel bindet und im 

Gewebe wieder abgibt. Eine Studie, die die Interaktion zwischen roten Blutzellen und 

Plättchen über den Guanylatzyklase-Signalweg untersuchte, konnte zeigen, dass 

dieser NO-vermittelte Signalweg bei intakten Erythrozyten nicht möglich ist. Das 

könnte daran liegen, dass das von Erythrozyten produzierte NO durch den potenten 

NO-Scavenger Hämoglobin gebunden und somit inaktiviert wird (171). Dieses 

Phänomen erklärt auch, warum der kalzifizierende Effekt in den oben erwähnten in 

vitro Experimenten nur bei lysierten und nicht bei intakten Erythrozyten zu sehen war. 

Die Beobachtung, dass bei der Rückgabe des vorher isolierten Hämoglobins zu den 

Erythrozytenmembranen in die Zellkultur der kalzifizierende Effekt in den glatten 

Muskelzellen ausblieb, verdeutlicht die Wirkung von Hämoglobin als potentiellen NO-

Scavenger, der in der Lage ist die Wirkung von NO zu unterbinden (170). Auch die 

histologischen Analysen der vorliegenden Arbeit zeigten, dass an Stellen, an denen 

intakte Erythrozyten vorlagen, meist keine Verkalkung zu sehen war. Im Gegensatz 

dazu waren Stellen mit lysierten Erythrozytenbestandteilen deutlich mit Verkalkung 

assoziiert (174). An diesen Stellen war jedoch auch der potentielle NO-Scavenger 

Hämoglobin nachweisbar, der durch Inaktivierung des von eNOS in 

Erythrozytenmembranen produzierten NOs die kalzifizierende Wirkung auf glatte 

Muskelzellen verhindern könnte. Aus diesem Grund wurden diese Stellen auf mögliche 

Mechanismen der Inaktivierung von Hämoglobin als NO-Scavenger untersucht, die es 

erlauben, dass das von den ebenfalls angefärbten Erythrozytenmembranen 

freigesetzte NO zu den glatten Muskelzellen diffundieren und vaskuläre Kalzifizierung 

verursachen kann.  

Dazu wurden insbesondere zwei Mechanismen untersucht: Zum einen die Oxidation 

von Hämoglobin zu Methämoglobin, das so nicht mehr in der Lage ist, NO zu binden, 

und zum anderen die Eliminierung von Hämoglobin durch Makrophagen, die den 

Hämoglobin-Scavenger Rezeptor CD163 exprimieren. 

Die Bindungseigenschaften von Hämoglobin für Sauerstoff sind abhängig von 

verschiedenen Faktoren. Zur Bindung von Sauerstoff muss das zentrale Eisenion von 

Hämoglobin in seiner reduzierten Form, also in einer zweiwertigen Oxidationsstufe 
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vorliegen. Außerdem wird die Affinität zu Sauerstoff allosterisch durch diesen selber 

beeinflusst, sodass die Bindung von Sauerstoff eine Konformationsänderung von dem 

niedrig affinen „T(tense)-state“ zu dem hoch affinen „R(relaxed)-state“ verursacht. 

Dieses Phänomen nennt man kooperativer Effekt. Auch die Bindungsaffinität von NO 

zu Hämoglobin hängt von dessen biochemischem Zustand ab. So bindet NO an 

reduziertes, also zweiwertiges, Hämoglobin mit einer viel höheren Affinität als an 

oxidiertes, dreiwertiges Hämoglobin. Auch der Oxygenierungsgrad von Hämoglobin 

geht mit einem veränderten Verhalten bei der Bindung von NO einher. Oxygeniertes 

Hämoglobin reagiert mit NO zu Methämoglobin und Nitrat, wodurch das Signalmolekül 

NO irreversibel inaktiviert wird. Bei desoxygeniertem Hämoglobin im „T-state“ liegt eine 

größere Dissoziationsrate von NO vor als im oxygenierten „R-state“, sodass in diesem 

Zustand NO nur reversibel gebunden und sehr langsam freigesetzt wird. So bleibt die 

Wirkung von NO teilweise erhalten. Dies würde auch erklären, warum der NO-

vermittelte Signalweg für vaskuläre Kalzifizierung im atherosklerotischen Plaque 

möglich ist. Im Gewebe bei niedrigem Sauerstoffpartialdruck kommt es physiologisch 

zur Desoxygenierung von Hämoglobin, sodass auch extravasal im atherosklerotischen 

Plaque Hämoglobin im desoxygenierten Zustand zu finden sein müsste und das NO-

Scavenging dadurch reversibel ist. Ein kooperativer Effekt ist bei der Bindung von NO 

im Vergleich zur Sauerstoffbindung jedoch nicht gegeben. Außerdem herrscht im 

atherosklerotischen Plaque ein hoch oxidatives Milieu vor, sodass es höchst 

wahrscheinlich zu einer Oxidation von Hämoglobin zu Methämoglobin kommt. Auch 

auf den histologischen Präparaten dieser Arbeit zeigte sich, dass Hämoglobin an über 

92,6 % der analysierten Stellen als Methämoglobin vorlag (174). Die Oxidation von 

Hämoglobin ist als Möglichkeit der Erhaltung der NO-Bioaktivität bekannt, sodass der 

kalzifizierende Effekt von NO an Stellen mit lysierten Erythrozyten nicht behindert wird. 

Zwar besitzt auch Methämoglobin die Fähigkeit NO zu binden, hat jedoch gleichzeitig 

eine sehr schnelle Dissoziationsrate. Dadurch verhindert Methämoglobin im Vergleich 

zu Hämoglobin nicht die Wirkung von NO auf glatte Muskelzellen (172). Eine weitere 

Studie untersuchte dieses Phänomen auch in vivo: Dabei wurde der 

vasokonstriktorische Effekt von NO als Indikator für dessen Bioverfügbarkeit 

verwendet. Hier konnten neben freiem Hämoglobin auch 50-100 nm große 

Mikropartikel, die sich durch Fragmentierung bei Lagerung von roten Blutzellen bilden, 

bei Infusion in Ratten als potente Vasokonstriktoren wirken. Im Gegensatz dazu war 

der Effekt bei der Infusion von Methämoglobin und Cyanomethämoglobin reduziert, 

was zeigt, dass oxidiertes Hämoglobin kein potenter NO-Scavenger ist (203). 



 

 94 

Erythrozyten sind außerdem in der Lage bei niedrigem Sauerstoffpartialdruck und 

auch niedrigem Gehalt an Nährstoffen wie Leucin und Glukose Nitrit durch 

desoxygeniertes Hämoglobin zu NO zu reduzieren (204). Dabei entstehen instabile 

Metaboliten, wie an desoxygeniertes Hämoglobin gebundenes Nitrit, und ein Hybrid 

aus reduziertem und oxidiertem Hämoglobin mit reduziertem Nitrit. Diese Intermediate 

haben eine sehr hohe Affinität zu Erythrozytenmembranen, was bei Bindung zu einer 

Konformationsänderung und somit zu einer vereinfachten Freisetzung von NO führt 

(205). Dieser Effekt könnte zusätzlich zu der NO-Produktion durch eNOS in 

Erythrozytenmembranen den NO-Gehalt im Plaque steigern und zu der 

Differenzierung von glatten Muskelzellen zu osteoblastenähnlichen Zellen beitragen.  

Zur Klärung eines weiteren Mechanismus der Inaktivierung der NO-Scavenger 

Funktion von Hämoglobin wurde die Eliminierung durch Makrophagen mit 

Hämoglobin-Scavenger Rezeptor untersucht. CD163-positive Makrophagen 

exprimieren diesen Hämoglobin-Scavenger Rezeptor und sind so in der Lage lysierte 

Erythrozytenkomponenten zu phagozytieren und dadurch eisenhaltiges Hämoglobin 

zu entfernen (206). Sie werden durch die Aufnahme von Hämoglobin den 

antiinflammatorischen und plaqueprotektiven M2-Makrophagen zugeordnet (62, 207-

210). Bei der Hämolyse wird Hämoglobin aus dem Erythrozyten freigesetzt, welches 

mit Haptoglobin Komplexe bildet und so abgefangen wird. Der CD163 Rezeptor bindet 

diese Komplexe hoch affin, sodass die Makrophagen sie nach Endozytose abbauen 

können (207). Die Expression dieses Rezeptors wird dabei durch Hämoglobin selber 

gesteigert, was auch erklärt, dass CD163-positive Makrophagen, wie auch in unserer 

Studie, im atherosklerotischen Plaque insbesondere perivaskulär an Stellen mit 

Neovaskularisationen und Einblutungen zu finden waren (174, 211). In einer anderen 

Studie wurde dabei entdeckt, dass diese Makrophagen keine Schaumzellmarker 

exprimieren und einen geringeren Cholesteringehalt haben. Durch die gesteigerte 

Eliminierung von Hämoglobin wird auch der intrazelluläre Eisengehalt gesteigert, 

weshalb der Eisen-Exporter Ferroportin vermehrt exprimiert wird und so der 

Eisengehalt in den Makrophagen sinkt. Durch den Abfall der Eisenkonzentration 

werden ABC-Transporter hochreguliert, die für den Efflux von Cholestein sorgen (212). 

Auch eine Analyse von Aortenaneurysmata zeigte die Nähe von CD163-positiven 

Makrophagen zu Stellen mit Neovaskularisation und Hämosiderin. Hier konnte gezeigt 

werden, dass freies Hämoglobin chemotaktisch auf CD163-positive Makrophagen 

wirkt und deren Differenzierung aus Monozyten fördert (213). Gegensätzlich zu diesen 

Studien sind Beobachtungen, die CD163 positive Makrophagen in Zusammenhang mit 
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Plaqueprogression, gesteigerter Angiogenese und Inflammation bringen (214). Eine 

weitere Studie konnte zeigen, dass eine erhöhte Anzahl an CD163 exprimierenden 

Zellen, genauso wie weitere Marker für M2-Makrophagen, in humanen Aortenklappen 

mit pathologischer Kalzifizierung und weniger in nicht-kalzifizierten Aortenklappen zu 

finden waren (215). Auf den histologischen Präparaten der vorliegenden Arbeit erwies 

sich die Präsenz dieser Makrophagen an Hämoglobin-reichen Stellen als nicht sehr 

konstant, sodass an kalzifizierten Stellen eine alleinige Inaktivierung des Hämoglobins 

durch CD163-positive Makrophagen nicht nachweisbar war. Möglicherweise waren die 

Läsionen schon zu stark fortgeschritten und dieses Entwicklungsstadium bereits 

passiert.  

5.2.4 Bedeutung von Arginase 1 für vaskuläre Kalzifizierung 
Bei der Lyse von Erythrozyten wird neben Hämoglobin und Erythrozytenmembranen 

außerdem Arginase 1 frei. Arginase 1 ist ein weiterer limitierender Faktor der NO-

Bioverfügbarkeit, da dieses Enzym mit eNOS um das Substrat L-Arginin konkurriert, 

indem es dieses zu Harnstoff und L-Ornithin abbaut (203). In Zellkulturexperimenten 

zu dieser Arbeit zeigte sich daher, dass durch Zugabe des Arginase-1-Inhibitors L-

Norvalin der kalzifizierende Effekt von Erythrozytenmembranen signifikant gesteigert 

werden konnte (170). Auch Waleed Barakat et al. konnten in Ratten zeigen, dass eine 

Inhibition von Arginase unter anderem wegen erhöhter Produktion von NO effektiv 

gegen experimentell induzierte Schlaganfälle wirkt (216). Auf den histologischen 

Schnitten dieser Arbeit war an Stellen mit Einblutung und Verkalkung jedoch kaum 

Arginase 1 angefärbt, was darauf hinweisen könnte, dass hier genug NO produziert 

werden konnte, um auf die glatten Muskelzellen zu wirken. 

 

5.3 NO als osteoinduktiver Mediator 

5.3.1 Mögliche Signalwege  
Das von eNOS aus Erythrozytenmembranen synthetisierte NO erwies sich in dieser 

Arbeit als osteoinduktiver Mediator, der vaskuläre und valvuläre Verkalkung auslöst. 

Histologisch wurde dies durch Kolokalisation von Erythrozyten und eNOS mit Markern 

für Hydroxylapatit und Osteoblasten analysiert. Durch NO kommt es zu einer 

Differenzierung von glatten Muskelzellen zu Zellen mit osteoblastärem Phänotyp. Auch 

ex vivo Experimente unserer Arbeitsgruppe veranschaulichen diese Aussage: Die 

Inkubation von murinen Aortenringen mit dem NO-Donor DETA-NO führte zu einer 

signifikanten Erhöhung des Alizarin S-positiven Signals. Ebenso hatte in parallelen 
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Zellkulturanalysen DETA-NO eine kalzifizierende Wirkung auf humane arterielle glatte 

Muskelzellen (170), sodass sich NO auch hier als Signalmolekül erwies. 

Veränderungen der NO-Bioverfügbarkeit bestätigen diese Beobachtung. So konnte 

das Alizarin S-positive Signal sowie die mRNA Expression von Osteoblastenmarkern 

durch Koinkubation von Erythrozytenmembranen mit dem NO-Scavenger PTIO und 

den NOS-Inhibitor L-NNA signifikant gesenkt und durch L-Norvalin, einen Inhibitor von 

Arginase 1, gesteigert werden (170). Auch weitere Studien befassten sich mit der 

Bedeutung von NO für die Differenzierung von Osteoblasten. Deren Befunde zeigen, 

dass es zu einer Aktivierung der sGC (lösliche Guanylatzyklase), der Produktion von 

cGMP und letzendlich zu einer Aktivierung der Proteinkinase G, die dann den 

Transkriptionsfaktor Runx2 phosphoryliert, kommt (217, 218). Diese Wirkung von NO 

über den Guanylatzyklase-Signalweg konnte auch durch unsere Zellkulturexperimente 

gezeigt werden, in denen die Verkalkung und Expression von Osteoblastenmarkern 

bei gleichzeitiger Inkubation von humanen glatten Muskelzellen mit humanen 

Erythrozytenmembranen und dem Inhibitor der Guanylatzyklase ODQ im Vergleich zur 

alleinigen Inkubation mit Erythrozytenmembranen signifikant abnahm (170). Diese 

Rolle von NO bei vaskulärer Kalzifizierung lässt sich durch eine parallele Bedeutung 

in der Knochenmineralisierung unterstreichen, da auch knochenbildende Zellen eNOS 

exprimieren und das produzierte NO die Proliferation und Differenzierung dieser 

osteoblastischen Zellinien steigert (219, 220). Auch Experimente mit exogenen NO-

Donatoren ergaben eine gesteigerte Mineralisierung und Kochenbildung durch 

erhöhte Produktion von intrazellulärem cGMP und erhöhten mRNA-Leveln von 

Osteocalcin (221, 222). Bestätigt wird diese Funktion von eNOS durch eine reduzierte 

osteoblastische Differenzierung und folglich auch Mineralisierung durch Zugabe von 

eNOS-Inhibitoren (222, 223). Studien in eNOS-Knockoutmäusen, bei denen man 

durch reduzierte Osteoblastenaktivität Defekte in der Knochenentwicklung 

beobachtete, zeigen ebenfalls die Wichtigkeit von eNOS und NO für die Funktion von 

Osteoblasten (224). 

Ein weiterer möglicher, sGC-unabhängiger Signalweg ist eine direkte Interaktion 

zwischen NO und b-Catenin (225). So kommt es durch erhöhte Expression von b-

Catenin zu gesteigerter Osteoblastogenese (226). Dieser wurde jedoch nicht näher 

untersucht. 
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5.3.2 Bedeutung von eNOS für die vaskuläre Kalzifizierung 
In dieser Arbeit konnte eine Kolokalisation und damit ein Zusammenhang zwischen 

eNOS und Verkalkung in Aortenaneurysmata, Aortenklappen und Carotisplaques 

gezeigt werden. Physiologisch ist eNOS an der Regulation des Blutdrucks durch eine 

NO vermittelte Vasodilatation beteiligt. Dies geschieht in größeren Gefäßen ebenfalls 

durch eine Aktivierung der löslichen Guanylatzyklase (sGC), sodass es cGMP-

vermittelt zu einer Aktivierung der Proteinkinase G und letzendlich zu einer Relaxation 

von vaskulären glatten Muskelzellen kommt. In kleineren Widerstandsgefäßen ist 

diese Relaxation Superoxid-vermittelt (227). Daher werden Patienten mit Angina 

pectoris, für die meistens eine endotheliale Dysfunktion ursächlich ist, auch mit 

Nitraten behandelt, um Ischämien im Herzmuskel zu vermeiden (228). Diese exogene 

Zufuhr von Nitraten ist jedoch auch kritisch zu betrachten, da es durch Entstehung von 

reaktiven Sauerstoffspezies zu weiteren vaskulären Schäden kommen kann (229, 

230). Durch die modifizierbaren Risikofaktoren Diabetes mellitus, Rauchen, 

Hypercholesterinämie oder Bluthochdruck entsteht der frühe vaskuläre Organschaden 

der endothelialen Dysfunktion. Dieser ist prädiktiv für die Entstehung von 

Atherosklerose (230). Leider konnte der Einfluss dieser Faktoren auf die Pathogenese 

und das Stadium der vaskulären Kalzifizierung in den Patientenproben dieser Arbeit 

nicht untersucht werden, da hierzu klinische Angaben fehlten. Da es sich um humane 

Proben handelt, die im Rahmen einer Operation von Patienten entnommen wurden, 

ist nicht auszuschließen, dass neben den Erythrozyten noch weitere Faktoren zur 

Gefäßverkalkung beigetragen haben. Die Indikation einer Operation lässt jedoch 

vermuten, dass sich die Patienten bereits in einem fortgeschrittenem Stadium des 

vaskulären Schadens befanden, sodass von einer endothelialen Dysfunktion 

ausgegangen werden kann. 

5.3.3 Konsequenzen einer eNOS-Defizienz 
In scheinbarem Widerspruch zu den Beobachtungen dieser Arbeit, dass die NO-

Synthese durch eNOS in Erythrozytenmembranen ursächlich für vaskuläre 

Kalzifizierung ist, stehen vorangehende Studien in systemischen eNOS-

Knockoutmäusen. Diese Mäuse entwickeln im Vergleich zu Wildtypmäusen 

Bluthochdruck (19), der ein bekannter Risikofaktor für Atherosklerose ist und für sich 

alleine eine Erklärung für eine verstärkte Atherosklerose darstellt. Untersuchungen an 

Mäusen mit einem gleichzeitigen eNOS- und Apolipoprotein E (ApoE)-Knockout im 

Vergleich zu Mäusen mit alleiniger Deletion von ApoE ergaben signifikant größere 

atherosklerotische Läsionen in den Doppelknockoutmäusen. Dabei entwickelten die 
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Doppelknockoutmäuse periphere koronare Atherosklerose mit perivaskulärer und 

myokardialer Fibrose, was bei den ApoE-Knockoutmäusen nicht der Fall war. 

Außerdem kam es in den Mäusen mit eNOS-Defizienz neben Bluthochdruck auch zu 

erhöhter linksventrikulärer Wanddicke. Männliche Tiere entwickelten zusätzlich 

atherosklerotische Aortenaneurysmata mit folgender Aortendissektion (22). Durch die 

in Abschnitt 5.3.2 beschriebene physiologische Bedeutung von eNOS für vaskuläre 

Funktionen und die Blutdruckregulation ist die gesteigerte Atheroskleroseprogression 

in diesem Doppelknockoutmodell am ehesten eine indirekte Folge der endothelialen 

Dysfunktion und des systemischen Bluthochdrucks. Andererseits gibt es Studien, die 

der alleinigen Ursache des erhöhten Blutdrucks für die gesteigerte Atherosklerose 

widersprechen. Chen et al verglichen die Läsionsgröße in ApoE/eNOS-

Knockoutmäusen bei Therapie der Hypertonie mit Hydrazalin mit der von 

hypertensiven Doppelknockoutmäusen. Dabei zeigte sich kein signifikanter 

Unterschied in der Läsionsgröße und die Mäuse entwickelten trotzdem abdominelle 

Aortenaneurysmata (231). Eine weitere Studie an Aortenklappen zeigte, dass eNOS 

in der Lage ist, die profibrotische Aktivität von valvulären interstitiellen Zellen zu 

hemmen. eNOS-Knockoutmäuse weisen eine erhöhte Prävalenz an bikuspiden, statt 

trikuspiden, Aortenklappen auf. Diese zeigten, unabhängig von der eNOS-Defizienz, 

nach 18 Monaten einen signifikanten Anstieg von Kalzifizierung und Apoptose, was 

bei trikuspiden Klappen nicht gegeben war (232). Die bikuspide Klappenanatomie geht 

mit gesteigertem hämodynamischen Stress einher (233) und gleichzeitig beinhalten 

bikuspide Aortenklappen mehr Gefäße und Immunzellen (234). Das könnten mögliche 

Ursachen für die gesteigerte Atheroskleroseprogression und Verkalkung in diesen 

Klappen sein. Neben diesen Auswirkungen einer globalen eNOS-Defizienz wurde 

außerdem ein Anstieg der Plasmainsulinkonzentrationen, der zu einer Dysbalance in 

Insulin-abhängigen Signalwegen führt und vasokonstriktive Effekte mit Folgen auf die 

vaskuläre Funktion der Koronargefäße hat, entdeckt (235). Auch die Niere erleidet 

Schäden beim Fehlen von eNOS, da es neben Hypertonie und gesteigerter 

Atherosklerose zu einem Anstieg der Kreatininkonzentration, glomerulären 

Lipidablagerungen und Kalzifizierung kommt (236). Paradoxerweise bleiben die 

Lipoproteinkonzentrationen im Plasma unverändert. Es kommt durch eine eNOS-

Defizienz sogar zu einer geringeren Oxidation von LDL und somit zu einer reduzierten 

„fatty streak“ Bildung (237). Die vorliegenede Arbeit beschäftigt sich allerdings mit der 

spezifischen Wirkung der erythrozytären eNOS im Rahmen von IPH, bei denen die 

Erythrozyten meist lysiert außerhalb von Gefäßen vorliegen und so andere 
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Wirkungsmechanismen zeigen können, als wenn sie intakt sind und sich innerhalb von 

Blutgefäßen befinden. Die eNOS, welche global und an anderer Stelle protektiv gegen 

Atherosklerose wirkt, hat in dieser Situation durch Steigerung der vaskulären 

Kalzifizierung eine proatherogene Wirkung. 

5.3.4 Konsequenzen einer eNOS-Überexpression 
Passend dazu fanden auch andere Gruppen, dass auch eine Übexpression von eNOS 

nicht vor Atheroskleroseprogression schützt, sondern diese eher fördert. Bei erhöhter 

Expression von eNOS steigt gleichzeitig auch die Produktion von Superoxidradikalen, 

welche weiter zu Peroxynitrit reagieren (238). Als Konsequenz waren in Mäusen, die 

eNOS überexprimieren, signifikant größere atherosklerotische Läsionen zu finden 

(239). Durch die gesteigerte NO-Synthese kommt es zu einem Mangel an dem 

obligatorischen Cofaktor Tetrahydrobiopterin und somit zu endothelialer Dysfunktion, 

die sich durch eine gesteigerte Synthese von Superoxiden äußert. So konnte die 

Läsionsgröße durch Substitution von Tetrabiopterin reduziert werden (239). Ebenso 

konnte durch eine zusätzliche Überexpression des geschwindigkeitslimitierenden 

Enzyms der Tetrabiopterinsynthese die Produktion von Superoxiden und somit auch 

die Läsionsgröße reduziert werden (240). Dieses Phänomen lässt sich dadurch 

erklären, dass Superoxide zur Entstehung von oxidativem Stress führen. Dadurch 

kommt es zu einer Modifikation von Lipoproteinen und Phospholipiden, was zu 

pathologischen Remodelingprozessen und zu einer Förderung der Atherogenese führt 

(241). Auch in den Patientenproben dieser Arbeit lässt sich der Einfluss von reaktiven 

Sauerstoffspezies auf die Kalzifizierung histologisch nicht ausschließen. Als Indikator 

für oxidativen Stress wurde eine Immunhistochemie von Nitrotyrosin durchgeführt, 

welche eine Nitrosylierung von Proteinresten bei gesteigerter NO-Produktion darstellt. 

Stellen mit vaskulärer Kalzifizierung und eNOS-positiven Signalen kolokalisierten oft 

auch mit Nitrotyrosin-positiven Signalen. Jedoch konnte in parallel zur Histologie 

durchgeführten Zellkulturexperimenten nachgewiesen werden, dass der 

kalzifizierende Effekt der NO-produzierenden Erythrozytenmembranen nicht in der 

Entstehung von oxidativem Stress liegt. Hierzu wurden humane arterielle glatte 

Muskelzellen zusätzlich zu Erythrozytenmembranen mit Antioxidatien wie 

Superoxiddismutase und/oder Katalase in osteogenetischem Medium inkubiert. Dabei 

ließ sich der Effekt der Erythrozytenmembranen nicht aufheben, sodass man keine 

Unterschiede im Alizarin S-positivem Signal im Vergleich zu Erythrozytenmembranen 

allein sah (170). Allerdings sind Untersuchungen in vitro an einem singulären Zelltyp 
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auch nicht vollständig auf die in vivo Situation übertragbar, so dass dieser Punkt offen 

bleiben muss. 

5.3.5 Bedeutung der erythrozytären eNOS für vaskuläre Kalzifizierung 
In Hinblick auf die unterschiedlichen Ergebnisse in Studien an eNOS-defizienten oder 

-überexprimierenden Mäusen ist vor allem die Tatsache problematisch, dass eNOS, 

wie in dieser Arbeit histologisch gezeigt werden konnte, von verschiedenen Zelltypen 

exprimiert wird. Um die alleinige Wirkung von eNOS in Erythrozytenmembranen zu 

demonstrieren, ohne den Einfluss weiterer Faktoren wie endothelialer Dysfunktion, 

Hypertonie oder fibrotischem Remodelling, wäre ein zellspezifischer Knockout von 

eNOS in Erythrozyten notwendig. Da dieses Modell nicht zur Verfügung stand, wurden 

ex vivo und in vivo Experimente etabliert, um Unterschiede in der Wirkung von 

Erythrozyten mit eNOS und ohne eNOS (aus ubiquitären eNOS-Knockoutmäusen) auf 

die Verkalkung von vaskulären glatten Muskelzellen zu untersuchen. Ex vivo wurden 

Aortenringe von Wildtypmäusen und eNOS-Knockoutmäusen jeweils mit lysierten 

roten Blutzellen von Wildtypmäusen und eNOS-Knockoutmäusen in 

osteogenetischem Medium inkubiert. Anschließend wurde das Alizarin S-positive 

Signal quantifiziert, sowie die mRNA Expression von Runx2 und Osterix. Hierbei 

konnten die aus Wildtypmäusen, eNOS-exprimierenden, isolierten Erythrozyten in 

beiden Typen von Aortenringen signifikant die Marker für Verkalkung steigern, 

wohingegen der Effekt bei Erythrozyten der Knockoutmäuse nicht gegeben war (170). 

Auch in vivo Experimente konnten deutlich machen, dass Erythrozyten einen 

kalzifizierenden Effekt haben, der abhängig von deren eNOS Expression ist. Dazu 

wurde bei ApoE-Knockoutmäusen nach vierwöchiger cholesterinhaltiger Diät durch 

eine vaskuläre Verletzung der Arteria carotis communis die Ausbildung einer 

Neointima induziert (242). Drei Wochen später wurden isolierte 

Erythrozytenmembranen von Wildtypmäusen und eNOS-defizienten Mäusen direkt in 

die Neointima injiziert. Nach Entnahme sechs Wochen später konnte man in 

Färbungen zur Darstellung der Aktivität der Alkalischen Phosphatase sowie nach 

Alizarin S und van Kossa Färbung sehen, dass vor allem die Injektion von 

Wildtyperythrozyten, also eNOS-exprimierenden roten Blutzellen, eine vaskuläre 

Kalzifizierung verursachen konnte, während dieses Phänomen nach Injektion von 

Erythrozyten aus eNOS-defizienten Mäusen weniger häufig auftrat (170). 

Diese Experimente legen die zellspezifische Wirkung von eNOS exprimierenden 

Erythrozyten auf glatte Muskelzellen nahe, was durch die histologische Untersuchung 
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humane Schnitte leider nicht möglich ist, da diese möglichen anderer Einflussfaktoren 

ausgesetzt waren bzw. ein Endstadium der Erkrankung darstellen. Histologisch 

wurden Patientenproben untersucht, in denen bereits IPH und Kalzifizierung 

stattgefunden haben, was zeigt, dass es sich bereits um fortgeschrittene 

atherosklerotische Läsionen handelt. Aus diesem Grund stehen die Ergebnisse dieser 

Arbeit nicht in Widerspruch mit einer protektiven Funktion von eNOS bei einem 

gesunden Endothelium. In der Situation von IPH und Hämolyse wirkt eNOS aus 

Erythrozytenmembranen proatherogen, indem glatte Muskelzellen NO-getriggert zu 

osteoblastischen Zellen differenzieren, was in dieser Arbeit histologisch 

veranschaulicht werden konnte. 

6 Zusammenfassung 
Vaskuläre Kalzifizierungen und Intraplaquehämorrhagien sind bedeutende 

Komplikationen fortgeschrittener atherosklerotischer Läsionen. Deshalb war es Ziel 

dieser Arbeit zu untersuchen, ob und über welche molekularen Mechanismen 

Erythrozyten im Rahmen von IPH zu dem Prozess vaskulärer Kalzifizierungen 

beitragen. Hierzu wurde eine histologische Analyse humaner kalzifizierter stenotischer 

Aortenklappen, abdomineller Aortenaneurysmata und atherosklerotischer 

Carotisplaques durchgeführt. Durch Kolokalisation des Markers SM a-Actin mit 

Hydroxylapatitkristallen, dargestellt durch eine Alizarin S Färbung, konnte auch 

histologisch gezeigt werden, dass glatte Muskelzellen an der Entstehung vaskulärer 

Verkalkungen beteiligt sind und dass eine Differenzierung in einen osteoblastischen 

Phänotyp dabei eine Rolle spielt. Als spezifischer Marker für frühe Stadien der 

vaskulären Kalzifizierungen und Osteogenese dieser Zellen wurde Periostin 

verwendet. Der zusätzlich untersuchte Marker Osteopontin zeigte sich im Gegensatz 

dazu als weniger spezifisch. Bei Analyse des Phänomens von IPH zeigte sich 

histologisch, dass die Mehrheit der Erythrozyten extravasal, also außerhalb des von 

CD31-positiven Endothelzellen ausgekleideten Gefäßlumens zu finden war. Durch das 

oxidative Medium innerhalb atherosklerotischer Läsionen werden die extravasierten 

Erythrozyten lysiert, was sich histologisch durch eine getrennte Anfärbung von 

Erythrozytenmembranen, Hämoglobin und Eisen äußerte. Die osteoinduktive Wirkung 

von Erythrozyten war in vitro vorwiegend bei lysierten und nicht bei intakten roten 

Blutzellen gegeben, histologisch war eine signifikante Abhängigkeit vaskulärer 

Verkalkung von der Präsenz von Erythrozytenmembranen feststellbar. Als 

osteoinduktiver Mediator bei diesem Prozess erwies sich die in 
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Erythrozytenmembranen exprimierte eNOS durch Synthese von NO. Bei der 

Hämolyse wird neben den Erythrozytenmembranen jedoch auch Hämoglobin frei, 

welches ein bekannter Scavenger von NO ist. Da an Stellen vaskulärer Verkalkung 

allerdings oft Erythrozytenmembranen und Hämoglobin zugleich angefärbt waren, 

wurden histologisch Möglichkeiten der Inaktivierung von Hämoglobin als NO-

Scavenger untersucht. Zunächst stellt eine Oxidation von Hämoglobin zu 

Methämoglobin eine Möglichkeit dar, die Bioverfügbarkeit von NO zu erhalten. Durch 

das oxidative Medium innerhalb der Läsion lag auf den histologischen Präparaten über 

92% des Hämoglobins in der oxidierten Form vor. Hierbei stellte sich eine signifikante 

Abhängigkeit der Kalzifizierungen von der Oxidation des Hämoglobins zu 

Methämoglobin heraus. Als weiterer Mechanismus wurde die Präsenz von CD163-

positiven Makrophagen analysiert, die durch freies Hämoglobin chemotaktisch 

angelockt werden, um dieses phagozytotisch zu eliminieren. Diese Möglichkeit der 

Inaktivierung von Hämoglobin erwies sich histologisch jedoch als weniger konstant. 

Durch diese Mechanismen der Inaktivierung der NO-reduzierenden Funktion von 

Hämoglobin kann das durch eNOS der Erythrozytenmembranen produzierte NO 

ungehindert zu den vaskulären glatten Muskelzellen diffundieren. Ein signifikanter 

Zusammenhang zwischen eNOS und vaskulären Kalzifizierungen war auch 

histologisch zu finden, sodass bei der Hämolyse freigesetzte Erythrozytenmembranen 

über diesen Mechanismus zu vaskulärer Verkalkung beitragen. 
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8 Anhang 
8.1 Zusammensetzung der Lösungen für die histologischen Färbungen 

8.1.1 Alizarin S 
0,5% Alizarinrot (pH 4,1-4,3) 

• 0,5 g Alizarinrot 

• 100 ml dH2O 

• pH-Wert mit 10% NH3 einstellen 

 

8.1.2 Masson-Goldner-Trichrom 
Bouins‘ Fixative 

• 750 ml gesättigte Pikrinsäure 

• 250 ml 37% Formaldehyd 

• 50 ml 100% Essigsäure 

Weigert’s Iron Working Solution (frisch ansetzen, gleiche Teile von Lösung A und B) 

Lösung A 

• 1 g Hämatoxylin 

• 100 ml 95% Ethanol 

Lösung B 

• 4 ml 29% Eisenchloridlösung 

• 95 ml dH2O 

• 1 ml konzentrierte Salzsäure, 37% 

1% Essigsäure 

• 10 ml 100% Essigsäure 

• 990 ml dH2O 

Ponceau-Fuchsin Lösung 

• 1 g Säurefuchsin 

• 1 g Ponceau 2R 

• 200 ml 1% Essigsäure 
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Azophloxin Lösung 

• 0,5 g Azophloxin 

• 0,2 ml 100% Essigsäure 

• 100 ml dH2O 

Ponceau-Säurefuchsin-Azophloxin Lösung (frisch ansetzen) 

• 88 ml 0,2% Essigsäure 

• 7 ml Ponceau-Fuchsin Lösung 

• 2 ml Azophloxin Lösung 

Molybdatophosphorsäure-Orange 

• 3 g Molybdatophosphorsäure 

• 2 g Orange-G 

• 100 ml dH2O 

Lichtgrün 

• 0,15 g Lichtgrün SF 

• 200 µl 100% Essigsäure 

• 100 ml dH2O 

 

8.1.3 Berliner-Blau 
10% Potassium-Ferrocyanid-Stock Lösung 

• 10 g Potassium Hexacyanoferrate (II) 

• 100 ml dH2O 

Potassium-Ferrocyandide Working Solution 

• 100 ml 10% Potassium-Ferrocyanid-Stock Lösung 

• 100 ml 20% Salzsäure 
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8.2 Positiv- und Negativkontrollen der immunhistochemischen Färbungen 

 

Abbildung 8.2-1 Positiv- und Negativkontrollen der immunhistochemischen 
Färbungen 
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